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Procedimentos de diagndstico padrao para KEMI|‘
monitoramento pds-vacinagao das vacinas Compelled by Curiosity™

Kemin: AlV, NDV, IBV

Dr. Ricardo Neto DVM, Regional Technical Service Manager, Kemin Biologics

INTRODUGAO E OBJETIVO

As ferramentas de diagndstico sdo relevantes para compreender a dindmica epidemioldgica nas
exploragdes agricolas em todo o mundo, permitindo a detecao e vigilancia dos agentes patogénicos que
comprometem o bem-estar e a produtividade da populacdo suscetivel, com um impacto econémico
significativo.!?

Alémdisso, asferramentas e procedimentos de diagndstico também nos permitem monitorar eficazmente
aaceitacao davacina nos animais imunizados, aumentando assim a confianga e a tranquilidade da equipe.
O objetivo desta revisdo técnica é descrever os procedimentos de diagndstico padrao implementados no
campo para permitir o monitoramento pés-vacinacao das vacinas da Kemin que contém o virus da gripe
aviaria (AlV), o virus da doenca de Newcastle (NDV) e o virus da bronquite infecciosa (IBV).

FUNDAMENTALS OF VACCINE MONITORING

a. Vacinacao adequada

A aplicagdo, armazenamento e resposta corretos podem ser avaliados posteriormente gragas as
respostas que a vacina provoca nos animais. Essa resposta imunoldgica dependera da vacina e dos testes
disponiveis, bem como do antigeno que estamos avaliando, pois alguns antigenos poderdo ser avaliados
por testes especificos, enquanto outros ndo. Para obter orientacdes sobre boas praticas de vacinacao
(GVP), consulte os procedimentos especificos da Kemin aplicaveis a vacinacdo em incubatérios ou
fazendas.

b. Coleta de amostras

E importante que as amostras de aves sejam corretamente identificadas no formulario de envio e
individualmente no frasco de amostra, se for o caso. A identificacdo adequada da amostra deve incluir,
no minimo:

Identificacao e localizacdo do lote

Informagdes de contato do proprietéario

NUmero de aves no galpao

NUmero de amostras

ldade do lote

Tipo de producao (poedeiras, matrizes, frangos de corte ou Perus)

Genética

Data da coleta da amostra

Programa de vacinacao

j.  Historico do lote (problemas de salde, surtos anteriores).

So mo a0 o

c. Testes laboratoriais
Os procedimentos disponiveis para monitorar a vacinagado com vacinas virais para aves incluem:
- Testes moleculares: destinados a encontrar os antigenos ou evidéncias de sua presenca.
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-+ Testes soroldgicos: Destinam-se a detectar anticorpos produzidos contra um antigeno especifico. Os
titulos sorolégicos podem levar de 4 a 20 dias para serem detectados, evidenciando a resposta do
animal ao contato com um determinado antigeno ou vacina. Para estudos sorolégicos, as amostras
devem ser amostras de sangue coletadas por uma pessoa qualificada (na maioria dos paises, é uma
exigéncia legal que isso seja feito por um médico veterinario).

d. Cronograma

a. Matrizes: Podem ser coletadas 20 amostras de sangue entre 10 e 12 semanas de idade, no momento
da transferéncia para o galpdo de producao e, posteriormente, a cada 12 semanas.

b. Poedeiras: Uma amostra de 20 amostras de sangue pode ser coletada antes da transferéncia para o
galpao de producdo, seguida por amostras coletadas a cada 12 semanas. Se as amostras estiverem
sendo coletadas para avaliar a resposta a vacina, pode ser necessaria uma amostragem mais
frequente, como 3 semanas apds a vacinacdo e, em seguida, a cada 4 semanas, durante todo o ciclo
de producao do lote.

c. Frangos de corte: uma amostra de 20 amostras de sangue pode ser coletada 2 ou 3 semanas apés a

vacinacdo, antes da transferéncia para a planta de processamento.
GRIPE AVIARIA

No que diz respeito a gripe aviaria, os procedimentos de diagndstico também nos ajudam a detectar
infeccdes no campo (vigilancia de patdbgenos) ou antigenos de vacinas (monitoramento de vacinas).

a. Vigilancia (infeccao em campo)

Para avaliar se um lote vacinado foi infectado, as aves sentinelas devem ser deixadas sem vacinacao.

Podem ser coletadas amostras de soro ou esfregacos (cloacais e traqueais) no caso de sinais clinicos que

possam ser atribuidos ao virus da gripe aviaria (AlV). Neste contexto, é necessario o seguinte:

+ Aves sentinelas (aves nao vacinadas facilmente identificaveis).

- Esfregacos traqueais ou cloacais (ou tecidos) de animais doentes, se houver sinais clinicos no bando
que possam ser suspeitos e atribuiveis a gripe aviaria. Devem ser recolhidos pelo menos 15 esfregacos.

«  Amostras de soro de aves sentinelas para avaliar se o bando vacinado foi infectado durante o ciclo de
producao. Devem ser recolhidos pelo menos 15 esfregacos.

b. Monitoramento da vacina (adesio a vacinagio)
Destinado a avaliar o nivel de protecdao concedido pela vacina e verificar se a vacinagdo foi realizada
corretamente.

b.1)b.1)  Amostragem: Para avaliar a aceitacdo da vacina, a vacinagao correta e o estado de
imunidade do rebanho (niveis de protecdo em caso de desafio no campo), sdo utilizadas amostras
de soro. Devem ser colhidas pelo menos 15 amostras de aves em diferentes areas do galpdo e pode
ser necessario um numero maior de amostras, dependendo do tamanho da populagao. Para o Hl,
a amostragem padrdo ouro é realizada com antigeno especifico para a vacina utilizada e fornecido
pela Kemin, garantindo sempre que o antigeno utilizado no teste HI seja compativel com o antigeno
da vacina. O ELISA especifico para a gripe aviaria também pode ser utilizado para avaliar se as aves
foram corretamente vacinadas, mas ndo se as aves estdo protegidas. Para avaliar se as aves foram
devidamente vacinadas, tanto para o ELISA como para o HI, pelo menos 80% das aves devem ter
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apresentado soroconversao (>80% de amostras positivas). Com o ELISA, apenas a conformidade
da vacinacao pode ser avaliada, e >80% dos animais devem ter apresentado soroconversdo apos a
vacinacao.

b.2) Cronograma: Para avaliar a eficacia e a protecdo da vacinacdo, devemos coletar amostras das
aves pelo menos trés semanas apos a vacinacao, esperando que a soroconversao seja superior a 5
Log2 no HI. Para garantir que os niveis de protecao sejam mantidos ao longo do ciclo de producao,
deve-se utilizar o teste HI e coletar amostras de soro aleatoriamente de diferentes aves em diferentes
pontos do galpao. Devem ser coletadas pelo menos 15 amostras, mas pode ser necessario um
numero maior. O cronograma de amostragem varia de acordo com o ciclo de producao:

+  Matrizes: com 35 e 45 semanas de idade.

«  Poedeiras: com 35, 50, 60, 70, 80 e 90 semanas de idade.

- Frangos de corte: aos 21 dias de idade.

b.3) Limites: Os titulos recomendados para uma protecdo adequada e as recomendacdes sobre a
vacinacdo correta baseiam-se em evidéncias experimentais e de campo, conforme descrito no
Manual de Testes Diagndsticos e Vacinas para Animais Terrestres da OIE (2012).1 Um resumo da
andlise soroldgica realizada com HI (padrao ouro) pode ser visto na tabela 1.

Método Amostra Tamanho .
Cronograma de amostragem Fatores criticos de sucesso

de teste adequada daamostra

Pelo menos 3 semanas apds a

Sorologi ~15 (d de d vacinagao. Acompanhamento >80 % amostras positivas
(eoro EE&TOS S o élaegine zoa durante a producéo. > 5Log2 em HlI utilizando
dégl-il) ore gbjpetivi) -Matrizes: com 35 e 45 semanas de idade. antigeno especifico

-Poedeiras: com 35, 50, 60, 70, 80 e 90 fornecido pela Kemin
semanas de idade.

Tabela 1: Resumo da andlise sorolégica com Hl para avaliar a conformidade e a protecéo da vacinagdo

c. DIVA (diferenciacdo de animais infectados)

O RNA viral pode ser detectado por ensaios baseados em PCR (reacdo em cadeia da polimerase
com transcricao reversa em gel (RT-PCR)). Através de testes regulares de PCR, é possivel caracterizar
fragmentos do genoma em virus de campo, permitindo assim a diferenciacao entre animais infectados e
animais vacinados. Quando o material genético do virus de campo esta suficientemente disponivel em
amostras de sedimentos, o resultado positivo da PCR indicara claramente a presenca do virus de campo
(resultado positivo). A diferenca na sequéncia gendmica indica, portanto, se o resultado da PCR se refere
a cepa davacina ou a cepa.?

DOENCA DE NEWCASTLE

Para monitorar a eficacia da vacinacdo contra a doenca de Newcastle (NDV), é possivel avaliar a resposta
do titulo de anticorpos (sorologia) considerada protetora. Ao contrario da gripe aviaria, a demonstracao
da auséncia de infeccao natural ndo é importante, pois o virus é onipresente e disseminado em todos os
paises produtores de aves. Para avaliar a resposta a vacina e a conformidade com a vacinacao, podem ser
utilizados testes ELISA e titulos de anticorpos de inibicdo da hemaglutinacao (HI). Paraambos os métodos
de teste soroldgico, o conhecimento do histérico, das vacinas utilizadas e da epidemiologia regional é
fundamental. Os testes mencionados abaixo para avaliacdo das praticas de vacinacao sao validos tanto
para vacinas vivas quanto inativadas contra o NDV.
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I. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Para interpretar corretamente os resultados do ELISA, é necessario consultar as diretrizes especificas dos
laboratérios que produzem os kits de teste ELISA, que descrevem de forma consistente o limiar esperado
para cada tipo de vacina (viva ou inativada), distinguindo-a de uma infeccdo de campo. O laboratorio
parceiro que realiza o teste também costuma ter as diretrizes para interpretar os resultados.

Il. Inibicao da hemaglutinacao (HI)

O antigeno da vacina deve ser utilizado para realizar o teste, e as amostras para avaliar a resposta a
vacinacdo devem ser coletadas pelo menos 21 dias apds a vacinacdo. O conhecimento dos gendtipos
e cepas locais do NDV também ¢é importante para o HI. Para o teste HI, o titulo médio de anticorpos
deve ser superior a 9 log, com o antigeno especifico da vacina, e estes devem ter um titulo médio de
anticorpos medido pelo Hl, utilizando o antigeno especifico da vacina de 9 log,.

Um resumo dos testes soroldgicos que podem ser realizados para monitorar os antigenos da vacina
contra o NDV pode ser visto na tabela 2. As principais consideracdes incluem:

a. Amostragem

As amostras necessarias para os testes sorolégicos sdo amostras de soro (amostras de sangue). 25 a 30
amostras devem ser suficientes para avaliar a protecao da vacinagao e também a adesao a vacinacdo. Para
demonstrar a soroconversao apos a vacinacao, podem ser coletadas e analisadas amostras emparelhadas
com algumas semanas de intervalo.

Método de teste Amostra Tamanho Cronograma Fatores criticos de sucesso
adequada da amostra de amostragem
<
2 Sorologia 25-30 « Inicio da imunidade + Procedimento de amostragem
E (e.g. titulos da ELISA IgG) Soro frangos « Pico de postura « Linhas de base condicionadas
< = - Ap6s 60 semanas de idade a kits ELISA comerciais
>
o . ) « Inicio da imunidade + >80% positivo
< 2 - Sl:?{l?::sgja HI) Soro frzasn 325 - Pico de postura + 9 log, titer
S 9 9 « Ap6s 60 semanas de idade

Tabela 2: Resumo da andlise soroldgica com Hl para avaliar a conformidade e a protecdo da vacinagdo

b. Cronograma

Os tempos de amostragem recomendados para avaliar o nivel de imunidade conferido pela vacinacao
sdo:

« Matrizes: ao inicio de postura, pico de postura e 60 semanas de idade.

+ Poedeiras: ao inicio de postura, pico de postura e 60 semanas e 90 semanas de idade.

«  Frangos de corte: ao 21 dias de idade.

BRONQUITE INFECCIOSA

Para monitorar a vacinacdo adequada com a vacina contra o virus da bronquite infecciosa (IBV), a
sorologia pode ser considerada o método de teste padrdao ouro. Usando esse método, deve-se coletar
soro de pelo menos 25 aves. Assim como na doenca de Newcastle, devido a circulacdo de diferentes
cepas selvagens do IBV que podem resultar em resultados soroldgicos cruzados em frangos vacinados,
conhecer o histérico de vacinacao, as variantes circulantes do IBV e o esquema de vigilancia de patdgenos
é fundamental para equilibrar o diagnostico. A soroconversao deve ser avaliada principalmente apés a
vacinacao inativada, pois as vacinas vivas podem nao levar a uma imunidade humoral forte.
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a. ELISA test

Os kits ELISA comerciais sao frequentemente utilizados para monitorizar as respostas de anticorpos
séricos derivadas das vacinas contra o IBV. Os antigenos utilizados nos kits apresentam uma ampla
reatividade cruzada entre serétipos e permitem a monitorizacdo seroldgica geral das respostas vacinais
e dos desafios no terreno.

b. HI test

Método utilizado para identificar respostas especificas ao sorotipo a vacinacdo e desafios de campo,
especialmente em frangos jovens em crescimento. Devido a co-circulacdo de diferentes gendtipos ou
linhagens de IBV na mesma regido, a soroconversao com titulos HI precisa ser analisada com cuidado
e com o apoio do seu veterinario. A soroconversao a vacinacao sé pode ser monitorada se amostras
emparelhadas forem coletadas com algumas semanas de intervalo e analisadas por um teste ELISA ou
HI comercial adequado.

Se o teste sorolégico escolhido for o HI, deve-se utilizar o antigeno especifico da vacina. Por outro lado,
se forem utilizados kits ELISA comerciais, o guia para interpretacdo dos resultados deve ser obtido
diretamente junto ao fabricante do kit ELISA comercial, caso ndo esteja disponivel no laboratério que
realiza o teste.

Um resumo dos testes soroldgicos que podem ser realizados para monitorar os antigenos da vacina
contra o IBV pode ser visto na tabela 3. As principais consideracdes incluem:

c. Amostragem

As amostras necessarias para os testes soroldgicos sdo amostras de soro (amostras de sangue). 25 a
30 amostras devem ser suficientes para avaliar a protecao da vacinacao e a adesao a vacinacao. Para
demonstrar a soroconversdo apos a vacinacdo, podem ser coletadas e analisadas amostras emparelhadas
com algumas semanas de intervalo.

d. Cronograma

Para a sorologia, devem ser coletadas amostras de sangue e, como antes, é importante lembrar que
a coleta de amostras muito logo apds a vacinagao ou infeccao pode levar a resultados negativos. Para
avaliar se a soroconversdo ocorreu devido a vacinagao ou infeccdo em campo, deve-se realizar uma
sorologia pareada para verificar se os titulos de anticorpos estao aumentando:

« Matrizes: ao inicio de postura, pico de postura e 60 semanas de idade.

+  Poedeiras: ao inicio de postura, pico de postura e 60 semanas e 90 semanas de idade.

- Frangos de corte: ao 21 dias de idade.

Dado que 0 IBV nao aglutina espontaneamente nos glébulos vermelhos de galinha, as amostras precisam
ser tratadas com a enzima neuraminidase antes de poderem ser utilizadas no teste HI.?

Paraasorologia, podem ser utilizadas amostras de sangue para avaliar aresposta dos anticorpos. Paraisso,
existem kits ELISA disponiveis no mercado, mas também pode ser utilizado o HI, que permite respostas
especificas para cada serotipo e a avaliacdo da vacinacdo (isso pode ser dificil de fazer claramente no
campo devido a multiplas infeccdes de cepas vacinais e de campo). 19, 20

Embora a correlacdo com a protecdo possa ser dificil em muitos casos, devemos esperar que um titulo
medio de HI superior a 6,0 log, seja um limite protetor. Devido a complexidade das doengas respiratérias
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e das condicdes que podem levar a reducao da producado de ovos e a nefropatia, € necessario eliminar
outras doencas ao diagnosticar a IB.

Os testes ELISA tém a vantagem de poderem detectar a resposta sorolégica da ave contra todos os
tipos de infeccdes por IBV, enquanto o HI é mais especifico e permite encontrar respostas sorotipicas
especificas se as aves forem expostas a serotipos especificos no campo ou por vacinacdo. Ao utilizar
testes ELISA, é importante saber quais sao os valores de corte para o teste utilizado, a fim de permitir
uma interpretacdo adequada.

Método Amostra Tamanho Cronograma Fatores criticos

de teste adequada da amostra de amostragem de sucesso

: Sorologia 25-30 -Sorologia er:parelhada 3 . Linl‘(uja.s.de Izjase it
e.g. titulos da ELISA 14G Soro semanas e 6 semanas condicionadas a kits
< (e 96) ges apods a vacinagao ELISA comerciais
2 - NA > 80% positivo
>
£
<
Z
8 - 6log,
< Serelect R « >80% positivo (deve
> 2 9 25-30 *Sorologia emparelhada 3 ser interpretado com
> 2 (e.g. titulos da HI) Soro semanas e 6 semanas o consultor técnico da
ara antigenos frangos apos a vacinagdo ; i
pda variante IB P ¢ Kemin, pois as cepas
em circulagdo podem
ter impacto)
Tabela 3: Resumo dos testes soroldgicos que podem ser realizados para avaliar a vacina¢éo contra o 1BV
CONCLUSAO

A avaliacdo sistematica pds-vacinacao permite que os veterinarios especializados em aves determinem
se o procedimento de vacinacao foi realizado corretamente. Com vacinas virais, avaliar o nimero de aves
que apresentaram soroconversao a vacinacdo pode estar associado a imunidade quando se conhece
a correlacdo entre os titulos de anticorpos e a protecdo. Conhecer os procedimentos diagndsticos
padrdo para monitorar as vacinas da Kemin € de suma importancia porque i) verifica as "boas praticas
de vacinacao” para um determinado lote, ii) ajuda o produtor a compreender o status real da vacinacao
na granja e iv) auxilia os veterinarios no processo de tomada de decisdo ao atualizar os programas de
vacinagao.

Referéncias

1. OIE. 2012. Avian influenza. Manual of diagnostic tests and vaccines for terrestrial animals. OIE, Paris, France

2. D.J. Alexander, C.D. Bracewell & R.E. Gough (1976) Preliminary evaluation of the haemagglutination and haemagglutination inhibition tests for avian infectious
bronchitis virus, Avian Pathology, 5:2, 125-134, DOI: 10.1080/03079457608418177

3. Azeem and Yoon (2025). Viruses. 2025 Feb 6,17(2):228. doi: 10.3390/v17020228.

For further information please contact us:
kemin.biologics@kemin.com

or visit:
kemin.com/eu/en/markets/vaccines
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