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RESUMO

Patogenia comparada de duas amostras brasileiras
do virus da bronquite infecciosa das galinhas (BIG) em aves

gnotobioticas (GN) e isentas de patogenos (SPF).

Algumas caracteristicas biologicas de duas amos-—
tras brasileiras do virus da BIG foram estudadas em aves GN
e SPF. As aves GN e SPF apresentaram sintomas clini-
cos, lesoes macroscopicas e resposta sorologica diferentes,
e lesoes histologicas semelhantes, quando expostas a
lOH'BDIE50 da amostra 208 e 105'0DIE50 da amostra 29-78& do
virus da BIG. As aves CGN infectadas com amostras 208 e 29-78
apresentaram: espirros menos frequentes, ausencia de obstru
¢ao nasal e ronqueira pulmonar, quando comparadas com aves
SPF. Nao houve elevacao da temperatura corporal e outros
achados e sinais clinicos. Ambas amostras provocaram: con-
gestao da mucosa dos cornetos e seios nasais infraorbita-
rios, traqueite discreta, presenga de exsudato sero-mucoso
(aves GN) e muco-purulento (aves SPF) nas areas descritas
acima e conjuntivite discreta. Os outros orgaos se apresen-
taram normais. A emergencia dos achados de necropsia e cli-
nicos nas aves GN ocorreu a partir de 24 e 48 horas apos
inoculagao (h.a.i.) para a amostra 208 e de 48 e 72 h.a.i.
para a amostra 29-78. Nas aves SPF, os achados de necropsia
e clinicos ocorreram a partir de 24 h.a.i. para ambas amos-

tras. Com base nas lesoes histologicas, as duas amostras fo
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ram exclusivamente epiteliotropicas. Lesaram o epitelio da
traqueéia e dos bronquios das aves GN e SPF a partir de 24
h.a.i.. Houve descamacao das celulas superficiais do epite-
lio seguida de hiperplasia epitelial e infiltracao de celu-
las mononucleares na lamina propria e no epitelio hiperpla-
sico, alem de hipertrofia dos centros linfoides germinativos
presentes na lamina propria do epitelio traqueal e bron-
quial. Na traqueia e nos bronquios das aves GN e SPF infec-
tadas com amostras 208 e 29-78, celulas epiteliais infecta-
das com virus da BIG foram detectadas pela imunofluorescén-
cia, entre 24 e 216 h.a.i.. Nos outros orgaos e tecidos es
tudados, nao foram encontradas lesoes histoldogicas e a imu-
nofluorescencia, nao foram detectadas celulas infectadas com
o virus. O aparecimento de anticorpos precipitantes anti-vi
rus da BIG, tanto nas aves GN como SPF, ocorreu a partir de
168 e 216 h.a.i., para as amostras 29-78 e 208, respectiva-

mente.
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INTRODUCAO A

A bronquite infecciosa das galinhas (BIG) tem si-
do descrita como uma infecgao virotica aguda do sistema res
piratorio, altamente contagiosa, de importancia economica
na industria aviaria e que apresenta algumas variagoes na in
tensidade dos sintomas e lesoes clinicas (HOFSTAD, 1978).

Entre os prejuizos economicos ressaltam-se a redu
¢ao no ganho de peso (PRINCE et alii, 1962); queda de postu
ra, deterioracgao da qualidade interna do ovo, fragilidade da
casca e reduggo na eclodibilidade (SEVOIAN & LEVINE, 1957;
McMARTIN, 1968; CRINION et alii, 1971a) e a "sindrome nefri
te-nefrose" em frango de corte e aves mna fase de recria
(WINTERFIELD & HITCHNER, 1962).

A infecgao pelo virus da BIG pode se associar a
uma alta morbidade e, em algumas circunstancias, tambem a
uma alta mortalidade. Nas aves jovens, as lesoes mais gra-
ves sao observadas no sistema respiratorio (DELAPLANE & STUART,
1939). As aves adultas que tem a infecgao apresentam discre
ta sintomatologia respiratoria e apos uma queda na postura,
a producao de ovos eleva-se sem nunca alcancar os niveis con
siderados normais (BROADFOOT & SMITH, 1954).

Existem diversos sorotipos do virus da BIG. O nu-
mero exato ainda nao e conhecido e uma ave exposta a um
sorotipo pode experimentar infeccao por outro sorotipo
(HOFSTAD, 1975).

Quanto a patogenicidade das amostras, muitos auto
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res tem definido a existencia de dois grupos de virus da
BIG. Um grupo consiste de amostras nefrotropicas, as quais
produzem lesoes nos rins em adicao a lesoes no sistema res-
piratorio (WINTERFIELD & HITCHNER, 1962; CUMMING, 1963;
JULIAN & WILIS, 1969) e outro grupo de amostras que produ-
zem sempre lesoes no sistema respiratorio sendo que, espora
dicamente, podem lesar os rins (PURCELL & McFERRAN, 1972;
JONES, 1974; MACDONALD & McMARTIN, 1976).

No Brasil, o isolamento do virus da BIG, bem como
evidencias de participagio do virus no complexo das doencgas
respiratorias das galinhas, foi inexistente ate 1956 (REIS
& NOBREGA, 1956).

Em 1957, o virus foi identificado no Brasil (HIPO
LITO, 1957). Seguiram-se estudos de microscopia eletronica e
um limitado estudo sobre a prevalencia de anticorpos anti—vi
rus da BIG em soros procedentes de Minas Gerais e alguns ou
tros estados (HIPOLITO et alii, 1960/61; HIPOLITO & GODOY,
1963).

Em 1973, duas amostras de virus da BIG foram iso-
ladas em Sao Paulo de casos clinicos da chamada "sindrome ne
frite-nefrose" (HIPOLITO et alii, 1973).

Recentemente, ficou constatado que a prevaléencia
de anticorpos anti-virus da BIG foi de 1007 em algumas gran
jas estudadas em Minas Gerais. A alta frequéncia de anticor
pos anti-virus da BIG nessas granjas, ocorreu na ausencia
de sintomatologia clinica sugestiva da doenca (HEREDIA et
alii, 1978).

Outro estudo, realizado em Sao Paulo, confirmou a
alta prevalencia de anticorpos contra o virus da BIG em di-
versas granjas daquele estado (HSIUNG et alii, 1978).

Aspectos clinicos e anatomo-patologicos da '"sin-
drome nefrite-nefrose'" foram descritos em 1979 (SILVA et
alii, 1979).

Em 1980, foi iniciada a vacinagao contra a BIG no
Brasil, usando-se para tal uma amostra importada: "Holland"

H-120 (BRASIL, 1980).
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Como nenhum dos estudos realizados no Brasil abor
dou a patogenese e o problema da virulencia das amostras iso
ladas e estudadas, a decisao de se vacinar aqui nesse pais
foi uma salida de emergencia, mas com um completo desconheci
mento de fatores basicos como potencial patogenico, caracte
risticas antigenicas e prevaléncia de variantes e sub-tipos
sorologicos do virus da BIG. Assim, e impossivel avaliar-se
se as metas de tal esforgo tem sido alcancgadas.

Estudos sobre a virulencia das amostras de virus
da BIG isoladas no Brasil sao importantes para se tentar pre
dizer o potencial dessas amostras em se estabelecerem, espa
lharem a outras aves e causarem doenga por si so.

Neste estudo, foram utilizadas aves gnotobioticas
(GN) na avaliacao da patogenicidade e seus determinantes, de
duas amostras brasileiras do virus da BIG (208 e 29-78). Exis
tiu uma oportunidade unica de se conhecer a natureza das le
soes macro e microscopicas em ausencia de outros agentes que
poderiam influir na sua extensao, bem como localizagao. Hou
ve chance de se observar a sintomatologia clinica, seu cur-
so, intensidade, bem como o envolvimento sequencial de dife
rentes respostas e orgaos. Outras relagoes estudadas foram:
susceptibilidade, resposta clinica e correlagao entre orgao
envolvido e sintomas clinicos. Sendo assim, alguns atribu-
tos biologicos de duas amostras brasileiras do virus da BIG,
foram estudados.

A caracterizacao da viruléncia das amostras e de
particular interesse porque permite uma avaliagao do papel
dessas amostras no quadro das doencas respiratorias, renais
e reprodutoras, livrando-se das correlagoes de achados em
outros paises.

0 presente estudo teve como objetivo especifico a
analise do carater e da progressao das lesoes causadas pelas
amostras 208 e 29-78 em aves GN e isentas de patogenos (SPF).

Outras caracteristicas importantes foram conside-

radas:
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Habilidade em infectar e causar sintomatolo-
gia.

Celulas especificas envolvidas e lesadas no
processo de infeccgao.

Localizacao das areas de maior envolvimento
que possivelmente influiram no desenvolvimen-
to dos sintomas clinicos.

Resposta de anticorpos (humoral).



REVISAO DE LITERATURA

HOFSTAD (1945) estudou a patogenese de uma amos-
tra do virus da BIG em aves com 21 dias de idade, inoculadas
pela via intratraqueal. A emergencia dos sintomas clinicos
de doenga respiratoria (espirros, dispneia e ronqueira pul-
monar) ocorreu a partir de 18 horas apos inoculaggo (h.a.i.),
permanecendo até 180 h.a.i.. O unico achado macroscopico, en
contrado nas aves sacrificadas e necropsiadas, foi uma tra-
queite discreta com exsudato na luz traqueal. Histologicamen
te observou espessamento do epitelio traqueal, principalmen
te nas areas de infiltragao celular e hipertrofia dos cen-
tros linfoides germinativos na lamina propria. Ocorreu ede-
ma discreto em algumas areas da mucosa e submucosa. A cama-
da celular superficial do epitélio traqueal ficou atipica a
partir de 24 h.a.i., devido a ausencia de celulas <ciliadas
colunares, celulas caliciformes e glandulas mucosas.

GARSIDE (1965) estudou as lesoes microscopicas cau
sadas pelo virus da BIG nas traqueias de aves SPF com cinco
semanas de idade, inoculadas pela via intratraqueal com uma

5 6.0 3
dose virica de 10 DIE (dose para infectar 507 dos em-—

50
brices de galinha 1inoculados). Ocorreu intensa infiltragao
celular no epitélio traqueal, constituida de linfocitos, cé
lulas plasmaticas e histiocitos, de 48 a 240 h.a.i.. A muco
sa ficou muito espessada. As céelulas caliciformes e glandu-
las mucosas desapareceram a partir de 48 h.a.i.. Os vasos e

capilares sanguineos ficaram proeminentes na mucosa espessa

da. 0 epitelio permaneceu intacto e desciliado em algumas
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partes, sendo que as celulas da superficie mantiveram a sua
estrutura colunar, a despeito da descamacao e presenca de ce
lulas cuboides em outras partes.

COOK (1968) observou que, apcs inoculagao do vi-
rus da BIG (amostra inglesa, sorotipo Massachusetts) em aves
com diferentes idades (dose virica: IOE'UDIESO/via intratra
queal), 1007 das aves apresentaram sintomas clinicos de doen
ca respiratoria (espirros, ronqueira pulmonar) a partir de
48 ate 504 h.a.i.. O virus foi isolado da traqueia e dos pul
moes (24 a 720 h.a.i.), rins e tonsilas cecais (24 a 840
h.a.i.) e bago (24 a 120 h.a.i.).

CRINION et alii (1971b) estudaram as lesoes nos
ovidutos de pintos infectados com 10“'GDIE50 do virus da BIG
(amostra 33, sorotipo Massachusetts) pela via aerosol. To-
dos os pintos apresentaram disturbios respiratorios (espir
ros e obstrugao nasal) a partir de 36 h.a.i.. Cerca de 257
das aves morreram durante a fase aguda da doenga respirato-
ria (12 e 2% semana apos inoculacao). Atée 40 dias apos ino-
culagcao, nenhuma lesao macro ou microscopica foi encontrada
nos ovidutos das aves que morreram ou foram sacrificadas. A
partir de 44 dias ap0s inoculagao, foram encontradas lesoes
macroscopicas nos ovidutos (ovidutos cisticos). Nesses ovi-
dutos cisticos, as lesoes microscopicas foram caracterizadas
por infiltracao linfocitaria difusa seguida de hipoplasia
epitelial localizada e fibrose, com obstrugao da luz desses
orgaos. Os ovidutos cisticos foram encontrados em 227 das
aves examinadas. O virus foi isolado da traqueia, pulmoes,
sacos aereos, oviduto, ovario, rins e bursa de Fabricius.

PURCELL & McFERRAN (1972) estudaram a patogenici-
dade de uma amostra irlandesa do virus da BIG (VF 70-733, so
rotipo Massachusetts) para aves SPF com 12 semanas de ida-

de, inoculadas com 10t"75

DIE;, pela via aerosol. Todas as
aves infectadas apresentaram disturbios respiratorios (es-
pirros, obstrugao nasal, dispneia) entre 48 e 312 h.a.i..Le
soes macroscopicas foram encontradas na traqueia, sacos

aereos e rins. No sistema respiratorio, as lesoes microsco-
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picas foram encontradas na traqueia e bronquios. Na traqueia
ocorreu descamacao das celulas colunares ciliadas, celulas
caliciformes e glandulas mucosas, a partir de 18 h.a.i., se
guida de hiperplasia epitelial (48 h.a.i.) e infiltragao di
fusa de celulas mononuclares (linfocitos) na lamina propria
(72 h.a.i.), alem de hipertrofia dos centros linfoides ger-
minativos. As lesoes nos bronquios primarios e secundarios
foram semelhantes as descritas para a traqueia. O virus foi
isolado da traqueia (24 a 288 h.a.i.), dos sacos aereos (24
a 312 h.a.i.) e dos rins (24 2 336 h.a.i.).

CRINION & HOFSTAD (1972) estudaram a patogenicida
de de quatro amostras do virus da BIG para ovidutos de aves
com idades diferentes (1, 8, 15, 22, 29 dias), infectadas com
10q'UDIE50 de cada amostra, pela via aerosol. As amostras
variaram em sua habilidade de lesar o oviduto, independente
da idade em que as aves foram expostas ao virus. As amos-—
tras 5968 (sorotipo Connecticut) e Iowa 609 (sorotipo Iowa
609) nao causaram lesoes macro e microscopicas no oviduto,
independente da idade das aves. As amostras 33 (sorotipo
Massachusetts) e Australia T (sorotipo Australia T) lesaram
os ovidutos das aves infectadas, principalmente nos grupos
com um e oito dias de idade. Nessas aves, as amostras causa
ram lesoes microscopicas nos ovidutos, mas somente a amos-
tra 33 causou lesoes macroscapicas (ovidutos cisticos). Ce-
lulas infectadas com o virus da BIG foram detectadas pela imu
nofluorescencia direta no oviduto das aves infectadas com
amostras 33 e Australia T.

JONES & JORDAN (1972) inocularam pintos SPF (1 dia
de idade) com virus da BIG (amostra M-41, sorotipo Massa-
chusetts) pela via conjuntival (ocular). Cada ave recebeu
uma dose virica de 106'4DIE50/0,1 ml diluida 1:10. Todas as
aves apresentaram sintomas clinicos de doenga respiratoria
(espirros, respiracgao bucal) a partir de 48 ate 408 h.a.i..
Uma ave morreu a 120 h.a.i. e tres a 168 h.a.i.. A necro-
psia, foi encontrado um tampao caseoso rigido alojado na si

ringe das aves que morreram. O virus foi isolado de 24 a 336 h.a.i.
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(sangue, cavidade nasal, traqueia, pulmoes e rins) e de 24
a 264 h.a.i. (oviduto e ovario). Pela imunofluorescencia di
reta, celulas infectadas com o virus da BIG foram detecta-
das na traqueia e pulmoes (24 a 168 h.a.i.), rins (24 a 264
h.a.i.) e nao foram detectadas no oviduto e ovario.

SPRINGER et alii (1974) estudaram a patogenese de
uma amostra atenuada do virus da BIG (sorotipo Massachusetts )
em aves gnotobioticas (GN) com cinco dias de idade, inocula
das pela via nasal (intranasal) com duas gotas de uma sus-
pensao virica contendo 107'8DIE50/0,2 ml. Todas aves apre-
sentaram sintomas clinicos de doenca respiratoria (espirros
e coriza com exsudato sero-mucoso) entre 72 e 168 h.a.i.. Ne
nhuma ave morreu. Apos sacrificio, a necropsia, encontraram
discreta aerosaculite (sacos aereos toraxicos posteriores)
em todas aves sacrificadas nas tres primeiras semanas apos
inoculagao. As lesoes microscopicas encontradas na traqueia
foram: hipertrofia epitelial sem descamacao de celulas do
epitelio superficial, seguida de infiltracao de celulas mo-
nonucleares e heterofilos. Na lamina propria dos bronquios
e da traqueia, foram encontrados centros linfoides germina-
tivos. As lesces microscopicas nos sacos aereos foram: des-
camagao epitelial, edema e infiltragao de celulas mononuclea
res e heterofilos.

JONES (1974) estudou a patogenese da amostra "M-41"
do virus da BIG para aves SPF com 30 semanas de idade. Ino-
culou um grupo de aves (A) pela via intratraqueal, outro gmu
po (B) pela via endovenosa e um outro (C) pela via intra-ovi
duto. Disturbios respiratorios (espirros, dispneia, respira
cao bucal e ronqueira pulmonar), foram observados no grupo
A (a partir de 48 h.a.i.), no grupo B ( a partir de 72 h.a.i.)
e no grupo C (a partir de 96 h.a.i.). As aves dos grupos B
e C ficaram letargicas e a necropsia foram encontradas le-
soes macroscopicas nos rins (hipertrofia e palidez), sendo
que as carcagas dessas aves estavam desidratadas. Nos rins,
as lesoes microscopicas foram caracterizadas por acumulo de

uratos (cristais) intratubulares, acompanhados de necrose
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do epitelio tubular (tubulos e ductos coletores da regiao
medular). Nao ocorreram lesoes macro e microsccpicas nos
rins das aves do grupo A. 0 virus foi isolado dos rins, tra
queia e pulmoes dos tres grupos e celulas infectadas com o
virus da BIG foram detectadas no epitelio tubular dos rins
das aves dos grupos B e C, pela imunofluorescencia.

SILLER & CUMMING (1974) estudaram a patogenese de
duas amostras do virus da BIG nefrotropicas (Amostra A, so-
rotipo Australia A, pouco virulenta e Amostra T, sorotipo
Australia T, muito virulenta) para aves com quatro semanas

c

de idade, inoculadas com uma dose virica de 106ﬂbIEaﬂ0,1 ml
(ambas amostras), diluida 1:100, pela via conjuntival. No gru
po inoculado com a amostra A, ocorreu depressao na maioria
das aves e morte em cinco aves. Depressao ocorreu entre 96
e 312 h.a.i. e morte entre 240 e 288 h.a.i.. No grupo inocu
lado com amostra T, depressao e morte ocorreram em 907 das
aves entre 96 e 264 h.a.i.. Lesoes macroscopicas nos rins
(hipertrofia e palidez) foram encontradas, principalmente nas
aves que morreram (ambas amostras). As lesoes microscopicas
nos rins foram semelhantes para ambas amostras. As lesoes
na medula renal foram mais extensas e graves do que na cor-
tex. Foram caracterizadas por intensa infiltragao de celu-
las plasmaticas (mono e polimorfonucleares) no intersticio
renal intertubular nas areas afetadas precedida de degenera
¢ao e necrose das células epiteliais dos tubulos e dutos co
letores. Focos de fibrose foram encontrados no intersticio
renal das aves recuperadas da infecgao, a partir de 312 h.
a.i., alem da presenca de muitos focos de tecido linfoide
com ou sem centros linfoides germinativos.

POHL (1974) estudou a histopatogenese da sindrome
nefrite-nefrose em aves com quatro semanas de idade, inocu-
ladas com a amostra T pela via conjuntival. Cerca de 35% das
aves inoculadas morreram, descontando as sacrificadas. As le
soes microscopicas encontradas na traqueia e nos bronquios,
entre 48 e 288 h.a.i., foram caracterizadas por descamagao

do epitelio ciliado, meta e hiperplasia epitelial, vacuoli-
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zagao e areas de intensa destruicao das camadas superficiais
do epitelio, incluindo celulas caliciformes e glandulas mu-
cosas. Entre 312 e 384 h.a.i., o epitelio recuperou sua apa
réncia normal (pseudo-estratificado ciliado) e apenas algu-
mas areas de tecido linfoide, com ou sem centros linfoides
germinativos, foram esporadicamente encontradas. Paralelamen
te, ocorreram lesoes microscopicas nos rins, caracterizadas
por degeneragao e necrose das celulas do epitelio tubular,
seguidas de intensa infiltracao de celulas inflamatorias no
intersticio intertubular da medula e cortex renal, alem da
submucosa e lamina propria dos dutos coletores principais e
ureteres. Foram encontradas lesoes no bago, bursa de Fabri
cius, timo, figado e cérebro.

MACDONALD & McMARTIN (1976) compararam a patogeni
cidade da amostra vacinal "Holland" (sorotipo Massachusetts)
em dois niveis diferentes de atenuagao (H-52, menos atenua-
da e H-120, mais atenuada), para aves SPF com um dia e 12
semanas de idade. Foram utilizados dois grupos com a mesma
idade e um grupo recebeu 0,05 ml de uma suspensao virica con
tendo 0,5 x th'lDIE50 (H-120) e o outro 0,05 ml de 0,5 x
103'7DIE50 (H-52), via intratraqueal. O0s dois niveis de ate
nuacao causaram disturbios respiratorios (espirros, obstru-
cao nasal com respiragao bucal e ronqueira pulmonar) nas aves
de ambas idades. Foram isolados de rins das aves infectadas
(ambas idades), mas lesoes macro e microscopicas sc¢ foram
encontradas nos rins das aves infectadas com H-52 (ambas idi
des). As lesoes microscopicas na traquéia, causadas pela
H-52 e H-120, foram: descamacao epitelial seguida de hiper-
plasia e infiltragao linfocitaria, observada somente nas aves
com 12 semanas de idade. As lesoes microscopicas causadas nos
rins pela H-52 foram: degeneracao do epitelio tubular, ede-
ma, beterofilia de medula e infiltracao linfocitaria. Le—
soes microscopicas na bursa de Fabricius (H-52 e H-120, am
bas idades) foram caracterizadas por depressao linfocitaria
e degeneracao cistica do epitelio interno. Nao ocorreu mor-

talidade nos grupos infectados com H-120 mas nos infectados
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com H-52 chegou a 307 (aves com um dia de idade) e 10% (aves
com 12 semanas). O virus foi isolado da traqueia e pulmao
(ambas idades, H-52 e H-120).

PURCELL et alii (1976) estudaram a patogenese da
amostra "Australia T" em aves com 12 semanas de idade, in
fectadas com 105'0DIE50/50 ml via aerosol. Na traqueia, a
partir de 24 h.a.i., as lesoes microscopicas foram: descama
cao epitelial seguida de proliferacao rapida das células ba
sais residuais, originando uma cobertura epitelial indife-
renciada e estratificada, com infiltragao linfocitaria a par
tir de 96 h.a.i.. As lesoes pulmonares ficaram restritas aos
bronquios primarios e secundarios, sendo semelhantes as en-
contradas na traqueia. Nos rins, as lesoes microscopicas fo
ram caracterizadas por necrose do epitelio tubular seguida
de acumulo intratubular de residuos celulares e leucocitos
polimorfonucleares na cortex e medula renal, alem de infil-
tragao linfocitaria intensa e difusa nas areas lesadas (in-
tersticio intertubular) com formagao de centros linfoides
germinativos no parenquima renal. O virus foi 1isolado dos
rins (48 a 192 h.a.i.) e dos sacos aereos (120 a 240 h.a.i.).

GOUFFAUX et alii (1977) compararam as diversas
doencas respiratorias das aves, com base na histologia da
traqueia e pulmao. Estudaram quatro amostras do virus da BIG
(M-41, CONN-46; BI-6 e BI-10). Aves com cinco semanas de ida
de foram inoculadas pela via intratraqueal com 0,2ml de uma
suspensao virica contendo lOS'GDIESO/O,Z ml de cada amostra.
Observaram que todas as amostras de virus da BIG estudadas
causaram uma reacao inflamatoria aguda na traqueia e bron-
quios (24 a 264 h.a.i.), caracterizada por descamacgao da ca
mada celular superficial do epitelio, seguida de hiperplasia
epitelial e infiltracao linfohistiocitaria discreta nas ca-
madas mais profundas do epitelio. Grande numero de centros
linfoides germinativos foram encontrados na lamina propria
da traqueia e bronquios a partir de 216 h.a.i.. Anticorpos
anti-virus da BIG foram detectados a partir de 336 h.a.i..

ALEXANDER et alii (1978) estudaram a patogenicida
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de de tres amostras do virus da BIG (Australia T, H-52 e
H-120) em aves com tres semanas de idade inoculadas pelas
vias oral e endovenosa. Diferentes doses viricas e vias de
inoculacao foram usadas para cada amostra de virus. A mor
talidade nos tres grupos entre 26 e 35 semanas de idade che
gou a 287 e a amostra Australia T foi responsavel por 557
dessas mortes. Todas as aves que morreram apresentaram le-
soes macroscopicas nos rins, caracterizadas por hipertrofia
e acumulo de uratos no parenquima renal e nos ureteres. Hii
tologicamente, foi encontrada uma nefrite intersticial, di-
latagao tubular e fibrose, apos destruicao epitelial, devi-
do ao acumulo de residuos celulares e cristais de uratos. O

virus foi isolado de fezes de todos os grupos infectados com

as tres amostras por mais de 227 dias apos inoculacao e das
tonsilas cecais ate 225 dias apos inoculagao (Australia T),
ate 148 dias apos inoculacao (H-52) e ate 161 dias (H-120).

MACDONALD et alii (1980) estudaram as lesoes re-
nais em grupos de aves SPF com tres e dez semanas de idade,
inoculadas com amostra H-52 pela via endovenosa com diver-
sas diluigoes da suspensao virica. Os rins das aves com tres
semanas de idade foram menos afetados do que os das aves com
dez semanas. Doses minimas (0,05 ml de 107'3DIE50/m1 dilui-
da 10°7) causaram lesdes macro e microscopicas nos rins. O
virus foi isolado dos rins com essas lesoes.

MACDONALD et alii (1980) concluiram que a amostra
vacinal H-120 nao lesa os rins de aves vacinadas pelas vias
convencionais (nasal, oral e aerosol), conferindo ainda uma
boa imunidade ativa contra as lesoes macro e microscopicas
causadas nos rins pela amostra H-52, em aves desafiadas com
essa amostra pela via endovenosa. A imunidade ativa prote-
geu os rins mas nao O Sistema respiratorio dessas aves.

CHCONG & APOSTOLOV (1982) estudaram a patogenese da
nefrite em aves SPF com um e quinze dias de idade, inocula-
das com duas amostras diferentes do virus da BIG (Australia
T e M-41), pelas vias conjuntival e nasal, com uma dose vi-

6.0
rica de 10 DIESO/O,Q ml/ambas amostras. As duas amostras
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causaram disturbios respiratorios (espirros, obstrucao na-

sal, respiracao bucal e ronqueira pulmonar) nas aves infec-
tadas, independente da idade. Esses sintomas clinicos foram
observados em 807 das aves inoculadas com amostra M-41 e em
30% das aves inoculadas com Australia T. Cerca de 507 das
aves infectadas com amostra Australia T morreram devido a
uma nefrite aguda (ambas idades). Nessas aves que morreram,
a histologia, foram encontrados focos de infiltracao de ce-
lulas mono e polimorfonucleares na medula e cortex renal. Pe
la imunofluorescencia direta, celulas infectadas com o vi-
rus da BIG foram detectadas no epitelio de todos os segmen-—
tos dos tubulos e dutos coletores renais e no epitéelio tra-
queal. Anticorpos anti-virus da BIG foram detectados duran-
te 30 semanas apos inoculagao. A amostra Australia T desenca
deou uma nefrite cronica nas aves que sobreviveram, caracte
rizada por lesoes macro e microscopicas discretas, mas com
a presenca do virus comprovada pela imunofluorescencia, iso
lamento viral e microscopia eletronica. O virus foi detecta
do, pelos metodos acima descritos, por mais de 30 semanas
apos inoculagao, independente da presenga de anticorpos cir
culantes.

Esses estudos colaboraram para uma melhor compre-
ensao e avaliagao da importancia das amostras estudadas, na
queles paises de origem, servindo ainda de base tecnica e

comparativa no presente estudo.



14

MATERIAIS E METODOS

V,

1 - AVES UTILIZADAS:

1.1 - AVES GNOTOBIOTICAS (GN):

Foram produzidas e mantidas de acordo com BRADLEY

et alii (1967) e PLEASANTS (1977).

1.1.1 - Produgao de Aves GN:

A - Ovos utilizados:

Ovos ferteis e isentos de patogenos* (SPF), foram
utilizados na obtengao de aves GN. Antes de incubagao, fo-
ram vistoriados e lavados em solugao aquosa de detergente
neutro** 57 (temperatura ambiente) e colocados em incubadei
ra*** apropriada por 19 dias <consecutivos. Ovoscopia foi

feita semanalmente.

#* Spafas-Rezende, Granja Rezende, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.
#%  Extran MA-0;, Merck, art. 7553, Rio de Janeiro, Brasil.

*%% Petersyme, Suely Industrial S.A., Urussanga, Santa Catarina, Bra
sil.
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B - Estendlizacao da casca dos ovos:

Ovos embrionados com 19 dias de incubagao foram la
vados em solucao aquosa de detergente neutro* 5% (37°c) e
introduzidos em uma solucao de acido peracetico 27 (FIESER
& FIESER, 1967) com 0,17 de detergente** (temperatura ambi-
ente) durante 15 segundos. Em seguida, foram introduzidos em
uma passagem (pogo germicida) na parede do isolador materni
dade, cheia de alcool iodado (solucao 272/37°C) e rapidamen-
te transferidos para dentro do isolador (30 a 60 ovos de ca
da vez).

O isolador maternidade foi construido e equipado
da seguinte forma: paredes laterais e fundo de compensado
(20 mm espessura) revestidos com pintura resistente; teto
de plastico flexivel transparente (1 mm espessura); porto
para entrada e saida de material (30 cm diametro x 30 cm com
primento) feito com tubo de PVC rigido, adaptado a parede
do isolador e fechado por dentro e por fora com acessorios
plasticos***; par de luvas de borracha*** longas, flexiveis
e resistentes, adaptadas a parede frontal ao porto e usadas
para manuseio interno do isolador; termostato para manuten-—
cao da temperatura interna a 370C; sistema de ventilagao**%
con ante com filtros esterilizantes**#* de ar (entrada esai
da): pogo germicida de PVC rigido (100 mm @) em forma de "U"
cheio de alcool iodado 2% (porta de entrada dos ovos); di-
mensoes internas de * 1 metro cubico.

Durante utilizagao, o isolador maternidade foi equi

pado com frascos de vidro****, proprios desse sistema, com

* Extran MA-0z, Merck, art. 7553, Rio de Janeiro, Brasil.
*k Sodium alkylarylsulfonate, Fisher, S-198, USA.

#%%  GF Supply Division, Standard Safety Equipament Company, 431,
North Quentin Road, Palatine, Illinois, USA.

#%%% Pyrex—American Square - Pak Flask, American Sterilizer Company,
Erie, Pennsylvania, USA.
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agua destilada, gaze, pingas e tubos de ensaio 13 x 100 mm
com tampa e "swabs'", esterilizados em autoclave (121°c/30 mi
nutos).

0 isolador maternidade e seus componentes, foi es
terilizado internamente com solugao aquosa de acido perace-
tico 2% com detergente (0,17%7)* vaporizada sobre pressao
(SPRAY), quatro a cinco dias antes da entrada dos ovos. Dois
dias apos esterilizacao quimica, o sistema de ventilagao
foi ligado para retirar os vapores de acido peracetico (ir-

ritante de mucosas).

C - Eclosac

Os ovos introduzidos no isolador maternidade fica
ram deitados no fundo, em cima de gaze ligeiramente umideci
da. Dois a tres dias apos a entrada dos ovos no isolador,
os pintos GN nasceram. A mortalidade dos embrioes foi alta
(50%), possivelmente devido ao tratamento quimico da casca
(esterilizacao).

Apos o nascimento, os pintos GN ficaram no isola-

dor maternidade por mais dois dias sem comer e com agua a

vontade, para acelerar a absorggo do saco da gema.

1.1.2 - Manutengao das Aves GN:

No terceiro dia apos o nascimento, os pintos fo-
ram transferidos para os isoladores de manutengao em um ci-
lindro de transporte (esteril), proprio desse sistema, adap
tavel aos portos dos isoladores (maternidade e manutengao).

Os isoladores de manutencao foram constru{dos,eqqi

pados e esterilizados da mesma maneira que o isolador mater

* Mesma solucao empregada na esterilizagao da casca dos ovos.
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nidade. As dimensoes do isolador de manutengao foram: 60 cm
altura x 60 xm largura x 1,50 m comprimento.

Cada isolador recebeu dez pintos GN. Um unico ti-
po de alimento foi oferecido desde a entrada dos pintos ate
o fim do experimento. Racao comercial*, enriquecida com vi-
taminas foi utilizada. Para cada quilo de ragao comercial
seca, foram adicionados: 10 ml de uma solucao de vitaminas
lipossoluveis** e 2 g de uma mistura de vitaminas hidrosso-
luveis***, A racao continha vitaminas em doses dez vezes-maio
res do que as requeridas pelas aves (FORBES & PARK, 1959) pa
ra compensar a destruicao pelo calor. Feita a mistura ra-
¢ao mais vitaminas, dentro de frascos apropriados****, 6 adi-
cionou-se agua destilada fervente na proporgao de duas medi
das de agua para uma de ragEo. Apos uma boa homogeneizacgao,
a racao foi esterilizada em autoclave comum (121°C/45 minu-
tos). Em seguida, foram introduzidos nos 1isoladores, pas-
sando primeiro por uma esterilizagao quimica comum ao siste
ma. A agua foi fornecida as aves junto com a racgao.

As aves foram alimentadas duas vezes por dia (ma-
nha e tarde), de forma a proporcionar sempre sobra de comi-
da. Os isoladores foram mantidos aquecidos (37°¢) durante
os vinte primeiros dias de permanencia das aves. A luminosi
dade interna dos isoladores foi natural, atraves da luz so-
lar indireta (janelas).

Apos infecgao das aves, todo material retirado dos

* Racao para pintos destinados a produgao de carme, marca Cargill
Agricola S.A., Santa Luzia, Minas Gerais, Brasil.

*k Composicao da solugao de vitaminas lipossoluveis: Acetato de vit
A, 210 mg; Calciferol, 7,5 mg; a-tocoferol, 37.500 mg; Menadio-
na, 2.500 mg; oleo de milho gq.s.p. 500 g.

*%%  Composicao da mistura de vitaminas hidrossoluveis: Tiamina HCI,
2.180 mg; Riboflavina, 270 mg; Piridoxina HCl, 720 mg; Cobalami-
na, 10 mg; Acido folico, 400 mg; Colina, 46.200 mg; Pantotenato
de calcio, 3.090 mg; Inositol, 20.000 mg; Amido q.s.p. 200 g.

***%  Pyrex - American Square - Pak Flask, American Sterilizer

Company, Erie, Pennsylvania, USA.
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isoladores foi autoclavado (1210C) 15 minutos) antes de ser

descartado ou lavado e reutilizado.

1.17.3 - Prova de Estenilidade dos lsoladores e
Aves GN:

A vigilancia das aves GN, quanto a esterilidade,
foi feita a partir de "swabs'" retais colhidos de seis aves
por isolador, semanalmente, e depositados em caldo tioglico
lato* durante uma semana a 37°C.

Outros artificios foram usados na vigilancia da es
terilidade dos isoladores: observagao dos restos de comida
e fezes (presenca de fungos) e prova do cheiro do ar que sai

do isolador (fermentagao).

1.2 - AVES ISENTAS DE PATOGENOS (SPF)

1.2.1 - Producao de Aves SPF:

A - Ovos utilizados:

Tanto a qualidade como a procedencia e tratamento
dos ovos, foram idénticas aos ovos utilizados na producao de
aves GN.

B - Esterndilizagao da casca dos ovos:

Foi identica a metodologia empregada nos ovos des

tinados a produgao de aves GN, mas sem o tratamento com So-

lugcao de acido peracetico 2%. A desinfeccao final da casca

* Bacto - Thioglycollate Medium, 0363-01, DNifco, Detroit, Michigan,
USA.
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foi feita com solucao de alcool iodado 2% (3700), rapidameg
te, e em seguida, os ovos foram colocados em estufa bacterio
logica (37°C) ate a eclosao dos ovos (2-3 dias depois).

Uma semana antes da entrada dos ovos, a estufa
bacteriologica foi desinfetada com fumigagao*. A estufa foi
equipada com ventilador e recipientes cheios de agua para
proporcionarem uma umidade ambiental alta (85%).

Os ovos foram colocados deitados no fundo da estu
fa (piso de cimento aspero) e comecaram a nascer com 21 dias
de incubagao. A interferencia da desinfeccao da casca des-

ses ovos na taxa de eclodibilidade foi minima (5%).

1.2.2 - Manutengcao das Aves SPF:

Apos nascimento, os pintos SPF foram transferidos
para tres salas separadas, localizadas em andares diferentes
e colocados em gaiolas previamente esterilizadas em forno du
rante duas horas a 180°C.

Cada gaiola foi equipada com uma fonte de calor
(lampada de 60 watts), ligada ininterruptamente durante os
15 primeiros dias de permanencia das aves. As dimensoes de
cada gaiola foram: 80 cm largura x 80 cm comprimento x 50 cm
altura.

As aves SPF foram alimentadas com ragao comer-
cial** farelada nao esterilizada, nao enriquecida com vita-
minas, desde o segundo dia de idade ate o fim do experimen-
to.

Cada sala utilizada para criagao das aves SPF foi

equipada com um saco de ragao, tres gaiolas (exceto sala con

* Fumigacao: 60 ml de formaldeido comercial + 35 g de KMnOy + 20 ml
de agua destilada/metro cubico.

*& Racao para pintos destinados a producao de carne, marca Cargill
Agricola S.A., Santa Luzia, Minas Gerais, Brasil.
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troles SPF — so uma gaiola), um litro de alcoocl iodado 27,
um avental e cada gaiola foi equipada com dois comedouros e
um bebedouro grande, esterilizados em autoclave (1210C/30
minutos) .

Todas as salas foram equipadas com exaustor com
tela e filtro de gaze e as janelas, portas e ralos foram to
talmente calafetados para impedir entrada de insetos.

Essas salas, anteriormente, nunca foram usadas pa
ra infecgao experimental de aves ou qualquer outro animal.

0 acesso a essas salas, para limpeza e manutengac
das aves SPF, ficou por conta de uma unica pessoa.

A luminosidade ambiental foi direta (24 horas por
dia) durante os 15 primeiros dias, por causa do sistema de
aquecimento a base de lampada. A partir dail, ficaram somen-
te com a luminosidade diurna (solar).

Rgua e racao foram fornecidas com fartura e reno-
vadas diariamente ate o fim do experimento.

Apos infeccao das aves, fezes, restos de comida e
agua, foram acondicionados em latas e autoclavados (121°¢/

15 minutos) antes do descarte.

2 - AMOSTRAS DE VIRUS DA BIG ESTUDADAS:
2.1 - AMOSTRA 20§:

A amostra 208 (sorotipo Connecticut) foi isolada a par-
tir de "swabs" traqueais de aves comerciais adultas (poedei
ras) com disturbios respiratorios (espirros, dispnéia, ron
queira), apos treés passagens consecutivas em ovos embriona-
dos de galinha (0.E.G.) com 10 dias de incubaggo, via cavi-
dade alantoide, em setembro de 1973, pelo Dr. Mauricio Re-
sende, no Departamento de Microbiologia do Instituto de Ci-
encias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais.
Esta amostra foi mantida liofilizada (-ZOOC). 0 virus foi

reconstituido com 1 ml de PBS (Phosphate Buffered Saline)
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pH 7.2 (esteril), diluido a 107" (1:10) com PBS pH 7.2 estée

ril e inoculado na cavidade alantoide de 10 0.E.G. (0,2 ml/
ovo) com dez dias de incubagao, apos prova de esterilidade
em caldo BHI* e tioglicolato**, incubados a 370C/72 horas.
Decorridas 76 horas apos inoculacao, oito ovos foram colo-
cados na geladeira (+4°C) durante 16 horas para morte dos
embrioes. O liquido alantoide foi colhido assepticamente com
seringa esteril, agrupado e centrifugado a 6.000 r.p.m. em
centrifuga refrigerada*** (+4°C) para clarificacao, durante
30 minutos. O sobrenadante foi colhido e recebeu 1 ml de uma
solugao de antibioticos**** (200x200) para cada 30 ml de 11
quido alantoide clarificado. Apos uma boa homogeinizagao, a
mistura foi colocada a temperatura ambiente para antibioti-
co agir (20 minutos). Em seguida, foi feita prova de esteri
lidade (igual a descrita anteriormente). O liquido alantoi-
de contendo virus foi dividido em aliIquotas de 5 ml, estoca
do a -70°C e chamado de "virus estoque-semente". Dois ovos
foram inoculados para controle do virus, sendo abertos 216
horas apos inoculagao. A presencga do virus foi comprovada
atraves das lesoes tipicas do virus da BIG nos embrioes: na
nismo, enrolamento, presenga de uratos nos mesonefros e he-
morragia hepatica. Nenhuma atividade hemaglutinante***** foi

detectada no liquido alantoide dos ovos abertos com 96 e 216

* Bacto-Brain Heart Infusion, 0132-01, Difco, Detroit, Michigan,
USA.

Fk Bacto-Thioglycollate Medium, 0363-01, Difco, Detroit, Michigan,
USA.

**%*%  GSA rotor, Sorvall Super Speed, RC 2-B, Automatic Refrigerated
Centrifuge, Newton, Connecticut, USA.

*xx%% Solucao de antibioticos 200x200: 1.000.000 u.i. penicilina g po-
tassica (Fontoura-Wyeth) + 1 g de sulfato de estreptomicina (Fon
toura-Wyeth) + 5 ml de PBS pH 7.2, filtrados em swinnex 25 mm
com membrana filtrante GSWP - 02500, 0,22 um, Millipore, Bedford,
Massachusetts, USA.

*%%%% Prova de hemaglutinagao para o virus de Newcastle (CUNNINGHAM,
1973).
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horas apos inoculagao. Uma outra passagem em O0.E.G. (dez
dias de incubagao), foi realizada a partir do "virus esto-
que-semente" e o liquido alantoide colhido foi chamado de
"virus de trabalho". O processo de inoculacao, colheita e
preparo, foi identico ao usado para o "virus estoque-semen-
te". Também ficou estocado a -70°C e foi o virus usado nes-

te estudo.

2.2 - AMOSTRA 29-76:

A amostra 29-78 (sorotipo indeterminado) foi iso-
lada a partir de inoculo preparado com fragmentos de traquéia
e pulmao de frangos de corte com sintomas clinicos de doen-
ca respiratoria (espirros, ronqueira pulmonar), apos quatro
passagens consecutivas em O.E.G. com 10 dias de incubacgao,
via cavidade alantoide, em maio de 1978, pelo Dr. Regino
Leonardo de Oliveira, no Laboratorio de Doengas das Aves do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais. Foi man
tida congelada a -70°C. 0 "virus estoque-semente" e o '"vi-
rus de trabalho" dessa amostra, foram obtidos da mesma for-

ma que a amostra 208.

2.3 - CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS:

As amostras 208 e 29-78 foram caracterizadas como
sendo virus da BIG (MATTHEWS, 1982) com base nas seguintes
provas: comportamento em O0.E.G. (BEAUDETTE & HUDSON, 1937;
LOOMIS et alii, 1950); soroneutralizacao (PAGE & CUNNINGHAM,
1962); aglutinaggo de eritrocitos de galinha (CUNNINGHAM, 1973)
e imunodifusao (PARISIS, 1965; SINGH & MALIK, 1974; SLEMONS¥*).

* SLEMONS, R. Comunicacao pessoal. Preparation of type specific
(RNP) influenza antigen. Departament of Veterinary Science.
University of Wisconsin. Madison, Wisconsin, USA.
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A amostra "Holland" H-120 (sorotipo Massachusetts)
(WINTERFIELD et alii, 1975) foi usada como virus de referEE
cia neste estudo, inclusive como controle nas provas empre-

gadas na caracterizagcao das amostras.

3 - PLANO DE UTILIZACAO DAS AVES
3.1 - NUOMERO DE AVES UTILIZADAS:

Foram utilizadas 30 aves GN e SPF por amostra de
virus estudada e oito aves GN e SPF como controles de ambas
amostras.

Cada amostra foi estudada separadamente. Foram uti
lizados tres isoladores com dez aves cada e trées gaiolas com
dez aves cada, por amostra estudada. Foi utilizado um isola
dor (oito aves GN) e uma gaiola (ocito aves SPF) como contro
les de ambas amostras.

No total, 68 aves GN e SPF foram utilizados no pre

sente estudo.

3.2 - IDADE DAS AVES:

Tanto as aves GN como SPF foram infectadas aos 21

dias de idade.

3.3 - PLANO DE SACRIFICIO:

Para cada amostra, duas aves GN e SPF foram sacri
ficadas nos dias 1,2,3,4,5,6,7,8,9,11,13,15 e uma ave nos
dias 18,21,25,30 apos inoculagao. Duas aves de cada grupo
(GN e SPF/amostra) foram sacrificadas dois dias antes daiqg
culagao, para obtengao de soro destinado a pesquisa de anti

corpos (passivos ou ativos) anti-virus da BIG (controles do
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grupo). Duas aves controles (GN e SPF) foram sacrificadas
com 24, 31, 38 e 45 dias de idade, correspondendo a cada se

mana de experimento.

4 - INOCULACAO DAS AVES
4.1 - TITULAGAO DAS AMOSTRAS DE VIRUS:

Foi feita em 0.E.G. com dez dias de incubagao. Di
luicoes seriadas do virus de trabalho (10_1 a 10_8) foram
utilizadas (cinco 0.E.G./diluicao) e o titulo virico foi a
reciproca da mais alta diluigao em que o virus causou lesao
nos embrioes (CUNNINGHAM & STUART, 1947). Os calculos foram
feitos de acordo com o metodo de REED & MUNCHEN (1938).()t£
tulo do virus e expresso em dose para infectar 507 dos em-
brioes (DIEg,). O titulo do virus de trabalho foi de
10°*®DIE, /0,2 ml/amostra 208 e 10 "

78.

DIEg,/0,2 ml/amostra 29-

4.2 - INOCULAGAO EXPERIMENTAL:

Os grupos de aves GN e SPF estavam livres de anti
corpos precipitantes anti-virus da BIG (passivos ou ativos)
antes da exposiggo virica, com base na pesquisa sorologica
efetuada nas aves controles do grupo, sacrificadas dois dias
antes da inoculacgao experimental.

Cada ave GN ou SPF (exceto controles) recebeu um
total de 2,0 ml do virus de trabalho, nao diluido, assim dis
tribuido: 0,25 ml em cada olho (via conjuntival-ocular), 0,5
ml em cada orificio nasal (intranasal) e 0,5 ml via oral. As
sim, as aves receberam 10x(103'8DIE50/0,2 ml) ou th'SDIESO/
2ml da amostra 208 e/ou 10x(10u'0DIE50/0,2 ml) ou 105451E50/
2 ml da amostra 29-78.
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5.1 - SANGRIA:

Todas as aves GN e SPF, infectadas ou controles,
foram sangradas pela via intracardiaca com seringa de 10 ml
e agulha 30x10 (estereis), antes do sacrificio. As amostras
de sangue foram depositadas em tubos de ensaio com tampa de
rosca (13x100 mm) estereis, colocados a temperatura ambien-
te para coagular (30 minutos) e centrifugados a 3.000 r.p.m./

15 minutos. O soro fol estocado a —ZOOC.

5.2 - SACRIFICIO E NECROPSIA:

As aves foram retiradas do isolador ou gaiola, in
troduzidas dentro de sacos plasticos e rapidamente transpor
tadas para uma capela esteril. Foram examinadas clinicamen-
te, sangradas e sacrificadas atraves da injecao de ar via
intracardiaca. Imediatamente foram necropsiadas e todos os

achados e lesoes macroscopicas foram anotados.

5.3 - COLETA DE AMOSTRAS:

Nove diferentes orgaos e tecidos (traqueia, pul-
moes, rins, baco, bursa de Fabricius, glandulas de Harder,
tonsilas cecais, testiculos, ovario, sacos aereos toraxicos
posteriores e abdominais) foram removidos durante a necropsia
e introduzidos em dois frascos (becker) contendo PBS pH 7.2
(banho de gelo), para retirar o excesso de sangue. Um fras-
co recebeu orgaos e tecidos destinados a imunofluorescencia
e o outro, a histologia. A metade cranial dos orgaos simples
(traqueia, bago, bursa de Fabricius e ovario) e duplos (pul
moes, rins, tonsilas cecais, glandulas de Harder, testicu-

los e sacos aereos) foram destinados a imunofluorescencia e
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a parte caudal, a histologia. As partes destinadas a imuno-

fluorescencia foram reduzidas e incluidas em Tissue-Tek* den

tro de tubos plasticos e congelada a -20%C. As partes desti

nadas a histologia foram colocadas em frascos com formalina
tamponada pH 7.0 (temperatura ambiente/l semana/escuro).

Restos de carcaga e orgaos, foram colocados em la

tas apropriadas e esterilizadas em autoclave (121°C/30 minu

tos) antes do descarte.

6 - PREPARO D0S SOROS IMUNES

6.1 - SOROS IMUNES ESPECIFICOS ANTI-208, ANTI-29-7§ e
ANTT-H-120:

Foram produzidos separadamente, em tres grupos de
aves SPF com 10 semanas de idade, antes do inicio do experi
mento. Na primeira inoculacao, cada ave recebeu 0,5 ml da
suspensao virica em cada narina, 0,25 ml em cada olho, LOml
via oral e 2,0 ml via endovenosa (veia da asa). As aves re-
ceberam 105'5DIE50/0,2 ml - amostra 208, 106'2DIE50/0,21n1—
amostra 29-78 e 107'6DIE50/0,2 ml - amostra H-120. Vinte e um dias
apos a primeira inoculagao, as aves receberam uma segunda do
se reforgo, sendo 0,2 ml em cada narina e 0,2 ml via endove
nosa da suspensao virica nao diluida. Decorridas duas sema-
nas, as aves foram sangradas na veia da asa e testadas quan
to a presenca de anticorpos precipitantes anti-virus da BIG.
As aves fortemente positivas foram sangradas pela via intra
cardiaca e os soros foram retestados e estocados a —ZOOC,
para serem usados como controles positivos nas provas de imu

nodifusao e imunofluorescéncia indireta.

% Tissue — Tek II 0.C.T., Lab. Tek Products, Napperville, Illinois,
USA.
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6.2 - SOR0O IMUNE ANTI-GAMAGLOBULINA DE AVES:

A - Purificagac da Gamaglobulina de Aves:

A partir de um "pool" de soros de aves adultas co
muns e SPF, centrifugado a 3.000 r.p.m./15 minutos, foi pre
parada a gamaglobulina purificada, atraves da tecnica de pre
cipitacao da gamaglobulina de aves com sulfato de amonia
(CHERRY, 1974; HERBERT,- 1974a). A solucao final de gamaglo-
bulina concentrada foi distribuida em pequenas aliquotas (0,5

ml) e estocada a —ZOOC.

B - Imunizagao de Coelhos:

A concentragao final de proteina da solugao con-
centrada de gamaglobulina de aves foi determinada* e ajusta
da para 1,0 mg/ml com PBS pH 7.2. Foram misturadas 1iguais
partes de solucao de gamaglobulina de aves (1,0 mg protei-
na/ml) e adjuvante completo de Freund**, conforme HERBERT
(1974b). Imediatamente, seis coelhos adultos (1,8 - 2,0 Kg
peso) foram inoculados com 0,1 ml dessa emulsao em cada de-
do das patas dianteiras e traseiras e 0,2 ml em seis pontos
diferentes do dorso lombar, via subcutanea. Vinte e um dias
depois, foi feita nova inoculagao. Solugao de gamaglobulina
de aves, sem adjuvante completo de Freund, ajustada para 200
nanometros de absorvancia* com PBS pH 7.2, foi inoculada (0,1
ml) em dois dedos de cada pata e em seis pontos diferentes
do dorso de cada animal, via subcutanea. Duas semanas apos
segunda inoculagﬁo, foi retirada uma amostra de sangue (2 ml)
da veia marginal da orelha de cada coelho e obtido soro, no

qual se pesquisou anticorpos anti-gamaglobulina de aves pe-

* Spectofotometer Beckman, model 25, Palo Alto, California, USA.

*% Difco, 0639-59, Detroit, Michigan, USA.
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la imunodifusao. Os animais fortemente positivos foram san-

grados totalmente (veia jugular) e o soro fol estocado a

~20%c,

7 - IMUNODIFUSAQ

Todas as amostras de soro das aves GN e SPF, 1in-
fectadas ou controles, foram testadas quanto a presenca de
anticorpos precipitantes especificos, diretamente contra an
tigeno homologo, preparado a partir de membrana cBrio—alaE
toide (MCA) de 0.E.G. (13 dias de incubagao) infectadas com
amostra homologa de virus da BIG, pela técnica de imunodifu
sao em agar.

Com algumas modificacoes descritas abaixo, os an-
tigenos foram preparados com base em tecnicas estabelecidas
(PARISIS, 1965; SINGH & MALIK, 1974; SLEMONS*). Entre 30 e
50 0.E.G. com 13 dias de incubacao foram utilizados no pre-
paro do antigeno especifico de cada amostra de virus(H-120,
208 e 29-78). Cada 0.E.G. foi inoculado com 0,25 ml de uma
suspensao virica (Titulo > 105'0DIE50/0,2 ml), nao dilui-
da, via cavidade alantoide. A amostra H-120, altamente adap
tada a 0.E.G., foi inoculada e as MCA dos ovos foram colhi-
das 24 horas apos inoculacao (h.a.i.). Com as amostras 208
e 29-78, pouco adaptadas a OEG, metade das MCA foram colhi-
das 24 h.a.i. e o restante com 48 h.a.i.. Para colheita das
MCA, os ovos foram colocados na geladeira (+AOC/16 horas)pi
ra morte dos embrioes. Todas as MCA foram retiradas assepti
camente, lavadas em PBS pH 7.2 esteril (banho de gelo), en-
roladas em hastes de madeira (estéreis), desidratadas ao ar
(20 minutos), agrupadas e estocadas a -70°C. Ccada grupo es-

pecifico foi preparado separadamente. As MCA foram desconge

* SLEMONS, R.. Comunicagaoc pessoal. Preparation of type specific
(RNP) influenza antigen. Department of Veterinary Science.
University of Wisconsin, Madison, Wisconsin, USA.
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ladas, trituradas*, congeladas e descongeladas (—ZOOC) por
tres vezes consecutivas, sonicadas** em cinco ciclos conse-
cutivos de 30 segundos cada (poténcia e amplitude maxima).
A massa final foi centrifugada*** a 10.000 r.p.m. durante 30
minutos (+4°C). O sobrenadante foi colhido e separado em pe
quenas aliquotas (0,5 ml). Cada aliquota recebeu uma gota de
uma solugcao de NaN3z 1:10.000, preparada com PBS pH 7.2. Fo
ram estocadas a -70°C. Uma amostra desse antigeno foi testa
da, pela imunodifusao, frente a soros especificos imunes an
ti-208, 29-78, H-120 e virus de Newcastle, alem de soros de

aves controles (nao imunes).

§ - HISTOLOGIA

Fragmentos de nove orgaos e tecidos (rins, bago,
traqueia, pulmoes, bursa de Fabricius, tonsilas cecais, glan
dulas de Harder, sacos aereos toraxicos posteriores e abdo-
minais, testiculos e ovario) foram colhidos, fixados em for
malina tamponada pH 7.0, reduzidos, desidratados, clarifica
dos (diafanizados) e incluidos em parafina®#***, Dois cortes de
quatro diferentes partes dos tecidos e orgaos foram confec-
cionados***%% com 5 |y de espessura e rotineiramente corados

pelo método de hematoxilina e eosina (H&E) (SANDERS, 1977).

A histologia comparada e diferencial, entre orgaos

* Cell-Grinder, Potter-Elvehjem, A-29.461, Arthur H. Thomas
Company, Philadelphia, Pennsylvania, USA.

*% Aparelho de ultra-som MSE (sem dados tecnicos).
*%%  Rotor SS-34, Super Speed Sorvall, RC2-B, Newton, Connecticut, USA.

*%%*% Autothechnican model 2A, Thechnican Tissue Processor, The
Thechnican Company, Chauncey, New York, USA.

*%%%% Microtome Spencer, model 820, American Optical Company (Instrument
Divison), Buffalo, New York, USA.
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e tecidos das aves GN e SPF infectadas e controles, foi rea
lizada com base em varios trabalhos (LUCAS & JAMROZ, 1961;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1971; PAYNE, 1971; HODGES, 1974).

9 - ACHADOS E SINTOMAS CLINICOS

Antes e apos inoculacao virica, todas as aves in-
fectadas ou controles (GN e SPF), foram diariamente observa
das e analisadas, o que variou desde o consumo de alimentos
ate o comportamento das aves. Achados e sintomas clinicos,
possiveis de serem observados em aves (espirros, dispneia,
sinusite, respiracao bucal devido obstrucao nasal, edema fa
cial, coriza, ronqueira pulmonar, cianose da crista e barbe
la, sonolencia ou letargia, tristeza, prostacao, anorexia,
diminuigao do crescimento, diarreia, incoordenagao motora,
disturbios nervosos e temperatura retal) foram pesquisados
e anotados quando presentes. A medigao da temperatura retal

foi feita com termometro clinico comum (FREEMAN, 1971).

10 - PREPARO DO ANTICORPO FLUORESCENTE (CONJUGADO)

Soros de coelhos (anti-gamaglobulina de aves) fo-
ram agrupados, centrifugados para clarificacao (3.000 r.p.m./
15 minutos) e precipitados lentamente, por tres vezes conse
cutivas, com sulfato de amonia (35%7 da saturagao final) em
banho de gelo (CHERRY, 1974; HERBERT, 1974a). 0 pH final da
solucao saturada de sulfato de amonia foi ajustado para 7,0
apos dissolugao de Na,HPO, anidro nessa solugao a temperatu
ra ambiente e o pH foi medido em uma diluigao da solugao fi
nal a 1:40 em agua destilada (TALEPOROS & ORNSTEIN, 1976).
0 precipitado final foi dissolvido em solucao 0,05 M de tam-
pao fosfato* pH 7.2 e exaustivamente dialisado contra a mes

ma solugao tampao a 4°¢c.

* Bacto-Fa Buffer, 2314-15, Difco, Detroit, Michigan, USA.
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A concentragao de proteina da solugao final foi de

terminada a 280 nm* e ajustada para 10 mg proteina/ml com so
lugao 0,5 M de NaCl. Na solucgao contendo 10 mg proteina / ml
foi adicionado isotiocianato de fluoresceina** (I.T.C.F.),
na proporgao de 10 microgramas (ug) de I.T.C.F. por miligra
ma de proteina da solugao. O processo de conjugagao foi fei
to de acordo com CHERRY (1974). Globulinas pobremente marca
das, nao marcadas e outras globulinas indesejaveis foram re
movidas por trocas ionicas em coluna de cromatografia - con-—
tendo DEAE (dietilaminoetil)*** celulose ativada (McDEVIT™
et alii, 1963). Varias fracoes foram coletadas e as que nao
apresentaram inespecificidade, foram selecionadas para uso,
dialisadas em solucao 0,05 M de tampao fosfato pH 7.2 por
24 horas, apos concentragao em solugao saturada de PEG-
20.000*%*** | Tudo foi realizado a AOC, no escuro e o conjuga

do final foi ampolado (0,5 ml/ampola) e estocado a -20%¢.

17 - IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Fragmentos de nove orgaos e tecidos (rins, baco,
traqueia, pulmoes, bursa de Fabricius, tonsilas cecais, glan
dulas de Harder, sacos aereos toraxicos posteriores e abdo-
minais, testiculos e ovario) das aves GN e SPF, infectadas
e controles, imersos em Tissue-Tek#*****_  foram retiradas dos
tubos plasticos de moldagem, montados em suporte de metal e

processados em microtomo de congelagao****%%*_ Foram confec-

* Spectofotometer Beckman, model 25, Palo Alto, California, USA.
*% I.T.C.F., Isomer I, BBL, 12008, Baltimore, Maryland, USA.
*%*%  DEAE - celulose, Sigma, D-8382, St. Louis, Missouri, USA.
*%%% Polyethylene glycol-20.000, -2263,Sigma, St.Louis, Missouri, USA.,

##%%% Tissue-Tek II1 0.C.T., Lab. Tek Products, Napperville, Illinois,
USA.

**%k**(Cryostat, Damon - International Equipament Company, Needham
Heights, Massachusetts, USA.
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cionados dois cortes de quatro diferentes partes de cada 6£
gao e tecido, com 5 u de espessura, os quais foram transfe-
ridos para uma lamina fina (0,9 - 1,0 mm de espessura) nume
rada e colocados para secar em local seco a temperatura am-—
biente (15-20 minutos). Em seguida, foram fixados em aceto-
na fria (—2000) durante 15 minutos e estocados a —20°C, ate
o momento de serem examinados.

A diluigao apropriada do conjugado foi determina-
da em cortes de congelagao (5 p de espessura) de membranas
corio-alantoides de 0.E.G. (10 dias incubagao) inoculadas com
a amostra especifica nao diluida (0,25 ml/ovo/via cavidade
alantoide) e colhidas com 24, 48, 72 e 96 h.a.i. (JONES,
1975). Foram processadas separadamente (por amostra de vi-
rus e tempo decorrido apos inoculagao), da mesma maneira que
os orgaos e tecidos das aves infectadas e controles (GN e
SPF).

Cortes de orgaos e tecidos das aves (GN e SPF) con
troles foram usados como controles da especificidade do con
jugado e como controles negativos dessa tecnica em todas as
fases do presente estudo.

Os cortes foram cobertos com soro especifico imu-
ne nao diluido e colocados em camara umida durante 20 minu-
tos a 37°C. Foram lavados com solucao 0,05 M de tampao fos-
fato pH 7.2 e antes de secar, receberam o conjugado na di-
luigao apropriada (1:16 em solugao 0,05 M de tampao fosfato
pH 7.2), sendo colocados em camara umida (20 minutos/37oC).
Em seguida, foram lavados exaustivamente com solugao 0,05 M
tampao fosfato pH 7.2, cobertos com glicerina tamponada pH
8.5 e laminula fina.

Todos os cortes tratados com conjugado foram exa-
minados imediatamente em microscopio* JENA-CARL ZEISS, equi
pado com condensador cardioide de campo escuro (tipo VZ), lam

pada de vapor de mercurio (Osram - HBO 200 W), filtro de ex

* Aus Jena-Veb Carl Zeiss, modelo NU-2, Berlim, Republica Democrati-
ca da Alemanha.
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citagao ultravioleta BG-12 e filtro de barreira GG-9. Duran
te e apos o tratamento dos cortes com conjugado, o0s cortes

foram protegidos da luz ambiental.
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RESULTADOS

Dois isoladores, um com quatro e outro com tres
aves infectadas com amostras 208 e 29-78, respectivamente, so
freram contaminagcao com uma unica bacteria, gram positiva,
baciliforme, aerobia, produtora de esporos, formadora de ca
deia e imovel. As aves ja haviam se recuperado da doenga res
piratoria causada pelo virus da BIG e a presencga da bacte-
ria ficou restrita ao sistema digestivo, comprovado pela au
sencia de isolamento em "swabs'" de traqueia dessas aves. Al
gumas medidas foram tomadas: limpeza total do interior dos
isoladores e uso de antibibdtico. Apos antibiograma*, as aves
passaram a receber cloranfenicol** adicionado ao alimento es
teril, dentro do isolador.

Solucao aquosa desse antibiotico, na base de 1 g/
10 ml de agua destilada, foi esterilizada por filtragao**¥,
ampolada (5 ml) e introduzida nos isoladores. Para cada fras
co de comida (1 litro) foi adicionada uma ampola (500 mg clo
ranfenicol), de dois em dois dias, ate o fim do experimento.

Essas aves chamam-se '"monoxenicas" ou contamina

das com um unico agente bacteriano (PLEASANTS, 1977).

* Multodisk, Oxoid, Hampshire, England.
*k Cloromicetina, capsulas 250 mg, Parke-Davis, Sao Paulo, Brasil.

*%%  Gyinnex 25 mm com membrana esterilizante GSWP-02500, poro 0,22
U, Millipore, Bedford, Massachusetts, USA.
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1 - ACHADOS E SINTOMAS CLINICOS: \c

1.1 - AVES GN E SPF INFECTADAS

Sintomas clinicos de doencga respiratoria foram ob
servados em todas as aves infectadas com amostras 208 e 29-
78 (TABELA I). .

Nas aves GN, o periodo de incubagao foi de 48 ho-
ras (208) e 72 horas (29-78). 0 curso da doenca respiratoria
foi de 96 horas (29-78) e 168 horas (208). Espirros foram
observados de 48 a 216 h.a.i. (208) e de 72 a 168 h.a.i. (29-
78).

Nas aves SPF infectadas com ambas amostras, o pe
riodo de incubagao foi de 24 horas e o curso da doenga res-
piratoria foi de 240 horas. Espirros foram observados de 24
a 264 h.a.i., respiragao bucal e ronqueira pulmonar de 72 a
192 h.a.i., para ambas amostras.

Outros achados e sintomas clinicos nao foram obser

vados nessas aves durante o experimento.
1.2 - AVES GN E SPF CONTROLES
Nao foram observados achados e sintomas clinicos
nessas aves em nenhuma fase do experimento.
? - ACHADOS DE NECROPSIA (LESUES MACROSCOPICAS)
2.1 - AVES GN E SPF INFECTADAS
Nas aves GN, foram encontradas: conjuntivite dis-
creta de 24 a 72 h.a.i. (208) e de 48 a 72 h.a.i. (29-78),
congestao da mucosa dos cornetos e seios nasais infra-orbi-

tarios com presencga de exsudato sero-mucoso de 24 a 168

h.a.i. (208) e de 48 a 168 h.a.i. (29-78), e traqueite dis-



36
creta com exsudato sero-mucoso de 48 a 192 h.a.i. (208) e
de 72 a 192 h.a.i. (29-78).

Nas aves SPF, foram encontrados: conjuntivite dis
creta de 24 a 96 h.a.i., congestao da mucosa dos cornetos e
seios nasais infra-orbitarios com presenga de exsudato se-
ro-mucoso (24 a 72 h.a.i.) e muco-purulento amarelado (96 a
264 h.a.i.), e traqueite discreta com exsudato sero-mucoso
(48 a 96 h.a.i.) e muco-purulento amarelado (120 a 312h.a.i.)
(ambas amostras).

0 bago apareceu hipertrofiado em algumas aves, in
fectadas com amostras 208 e 29-78, de 120 a 360 h.a.i.(aves
GN) e de 144 a 504 h.a.i. (aves SPF). O mesmo aconteceu com
a bursa de Fabricius (ligeiramente congesta) de 120 a 432
h.a.i. (aves GN) e de 144 a 504 h.a.i. (SPF).

Nenhum outro achado ou lesao macroscopica foi en-
contrada nessas aves durante o experimento.

Foi feito um sumario da presenca de lesoes wacros
copicas nas aves GN e SPF (amostras 208 e 29-78), excetuan-

do bago e bursa de Fabricius, na TABELA I.

2.2 - AVES GN E SPF CONTROLES:

Nenhum achado ou lesao macroscopica foi encontra-

da nessas aves durante o experimento.

3 - AREAS E CELULAS ONDE FOI DETECTADO 0 ANTIGENO VIRICO PE
LA TMUNOFLUORESCENCIA

3.1 - AVES GN e SPF INFECTADAS:
A - Traqueda:

Na traqueia das aves GN e SPF infectadas com amos

tras 208 e 29-78, foram detectadas celulas fluorescentes na
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superficie do epitelio a partir de 24 h.a.i.(Figura 1). Alem
da superficie, celulas fluorescentes foram detectadas nas
partes mais profundas do epitelio e o pique maximo de fluo-
rescencia nas celulas do epitelio traqueal ocorreu de 96 a
144 h.a.i.. Celulas descamadas e residuos celulares fluores
centes, livres na luz traqueal, foram encontrados entre 24
e 120 h.a.i.. A partir de 168 h.a.i., o numero de celulas
fluorescentes foi diminuindo ate desaparecer por completo a

264 h.a.i..

B - Pufmoes:

Nos pulmoes de aves GN e SPF infectadas com amos-
tras 208 e 29-78, foram detectadas celulas fluorescentes na
superficie do epitelio dos bronquios primarios e secunda-
rios (48 h.a.i.) e terciarios (72 h.a.i.). Muitas celulas
fluorescentes foram encontradas na superficie e no interior
do epitelio dos bronquios primarios e secundarios de 72 a
120 h.a.i. (Figura 2). Muitas células descamadas e residuos
celulares fluorescentes foram encontradas na luz bronquial
nesse mesmo periodo. Houve uma diminuicao gradativa das ce-
lulas fluorescentes no epitelio bronquial a partir de 144
h.a.i. e desapareceram por completo a 264 h.a.i.. Nos bron
quios terciarios foram detectadas celulas fluorescentes de
72 a 168 h.a.i.. Nenhuma celula fluorescente foi detectada
na lamina propria e nos centros linfoides germinativos pre
sentes nos bronquios primarios e secundarios.

A presenca de células fluorescentes na traqueia e
pulmoes das aves GN e SPF infectadas com amostras 208 e 29-

78 foi sumariada na TABELA I.

C - Outhos Ongaos e Tecidos:

Nenhuma celula fluorescente foi encontrada no ba-
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go, bursa de Fabricius, rins, tonsilas cecais, glandulas de
Harder, ovario, testiculos e sacos aéereos toraxicos poste-
riores e abdominais das aves GN e SPF infectadas com amos-

tras 208 e 29-78, durante todo o experimento.

3.2 - AVES GN e SPF CONTROLES

Nao foram detectadas celulas fluorescentes nosS or

gaos e tecidos estudados durante o experimento.

4 - ACHADOS HISTOLOGICOS (LESJES MICROSCOPICAS)
4.1 - AVES GN E SPF INFECTADAS (208 e 29-7§)
A - Tragqueda:

No epitelio pseudo-estratificado ciliado (Figuras
3 e 4), ocorreu descamaggo das celulas superficiais coluna-
res ciliadas e caliciformes, ficando as celulas basais (24
h.a.i.) (Figura 5). A superficie da lamina propria foi co-
berta por 3-4 camadas de celulas cuboides (hiperplasia epi-
telial) e muitos capilares surgiram nesse epitelio (48 h.a.i.)
(Figuras 6 e 7). A camada celular ficou mais espessa e apa
receram espagos com aparencia cistica, contendo residuos ce
lulares ou nao (72 h.a.i.) (Figura 8). Depressoes na super-—
ficie epitelial, infiltracao celular na lamina propria e no
epitelio espessado, com predominancia de células mononuclea
res, alem de exsudato com células descamadas, mono e poli-
morfonucleares e residuos celulares na luz traqueal, foram
encontrados de 96 a 144 h.a.i. (Figuras 9, 10, 11, 12 e 13).
Infiltragao de celulas mononucleares nao foi encontrada na
lamina propria a 168 h.a.i., mas persistiu no epitelio es-
pessado (Figura 14). Nas aves GN infectadas com amostra 29-

78, celulas colunares ciliadas e caliciformes apareceram em
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varias partes do epitelio a 168 h.a.i.. Nas aves SPF infec-
tadas com amostras 208 e 29-78, focos de infiltracao de ce-
lulas mono e polimorfonucleares no epitelio, associados a
presenca de exsudato na luz traqueal contendo celulas desca
madas, inflamatorias e residuos celulares, foram observados
de 120 a 312 h.a.i.. O epitelio ficou pseudo - estratificado
ciliado com glandulas mucosas e centros linfoides germinati
vos, a partir de 216 h.a.i. (29-78) e de 264 h.a.i. (208) nas
aves GN e de 360 h.a.i. (ambas amostras) nas aves SPF (Figg

ra 15).

B - Pudmac:

Ocorreu descamagao das celulas epiteliais coluna-
res ciliadas e caliciformes dos bronquios primarios e secun
darios, entre 48 e 72 h.a.i.. Em seguida, apareceram varias
camadas de celulas cuboides e formagoes cisticas foram vis-
tas nessas areas (96 h.a.i.). De 120 a 144 h.a.i., apareceu
infiltragao celular, com predominancia de céelulas mononuclea
res, no epitelio bronquial espessado, aléem de hipertrofia dos
centros linfoides germinativos presentes na lamina propria
dos bronquios primarios e secundarios (Figuras 16, 17 e 18).
Infiltracao de celulas mononucleares, envolvendo regiao dos
capilares aereos e venosos e os septos interatriais, foi en
contrada em alguns bronquios terciarios de 120 a 144 h.a.i.
(Figura 19). Exsudato na luz bronquial contendo celulas des
camadas, inflamatorias e residuos celulares, foi encontrado
de 48 a 168 h.a.i. (aves GN) e de 48 a 264 h.a.i. (aves SPF).
De 120 a 264 h.a.i. (aves SPF), alguns bronquios primarios, secunda
rios e terciarios foram envolvidos por uma infiltragao loca
lizada ou difusa de celulas mono e polimorfonucleares no epi
telio, alem de hipertrofia dos centros linfoides germinati-
vos, descamacao epitelial e presencga de exsudato contendo gé
lulas descamadas, inflamatorias e residuos celulares na luz

bronquial (Figura 20). O epitelio dos bronquios primarios e
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secundarios ficou pseudo-estratificado eciliado conm células
calieitermes, a partir de 216 h.a.i. {(29-78) ¢ de 264 h.a.i.
(208) nas aves GN e de 360 h.a.i. (ambas amostras) na. aves

SPY, alem da prescnga de centros linfoides perminativos.

A presenca desses achados e lesoes histoldpicas
fol dgrupada na TABLLA 1 (aves GN e SPF - ambas amostras).
C - Outnos Cagacs e Tecddos:

Nenhum achado histologico foi encontrado nos sa-
CoS aercos toraxicos posteriores e abdominais, tonsilas ce-
cais, glandulas de Harder, bago, rins, bursa de Fabricius,
testiculos ¢ ovario das aves GN e SPF infectadas com amos-
tras 208 e 29-78&.

Tecido linfoide, com centros linfoides germinati-
vos, foi encontrado em todas tonsilas cecais estudadas. Areas
focais de tecido linfoide, com cu sem centros linfoides ger
minativos, foram encontrados nos rins, testiculos, ovario,
glandulas de Harder e sacos aéreos toraxicos de algumas aves
GN e BPF (dambasg amostras) de 216 a 720 h.a.i.. No baco ¢ na
bursa de Fabricius das aves GN e SPF (ambas amostras) fol en
contrado um grande nimerec de vasos ¢ capilares sangulneos,
presenca de muitas celulas mononucleares nesses vasos ¢ na
massa de tecido linfoide, além de centros linfoides germina

tivos no baco, de 120 a 720 h.a.i..

4.2 - AVES GN E SPF CONTROLES:

Nenhum achado ou lesao histologica foi encontrado

nos orgaos ¢ tecidos estudados dessas aves. Nas aves GN, fo-
ram encontrados centros linfoides germinativos nas tonsilas
cecais e na lamina propria de alguns bronguios seccundarios
nos pulmoes. Nas aves SPF, tecido linfdide, com cu sem cen-

tros linfoides germinativos, foi encontrado nas tonsilas ce
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cais, rins, baco, glandulas de Harder, testiculos e ovario.
Tambem foram encontrados centros linfoides germinativos na
lamina propria da traqueia, bronquios primarios e secunda-

rios e nos sacos aereos toraxicos posteriores.
5 - RESPOSTA IMUNITARIA
5.1 - AVES GN E SPF INFECTADAS:

Apos inoculagao virica, anticorpos precipitantes
anti-virus da BIG foram detectados pela imunodifusao nos so
ros das aves GN e SPF de 168 a 720 h.a.i. (29-78) e de 216
a 720 h.a.i. (208) (TABLLA 1I).

5.2 - AVES GN E SPF INFECTADAS:
Nao foram detectados anticorpos precipitantes an-

ti-virus da BIG no soro dessas aves em nenhuma fase do expe

rimento.
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TABELA T - Compaxagac enfxe a presenga de sintomas c€inices (SC), Lesves macroscipicas (LM), lesdes
histotogicas (LH), cZlulas §luonescentes a imuncjlucrescéncia (CFl e anticorpos phrecipitantes a
imunodifusac (AP} em aves gnofobidticas [GN) e isentas de patogencs |SPF) infectadas com amostras

208 e 29-78 do viaus da bronquite injecciosa das gafinhas.

AVES PRESENGA DE

SEXQ SC LM LH CF AP

H.A.T. 208 29-7§ 208 29-78 208 29-78 208 29-7% 208 29-78 20§ 29-78

GN SPF GN SPF GN SPF GN SPF GN SPF GN SPF GN SPF GN SPF GN SPF GN SPF GN SPF GN SPF

24 F M M M -+ -+ + o+ - 4+ + 4+ + o+ + o+ + o+ - - - =
24 M M F M - =+ -+ + + -+ + + + + + o+ + 4+ - - - =
48 F M MM + o+ -+ + 4+ + o+ + o+ + + + o+ + + - - - -
48 F F F M #* +F = ¥ * + + + o+ + + + ¥ + + = = ==
72 F F M M + + + o+ + o+ + o+ + o+ + + + o+ + o+ - - - -
72 F M M M + + + o + o+ + o+ + o+ + 4+ + o+ + o+ - - - -
96 M F F oM + + o+ + 4 + o+ + o+ + o+ + o+ + 4 = = =
96 M M M F + 4+ o+ 4+ + o+ + 4+ + o+ 4+ 4+ + o+ + o+ - = - -
120 M F M M + o+ + o+ + 4+ + o+ + 4+ + o+ + o+ + - &
120 M M M M + o+ + o+ + o+ 4+ o+ + o+ + o+ + o+ + o+ - - - =
144 F M F M + 4 + o+ + o+ + 4+ + o+ + o+ 4+ 4+ + o+ - - - -
144 F F F M + + + + + o+ + o+ 4+ o+ + o+ + o+ + o+ - = - =
168 F F F M + o+ + o+ * #F O + 4+ + ¥ + + + o+ - - + +
168 F M F F S S + + + + + o+ + o+ + o+ + o+ + + - - + +
192 F F M F + 4+ - 4 + o+ + o+ + o+ + o+ S + + - - + +
192 M F F F + o+ -+ + 4+ + o+ + o+ + o+ + o+ + o+ - = + o+
216 F F F F + + -+ - 4+ -+ + =+ - 4 + + + o+ + o+ + +
216 M F M F 2 i = % = - + + + =1 & + + + + + + + +
264 F F M M -+ -+ - =+ -+ -+ -+ - - - - + o+ + o+
264 M F M F -+ -+ - % - % -+ -+ - = - = + o+ + o+
312 M F M M - = - - - o+ - + - + -+ - - - - + o+ + o+
312 M F M F = = - = = - + - + = ¥ - - - - + + + +
360 M M M M - - - - - - - - - - - - - - - = + o+ + o+
360 M F M M - - - - - - - - - - - = - - - - + o+ + o+
432 F* M F M = = - = - = - = - = - = - = = + o+ + o+
504 F* F  F* M - - - - - - - - - - - - - - - - + o+ o+ 4+
600 M* F M* F - = - - - - - - - - - - - - - - + o+ + +
720 M* M ME M = - = - = - = - = - = - = = = + o+ ¥+ *

H.A.1. = Honas apos inoculagao - = Ausente
F = Femea + = Presente
M = Mache * = Monoxenicos




Figura 1 - Celulas fluorescentes na superficie do epltello da traquela
(corte transversal) de ave GN, 48 horas apos inoculagao com
amostra 208. 200 X.

Figura 2 - Celulas fluorescentes no epitelio de bronquio secundario
(corte longitudinal) do pulmao de ave GN, 120 horas apos
inoculagao com amostra 29-78. 200 X.
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Figura 3 - Corte histologico de traqueia normal de ave GN controle com
24 dias de idade. Observar o epitélio ciliado e o grande nu
mero de celulas caliciformes. H&E. 200 X.

Figura 4 - Corte histologico de traqueia normal de ave SPF controle
com 24 dias de idade. Observar o epitelio ciliado, repleto
de glandulas mucosas com celulas caliciformes. H&E. 200 X,
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Figura 5 - Corte histologico de traqueia de ave GN, 24 horas apdos ino-
culacao com amostra 29-78. Descamacao total da camada super

ficial do epitelio (celulas ciliadas e celulas calicifor—
mes). H&E. 200 X.

Figura 6 - Corte histologico de tragueia de ave GN, 48 horas apos ino-

culacao com amostra 208. Inicio da hiperplasia epitelial.
H&E. 200 X.



46

Figura 7 - Corte hlStDlOglCO de traqueia de ave SPF, 48 horas apos ino
- culagao com amostra 29-78. Houve descamagao das celulas ci-
liadas e celulas caliciformes das glandulas mucosas. HE&E.
200 X.

Figura 8 - Corte histologico de traqueia de ave GN, 72 horas apos ino-
culagao com amostra 29-78. Epitelio esta hiperplasico e com
formacoes cisticas. H&E. 200 X.
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Figura 9 - Corte histologico de traqueia de ave GN, 96 horas apos ino-
culacao com amostra 208. Hiperplasia epitelial intensa e
invaginacao na linha do epitélio, onde outrora existiu uma
glandula mucosa que descamou junto com as celulas superfi-
ciais. H&E. 200 X.

Figura 10 - Corte histologico de traqueia de ave GN, 144 horas apos
inoculagao com amostra 29-78. Ha infiltracao difusa de ce-
lulas mononucleares na lamina propria e no epitelio hiper
plasico. H&E. 80 X.
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Figura 11 - Corte histologico de traqueia de ave SPF, 96 horas apos

inoculagao com amostra 208. Ha intensa hiperplasia epite-
lial, presenca de formagoes cisticas e invaginagoes no
epitelio hiperplasico, alem de exsudato repleto de células
descamadas e residuos celulares na luz traqueal. H&E. 32 X.

Figura 12 - Corte hi§t016gico de traqueia de ave SPF, 120 horas apos

inoculagao com amostra 29-78. Hiperplasia epitelial e in-
filtracao difusa de celulas mononucleares no epitelio hi-
perplasico. H&E. 32 X.



Figura 13 - Corte histologico da traqueia de ave SPF, 144 horas

Figura 1

apos
1nocu1agao com amostra 29-78. Inflltragao predominante de
celulas mononucleares na lamina propria e no epitelio hi-
perplasico. H&E. 200 X.

14 - Corte hlStOlOglCD de traqueia de ave GN, 168 horas asz
1noculagao com amostra 208. Epitelio esta h1perp1351co, ha
1nf11tragao de celulas mononucleares e a superficie do epi
telio esta em fase de recuperagao. H&E. 200 X.
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Figura 15 - Corte histologico de traqueia de ave SPF, 360 horas apos
inoculacao com amostra 208. O epitelio esta inteiramente
recuperado - epitelio ciliado com glandulas mucosas e pre-
senca de um centro linfoide germinativo. H&E. 80 X.

Figura 16 - Corteﬂhistolagico de pulmao de ave GN, 120 horas apos ino-
culacao com amostra 208. Ha hiperplasia epitelial e infil-

tragao discreta de células mononucleares no epitelio do
bronquio primario. H&E. 80 X.
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Figura 17 - Corte hlstologlco de pulmao de ave GN, 144 horas apos ino-—
culagao com amostra 29-78. Ha 1nf11tragao difusa de celu-
las mononucleares no epitelio hiperplasico e hipertrofia
dos centros linfoides germinativos na lamina propria do
bronquio secundario. H&E. 32 X.
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Figura 18 - Corte hlstologlco de pulmao de ave SPF, 120 horas apos ino
culagao com amostra 208. Infiltracao difusa de células mo-
nonucleares e poucas polimorfonucleares no epitelio hiper
plasico do bronquio secundario. H&E. 80 X. -



Figura 19 - Corte histologico de pulmao de ave GN, 144 horas apos ino-—
culagao com amostra 208. Infiltracao difusa de celulas mo-
nonucleares nas paredes e septos interatriais do bronquio
terciario. H&E. 80 X.

Figura 20 - Corte histologico de pulmao de ave SPF, 192 horas apos ino
culacao com amostra 29-78. Ha infiltracao difusa de célu-—
las mononucleares e polimorfonucleares em algumas partes
do epitelio, hipertrofia dos centros linfoides germinati-
vos na lamina propria e presenca de exsudato repleto de ce
lulas inflamatorias e residuos celulares na luz do  bron-
quio secundario. H&E. 32 X.
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DISCUSSAQ

As amostras de virus da BIG estudadas (208 e 29-
78) foram habeis em infectar e causar sintomas clinicos de
doenga respiratoria em todas as aves GN e SPF inoculadas pe
las vias ocular, nasal e oral.

Espirro foi o unico sintoma clinico de doenga res
piratoria nas aves GN infectadas com amostras 208 e 29 -78,
contrariando os resultados de outro estudo com aves GN (SPRINGER
et alii, 1974), no qual foi encontrada coriza alem de espir
ros.

Nas aves GN infectadas com amostra 29-78, os es-
pirros foram discretos, o periodo de incubagao foi maior e
o curso da doenga respiratoria foi menor, quando comparados
com a amostra 208,

Nas aves SPF, essas amostras causaram uma doencga
respiratoria muito semelhante, tanto nos sintomas clinicos,
como no periodo de incubacao e curso da doenca respiratoria,
caracterizada por espirros, respiracao bucal e ronqueira pul
monar, o que fol encontrado em outros estudos com amostras
do virus da BIG com tropismo para o sistema respiratorio
(PURCELL & McFERRAN, 1972; JONES, 1974; MACDONALD & McMARTIN,
1976) .

Nenhuma ave GN e SPF infectada (ambas amostras) mor
reu, contrariando os achados de outros estudos, onde a mor-
talidade foi muito variavel, dependendo das condigoes sani-

- . -
tarias das aves e das amostras de virus estudadas. Nesses
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estudos, amostras com tropismo para o sistema Trespiratorio
causaram uma pequena taxa de mortalidade em aves SPF, prova
velmente devido a infecgao bacteriana secundaria (PURCELL &
McFERRAN, 1972) ou quando chegaram a afetar os rins (JONES,
1974; CHONG & APOSTOLOV, 1982). Com amostras nefrotropicas,
a mortalidade foi alta, provavelmente devido ao grave dis-
turbio eletrolitico causado pela lesao renal (SILLER & CUMMING,
1974; POHL, 1974; ALEXANDER et alii, 1978; CHONG & APOSTOLOV,
1982).

Cianose e letargia nao foram observadas nas aves
GN e SPF infectadas (ambas amostras). Cianose da crista e
barbela foi encontrada nas aves moribundas em estudos de amos
tras com tropismo para o sistema respiratorio (PURCELL &
McFERRAN, 1972; MACDONALD et alii, 1980), ao passo que le-
targia foi encontrada em aves infectadas com amostras nefro
tropicas (SILLER & CUMMING, 1974; CHONG & APOSTOLOV, 1982).

Sinusite e edema facial nao foram encontrados nas
aves GN e SPF infectadas com amostras 208 e 29-78, coinci-
dindo com todos os trabalhos consultados.

Nao foram encontradas alteragoes quanto ao consu-
mo de agua e alimento e quanto ao desenvolvimento das aves
GN e SPF infectadas com ambas amostras, ao contrario de ou-
tros estudos (PRINCE et alii, 1962; PURCELL & McFERRAN, 1972)
que constataram uma redugao na ingestao de alimentos com con-
sequente diminuicao no ganho de peso das aves infectadas com
virus da BIG. As aves GN, infectadas (208 e 29-78) e contro
les, cresceram menos do que as aves SPF infectadas e contro
les, ao contrario do esperado (PLEASANTS, 1977), provavelmen
te por causa de alguma deficiencia alimentar.

Diarreia nao foi observada em nenhuma ave infecta
da (GN e SPF - ambas amostras). Em estudos com amostras ne-
frotropicas (SILLER & CUMMING, 1974; ALEXANDER et alii, 1978;
CHONG & APOSTOLOV, 1982), diarreia branca foi um achado cons
tante nas aves infectadas, devido a intensa excrecao de ura
tos pelos rins afetados.

A temperatura corporal das aves GN e SPF infecta
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das com amostras 208 e 29-78 permaneceu dentro dos limites
da normalidade (41,0 - 42,0°C) (FREEMAN, 1971) e os resulta
dos foram semelhantes aos encontrados em outros estudos com
virus da BIG (MACHADO, 1951; PURCELL & McFERRAN, 1972).

Disturbios nervosos nao foram observados em nenhu
ma ave infectada (GN e SPF) independente da amostra, o que
tambem nao foi encontrado em outros estudos com amostras com
tropismo para o sistema respiratorio (PURCELL & McFERRAN,
1972; JONES, 1974; MACDONALD & McMARTIN, 1976). Um caso de
paralisia dos membros posteriores de ave infectada com amos
tra virulenta nefrotropica foi descrito por ALEXANDER et alii
(1978), sendo devida a compressao do plexo ciatico pelos ure
teres repletos de uratos. Outro estudo com amostra nefrotré
pica virulenta (POHL, 1974) incriminou essa amostra de vi-
rus da BIG como causadora de lesoes a nivel do encefalo de
algumas aves, mas nao comprovou a presencga do virus por ou-
tras tecnicas, alem de utilizar aves e instalagoes inadequa
das a esse tipo de experimento, permitindo, provavelmente, a
entrada de outros agentes no plantel em estudo.

Os achados e lesoes macroscopicas (necropsia) fi-
caram restritos ao sistema respiratorio, excetuando pela con
juntivite e hipertrofia do bago e da bursa de Fabricius, tan
to nas aves GN como SPF, infectadas com ambas amostras.

No sistema respiratorio, as amostras 208 e 29 - 78
causaram congestao da mucosa dos cornetos e seios nasais in
fraorbitarios, alem de muito exsudato sero-mucoso (aves GN)
e muco-purulento amarelado (aves SPF) nas partes descritas
acima e na traqueia, alem de uma traqueite discreta (aves GN
e SPF). Os espirros e a respiragﬁo bucal, provavelmente fo-
ram devidos ao envolvimento do sistema respiratorio superior
com consequente obstrugao nasal pelo exsudato muco-purulen-
to amarelado (aves SPF) espesso. A ronqueira pulmonar ocor-
reu devido a presenga de exsudato muco-purulento espesso nos
bronquios e na traqueia, dificultando a passagem do ar e
provocando os ruidos anormais (aves SPF).

Conjuntivite discreta foi encontrada tanto nas
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aves GN como SPF (ambas amostras, com a mesma intensidade e
provavelmente foi devida a multiplicacao virica nessa area.
Nao foi descrita nos diversos trabalhos consultados.

Traqueite com exsudato sero-mucoso e muco-purulen
to tambem foi encontrada na maioria dos estudos com amos-
tras com tropismo para o sistema respiratorio (HOFSTAD, 1945;
PURCELL & McFERRAN, 1972; MACDONALD & McMARTIN, 1976), alem
da presenga de tampao caseoso rigido alojado na bifurcagao
da traqueia das aves que morreram, provavelmente por asfi-
xia (JONES & JORDAN, 1972), mas nao descreveram congestao da
mucosa dos cornetos e seios nasais, encontrada no presente
estudo.

Congestao pulmonar, encontrada em outro estudo com
virus da BIG (PURCELL & McFERRAN, 1972), nao foi observada
em nenhum dos pulmoes das aves GN e SPF infectadas com am-
bas amostras.

Aerosaculite (sacos aereos toraxicos posteriores
e abdominais), caracterizada por opacidade, espessamento,
com ou sem exsudato muco-purulento amarelado, foi encontra-
da em outros estudos com virus da BIG (PURCELL & McFERRAN,
1972; SPRINGER et alii, 1974; MACDONALD & McMARTIN, 1976),
mas nao no presente estudo (aves GN e SPF - ambas amostras).

Hipertrofia e palidez renal, devido ao acumulo de
uratos em seu parenquima, encontradas em outros estudos com
amostras nefrotropicas ou esporadicamente nefrotropicas
(PURCELL & McFERRAN, 1972; SILLER & CUMMING, 1974; MACDONALD
& McMARTIN, 1976; ALEXANDER et alii, 1978; MACDONALD et alii,
1980; CHONG & APOSTOLOV, 1982), nao foram encontradas nas
aves infectadas (GN e SPF - ambas amostras).

Hipertrofia do bago e da bursa de Fabricius (tam
bem ligeiramente congesta) foi encontrada em algumas aves
GN e SPF infectadas com 208 e 29-78, ao contrario de outro
estudo (MACDONALD & McMARTIN, 1976) que encontrou material
purulento no interior da bursa de Fabricius.

Oviduto cistico, encontrado em aves infectadas com

o virus da BIG em outro estudo (CRINION et alii, 1971b), nao
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foi encontrado em menhuma ave femea sacrificada (GN e SPF -
ambas amostras).

Histologicamente, as amostras 208 e 29-78 (aves GN
e SPF) causaram uma descamagao extensiva da camada celular
superficial do epitelio traqueal, seguida de proliferacao
das celulas basais residuais, resultando no aparecimento de
varias camadas de celulas indiferenciadas, o que deixou o
epitelio espessado e hiperplasico. Essa proliferagao das ce
lulas basais, apos uma traqueite aguda descamativa, nada mais
foi do que uma reacao inespecifica e normal, representando o
inicio de um processo de reparacao ou regeneracao epitelial.

Tanto nas aves GN como SPF, infectadas com amos-
tras 208 e 29-78, ocorreu infiltracao difusa de celulas mo-
nonucleares na lamina propria e no epitelio hiperplasico, du
rante um periodo curto, a despeito de uma provavel infecgao
bacteriana secundaria a infecgao virica, envolvendo infil-
tragao de celulas polimorfonucleares (aves SPF - ambas amos
tras).

Quanto a hiperplasia epitelial seguida de infil-
tragcao de celulas mononucleares, os resultados do presente
estudo foram semelhantes aos encontrados em outros estudos
(PURCELL & McFERRAN, 1972; MACDONALD & McMARTIN, 1976; GOUFFAUX
et alii, 1977), discordando apenas quanto a duragao dos acha
dos, o que tambem ocorreu entre eles. Esses autores classi-
ficaram a infiltracao de celulas mononucleares como sendo
constituida principalmente por linfocitos. Neste estudo, pro
vavelmente tenha sido linfocitos tambem, entretanto nao fo-
ram realizados estudos complementares de classificagao des-—
sas celulas, dal serem chamadas de mononucleares.

Outros estudos com virus da BIG, encontraram achg
dos histologicos diferentes dos encontrados no presente es-—
tudo, a nivel da traqueia. GARSIDE (1965) nao encontrou hi-
perplasia epitelial, mas uma intensa infiltracao celular que
provocou o espessamento epitelial. No presente estudo, a in
filtracao de células mononucleares ajudou a aumentar o es-—

pessamento epitelial, mas o epitelio ja estava hiperplasico,
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o que tambem foi observado por PURCELL & McFERRAN (1972) e
GOUFFAUX et alii (1977). SPRINGER et alii (1974) encontrou
uma severa hipertrofia epitelial, sem descamacao das celu-
las da superficie epitelial, mas com infiltracao de celulas
mononucleares. Nesse caso, foi estudada uma amostra de vi-
rus da BIG muito atenuada em sua virulencia para aves, devi
do a muitas passagens consecutivas em 0.E.G., o que prova-
velmente alterou as propriedades originais dessa amostra.

Os achados histologicos nos bronquios primarios e
secundarios foram semelhantes aos encontrados na traqueia das
aves GN e SPF (208 e 29-78), o que tambem foi observado em
outros estudos (PURCELL & McFERRAN, 1972; GOUFFAUX et alii,
1977), sendo caracterizados por hipertrofia dos centros lin
foides germinativos na lamina propria e infiltragao difusa
de celulas mononucleares no epitelio hiperplasico e adjacen
cias. Entretanto, a presencga de centros linfoides germinati
vas hipertrofiados, com infiltracao de celulas mononuclares
na traqueia e bronquios, pode ocorrer em infecgoes por ou-
tros virus (GARSIDE, 1965).

Os achados histologicos a nivel dos pulmoes das
aves GN e SPF (ambas amostras) ficaram, em sua maioria, res
tritos aos bronquios primarios e secundarios. A nivel dos
bronquios terciarios ocorreu descamagao de celulas superfi-
ciais dos septos inter-atriais, seguida de infiltragao de

celulas mononucleares. Ao contrario dos outros bronquios, es

[y ]

ses achados ficaram restritos a uns poucos bronquios terci
rios, os quais variavam sua localizacao de corte para corte
(mesma ave) e de ave para ave, o que tambem foi encontrado
em outro estudo (PURCELL & McFERRAN, 1972). Nas aves SPF ig
fectadas com amostras 208 e 29-78, alguns desses bronquios
terciarios, geralmente circunvizinhos a bronquios secunda-
rios, foram envolvidos em uma intensa reacao inflamatoria,
caracterizada por uma extensiva infiltragao de celulas in-
flamatorias (principalmente polimorfonucleares), além dapre
senga de exsudato ocupando toda a luz bronquial, com muitas

celulas descamadas, inflamatorias e residuos celulares, sen



59
do causada provavelmente por infecgao bacteriana secundaria
a infecgao virica, uma vez que nao foram encontradas nas aves
GN infectadas com as mesmas amostras de virus.

0 epitelio traqueal das aves GN infectadas com
amostra 29-78, recuperou seu aspecto pseudo-estratificado ci
liado com glandulas mucosas, mais precocemente do que nes-
sas aves infectadas com amostra 208. Entretanto, mnas aves
SPF, nao foram encontradas diferencas quanto a duragao dos
achados e lesoes histologicas na traqueia, causados por am-
bas amostras, provavelmente devido ao envolvimento de bacté
rias normalmente colonizadoras do epitelio do sistema respi
ratorio.

Achados e lesoes histologicas nos sacos aéereos ab
dominais e toraxicos posteriores, caracterizados por edema,
descamagao das celulas superficiais e infiltragao de celu-
las mononucleares, com aparecimento de muitos centros lin-
foides germinativos na fase de recuperacao, encontrados em
outros estudos (PURCELL & McFERRAN, 1972; SPRINGER et alii,
1974), nao foram encontrados nos cortes desses sacos aereos
(aves GN e SPF - ambas amostras).

Nos rins, lesoces histologicas caracterizadas por
necrose do epitelio tubular (tubulos cortorcidos e coleto-
res, ductos e ureteres), presenca de residuos celulares e
cristais de uratos intratubulares, seguida de infiltracao de
celulas inflamatorias (mono e polimorfonucleares) no inters
ticio renal intertubular da regiao cortical e medular, obser
vadas em outros estudos (PURCELL & McFERRAN, 1972; POHL, 1974;
SILLER & CUMMING, 1974; MACDCONALD & McMARTIN, 1976; CHONG &
APOSTOLOV, 1982), nao foram encontradas em nenhum dos cor-
tes renais estudados (aves GN e SPF - ambas amostras).

Nos bagos, hipertrofiados ou nao, das aves GN e
SPF infectadas (208 e 29-78) foram encontrados centros lin-
foides germinativos, aumento da vascularizagao e da massa
de tecido linfoide, caracterizando uma provavel linfopoese,
uma vez que ocorreram durante a fase imune das aves e nao

foram encontrados nos bagos das aves GN controles. Alguns au
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tores (THORBECKE et alii, 1957; ANDERSON, 1973) atribuiram
a ausencia de centros linfoides germinativos no bago, a uma
verdadeira condicao gnotobiotica das aves. A presenca des-
ses centros linfoides germinativos nas tonsilas cecais de to
das as aves GN controles e em alguns bronquios secundarios
de uma dessas aves, talvez seja explicavel pelo fato de que
a racao utilizada possuiu muitos antigenos soluveis, os quais
provavelmente foram absorvidos, porque as aves GN possuem uma
maior capacidade de absorver passivamente nutrientes do ali
mento e consequentemente esses antigenos soluveis (PLEASANTS,
1977).

A bursa de Fabricius foi minuciosamente estudada,
principalmente os cortes provenientes de orgaos hipertrofia
dos e levemente congestos (aves GN e SPF - ambas amostras).
Nesses cortes histologicos, foi encontrado um aumento na vas
cularizagao, um maior aglomeramento de celulas nos folicu-
los (celulas mononucleares), formacao de novos foliculos e
como no baco, foram encontrados durante a fase 1imune das
aves infectadas, mas nao na bursa de Fabricius das aves GN
e SPF controles. Esses achados caracterizaram uma provavel
linfopoese. No presente estudo, nao foi encontrada diminui-
¢ao na linfopoese e aumento da degeneracao cistica, observa
dos em outro estudo (MACDONALD & MCMARTIN; 1976). As forma-
goes cisticas no epiteélio interno da bursa de Fabricius fo
ram encontradas tanto nas aves GN e SPF, infectadas (ambas
amostras) e controles, sendo normalmente encontradas mnessa
parte desse orgao (PAYNE, 1971; HODGES, 1974).

Areas focais de tecido linfoide, com ou sem cen-
tros linfoides germinativos, foram encontradas frequentemen
te nos rins, glandulas de Harder, testiculos e ovario das
aves GN e SPF infectadas com ambas amostras, durante a fase
imune dessas aves. Foram encontrados nos cortes desses or-
gaos nas aves SPF controles, mas nao nas aves GN controles.
Foram considerados como normais com base nas informagoes de
PAYNE (1971).

Histologicamente, os ovidutos nao foram estudados
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porque em outro estudo (CRINION et alii, 1971b), os achados
histologicos so foram encontrados em ovidutos com altera-
coes macroscopicas (ovidutos cisticos), as quais nao foram
encontradas em nenhuma femea GN e SPF, infectada (ambas amos
tras) ou controle.

A conjuntiva ocular e a regiao nasal (cornetos e
seios nasais infraorbitarios) nao foram estudados pela his
tologia e imunofluorescéencia. Histologicamente, tambem nao
foram estudadas nos trabalhos consultados. No presente estu
do, a conjuntiva ocular foi usada como via de infecgao para
se tentar encontrar alguma lesao causada pelo virus da BIG
nas glandulas de Harder, o que nao foi encontrado (aves GN
e SPF - ambas amostras). Nao foram feitos cortes histologi-
cos da regiao nasal, por causa da necessidade de descalcifi
cacao. Provavelmente, as lesoes microscopicas nessa area de
vem ter sido semelhantes as encontradas na traqueia e bron-
quios, por causa do seu aspecto histologico normal (HODGES,
1974) e dos sintomas clinicos e lesoes e achados macroscopi
cos, 0s quais comprovaram o envolvimento dessa area por am-
bas amostras, tanto nas aves GN como SPF.

Principalmente nas aves GN infectadas com amostras
208 e 29-78, os achados e lesoes histologicas sempre estive
ram associadas a presenca de células infectadas com o virus
da BIG, detectadas pela imunofluorescencia (Tabela I). As
células superficiais do epitelio traqueal foram as primei-
ras a apresentarem fluorescencia especifica desse virus, 24
horas antes das mesmas ceélulas a nivel dos bronquios prima-
rios e secundarios, provavelmente porque a infecgao foi des
cendente. Houve um maior envolvimento das celulas superfi-
ciais, mesmo na fase de regeneracao epitelial, e menor das
celulas mais profundas, nas quais o virus possivelmente es-
tava fagocitado. Aparentemente, a medida que as celulas da
superficie epitelial foram sendo infectadas, gradativamente
descamaram, o que pode ser observado pela intensa fluores-
cencia detectada nas céelulas e residuos celulares presentes

na luz bronquial e traqueal. Nao foram detectadas celulas
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com fluorescencia nos centros linfoides germinativos presen
tes nos bronquios e na traqueia, comprovando a nao predile-
cao das amostras estudadas (208 e 29-78) por celulas do te-
cido linfoide.

Nao foram encontradas diferencas entre as amos-
tras quanto ao envolvimento de areas e celulas detectadas
pela imunofluorescencia, tanto nas aves GN como SPF.

Celulas infectadas com o virus da BIG nao foram
detectadas pela imunofluorescencia nos sacos aereos toraxi-
cos posteriores e abdominais, rins, baco, tonsilas cecais,
glandulas de Harder, ovario, testiculos e bursa de Fabricius
das aves GN e SPF infectadas com amostras 208 e 29-78. Fi-
cou comprovado o nao envolvimento direto das amostras estu-
dadas, nos achados macro e microscopicos do bago e bursa de
Fabricius, os quais, provavelmente, foram provenientes de
uma resposta imunitaria e nao inflamatoria (Aves GN e SPF -
ambas amostras).

A imunofluorescencia indireta foi usada no presen
te estudo por ser mais eficiente e sensivel do que o metodo
direto em detectar menores agrupamentos e concentragaes vi-
ricas intracelulares (JONES, 1974; TALEPOROS & ORNSTEIN,
1976). Sua funcao foi comprovar a etiologia virica e o grau
de envolvimento das amostras 208 e 29-78 nos achados macro
e microscopicos.

Como as amostras estudadas somente infectaram e le
saram células epiteliais do sistema respiratorio das aves
GN e SPF, as amostras 208 e 29-78 foram.classificadas como
epiteliotropicas, alem de possuirem tropismo para o sistema
respiratorio dessas aves.

Um dos motivos pelos quais as aves GN e SPF foram
infectadas pela via oral (ambas amostras), foi porque tem si
do questionado se o virus da BIG se multiplica ou nao no tra
to intestinal, particularmente nas tonsilas cecais (ALEXANDER
& GOUGH, 1977). Em outro estudo (ALEXANDER et alii, 1978),
o virus foi isolado das tonsilas cecais de aves infectadas

- . - -
com amostra nefrotropica. Provavelmente, o virus ao ser eli
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minado dos rins lesados, pelos ureteres, pode ter atingido
as tonsilas cecais, sem no entanto multiplicar nesses or-
gaos. No presente estudo, celulas infectadas com o virus da
BIG nao foram detectadas pela imunofluorescencia nesses 5£
gaos (aves GN e SPF - ambas amostras), o que aconteceu tam-
bém em outro estudo nesse sentido (CHONG & APOSTOLOV,1982).

Anticorpos precipitantes anti-virus da BIGe a pre
senga de infiltragao de celulas mononucleares nas areas afe
tadas, indicaram uma adequada resposta imunitaria e inflama
toria nas aves GN e SPF infectadas com amostras 208 e 29-73.

As condigoes sanitarias e de manejo das aves GN e
SPF infectadas (ambas amostras) e controles foram as melho-
res possiveis, de forma a manter a qualidade das aves inal-
terada e livres de '"stress'", durante todo o experimento. Um
animal com "stress'" tem um permanente aumento do nivel san-
guineo de corticosterdoides com consequente queda na resis-
téncia por inibigao da reagao inflamatoria e da resposta imu
nitaria (MIMS, 1977), o que provavelmente nao ocorreu nas
aves GN e SPF infectadas (208 e 29-78), mesmo durante a fa-
se de doenca respiratoria.

Nao ficou demonstrada susceptibilidade individual
maior ou menor entre aves de um mesmo grupo ou de grupos di
ferentes (GN ou SPF), frente as amostras estudadas, inclusi
ve com relacao ao sexo das aves (Tabela I).

Foram encontradas algumas diferengas entre as amos
tras 208 e 29-78, ainda que minimas, gragas as aves gnoto-
bioticas, ao contrario das aves SPF, nas quais uma provavel
infecgao bacteriana secundaria igualou os resultados e acha
dos de ambas amostras. Computando todos os resultados nas
aves GN, a amostra 208 foi um pouco mais virulenta do que a
amostra 29-78.

As amostras com tropismo para o sistema respiraté
rio isoladas e estudadas nos trabalhos consultados, assim
como as amostras 208 e 29-78, sao menos virulentas, por si
so, do que as amostras nefrotropicas. Entretanto, o proble-

ma do virus da BIG, principalmente dessas amostras com tro-
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pismo para o sistema respiratorio, sempre foi o envolvimen-—
to comprovado de bacterias e fungos potencialmente patogéeni
cos em uma infecgao secundaria ao virus e a associacao si
nergica com outros patogenos (Mycoplasma gallisepticum; Mycoplasm
synoviae; Escherdchia coli; Haemophilfus gallinarum; virus da
laringotraqueite e adenovirus) (ADLER et alii, 1962; SPRINGER
et alii, 1974; HOFSTAD, 1978) em aves de criacao industrial,
as quals tambem convivem com um constante "stress'" e outros
virus imunodepressores (HOFSTAD, 1978). Esses fatores modi-
ficam completamente o quadro de uma infeccao pelo virus da
BIG, mesmo quando se trata de amostras pouco virulentas co
mo a 208 e 29-78.

As amostras 208 e 29-78, assim como as amostras
de virus da BIG isoladas antes do inicio da vacinagao con-
tra a BIG no Brasil, precisam ser estudadas, como por exem-—
plo, nas diversas faixas etarias das aves reprodutoras, uma
vez que isso e necessario para uma melhor avaliagao da im-
portancia dessas amostras no complexo das doencgas respirat§
rias e reprodutoras, que tanto afligem a avicultura indus-
trial no Brasil.

Outro estudo que deve ser feito e a avaliacao da
atual vacina empregada no Brasil visando o controle da BIG.
Nao se sabe ate o presente momento se a vacinagao indiscri-
minada com virus vivo atenuado (amostra Holland-H-120) tem
realmente colaborado no controle da BIG ou se tem agravado
o problema, passando a ser mais um virus participante do com
plexo das doencgas respiratorias que afeta a avicultura in-
dustrial do pais. A amostra H-120, embora atenuada, pode le
sar o epitelio do sistema respiratorio (MACDONALD & McMARTIN,
1976) e provavelmente, na presenga daqueles agentes e fato-
res anteriormente mencionados, pode causar uma doenga respi

ratoria grave.
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CONCLUSOES

As amostras 208 e 29-78 infectaram aves GN e SPF, desen
cadeando sintomas clinicos de doenga respiratoria, ca-
racterizada por espirros (aves GN e SPF) e dificuldade

respiratoria (aves SPF), em 1007 das aves inoculadas.

Nas aves GN, as amostras provocaram sintomas clinicos di
ferentes. A amostra 208 causou uma doenga respiratoria
mais grave, com periodo de incubagao mais curto e curso

mais longo.

A doenga respiratoria das aves SPF foi mais grave do que
a das aves GN (ambas amostras), possivelmente devido a

presencga de infeccao bacteriana secundaria.

Os achados de necropsia foram: congestao dos cornetos e
seios nasais infraorbitarios, traqueite discreta e con-
juntivite, alem da presenga de exsudato na regiao nasal

e traqueia.

Histologicamente, causaram descamagao e hiperplasia epi
telial, seguida de infiltracao de celulas mononucleares

no epitelio traqueal e bronquial.

Celulas infectadas com o virus da BIG foram detectadas,

pela imunofluorescencia, na traqueia e bronquios.
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g — Nenhum achado macro e microscopico, bem <como celulas

- . - - -
com fluorescenclia especifica desse virus, foram encon-

trados fora do sistema respiratorio.

No presente estudo, ficou comprovado que as amostras
208 e 29-78 podem causar problemas respiratorios em aves,
mesmo sem a interferencia de bacterias colonizadoras do

sistema respiratorio.

As duas amostras foram essencialmente epiteliotropicas e
- - - - =l -

possulram troplsmo para o slstema resplratorio. As aves

gnotobioticas forneceram informagao valiosa no estudo

da patogenia das amostras 208 e 29-78 do virus da BIG.
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