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A doenga de Newcastle (D.N.C.) vem se consti —
tuindo serio prdblema para a avicultura brasileira e
mundial, Periodicamente aparece como violenta epidemia,
A iniciada em 1967, devido a amostra de virus velogeni-
co e viscerotrapico, atingiu a maioria dos paises de
avicultura desenvolvida e, em 1970, nos Estados Unidos
da America do Norte adquiriu proporgaes alarmantes,
tendo suscitado a elaboracao de programa especial de
erradicagao (WALKER & cols., 1973 e BEARD & eols,,
1975).

Este tipo de programa, envolvendo sacrificio
de plantéis infectados, requer grandes verbas havendo;
ainda, a possibilidade de sobrevivencia do virus em ou;
tras aves domesticas ou nao, além de, eventualmente, em
mamiferos (HANSON, 1972 e JOHNSON & cols., 1974). Destg
modo nao parece indicado, atualmente, para a realidade

brasileira mas. qualquer programa de controle ou erra-

_dicagEo necessita, sem dﬁvida, de diagnostico rapido e

de certeza para tornar viavel o emprego imediato das



medidas sanitarias adequadas,

0 diagnsstico da  D.N.C., e feito, mno La-
boratorio de Doengas das Aves da Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Minas Gerais, por uma combi-
nacao de provas de inoculagao em ovos embrionados, he-
maglutinagﬁo (HA) e inibicao da hemaglutinacao especi-
fica (IH), para identificacao do agente. A pesquisa de
anticorpos inibidores da hemaglutinaggg-no soro de aves
vem sendo utilizada como recurso auxiliar.

Embora eficiente e ja bastante integrado a
rotina e as nossas condigses de trabalho, estas provas
apresentam limitacoes, principalmente no que se refere
ao tempo gasto na confirmaggo do diagnastico. Temos,
ainda, que considerar a possfvel interferencia de outros
agentes infecciosos, ocasionalmente encontrados nos em-
briaes, com o isolamento do virus da D.N.C.; es;
ta possibilidade 3ja foi evidenciada com virus CELO
(ABLASHI & cols., 1965), virus da encefalomielite avia-
ria (YATES & cols., 1968) e virus da bronquite infeec-
ciosa (RAGGI & PIGNATELLI, 1975).

Nesta 1linha de pensamento lembramo-nos da
imunofluorescencia (IF), eficiente, acurado, rapido e

relativamente simples recurso jé utilizado para o diag-



nostico e pesquisa em varias doencas infecciosas do ho-

mem e dos animais,

E assim, como principails objetivos deste tra-

balho, destacamos:

1.

preparacao de conjugado fluorescente e sua utiliza-
gso como método de diagnostico;

o estudo experimental da patogenicidade para galinha
de amostra, veloggnica e viscerotrspicg, isolada
por nos e identificada como 733/EV-UFMG, objetivando
selecionar os orgaos mais indicados a preparacao de
impressoes destinadas ao diagnostico da doenca por
IF;

aplicacao da IF ao estudo da patogenicidade da mesma
amostra para ovos embrionados, visando a obtengso de
mais um recurso auxiliar de diagnastico;

a comparagao da eficiencia e das vantagens das pro-
vas de IF frente aos metodos de inoculagao em oOVoOsS
embrionados, hemaglutinagao ) inibiggo da hemagluti-

nagao no diagnostico da doengca natural.
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BURNSTEIN & BANG (1958) estudaram a patogeni-
cidade da amostra vacinal "B1" do virus da D.N.C. para
o sistema resPiratErio superior.

A IF permitiu aos autores demonstrar a natu-
reza focal da doenca, localizando o virus onde a histo-
patologia evidenciou lesces. A localizagﬁo citoplasma-
tica do virus foi evidenciada pela ausencia de fluores-
céncia no nucleo.

0 virus foi demonstrado em todo o sistema
respiratorio estudado, com localizaQSO e intensidade
diferentes, persistindo por 12 dias, mesmo na presencga
de anticorpos circulantes.

CORSTVET & SADLER (1964) incluiram a D,.N.C.
entre as doencas das aves que podem ser diagnosticadas
pela IF e encontraram um metodo rEpidO'para identificar
o agente em tecidos de aves.

0 virus foi detectado nos tecidos antes do

aparecimento dos sintomas;fluorescgncia foi positiva mo
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primeiro dia apas a inoculagao e os sinais clinicos ;5
apareceram no segundo. O numero de celulas fluorescen-
tes e a concentracgao do antigeno foi maior do quarto
dia da inoculacao.

MAESTRONE & COFFIN (1964) estudaram a patoge-
nicidade da amostra "GB", em aves inoculadas por via
nasal, e da amostra Roakin para embrices por diversas
vias.

Encontraram na IF um método precoce e efi-
ciente mno diagnastico da D.N.C. Identificaram o virus
em tecidos de aves infectadas a partir de tres horas
da inoculagzo enquanto os primeiros sintomas so aparece
ram no quarto dia.

Em ovos embrionados, a IF demonstrou o virus
em varias partes, antes do aparecimento de hemaglutimni-
nas e da atividade infectante no liquido alantoico.

ABLASHI & cols. (1965) observaram interferen-
cia da infeccao latente do virus CELO na multiplicagao
do virus da D.N.C. em ovos embrionados.

EPSTEIN & cols. (1965) empregaram a IF para
comparar lesoces produzidas pelo virus da D.N.C. em aves

doentes e em cultura de tecidos (células Hela).



Cortes de traqueia, pulmao, encefalo, figado
e baco foram fixados e estudados imediatamente, ou con-
servados em geladeira para estudos apos 15 dias. A afi-
nidade do virus para o conjugado nao foi afetada du-
rante a conservacao. Observaram fluorescencia em celu-
las agrupadas em determinadas zonas de traquéeia e pul-
mao, ficando negativo o resto do tecido. Havia areas de
celulas com coloraggo granular no citoplasma e areas em
que apareceram massas fluorescentes, traduzindo maior
quantidade de virus. 0 baco e figado foram sempre nega-
tivos.

Concluiram que a tecnica e metodo eficiente e
répido (uma hora) de diagnostico, substituindo com van-
tagens a inoculacao em ovos.

WILLIAMSON & BLATTNER (1965), pela IF, demons-
traram o virus, tanto no tecido de embrioes como nas
membranas extra-embrionirias, decorridas 16-24 horas da
inoculacao. Trabalharam com embrices de 48 horas de ida
de,

CORSTVET & SADLER (1966) wusaram IF para de—‘
monstrar que a amostra Roakin cessa de multiplicar no
organismo de aves infectadas imediatamente apas o apa-

recimento de anticorpos inibidores da hemaglutinagzo no



soro, fato que pode interferir na eficiencia da IF como
metodo de diagnastico.

BEARD & EASTERDAY (1967) estudaram, pela IF,
a patogenicidade das amostras "B1l" (vacinal) e "GB"
(patogenica). As duas aﬁostras foram desmonstradas, com
a mesma intensidade de fluorescéncia, na traquéeia, a
partir de 24 horas da exposigﬁo a aerosois. A maior in-
tensidade do brilho, observada no terceiro dia, coinci-
diu com a maior concentraggo de virus na suspensao de
macerado de traquéia, medida pela inoculagao em OVOS
embrionados.

KARASEK & MULLER (1968) concluiram que 'a IF
nao era metodo eficiente de diagnSStico da D.N.C. quan-
do so conseguiram demonstrar o virus em duas de 24 aves
inoculadas com a amostra Dresden. Trabalharam com im-
pressoes de figado, bago, rim, pulmao, encefalo, pro-
ventriculo e intestino e encontraram dois proventrfcu-
los e um figado fluorescentes de todos os orgaos estu-
dados das 24 aves.

ROSSI & CAPORALE (1968) compararam o resulta-
do da IF e inoculagao em ovos embrionados na demonstra-

cao do virus em 30 aves com diagnostico anatomopatolo-
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gico da D.N.C. e encontraram 76,66%Z (23 aves) de efi-
ciencia para IF e 100% para a inoculacgao; em  quatro
aves, houve necessidade de passagem seriada em ovo para
a confirmacao do diagnostico.

As amostras vacinais "F" e "H" foram, tambem,
demonstradas no cerebelo, pulmao e coragso desde o pri-
meiro ate o sexto dia da vacinagzo; na faringe permane-
ceram ate o 109 dia.

Recomendaram a IF como metodo de diagnastico,
somente a partir do 109 dia apos a vacinacao.

YATES & cols. (1968) observaram que embrioces
infectados com virus da encefalomielite aviaria apre=-
sentaram baixos titulos infectantes e hemaglutinantes,
em comparacao aos de embrioces normais, quando inocula-
dos com virus da D.N.C.

HEUSCHELE & EASTERDAY (1970) estudaram, pela
IF, a permanencia das amostras "B1" (vacinal) "GB" e
"DH" (patogenicas) na traqueia de aves expostas a aero-
sois, Concluiram_que o virus podia permanecer neste or-
gao ate por 120 dias, confinado nos mononucleares (his-
tiocitos) espalhados na mucosa, em localizacao exclusi-
vamente citoplasmatica nestas celulas.

PURCHASE (1973) fez uma revisao de varios as-
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pectos da tecnica de anticorpos fluorescentes e acres-
centou experiancia prapria para sua aplicagao ao estudo
de doencas das aves de um modo geral.

Concluiu que o melhor indicador da capacidade
de um soro-imune produzir bom conjugado e seu titulo de
imunodifusao, mas que bons resultados sao, também, ob-
tidos com soros de altos titulos inibidores de hemaglu-
tinag;o e virus neutralizantes.

0 melhor pH para a canjugagso foi 9,0, conse-
guido e mantido com hidroxido de sodio a 0,58%-0 tampao
carbonato pode falhar na manutengao do pH neste nivel.

Para remogso da coloraggo inespecifica, reco-
menda usar somente a diluiggo do conjugado alem do pon-
to final da coloragao inespecifica e trabalhar com ma-
terial contendo antIgeno umidecido antes da aplicagso
do conjugado dilufdo; a aplicaggo deste a preparagSes
secas e causa de imunofluorescencia inespecifica.

RAGGI & PIGNATELLI (1975) em estudos para
identificagzo do virus da bronquite infecciosa, obser-
varam que este agente dinterferiu negativamente na mul-
tiplicaggo, em ovos embrionados, da amostra Bl do virus

da D.N.C.
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3, Material e Metodos
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1. Aves e ovos embrionados

1.1, Doenca experimental

Foram utilizadas 12 galinhas, linhagem postu-
ra e sem raga determinada, com oito semanas de idade,
negativas ao teste de IH com amostra LaSota e a prova
de aglutinaggo rapida, em placa, com soro e sangue to-

tal, frente a preparacao antigenica de Mycoplasma gal-

lisepticum e Salmonella spp. As provas foram feitas se-

manalmente, por tres vezes consecutivas., Este grupo foi

simultaneamente infectado pelas vias oral e nasal.

1.2, Ovos embrionados

Na impossibilidade da obtenggo de ovos embrio-
nados originarios de aves sensiveis 2a D.R.C,, foram uti-
lizados, em todas as fases do experimento, ovos com
variaveis titulos IH na gema procedentes de plantel va-
cinado. Utilizou-se embrioces de nove a 11 dias na doen-
¢a natural e de 10 dias no estudo da patogenicidade do

- -~
virus para embriao,.
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1.3. Doenca natural

Galinhas procedentes de granjas e criagses
domesticas, constituindo 52 lotes diferentes, de idade
e racgas variaveis e, ainda, aves procedentes de um lote
de perus e outro de gansos, no total de 54 lotes, foram
trazidas ao Laboratorio e estudadas pela tecnica de IF
e pelo metodo usual de diagnostico. Quando chegavam vi-
vas, eram sangradas para a pesquisa de anticorpos ini-

~ widores da hemaglutinacao.

1] = - - = - -
2. ‘reparo de soro-imune destinado a conjugacao

Foram usados frangos de linhagem postura, sem

raga definida, negativos a pesquisa de anticorpos para

M. gallisepticum e Salmonella spp. pela aglutinacao ra-
pida. em placa, feita com soro e sangue total e para
D.N.C. pelo 1IH, nas sexta, setima e oitava semanas,
Receberam inoculagao semanal com amostra La-
Sota, mantida no Laboratorio por passagens em OVOS em-
brionados, vias nasal e intramuscular, simultaneamente
nas oitava, nona e 1l0a. semanas e, pelas vias nasal e
intramuscular, tambem simultaneamente, nas l12a. e lé4a.
semanas, Quatro frangos com titulo IH constantes, a al-
tura das 12a.,, 13a, e 15a. semanas, foram sangrados pa-
ra obtengao de soro. Estes frangos ﬁermaneceram negati-

vos a pesquisa de anticorpos com os ant{genos de Salmo-
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nella spp. e M, gallisepticum.

Obteve-se soro com 7,5% de proteina total,

medida pelo Refratametro Atago*, com titulo IH entre 40

e 80 mil, medido pelo metodo beta, conforme CUNNINGHAM
(1956), usando quatro unidades hemaglutinantes da amos-
tra LaSota e quantidades de soro, virus e eritrocitos a
0,5%Z, ajustadas para 0,2 ml.

Ao soro foi adicionado mertiolato na concen-
tragao final de 1:10.000 e dividido em fracoes de 3,5ml

para estocagem a -209C,

3. Conjugado para imunofluorescencia

3.1, Preparo e titulacao

0 soro total destinado a conjugagao, apss
clarificacao a 3.000 r.p.m. (2.200 g) por 30 minutos a
59C, foi tamponado com carbonato-bicarbonato, pH9,0, na
proporcao de 0,1/ml,

Isotiocianato de fluoresceina**em p5, na pro-
porcao de 1:40 em relacao as proteinas totais do soro,

fol acrescido em agitaggo magnetica e a temperatura de

* Atago Serum Protein Refratometer; Atago Optical Works
Comp. Ltda.

** Fluorescein Isothiocyanate - Isomer II - BBL Balti-
more Biological Laboratory.
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geladeira, Apos uma noite (13 horas) de conjugacgao, o
produto foi passado em coluna de DEAE-celulose*, monta-
da de vespera e mantida em geladeira, Usou-se tubo de
vidro de 1 cm de diametro interno e 3,5 cm de altura da
coluna, por 1 ml de conjugado. A eluigao do conjugado da
coluna foi feita com tampao de fosfatos 0,0175 M pH=6,3
(ANONIMO, 1969) lentamente, sem pressao e em banho de
gelo.

0 conjugado foi colhido em fragoes que foram
agrupados, conforme a tonalidade da cor, para posterior
titulagao.

Para esta operagao foram feitas oito dilui-
coes multiplas de 5, seriadas de 1:5 a 1:40, em salina
a 0,857, 1iquido alantaico, normal e infectado e apli-
cado a lamina controle preparada de traqueia lesada,
colhida de ave morta pela D.N.C.

3.2, Especificidade

A especificiaade do conjugado foi demonstrada
com base nos seguintes resultados:

19) ausencia de fluorescencia nas impressoces
tratadas com conjugado diluido previamente em 1iquido

- -
alantoico contendo virus e presenga, nas tratadas com

* DEAE-celulose-Mesh medium; capacity 0,80 meg/mg.
Sigma Chemical Co.
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diluigges em 1iquido normal e em salinaj

29) nao apresentagso de fluorescencia em im-
pressoes previamente tratadas com soro-imune e

30) ausencia de fluorescencia em impressao de
todos os orgaos (conjuntiva, fundo do globo ocular,
fossa nasal, traquéia, proventriculo, placa de Payer,
papila cecal, cloaca, bago, figado, bolsa de Fabricis ,
encefalo, medula lombar) de aves aparentemente normais
e presenca em impressoes de orgaos de aves com doenga
experimental., Foram wutilizados 6rg§os de frangos de
aproximadamente 10 semanas, sendo tres aparentemente

normais e tres com doenca experimental,

4, Metodos utilizados

4,1, Imunofluorescencia

Usou-se o metodo direto conforme CORSTVET &
SADLER (1964), BRAUNE & GENTRY (1965) e ANONIMO (1969),
ailnindo—se o conjugado em lfquido alantoico normal,
para a adsorggo de coloragao inespecifica, e em 1liquido

alantoico infectado, para controle do metodo.

4.1.1. Preparo de laminas

As partes da membrana corioalantoica (m.c.a.)

e da membrana da casca delimitadas pela camara de ar,
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eram cortadas e colocadas sobre uma lamina, ficando 1;-
vre a superficié'que estava em contato com o liquido
alantoico. Escorria-se o l1iquido alantdico e aguardava-
se alguns minutos, Sobre esta preparagso colocava-se a
lamina para a IF e, atraves de leve pressgo e desloca-
mento das laminas, obtinha-se as impressaes destinadas
a0 exame,

0 1iquido alantoico era aspirado com seringa
e submetido a pesquisa de hemaglutininas pela técnica
de CUNNINGHAM (1956).

0 encefalo e o fIgado eram colhidos com te-
soura e pinga estéereis, um conjunto por embriao e por
Srggo, e colocados sobre a lamina destinada ao estudo
da IF, Fazia-se macerado com bastao individual e prepa-
rava-se esfregaco fino.

Para| os ErgEos de aves, fazia-se impressaes
encostando a lamina diretamente sobre a parte selecio-
nada para estudo.

Impressaes ou esfregacos de argaos foram secos
a temperatura ambiente, mais ou menos 20 minutose fixa-
dos em acetona por 40 minutos em congelador de geladei-

ra domestica (- 290C). Apas escorrer o fixador, as im-

pressoes eram delimitadas por aneis de esmalte.
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Uma gota do conjugado diluido em salina e 11-
qlido alantoico, normal e infectado, fol distribui-
do sobre as impressoes de cada lamina, na fase de titu-
lacao. Nos trabalhos de rotina foi desprezada a dilui-
cao em salina.

Uma lamina controle, positiva, era tratada da
mesma maneira que a lamina contendo material suspeito,
toda vez que se fazia nova diluiggo do conjugado.

As laminas foram colocadas em camara umida e
esta mantida em estufa a 379C, por 40 minutos.

A camara ﬁmida, contendo as lgminas, era
imersa rapidamente, tres a quatro vezes, em salina a
0,85%, tamponada (pH 7,2) e a temperatura de geladeira
e, depois, duas outras vezes por perfodo de cinco a dez
minutos, com movimentos freqllentes.Finalmente era imer-
sa rapidamente em Egua destilada, pH 7,2, por varias
vezes, Escorria-se a agua da ultima lavagem, Aplicava-
se uma gota de glicerina diluida em salina tamponada
(pH 7,2), a cada impressao, e completava-se a montagem

com laminula,

4,1,2, Microscopia

- -
Logo apos a montagem as laminas eram observa-

das ao microscopio. No nosso caso utilizamos um binocu-
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lar Standard, objetiva de imersao 40 X, provida de di%—
fragma, ocular 10 X, condensador de campo escuro a oleo,
iluminagao com lampada ultravioleta HB0O-200 Osram, fil-

tro de excitacao 4 G-2 e de barreira 0/41%*,

4,2, Inoculacoes

Na reproducao experimental da doenga foi uti-
lizada a amostra 733/EV-UFMG, em 1iquido alantoico, com
titulo HA = 1:512 e DLsg = 107,52 ,Este inoculo foi usa-
do na dose de 0,lml na narina e 0,1lml na cavidade bucal.

No estudo da patogenia para embriao nao se
determinou a DLgg do inoculo.

A amostra 733/EV-UFMG foi isolada neste Labo-
ratorio de aves com doenga natural e vem sendo mantida
em ovo embrionado desde 1969, E velogenica, pois a DLM
mata os embrices em tempo medio inferior a 48 horas, e
viscerotrspica, tendo causado lesces intestinais na
doenga natural e na experimental., Aglutina eritrocitos
de galinha, bovinos, eqllinos e ovinos.

-
Para isolamento do virus, nos casos de doengas’

*Carl Zeiss Companhia 5ptica e Mecanica - OBERKOCHEN-WG
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naturais, wutilizou-se como inoculo fragmentos dos Ef—
gaos empregados na pieparagso das impressoces destinadas
ao estudo da IF, Apos a trituracao foram suspensos em
salina estéeril, adicionada de 10.000 UI de penicilina €
potéssica e 10 mg de sulfato de estreptomicina, por.ml,
e centrifugado a 1.500 r.p.m. (750 g), 10 minutos.
Inoculou-se ovos embrionados de nove a 11
dias, sendo 0,1 ml depositado no fundo da camara de ar,
atravessapdo-se a gota formada com a mesma agulha com
que se inoculava outro tanto, diretamente na cavidade
alantoica. Para cada um dos 54 lotes de aves com doenga
natural estudados foram utilizados seis ovos por passa-
gem, No estudo da patogenia para embrices utilizou-se

somente ovos de 10 dias de incubacao.

5. Desenvolvimento do experimento

As galinhas inoculadas pelas vias nasal e oral
foram examinadas varias vezes ao dia para observacgao
dos sintomas, necropsiando-se uma para estudos em cada
das seguintes horas apos a inoculacao: 2, 6, 20, 30, 44,
54, 74, 98, 115, 121 e 138; com 138 horas foram estuda-
das duas aves. As estudadas com 115, 121 e 138 horas

estavam mortas e as demais foram sacrificadas por cho-
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que eletrico.

Antes do sacrificio, colheu-se sangue para o
titulo IH do soro e, a necrapsia, o humor aquoso para
pesquisa de hemaglutininas.

Durante a.necfapsia, qualificou-se as lesoces
dos diversos orgaos conforme sua gravidade e fez-se im-
pressoes para a IF., A fluorescencia foi quantificada
conforme o numero de celulas fluorescentes e a intensi-
dade do brilho.

0 estudo da patogenicidade para ovos embrio-
nados, numa primeira etapa, fol feito decorridos os se-
guintes periodos da inoculagao: 3, 6, 10, 20, 24, 30,
36, 40 e 48 horas. Em cada um destes horarios fez-se
ovoscopia e retirou-se todos os ovos com embrices mor-
tos e alguns com embrices vivos, colocando-se em gela-
deira, pelo menos 30 minutos antes do prosseguimen-
to dos estudos.,

Numa segunda etapa estudou-se somente em-
brices mortos retirados da incubadora apés ovoscopia
feita com 12 horas de intervalo.

Anotou-se o resultado da IF por Erggo, tempo
decorrido da inoculagao e condigzo do embriao (vivo ou

morto).

=
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Em cada ovo estudou-se a presenga de hemaglu-
tininas no liqllido alantoico e anticorpos inibidores da
hemaglutinacao na gema, pela téecnica de CUNNINGHAN(1956).

Quanto a doenga natural, estudou-se as aves a
medida que chegavam ao Laboratorio. Selecionou-se os
orgaos para impressoes, conforme a presenca e gravidade
de lesoes. Um minimo de quatro laminas, por lote de
aves, foram estudadas, mas a presenga de fluorescencia
em uma unica impressao foi suficiente para confirmar o
diagnSstico. 0 encefalo fez parte quando havia sintomas
nervosos e o bago quando as lesces foram inexpressivas
em todos os arggos. Nos ovos inoculados para confirma-
gZo do diagnsstico, fez-se ovoscopia, duas vezes ao dia,
e pesquisou-se hemaglutininas apos a morte dos embrioces
ou as 72 horas da inoculacao. A presenca de hemagluti-
ninas especificas em um dos ovos, gqualquer que fosse a
condigao do embriao, confirmava o diagnostico. O resul-
tado so foi considerado negativo quando nao aparecia
atividade hemaglutinante ate a terceira passagem seria-

da.
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1. Doenca experimental

Os resultados désta fase, organizados confor-
me o tempo decorrido apas a inoculaggo, estao no Mapa I
onde se associou dados clinicos, pesquisa de IF em or-
gaos e de hemaglutininas no humor aquoso e, ainda, na
Tabela I organizada para evidenciar a distribuiggo per-
centual, por srgaos, das lesoes macroscopicas e da pre-
senga de IF.

Na ave necropsiada com 20 horas apos a ino-
culagao, quando nao se observava sintomas nitidos em
nenhuma ave do lote, a IF ja era evidente. A necropsia
esta ave apresentou lesoes discretas, insuficientés co~-
mo sugestao da doenca, mas o virus foi demonstrado, pela
IF, na fossa nasal, traqueia e bago. A fossa nasal es-
tava ligeiramente congesta; traquéia e bago estavam
normais,

Os primeiros sintomas apareceram entre 30 e

44 horas da inoculacao, quando quatro aves se mostraram
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tristes e inapetentes. Uma quinta apresentou-se triste
mas consumiu a quantidade normal de racao enquanto duas
outras baixaram este consumo, sem outra manifestaggo da

doenca.

2, Patogenicidade para ovos embrionados

Os resultados da pesquisa de IF estao nas Ta-
belag I¥, EIE, IV e -V, As tres primeiras referem-se aos
embrioces, vivos e/ou mortos, colhidos para estudo com
intervalos inferiores a 12 horas e a Gltima.(Tabela V)a
embrices mortos colhidos com base em ovoscopias inter-
valadas de 12 horas. Neste lote nao ocorreu morte na
primeira ovoscopia.

Quanto a presenga de hemaglutininas no liqﬂi-
do alancaico, todos os 50 embrioes estudados eram posi-
tivos a partir das 10 horas de inoculacao. Provas exe-
cutadas com seis horas deram somente 407%Z de resultados
positivos. Estudo da correlacao entre a prova de HA em
ligllido alantoico e de IF na membrana corioalantoide,
com o respectivo percentual de concordgncia, e apresen;

tado na Tabela VI.

3. Doenga natural

Nas Tabelas VII, VIII e IX foram reunidos os
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resultados dos 54 lotes de aves estudadas, Na primeira
delas reunimos os dados relativos a tres passagens
feitas em ovos embrionados enquanto que, na Tabela VIII
foi estabelecido o percentual de concordancia entre pas-
sagem em ovos embrionados e a pesquisa de IF. Na Tabela
IX procurou-se avaliar, tambem em percentual, os atribu-
tos de sensibilidade e especificidade da IF frente a
prova de inoculacao de ovos embrionados, no caso teste

padrﬁo, conforme orientagso de THORNER & REMEIN (1961).
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ELA II

30

Resultado da imunofluorescencia aplicada a partes de em-

brioces, inoculados com a amostra 733/EV-UFMG do virus da

doenga de Newcastle, sacrificados para estudo e observa-

dos a intervalos inferiores a 12 horas

EMBRIOES IMUNOFLUORESCENCIA POSITIVA
Horas apos M.k FIGADO ENCEFALO
N? a inosula-
cao N© y4 NQ 4 NO 4
5 3 2 40,00 3 60,00 2 40,00
5 6 5 100,00 4 80,00 3 60,00
1 10 1 100,00 1 100,00 0 0
2 20 2 100,00 2 100,00 1 50,00
4 24 3 75,00 1 25,00 2 50,00
3 30 3 100,00 1 33,33 3 100,00
3 36 3 100,00 Prejudicado* 2 66,66
2 40 2 100,00 Prejudicado* 0 0
3 48 1 100,00 0 0 1 100,00
26 22 84,61 12 57,14%% 14 53,84

* Esfregago muito seco.

** Calculado sobre total de 21.

M.C.A.: membrana corioalantoide.
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Resultado da imunofluorescencia aplicada a partes de

embrioces, mortos, inoculados com a amostra 733/EV-UFMG

do virus da doenga de Newcastle, observados a interva-

los inferiores a 12 horas

EMBRIOES IMUNOFLUORESCENCIA POSITIVA
Horas apos L [ B S FicADoO ENCEFALO
Ne a inocula-
cao N©Q % N© % No %

1 10 il 100,00 0 0 i 100,00

1 20 1 100,00 1 100,00 X 100,00

7 24 5 71,42 4 57,14 3 42,85

4 30 3 75,00 3 75,00 4 100,00
10 36 8 80,00 Prejudicado* 5 50,00

1 40 ik 100,00 Prejudicado#* 1 100,00

5 48 5 100,00 5 100,00 3 60,00
29 24 2,75 13 72,22%% 18 62,06

*

**% Calculado sobre o total de 18.

M.C.A.:

Esfregaco muito seco.

membrana corialantoide.
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Resultado acumulado da imunofluorescencia aplicada a

partes de embrioces, vivos ou mortos,

a amostra 733/EV-UFMG do virus

tle, observados

inoculados com

da doenca de Newcas-

a intervalos inferiores a 12 horas

EMBRIOES IMUNOFLUORESCENCIA POSITIVA
Horas apos M, B A Ficapo ENCEFALO
No a inogula—
gao NQ Z NQ % Ne %
5 3 2 40,00 3 60,00 2 40,00
5 6 5 100,00 4 80,00 3 60,00
2 10 2 100,00 i 50,00 1 50,00
3 20 3 100,00 3 100,00 2 66,66
11 24 8 72,72 5 45,45 5 45,45
7 30 6 85,71 4 57, Y% 7 100,00
13 " 36 11 84,61 Prejudicado* 7 53,84
3 40 3 100,00 Prejudicado* 1 33,33
6 48 6 100,00 5 83,33 4 66,66
55 46 83,63 25 64,10%% 32 58,18

*

%% Calculado sobre o total de 39.

M.C.A.: membrana corioalantoide.

Esfregago muito seco.
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TABELA V

Resultado da imunofluorescencia aplicada a membrana
corioalantoide de embrices, mortos, inoculados com
a amostra 733/EV-UFMG do virus da doengca de Newcas-

tle, observados a intervalos de 12 horas

EMBRIOES 3 RESULTADOS POSITIVOS
Horas apos M.C.A.*
NO a inocula-
gao NQ %

8 24 ' 2 25,00
19 36 17 89,47
9 48 6 66,66
36 25 69,44

-
* membrana coriocalantoide
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TABELA VI

Concordancia entre provas positivas de imunofluorescencia em mem-
brzna corioalantoide de embrices vivos ou mortos, inoculados com
a amostra 733/EV-UFMG, com presenga de hemaglutininas no liquido

alantoico

IMUNOFLUORESCENCIA

= . DE
NO Eoras apos =t
a inocula- NQ Y4 No A CONCORDANCIA
gao

5 3 2 40,00 0 0 0

5 6 5 100,00 2 40,00 40,00

2 10 2 100,00 2 100,00 100,00

3 20 3 100,00 3 100,00 100,00
13 24 8 72,72 a2 100,00 12572

7 30 6 85,71 7 100,00 B5 71
13 36 11 84,61 13 100,00 84,61

3 40 3 100,00 3 100,00 100,00

6 48 6 100,00 6 100,00 100,00

55 46 47
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Diagnostico da doenca de Newcastle, natural, em 54 lotes

-
de aves, atraves de passagens em ovos embrionados

NUMERO DA PASSAGEM

RESULTADO
RESULTADOS Primeira Segunda Terceira e
No 7 N© z N z N9 2
Positivos 37 68,52 12 70,59 1 20,00 50 92,59
Negativos 17 31,48 5 29,41 4 80,00 4 7543
TOTAL 54 17 5 54
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Diagnastico da doenca de Newcastle,

de aves,

-
atraves

TABELA VIII

da

natural,

36

em 54 lotes

-
prova de imunofluorescencia e sua

-
concordancia percentual com passagens em ovos embrionados

SRCRE Td B IMUNOFLUORESCENCIA 0VOS EMBRIONADOS PERC]E)gTUAL
FINALS N©Q 1 NO ; 4 " CONCORDANCIA
Positivos# 39 72,22 50 92,59 76 ,00
Suspeitos** 9 16,67 - - -
Negativos 6 11,11 4 7,41 26,66%%%
TOTAL 54 54

* Um caso nao confirmado pela inoculacao em ovos embrionados.

- ~
*#* Tres casos confirmados pela inoculagao em ovos embrionados.

*%% Calculado sobre o total de 15 (IF suspeitos e negativos).
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TABELA IX

]

Coeficiente de sensibilidade e especificidade da prova

‘de imunofluorescencia utilizada como metodo de diagnas—

-
Sy
tico da doenca de Newcastle, natural, em 54 lotes de
aves
IMUNOFLUO- INOCULACAO EM 0VOS COEFICIENTES
a TOTAL & -
RESCENCIA . Positiva Negativa - 'nggigé Eigﬁg%gi
Positiva 38 1 30 76,00 -
Negativa* 12 3 15 - 75,00
. TOTAL 50 4 54

*# Inclui nove resultados suspeitos.
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1. Doenca experimental

Nao observamos correlagao perfeita entre a
gravidade de sintomas ou de lesoces com a intensidade de
fluorescencia. Esta pareceu, entretanto, um pouco me-
lhor relacionada as lesces. Observamos aumento expres-
sivo no numero de celulas fluorescentes e na intensida-
de do brilho nas impressces dos orgaos das aves com
curse avangado, quando de um modo geral foram mais gra-
ves os sintomas e lesges, mas isto nao ocorreu de uma
maneira uniforme. Tais afirmagcoes tem como base os
Aados, inconcludentes, contidos no Mapa I.

)

Nossos achados estao de acordo com os diver-
sos autores que indicaram a IF como metodo de diagnas—
tico da D,N,C.,, discordando entretanto, de KARASEK &
MULLER (1968), gque somente conseguiram demonstrar o vi-
rus em dois de 24 (8,37%) frangos inoculados.

A baixa freqllencia (54,61%) do resultado to-

tal positivo (Tabela I) pode gerar falsa impressao, a
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primeira vista, sobre a eficiencia da IF. Entretanio
e resultado acumulado de impressoes de akggos e nao de
aves inoculadas., Se verificada individualmente esta per-
centagem atinge 100Z, pois em todas as aves que apre-
sentaram sintomas e/ou lesoes, ocorreu fluorescencia
especifica em um ou mais orgaos (Mapa I).

A ausencia de fluorescencia em todos os or-
gaos das aves estudadas a duas e seis horas de inocula-
cao, discorda do encontrado por MAESTRONE & COFFIN(1964)
que demonstraram antigeno fluorescente na traquéia e
varios outros arggos mais precocemente. Este fato pode
traduzir diferencas de comportamento patoggnico de
amostra ou de tecnica de diagnastico. Como nas, estes
autores usaram, tambem, amostra velogenica mas marcaram
somente imunoglobulinas e a coloragao fol feita em ‘tem—
peratura ambiente, por uma hora., O fato de conjugarem
somente imunoglobulinas pode ter contribuido para maior
poténcia e sensibilidade do conjugado.

Outro topico de discordancia entre nossas

- :
pesquisas se relaciona a sintomatologia: no nosso caso
os sintomas gerais e os especfficos aparecerem entre 30

e 44 horas apos a inoculagao e na observacgao daqueles
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autores entre 72 e 96 horas. Sendo as tecnicas de ino-
culagao bastante similares, pensamos que este fato cor-
robora 'a diferenca de comportamento patoganico das amos~-
tras. .

0O a@parecimento de fluorescencia antes de sin-
tomas caracteristicos fol descrito por outros autores,
trabalhando com amostras diversas e alguma diferenca na
tecnica de IF, mas nenhum estabeleceu correlacao entre
fluorescencia e lesoes macrbscSpicas.

CORSTVET & SADLER (1966), ROSSI & CAPORALE
(1968), descreveram a presenga do virus em varios or-
gzos no primeiro dia da inoculaggo, fato que também en-
contramos (IF positiva na fossa nasal, traqueia e bago
da ave estudada com 20 horas de inoculagEo - Mapa 1I)
mas nao precisaram o numero de horas decorridas apas
inoculacgao.

Visando ao diagnastico da D.N.C. pela LEE
MAESTRONE & COFFIN (1964) sugeriram trabalhar com ence-
falo, pulmao e baco, enquanto que ROSSI & CAPORALE(1968)
concluiram que cerebelo, coraggo e pulmao sao os Orgaos
de eleigao., Segundo nossos achados, os orgaos a serem
estudados para o diagnsstico da D.N.C.pela IF nao devem

ser predeterminados com rigidez e sim selecionados pela
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presencga de lesces macroscopicas. Entretanto, a fre-
qlencia de lesces e a alta positividade de reacoes de
IF da traqueia (90,00%) observadas neste experimento
(Mapa I e Tabela I) sugerem sejé este orgao inclui-
do entre os de eleigﬁo para diagnostico da D.N.C.

Parece ser este o primeiro registro da pre-
senga de antigeno fluorescente do virus da D.N.C. na
conjuntiva de aves e a alta freqﬂancia de reagaes posi-
tivas (80,00%) indica que este orgao e, tambem, muito
indicado para pesquisa do virus pela tecnica de IF (Ma-
pa I e Tabela I), Segue-se a fossa nasal com expressiva
percentagem (70,00%) sendo que o orgao menos indicado,
nas condigoes deste experimento, foi a bolsa de Fabri-
cius, positiva em somente uma ave das 10 estudadas
(10,00%).

0 encéfalo deve ser estudado, obrigatoriamen-
te, quando ocorrer sintomatologia nervosa. A unica ave
com esta sintomatologia apresentou boa fluorescencia
(+++) neste orgao (Mapa I). A freqllencia de somente
40,007 de IF positivas em encefalos de aves sem sinto;
mas nervosos e as dificuldades da colheita deste orgao,

dispensam sua inclus3ao na rotina do diagnastico da



o

43

D.N.C., quando nao ocorrer sintomatologia nervosa.

2, Patogenicidade para ovos embrionades

Como MAESTRONE & COFFIN (1964) e WILLIANSON &
BLATNER (1965), demonstramos pela IF o virus. em varias
partes do embriao. A IF apareceu antes da atividade he-
maglutinante no liqﬂido alantoico (Tabela VI).

MAESTRONE & COFFIN (1964), estudando a amos-
tra Roakin, demonstraram fluorescencia na m.c.a. uma
hora apos a inoculacao e afirmaram que as atividades
infectante e hemaglutinante, além de mais tardias, es-
tao presentes de modo independente uma da outra. En-
quanto a IF demonstrou o virus em todas as partes estu-
dadas de todos os embrices, a pesquisa de hemaglutini-
nas e atividade infectante do 1iqllido alantoico foi po-
sitiva em pequeno numero destes,

A parte do embriao com maior freqﬂancia de IF,
em nosso experimento foi a m.c.a., independentemente do
intervalo de colheita dos embrices e do seu estado, vi-
vo ou morto (Tabelas II, III, IV e V). As tres horas da
inoculacao observamos reégso positiva em 40,007 dos em-
briaes, enquanto a pesquisa de hemaglutininas foil nega-

tiva para todos os cinco estudados. As seis horas da
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inoculagao a percentagem de fluorescencia aumentou péra
100,00%, aparecendo atividade hemaglutinante, no 1liqli-
do alantSico, em 40,00%Z dos embriaes, sendo que 100,00%
de concordancia foi observado com 10, 20, 40 e 48 horas
de inoculagao (Tabela VI).

A pesquisa de hemaglutininas fol mais eficien-
te em nossas condicoes do que nas de MAESTRONE & COFFIN
(1964). Demonstramos atividade hemaglutinante no 1iqli-
do alantoico a seis horas da inoculaggo e estes autores
so o fizeram a partir do segundo dia. A partir das 10
horas da inoculagao 100,00% dos embrices estudados por
nos tiveram atividade hemaglutinante e, no estudo des-
tes autores a maior percentagem encontrada foi de
29,41% (5/117).

A maior eficiencia da pesquisa de hemagluti-
ninas em nosso experimento pode ser devido a concentra-
¢ao de virus no inoculo, wvia de inoculagao ou, ainda ,
ao comportamento antiggnico diferente das amostras,
Trabalhamos com amostra veloggnica-viscerotrspica e
0os autores acima mencionados com mesoganica-vacinal. Pe
lo nosso método, inoculamos ao mesmo tempo a m.c.a. e a

cavidade alantoica com quantidade fixa de inaculo; eles
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empregaram vias e concentragao diferentes, sendo a
maior porcentagem de reagSes encontradas nos embrioes
inoculados pela cavidade alantoica e com inoculo mais
concentrado,

A TF fFol: mals -eficlente —nas Eondigaes de
MAESTRONE & COFFIN (1964) do que nas nossas. Eles

encontraram 100,00% de orgaos fluorescentes, enguanto

~nossa maior percentagem media de reaggo positiva foi de

74 ,61%Z, observada na m.c.a. de embrices sacrificados

ovoscopia a curtos intervalos (Tabela II). Hou-
ve variagoes de conformidade com a parte estudada, hora
decorrida da inoculagao e estado do embriao, vivo ou
morto, que estao relacionadas nas Tabelas II, III e IV,
Esta menor eficiencia pode ser explicada por diferengas
na tecnica empregada. Estes autores conjugaram somente
imunoglobulinas obtidas de aves inoculadas com LaSota e
depois com a amostra Roakin, e nos conjugamos protefnas
totais de soro-imune produzido em galinha, exclusivamen-
te com amostra LaSota, Eles inocularam nos ovos a amos-
tra Roakin, uma das que empregaram na preparacao do so-
ro-imune e nos inoculamos uma amostra de campo, veloge-

nica e viscerotrspica. E possivel haver comportamento
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antigenico diferente entre as amostras estudadas, in-
terferindo nas reacoes antigeno-anticorpo-fluorescente,

Também trabalharam com corte de tecidos e nos
com impressses.

Segundo CORSTVET & SADLER (1964) pesquisando-
se IF em aves e nao em embriaes, 0os Srggos negativos,
examinados pela técnica de impressces, podem ser posi-
tivos quando examinados pela tecnica de corte.

Outra hipotese a considerar seria uma possi-
vel interferencia negativa, sobre o antigeno fluores-
cente, de anticorpos existentes nos ovos. Todos os que
entraram em nossa pesquisa tinham anticorpos inibidores
de hemaglutinacao na gema e MAESTRONE & COFFIN (1964)
ns0 fazem referencia a este respeito.

Observamos, durante nosso experimento, que a
atividade fluorescente do antigeno e prejudicada pela
permangncia dos ovos na incubadora apss a morte dos em-
brices, principalmente para o virus localizado na m.c.
a. Assim, a percentagem media de positividade de 83,63
em bmbrices mortos, colhidos a curtos intervalos, redu-
ziu-se a 69,447 quando as colheitas foram intervaladas

de 12 horas (Tabelas IV e V).

Nos embrioces colhidos para estudos em ovosco-
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pia a curtos intervaloes, observou-se 84,617 de m.c.a.
positivas nos vivos (Tabela II) e 82,75Z nos mortos
(Tabela III). Figado e encéfalo foram mais fluorescen-
tes nos embrices mortos do que nos vivos (Tabelas II e
III). Uma maior multiplicagcao do virus em alguns em-
brises, poderia acarretar a morte e maior concentragso
de antigenos fluorescentes nos diversos orgaos, expli-
cando a maior percentagem de figado e encefalo fluores-
centes nos embrices mortos estudados nestas condigoes,
A permanancia, mesmo curta, dos embrices mortos na in-
cubadora teria agido mais intensa e precocemente sobre
os antigenos da m.c.a. explicando a percentagem, ligei-
ramente menor, de fluorescencia nesta parte dos embrices
em relacao aos sacrificados para estudo.

Embora nossos resultados, obtidos com a amos-
tra 733/EV-UFMG, refiram-se a uma estirpe patoggnica
adaptada a embrices, acreditamos que achados semelhan-
tes poderiam ser obtidos com amostras de campo. No uni-
co caso de doenca natural em que aplicamos o metodo, a

amostra teve comportamento semelhante,

3. Doenga natural

A inoculagao em ovos embrionados, nossa tec-
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nica de diagnostico tomada como padrEo, ofereceu 68,52%
(37/54) de resultados positivos em inoculaggo unica.
Passagens seriadas aumentaram a eficiencia para um re-
sultado final de 92,59%Z, confirmando o diagnastico em
50 dos 54 lotes de aves estudados., Isto corresponde a
24,07% (13/54) a mais de achados positivos sohre o to-
tal dos lotes estudados. Considerando somente os resul-
tados negativos a primeira passagem, 1isto representa
58,18% (13/22) de positividade (Tabela VII).

A menor eficiencia desta prova, em nosso ex-
perimento, em relacao a eficiéncia total relatada por
ROSSI & CAPORALE (1968), parece poder ser explicada pe-
la hipotese de nosso inoculo conter anticorpos em quan-
tidades de neutralizar o virus., Nos casos em que nao
conseguimos isolar o virus tratavam-se de aves com al-
tas taxas de anticorpos inibidores da hemaglutinagao e
o inSculo, feito com varios srgzos, permaneceu em tem-
peratura ambiente, pelo menos, por 30 minutos, para fa-
cilitar a agEo dos antibioticos inibidores de possfveis_
contaminantes e este tempo pode ter sido suficiente pa-
ra a neutralizagao do virus no caso da presenca de an-

ticorpos neutralizantes. Os autores citados nao fazem
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referencias a esta presenca nas aves por eles trabalha-
das, mas prepararam inoculo somente com encefalo e este
Grggo poderia ter menor taxa de anticorpos do que a dos
Srggos que constituiram nosso inoculo. £ preciso sa-
lientar, porém, que isolamos virus de aves com presenca
de anticorpos inibidores da hemaglutinagzo, embora com
taxas inferiores as das aves em questao,

Nao tivemos oportunidade de estudar a poss{—
vel participacao de outros agentes que pudessem inter-
ferir negativamente no isolamento do virus da D.N.C.
tais como 6 virus CELO (ABLASHI & cols., 1965), o da
encefalomielite aviaria (YATES & coks, ., 1968) & .o -da
bronquite infecciosa (RAGGI & PIGNATELLI, 1975).

Nossos achados relativos a IF, diagnosticando
72,22% dos casos de doencga natural, confirmam a tecnica
como rapido e eficiente recurso diagnostico., Esta afir-
mag;o concorda com as de EPSTEIN & cols. (1965) e ROSSI
& CAPORALE (1968) quando a reconheceram como tecnica de
grande valor espec{fico capaz de evidenciar casos pre-
coces de doenca natural. Segundo nosso roteiro pode-se
firmar diagnéstico dentro de duas horas, ficando so-

mente os casos suspeitos e negativos, respectivamente
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16,67% e 11,11% em nosso experimento (Tabela VIII), su-
jeitos a confirmagao por métodos mais demorados,

A menor eficiencia da IF em nossos estudos,
quando comparada aos 76,66%Z (23/30) de ROSSI & CAPORA-
LE (1968), pode ser explicada pelo fato de terem traba-
lhado com cortes e nao com impressses e com maior nume-
ro de Grgzos por ave, A possibilidade de preparagSes
por corte de tecido serem mais eficientes do que por
impressgo em demonstrar o antfgeno foi evidenciada por
CORSTVET & SADLERR (1964), quando encontraram impressoces
negativas e cortes positivos de figado e baco.

Uma diferenga de comportamentoc de amostras
poderia, também, embora parega-nos pouco provivel, ex—
plicar esta discordancia; a amostra ou amostras estuda-
das por nos teriam atividades antiggnica, fluorescente
e infectante diferentes das trabalhadas por eles. Esta
hipStase.seria corroborada pelo fato de terem isolado o
virus de 100,00% das aves estudadas, a partir de inocu-
lo preparado somente com encefalo, enquanto nos somente
isolamos de 92,59%Z dos lotes trabalhados com inoculo
constituido de fragmentos de varios orgaos e oriundos

de varias aves (Tabela TIITY.
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A observacao de CORSTVET & SADLER (1966) de
que © virus cessa de multiplicar no organismo da ave
com o aparecimento de anticorpos pode explicar, em par-
te, a relativa menor eficiéncia da tecnica de anti-
corpos fluorescentes em nossas mEos, quando comparada
aos achados de ROSSI & CAPORALE (1968). Partes dos lo-
tes estudados por nos eram vacinados e os anticorpos da
vacinagao ou da infecggo, poderiam ter diminuido a in-
tensidade da fluorescencia nos nove casos que conside-
ramos suspeitos ou mesmo eliminando-a nos seis casos
negativos.,

O0s achados do lote 1599, boa fluorescencia e
alto titulo IH discordam de CORSTVET & SADLER (1966)
guanto a multiplicaggo do virus na presenca de anticor-
pos inibidores da hemaglutinagao, mas os dos lotes 1331
1643 e 1682, fluorescencia palida e escassa na presenca
de altos titulos IH, confirmam a afirmacao dos autores.
E possivel que o IH nao tenha sido, ainda, suficiente
para neutralizar o antigeno fluorescente nas aves do,
lote 1599, Diferenga de comportamento antigenico de

amostras poderia, também, explicar o fato pois eles j;
nao encontraram fluorescencia em aves com titulos infe-

-
riores aos relacionados por nos.
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0 metodo da IF apresentou, neste trabalho,
sensibilidade de 76,00% e especificidade de 75,00 to-
mando-se como padrao a inoculagao seriada - tres passa-
gens - em ovos embrionados. Estas taxas foram calcula-
das conforme THORNER & REMEIN (1961) e classificam a
tecnica como boa, face a proximidade de seus coeficien-
tes (Tabela IX).

A maior eficiencia da inoculacgao S OO H e
brionados observada em nosso experimento apos passagens

- - o L
em serie, pode ser devida a presenga, no inoculo, de

- ~ - -
..partes de orgaos, ricas em virus, nao utilizadas para

o preparo de impressoes para pesquisa de IF. Nao sabe-
mos explicar, entretanto, o fato de um caso com fluores-
cencia positiva e tres outros com fluorescencia nao
definida (suspeitos) terem sido negativos a inoculaggo.
Hipatese pouco provével, mas que nao pode ser despreza-
da, e que antigeno fluorescente e infectante ocorram de
maneira independente nos tecidos, tendo o antigeno in-
fectante sido neutralizado por anticorpos e o fluores-
cente permanecido nos tecidos. Esta hipStese, se cabi--
vel, tanto -se aplicaria aos casos positivos e suspei-
tés a IF, mas negativos a inoculagao e, ainda, tambem

aos totalmente negativos a IF, em numero de seis, dos
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quais foi isolado o virus (Tabela VIII).

0 bago, ocasionalmente estudado por nos nos
casos de doenga natural, foi irregularmente fluorescen-
te, confirmando nossos achados experimentais e discor-
dando de EPSTEIN & cols. (1965) qué o encontraram sem-
pre negativo,

Nas discrepgncias dos metodos em comparagao,
a pesquisa de anticorpos inibidores da hemaglutinagao
{IH) foi utilizada como elemento auxiliar de esclareci-

ato. Esta pesquisa ofereceu valiosa contribuiggo na-
qﬁeles casos de duvida - um positivo e tres suspeitos a

IF - nos quais nao se isolou o agente da D.N.C. Assim

wd caso positivo a IF, representado por um galo proce-

dente de criaggo caipira (lote 1599) com sintomas e le-
soes bastante sugestivos da doencga, com fluorescencia
na traquéia e partes do intestino, suficiente para o
diagnEstico, o virus nao foi isolado, mesmo com passa-
gens seriadas, e a confirmaggo da D.N.C. fol feita pelo
alto tiru16 IH=1.280 por tratar-se de ave nao vacinadat

Em dois outros casos observou-se fluorescen-
cia pélida que consideramos insuficiente para diagnos-
tico e o virus - apesar dos sintomas da doenga - nao

fol, tambEm, isolado (galinha do lote 1.331 procedente



54

de criagao caipira com titulo HI = 2,048 e ganso com
titulo HI = 10.240 do lote 1,643), A presenga de anti-
corpos possibilitou esclarecer a duvida quanto a espe-
cificidade do conjugado por tratar-se de aves nao vaci-
nadas.

Em outro caso (lote 1.682), duas aves com 14
semanas, procedentes de criagzo industrial, vacinadas
aos 12 dias e revacinadas aos 35, com doencga respirato-
ria discreta e sem mortalidade,nao foi observado lesces
sugestivas; a fluorescencia foi palida e o virus nao
foi isolado mesmo com passagens seriadas. Os titulos IH
= 2,048, embora sugestivos, tanto poderiam dever-se ao
esquema de vacinacao como a infeccao recente, Nao foi
isolado outro agente de doenca e as aves estudadas nao

tinham anticorpos aglutinantes de M, gallisepticum. Es-

te foi o unico caso em que teria permanecido duvida
quanto a especificidade do conjugado preparado por nss,
havendo a possibilidade de tratar-se de reagao cruzada
com outro agente do complexo das doencas respiratérias
das aves,

A capacidade do antigeno reagir com o conju-

gado e mantida por algum tempo apSs; preparaggo das
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l12minas. Para EPSTEIN & cols., (1965) seria de 15 diés
quando as laminas sao fixadas e conservadas na geladei-
ra; MAESTRONE & COFFIN (1964) assinalaram 30 dias para
conservaggo em geladeira, sem _fixagzo ao passo que a
temperatura ambiente, a capacidade de reagif com o con-
jugado foi mantida por 30 dias quando fixado e, por 10,
quando nao fixado. Estes achados valorizam a IF como
metodo de diagnastico, facilitando a remessa de mate-
rial ao laboratorio pois e mais prético enviar laminas
do que aves ou Srggos de aves para exame e € mais como-
do examinar laminas do que necropsiar aves, preparar
inoculo, 1inocular embrices e estuda-los pelas tecnicas

4, Conjugado para imunofluorescencia

4.1, Preparo e titulacao do comjugado

A marcaggo das proteinas totais do soro de
pAaiinha imune e sua posterior purificaggo em coluna de
NDEAE-celulose facilita o preparo de conjugados fluores-'
centes, evitando as trabalhosas operacoes de dialise e
concentragao recomendados por varios autores. A consi-

deravel perda de corante(isotiocianato de fluoresceina)

que deve ocorrer, parece plenamente recompensada pela
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economia de tempo e mao de obra, principalmente quando
se dispoe de poucas condigoes para o trabalho e de re-
duzida equipe de funcionarios.

Nao observamos vantagem nitida no uso do 1i-
qlido alantoico normal como diluente do conjugado pof
nos preparado. A agEo adsorvente sobre a fluorescencia
inespecifica, exercida sobre as diluic¢oes mais concen-
tradas, desapareceu a medida que se aproximou do titulo
Pode representar uma seguranca a mais quando se deseja
trabalhar com conjugado em diluicoes mais concentradas,
0 que seguramente aumentara a sensibilidade do conjuga-
do sem prejuizo da especificidade, embora com pouco
mais de trabalho.

0 uso do 1Iqﬂido alantoico infectado conten-
do ant{geno hemaglutinante especifico do virus da D.N.C
€ um recurso simples para controle de especificidade do
metodo, dispensando o uso de pa ou suspensao de tecido

- -
ou outros metodos preconizados por varios autores,

4.2, Especificidade do conjugado

Aparente falha de especificidade do conjugado
foi observada em esfregacos de 16 figados de embrioces

(Tabela 1IV) que apresentaram fluorescencia semelhante
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quando tratados pelo conjugado diluido em 1iqllido alan-
toico normal e infectado. Explicaggo bastante provavel
para este fenomeno seria uma afinidade nao imunolagica
do complexo "conjugado-liqllido-infectado" para as iﬁ-
pressoes muito secas; as laminas secaram durante muito -
tempo e foram coradas sem umidecimento prévic. A hipo-
tese & corroborada por PURCHASE (1973),quando considera
que o conjugado adere com muita avidez a substancia se-
ca, nao sendo removido por lavagem e recomenda umidecer
o antfgeno (12mina contendo impressgo, esfregaco, corte
histolagico) antes da aplicagao do conjugado para evi-
tar coloracao inespecifica.

A possibilidade do 1iqliido alantoico infecta-
do ter perdido a capacidade de reagir com o conjugado
foi afastada, devido ao fato de a mesma diluiggo, apli-
cada a lgmina'controlg retirada da geladeira no momento
da coloraggo, apresentar as reagaes normais previstas;
a mesma fragEo de lfqﬂido, usada no dia seguinte com
partes de outros embrioes, dinclusive figado, funcionou

normalmente,

5. Comentario final

Sendo as amostras vacinais demonstradas nas
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aves em igualdade de condigoes com as patogenicas, isto
pode ser fator limitante para o uso da IF, como metodo
de diagnostico nos paises que controlam a D.N.C. com
vacinas vivas.

A amostra vacinal "B1" foi detectada por va-
rios autores apos a vacinacao; BEARD & EASTERDAY (1967)
a demonstraram a partir de 24 h de exposicao a aerosois
BRUNSTEIN & BANG (1958) por 12 dias; CORSTVET & SADLER
(1964) cinco dias e HEUSCHELE & EASTERDAY(1970) por 120
dias enquanto que ROSSI & CAPORALE (1968) demonstraram
que as amostras vacinais "F" e "H" permaneceram por 10
dias,

A amostra patogenica "GB" foi tambem detecta-
da por HEUSCHELE & EASTERDAY (1970) ate 120 dias apos a
infecgao artificial.

0O mesmo problema ocorre com o uso de ovos em-
brionados onde fregqllentemente temos que recorrer a ou-

tras provas para saber se um agente isolado e identifi-

- -
cado como virus da D.N.C. e uma amostra vacinal ou pa-

toggnica, tais como indice de patogenicidade pela dino-
culagao intracerebral e velocidade media de morte em-—

brionaria.
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1. Doenca experimental

A IF demonstrou a presenga da amostra 733/EV-
UFMG do virus da D.N.C. em todos os orgaos estudados:
conjuntiva, parte interna do globo ocular, fossa e seio
nasais, traquéia, pulmEo, saco aéreo, encéfalo, medula
Essea, bago, figado, proventriculo, placa de Payer, pa-
pila cecal, cloaca e bolsa de Fabricio.

Em todas as aves, estudadas apSs 20 horas da
inoculagﬁo, houve Srgaos fluorescentes, mas nao houve
ave com fluorescencia em todos eles.

Todo tipo de orgao foi positivo em alguma ave,
nao havendo em que tivesse sido positivo em todas elas.
0 mais freqllentemente positivo foi a traqueia com 90,00%
de reacoes fluorescentes.

Os argaos para as impressaes devem ser sele-"
cionados, preferencialmente, pela presenca de lesoes
macroscSpicas atribuiveis a D.N.C.

- e - -
Nao havendo lesao macroscopica em nenhum or-
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gao, a traqueia, o baco e o figado devem ser estudados
e, o0 encefalo quando houver sintomas nervosos.

A tecnica de preparo de lamina por 1impressao
de Srgsos, prética e répida, funcionou bem para a pes-
quisa ée antigeno fluorescente.

0 virus por nos usado - veloganico e viscero-
tropico - foi demonstrado pela IF antes do aparecimento

dos sintomas e lesoes,

2, Patogenicidade para ovos embrionados

Antigeno fluorescente da amostra 733/EV-UFMG
do virus da D.N.C. foi demonstrado na m.c.a., no figado
e encefalo de embrices tres horas apos a inoculacao,
guando hemaglutininas ainda nao tinham sido demonstra-
das no 1iquido alantaicq.

ASm,icya. foi.a parte do embriao mais freqllen-
temente fluorescente,

A permanencia do embriao na incubadora, apos
a morte, exerceu influencia negativa sobre a eficiencia
da prova de IF,

A IF aplicada a partes de embrices inoculados
com material de campo, pode ser usada como recurso con-

firmatorio ou auxiliar no diagnostico da D.N,C.
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3. Doenca natural

A IF deve ser o primeiro metodo de diagnSsti-
co ' no-caso da D.N.C. natural., Pode confirmar o diagnas—
tico no primeiro dia do surto, permitindo adogao de ra-
pldas medidas de controle. .

A IF pode diagnosticar a doenga natural em
caso onde nao se consegue isolar o virus,

O0s casos negativos pela IF devem ser estuda-
dos por outros metodos; somente 72,22% dos ~lotes de
aves com D,N.,C. natural estudados deram resultados po-
sitivos,

A inoculaggo em ovos, embora requerendo mais
tempo, pela necessidade de passagens seriadas, foil mais
eficiente que IF no diagﬁostico da D.N.C. natural, A IF
falhou em 27,79%Z (15/54) dos casos enquanto que a ino-

culagao em ovo embrionado somente falhou em 7,41%Z(4/54).

4, Especificidade do conjugado

E satisfatoria a especificidade do conjugado
preparado com prote{nas totais no soro de galinha.

0 teor de wumidade das impressaes em lamina
interfere na especificidade. ImpressSes demasiadamente

secas, quando tratadas pelo conjugado soro-isotiociana-
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to de fluoresceina exibiram fluorescencia inespecifica.
A diluicao em ligqllido alantoico contendo vi-
rus fol bom controle para o metodo de IF, quando usado

paralelamente a diluicao em 1iqllido normal.

Pl
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Estudou-se a patogenicidade de uﬁa amostra ve-
logenica e viscerotropica do virus da D.NiC. para gali-
nhas dinfectadas experimentalmente e reCOmendou;se a
tecnica de anticorpos fluorescentes para demonstracao
do virus em tecidos de aves.

A prova de imunofluorescencia foi também usa-
da em ovos embrionados inoculados com a mesma amostra e
seu uso foi discutido como recurso no diagnastico da
doenca. Recomendou-se aplicar o conjugado a impressses
de m.c.a, colhidas de embrioes vivos, a partir de tres
horas da inoculacao.

Comparou-se os metodos de imunofluorescencia
e inoculagao em ovos embrionados no diagnostico de 54
casos de doenga de Newcastle natural. A imunofluores-
cencia diagnosticou T2.22% e A inoaulagao, apos tres
passagens seriadaé, 92,59%Z dos casos., Com a imunofluo —
rescencia e diagnastico pode ser feito em duas horas

- - -
apos a recepgao das aves, enquanto que a inoculacgao re-
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quereu um minimo de 48 horas e um maximo de 10 dias.

Utilizou-se conj:ugado diluido em 1iqllido
alantoico normal para controle de fluorescéncia inespe-
cifica e em 1iqllido contendo virus para controle do me-
todo. Recomendou-se a tecnica Ae impressces de orgaos
lesados para preparo das laminas pela sua simplicidade

e rapidez,
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