C .Q 2 O ‘I 6 XXV CONGRESSO DE INICIACAQ CIENTIFICA 23 SEMANA INTEGRADA
% UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS e EET g™ = (5L

UFPEL /2016

VIABILIDADE DO USO DE OVOS DE CODORNA DE CASCA BRANCA NO
DIAGNOSTICO DE DOENCAS VIRAIS DE IMPORTANCIA NA AVICULTURA
COMERCIAL

KAMILLA NEUTZLING BOESCHE?; RAULENE RODRIGUES LOBO?; GILBERTO
D’AVILA VARGAS?

1UFPel — boeschekamilla@gmail.com
2UFPel - raulenelobo@gmail.com
SUFPel — gdavilavargas@gmail.com

1. INTRODUCAO

A técnica de inoculacdo de diferentes virus em ovos embrionados €
considerada padrao ouro no diagndstico de doencas como Influenza e Doenca de
Newcastle. Os ovos de codorna podem ser usados para este fim, sendo
necessarias algumas modificagcdes nas técnicas utilizadas em ovos de galinha
(Gallus domesticus) (RAUSCHER et al., 1962). Os ovos de codornas do género
Coturnix coturnix japonica que possuem casca branca facilitam o processo de
ovoscopia quando comparados aos de casca pigmentada. Além disso,
apresentam vantagens sobre ovos de galinha, dentre elas custo menor de
producdo, menor tempo de incubacdo, necessidade de menor espaco fisico e a
mais importante, ser de uma espécie diferente do Gallus domesticus e né&o
portadora de antigenos e anticorpos de interesse na avicultura comercial
moderna, nao interferindo no diagndstico e na replicagao viral.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a replicacdo dos virus da doenca
de Newcastle, Bouba Aviaria, Bronquite Infecciosa das Galinhas, e Influenza
Equina em ovos de codorna possibilitando verificar as alteragcbes causadas em
diferentes intervalos de tempo de incubacao e concentracdes virais.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados 351 ovos embrionados de codorna (Coturnix coturnix
japonica) de casca branca da linhagem NISSEI fornecidos pela Granja Fujikura
localizada no municipio de Suzano-SP. Para o desenvolvimento dos embrides os
ovos foram mantidos em incubadora a 37°C e umidade controlada de 55%.

Para o inoculacdo do virus de Newcastle foi utilizada uma amostra vacinal
liofilizada (virus LA-Sota), reconstituida em 3ml de meio essencial minimo (MEM)
estéril (pH 7,0). As inoculagbes foram feitas aos sete dias de incubagéo pela
cavidade corio-alantoide. Foram utilizados quatro volumes de virus, (20, 40, 80 e
100ul/dose), trés periodos de incubacédo (24, 48 e 72 horas) com seis repeticoes.
Foi realizada a ovoscopia diariamente para verificar mortalidade embrionaria.
Coletou-se o liquido alantoide em cada periodo da incubacdo, sendo este
submetido ao teste de Hemaglutinacao (HA) para titulagdo segundo o descrito por
ALEXANDER (1989).

Para a inoculagéo do virus da Bouba Aviaria foi utilizada amostra vacinal
liofilizada (virus pombo), sendo reconstituida em 1 ml de diluente da vacina. As
diluigbes do virus foram de 1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000. As inoculagbes foram
feitas aos sete dias de incubacdo pela via da membrana corioalantoide, sendo
realizada ovoscopia diaria para monitoramento dos embrides. Sete dias apds a
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inoculacdo as membranas foram coletadas e submetidas a andlise
histopatolégica, sendo avaliada a hiperplasia epitelial, degeneragdo vacuolar,
corpusculos de incluséo, inflamacao, congestédo e edema.

Para o Virus da Bronquite Infecciosa das Galinhas foi utilizada a vacina
Bio-Bronk-Vet H-120, contendo virus atenuado, amostra Massuchsetts. A vacina
foi reconstituida em 5 ml de MEM, sendo utilizadas quatro diluicdes de virus (1:10,
1:100, 1:1000, 1:10.000) e uma somente com a vacina. As inoculacdes foram
realizadas nos embriées com 8 dias de incubacdo. Apoés a inoculagbes 0s ovos
permaneceram na incubadora por sete dias sendo realizada diariamente a
ovoscopia que foi aplicada para verificar mortalidade embrionéaria. Depois dos
sete dias de incubacdo foi feita a avaliacdo macroscopica da presenca ou
auséncia das possiveis lesbes nos embrides como nanismo, enrolamento e
congestdo dos vasos sanguineos. A titulacdo viral foi realizada do Método de
REED & MUENCH (1938).

A inoculacdo do Virus da Influenza Equina foi realizada a partir de uma
amostra cedida pela Universidade Federal de Santa Maria, Setor de Virologia. A
escolha deste virus foi feita como alternativa a utilizacdo do virus de Influenza
Aviéaria, j& que ambos se replicam em ovos embrionados e a Influenza Aviaria
ainda ndo existe no nosso pais, sendo portanto um risco manipular este agente.
Os ovos foram incubados por sete dias, e 6 deles foram inoculados no oitavo dia
na cavidade alantoide em um volume de 100ul/dose. Apds 48 horas de incubacao
ocorreu a coleta do liquido alantoide e armazenado em freezer -20°C para
realizacdo do teste de HA. Essas amostras virais posteriormente foram usadas na
segunda passagem em ovos embrionados de codorna com os volumes de 20, 40
e 100 pl/dose com dois periodos de coletas (24 e 48 horas) e com seis
repeticfes. A titulacdo viral foi realizada através do teste HA de acordo com o
descrito por ALEXANDER (1989).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando utilizado o virus da doenca de Newcastle, verificou-se que os
resultados dependem do tempo de incubacé&o e do volume utilizado. O melhor
tempo de incubacdo foi de 72 horas, apresentando titulos virais elevados
(P<0,0001) com relacdo aos demais. O protocolo oficial da "Office Internacional
de epizooties — OIE” (2008) preconiza a faixa de tempo de incubacédo pos-
inoculacao viral com embrides de galinha de 96 até 168hrs. Com relagdo aos
volumes dos virus utilizados a concentracdo de 100ul/dose ocasionou maior
elevacdo nos titulos, sendo estatisticamente superior as demais utilizadas
(P<0,0001).

Nos ovos inoculados com o virus da Bouba Aviaria, a melhor visualizagéo
das lesdes pox ha membrana corioalantoide deu-se apos sete dias de inoculacéo,
apresentando em torno de 3 lesdes por membrana. No exame histopatoldgico
verificou-se infiltrado inflamatério e grandes corpusculos de inclusédo intra-
citoplasmaticos eosinofilicos (Corpusculo de Bollinger) nas células epiteliais, os
quais sdo patognoménicos da doengca (BACK et al, 1995; MOHAN e
FERNANDES, 2008; TAGELDIN et al., (2006).

Nos ovos inoculados com o virus da Bronquite Infecciosa das Galinhas, os
embrides submetidos ao periodo final de sete dias de incubacdo pds-inoculacao
viral apresentaram lesbes de nanismo e enrolamento (LOVATO; DEZENGRINI,
2007).

A replicacdo do virus Influenza Equina foi dependente da concentracdo e do
tempo de incubacédo. O volume que proporcionou os titulos virais mais elevados
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foi o de 40ul/dose. O melhor tempo de incubacdo foi com 48 horas, sendo
superior aos demais (P=0).

4. CONCLUSOES

No presente trabalho foi possivel identificar as alteracdes causadas em ovos
embrionados de codornas de casca branca a partir da infeccdo por diferentes
virus, em concentracdes e tempos de incubacdo distintos. A padronizacao desses
resultados viabiliza o uso de ovos de codorna para diagnéstico de doencas virais
de aves comerciais.



C .3 2 O 'I 6 XXV CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA 23 SEMANA INTEGRADA
o UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS SEERSLIL0. PESQUISAGEIERIENSAD

UFPEL /2016

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

RAUSCHER, F. J.; REYNIERS, J. A.; SACKSTEDER, M. R. Japanese quail egg
embryo as a host for viruses. Journal of Bacteriology, v. 84, p. 1134-1139,
1962.

ALEXANDER, D. J. A laboratory manual for the isolation and identification of
avian pathology. 3. ed. Dubuque, lowa: Kendall/Hunt, 1989. 225p.

REED, L.J.; MUENCH, H. A simple method of estimating fifty percent
endpoints. The American Journal of Hygiene. 27: 493—-497.

OIE (Office International de Epizooties). Enfermedad de Newcastle, 2008.
Disponivel em:
http://web.oie.int/esp/normes/mmanual/pdf_es 2008/2.03.14.%20Enfermedad%20
de %20Newcastle.pdf. Acesso em 20 jul. 2016.

BACK, A.; SONCINI, R. A.; RUTHES, O.; MADUREIRA, J. S.; FLORES, R .An
atypical fowl pox outbreak in broilers in Southern Brazil. Avian Diseases, v. 39, p.
902-906, 1995.

LOVATO, L. T.; DEZENGRINI, R. CORONAVIRIDAE. In: FLORES, E. F. (Org.)
Virologia Veterinaria. Santa Maria: Ed. UFSM, 2007 p. 632-634.



