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Emprego da microscopia eletr énica na avaliacdo pos-vacinal de epitélio traqueal de patos
(Anas platyrhynchos) imunizados contra a doenca de Newcastle

[The use of scanning electron microscopy in post-vaccinal evaluation of tracheal epitheliumin ducks (Anas
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RESUMO

Avaliou-se 0 emprego da microscopia eletronica de varredura no estudo da reagdo respiratoria pés-vacinal em
epitélio traqueal de patos (Anas platyrhynchos) imunizados contra a doenca de Newcastle. Foram utilizadas 48
aves, distribuidas em quatro grupos: T1 — grupo de aves-controle (ndo vacinadas), T2 — grupo de aves
vacinadas com a estirpe Ulster 2C, T3 - grupo de aves vacinadas com a estirpe B; e T4 - grupo de aves
vacinadas com a estirpe LaSota. Independente do grupo experimental, as aves ndo apresentaram sinais clinicos
detectaveis de reacdo respiratéria pds-vacinal. Ao microscopio eletrénico de varredura, observou-se que 0s
animais vacinados com as estirpes B, e LaSota desenvolveram descamacdo epitelial da tragueia, enquanto os
vacinados com a estirpe Ulster 2C ndo, mostrando um epitélio traqueal integro, semelhante ao do grupo-
controle. Os patos vacinados com a estirpe B; mostraram evidéncias de regenerac@o epitelial da traqueia
decorridos 21 dias pds-vacinagao, o que ndo ocorreu com os vacinados com a amostra LaSota.
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ABSTRACT

Scanning electron microscopy was used in the study of the post-vaccinal respiratory reaction of the tracheal
epithelium of ducks (Anas platyrhynchos) immunized against Newcastle disease. Forty-eight ducks were
distributed into four groups: T1 — control birds (non-vaccinated); T2 — birds vaccinated with Ulster 2C strain;
T3 — bhirds vaccinated with B; strain; and T4 — birds vaccinated with LaSota strain. Regardless the
experimental group, birds did not show detectable clinical signs of post-vaccinal respiratory reaction.
Scanning electron microscopy showed that birds vaccinated with B; and LaSota strains developed epithelial
sloughing of the trachea, whereas those vaccinated with Ulster 2C strain did not develop this change, showing
intact tracheal epithelium, similar to the control group. However, the birds vaccinated with B, strain showed
evidences of regeneration of tracheal epithelium 21 days post-vaccination, which did not happen with the
ducks vaccinated with LaSota strain.

Keywords: duck, scanning electron microscopy, trachea epithelium, respiratory pos-vaccinal reaction,
Newcastle disease virus

INTRODUCAO e na produgdo de ovos. S0 aves muito
resistentes as doencas aviérias mais comuns, que
Patos sio aves aqudticas de acelerado acometem galinhas (Fabichack, 2000).
crescimento corporal, podendo ser criados em ,
cativeiro e estd3o em crescente demanda no A doenca de Newcastle é considerada um dos
mercado de carnes exdticas de espécies silvestres problemas sanitérios mais graves do plantel
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avicola brasileiro, em virtude dos elevados
prejuizos que ocasiona (Paulillo, 1984). Faz parte
dalista A das enfermidades infecciosas do Office
International des Epizzoties (International...,
1992), que relne as moléstias cujas
consequéncias socioecondmicas podem  ser
graves e de grande importancia no comércio
internacional de aves e seus produtos, sendo seus
focos de notificagdo compul soria.

De acordo com Kaleta e Badauf (1988), a
doenca de Newcastle tem distribuicdo mundial,
com ampla variagdo de hospedeiros, inclusive
aves silvestres e semissilvestres criadas em
cativeiro. Tem sido relatada natural ou
experimentalmente, como infectadas por seu
agente etiologico, entre elas 0 pato da espécie
Anas platyrhynchos.

O virus da doenca de Newcastle (VDN) replica
se no trato respiratério de aves, causando
destruicdo do epitélio tragueal (Lancaster, 1964).
A acdo do VDN ndo foi descrita no epitélio
traqueal de patos, mas o foi em codornas
japonesas Coturnix coturnix japonica (Santin et
al., 2003) e em frangos de corte (Doreto Junior et
al., 1999).

A presente pesquisa teve o objetivo de estudar a
reacdo respiratéria pos-vacina em epitélio
traqueal de patos (Anas platyrhynchos), mediante
0 emprego das estirpes lentogénicas Ulster 2C,
B; e LaSota do VDN, por meio do emprego da
microscopia eletrénica de varredura (MEV).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 48 patos machos e fémeas, com
10 dias de vida, alojados em piso forrado com
maravalha. Até o oitavo dia de vida, as aves
foram mantidas aguecidas por meio de
campénulas, aimentadas em comedouro tipo
copo de pressdo e dessedentadas em bebedouro
infantil. ApGs esse periodo, a agua e o aimento
eram fornecidos em bebedouro e comedouro tipo
copo de pressdo. A dieta, abase de milho e farelo
de soja, seguiu as recomendactes de exigéncias
nutricionais do NRC (Nutrient ..., 1994) e de
Rostagno et a. (1983). Os patos foram
submetidos as condigdes similares de uma
criacdo de palmipedes.

As 48 aves foram distribuidas al eatoriamente em
quatro grupos, com 12 aves cada, sendo: T1 —
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grupo de aves-controle (ndo vacinado), T2 —
grupo de aves vacinadas com a estirpe Ulster 2C,
T3 — grupo de aves vacinadas com a estirpe B, e
T4 — grupo de aves vacinadas com a estirpe
LaSota. Os grupos experimentais foram mantidos
0 mais distante possivel para evitar a influéncia
de um tratamento sobre o outro.

Foram utilizadas vacinas vivas (liofilizadas)
preparadas, respectivamente, com as estirpes
lentogénicas Ulster 2C, B; e LaSota, do VDN. A
determinacdo da dose infectante 50% (EIDs) das
estirpes vacinais em estudo foram: ElDs, (Ulster
2C) = 10™%/0,1mL, ElDs, (B,) = 10"*/0,1mL e
ElDs, (LaSota) = 10"%%/0,1mL. A vacinacdo, via
intraconjuntival, foi realizada a partir da diluicdo
das vacinas liofilizadas, utilizando-se &agua
destilada como diluente, na proporcdo de
30mL/1000  doses  vacinais/1000  aves,
correspondente a 0,03mL de dose vacina
intraconjuntival, conforme metodologia utilizada
por Paulillo (1980, 1984, 1989). Todos 0s grupos
foram observados duas vezes ao dia e qualquer
manifestacdo clinicafoi devidamente anotada.

Decorridos sete, 14 e 21 dias do periodo pés-
vacinal, quatro aves de cada grupo foram
necropsiadas para colheitas de fragmentos da
porcdo média da tragueia para avdiacdo dos
niveis de destruicdo das células epiteials,
consequente a replicacdo do virus vacinal.

Os fragmentos de tragueia, medindo 5 x 8mm,
foram fixados em solucdo de glutaraldeido a 3%
em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,6 durante duas
horas, a temperatura de 4°C. A seguir, o material
foi lavado por seis vezes consecutivas no tampéo
fosfato 0,AM, pH 7,6 e, entdo, pos-fixado em
solucdo de tetréxido de dsmio a 1% durante 30
minutos, a temperatura de 4°C. Decorrido esse
tempo, com o mesmo tampdo, o material foi
novamente lavado por seis vezes consecutivas,
desidratado por imersdo em concentragtes
crescentes de dcool etilico e passado pela
camara de secagem do secador de ponto critico,
mediante a utilizacdo de didxido de carbono. O
material foi entdo montado em um porta-objeto
apropriado, recoberto com uma camada de 30nm
de ouro e micrografado em microscopio
eletronico de varredura’, operando em 15K V.

LJeol JSM 5010 — Téquio, Japso.

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.61, n.2, p.331-336, 2009



Emprego da microscopia eletronica...

RESULTADOSE DISCUSSAO

Lotes de patos vacinados, via intraconjuntival,
com as estirpes B; (T3) ou LaSota (T4) ndo
mostraram sinais clinicos de reacdo vacind,
diferente de relatos em frangos de corte, em que
este tipo de vacina apresenta a desvantagem de
induzir reacOes respiratorias indesgjaveis (Allan,
1971; Doretto Janior, 1999). No caso de frangos,
a gravidade e a extensdo desses sinais clinicos de
reacOes dependem de varios fatores, entre os
guais, a amostra de virus vacinal, a presenca de
Mycoplasma gallisepticum e a via de
administraco de vacina (Beard et al., 1993).

Apesar da auséncia de sinais clinicos de reacao
respiratoria, na andlise de fragmentos traqueais
de aves vacinadas com as amostras B; (Fig. 1) ou
LaSota (Fig. 2), observou-se descamagdo
epitedlia da traqueia, decorridos sete dias pos-
vacinal parao T4 e de 14 dias pés-vacinal, parao
T3. Conforme Lancaster (1964), o VDN replica-
se no trato respiratorio de aves, por isso,
ocorreram ateragcbes no epitélio tragueal de
patosde T3 eT4. Lai e lbrahim (1983) ja haviam
confirmado, por meio da andlise por elétron-
micrografias, que avacinagdo com a cepa L aSota
em pintinhos de um dia resulta em danos no
epitdlio traqueal das aves. Aos 21 dias pés

vacinagdo, as eletronmicrografias do T3
sugeriram  possivel  regeneracdo  epitelial,
mostrando novamente a presenca de cilios
traqueais (Fig. 3).

E conveniente especular que, provavelmente, a
auséncia de sinais clinicos de reagdo vacinal
pode ser resultante da auséncia de infecgdes
concomitantes com outros agentes, Ccomo
Mycoplasma gallisepticum, capazes de exacerbar
tais reacoes, ja que as condi¢des ambientais eram
controladas. Além disso, o préprio manegjo de
palmipedes pode aumentar, significativamente,
problemas respiratorios por ocasido do tipo de
material utilizado em cama (maravaha) e,
também, pela densidade de aves.

Lotes do T2 também ndo mostraram sinais
clinicos de reacdo vacinal, ndo sendo observadas
descamagdes epiteliais na avaliagdo das traqueias
destas aves (Fig. 4), apesar de essa estirpe se
replicar pelo trato respiratério superior. Isso é
justificado, pois a amostra Ulster 2C é a Unica
em que o indice de patogenicidade intracerebral
(ICPI) é nulo (ICPI 0,0) e por conseguinte,
menos patogénica do que as estirpes vacinais B,
(ICPI 0,20 e LaSota (ICPl 04) em uso
(Alexander, 1991). As eletronmicrografias do T2
foram semelhantes as do grupo T1.

-
Figura 1. Eletronmi crografla de traquela de pan (Anas pI atyr hynchos) col hi da a0s 14 dias pOs-vacinagdo
com a cepa B;. Epitélio traqueal apresentando regides desprovidas de cilios (DC) e mucosa lesionada

(ML).
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Figura 2. Eletronmicrografia de traqueia de pato (Anas platyrhynchos) colhida aos sete dias pés-
vacinagdo com a cepa LaSota, mostrando grande destruicéo epitelia (E).
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Figura 3. Eletronmicrografia de tragueia de pato (Anas platyrhynchos) colhida aos 21 dias pds-vacinacao
com a cepa B4, sugerindo possivel regeneracdo epitelial, evidenciada pela presenca dos cilios traqueal .
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Figura 4. Eletronmicrografia de epitélio traqueal de patos (Anas platyrhynchos) do grupo Ulster 2C.

Epitélio integro com a presenca de cilios (seta).
CONCLUSOES

Os patos da espécie Anas platyrhynchos ndo
apresentaram  sinais  clinicos de reacdo
respiratoria pés-vacinal ao virus da doenca de
Newcastle, independente da estirpe vacina
utilizada (Ulster 2C, LaSota, B;) por via
intraconjuntival. Os animais vacinados via
intraconjuntival com as estirpes B; ou LaSota
desenvolveram descamagdo epitelia da traquéia,
e o0s vacinados com a cepa Ulster 2C
apresentaram epitélio traqueal integro. As aves
vacinadas com a cepa B; mostraram evidéncias
de regeneraco epitelial da tragueia decorridos
21 dias pés-vecinagdo, engquanto as vacinadas
com a amostra LaSota ndo demonstraram
qualquer tipo de regeneracdo apos esse periodo.
A microscopia eletronica de varredura mostrou-
se um método alternativo, seguro e eficaz na
avaliagdo da patogenicidade do virus da doenca
de Newcastle em epitélio traqueal de patos.
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