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Resumo

LOBO,RAULENE, Rodrigues. Padronizacao de técnicas de diagndstico em
virologia utilizando ovos embrionados de codorna como modelo biolégico.
2015.38f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pos-Graduacdo em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2015.

Os ovos embrionados de codorna podem ser utilizados para inoculacdo de diversos
tipos de virus, por diferentes vias, assim como técnicas ja conhecidas e aplicadas
em ovos embrionados de galinha (Gallus domesticus) com algumas adequacdes.
Podem ser atribuidas vantagens a esse processo, tais como: custo menor de
producéo, reducao do tempo de incubacéo, necessidade de menor espaco fisico e,
talvez a mais importante, ser de uma espécie diferente do Gallus domesticus e desta
forma ndo ser portadora de antigenos e anticorpos de interesse na avicultura
comercial moderna, nao interferindo no diagnostico e na replicacdo viral. Para
avaliar o potencial de replicagdo viral, foram utilizados 351 ovos embrionados de
codorna de casca branca (Coturnix coturnix japonica) da linhagem NISSEI e
amostras dos virus que acometem aves (virus da doenca de Newcastle, virus da
variola aviaria e virus da bronquite infecciosa das galinhas) e também em outras
espécies como virus da influenza equina. Nos ovos inoculados com o virus de
Newcastle foi coletado o liquido alantoide para a realizacdo do teste de HA, que
apresentou melhor resultado no tempo de 72 horas com o volume de 100ul. Na
inoculacdo do virus da variola aviaria foram coletadas as membranas
corioalantoides para analisar as lesbes pox e analise histopatoldgica, sendo que
todos os volumes utilizados (20, 40, 80 e 100ul) apresentaram lesfes caracteristicas
desta enfermidade. Nos virus da bronquite infecciosa das galinhas, de todos os
volumes utilizados, somente o de 40ul produziu lesées no embrido, como nanismo e
enrolamento. A replicagdo do virus influenza equina, assim como aconteceu com o
VDN, foi dependente da concentracdo e o tempo de incubacdo, sendo o melhor
tempo o intervalo de 48 horas, utilizando o volume de 40ul. Os ovos embrionados de
codornas de casca branca também foram utilizados para testar a viabilidade de uso
em cultivo primario de fibroblastos, sendo que 0s mesmos permaneceram viaveis
apos quatro passagens in vitro. Este modelo biolégico foi eficiente para replicacédo
do virus da doenca de Newcastle, virus da variola aviaria, virus da bronquite
infecciosa das galinhas e virus da influenza equina. Estes embrides se mostraram
aptos também para serem utilizados em cultivo primario de fibroblastos.

Palavras-chave: codornas; ovo embrionado; liquido alantoide; membrana
corioalantoide



Abstract

LOBO, RAULENE, Rodrigues. Standardization in virology diagnostic techniques
using embryonated quail eggs as the biological model. 2015.38f. Dissertation
(Master degree in Sciences) - Programa de Pds-Graduacéo em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

Quail embryonated eggs may be used for inoculation of several viruses by different
ways, like the well-known techniques used in embryonated chicken (Gallus
domesticus) eggs with some light adjustments. Some advantages may be assigned
to this process like: lower production costs, reduction in incubation time, no need for
large spaces and, maybe the most important one, for being a different species of
Gallus domesticus and so, not carrying antigens and antibodies of interest for
modern commercial poultry, it does not interfere in the diagnose or in the viral
replication. To assess the viral replication potential, we used a total of 351
embryonated quail eggs of white eggshell type (Coturnix coturnix japonica) NISSEI
lineage and samples of virus that affect birds (Newcastle disease virus, avipoxvirus
and infectious bronchitis chickens and also, some other species like the equine
influenza virus.From the eggs inoculated with Newcastle virus it was collected the
allantois fluid to perform HA test which presented the better result for 72 hours period
and a volume of 100ul. From the inoculation with Fowl pox we collected the
chorioallantoic membrane o analyze both pox lesions and for histopathological
analysis, all considered volumes (20, 40, 80 e 100ul) presented the disease
characteristic lesions. For the Chicken Infectious Bronchitis Virus, from all considered
volumes used only the 40ul volume produced embryo lesion like dwarfism and
winding. The Equine Influenza Virus replication similar to what was observed with
NDV was concentration and incubation time dependent, being the best result
achieved for a 48 hours interval using a 40ul volume. White Shell quail embryonated
eggs were also used to test its viability for primary cultures of fibroblasts and it was
verified that they remain viable after four passages in vitro. This biological model
demonstrated efficient for virus replication of Newcastle Disease, Fowl Pox,
infectious bronchitis chickens and for equine influenza virus. These embryos also
proved suitable for use in primary fibroblasts culture.

Key-words: allantoic; chorioallantoic membrane; embryonated egg; qualil
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1 Introducéo

Originarias do norte da Africa, da Europa e da Asia as codornas sdo aves
pertencentes a familia dos Fasianideos (Fhasianidae) e da subfamilia dos
Perdicinidae, sendo entdo, da mesma familia das galinhas e perdizes (PINTO et al.,
2002). Os primeiros relatos obtidos a respeito dessa ave datam do século Xll, onde
se registra sua domesticacéo, pelos chineses e coreanos, em funcdo do seu canto.
Mais recentemente, durante a primeira década do século XX, 0s japoneses iniciaram
estudos voltados ao cruzamento entre as codornas procedentes da Europa e
espécies selvagens originando um tipo domesticado que se denominou Coturnix
coturnix japonica ou codorna domeéstica. A partir de entdo se iniciou sua exploracao
visando sua producao de carne e ovos (REIS, 1980).

Atribui-se a introducdo da codorna doméstica no Brasil ao Italiano Oscar
Molena em 1959, que ja criava, como “hobby”, codornas em seu pais de origem. A
exploracdo comercial de codorna em nosso pais teve seu inicio em 1989 quando
uma grande empresa avicola resolveu implantar o primeiro criatério no Sul do Brasil.
Atualmente grandes criacdes automatizadas que contam com novas técnicas de
producdo juntamente com novas formas de comercializagdo do ovo e da carne,
identificam o Brasil como um grande produtor dessas aves (Silva et al., 2011).

Ovos embrionados de galinha foram introduzidos na bateria de técnicas
virolégicas em 1940 e rapidamente se tornaram um dos fatores principais no
progresso sucedido. Apresentam vantagens consideraveis sobre 0s sistemas
animais usados até entdo (coelhos, cobaios e camundongos): um meio vivo
altamente sensivel a varios virus; sistema fechado, teoricamente estéril e que
podem ser obtidos e manipulados em grandes quantidades. A inoculacdo in ovo
pode ser feita por diferentes vias que correspondem as sensibilidades e aos
diferentes graus de adaptacao de varios virus (MANUGUERRA et al., 1999)
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Uma das rotas de inoculagdo mais utilizadas € a via alantdica, sendo aplicada
na producao de virus necessaria no preparo de antigenos para ensaios soroldgicos,
vacinas e cultivo de espécimes clinicos (LENNETE et al., 1995). Atualmente mesmo
com modernas técnicas virologicas de diagnostico, o uso dos ovos embrionados é
considerado padrao ouro de doencas de grande impacto na avicultura como doenca
de Newcastle e Influenza Aviaria (MELLO, 2010).

A coturnicultura € uma das areas do setor avicola que tem demonstrado um
desenvolvimento acentuado e com adequacdes em novas tecnologias, passando de
uma atividade de subsisténcia para um setor considerado promissor aos Seus
investidores (PASTORE et al.,, 2012). Esta atividade desperta interesse de
produtores pelo rapido retorno econdmico e pela possibilidade de exploracdo como
producao de ovos, carne e de codornas de um dia de idade.

As codornas comumente utilizadas para producdo de ovos sdo da espécie
Coturnix coturnix japbnica e para producdo de carne sdo da espécie Bob White e
também a codorna europeia Coturnix coturnix coturnix. As vantagens da criacdo de
codornas sdo muitas como sua rusticidade, rapido crescimento, baixo consumo
alimentar e uma alta produtividade (PETROLLI, T.G. et al., 2011).

Em laboratério os ovos embrionados de codornas podem ser usados para
inoculagdo de diversos tipos de virus, em diferentes vias, sendo necessarias
algumas modificacdes nas técnicas conhecidas e utilizadas em ovos embrionados
de galinha (Gallus domesticus) (RAUSCHER et al., 1962).

Algumas vantagens podem ser atribuidas no emprego dos ovos embrionados
de codorna em comparacao aos de galinha para fins laboratoriais: custo menor de
producdo, menor tempo de incubacao, necessidade de menor espaco fisico e, talvez
a mais importante, ser de uma espécie diferente do Gallus domesticus e nao
portadora de antigenos e anticorpos de interesse na avicultura comercial moderna,
nao interferindo no diagnaostico e na replicacao viral.

Ovos embrionados de codorna podem ser utilizados para inoculacdo de virus
de interesse veterinario, como 0s que acometem as aves: virus da doenca de
Newcastle, virus da variola aviaria (Avipoxvirus) e virus da bronquite infecciosa das

Galinhas e também em outras espécies como Virus da influenza equina.
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O virus da doenca de Newcastle aviario, pertencente a familia
Paramyxoviridae, € um virus envelopado constituido por uma molécula de RNA
linear de fita simples com polaridade negativa, considerado de grande relevancia na
Medicina Veterinaria tanto pela sua alta prevaléncia como pelo seu impacto
econdmico (MAYO, 2002).

A doenca de Newcastle (ND) é altamente contagiosa, acomete aves
comerciais entre outras espécies aviarias como as codornas apresentando sinais
respiratorios frequentemente acompanhados de manifestacées nervosas, diarreia e
edema da cabeca (ARNS et. al., 2007).

As manifestacdes clinicas apresentadas na ave devidas a esse virus podem
variar de acordo com a viruléncia sendo classificadas em velogénicas, mais severa e
estd associada a alta mortalidade, que se divide em neurotropica (sinais
respiratérios e neuroldgicos) e viscerotropica (lesdes hemorragicas no intestino),
mesogénica (sinais respiratorios e ocasionalmente neurolégicos) e lentogénica
(infec¢des subclinica ou sinais respiratérios moderados). As amostras lentogénicas
sdo empregadas na formulacdo vacinal; La Sota (LS), Uls- ter (UL) e VG-GA (VG)
usadas no Brasil (ARNS et al., 2007).

Na realizacdo do diagnéstico do (NDV) sdo usados ovos embrionados de
galinha com 9 a 11 dias de incubagdo e como via de inoculacdo a cavidade
alantéide. Ap6s o periodo de incubacdo € coletado o liquido alantoide para a
realizacdo do teste da hemaglutinacdo (HI) (OIE, 2008).

A NDV esta presente na lista das enfermidades infecciosas do “Office
International of Epizooties - OIE (2015)". Apresenta destaque no Plano Nacional de
Sanidade Avicola - PNSA sendo considerado um dos problemas mais importantes
do plantel avicola brasileiro. O surgimento de um surto dessa doenga causaria
perdas econdmicas no pais tornando-se um obstaculo para exportacdées de produtos
avicolas para outros mercados consumidores (ALEXANDER 200l1a, 2004b
PAULILLO et al., 2000;).
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Outro agente de importancia em Medicina Veterinaria é o Poxvirus aviario
(AVP), causador da variola aviaria, pertencente & familia Poxviridae, € um virus
envelopado constituido por uma molécula de DNA de cadeia dupla (GUBSER et al.,
2004; JARMIN et al., 2006).

A variola aviaria é altamente contagiosa, acomete diferentes espécies de
aves e se apresenta sob duas formas principais: cutanea e diftérica ou ambas
(CANAL, 2007;GUBSER et al., 2004; JARMIN et al., 2006; MANAROLLA, 2010).

Com esta enfermidade as manifestacdes clinicas podem ser percebidas como
lesbes que evoluem de vesiculas a crostas, sendo as areas desprovidas de penas
as mais acometidas. A forma diftérica apresenta lesGes na parte superior do trato
respiratorio e digestivo resultando em dispneias, inapeténcia, descarga nasal e
ocular, caracterizadas por placas salientes de coloracdo amarelada. Essa doenca
pode causar significativas perdas econdmicas associadas com a queda na producao
de ovos, reducdo do crescimento e aumento da mortalidade (CANAL, 2007
MANAROLLA, 2010).

Para realizacdo do diagnostico do APV, as lesbes cutaneas e diftéricas
podem ser examinadas histologicamente onde apresentam inclusdes
citoplasmaticas. Para o isolamento viral sdo usados ovos embrionados de galinha de
9 a 12 dias de incubacdo como via de inoculacdo a membrana corio-alantéide. A
inoculacdo do APV na MCA de embrides de galinha resulta em lesdes proliferativas
brancas e opacas, que podem ser focais ou difusas, denominadas de lesdo pox
providas pela resposta inflamatéria resultante da invasdo do virus nas células
epiteliais da membrana e posteriormente € realizada uma analise histopatoldgica
das les6es (CANAL, 2007; MAHY; KANGRO, 1996;).

A infeccdo pelo virus da bronquite infecciosa das galinhas (IBV) esta presente
em todos 0s paises que possuem avicultura comercial ou domeéstica, pertencente a
familia Coronoviradae e ao grupo Ill dos Coronavirus, um virus envelopado
constituido por uma molécula de RNA de fita simples sentido positivo, sendo as
galinhas consideradas a principal e Unica espécie naturalmente susceptivel ao virus
e que desenvolve a doenca. As aves podem apresentar disturbios respiratérios,
reprodutivos e/ou renais, (LOVATO; DEZENGRINI, 2007).
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O sinal clinico comumente apresentado pelas aves é através do sistema
respiratério com o0s sinais de respiracdo ofegante associada com acumulo de
material caseoso na siringe, tosse, estertores, espirro e descarga nasal, sdo sinais
comuns em aves jovens e nas aves com idade superior a seis semanas ocorrem
sintomas semelhantes, porém, a descarga nasal é observada com menor
frequéncia. Em aves de postura podem ser observados além dos sinais respiratorios
uma possivel queda de producdo e de qualidade dos ovos apresentando
caracteristicas como casca mole, deformada ou com auséncia de casca devido as
lesbes ocorridas no oviduto (LOVATO; DEZENGRINI, 2007).

O método de diagnostico mais utilizado para o isolamento do virus é a
inoculacdo em ovos embrionados de galinha de 9 a 11 dias que apds o periodo de
incubacdo apresentam alteracbes no embrido como nanismo, enrolamento e
congestao dos vasos sanguineos (LOVATO; DEZENGRINI, 2007).

Dentre os virus que também possibilitam a utilizacdo da técnica de inoculacao
em ovos embrionados podemos encontrar o virus da Influenza Equina (EIV),
pertencente a familia Ortomixovidae, € um virus envelopado constituido por uma
molécula de RNA de polaridade negativa e é considerada uma das mais importantes
dessa espécie devido aos prejuizos econbmicos causados, principalmente em
animais de competicdo (FLORES et al., 2007).

A influenza equina é amplamente disseminada na popula¢éo equina do Brasil,
0s animais acometidos podem apresentar hiperemia, edema, necrose, descamacgao
e erosdes focais no epitélio respiratdério como também producao de um exsudato rico
em proteinas nas vias aéreas e nos alvéolos (FLORES et al., 2007).

As manifestacdes clinicas podem variar de acordo com a dose e viruléncia da
cepa viral, das condicbes ambientais e manejo, e das defesas do hospedeiro. O
primeiro sinal clinico evidenciado é a hipertermia frequentemente acompanhada por
letargia, fraqueza, anorexia, secre¢cdo nasal serosa e tosse seca. Além disso, 0s
animais podem apresentar secrecdo lacrimal, aumento dos linfonodos da regiao da

cabeca, edema dos membros, laminite e pneumonia (FLORES et al., 2007).
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Na realiza¢do do diagnostico do (EIV) sdo usados ovos embrionados SPF, de
9 a 11 dias, via cavidade alantoide ou amnidtica. Apds o periodo de incubacdo o
liquido corio-alantdide e ou amniotico € coletado para o teste de hemaglutinacéo e
para a confirmacédo da etiologia e caracterizacdo do virus isolado é realizado a prova
de HI com soro imune especifico (FLORES et al., 2007; JAENISCH et al., 2009).

Os ovos embrionados possuem caracteristicas de replicacdo de virus e
também podem ser utilizados para cultivo primario originado a partir do crescimento
das células de um fragmento obtido por acdo mecanica ou enzimatica (ALVES;
GUIMARAES, 2014).Em laboratério, observa-se que as células aderem & garrafa de
cultivo formando uma monocamada possuindo caracteristica do tecido de origem,
podendo crescer em cultura por um determinado periodo de tempo, sendo
comumente utilizada para estudar o comportamento fenotipico e genotipico (ALVES;
GUIMARAES, 2014).

As células de cultivo primario, de maneira geral, sdo mais sensiveis para o
isolamento viral do que a linhagem, porém, nos laboratérios comumente utiliza-se as
linhagens celulares pela facilidade de manutencdo e multiplicacdo considerada mais
eficiente (FLORES, 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar utilizacdo de ovos embrionados de
codorna de casca branca da linhagem NISSEI para a replicacéo do virus da doenca
de Newcastle, virus da variola aviaria, virus da bronquite infecciosa das galinhas,
virus da influenza equina bem como o emprego dos embrides para cultivo primario

de células mantidas em laboratorio.



2 Artigo

Uso de embrides de codorna (Coturnix coturnix japonica) da linhagem
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Sera submetido a revista Science and Animal Health
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RESUMO

O presente trabalho visa avaliar o potencial de replicacdo in vivo dos virus Newcastle, variola
aviaria, bronquite infecciosa das galinhas e influenza equina em ovos embrionados de
codorna (Coturnix coturnix japonica) da linhagem NISSEIl. As vias de inoculacdo utilizadas
foram cavidade alantoide e membrana corio-alantéide Foram coletados liquido alantoide e
membranas corioalantéides para o teste de HA e andlise das lesGes e realizado o
embriodiagndstico de acordo com os virus analisados. Nos ovos inoculados com o virus da
doenca de Newcastle foi coletado o liquido alantoide para a realizacdo do teste de HA, tendo
como melhor resultado a incubagao por 72 horas com o volume de 100ul. Na inocula¢do do
virus da variola aviaria foram coletadas as membranas corioalantdides para analisar as
lesdes pox e, posteriormente, para uma analise histopatolégica, sendo que todos os volumes
utilizados apresentaram lesdes caracteristicas desta enfermidade. Para o virus da bronquite
infecciosa das galinhas, de todos os volumes utilizados, somente o de 40ul apresentou
lesdes no embrido, como nanismo e enrolamento. A replicacao do virus da influenza equina,
assim como aconteceu com o VDN, foi dependente do volume e do tempo de incubacao
sendo o melhor tempo com 48 horas utilizando o volume de 40ul. Os ovos embrionados de
codornas de casca branca podem ser utilizados para o cultivo primario de fibroblastos,
podendo permanecer vidveis apds quatro passagens in vitro.

Palavras-chave: Codornas. Liquido alantdide. Membrana corioalantéide. Ovo embrionado.

INTRODUCAO
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A coturnicultura é um setor avicola de grande expansao. Com adequagdes constantes e com
novas tecnologias, as atividades que eram de subsisténcia passaram a ser um setor
promissor aos seus investidores (PASTORE et al., 2012). Deste modo, é conveniente
promover investigacGes de novas formas de uso dos ovos de codorna (Coturnix Coturnix
Japonica) além dos atuais, ou seja, dar a esse produto novas perspectivas de utilizagao.
Algumas vantagens podem ser atribuidas a esse setor como o custo menor de producao,
tempo de incubagdo reduzido e menor espaco fisico necessario para sua criagdo. Uma darea a
ser explorada neste segmento avicola é a utilizacdo de ovos embrionados para fins de
pesquisa em virologia. Os ovos embrionados de codorna possuem caracteristicas de
replicacdo de virus e também podem ser utilizados para cultivo primdrio originado a partir
do crescimento celular de fragmentos obtidos por acdo mecanica ou enzimatica. No entanto,
para o uso destes ovos em laboratério ocorre a necessidade de algumas modificagcdes nas
técnicas ja conhecidas e usadas em ovos embrionados de galinha (Gallus domesticus)
(RAUSCHER et al., 1962).

Uma das maiores dificuldades para utilizacdo de ovos comuns de codorna para pesquisa é a
coloracdo da casca os quais sao pigmentados, o que dificulta a visualizacdo do embridao no
processo de ovoscopia, etapa imprescindivel, pds-inoculagdo, para avaliar sua viabilidade do
embrido (WOODARD et al.,, 1973). Ao usarem ovos comuns (pigmentados) para este fim,
alguns autores tentaram facilitar a visualizacdo do embrido durante a ovoscopia aplicando o
método de raspagem ou uso de acido na casca dos ovos, ocorrendo morte consideradas
inespecificas provavelmente estando relacionado a metodologia utilizada (HIGGINS, 1972;
RAUSCHER et al., 1962).

Diante das dificuldades encontradas no processo de avaliagcdo da viabilidade do uso de ovos
comuns (pigmentados) de codorna e seu potencial de replicacdo de alguns virus que
acometem as aves (virus da doenca de Newcastle - NDV, poxvirus - APV e bronquite
infecciosa das galinhas - IBV) e de outras espécies como o virus da influenza equina - EIV,
pelas vias de inoculacdo cavidade alantoide e membrana corio-alantdide optamos por fazer
uso dos ovos (Coturnix coturnix japonica) de casca branca da linhagem NISSEl bem como seu

emprego para cultivo primario de células.



20

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Virologia e Imunologia, da
Universidade Federal de Pelotas - UFPel, em colaboragdao com o Laboratério Regional de
Diagndstico, ambos da Faculdade de Veterinaria da UFPel.

Com vistas a avaliar o potencial de replicagdo viral, 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%. Os
experimentos foram submetidos a uma avaliagdo pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPel (CEEA- 1964/UFPel) e aprovados para execuc¢do da

pesquisa.

Virus Newcastle

Inicialmente utilizou-se uma amostra vacinal liofilizada do virus da doenca de Newcastle
(virus LA-Sota) produzida em ovos embrionados de galinha cedida pelo laboratério Bio-Vet
S/A, a qual oi reconstituida em 3 ml de meio essencial minimo (MEM) estéril (pH 7.0). As
inoculacdes foram feitas aos 7 dias de incubacdo com a cepa lentogénica do virus da doenca
de Newcastle (NDV) pela cavidade corio-alantdide. Foram utilizados quatro volumes de
virus, (20, 40, 80 e 100ul/dose), trés periodos de incubacdo (24, 48 e 72 horas) com seis
repeticdes que totalizaram 72 ovos.

Apds o processo de inoculacdo e incubacdo foram realizadas ovoscopias didrias para
verificacdo de mortalidade embrionaria. Em cada periodo da incubacdo coletou-se liquido
alantéide e forma asséptica para posteriormente ser centrifugado a 2.500 rpm e
armazenado em ultrafreezer a -70°C até o dia da realizacdo da titulacdo viral, que foi
realizada através do teste de Hemaglutinacdo (HA), conforme o descrito por Alexander

(1989).

Virus da variola avidria
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Foi feito uso também de uma amostra vacinal do Avipoxvirus - APV (amostra forte - virus de
pombo), produzida em ovos embrionados de galinha cedida pelo Laboratdrio Bio-Vet S/A. A
amostra liofilizada foi reconstituida em 1 ml de diluente da vacina e as inoculacdes feitas
aos 7 dias de incubagdo pela via da membrana corioalantoide> Foram feitas duas dilui¢cdes
distintas (1:100 e 1:1000) de acordo com o descrito em VILELA (2010) e uma solugdo “mae”.
Nas diluicoes foram usadas quatro volumes para cada propor¢ao (20, 40, 80 e 100ul/dose) e
coleta das membranas corioalantdides feitas com 5 e 7 dias apds inoculacdo viral. Para esta
finalidade foram utilizados 6 repeticdes por tratamento e a avaliagdo da capacidade de
replicacdo viral foi determinada macroscopicamente através da observacdo das lesGes pox
nas membranas que apresentaram de 1 a 3 lesGes por membrana.

Na analise histopatolégica das membranas corioalantéides (MCAs) foi utilizado um
microtomo para obter cortes com 5 um de espessura dispostas em laminas de vidro e
corados com a técnica de hematoxilina e eosina, foram analisados também a hiperplasia
epitelial, degeneracdo vacuolar, corpusculos de inclusdo, inflamacgdo e congestdo/edema nas

MCAs de acordo com o descrito por ALLEN (1994).

Virus da bronquite infecciosa das galinhas (VBI)

A amostra do VBI foi cedida pelo Centro Nacional de Pesquisa em Suinos e Aves (CNPSA) da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) de Concérdia — SC. As inoculagdes
ocorreram no oitavo dia de incubacdo pela cavidade corio-alantéide. Foram utilizados quatro
volumes de virus (20, 40, 80 e 100ul/dose) em dois periodos de incubacdo (5 e 7 dias) com
seis repeticGes em um total de 64 ovos. A ovoscopia diaria foi aplicada para verificar
mortalidade embriondria e em cada periodo da incubacdo ocorreu a coleta dos embrides
para avaliacdo macroscdpica das possiveis lesdes como nanismo, enrolamento e congestao

dos vasos sanguineos.

Virus da influenza equina

A amostra do virus EIV foi cedida pela Universidade Federal de Santa Maria, Setor de

Virologia - SV. Na primeira passagem foi realizada a inoculagdo em 6 embrides com 7 dias de

incubacdo utilizando a cavidade alantdide em um volume de 100ul/dose e, apds 48 horas de
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incubacdo ocorreu a coleta do liquido alantdide e armazenado em freezer -20°C para
realizacdao 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 repeti¢cdes, a titulagdo viral foi realizada

através do teste Hemaglutinacdo (HA) de acordo com o descrito por Alexander (1989).

Cultivo primario

Os cultivos primarios dos fibroblastos de embrido de codorna foram feitos segundo Mayr e
Guerrero (1988) com adaptacdes. Os embrides de 2 e 3 ovos com 7 e 9 dias de incubacdo
foram processados, sendo retiradas deles as patas, cabecas, asas e visceras. O restante foi
triturado com auxilio de um tamis de 100um e a suspensao de células centrifugadas durante
10 minutos a 1500 rpm. O sedimento foi ressuspendido em meio de Eagle (Sigma-Aldrich —
St. Louis, EUA.) com 10% de SFB. Para a contagem das células foi utilizado o corante pds-vital
azul de Tripan (0,4%) e contadas as células vivas, ndo coradas em camara de Fuchs-
Rosenthal. Os fibroblastos foram contados e distribuidos em duas garrafas de 25 cm? com 10
ml de meio com a concentrac¢ao de 5x10° e 3,6x106 células/ml. O cultivo de fibroblastos foi
incubado por 24 horas a 37 2C e apds este periodo foram trocados os meios e realizado a

tripsinizagcdo como o utilizado em linhagens de células.

ANALISE ESTATISTICA

Para os virus titulados, foi aplicada uma andlise de variancia através do procedimento
General Linear Models, do pacote estatistico Statistix 9.0, na procura de verificar,
estatisticamente, as diferencas entre os tratamentos. As varidveis que apresentaram

diferencas estatisticas ao teste (F) foram submetidas ao teste LSD.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A utilizacdo de ovos embrionados de codorna para replicacdo viral ja foi descrita pelos
autores Higgins (1972) e Rauscher et al., (1962), que relataram dificuldade principalmente
para realizacdo da ovoscopia devido a coloracdo da casca (pigmentacdo). Neste experimento
com ovos de casca branca (Coturnix coturnix japonica) da linhagem NISSEI essas dificuldades
ndo foram encontradas, pois os ovos ndo pigmentados proporcionaram facilidade na
visualizagdo das estruturas embriondrias permitindo, desta forma, a execu¢do de uma
correta, e mais precisa, ovoscopia diaria.

Quando utilizado o virus da doenca de Newcastle, os resultados demonstrados foram
dependentes do tempo de incubagdo e do volume utilizada. O melhor tempo de incubacgao
foi de 72 horas, sendo superior ao controle de virus (zero hora), 24 e 48 horas
proporcionando titulos virais mais elevados (P<0,0001) (figura 1). Schiavo et. al., (2001), na
producdo de antigeno viral de Newcastle com ovos embrionados de galinha verificaram que
o melhor momento para a coleta de liquido alantéide foi as 96 horas pds-inoculagao.
Segundo Lennete (1995) os virus quando inoculados na cavidade alantdica se propagam nas
células endodérmicas da membrana alantéide com subsequente liberagdo de virus no fluido
alantéico. Portanto, tanto a membrana quanto o fluido alantdico podem ser usados como
fontes de virus. O protocolo oficial da “Office International de Epizooties - OIE” (2008)
preconiza a faixa de tempo de incubagao pds-inoculagao viral com embrides de galinha de

96 até 168 horas.
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Figura 1 - Titulagdo do virus de Newcastle da linhagem NISSEI inoculados em ovos embrionados de codorna de
acordo com o tempo de coleta.
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Com relagdo aos volumes dos virus utilizados, os volumes de 20 e 40 pl/dose n3do diferiram
entre si, mas promoveram um aumento nos titulos virais sendo superiores ao controle
(P<0,0001). Com os volumes de 80 e 100ul/dose houve aumentos ainda maiores dos titulos
virais, sendo a concentragdo de 100ul/dose estatisticamente superior a todos os volumes
utilizados neste experimento (P<0,0001) (figura 2). Esta concentracdo ja foi utilizada por
outros autores proporcionando também elevacdo na titulagdo, porém com ovos

embrionados de galinha, sendo com volume de 100ul/dose (SCHIAVO et al., 2001; NUNES
2011).
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FIGURA 1 - TITULACAO DO VIRUS DE NEWCASTLE DA LINHAGEM NISSEI INOCULADOS EM OVOS EMBRIONADOS DE CODORNA
DE ACORDO COM 0S VOLUMES DAS COLETAS EM LIQUIDO ALANTOIDE DE OVOS EMBRIONADOS DE CODORNA.

Segundo Mahy e Kangro (1996), quando inoculado na membrana corioalantéide (MCA) de
ovos embrionados de galinha, o avipoxvirus (APV) causa uma lesdo de coloracdo
esbranquicada denominada lesdo pox, que é, essencialmente, uma darea de resposta
inflamatdria decorrente da invasdo do virus nas células epiteliais da membrana. Na abertura
dos ovos embrionados com o virus da variola aviaria de 5 e 7 dias pds-inoculacdo, foram
observadas lesGes macroscdpicas tipo pox (MCA) em todas os volumes de virus (20, 40, 80 e
100 pl/dose) e dilui¢Bes utilizadas com (1:100 e 1:1000)e a solucdo “mae”. Porém, a melhor
visualizacdo e identificacdo das lesGes macroscdpicas se deu com 7 dias (figura 3) sendo

encontradas, em média, 3 lesGes por membrana.



25

FIGURA 2 - MCA DE EMBRIAO DE CODORNA DA LINHAGEM NISSEI FIXADA EM FORMALDEIDO 10%, INOCULADA COM APV.

No exame histopatoloégico foram identificadas lesées na MCA como hiperplasia de células
epiteliais com degeneracdo hidrdpica, necrose e presenca de corpusculo de inclusdo viral
eosinofilico no citoplasma de células epiteliais. No mesoderma havia infiltrado inflamatdrio
difuso e acentuado constituido de heterdéfilos e alguns linfécitos. Também se observou
congestdo e heterdfilos na luz dos vasos sanguineos. O diagndstico definitivo desta
enfermidade pode ser estabelecido a partir da presenca de grandes corpusculos de inclusdo
intra-citoplasmaticos eosinofilicos (Corpusculo de Bollinger) (Figura 4) nas células epiteliais,
referido como sinal patognomoénico (BACK et al., 1995; MOHAN e FERNANDES, 2008;
TAGELDIN et al., 2006). Estes dados corroboram com os dados obtidos, Vilela (2010), que
apresentaram lesdes histopatoldgicas similares diferenciando o tempo de incubacdo e

periodo das coletas das MCA de embrides de galinha.

Figura 4 - MCA de embrido de codorna da linhagem NISSEI corada com hematoxilina eosina, observada em
microscoépio éptico.

* Seta na figura indica corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos eosinofilicos de células epiteliais do
mesoderma.

Para o virus da bronquite infecciosa das galinhas, dos 4 volumes de virus utilizados (20, 40,
80 e 100ul/dose), somente com 40ul/dose puderam ser observadas as lesdes de nanismo e
enrolamento (figura 5). Estas lesbes foram encontras nos embrides submetidos ao periodo

final de sete dias de incubagdo pds-inoculagdo viral. No volume de 20ul/dose n3o foi possivel
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observar estas lesGes e nos volumes de 80 e 100ul/dose houve mortalidade embrionaria em

todos os periodos de incubagao utilizados.

Figura 5 - Embrido de codorna apresentando lesdes de nanismo e enrolamento causados pelo virus da
Bronquite Infecciosa das Galinhas (A) e controle (B).

De acordo com o descrito por Raj et al., (2004) pode haver a necessidade de trés ou mais
passagens para ocorrer as lesdes sendo que alguns isolados de campo VBI ndo induzem
lesGes embrionadrias especificas durante varias passagens. Para Lovato e Dezengrini (2007),
encontraram-se as mesmas lesdes nos embrides, porém, considera-se necessario para a
visualizacdo das lesdes de trés a quatro passagens da amostra de campo.

Cabe salientar que neste estudo houve apenas uma passagem do virus em ovo embrionado
de codorna, desta forma acredita-se que com mais passagens as lesdes poderiam ocorrer em
maior numero. De acordo com a portaria 186/1997 do MAPA (Porto, 1997), que trata das
normas para a producdo, controle e emprego de vacinas contra a bronquite infecciosa, os
embrides de galinha sdo examinados do 52 ao 72 dia apds inoculagdo considerando-se
positivos aqueles que evidenciarem lesdes tipicas VBI.

A replicagdo do virus influenza equina, assim como aconteceu com o VDN, foi dependente
da concentracdo e o tempo de incubacdo. O melhor tempo de incubacdo foi com 48 horas,
sendo superior aos demais (P=0). As 24 horas de incubac¢do n3o houve aumento nos titulos
virais ndo ocorrendo diferenca para o titulo inicial do virus utilizado (figura 6). Algumas
fontes como Oliveira et al., (2005) e manuais técnicos (OIE, 2012) relatam que o tempo
indicado para coleta do liquido alantoide deva ser de 72 horas quando sdo utilizados

embrides de galinha para este fim, porém, neste experimento, com o periodo de 48 horas
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pds-inoculacdo, foi verificado através de ovoscopia que os embrides de codorna ja estavam

mortos, sendo neste momento coletadas as amostras para titulagdo.
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FIGURA 3 - TITULAGAO DO ViRUS DA INFLUENZA EQUINA EM OVOS EMBRIONADOS DE CODORNA DA LINHAGEM NISSEI DE
ACORDO COM O TEMPO DE COLETA.

Levando-se em conta o volume de virus utilizado neste experimento, o volume que
proporcionou os titulos virais mais elevados foi o de 40ul/dose com (figura 7). Da mesma
forma tanto os volumes de 20ul/dose quanto os de 100ul/dose foram superiores ao titulo

inicial do virus Normalmente quando se trabalha com embrides de galinha o volume de virus

utilizado é de 100pul/dose (MULLER, et al., 2008).
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Figura 7 - Titulagdo do virus da influenza equina de acordo com os volumes coletadas em liquido alantdide de
ovos embrionados de codorna da linhagem NISSEI.
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Alguns micro organismos necessitam de fibroblastos de embrido de galinha para a sua
propagacao in vitro (SOUZA et al., 2006). Raros sdo os trabalhos que utilizam embrides de
codornas para esta finalidade. A técnica de cultivo primario de ovos embrionados utilizados
nesse experimento foi similar ao descrito por LADEIRA et al., (2008) diferindo na forma de
obtencdo das células que ao invés de enzimatica com tripsina foi realizado de forma
mecanica com o uso de um tamis. Em nosso trabalho, embora ndo haja um padrdao pré-
estabelecido para o cultivo primdrio de embrido de codorna, foram realizadas adequacdes
na técnica utilizada para o cultivo primdrio de embriées de galinha. Num primeiro
experimento com dois ovos embrionados de codorna com 7 dias de incubagao foram obtidas
3,8x10° células, ja num segundo momento com trés embrides foram obtidas 5x10° células. Ja
no trabalho de Ladeira et al. (2008), com 5 ovos embrionados de galinha, foram obtidos
3,6x10° células, desta forma, mostrando-se muito semelhante em nimero de células viaveis,
guando sdo utilizados tanto embrides de galinha quanto de codorna. Salienta-se que este
cultivo primario de fibroblastos de embridao de codorna mostrou-se viavel durante quatro
passagens (figura 8) sendo que é descrito na literatura para cultivos primarios uma

capacidade de multiplicacdo de 3 a 20 passagens in vitro (UFMG).

FIGURA 4 - CULTIVO DE FIBROBLASTO DE EMBRIAO DE CODORNA DE CASCA BRANCA.

CONCLUSAO

Neste estudo, os ovos embrionados de codorna foram eficientes para replicagdo do virus da
doenca de Newcastle, virus da variola aviaria, virus da bronquite infecciosa das galinhas e
virus da influenza equina. Estes embrides se mostraram aptos também para serem utilizados

em cultivo primario de fibroblastos
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USE OF EMBRYONATED EGGS OF QUAILS (Coturnix coturnix japonica)
FROM NISSEI LINEAGE TO PROPAGATION OF VIRUSES AND PRIMARY CELL
CULTURE

ABSTRACT

The present work aims to evaluate the potential for replication in vivo of Newcastle virus,
fowlpox, avian infectious bronchitis of chickens and equine influenza virus in embryonated
eggs of quail (Coturnix coturnix japonica) of the NISSEI lineage. The routes of inoculation
used were allantois and chorioallantoic membrane. Allantoic liquid and chorion membranes
were collected for HA test, observing the injury and performing embryo diagnostic according
to the viruses analyzed. In inoculated eggs with Newcastle disease virus it was collected the
allantoic liquid to perform the test of HA, with a best result of incubation for 72 hours with
the volume of 100 pl. In inoculation of fowlpox virus, samples collected were chorion
membranes to analyze pox lesions and, subsequently, to a histopathological analysis, being
that all volumes used showed characteristic lesions of this illness. For infectious bronchitis
virus of chickens, among all volumes used, only the 40 ul presented lesions in the embryo,
such as dwarfism and winding. The equine influenza virus replication, as happened with the
VDN, was dependent on the volume and the incubation time, being the best time with 48
hours using the volume of 40 pl. Embryonated eggs quail white bark can be used for the
primary fibroblasts cell culture, and may remain viable after four in vitro passages.

Keywords: Chorioallantoic membrane. Allantoic fluid. Quail. Embryonated egg.

USO DE EMBRIONES DE CODORNIZ (Coturnix coturnix japonica) LINAJE
NISSEI PARA LA PROPAGACION DE VIRUS Y CULTURA CELULAR PRIMARIA

RESUMEN

Este estudio tiene como objetivo evaluar El potencial de replicacion in vivo de los virus de
Newcastle, de la viruela aviaria, de la bronquitis infecciosa de las gallinas y de la gripe equina
en huevos embrionados de codorniz (Coturnix coturnix japonica) de la lineaje Nissei. La
cavidad alantoides y la membrana corioalantoidea fueran utilizadas como rutas de
inoculacién de los virus. Los fluidos alantoides y las membranas corioalantoideas fuero
fluidos alantoides y las membranas corioalantoideas recogidas para la realizacion del teste
de HA y analisis de las lesiones en los embriones de acuerdo con los virus estudiados. En
huevos inoculados con el virus de Newcastle se recogieron fluidos alantoideos para la
realizacion de la prueba de HA donde el mejor resultado se obtuve con la incubacion fluidos
alantoides y las membranas corioalantoideas recogidas para la realizacidn del teste de HA
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analisis de las lesiones en los embriones de acuerdo con los virus estudiados. En huevos
inoculados con el virus de Newcastle se recogieron fluidos alantoideos para la realizacion de
la prueba de HA donde el mejor resultado se obtuve con la incubacién durante 72 horas con
el volumen de 100 pl. En la inoculacién de la viruela aviar se recogieron las membranas
corioalantoideas para analizar las lesiones del virus y, posteriormente, para el andlisis
histopatoldgico donde todos los volumenes utilizados mostraron lesiones caracteristicas de
esta enfermedad. Para el virus de la bronquitis infecciosa, de todos los volimenes utilizados,
solo los huevos inoculados con 40ul tenian lesiones como enanismo y sinuoso en el embridn.
La replicacion del virus de la gripe equina, asi como con el VDN fue dependiente del volumen
y el tiempo de incubacién siendo el mejor tiempo con 48 horas utilizando el volumen de
40ul. Incluso se observod que los huevos embrionados de codornices linea NISSEI pueden ser
utilizados para el cultivo primario de fibroblastos que pueden permanecer viables in vitro
por cuatro pasajes.

Palabras clave: Codorniz. Alantoides. Membrana corioalantoidea. Huevos embrionados.
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3 Consideracgdes Finais

Neste estudo, os ovos embrionados de codorna foram eficientes para
replicacdo do virus da doenca de Newcastle, virus da variola aviaria, virus da
bronquite Infecciosa das Galinhas e virus da influenza equina. Estes embrides se

mostraram aptos também para serem utilizados em cultivo primario de fibroblastos.
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