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SmoPsE.-

Foi descrite pela primeira vez um foco da doenga de Newcastle em emas (Rhea

americana, Rheidae, Ratita), mantidas em cativeiro no Jardim Zoolégico de Brasilia,

A doenga foi diagnosticada pelo quadre anitomo e histopatolégico, isolamento do virus
em 0ovos embrionados de galinha, testes de hemaglutinagio e inibigio da hemaglutinagio,

Foi, ainda, reproduzida em pintos de uma semana de idade, dos quais o virus foi reisola-
do. Em frangos vacinados com vacina comercial contra a doenga de Newcastle, preparada eom
amostra La Sota, nao fol possivel reproduzir a doenga, o que comprovou, ainda mais, a

identidade do virus.

INnTRODUGAO

A doenga de Newecastle, em galinha, foi notificada, pela
primeira vez no Brasil, por Santos et al. (1954), no Ter-
ritério do Amapd, sendo entio relatada em diversos Es-
tados (Guimardes & Silva 1954, Alice et al. 1956, Gui-
maries 1956, Giovanonni 1961, Silva et al, 1961 e
Bueno et al. 1962). Guimarfes (1961) observou sua
presenca em Brasilia, DF, Cunha e Silva (1953) isola-
ram e identificaram o virus de aves provenientes dos pri-
meiros focos.

Além da galinha, espécie em que a doenga ocorre
com mais freqiiéncia, muitas outras espéeies sio na-
turalmente sensiveis {Reis & Nébrega 1956, Fritzsche &
Gerriets 1962, Biester & Schwarte 1984), tendo sido no-
tificada no Brasil nas seguintes aves: faisdo (Silva 1954
¢ Bueno et al. 1971), pato, pombo, codoma japonesa,
peru, marreco e jacu (Bueno et al. 1962, 1871).

Mais recentemente, a doenga foi notificada em vi-

- rias " espécies de aves selvagens mantidas em cativeiro

(Friend & Trainer 1970, Luthgen & Wachendérfer

1970, Matzer & De Mota 1971} ou servindo como vei-

culo disseminador da doenca {Danchev 1970, Palmer &
Trainer 1970, Luthgen 1972),

Na literatura compulsada nio se encontrou referéncia
da doenga em ema, o que motivou o presente relato.

1 Aceito para publicagio em 17 de julhe de 1974.
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MATERIAL E METODOS
Histérico

No dia 28 de setembro de 1871 foram entregues ao la-
boratério do Servigo de Zoonoses trés emas, duas vivas
e uma morta, provenientes do Jardim Zoolégico de
Brasilia, DF, onde, em um viveiro de 41 aves jovens, 10
adoeceram e morreram, apresentando sintomas respira-
térios e mervosos. A idade das aves afetadas variou de
10 a 60 dias e o curso da doenga foi de trés a 10 dias.
As aves recebiam como alimentagio ragio balanceada
para galinhas (inicial e crescimento), farinha de ostra,
verduras, bananas, carne bovina, insetos (larvas e adul-
tos), pasto e agua. -

Exames clinicos e achados de necropsia

Foram examinadas clinicamente no viveire 10 aves doen-
tes e, destas, trés foram enviadas ao laboratério e ne-
cropsiadas, ) :

Os sinais clinicos observados foram: anorexia; diar-
réia profusa, aquosa, branco-esverdeada; corrimento na-
sal seroso; espirros acompanhados de movimentos bruscos
da cabega em sentido lateral e sons vocais anormais;
movimentos laterais progressivos da cabega em peque-
nos arrancos; incoordenagio motora com quedas fre-
gitentes e dificuldade de acompanhar o bando; difi-
culdade de preensfio do alimento; prostra¢io com cabega
pendida para um dos lados e permanéncia dos movimen-
tos de lateralidade.

Os exames andtomo-patolégicos das aves revelaram:

ave n.® 1l: chegada morta; auatolisada; '

ave n.® 2: uma semana de idade, sacrificada 24 horas apés
ter chegado ao laboratério; apresenton epenas discreta hemorra-
gia mos foliculos glandulares do proventriculo, figade de eoclow
ra¢do amarelada, fridvel e aspecto cozido, pronunciada onfalite
e retengdo da gema; ’

avea 0.° 3; um més de idade, morreu uma semana apds ter
sido levada ao laboratério; apresentou corrimento nasal seroso,
mucosidade na cavidade oral, discreta hemorragia nos foliculos
glandulares do proventriculo, hemorragia profusa na camada sub-
cuticular da moela com alta infestacdo por espirurideos, enterite
hemorrigica e alta infestagio por cestédeos.

Colheita de material .
De duas aves necropsiadas foram colhidos, em placas
de Petri estéreis, fragmentos de pulmio e encéfalo, os
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quais foram mantidos em refrigerador (4—6°C) por 24
?oras, para inoculagio em ovos embrionados de ga-
inha.

Fragmentos de pulmio, encéfalo, proventriculs, moe-
la, figado e coragio foram fixados em formol a 10%, in-
cluidos em parafina e corados pela hematoxilina-eosina,
para estudos histopatologicos.

Isolamento do virus

Os fragmentos de pulmio e encéfalo, apds pesagem,
foram triturados em geral com areia e suspensos em
soro fisiolégico estéril a 0,85%, obtendo-se uma suspen-
sio a 1:3. Esta foi centrifugada a 2.500 rpm durante
10 minutos, colhendo-se o sobrenadante, que foi tra-
tado com 1.000 Ul de penicilina a 1 mg de estreptomi-
cina por mililitro. Trinta ovos embrionados de galinha
de 11 dias de incubagfo, originirios de incubatério co-
mercial, foram, entio, inoculados pela via corio-alan-
téide no volume de 0,1 ml, fazendo-se ovoscopia de
24 em 24 horas apbs a inoculagio,

Os ovos cujos embries se apresentaram mortos fo-
ram mantidos em geladeira por um minimo de 30 mi-
nutos, para retragio da gema, colhendo-se o liquido
corio-alantbide, apls a abertura total da cdmara de
ar. A partir deste liquido foram feitas mais trés pas-
sagens sucessivas, da forma descrita. Todos os liquidos
colhidos foram ‘estocados a menos 20°C, apds provas de
esterilidade em meios de toglicolato, 4gar sangue e Ta-
rozzi. oo

Identificacio do virus
Prova de hemaglutinagde (HA)}. Em uma série de 10
tubos de hemdlise distribuiram-se 2,4 ml de soro fisicl4-
gico estéril no primeiro tubo e 1,5 ml nos restantes. Ao
primeire tubo foram adicionades 0,6 ml! do liquido alan-
toide em teste, homogeneizando-se o contetido, com pi-
peta estéril, por succio e devolugio do liquido, obten-
do-se uma dilui¢io 1:5. Transferiram-se ao tubo seguin-
“te 1,5 ml da diluigdo anterior, homogeneizando-se da
mesma forma, e assim sucessivamente, até o tltimo
tubo, do qual foram desprezados 1,5 ml, obtendo-se
dilui¢fes ao dohro até 1:2.560.

Para o preparo da suspensio de hemdtias de gali-
nha, o sangue, obtido por pun¢io cardiaca, foi colo-
cado em solugio de Alsever e centrifugado, desprezan-
do-se o sobrenadante, O sedimento foi ressuspenso em
soro_fisiolégico estéril a 0,85% e centrifugado, despre-
zando-se 0 sobrenadante; a operagio se repetiu até que
este se apresentasse limpido. As hemétias assim o¢btidas
foram adicionadas de soro fisiolégico até se obter uma
suspensdo a 1%.

Em uma série de 11 tubos de hemélise, colocaram-
se 0,25 ml de soro fisioldgico nos 10 primeiros e 0,50
ml no ltimo, A cada um dos tubos que receberam 0,25
ml de soro fisiolégico adicionaram-se 0,25 ml de cada
diluigio do virus, mais 0,25 ml de suspensio de hemi-
tias, O 1L.° tubo récebeu apenas 0,25 ml de suspensio
de hemitias, constituindo-se em tubo controle. Apés agi-
tagfio, a mistura foi incubada & temperatura ambiente
{média de 26°C), realizando-se leituras aos 15, 30 e
45 minutos {Brandly et al. 1947}).

Prova de inibigdo da hemaglutinagdo (HI). Foi utili-
zado soro de aves infetadas experimentalmente com li-
quido alantéide da 2.* passagem, colhido no periodo
pré-agénico. Um soro de galinha, negativo para a do-
enga de Newcastle, foi utilizado como controle.

Como fontes de virus foram utilizados liquidos alan-
téides das trés primeiras passagens,
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Utilizou-se a prova alfa, seguindo-se 0 mesmo roteiro
da prova de hemaglutinacio, usando-se 0,25 ml de soro
diluido 2 1:5 ao invés de 0,25 ml de soro fisiologico.
A mistura soro + virus foi deixada em contato por 10
minutos antes de se adicionar a suspensio de hemétias e,
entio, incubada 4 temperatura ambiente (média de
26°C), fazendo-se leituras apds 15, 30 e 45 minutos. O
titulo do soro foi calculado dividindo-se o titulo HA do
liquido alantbide pelo titulo HI do soro, multiplicado
pelo fator de diluicio do soro.

Inoculagéio experimental em pintos

Os pintos utilizados nas inoculagdes experimentais pro-
vieram do mesmo incubatério comercial citade anterior-
mente.

Reproducde de doenga. Trinta pintos de uma semana
de idade foram usados nesta prova, em que foram feitas
inoculagies com liquido alantéide puro obtido da 2.
passagem; foram distribuidos em seis grupos de cinco
animais:

grupo I: instilagio masal, uma gota na narina esquerda;
grupo II: instilagio ocular, uma gotza no clho esquerdo;
grupo III: intramuscular, 0,1 ml no musculo do peito;
grupo IV: intraperitoneal, 0,1 ml;

grupe V: subcutineo, 0,1 ml na membrana da asa esquerda;
grupo VI: testemunha, sem Inoculagio.

Os animais dos grupos I a V foram mantidos em
gaiolas de madeira, teladas com tela plastica de 1 mm
de malha, cobertas com placa de vidro e com piso de
tela metilica de 1 em de malha. Os excrementos foram
colhidos em gavetas de madeira cobertas com papel
jornal, colocados sob o piso, O grupo VI foi mantido
em gaiola idéntica, em sala distante cerca de 80 metros
da dos animais inoculados, Todos os cuidados foram to-
mados para evitar a contamina¢do intergrupos. Relatdrios
didrios dos animais inoculados foram feitos em ficha
prépria. Dos animais mortos foram feitos exames ani-
tomo-patolégicos e colhidos fragmentos de diferentes Gr-
gios para histopatologia e inoculagio em ovos embrio-
nados de galinha. Os fragmentos colhidos para inocula-
¢do foram conservados A temperatura de menos 5°C por
48 horas, apds o que se preparou uma suspensio a 1:5
em soro fisiolégico tratado com 1.000 Ul de penicilina e
1 mg de estreptomicina, que foi inoculada em 12 oves
embrionados de galinha de 1l dias de incubagfio, Foi
feita ovoscopia 24 e 48 horas apds a inoculacdo. Dos
embrides mortos colheu-se liguido alantdide, proceden-
do-se aos testes HIA e HI e de esterilidade bacteriols-
gica em meios de tioglicolato, dgar sangue e Tarozzi.

Inoculagdo em pintos vacinados. Um grupo de 13 aves
foi vacinado, sendo cinco aos 8 dias de idade e oito aos
11 dias, com vacina comercial preparada com virus vivo
modificado, amostra La Sota, pela via intramuscular
e na dose de 0,2 ml Oitenta e oito dias apss vacina-
¢do, para os primeiros, e 18 dias para os outros, foi
feita a inoculagio com liquido alantéide puro, prove-
niente da 2.* passagem, na dose de 0,1 ml e pela via
intraperitoneal. Um outre grupo de nove aves nic va-
cinadas foi inoculado da mesma forma, servindo como
testemunha. Todos os grupos foram mantidos separados,
em gaiolas coletivas de arame galvanizade, e observa-
dos por um periodo de 22 dias, fazendo-se relatdrios
didrios em ficha prépria. Dos animais mortos foram feitos
exames andtomo-patoldgicos,
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REsULTADOS

Histopatologia

O estude histopatolégico das pecas obtidas das emas
necropsiadas revelou:

ave n.* 3: moela com congestio da capa muscular e dege-
tode o parénquima; cérebro e cerebelo com hiperemia, discretas
hemorragias focais, pequenos focos de infiltragio de mononuclea-
dos e degeneragiio neuroneal;

ave n,° 3: moela com congestio da capa muscular e dege-
neracio do epitélio das glindulag da tinica e hemorragias no
c6rion e submucosa; intestinos apresentando esfacelamento da
mucosa e hemorragias na mucosa e submucosa; coracio com he-
morragiag focais no miocdrdio; cérebro e cerebelo com hipere~
mia de vases, discreta bemorragla focal, pequenos focos de infil-
tragio de mononucleados e degeneragic meuronesl,

Isolamento do virus

Os embrides inoculados com a suspensio de pulmio e
encéfalo morreram em 48 horas com intensa hipere-
mia, principalmente da cabega, e hemorragias punti-
formes nas extremidades. O mesmo ocorren nas trés
passageas posteriores, Os liquidos alantbides colhidos
apresentaram-se livres de ecrescimento bacteriano,

Identificagdo do virus

Provg de hemaglutinagGo (HA). O virus teve a capa-
cidade de aglutinar hemdtias de galinha, dando os se-
guintes titulos: 1.2 passagem, 1/1.280; 2.2 passagem,
1/1.280; 3.* passagem, 1/640 e 4.* passagem, 1/640,
conforme Quadro 1.

Prova de inibicdo da hemaglutinacdo (HI). Os so-
ros utilizados nesta prova inibiram a hemaglutinagio,
com os seguintes titulos: 1.* passagem, 640; 2. pas-
sagem, 640; 3.* passagem, 320, conforme Quadro 2.
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Inoculagdo experimental em pinfos

Reprodugdo da doenga., O periodo de incubagio da
doenga experimental, em pintos que receberam inocula-
¢io por diferentes vias, variou de 6 a 13 dias e a mor-
te ocorreu entre o 6.° e o 18.° dias apds a inoculagdo,
sendo maior no 7. e 11.° dias, quando a mortalidade
foi de 20% por dia. A via de maior eficiéncia fol a
intraperitoneal com 100% de mortalidade, seguida pelas
vias nasal, ocular e intramuscular com 80%. A via de
menor eficidneia foi a subcutinea com 40%. No grupo
testemunha a morbidade e a mortalidade foram zero.
Dos seis sobreviventes inoculados, dois apresentaram
sintomas tipicos e severas seqiielas, traduzidas por per-
sisténcia dos sintomas nervosos (tremores, incoordenagio
motora, movimento pendular da cabega}; os outros nio
apresentaram nada digno de nota.

Dos animais que morreram, 12 apresentaram uma for-
ma superaguda da doenga, ndo apresentando quais-
quer sintomas antes da morte. Os outros, inclusive aque-
les que apresentaram seqiielas, apresentaram sintomas
tais como: tristeza, arrepiamento de penas, anorexia,
diarréia branco-esverdeada, asas caidas, incoordenagio
motora, movimento pendular da eabega, apoio sobre os
tarsos, corrimento nasal seroso bilateral e espirros. Os
sintomas nervosos apresentaram-se em primeiro lugar e
com mais intensidade que os outros, permanecendo até
o final das observagfes.

O exame necroscdpico dos animais demonstrou as se-
guintes alteragGes; :

grupo I (nasal): mucosidade espessa ma cavidade oral e tra-
quéia que, em algumas aves, se apresentava congesta e com
residucs alimentares; distensio do inglivio por muco e gis;
hemorragias puntiformes na mucosa do proventriculo; congestio
do duodeno; replegio da vesicula biliar, figado com manchas
claras & escuras, apresentando algumas hemorragias subcapsulares;
pulmio congesto e derrame pleural sanguineo; congestio do ba-
¢0; meninges congestas;

grupo Il {ocular}: turvagio dos sacos afreos; hemorragias
puntiformes no epicirdio; congestdo passiva do bage; congestfo
hepdtica; congestio, edema e enfizerna pulmonar;

Quapro 1. Resultados das provas de hemaglutinagdo (HA) dos lquidos alantéides das diversas passagens
do virus, aos 45 minutos de incubagio

Diluigdes do lHquido alantéide

Passagem 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Titulo IIA
5 10 20 40 80 160 320 640 1.280 2.560
1a P P P P P P P P P N 1,280
2= P P P P P P P P P N 1,280
3. P P P P P P P P N N 640
4. r P P P P P P r N N 640

P = hemaglutinagiio positiva, N = hemaglutinagZo negativa.

Quapro 2. Resultados das provas de inibipio da hemaglutinagdo (HI), teste alfa, dos liquidos alantdides
as trés primeiras passagens do tirus, aos 45 minutos de incubacdo

Diluigdes do liquido alantéide

Passagem 1 1 1 1 1 1 1 1 ’ 1 1 Tftule HI
; 10 20 40 80 160 320 640 1.280 2.560
Is P N N N N N N N N N 640
2. r N N N N N N N N N 640
3. P P N N N N N N N N 320
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grupo I {intramuscular): intensa mucosidade nat cavidades
natal e oral, esdfage e inglivio; peritdnio espessado; cavidade
peritoneal com muco amarelado; turvagio dos sacos aéreos; hi-
dropericérdio; figado com manchas claras e escuras, com #reas
de congestio passiva e pequenos pontos hemorrdgicos; hiperemia
da serosa do proventriculo que apresentava conteudo escuro tipo
sangue digerido, mucosa com hemomagias puntiformes, principal~
mente na drea de transicio com a moela; conteddo da moela
idéntico ao do proventriculo, ecuticula de coloracio escura e
discreta hemorragia subcuticular; discreta hemorragia na porgio
inicial do duodeno; conteddo intestinal de coloragdo achocela-
tada; " distensio da ampola retal; rim de coloragie pilida com
depdsitos de wuratos; pulmido congesto com é4reas de hepatizagfio;
discreta congestdo das meninges;

grupo IV (intraperitoneal): mucosidade na cavidade oral e esd-
fago; congestio da traquéia; distensdo do inglivie por alimento
e muce; turvagfio dos sacos aéreos; peritdneo espessado, opace,
com manchas amareladas; hiperplasia dog foliculos glandulares do
proventriculo; congestio e hemorragia da mucosa do reto e cloa-
ca; congestdc pulmonar; derrame sanguineo no local da inocula-
¢do; congestio e hemorragias das meninges;

grupe V (subcutineo): presenga de liguido escure na tra-
quéa; inglivie distendido por liquido escuro; ffgado com man-
chas claras e escuras; rompimento da cédpsula esplénica; muco-
sidade escura com aspecto de sangue digerido ne proventriculo;
discretas hemorragias subcuticulares na moela, ao lado de pon-
tos brancos salientes; hiperemia da porgic inicial do duodeno,
enterite hemorrdgica e distensic da ampola retal; rins pilidos
e ureteres repletos de uratos; hiperemia das meninges.

O exame histopatol6gico revelou as seguintes altera-
coes:

proventriculo com descamagio do epitélioc das glindulas tubu-
losas superficiais, permanecendo quase s6 & tinica prépria; pro-
cesso degenerativo do epitélio das glandulas da muscularis mu-
cosae, hemorragias e infiltrag30 por mononucleados e fibroblastos
no . corion interglandular; discreta hemorragia na submucosa; in-
filtragfo mononuclear na tinica prépria; intestino delgade, en-
terita‘catarral; figado congesto, com 4reas de necrose e infil-
tracio mononuclear e hemorragia; pulm@o com atelectasin, con-
gestdo, intensa hemorragia e infilongdo wmononuclear; coragfo
com degeneracio de fibras, pequenas #éreas’ de hemorragia; cé-
rcbro apresentando discreta infiltragdo perivascular na substincia
branca, éreas de degeneragio das células gliais, degeneragio
peuroneal e neuroneofagia; cerebelo com intensa congestio das
camadas granulosa e medular, hiperplasia da granulosa; bago
com intensa congestio e dilatagfio dos seins venosos, hipoplasia
dos foliculos Jlintdides, espessamento e proliferagio da cépsula.

Odvirus foi reisolado das aves experimentalmente ino-
culadas. )

Inoculagio em pintos vacinados, No grupo testemu-
nha nio vacinade a mortalidade ocorreu entre o 62 ¢
12.° dias, alcangando 77,7%, e a morbidade 100%. Hou-
ve somente dois sobreviventes que foram sacrificados.
Todas as aves apresentaram sintomas da doenca de
Newcastle e as lesdes post-mortem foram idénticas dque-
las observadas anteriorments, Nos grupos vacinados a
morbidade e a mortalidade foram zero, sendo que
ocorreu a morte de uma ave por acidente (pisoteia),

Discussio £ CONCLUSOES

No presente trabalho ficou demonstrada a suscetibilidade
da ema 4 doenga de Newcastle, naturalmente adqui-
rida.

A doenca em emas, no presente foco, foi constatada
apenas em aves jovens. Os sintomas nervosos apresen-
taram-se na fase inicial da doenca com aumento gra-
dativo e foram seguidos pelos sintomas respiratérios,
contrastando com a maioria dos autores (Reis & Noé-
brega 1956, Fritzsche & Gerriets 1962 & Hanson 1972).
A morbidade foi de 25% e a mortalidade de 100%, As
lesges, embora discretas em relagio ao quadro clinico,
foram do tipo congestivo, hemorrdgico, degenerativo e
infiltrativo, principalmente do sistema nervoso central,
em concordincia com a maioria dos autores.
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Embora as suspensdes, para as diferentes inocula-
¢des, tenham sido realizadas em soro fisioldgico a 0.85%
e ndo em caldo simples, como é a 1otina de trabalho
com o virus da doenga de Newcastle, conseguiu-se o
seu isolamento com facilidade. o .

A amostra de virus isolada demonstrou alta patoge-
nicidade para o embriio de galinha, sendo letal para
100% dos embriges inoculados, em 48 horas. Acentuadas
lesdes congestivas e hemorrdgicas foram observadas
em diferentes partes dos embrides, notadamente nas
asas e nas patas. .

O titulo hemaglutinante do virus foi semelhante ao
obtido por Cunha e Silva {1955}, para amostra Amapa.

O poder hemaglutinante do virus foi inibido pela
a¢io de soros de reconhecido teor em anticorpos para
o virus da doenca de Newcastle, nas provas de inibigio
da hemaglutinaggo.

A amostra de virus isolada das emas reproduziu os
sintomas descritos para a doenga de Newcastle em pin-
tos, com periodo de incubagio que variou de 6 a 13 dias,
utilizando-se diferentes vias de inoculagio. A via de
maior eficiéncia para reproduzir a infecgio foi a intrape-
ritoneal, que foi letal para 100% das aves inoculadas,

Em pintos, previamente imunizados com vacina co-
mercial preparada com virus vivo atenuado, amostra
La Sota, a doenga niio foi reproduzida.

Pelo exposto no presente trabalho, concluiu-se pelo
isolamente do virus da doenga de Newcastle de emas
em condigbes naturais de infeccfio e, até onde conhece-
mos, parece ser esta a primeira vez que se registra na
literatura nacional e mundial a doenga nesta espécie de
ave. o
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