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O avestruz (Struthio camelus) é uma espécie comercial melhorada que se originou na Africa e tem
aumentado em popularidade nos dltimos anos, caracterizada por pequenas operagdes, consistindo de apenas
alguns pares de criacdo para operacdes mais intensivas em larga escala (El-Attrache et al., 2001). As ratitas
sdo susceptiveis a doencas severas de aves domésticas, incluindo a Influenza Avidria (IA), e por essa razdo,
em 1997, a People’s Replubic of China postou um embargo na importacido de aves domésticas processadas
nos Estados Unidos pois alguns rebanhos do Texas apresentaram anticorpos para IA (Clavijo et al., 2003).

No Brasil as operagdes em larga escala sdo principalmente de producdo de carne e produtos de couro.
Em decorréncia da utilizagdo de métodos mais intensivos de criacido pelos produtores, houve um aumento na
preocupagdo sanitdria, havendo um aumento nas praticas de medicina veterindria preventiva tal como
monitoramento de doengas e vigilancia sanitdria. Embora a produgdo comercial de avestruzes seja comum,
pouca pesquisa foi empreendida sobre a ocorréncia de virus patogénicos, os quais geralmente infectam
rebanhos comerciais.

A Doenca Infecciosa da Bursa (DIB) ou Doenga de Gumboro € uma doenga viral aguda, altamente
contagiosa que causa perdas econdmicas no Brasil. O virus da DIB (VDIB) pertence ao género Avibirnavirus
e é considerado o causador de uma importante e aguda doenca contagiosa da industria de aves domésticas e
se espalhou mundialmente. Em geral, o VDIB, cujo genoma consiste de dupla fita de RNA (segmento A e B),
tem ativamente dividido linfécitos B como células alvo para sua replicacdo. A doenca de Gumboro consiste
em uma virose que acomete aves jovens, tendo como principal caracteristica uma quase total destruicdo dos
centros foliculares linféides e, da mesma forma, lesionando varios outros érgdos como timo, bago e figado,
embora em menor intensidade. O objetivo desse estudo foi avaliar a susceptibilidade de avestruzes jovens a
infeccdo a estirpe virulenta do VDIB analisando os resultados histopatolégicos, imunohistoquimicos e
virolégicos, nunca descritos anteriormente.

O vVDIB utilizado foi a estirpe Faragher 52/70 gentilmente fornecidos pelos Laboratérios Merial
(Campinas, SP Brasil) propagados em pintinhos de um dia de idade. O vVDIB foi adaptado em nosso
laboratdrio para infectar embrides de galinha livres de patégenos especificos (SPF) e a respectiva titulacio
utilizada foi 10*° DIEsy/ml.

Os avestruzes de 4 semanas de idade foram obtidos do Centro Experimental de Pesquisa com
Avestruz (CEPA) da Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, Brasil. Apdés um exame externo, as
respectivas aves foram colocadas abaixo de pressdo positiva durante 24 h antes da infec¢do e amostras de
sangue foram colhidas. Um total de oito aves foi usado, dividido em pares para evitar o estresse. As aves
receberam 2 ml de vVDIB (10*° DIEsy/ml) pela via oral. Como controle negativo, aves (n=4) provenientes do
CEPA foram utilizados, colocadas abaixo de pressdo positiva no mesmo momento e submetidas aos mesmos
procedimentos como feito com as aves infectadas (Rodriguez-Chavez et al., 2002a, b e c).

Ap6s 48h de infeccdo, as aves foram eutanaziadas, o sangue foi coletado e realizou-se a necropsia.
Bursa, timo, bago e figado, a partir das aves infectadas e ndo infectadas, foram fixados em formalina neutra
tamponada a 10% e processadas em parafina. Todas as se¢des foram submetidas a examinag¢ao histolégica e a
analise baseada em trabalhos anteriores (Tanimura et al., 1995; Cardoso et al., 1998).

O DAS-ELISA foi realizado como descrito por Cardoso et al., (1998). Os VDIB foram titulados em
embrides de galinha (SPF) de 10 dias de idade e os titulos obtidos pela dose média infectante de embrides
(EIDs¢/ml). Os titulos foram interpretados pelo DAS-ELISA jé descrito.



A respectiva suspensdo da bursa, timo, figado e baco foram submetidos primariamente a uma
digestdo proteolitica e a extracdo de RNA foi realizada utilizando-se o protocolo do Trizol®. O RNA foi
amplificado por RT-PCR utilizando-se o One Step RNA PCR Kit (Invitrogen, Life Tecnologies) de acordo
com informacdes do fabricante. A visualizacdo dos produtos amplificados foi realizada por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1,5% com brometo de etidio (0.5ug/ml).

Para andlise histopatoldgica os tecidos fixados em parafina foram cortados em micrétomo (4-6 um) e
as laminas preparadas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e a andlise das lesdes microscépicas
foram comparadas com os tecidos nao infectados. Laminas ndo coradas foram utilizadas para andlise
imunohistoquimica comecando-se por desparafiniza¢do com xildl e hidratacdo com solugdes decrescentes de
dlcool e dgua. As laminas passaram por recuperacdo antigénica em Tampao citrato pH 6.0 e por bloqueio da
peroxidase endégena com perdxido de hidrogé€nio e metanol. As ligacdes inespecificas foram bloqueadas com
leite em p6 desnatado a 20%. Apds lavagem em PBS Tween 20, foi realizada incubagdo em cdmara imida
over-night a2 4°C com o anticorpo policlonal produzido em coelhos (Cardoso et al., 1998). Ap6s, foram
realizadas novas lavagens e as laminas foram cobertas com o anticorpo secunddrio (IgG anti-galinha +
peroxidase) em camara imida por uma hora a temperatura ambiente. Finalmente, houve a revelacdo com o
substrato cromégeno DAB diluido em Tris-HCI adicionado de perdéxido de hidrogénio. As laminas foram
contra-coradas com Hematoxilina de Harris, desidratas em solugdes crescentes de dlcoois e xilol e montadas.
Os tecidos das aves ndo infectadas serviram como controle negativo.

Os principais sinais clinicos foram depressdo, penas arrepiadas, prostragdo, diarréia, cabeca pendente,
posic@o agachada e morte que comecou a ocorrer apds 18 horas da infec¢do. A macroscopia apds necropsia
revelou desidratacdo e intensa necrose do abdome. Na microscopia as Bursas de Fabricius mostraram necrose
multifocal, atrofia e deplecdo dos foliculos linféides. Figado e timo apresentaram intensa infiltracdo por
células mononucleares (principalmente linfécitos) e necrose.

O ensaio em DAS-ELISA para deteccdo de antigenos em bursa, timo, baco, figado, SNC e rim
mostrou-se positivo para cada 6rgdo respectivo. O RNA do vVDIB foi detectado em todos os 6rgdos
analisados e os respectivos titulos foram calculados. Bursa e timo foram os 6rgdos onde os maiores titulos
foram achados, comparando-se com figado e baco. Na imunohistoquimica, o antigeno foi detectado no
citoplasma de células infectadas na bursa e no timo com grande intensidade. O antigeno também foi
invariavelmente encontrado no figado e baco, principalmente na periferia de pequenos vasos. Por outro lado,
o antigeno viral foi detectado no SNC e no rim o que nunca havia sido descrito anteriormente. Nao foram
detectados antigenos virais em nenhum 6rgio dos animais controle nio infectados.

O primeiro surto de uma nova forma similar ao VDIB muito virulento foi observado em 1997 em
rebanhos brasileiros (Di Fabio et al., 1999). A doenca se espalhou e no fim de 1999 mais de 200 fazendas
encontravam-se contaminadas. Nos dias de hoje, em face ao aumento na produgdo de ratitas, estudos sdo
necessarios para estabelecer programas sanitdrios para o controle da doenca. Neste estudo, apds a infecgdo
experimental com a estirpe virulenta do virus da doenga de Gumboro, os respectivos resultados,
particularmente os sinais clinicos foram similares aqueles relatados por Di Fabio et al. (1999) para a estirpe
muito virulenta do virus. Para todas as andlises viroldgicas aqui realizadas, foi possivel confirmar a presenca
do vVDIB em tecidos das aves infectadas.

Considerando-se estes achados, os sinais clinicos e a andlise viroldgica certamente indicam que o
vVDIB pode replicar em avestruzes jovens. Longe do que os autores sabem, o vVDIB estd presente nos dias
atuais na América do Sul, pelo menos no Brasil. Pesquisas e relatos adicionais serdo necessarios para
estabelecer um programa sanitario nacional apropriado para as novas criacdes de aves domésticas a fim de
proteger a disseminagdo da doenga no pais comprometendo a producdo de aves.
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