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Influéncia da infeccao experimental com Cryptosporidium baileyi
na resposta imune de frangos de corte vacinados contra a doenca
de Newcastle

Influence of experimental infection with Cryptosporidium baileyi on the
immune response of broiler chickens to Newcastle disease
vaccination
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Resumo

Frangos de corte, criados em gaiolas, foram inocula-
dos, respectivamente, por via oral/intratraqueal e ocular,
com diferentes doses de oocistos de Cryptosporidium
baileyie virus vacinal da doenga de Newcastle, para ana-
lise de lesGes macro e microscopicas e para avaliagdo da
influéncia do parasito na imunidade das aves, adotando
como modelo a doenga de Newcastle. Foram emprega-
das 128 ayes, distribuidas em oito tratamentos e quatro
repeticdes com quatro aves por parcela. Aos dez dias de
idade procedeu-se a inoculagdo dos animais, via oral/
intratraqueal, com 103, 10% e 107 oocistos, seguida da va-
cinacdo, no 142 dia de vida, com a amostra LaSota, do
virus da doenca de Newcastle (VDN). Para andlise da
resposta imune, foram utilizados os resultados dos titulos
de anticorpos inibidores da hemaglutinagdo (HI), com
posterior desafio frente a uma estirpe velogénica
viscerotropica, do VDN, aos 43 dias de vida das aves. Foi
também realizada a analise de lesdes macro e microscé-
picas na traquéia e bursa de Fabricius das aves aos 42

dias de vida. Os grupos inoculados com o C. baileyi

apresentaram, na bursa de Fabricius, lesbes caracteri-
zadas por leve hiperemia e exsudato caseoso preenchen-
do aluz desse 6rgao atrofia leve e infiltragdo de linfécitos
e plasmécitos na lamina prépria. Na traquéia dos grupos
inoculados com o parasito, via intratraqueal, havia a pre-
senga de muco e leve hiperemia, hiperplasia epitelial e de
foliculos linféides na submucosa. Os resultados referen-
tes ao desafio e titulos de anticorpos HI mostraram que
nao houve interferéncia da infecgéo pelo C. baileyina res-
posta imune das aves.

Luciano Doretto Junior*, Fernando Antonio de Avila®

Palavras chave: Cryptosporidium baileyi;frangos de cor-
te; imunidade

Introducao

A infecgdo natural em aves pelo Cryptosporidium
baileyi apresenta hoje uma distribuigdo mundial, com re-
latos da localizagdo do parasito no trato respiratério, in-
testinal e bursa de Fabiricius (Dhillon et al., 1981; Randall,
1982; ltakura et al., 1984; Goodwin et al., 1988;
Papadopoulou et al., 1988; Fernandez et al., 1990).

No trato respiratério, o C. baileyicausa doenga clinica
com presenca de sinais como espirros, dificuldade respi-
ratéria e ronqueira, além de lesdes macro e microscopi-
cas caracteristicas de traqueite, pneumonia e aerosaculite
(Blagburn et al., 1987; Lindsay et al., 1988).

Ainfecgdo pelo C. baileyina bursa de Fabricius geral-
mente é subclinica, sem o desenvolvimento de lesdes
macroscoépicas (Blagburn et al., 1987; Levy et al., 1988).

Pintos livres de patégenos especificos, respectivamen-
te, aos quatro e cinco dias de idade, foram inoculados
com cepa vacinal da doenga de Gumboro e/ou C. baileyi
(Levy et al., 1988). Nesse experimento, aos 8 e 16 dias
apos a inoculagéo, a infecgdo conjunta com ambos 0s
agentes resultou em um efeito sinérgico na atrofia dos
foliculos linféides da bursa de Fabricius.

Blagburn et al. (1987), pesquisando a influéncia do C.
baileyina resposta imune de frangos de corte vacinados
contra a doenca de Newcastle, ndo encontraram interfe-
réncia do parasito na producédo de anticorpos induzida
pela vacina inativada, mas sim na hipersensibilidade tar-
dia medida por inoculagéo de tuberculina na barbela de
aves infectadas, via intratraqueal.
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Considerando que o significado da infecgdo no intesti-
no e/ou bursa de Fabricius permanece ainda indefinido
para a maioria das espécies aviarias, delineou-se o pre-
sente trabalho que teve como objetivo estudar a influén-
cia da infeccdo por uma cepa de C. baileyi, isolada no
Estado do Rio de Janeiro (Meireles e Figueiredo, 1992),
na resposta imune de frangos de corte, adotando como
modelo a doenga de Newcastle.

Material e Métodos

Aves experimentais, instalagdbes, manejo e nutri-
¢ao das aves - Foram utilizados 128 pintos de corte, ma-
chos, da linhagem Hubbard, agrupados com base no peso
para formagao de parcelas homogéneas e distribuidos,
aleatoriamente, em oito tratamentos (grupos) e quatro re-
peticdes com quatro aves por parcela.

As aves em sua fase inicial (1-28 dias) foram alojadas
em baterias com aquecimento elétrico. O alojamento na
fase final (29-42 dias) foi em gaiolas de recria, permane-
cendo quatro aves por unidade de gaiola.

As aves foram alimentadas com ragao comercial (isenta
de drogas anticoccidianas) compativel com as diferentes
fases do seu ciclo de vida e submetidas as condigbes de
manejo usual em avicultura.

Aos 10° e 142 dias de vida, as aves receberam os
inéculos de acordo com a Tabela 1.

Para analise da resposta imune, no sistema doenca
de Newcastle, foram utilizados os resultados dos titulos
de anticorpos inibidores da hemaglutinagéo (Hl), com pos-
terior desafio frente a um virus virulento.

Obtencdo e padronizacdo dos oocistos do C.
baileyi - A amostra do C. baileyi empregada, isolada no
Estado do Rio de Janeiro (Meireles e Figueiredo, 1992),
foi obtida junto ao laboratério de Ornitopatologia do curso
de Medicina Veterinaria da UNESP, Campus de Aracatuba.
, Esses oocistos foram inoculados diretamente no

inglavio de pintos de dois dias de idade, para multiplica-
¢ao do parasito. As fezes dessas aves foram colhidas do
8% ao 13° dia apbs a inoculagdo, coadas em peneiras e

Tabela 1 - Distribuicdo da aves em grupos experimentais

armazenadas em bicromato de potassio a 2,5% a 4°C.

Posteriormente, os oocistos foram concentrados pelo
método de Arrowood e Sterling (1987) com algumas
modificagdes. Foram utilizadas solu¢des de agucar em
diferentes concentragdes, preparadas a partir de uma
solugdo mae saturada de agtcar (320 ml de agua, 500 g
de aglcar e 9 ml de fenol). Dessa solucao, foi preparada
uma solugdo (A) na diluicdo de 1:2 e outra solucéo B na
diluicdo de 1:4. Em um tubo de centrifuga, com capacida-
de de 100 ml, foram adicionados 30 ml da solugdo A e
sobre a mesma 30 ml da solugédo B. Uma aliquota de 15
ml das fezes diluidas em bicromato de potassio foi adicio-
nada sobre a solugdo B. Os tubos foram centrifugados a
2.000 RPM por 30 min.; apéds, foi colhida a parte corres-
pondente a solugao B, que foi diluida em &gua, com pos-
terior centrifugacao a 2.000 RPM por 10 min. e colhido o
sedimento que foi submetido novamente ao mesmo pro-
cesso de concentragdo e purificagao descrito.

Apos esse processo, 0s oocistos foram “esterilizados”
com uma solugdo de hipoclorito de sédio a 10% por 20
min. (Nacir et al., 1989), lavados com solugéo de PBS
estéril, para a retirada do excesso de hipoclorito de sodio,
com posterior contagem e padronizagao do indculo em
camara de Neubauer.

Vacinas - A amostra vacinal empregada foi a estirpe
lentogénica LaSota, do virus da doenga de Newcastle
(VDN). A determinacao do titulo infectante em embrido
(EID,,), da estirpe vacinal em estudo, foi feita segundo o
método de Reed e Muench (1938): EID, (LaSota) = 103%
0,1 ml. A padronizacdo do inéculo vacinal seguiu a
metodologia empregada por Paulillo (1980, 1984, 1989).

Exames anatomo-histopatolégicos - Decorridos 32
dias da infeccdo (DAI) do Cryptosporidium (42° dia de vida
dos animais), 50% das aves de cada grupo foram
necropsiadas para exames anatomopatolégicos. As alte-
ragcdes macroscépicas foram anotadas e colhidos, em
formol a 10%, fragmentos de traquéia e bursa de Fabricius.
Exames histopatolégicos foram realizados em cortes (5
mm), corados pelo método da hematoxilina-eosina.

Oocistos do Cryptosporidium baileyi

Vacinagéo

Grupo Né¢de aves® Dose Inoculagéo Amostra vacinal Inoculagéo
Via Idade (dias) Via Idade(dias)

| 16 1x108 Intratraqueal 10 LaSota Ocular 14
I 16 1x10° Intratraqueal 10 LaSota Ocular 14
i 16 1x107 Intratraqueal 10 LaSota Ocular 14
v 16 1x10° Oral 10 LaSota Ocular 14
\Y 16 1x10° Oral 10 LaSota Ocular 14
\ 16 1x107 Oral 10 LaSota Ocular 14
Vil 16 Placebo Oral 10 LaSota Ocular 14
VI 16 Placebo Oral 10 Placebo Ocular 14

* coprologicamente negativas para C. baileyi;** grupo testemun

ho (ndo infectado e ndo vacinado)



Colheita de sangue - Foram colhidas 256 amostras
de sangue a partir do 13° dia de idade dos animais (50%
das aves de cada grupo), com intervalos regulares de sete
dias; foram realizadas quatro colheitas no total.

Os soros colhidos foram previamente inativados a 56°C,
por 30 min., para remogé&o de inibidores inespecificos da
hemaglutinagéo, de acordo com Phillips (1973), coloca-
dos em frascos de vidro de 5 ml estéreis e armazenados
em congelador a -20°C até o momento do uso.

Exames soroldgicos - Em todos os soros obtidos na
fase experimental foi realizada a pesquisa de anticorpos
HI, com antigenos vivos contendo 4 UHA. Foi utilizada a
microtécnica preconizada por Cunningham (1971).

Desafio - Aos 43 dias de vida dos animais, 50% das
aves de cada grupo foram desafiadas com uma estirpe
velogénica viscerotrépica do VDN. Duzentos microlitros
da suspenséao do virus contendo 10%° EID, /0,1 ml foram
administrados por via éculo-nasal, de acordo com o pre-
conizado pelo “National Research Council” (1971). Apés
o desafio, as aves foram observadas, diariamente, duran-
te 15 dias, para registro dos sinais clinicos (morbidade) e
da mortalidade.

Analise estatistica - Utilizou-se um dehneamento in-
teiramente casualizado, com oito tratamentos (lotes) e qua-
tro repeticdes com quatro aves por parcela. Para compa-
ragio dos titulos de anticorpos HI e dos indices percentuais
de protegdo ao desafio nos diferentes grupos, aplicou-se
um modelo de andlise de variancia descrito por Steel e
Torrie (1960).

Nos casos em que foram constatadas diferengas
significantes, foram executados contrastes, através do
método de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Resultados

Os grupos inoculados com o C. baileyi apresentaram,
na bursa de Fabricius, lesdes macroscopicas caracteriza-
das por atrofia e leve hiperemia, além da presenga, em
algumas aves, de exsudato caseoso preenchendo a luz
desse 6rgdo. No sistema respiratdrio das aves dos lotes
inoculados com o Cryptosporidium, via intratraqueal, exis-
tiam les6es somente na traquéia, as quais se caracteriza-
vam pela presenga de muco e leve hiperemia.

Em todos os lotes inoculados com o C. baileyi foi ob-
servada, na bursa de Fabricius, atrofia leve com rarefa-
cdo de células linféides, mais evidente na medular dos
foliculos. Lesb6es caracterizadas por infiltrado leve de cé-
lulas mononucleares e hiperplasia de células epiteliais e
de foliculos linféides foram encontradas na traquéia de
aves dos grupos inoculados com o parasito, via
intratraqueal. Estagios enddgenos do C. baileyinao foram
observados nos fragmentos de tecidos submetidos a exa-
me histopatoldgico. Os grupos que néo foram inoculados
com o C. baileyinédo apresentaram lesdes microscopicas.

As médias geométricas dos titulos de anticorpos Hl
dos soros das aves em periodo experimental (expressas
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em logaritmo de base 2) nos diferentes grupos estéo na
Tabela 2.

Tabela 2 - Médias geométricas dos titulos de anticorpos
inibidores da hemaglutinagéo (Hl) dos soros das aves em peri-
odo experimental (expressas em logaritmo de base 2) nos di-
ferentes grupos

Médias geomeétricas dos titulos de Hl (Log,)

Grupo Periodo experimental (idade em dias)
13 20 27 34

| 3,31a 1,00a 4,87a 3,87a
1l 3,23a 1,50a 6,50a 3,13a
1} 2,83a 1,50a 6,62a 5,12a
\Y) 3,38a 1,50a 3,62ab 3,37a
\ 2,75a 1,12a 4,00a 3,50a
Vi 2,62a 1,00a 4,25a 3,87a
VIl 1,37a 0,37a 4,62a 1,75a
Vil 2,37a 0,00a 0,00b 0,00a
F 0,26NS 0,91NS 6,97* 1,73NS

*: significativo ao nivel de 5% de probabilidade; NS: n&o sig-
nificativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Médias seguidas por letras iguais, dentro da mesma coluna,
n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabailidade.

Analisando a Tabela 2, observa-se que todos os lotes
vacinados no 14edia de vida (Grupos | a VII) responde-
ram ao estimulo antigénico, produzindo anticorpos HI, com
diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) apenas
no grupo IV, aos 27 dias de idade das aves. No grupo
testemunho, corrio era de se esperar, ndo se detectou res-
posta soroldgica ao antigeno vacinal.

Os resultados da prova com virus virulento mostraram
100% de sobrevivéncia nos lotes inoculados com o C.
baileyi. Comportamento imunitario semelhante foi obser-
vado no lote que recebeu apenas o inéculo vacinal (Gru-
po VII), notando-se um percentual de prote¢éo ao desafio
de 87,5%. No grupo testemunho foi constatado que 87,5%
das aves sucumbiram ao desafio. A observagéo clinica e
a necroscopia, apresentaram sinais clinicos e lesdes su-
gestivos da enfermidade de Newcastle (forma velogénica
viscerotrépica).

Discussao

A presenca de lesdes macroscoépicas na traquéia, ca-
racterizadas por presenga de muco e leve hiperemia, em
frangos de corte inoculados, via intratraqueal, mostra que
o C. baileyi, como sugerido por Blagburn et al. (1987),
pode ser considerado como um dos agentes etiolégicos
do complexo respiratério das aves. Ja as lesdes micros-
copicas da traquéia, encontradas aos 32 DAI, caracteri-
zam uma fase de reagao tecidual posterior a infecgao, com
predominancia de células mononucleares. A proposito,
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Blagburn et al. (1987) e Goodwin et al. (1988) estudando
criptosporidiose respiratéria em frangos de corte, também
encontraram lesdes microscépicas de traquéia na fase
aguda da doenca que se caracterizavam pela presenca
de hiperplasia e hipertrofia epitelial, perda de cilios, ex-
cesso de muco e infiltragcdo de células mono e
polimorfonucleares na lamina prépria e entre o epitélio.

De outra parte, a presenga de exsudato caseoso na
bursa de Fabricius esté relacionada a infecgdo pelo
Cryptosporidium (Meireles et al., 1995). As outras lesdes
macroscédpicas, observadas na bursa de Fabricius, como
atrofia e hiperemia sao inespecificas, embora as mesmas
possam estar relacionadas a infecgcdo pelo
Cryptosporidium. Lesbes microscopicas na bursa de
Fabricius, observadas neste ensaio, aos 32 DAI, consisti-
ram basicamente em atrofia folicular leve, que foi também
observada por Levy et al. (1988), aos 8 e 16 DAI, em pin-
tos livres de patdgenos especificos inoculados com o C.
baileyi, aos cinco dias de idade. Nesse mesmo experi-
mento, também aos 8 e 16 DAI, foi observado um efeito
sinérgico entre o virus vacinal da doenca de Gumboro e o
C. baileyi na atrofia dos foliculos linféides da bursa de
Fabricius, quando da inoculagéo dos animais com ambos
0s agentes, respectivamente, aos quatro e cinco dias de
idade.

A auséncia de estagios endégenos do C. baileyi no
epitélio da bursa de Fabricius e traquéia das aves exami-
nadas, aos 43 dias de idade (32 DAI), se deve ao fato de
que o periodo patente da cepa utilizada, no presente ex-
perimento, se situa por volta de 18 DAI (Meireles et al.,
1995).

Nos exames sorolégicos realizados (Tabela 2), em li-
nhas gerais, ndo foram constatadas diferencas estatisti-
camente significativas (P>0,05) entre os lotes inoculados
com o parasito (Grupos | a VI) e o lote que recebeu ape-
nas o inéculo vacinal (Grupo VII), evidenciando-se, as-
sim, que o C. baileyi nao interferiu na resposta sorolégica
induzida pela vacinagéo contra a doenga de Newcastle.
Ja Blagburn et al. (1987), pesquisando a influéncia do C.
baileyi na resposta imune de frangos de corte vacinados
contra a doenga de Newcastle, também ndo encontraram
interferéncia do parasito na produgéo de anticorpos
induzida pela vacina inativada, mas sim na
hipersensibilidade tardia medida por inoculagdo de
tuberculina na barbela de aves infectadas, via intratraqueal.

Na prova de desafio também nao foram verificadas di-
ferengas estatisticamente significativas (P>0,05) entre os
grupos I a Vl e o grupo VII, o que vem enfatizar que nao
houve interferéncia da infecgao pelo C. baileyi na prote-
¢éo conferida pela vacina contra uma estirpe virulenta do
VDN.

No presente trabalho, de um modo geral, parece que
os resultados obtidos foram influenciados pelo alojamen-
to das aves em gaiolas. Nesse tipo de criagdo, as aves
ndo sdo expostas a reinfeccdo maciga e constante por

milhGes de oocistos esporulados, fato este que associa-
do a fatores ambientais como estresse, presenga de ou-
tros agentes patogénicos, entre os quais a Escherichia
coli, poderia agravar ainda mais a infec¢éo, exacerbando-
se assim o papel patogénico do C. baileyi no complexo
respiratorio das aves e no desenvolvimento de imunidade
nessa espécie.

Pelos resultados apresentados pode-se concluir que o
C. baileyi néo interferiu na resposta imune de frangos de
corte vacinados contra a doenga de Newcastle, a despei-
to de haver, neste experimento, atrofia folicular leve na
bursa de Fabricius das aves infectadas.

Abstract

Influence of experimental infection with
Cryptosporidium baileyi on the immune response of
broiler chickens to Newcastle disease vaccination

Broiler chickens raised in cages were inoculated by
the oral or tracheal route with Cryptosporidium baileyi
oocysts, with variation in infective doses for histopathologic
evaluation and its influence in broilers immunity. One hun-
dred twenty eight birds were divided in 8 groups with 4
replicates and 4 birds each replicate. When birds were 10
day old, they were inoculated with 103, 10° or 107 oocysts,
followed by vaccination with LaSota strain of Newcastle
disease virus (NDV), by the ocular route, at 14 days of
age. For analysis of humoral immune response were used
hemagglutination inhibition test in serum samples and the
challenge protection test with velogenic viscerotropic strain
of NDV, at 43 days of age. Macroscopic and microscopic
lesions were evaluated in trachea and bursa of Fabricius.
In the bursa of Fabricius were found mild mucosal
hyperemia, caseous core filling the lumen, mild atrophy of
follicles, besides infiltration of lymphocytes and plasma
cells in the lamina propria. Tracheal lesions seen were pres-
ence of mucus, mild hyperemia, epithelial and submucosal
lymphoid follicles hyperplasia in broilers inoculated by the
tracheal route. Results of hemagglutination inhibition test
and challenge protection test showed no interference in
birds immune response.

Key words: Cryptosporidium baileyi; broiler chickens;
immunity
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