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RESUMO

A criacdo de galinha de quintal é uma pratica comum em paises em
desenvolvimento, sendo a doenca de Newcastle um fator limitante da sua
produtividade. Causada por um virus RNA, o paramyxovirus aviario tipo 1, a doenca
de Newcastle acomete varias espécies de aves, sendo a galinha a espécie doméstica
mais suscetivel. O virus em galinhas é classificado de acordo com a patogenicidade,
sendo que a forma mais virulenta é de notificacdo obrigatdria, requer medidas
emergenciais e constitui uma das principais barreiras sanitarias para o livre comércio
mundial de aves e seus produtos. No Brasil o plantel avicola comercial é considerado
livre da enfermidade, entretanto estudos soroldgicos tem sugerido a circulacao de
virus vacinal ou de campo em aves nao vacinadas na Bahia. Visando mensurar,
através da técnica de ELISA indireto, os titulos de anticorpos contra o virus da
doenca de Newcastle em galinhas de quintal em municipios do principal polo avicola
da Bahia, foram analisadas amostras de soro sanguineo de 875 aves, pertencentes a
92 criatérios localizados proximo as granjas comerciais. Foram submetidas as
técnicas convencionais de pesquisa viral, conforme diagndstico oficial, todas as
amostras dos criatorios avaliados que apresentaram titulos de anticorpos superiores
a 5.000, em pelo menos uma galinha. Foram detectados titulos de anticorpos com
valores extremos, variando de 1 a 14.919 e elevado coeficiente de variacao
(CV=129%), dados que sugerem a circulacdao de virus vacinal ou de campo na
regiao, porém como constatado por RT-PCR em tempo real e isolamento viral, as
aves ndo estavam eliminando o virus no momento da coleta de amostras. Considera-
se que a proximidade entre os criatorios de aves comerciais e de galinha de quintal,
as falhas de manejo e deficiéncia na biosseguridade adotadas nos dois sistemas,
podem favorecer a circulacdo do virus da doenca de Newcastle, representando riscos

para a avicultura na regiao estudada.

Palavras-chave: ELISA, Isolamento viral, Paramyxovirus aviario tipo 1, RT-
PCR em tempo real.
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ABSTRACT

Creating village chickens is a common practice in developing countries, and
Newcastle disease a limiting factor in their productivity. Caused by an RNA virus, the
avian paramyxovirus type 1, Newcastle disease affects several species of birds, the
chicken is the domestic species most susceptible. The virus is classified according to
the pathogenicity in chickens, the most virulent form is notifiable, and requires
emergency measures, and it is @ major health barrier to free global trade in animals
and animal products. Brazil squad in the commercial poultry is considered free of the
disease, but serologic studies have suggested the circulation of vaccine virus or field
in unvaccinated birds in Bahia. This study aimed measure antibody titers against
Newcastle disease virus by indirect ELISA in village chickens in main poultry hub
cities of Bahia. Serum samples from 875 birds, belonging to 92 farms, located near
to commercial farms were analyzed. All samples in the farm were subjected to
conventional viral research, as official diagnosis, when they had at least one antibody
titer higher than 5,000. Antibody titers were detected with extreme values ranging 1-
14,919 and high coefficient of variation (CV = 129%). These data suggest that there
was circulation of vaccine or country virus, but the birds were not eliminating the
virus at the time of sample collection, as detected by RT-PCR in real time and viral
isolation methods. It is considered that the proximity of the commercial poultry farms
and village chicken, flaws management and deficiencies in biosecurity adopted in the
two systems may promote the circulation of the virus of Newcastle disease,

representing a risk to poultry in the region studied.

Key-words: Avian paramyxovirus type 1, ELISA, Real-time RT-PCR, Virus

isolation.
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1 INTRODUGCAO

A avicultura tem se apresentado como uma importante atividade para o agronegdcio
brasileiro, pela geracdao de beneficios sociais e econdmicos. Em 2011, foi produzido
no Brasil 13,058 milhdes de toneladas de carne de frango, saldo 6,8% superior em
comparacao a 2010, sendo 69,8% destinado ao consumo interno e 30,2% a
exportacdo. A avicultura de corte brasileira se destaca no agronegdcio mundial como
uma das mais competitivas. O pais ocupa a terceira posicao no ranking mundial dos
maiores produtores, sendo superado apenas por Estados Unidos e China, e é lider
em exportacdes de produtos avicolas, tendo comercializado com 145 paises em
2011. Ressalta-se ainda a importancia da atividade na geracao de mais de quatro
milhdes de empregos e na sustentabilidade das pequenas propriedades (UBABEF,

2012).

As barreiras sanitarias impostas pelos paises importadores, em substituicdo as
barreiras tarifarias, constituem atualmente o maior entrave para acesso dos produtos
agropecuarios aos mercados internacionais. Para o livre comércio mundial de aves e
seus produtos, uma das principais barreiras sanitarias € a presenca da doenca de
Newcastle (DN). Atualmente, endémica em muitos paises, esta enfermidade é
considerada uma das mais importantes viroses aviarias, devido ao alto poder de
infecgdo viral, gerando impactos econémicos diretos a producao avicola e resultando

em embargos a comercializacao (OIE, 2012b).
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Causada por um virus RNA, o paramixovirus aviario tipo 1 (APMV-1), a DN acomete
muitas espécies de aves domésticas e selvagens, sendo a galinha a espécie
doméstica mais susceptivel. Com base na patogenicidade para galinhas, o virus da
doenca de Newcastle (VDN) tem sido classificado em trés patétipos ou formas:
lentogénica, mesogénica e velogénica, com intensidade de viruléncia crescente. As
cepas velogénicas sdao consideradas de alta viruléncia e causam alta morbidade e
mortalidade em aves comerciais, levando a prejuizos econOmicos consideraveis

(ALEXANDER, 2003).

O plantel avicola industrial brasileiro é considerado livre da DN (BRASIL, 2011;
BRASIL, 2003) e para manutencdao deste status e levando em consideracao a
reconhecida importancia econdémica desta enfermidade, o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através do Programa Nacional de Sanidade

Avicola (PNSA), recomenda a vigilancia sanitaria constante (BRASIL, 2002).

Entretanto, apesar dos investimentos da industria avicola na prevencdao da DN, as
medidas preventivas ainda ndo alcancaram os pequenos criatérios de galinhas; a
vacinagdo, por exemplo, amplamente praticada nos criatérios comerciais, por razdes
sociais e econdmicas nao € pratica comum nos criatdrios tradicionais de galinhas com

finalidade de subsisténcia (ALEXANDER, 2000).

Muitos estudos foram realizados sobre a DN em sistemas intensivos de producao, por

outro lado, o comportamento do virus em criatdrios tradicionais de galinhas para
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subsisténcia ainda nao esta completamente compreendido. Este tipo de criacdo é
amplamente praticado em areas rurais de muitos paises em desenvolvimento e sua
importancia tem sido cada vez mais evidente durante os Ultimos anos, sendo a DN
um fator limitante de sua produtividade (AWAN; OTTE; JAMES, 1994; ALEXANDER;

BELL; ALDERS, 2004).

Trabalhos da literatura tem descrito a circulacdo do VDN no Estado da Bahia. Sales
et al. (2007) demonstraram que galinhas de quintal ndo vacinadas apresentaram
titulos de anticorpos e coeficiente de variacao elevados, sugerindo que estas aves
entraram em contato com o virus de campo, tornando-as uma ameaca aos criatorios
comerciais, por sua proximidade. Seguindo a mesma linha de pesquisa e objetivando
a analise da presenca de anticorpos contra o VDN em avestruzes nos Estados da
Bahia e de Sao Paulo, Fernandes et al. (2010), encontraram positividade de 17,9%

na Bahia e de 4,7% em Sao Paulo, mesmo em aves sem relato de vacinacgao.

Vale salientar que diferentes isolados do VDN tem como particularidade, apresentar
uma ampla gama de viruléncia. Esta variacdo na viruléncia do agente, ndo permite
que a deteccao do APMV-1 ou a evidéncia de infeccdo, sejam suficientes para

concluir um diagnédstico (ALDOUS; ALEXANDER, 2001).

Para determinar se o VDN é patogénico sdao seguidas normas internacionais que
definem a metodologia e os critérios para caracterizar o grau de patogenicidade do

virus isolado de aves. No Brasil o diagndstico deve ser realizado em laboratorio oficial
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ou credenciado pelo MAPA e confirmado pelo Laboratério de Referencia Nacional, o
LANAGRO — SP (BRASIL, 2002). As provas de eleicao sao o isolamento e
identificacdo do agente viral, seguido da caracterizacao bioldgica da patogenicidade
através de teste /n vivo em pintos, ou caracterizagdo por sequenciamento do genoma

viral (OIE, 2012a).

Tendo em vista a importancia socioecondmica do polo avicola de Feira de Santana
para o Estado da Bahia, maior produtor de carne de frango do Norte e Nordeste
(UBABEF, 2012) e os estudos sinalizando circulagao viral para DN, pretende-se
verificar através de sorologia a ocorréncia de circulacdo viral e através de isolamento
e caracterizacdo diagnosticar a patogenicidade do virus circulante. Para tanto, foram
selecionados como area de estudo os trés municipios de maior representatividade na
producdo avicola do Estado: Feira de Santana, Conceigdao da Feira e Sdo Gongalo dos

Campos.

O diagndstico da situacdo da DN em criatdrios de galinha de quintal na regido de
Feira de Santana — BA pode ser um relevante instrumento para subsidiar a analise de
riscos da doenga para a avicultura industrial, bem como, para incrementar as agoes
de vigilancia ativa nesta regido, potencializando a capacidade de deteccdo precoce

da doenca e de rapida reacao frente a uma possivel introducao da enfermidade.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar diagnostico de situacdo da DN em criatdrios de galinha de quintal nos
municipios baianos de Feira de Santana, Sdo Goncalo dos Campos e Conceicao da
Feira, e fornecer dados que subsidiem a realizacdo de analise do risco que estas aves
possam representar como reservatorio desta enfermidade para a avicultura comercial

da regiao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Mensurar através da técnica de ELISA indireto os titulos de anticorpos contra o virus
da DN em criatérios de galinha de quintal nos municipios de Feira de Santana, Sao

Gongalo dos Campos e Conceigao da Feira.

Pesquisar o virus da doenca de Newcastle, através de técnicas convencionais
(isolamento em ovos embrionados, identificacdo e caracterizacao bioldgica),
conforme padrdo de diagndstico oficial, em galinha de quintal nos municipios de

Feira de Santana, Sao Gongalo dos Campos e Conceicao da Feira.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DEFINICAO E IMPORTANCIA

A DN é também conhecida como Pseudopeste Aviaria, Pseudovogel Pest
Geflugelpest, Pseudopoultry Plague, Avian Pest, Avian Distemper, Ranikhet Disease,
Tetelo Disease, Korean Fowl Plague e Avian Pneumoencephalites (ALEXANDER,

2003).

Em sua forma de manifestagdo mais virulenta ou patogénica, € uma doenca incluida
na lista da Organizagdo Internacional de Sanidade Animal (OIE), para o Codigo
Sanitario para Animais Terrestres, que define as condigdes sanitarias dos animais
para o comércio internacional. A DN de alta patogenicidade deve ser notificada a OIE

dentro de 24 horas da primeira ocorréncia (OIE, 2012b).

Nesta forma de manifestacdo, a enfermidade é uma das mais importantes para as
aves domeésticas em todo o mundo. Nos paises onde a forma mais virulenta da
enfermidade foi erradicada, os embargos comerciais e restricoes causam importantes
perdas econOmicas durante um foco. Entretanto, a enfermidade causada por cepas
de baixa patogenicidade, que acomete aves domésticas em todo o mundo, apesar de
diminuir a produtividade, nao determina restricoes ao comércio internacional (CFSPH,

2012).
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Atualmente a OIE, da qual o Brasil € membro signatario, define a enfermidade como:

Doenca de Newcastle é uma doenca infecciosa das aves causada por um
Paramyxovirus aviario do sorotipo 1 (APMV-1), que apresenta um dos
seguintes critérios de viruléncia:

a) o virus tem um indice de patogenicidade intracerebral (IPIC) em pintos de
um dia (Gallus gallus) igual ou superior a 0,7, ou

b) a presenca de mudltiplos aminoacidos basicos ¢ demonstrada no virus
(diretamente ou por deducao) na porgao C-terminal da proteina F2 e um
residuo de fenilalanina na posicdo 117, a qual esta localizada na porgao N-
terminal da proteina F1. O termo ‘multiplos aminoacidos basicos’ se refere a
pelo menos trés residuos de arginina ou lisina entre os residuos 113 e 116.
A impossibilidade de se demonstrar a presenca deste modelo caracteristico
de residuo de aminoacidos exigira a caracterizacdo do virus isolado,
mediante uma prova de determinagdo do IPIC.

Nessa definicao, os residuos de aminoacidos sdao numerados a partir da
extremidade N-terminal da sequencia de aminoacidos deduzida da sequéncia
nucleotidica do gene FO, onde as posicoes 113-116 correspondem aos
residuos -4 até -1 a partir do sitio de clivagem (OIE, 20123, cap. 10.9, art.
10.9.1).

Para ser considerado livre de DN, o pais, a zona ou o compartimento, devera
comprovar a OIE a auséncia de infecgdo por um periodo de 12 meses, causada por

um APMV-1 com as caracteristicas descritas acima (OIE, 2012b).

A vigilancia para a enfermidade deve ser realizada no ambito de um programa
continuo e adaptada a situacao de cada pais. O uso universal de vacinas vivas e a
presenca comprovada de cepas de VDN lentogénicas em aves domeésticas e
silvestres, na maioria dos paises, implicam que a presenca da infeccdo ndao é motivo
suficiente para impor medidas de controle (OIE, 2012b). Aliado a esses fatores, os
riscos de ocorréncia de epizootias e as restricbes comerciais impostas aos paises
exportadores, com ocorréncia da enfermidade, fazem com que as medidas de

controle sejam definidas no ambito nacional ou internacional (ALEXANDER, 2003).
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No Brasil a DN é de notificacdo compulséria e em casos de foco sao adotadas
medidas emergenciais (BRASIL, 1994). Através do Sistema de Inspecdo de Produtos
de Origem Animal e do Programa de Sanidade Avicola e apoiado na manutencéo das
estruturas do servico veterinario oficial e na participacéo do setor privado, busca-se o
cumprimento das normas de sanidade e vigilancia para a DN, atualmente em fase de

controle e erradicacao (BRASIL, 2002; 2006).

Apesar de ser facultada aos estados da federacdo a vacinagdo sistematica contra a
doenca de Newcastle (BRASIL, 2002), os esforcos para a profilaxia da enfermidade
nos criatdrios comerciais consistem na vacinagdao de rotina através da utilizacdo de
vacinas vivas lentogénicas, fabricadas principalmente a partir de estires viral La Sota,
estirpe Bl e clone 30, bem como, de patétipos assintomaticos entéricos

normalmente baseados na estirpe V4, VG-GA e Ulster 2C (ORSI et al., 2009).

3.2 HISTORICO

A DN foi descrita pela primeira vez em 1926. Nesta ocasiao ocorreram dois surtos em
locais distintos: Ilha de Java, na Indonésia e em Newcastle-upon-Tyne, na Inglaterra
(KRANNEVELD, 1926; DOYLE, 1927 apud ALEXANDER, 2003). A enfermidade
difundiu-se para diversos paises, atingindo o Sudeste Asiatico, o Oriente Médio e a
Europa, ficando configurada a primeira pandemia. Entretanto, surtos de uma doenca

semelhante a ocorrida em 1926, ja haviam sido relatados anteriormente na Europa
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Central e na Coréia em 1924. Em 1930 foi descrito um surto similar nos Estados

Unidos, sendo na época denominada pneumoencefalite aviaria (ALEXANDER, 2003).

O nome DN foi escolhido por Doyle durante os focos da Inglaterra em 1926 e
continua a ser usado até os dias atuais, embora quando da referéncia ao VDN,
“paramixovirus aviario tipo 1”, o termo APMV-1, seja atualmente empregado

(ALEXANDER; BELL; ALDERS 2004).

A doenca tem atualmente uma distribuicdo mundial, e sao reconhecidas pelo menos
trés pandemias. Diferentemente da primeira pandemia de 1926, que levou vinte anos
para se espalhar, a segunda, foi reconhecida na década de 1960 no Oriente Médio e
em quatro anos atingiu varios continentes. Esta rapida difusdo foi associada ao
desenvolvimento da industria avicola e ao comércio mundial de aves, através do
transporte aéreo, principalmente de Psitacideos provenientes da Sudeste Asiatico,
Ameérica Central e América do Sul. Os efeitos devastadores desta segunda pandemia
impulsionaram o desenvolvimento de vacinas e a implantacao de legislacoes
internacionais que regulamentaram o comércio e a produgao de aves (ALEXANDER,

2003; PAULLILO, DORETTO JUNIOR, 2000).

Uma terceira pandemia ocorreu no final da década de 1970, iniciada no Oriente
Médio, foi relatada como uma enfermidade de manifestacdo neurotropica, sem sinais
respiratdrios, observada em pombos de competicdo. A rapidez da disseminacao foi

impulsionada pela participacao deste tipo de aves em competicoes e pelo comércio
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ilegal de aves, sendo a enfermidade possivelmente ainda endémica para pombos em

varias partes do mundo (ALEXANDER, 2003).

A prevaléncia da DN em todo o mundo é extremamente dificil de ser determinada.
Em alguns paises ou areas, o relato da doenca é silencioso ou é relatada ocorréncia
apenas em aves comerciais, sendo ignorada a ocorréncia em criatorios caipira ou de
fundo de quintal. Mesmo nas aves criadas comercialmente, a estimativa da
distribuicdo geografica do VDN ndo é clara, devido a utilizacao de vacinas vivas.
Alguns paises usam vacinas vivas compostas por virus que sao consideradas cepas

virulentas em outros paises (ALEXANDER; BELL; ALDERS, 2004).

Atualmente a DN velogénica é considerada endémica na Asia, Oriente Médio, Africa,
Ameérica Central, América do Sul e em partes do México. Cepas lentogénicas sao

isoladas em aves domésticas em todo o mundo (CFSPH, 2012).

No Brasil, a primeira descricao da DN data de 1953 e foi associada a importacao de
carcacas de frangos congelados contaminadas pelo virus, procedentes dos Estados
Unidos. Na ocasido foi isolada a mostra M33 do VDN em Belém no Para e em
Macapda, no Amapa (SANTOS, 1954 apud FRANZO, 2007). Apds este episddio, a
enfermidade se manteve endémica durante muitos anos em todo o pais e
atualmente focos esporadicos tem ocorrido em plantéis ndo comerciais. Os surtos
foram controlados, principalmente pela vacinacado e por medidas profilaticas

complementares (ORSI et al., 2010).
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Em 2003, o governo brasileiro declarou os plantéis avicolas comerciais dos principais
Estados produtores, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Minas
Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal, livres da DN, com

reconhecimento da OIE (BRASIL, 2003).

Entretanto, apesar de todas as medidas de vigilancia sanitaria e biosseguridade
adotadas pelo pais, focos da enfermidade com manifestacao de sinais clinicos
ocorreram em aves de criatorios de fundo de quintal nos Estados do Rio Grande do
Sul (17 casos envolvendo 44 aves susceptiveis) e Mato Grosso (27 casos envolvendo
78 aves susceptiveis), em 2006. No mesmo ano, como resultado de vigilancia ativa
realizada em aves residentes, nos 10 km do entorno do sitio de aves migratdrias em
Manaus - AM, foram identificadas através de isolamento viral, quatro focos,
totalizando 79 aves susceptiveis, entre patos e galinhas, sendo diagnosticado apenas

um caso por foco, ndo sendo na ocasido, relatados sinais clinicos (OIE, 2012).

3.3 ETIOLOGIA

Os paramixovirus aviarios, isolados de aves, durante algum tempo, foram
classificados através de testes soroldgicos e andlises filogenéticas em nove subtipos,
designados APMV-1 a APMV-9 (ALEXANDER, 2003). Entretanto Miller; Decani; Afonso
(2010) estudando a caracterizacdo bioldgica, soroldgica e gendmica de um

paramixovirus recentemente isolado de pinguins rockhopper (Eudyptes chrysocome)
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sugeriram que este virus representa um novo paramixovirus aviario (APMV), sendo

atualmente reconhecidos 10 subtipos (APMV-1 a APMV-10) (OIE, 2012a).

A DN é causada pelo APMV-1, mas o APMV-2, o APMV-3, o APMV-6 e o APMV-7
também causam enfermidades em aves domésticas (SAIF et al., 1997, ZHANG;

ZHAO; WANG, 2007; NAYAK et al., 2008; XIAO et al., 2009).

Embora o APMV-1 seja considerado como pertencente a um Unico sorotipo,
diversidade genética e antigénica tem sido reconhecida, existindo atualmente dois
sistemas diferentes para classificar o VDN com base na sequéncia do numero de
residuos basicos no sitio de clivagem da proteina de fusdao (ALDOUS et al., 2003;

KIM et al., 2007).

O primeiro sistema classifica 0 VDN em seis linhagens com 13 sub-linhagens (KIM et
al., 2007), e trés sublinhagens foram adicionadas mais tarde (SNOECK et a/., 2009).
No segundo sistema o APMV-1 é separado em dois subtipos, denominados de classe
I e classe II, com base na relacdo genética entre virus. Nesta classificacdo a grande
maioria das estirpes de APMV-1 pertence a classe II, que é dividido em, pelo menos,
dez gendtipos (I a X). Isolados da classe I possuem nove genodtipos identificados (1 a
9), sao geralmente de baixa patogenicidade e foram encontrados principalmente em
aves aquaticas selvagens (CZEGLEDI et al.,, 2006). Entretanto, novos gendtipos sao
constantemente identificados, normalmente provenientes de epizootias globais e

pelas mudangas observadas na sequéncia gendmica do virus, implicando que
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gendtipos de baixa e alta viruléncia estdao evoluindo simultaneamente em diferentes

localizagOes geograficas (MILLER; DECANINI; AFONSO, 2010).

Assim como 0s outros paramixovirus aviarios, o APMV1 pertence ao género
Awulavirus, sendo classificado na subfamilia  Paramyxovirinae,  familia
Paramyxoviridae, ordem Mononegavirales. Os virus desta familia sdo pleomorficos,
envelopados, ndao segmentados, com genoma de RNA com nucleoproteina de fita
simples e polaridade negativa (FAUQUET et al, 2005; MAYO, 2002). Possui
morfologia esférica, com cerca de 150 a 200nm de diametro e nucleocapside
revestido por dupla camada lipidica de 12 a 17nm de diametro (ALEXANDER, 2003).
O genoma apresenta 15.186 nucleotideos de comprimento, o que sugeriu a sua

reclassificacdo fora do género Rubulavirus (LEEUW; PEETERS, 1999).

O genoma viral é constituido por seis genes, 3’-NP-P-M-F-HN-L-5’, que codificam seis
polipeptideos principais: nucleoproteina, fosfoproteina, proteina de matriz viral,
proteina de fusdao, hemaglutinina-neuraminidase e polimerase, respectivamente.
Segundo Steward et a/. (1993) duas outras proteinas, V e W sao produzida por uma

mudanca de estrutura no interior da regido de codificagdo da fosfoproteina.

A hemaglutinina-neuraminidase (HN) e a proteina de fusao (F) sao glicoproteinas
estruturais de superficie. Dentro do envelope existe um nucleocapsideo helicoidal
central que contém o RNA genbémico e as proteinas do nucleocapsideo (NP),

fosfoproteina (P) e a grande polimerase RNA-dependente (L), que sao responsaveis



14
pelo inicio da replicacdo viral intracelular. Entre o envelope e o nucleo viral localiza-
se a matriz (M), que é liberada do nucleo quando da entrada do virus na célula

hospedeira (CHAMBERS et a/., 1986; STEWARD et al., 1993).

A hemaglutinina confere ao VDN a capacidade de aglutinar eritrécitos, enquanto que
a neuraminidase promove a eluicdo gradual das particulas virais aglutinadas. A
proteina F é a responsavel pela fusao do envoltério viral aos receptores da
membrana plasmatica da célula hospedeira, possibilitando a penetracdo do

nucleocapsideo (ALEXANDER, 2003).

A replicacdo intracelular ocorre inteiramente no citoplasma da célula invadida e a
transcricao ocorre mediante a acao da polimerase (transcriptase), que produz
moléculas capazes de atuar como RNA mensageiros e utilizar os mecanismos da
propria célula para traducdao das proteinas e do genoma viral. As proteinas
sintetizadas na célula infectada sdo transportadas para a membrana celular, que se
modifica. Quando ocorre o alinhamento do nucleocapsideo préximo a essas regides
modificadas é possivel a liberacao de novas particulas virais a partir da superficie da

célula (PEEPLES, 1988).

A glicoproteina de fusao F é sintetizada por um precursor inativo, FO, que é
proteoliticamente clivada na ligacao peptidica de residuos 116 e 177 por meio de
uma enzima da célula invadida, em dois polipeptideos ligados F; e F, (GOTOH et al,,

1992).
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Atualmente existem evidéncias de que o precursor FO é um determinante para a
viruléncia dos APMV-1, sendo a sequéncia de aminoacidos no sitio de clivagem da
proteina F (TOYODA et al., 1987; GLICKMAN et al. 1988; LIU et al, 2007) e a
capacidade das enzimas proteases de clivar a FO de diferentes tecidos, responsaveis

pela patogenicidade da estirpe viral (GOTOH et al., 1992; OGASAWARA et al., 1992).

Estudos tem demonstrado que os virus virulentos para galinha apresentam sequéncia
de aminoacidos deduzidas do precursor FO 11,R/K-R-Q-K/R-R116 na porcdao C-terminal
da proteina F2 e F (fenilalanina) no residuo 117 da porcdao N-terminal da proteina F1.
Os virus de baixa patogenicidade possuem a sequéncia de aminoacidos na mesma
regidao de 112G/E-K/R-Q-G/E-Ri;6 € L (leucina) no residuo 117 (COLLINS;

BASHIRUDDIN; ALEXANDER, 1993).

Em estirpes velogénicas a proteina F tem como caracteristica a presenga de dois
pares de residuos de aminoacidos basicos perto do local de clivagem, por outro lado
nas cepas lentogénicas, apenas dois aminoacidos estdo presentes no local de
clivagem e nas mesogénicas estdo presentes neste local, dois pares de residuas de
aminoacidos basicos ou uma arginina, e um par de lisina / arginina (ALEXANDER,

2003).

As moléculas de FO das amostras virulentas de VDN s3o clivadas em uma grande

variedade de tecidos e 6rgao do hospedeiro resultando em uma infeccao sistémica,
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enquanto que as FO dos virus de baixa viruléncia sdo clivadas em limitados tipos de

células, tais como trato respiratorio e intestinal (ROTT, 1979).

3.4 SINAIS CLINICOS E PATOGENICIDADE

Os sinais clinicos observados em aves infectadas podem variar desde uma infeccao
assintomatica a mortalidade subita de 100% das aves com apresentacao de
sindrome respiratdria e lesdes neuroldgicas. Esta variagdo clinica depende de fatores
como: o tipo de virus, a espécie hospedeira, a idade do hospedeiro, a ocorréncia de
infeccao simulténea, situacdes de estresse ambiental e o estado imunoldgico do

hospedeiro (ALDOUS; ALEXANDER, 2001; ALEXANDER, 2004; KING, 2008).

Com base na manifestacdo clinica observada em galinhas, Beard e Hanson (1984)
agruparam as cepas virais em cinco formas ou patétipos: DN velogénica
viscerotrdpica (patdtipo de Doyle), que se apresenta de forma aguda e letal, com
lesdes hemorragicas no trato digestivo; DN velogénica neurotrdpica (patétipo de
Beach), com alta mortalidade, lesdes neuroldgicas e sindrome respiratdria; DN
mesogénica (patdtipo de Beaudette) apresenta infeccao respiratéria aguda e as
vezes infeccdo nervosa com baixa mortalidade; DN lentogénica (patétipo de
Hitchner) causa uma leve ou inaparente infeccao respiratdéria em galinhas e é
amplamente utilizada para fabricagdo de vacinas; e a forma entérica-assintomatica

(patotipo Ulster) com infeccdo intestinal inaparente.
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Entretanto esta é uma divisao considerada apenas didatica, pois em situagbes de
campo ou mesmo experimentais usando galinhas livres de patdgenos especificos
(SPF), ocorrem sobreposicoes das formas de manifestacao. Em algumas situacoes no
campo, os sinais clinicos induzidos por cepas de baixa patogenicidade podem ser
evidenciados, apresentando sinais clinicos semelhantes aos de virus patogénicos

(ALEXANDER; BELL; ALDERS, 2004).

N3o existem sinais patognomonicos, mas, em termos gerais, sdo considerados sinais
clinicos de DN: depressao; diarreia; edema de cabega; crista e barbela; sinais
nervosos, como paralisia e torcicolo; sinais respiratdrios; reducdo do ganho de peso
e da postura de ovos (ALEXANDER, 2000). Outras caracteristicas tipicas da doenca
incluem: rapida propagacao, morte em 2 a 3 dias, taxa de mortalidade superior a
50% em populacdes nao vacinadas, e um periodo de incubacdo de 3 a 6 dias ou, em

raras ocasioes, 2 a 15 dias (BEARD; HANSON, 1984).

3.5 LESOES ANATOMOPATOLOGICAS

As lesdes macroscopicas e microscopicas nao podem ser consideradas
patognomonicas para qualquer forma da DN. Normalmente as aves acometidas por
cepas virulentas do VDN apresentam aparéncia febril, carcaca desidratada e lesdes
hemorragicas no trato intestinal, principalmente no proventriculo, duodeno, jejuno e
ileo. Quando ha envolvimento do sistema respiratdrio, sdo encontradas lesdes

hemorragicas, congestao e aerossaculite. Por outro lado, mesmo em aves exibindo
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sinais neuroldgicos, ndo sdo encontradas lesdes macroscopicas no sistema nervoso
central. As alteracGes microscopicas consistem basicamente em hiperemia, necrose,
encefalomielite nao purulenta, infiltragao celular e edema. Esses achados podem ser
encontrados em diversos 6rgaos e no sistema nervoso central, ndo tendo entretanto

significado diagndstico (ALEXANDER, 2000; ALEXANDER; BELL; ALDERS, 2004).

3.6 HOSPEDEIROS

A DN acomete aves domésticas e selvagens provocando sinais clinicos em algumas
espécies e em outras ndo, sendo a galinha a espécie doméstica mais afetada. O VDN
foi também isolado em alguns mamiferos, entretanto sem apresentar importancia
epidemioldgica. Em humanos provoca conjuntivite (NELSON et a/. 1952; HALES;

OSTLER, 1973; NAKAMURA et al. 2004; ).

Em levantamento bibliografico realizado por Kaleta e Baldauf (1988), foi relatada
infeccdo experimental ou natural em 27 das 50 ordens avidrias existentes,
envolvendo 241 espécies de passaros. Entretanto, provavelmente todas as aves sao
susceptiveis a infeccao pelo VDN, apesar das espécies terem niveis diferentes de

susceptibilidade (ALEXANDER, 2003).

Como uma grande variedade de subtipos soroldgicos tém sido isolados de aves
aquaticas silvestres assintomaticas, acredita-se que estas espécies sao o reservatorio

natural do virus, implicando em seu importante papel como agente transmissor para
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aves domésticas (ALEXANDER, 1995). Existem indicacdes de que aves silvestres
infectadas tem o potencial de propagar o VDN de forma muito rapida e por longas

distancias (ABOLNIK, 2007).

Os dois grandes elos da cadeia epidemioldgica da DN s3o as aves aquaticas silvestres
(reservatorio primordial) e as aves domésticas (reservatorio secundario). Os
antecedentes revelam uma epidemiologia complexa e uma histdria ndo linear da
transformacao da viruléncia do agente. No hospedeiro primario, formas primitivas do
virus (cepas apatogénicas) circularam de forma assintomatica e através de passagem
em aves domésticas foram convertidas em cepas virulentas. Portanto, as aves
domésticas sdo o cenario para a conversao em viruléncia e para a manutencao de

cepas virulentas (CZEGLEDI et a/., 2008).

As espécies mais susceptiveis sao os galiformes, os faisdes, os psitacideos, as ratitas
e os pombos. Dentre as de susceptibilidade moderada encontram-se as aves de
rapina, 0s pinguins e os passeriformes, sendo as menos susceptiveis as aves
aquaticas, os gansos, 0s corvos e os pelicanos. De forma geral, os patétipos virais de
alta viruléncia sao associados normalmente a aves tropicais, principalmente
psitacideos, enquanto que os de baixa viruléncia sdo normalmente associados a aves

aquaticas (CROSS, 1995).

Animais como cdes, gatos, raposas e roedores eliminam o virus por 72 horas apds

ingerir carcacas de aves contaminadas, podendo atuar como reservatorios
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transitorios e transmitir o VDN através da contaminacdao do meio ambiente (AWAN;

OTTE; JAMES, 1994).

No homem, tanto as cepas vacinais quanto as virulentas de aves doentes podem
infectar e causar sinais clinicos. O principal sintoma clinico observado é uma
conjuntivite que se desenvolve em até 24 horas apos a exposicao do virus ao olho
(SWAYNE; KING, 2003). Tem carater ocupacional, limitando-se a laboratoristas,
equipes de vacinacao (principalmente via aerossol) e pessoas que manuseiam aves
infectadas e suas carcagas. O contato casual com aves infectadas representa baixo
risco de infeccdo humana. Nao existe relato de propagacao entre humanos, mas

estes quando infectados podem eliminar o virus (ALEXANDER, 2003).

3.7 TRANSMISSAO

A transmissao entre animais ocorre de forma horizontal como resultado da inalagao
de particulas ou goticulas ou ingestdo de material infeccioso excretado, como fezes.
Os virus que ndo induzem sinais respiratdrios significativos e os assintomaticos sao
transmitidos principalmente através de fezes contaminadas. A transmissdo aérea fica
evidente a partir da administracao de vacinas vivas por aerossol, sendo a infeccao
estabelecida pela via respiratéria. Existem, entretanto, poucas evidéncias
experimentais de infeccao aérea entre aves infectadas e aves sensiveis em condicoes
de campo, mesmo sobre curtas distancias (ALEXANDER, 2004). Li et al/. (2009)

comprovaram experimentalmente a transmissdo via aérea em curta distancia através
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aerossdis, transmitidos entre galinhas infectadas e galinhas livres de patdgenos
especificos (SPF). Entretanto, a via aérea de infeccdo tem pouco significado e o
sucesso da transmissao do agente depende de fatores ambientais como

temperatura, umidade e densidade.

Para que ocorra a introdugdo e manutencdao do VDN em uma populacdo aviaria faz-
se necessario a existéncia de reservatorios e/ou disseminadores. Portanto, os fatores
provavelmente envolvidos na manutencao da infeccao sdo: a presenca de individuos
portadores; a introducao de aves susceptiveis; a multiplicidade de espécies aviarias
em convivio contiguo, especialmente quando estdao presentes aves silvestres e

domésticas e a heterogeneidade de estirpes do virus (AWAN; OTTE; JAMES, 1994).

Em resumo, as principais formas de introducao e propagacao do virus em uma area
livre sdo: a) o movimento de aves selvagens migratorias com papel significativo na
propagacao do virus em areas onde a enfermidade ja esteja estabelecida, ja que a
maioria das cepas circulantes nessas espécies é de baixa viruléncia, ndo sendo,
entretanto excluido a possibilidade de infeccao primaria; b) o comércio mundial de
aves de cativeiro e de caca, pombos correios e aves domésticas mantidas para fins
de recreacdo; c) a comercializacao de aves comerciais vivas e produtos avicolas; d) o
movimento de pessoas e equipamentos; e) alimentos avicolas e agua contaminada;

f) propagacao aérea (ALEXANDER, 2004).
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O fator mais importante para a introducao do VDN em aves caipira € a aquisicao de
galinhas infectadas. Spradbrow (1994) afirma que existe uma tendéncia em atribuir
os surtos em galinhas de quintal a condicOes sazonais, ja que em muitos paises a
enfermidade tem uma maior ocorréncia em determinadas épocas do ano. Entretanto
o autor alerta que, as condicdes sazonais podem ser apenas um fator indiretamente
envolvido e que o aumento da circulacdao de galinhas pode ser a influéncia direta.
Salienta que tem sido sugerido que na Indonésia, por exemplo, os focos pode estar
relacionados a venda de galinhas para custear a compra de sementes de arroz para
plantio, em Uganda ao movimento de pessoas desempregadas durante o periodo
seco que levam galinhas como presentes em visitas a parentes, ou mesmo em
muitos paises a épocas festivas, quando aumenta a oferta de aves para venda em

mercados.

Awan, Otte e James (1994) apontam para a importancia das galinhas de quintal na
manutencdo da enfermidade em uma regido. A introducdo de aves sensiveis através
da eclosdo constante, e a probabilidade de que algumas aves ou criatorios ndo sejam
infectados em um primeiro momento do surto, implica que nem todos os animais
tornam-se infectados ao mesmo tempo e permite a manutencdo da infeccdo na

populacao por um longo tempo, provavelmente de uma forma ciclica.
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3.8 DIAGNOSTICO

A ampla variacao na viruléncia do virus da DN implica que a sua deteccao ou a
evidéncia de infecgdo é insuficiente para um diagndstico adequado. O diagndstico de
infeccbes pelo VDN objetiva definir as estratégias de controle da doenga e apoiar a
investigacdo epidemioldgica, ja que as medidas de controle diferem conforme a

patogenicidade do agente (ALDOUS; ALEXANDER, 2001).

A ampla variedade de sintomas e as diferentes respostas a infeccao por diferentes
hospedeiros fazem com que os sinais clinicos e as lesdes associadas aos diferentes
patotipos determinem apenas uma suspeita da enfermidade, ndo apresentando uma
base confiavel para o diagndstico. Portanto, a realizacdao de provas laboratoriais é
essencial para a comprovacao da ocorréncia da doenca e para a determinacdo da
patogenicidade da amostra, sendo o isolamento e identificacao do virus considerados

métodos de diagndsticos definitivos (ALEXANDER, 2003).

O diagnostico convencional para DN baseia-se no isolamento viral em ovos
embrionados, combinado a testes soroldgicos, sendo o mais usado a inibicdo da
hemaglutinacao e determinacao da patogeniciadade (ALEXANDER; MANVELL, 2002;

OIE, 2012a).
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3.8.1 Isolamento e Caracterizagao Viral

Varios sistemas de cultura de células sdo usados para propagacao do VDN,
entretanto o ovo embrionado de galinha é o mais utilizado para a realizacdo do
isolamento viral. Uma suspensao tratada com antibidtico obtida a partir de suabes de
traqueia ou orofaringe e suabes cloacais ou fezes provenientes de aves vivas, ou de
fezes e amostras de drgaos retirados de aves mortas, sao inoculados na cavidade
alantdéide de ovos embrionados livres de agentes especificos (SPF) com 9 a 11 dias
de idade. Os ovos sao entao incubados a 37°C, durante 4 a 7 dias, e a morte dos
embrides verificada a cada 12 horas. Ovos com embrides mortos e todos 0s ovos no
final do periodo de incubacdo tem o fluido alantdide testados para a atividade
hemaglutinante (HA) e / ou pelo uso de métodos moleculares especificos, sendo o
RT-PCR em tempo real (rRT-PCR) o mais utilizado. Em caso de reacao positiva na
hemaglutinacao, realiza-se testes para a inibicdao de hemaglutinacao (HI) com um
anti-soro monoespecifico de APMV-1. Em caso de reacao positiva na HI para VDN, a
identificacdo do isolado pode ser realizada através da técnica de neutralizacdo viral e
a caracterizacdao pode ser obtida por meio de testes de patogenicidade inoculando
aves susceptiveis ou ovos embrionados ou por determinacdo de aminoacidos no sitio

de clivagem da proteina FO (ALEXANDER, 2003; OIE, 2012a).

A deteccao direta do VDN pode ser efetuada segundo Brown et a/. (1999) através de

provas de imunohistoquimica, imunoperoxodase e hibridizacao /n situ.
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ReacOes cruzadas podem ser observadas no HI entre os diferentes sorotipos do
paramixivirus aviarios, especialmente entre APMV-1, APMV-3 e APMV-7. Uma
alternativa para a caracterizacdo do virus é a utilizacdo de painéis de soros de
referéncia ou anticorpos monoclonais (MAbs) produzidos contra amostras do VDN. A
utilizacdo de painéis de MAbs permite associar os isolados de acordo com suas

capacidades bioldgicas e epidemioldgicas (RUSSEL; ALEXANDER, 1983).

Ensaios soroldgicos como o ensaio imunoenzimatico (ELISA) também tem sido
utilizados, mas com valor diagnostico e na vigilancia limitado para DN devido a
utilizagdo quase universal de vacinas, sendo impossivel diferenciar aves infectadas de
aves vacinadas. O ELISA tem se tornado a técnica de eleicdo para monitoramento e
estudos de soropreveléncia da DN, devido a possibilidade de automacdao e a

disponibilidade de kits comerciais padronizados (YUSOFF; TAN, 2001).

Rotineiramente os testes mais utilizados para a definicdao da patogenicidade sao o
Iindice de Patogenicidade Intracerebral (IPIC) em pintos de um dia, o Indice de
Patogenicidade Intravenoso (IPIV) em aves de seis semanas de idade e o Tempo
Médio de Morte Embrionaria (TMME) em embrides de galinha (DORETO JUNIOR;
PAULILLO, 2006). Entretanto é definido por acordo internacional, que a avaliacao
definitiva da viruléncia deve ser determinada pelo teste de IPIC, devido a sua
especificidade e sensibilidade. Neste teste a variacdo na viruléncia dos diferentes
isolados é refletida no indice que varia de 0,0 (virus avirulentos) a 2,0 (virus

altamente virulentos) (OIE, 2012a).
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Apesar dos testes de isolamento viral sequido de testes /in vivo para determinagao da
patogenicidade, representarem o padrao de referéncia, sendo amplamente utilizados
por sua sensibilidade e especificidade, sdo laboriosos, demandam varios dias para
eXecucao e requerem experimentos com animais vivos, o que é indesejavel
atualmente (ALDOUS; ALEXANDER, 2001). Além disso, apesar de serem capazes de
definir a viruléncia de um isolado, ndo possibilitam identificar as relacdes bioldgicas e
epidemioldgicas de amostras com a mesma viruléncia (RUSSEL; ALEXANDER, 1983).
A OIE orienta a utilizagdo do IPIC apenas quando da existéncia de forte justificativa
com base nas circunstancias epidemioldgicas, retirando a utilizagdo da prova da
rotina laboratorial para diagndstico em amostras para vigilancia de aves saudaveis

(OIE, 2012a).

Por outro lado, os métodos moleculares possibilitam a identificacdo e caracterizacao
das amostras virais e sao utilizados como ferramenta para determinagao da origem
do VDN e da disseminacao da doenca, com grande vantagem sobre as outras
técnicas por sua rapidez e precisao, além de requerer um Unico teste de diagnostico

(ALDOUS; ALEXANDER, 2001; ALEXANDER, 2003).

Dentre as técnicas moleculares que permitiram identificacdo do VDN tém sido
relatados os métodos de tipagem patogénica baseados em transcricdo reversa RT-
PCR seguido de eletroforese em gel de agarose, sequenciamento de produtos de RT-

PCR, ensaio de mobilidade em heteroduplex, andlise de endonuclease de restricao
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dos produtos de amplificacdo e a utilizacao de sondas fluorogénicas (WISE et al.

2004).

Como o APMV-1 possui genoma de RNA, a base para a maioria das técnicas
moleculares utilizadas para detectar e caracterizar os virus envolve uma Reagdo em
Cadeia pela Polimerase - Pds Transcricdo Reversa do RNA (RT-PCR). Através da
transcricao reversa, o RNA viral passa a DNA complementar (cDNA), que pode ser
utilizado em analises subsequentes, associado a outras técnicas moleculares que
permitem a caracterizacao viral, como por exemplo analise com enzimas de restricao,
hibridizacdo da sonda e o sequenciamento de nucleotideos (ALDOUS; ALEXANDER,

2001; MILLER; DECANINI; AFONSO, 2010).

Atualmente a RT-PCR tem sido amplamente utilizada para deteccao e tipagem
patogenética e genotipagem de APMV-1 isolados de liquido alantoides de ovos
embrionados inoculados ou em tecidos e fezes de aves infectadas. No entanto, a
variabilidade genética do APMV-1 isolado deve ser cuidadosamente considerada

devido a resultados falsos negativos (MILLER; DECANINI; AFONSO, 2010).

PCR em tempo real e PCR em tempo real de transcricao reversa (rRT-PCR) sao
técnicas que oferecem alta sensibilidade proporcionada pelo RT-PCR convencional,
com a vantagem de evitar a etapa de processamento pds-PCR, permitindo economia
de tempo e material (MACKAY; ARDEN; NITSCHE, 2002). Wise et al. (2004)

desenvolveram rRT-PCR com alta especificidade para deteccao de infecgao por VDN
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velogénico e mesogénico, sendo obtida uma correlacao positiva entre os resultados
rRT-PCR e isolamento viral. A técnica desenvolvida foi indicada para triagem rapida e
vigilancia em aves de risco, ja que ndo identifica todas as amostras com isolamento

viral positivo, nao devendo, portanto substituir completamente o isolamento viral.

As técnicas de biologia molecular e sequenciamento de aminoacidos no sitio de
clivagem da proteina FO foram reconhecidas pela OIE e estao sendo amplamente
utilizadas na caracterizacado do VDN. Entretanto, apesar da demonstracao da
presenca de multiplos aminoacidos basicos no local de clivagem FO, confirmar o
potencial virulento do virus, a falha na deteccao de NDV sem mudltiplos aminoacidos
basicos no local de clivagem FO através de técnicas moleculares, nao confirma a
auséncia de virus virulentos. Incompatibilidade de primer, ou a possibilidade de uma
populacao mista de virus virulentos e avirulentos significa que o isolamento do virus
e uma avaliacdo /n vivo de viruléncia, como o IPIC, continuara a ser necessario (OIE,

2012a).
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RESUMO

Visando mensurar, através da técnica de ELISA indireto, os titulos de anticorpos contra o
virus da doenca de Newcastle em galinhas de quintal em municipios do principal polo avicola
da Bahia, foram analisadas amostras de soro sanguineo de 875 aves, pertencentes a 92
criatorios localizados préximo as granjas comerciais. Foram submetidas as técnicas
convencionais de pesquisa viral, conforme diagnostico oficial, todas as amostras dos
criatorios avaliados que apresentaram titulos de anticorpos superiores a 5.000, em pelo menos
uma galinha. Foram detectados titulos de anticorpos com valores extremos, variando de 1 a
14.919 e elevado coeficiente de variacdo (CV=129%), dados que sugerem a circulacdo de
virus vacinal ou de campo na regido, porém como constatado por RT-PCR em tempo real e
isolamento viral, as aves ndo estavam eliminando o virus no momento da coleta de amostras.
Considera-se que a proximidade entre os criatorios de aves comerciais e de galinha de quintal,
as falhas de manejo e deficiéncia na biosseguridade adotadas nos dois sistemas, podem
favorecer a circulagdo do virus da doenca de Newcastle, representando riscos para a
avicultura na regido estudada.

Palavras-chave: ELISA, Isolamento viral, Paramyxovirus aviario tipo 1, RT-PCR em tempo
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ABSTRACT

This study aimed measure antibody titers against Newcastle disease virus by indirect ELISA
in village chickens in main poultry hub cities of Bahia. Serum samples from 875 birds,
belonging to 92 farms, located near to commercial farms were analyzed. All samples in the
farm were subjected to conventional viral research, as official diagnosis, when they had at
least one antibody titer higher than 5,000. Antibody titers were detected with extreme values
ranging 1-14,919 and high coefficient of variation (CV = 129%). These data suggest that there
was circulation of vaccine or country virus, but the birds were not eliminating the virus at the
time of sample collection, as detected by RT-PCR in real time and viral isolation methods. It
is considered that the proximity of the commercial poultry farms and village chicken, flaws
management and deficiencies in biosecurity adopted in the two systems may promote the
circulation of the virus of Newcastle disease, representing a risk to poultry in the region
studied.

Keywords: Avian paramyxovirus type 1, ELISA, Real-time RT-PCR, Virus isolation

INTRODUCAO

Considerada uma das mais importantes viroses aviarias, a doenca de Newcastle (DN)
representa uma das principais barreiras sanitarias para o livre comércio mundial de aves e
seus produtos (OIE, 2012a). E causada por um virus RNA, do género Avulavirus, familia
Paramyxoviridae, também conhecido como paramixovirus aviario sorotipo 1 (APMV-1)
(Fauquet e Fargette, 2005). Com base na patogenicidade para galinhas, o virus tem sido
classificado em trés patétipos: lentogénico, mesogénico e velogénico, com intensidade de

viruléncia crescente (Alexander, 2003).

O plantel avicola industrial brasileiro é considerado livre da DN (Brasil, 2011, 2003).
Entretanto, trabalhos da literatura tem descrito a circulagdo do virus vacinal ou de campo da
doenca de Newcastle no Estado da Bahia, em galinhas de quintal (Sales et al., 2007) e em
avestruzes (Fernandes et al., 2010). Contudo, a particularidade do virus da doenca de

Newcastle (VDN) em apresentar uma ampla gama de viruléncia ndo permite que a detecgdo
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ou a evidéncia de infeccdo concluam o diagnostico (Aldous e Alexander, 2001). Assim sendo,
para determinar se 0 VDN é patogénico sdo seguidas normas internacionais que definem a
metodologia e os critérios para caracterizar o grau de patogenicidade. No Brasil, o diagndstico
deve ser realizado em laboratdrio oficial ou credenciado pelo MAPA e confirmado pelo
laboratorio de referencia nacional, o Laboratério Nacional Agropecuéario de Sdo Paulo
(LANAGRO — SP) (Brasil, 2002). As provas de eleicdo séo o isolamento e identificagdo viral,
seguido da caracterizacdo biologica da patogenicidade através de teste “in vivo” em pintos, ou

caracterizacdo por sequenciamento genético (OIE, 2012b).

Tendo em vista os estudos sinalizando circulacdo viral para DN, pretendeu-se verificar,
através de sorologia, a ocorréncia de contato com o virus e, atraveés de isolamento e
caracterizacdo viral, diagnosticar a patogenicidade do virus circulante em galinhas de quintal
nos trés municipios de maior representatividade na producédo avicola do Estado da Bahia. Este
diagnostico pode ser um relevante instrumento para subsidiar na anélise de riscos da doenga
para a avicultura, bem como, para incrementar as a¢fes de vigilancia, potencializando a
capacidade de deteccdo precoce e de rapida reacdo frente a uma possivel introducdo da

enfermidade.

MATERIAL E METODOS

A vigilancia epidemioldgica, a coleta e o0 envio de amostras para diagnéstico da doenca de
Newcastle (DN) foram realizados de acordo com o padrdo oficial estabelecido pelo Programa
Nacional de Sanidade Avicola, através da Instru¢cdo Normativa N° 32, de 13 de maio de 2002,
do Oficio Circular/DSA N° 07, de 24 de janeiro de 2007 e do Oficio Circular/DSA N° 91, de
14 de junho de 2010.

Visando potencializar o mecanismo de deteccdo de atividade viral, caso esta esteja presente,
foram escolhidos os municipios de Feira de Santana, Sdo0 Gongalo dos Campos e Conceicao
da Feira, cuja configuragdo do plantel avicola comercial representa um risco maior de difuséo
de agentes etiologicos. Nestes municipios encontra-se localizada a maior concentracdo de

matrizeiros, incubatdrios, fabricas de racdo, abatedouros e granjas de frango de corte do
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Estado da Bahia, pertencentes as diversas empresas integradoras e empresas particulares
(Souza, 2004).

Tendo em vista a impossibilidade de obtencdo do efetivo atual de criatorios de galinhas de
quintal, as propriedades amostradas foram escolhidas segundo o critério de proximidade com
as granjas comerciais. As granjas comerciais, que serviram de referéncia, foram escolhidas de
forma aleatéria, usando o banco cadastral da Agéncia Estadual de Defesa Agropecuaria da
Bahia (ADAB) e obedecendo a um critério de distribuicdo geogréafica, para que ndo fossem
selecionadas granjas vizinhas e para que as principais areas de concentracdo de granjas dos

municipios estudados fossem amostradas.

As propriedades amostradas seguiram a distribui¢cdo demonstrada na Tab. 1.

Tabela 1 Distribuicdo de propriedades e amostras por municipio

MUNICIPIO N° PROPRIEDADES N° AMOSTRAS
Feira de Santana 31 296
Conceicao da Feira 27 293
S. Gongalo dos Campos 34 286
TOTAL 92 875

As visitas e coletas de amostras foram realizadas no periodo de 31 de maio a 10 de setembro

de 2012 e contou com o apoio técnico, estrutural e financeiro da ADAB.

Foram amostradas aves com mais de 60 dias de idade, sendo coletado para analises
laboratoriais: suabes de traqueia, suabes de cloaca e amostras de sangue para obtencao de soro
sanguineo. As amostras de sangue foram colhidas de forma a possibilitar a obtencdo de
amostras de soro em duplicidade, e os suabes foram coletados individualmente e
acondicionados em meio de cultura MEM (“Minimal Essential Medium”). As amostras foram

congeladas, em freezer -20°C, até encaminhamento para os laboratorios.

Os soros sanguineos foram analisados no Laboratorio de Sanidade Avicola da Bahia
(LASAB), através de Kits comerciais de ELISA indireto (IDEXX FlockChek, do IDEXX
Laboratories, Inc.). Esta prova foi utilizada como método de triagem, realizada seguindo as

recomendacgdes do fabricante e os resultados interpretados através do programa xCheck. A
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leitura foi realizada em fotocolorimetro automatico ELISA, marca “BIO RAD”, modelo PR
2100, com filtro de 620 nm de comprimento de onda da luz.

Em planteis com uma ou mais aves apresentando titulos de ELISA acima de 5.000 (cinco
mil), as amostras de todas as aves da propriedade foram enviados ao LANAGRO-SP. Adotou-
se o limite de 5.000 para diminuir o nimero de amostras que seriam enviadas ao laboratorio
nacional de referéncia e também porque a chance de isolamento viral seriam maiores nestas

amostras.

Inicialmente as amostras de soro sanguineo foram submetidas novamente a técnica de ELISA

indireto, seguindo o procedimento padrdo do LANAGRO - SP.

Dos suabes cloacais e traqueais foi obtido um indculo viral para cada tipo de amostra por
propriedade, sendo os itens de ensaio preparados a partir de uma suspensdao 10 a 20%
(peso\volume), em PBS (Solucdo Salina Tamponada), pH 7,2; adicionada de uma solucdo de
antibidtico, para submissdo as técnicas de RT-PCR em tempo real (rRT-PCR) e isolamento
viral. Como as amostras encaminhadas foram resultantes de vigilancia passiva, 0o LANAGRO

- SP realizou as duas provas concomitantemente, seguindo o padrdo oficial adotado.

A técnica de rRT-PCR, utilizada para amplificacdo do gene M, foi adaptada de Wise et al.
(2004) e do protocolo padrdo do National Veterinary Services Laboratories (NVSL), USDA,
Ames-lowa (2010). Baseia-se na técnica de rRT-PCR, com reacdo de transcri¢do reversa e
PCR one step, com o kit One Step RT-PCR da marca Ambion. Os resultados foram obtidos
por emissdo de fluorescéncia quando da amplificacdo de DNA na presenca de sonda interna
aos “primers” marcados com reagente fluorescente FAM e quencher BlackHole. As reagdes
foram realizadas em termociclador para PCR em tempo real, plataforma Applied Biosystems,
modelo 7500 e/ou 7500 fast, e os resultados analisados e emitidos por “software” do

fabricante do equipamento.

O ensaio para APMV-1 matriz foi usado, no LANAGRO-SP, como triagem e todas as
amostras suspeitas e positivas foram confirmadas por isolamento viral e rRT-PCR para

amplificacdo do gene F.
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O isolamento viral foi realizado por inoculagcdo em ovos embrionados de galinha SPF, de 8 a
11 dias de idade, em até trés passagens, e identificacdo viral por tipificagdo usando antissoros
de referéncia contra APMV-1 ao APMV-9, através da inibicdo da hemaglutinacdo (HI),
segundo a norma descrita pela Portaria N° 182, de 08 de novembro de 1994 do MAPA. Nos
casos de isolamento positivo, a viruléncia do patégeno € determinada através do indice de
patogenicidade intracerebral (IPIC) em pintos de um dia, descritos na mesma Portaria ou

caracterizacdo por sequenciamento genético.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os criatorios estudados possuiam uma média de 38 galinhas, mantidas em sistema de manejo
tradicional, com presenca de aves de idades variadas, manejo sanitario e nutricional
inadequado e os animais ndo contavam com assisténcia medica veterinaria e nem com

programas de vacinacao.

As amostras analisada através de ELISA indireto revelaram titulos de anticorpos com valores
extremos, variando de 1 a 14.919, e demonstraram alta disperséo relativa (CV=129%) (Tab.
2). Em aves ndo vacinadas, a presenca de anticorpos especificos no ELISA é um indicativo de
que as aves foram expostas a0 VDN em algum momento de sua vida, mas nao
necessariamente que estdo enfermas no momento da amostragem. Entretanto, na pratica,

titulos elevados de anticorpos sdo indicativos de infeccao recente (Abdullsattar, 2004).

O teste de ELISA indireto é amplamente utilizado para avaliar a resposta de anticorpos contra
0 VDN, sendo extremamente Util para confirmar o sucesso dos programas de vacinacao
(Miller et al., 2010a). A principal vantagem dos Kits comerciais usados atualmente é a
facilidade de execucdo, além de permitir um rapido processamento de multiplas amostras,
uma alta sensibilidade e especificidade (Alexander, 2003). Entretanto, apesar de ser a técnica
de eleicdo para monitoramentos e estudos de soroprevaléncia, possui valor limitado no
diagnédstico e na vigilancia para DN, uma vez que, com a utilizacdo quase universal de

vacinas, e impossivel diferenciar aves infectadas de aves vacinadas (Yusoff e Tan, 2001).
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Tabela 2 Titulos sorologicos para doenca de Newcastle, pelo método de ELISA indireto, na
regido de Feira de Santana

TITULO
g CV 1.000 a
Municlpio™ n o/ <999 4.999 > 5.000
Min. Max. n % n % n %

C. da Feira 293 140,8 1 14919 179 61,1 97 331 17 5,8

F. de Santana 296 103,6 1 9331 188 635 104 351 4 1,4

S. G. Campos 286 118,6 7 11589 184 643 94 329 8 2,8

TOTAL 875 12972 1 14919 551 63,0 295 33,7 29 3,3
"Municipios de Conceicdo de Feira, Feira de Santana e S0 Gongcalo dos Campos.

No Brasil, a vacinacdo sistematica contra DN é facultativa aos estados da federacdo (Brasil,
2002). Na Bahia, € pratica comum vacinar as aves comerciais, sendo utilizadas atualmente as
cepas: VGGA, HB1, La Sota e PHY.LMV.42. Apesar de ndo haver relato de vacinacdo a
campo de galinhas de quintal, nos criatérios amostrados observou-se presenca de aves de
linhagem melhorada, que possivelmente foram vacinadas contra DN no incubatério. As aves
de linhagem caipira comercializadas na regido sdo vacinadas no incubatério com a cepa
VG/GA.

O uso de vacina com cepas lentogénicas pode levar a atrasos no diagnostico laboratorial,
sendo identificadas acidentalmente nas amostras durante varias semanas apds a administracdo
da vacina (Van Eck et al., 1991).

Os titulos elevados de anticorpos encontrados no presente estudo podem ser ainda
consequéncia do sistema tradicional de manejo adotado, que pode levar a situacGes de
estresse, deficiéncia nutricional, auséncia de controle através de vacinacao, favorecendo a
infeccdo; da elevada densidade de aves na regido estudada; do convivio direto das galinhas de
quintal com espécies silvestres e da proximidade dos criatdrios de quintal com os galpdes de
aves comerciais vacinadas (Tadesse et al., 2005; Musa et al., 2009). Pode estar, portanto

associado a desafio de campo, mesmo com cepas de baixa viruléncia.

Por outro lado, falhas nas medidas de biosseguranca frequentemente observadas na avicultura

comercial, como a proximidade entre criatorios de espécies diferentes e com idade e
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procedéncias variadas, podem promover a reciclagem de varios patgenos (Oliveira et. al.,
2007).

De acordo com os resultados obtidos no ELISA indireto, utilizado como prova de triagem,
foram enviadas ao LANAGRO - SP, para diagndstico definitivo para DN, amostras de 16
criatorios que apresentaram pelo menos uma amostra com titulo superior a 5.000. O
LANAGRO, dentro da sua rotina de andlise, refaz a analise de sorologia por ELISA indireto e

estes resultados estdo demonstrados na Tab. 3.

Paralelamente ao teste de ELISA indireto, no LANAGRO, os suabes cloacais e traqueais
foram submetidos ao diagnostico definitivo através de RT-PCR em tempo real, que resultou
negativo na amplificacdo do gene M. Este resultado foi confirmado no isolamento viral até a

terceira passagem em ovos embrionados de galinhas SPF.

Tabela 3 Resultado do teste de Elisa indireto realizado no LANAGRO-SP

0 N° de Resultado positivo
.. ] N©° de .
Municipio criatorios galinhas
amostradas n %
Conceicao da Feira 8 82 69 84,15
Feira de Santana 4 46 36 78,26
S. G. dos Campos 4 33 30 90,91
TOTAL 16 161 135 83,85

"Municipios de Conceicéo de Feira, Feira de Santana e Sdo Gongalo dos Campos.

A técnica de rRT-PCR, utilizada atualmente no LANAGRO - SP, desenvolvida por Wise et
al. (2004), é utilizada para identificar o0 APMV 1 (ensaios do gene matriz - M) e para
diferenciar a viruléncia (ensaio de gene de fusdo - F). O primeiro identifica paramyxovirus
ndo virulentos (cepas vacinais e lentogénicas) e virulentos (mesogénicos e velogénicos) e o
segundo é utilizado para o diagnostico molecular de amostras virulentas e altamente
virulentas. Entretanto a vasta diversidade genémica do VDN aumenta a possibilidade de
falhas de diagndstico, resultando em resultado falso negativo. Segundo a OIE, para confirmar
um resultado negativo é necessario a realizagdo de isolamento viral e testes de patogenicidade
em aves SPF, pois a ocorréncia de incompatibilidade de primer, ou a possibilidade de uma

populacdo mista de virus virulentos e avirulentos pode mascarar o resultado (OIE, 2012a).
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Miller et al. (2010b) alertam para a necessidade de vigilancia epidemioldgica constante e
caracterizagdo proativa das estirpes circulantes para assegurar que os reagentes imunoldgicos

e de PCR sejam eficazes na identificacdo de VDN em circulagdo no mundo.

CONCLUSOES

A deteccdo de altos titulos de anticorpos anti-VDN e elevado coeficiente de variacdo (CV) em
galinhas de quintal nos trés municipios estudados sugerem a circulacéo de virus vacinal ou de
campo na regido. Porém, como constatado por rRT-PCR e isolamento viral, as aves ndo
estavam eliminando o virus no momento da coleta de amostras. Estes resultados sugerem que
as aves tiverem contato com o virus vacinal ou com cepas de baixa viruléncia, ja que as aves

ndo manifestavam sintomatologia clinica compativel com a enfermidade.

A proximidade entre os criatérios de aves comerciais e de galinha de quintal, as falhas de
manejo e deficiéncia na biosseguridade adotadas nos dois sistemas, podem favorecer a
circulagio do VDN, representando um fator de risco para a avicultura na regifo estudada. E
fundamental que os estudos de vigilancia epidemiologica do VDN sejam realizados
continuamente, abrangendo o monitoramento das diversas populacGes aviarias, tanto
domésticas comerciais e de subsisténcia, quanto silvestres de cativeiro e de vida livre. A
vigilancia e caracterizacdo do virus circulante sdo importantes para a compreensdo da
epidemiologia do virus na regido e consequentemente no planejamento do controle da doenca
e de estratégias de vacinacdo tanto para a avicultura comercial quanto para os criatorios de

quintal.
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