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XVi

ESTUDO DE PARAMETROS CLINICOS, IMUNITARIOS E DO PROTEINOGRAMA
SERICO DA VACINAC}AO CONTRA A DOENCA DE NEWCASTLE EM GANSOS-DA-
CHINA (ANSER CYGNOIDES). PESQUISA DO ESTADO PORTADOR DO VIRUS E
SUA IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA

RESUMO - Parametros clinicos, imunitarios, proteinograma sérico e
epidemiolégicos da vacinacdo em gansos-da-China foram avaliados por trés
experimentos. Amostras vacinais Ulster 2C, B1 e La Sota do VDN foram utilizadas. A
importancia epidemioldgica e pesquisa do estado de portador do VDN também foram
avaliadas. No experimento 1, foram utilizados 120 gansos-da-China de um dia a 60
dias de idade, distribuidos em 4 tratamentos com 30 animais, submetidos a diferentes
esquemas imunoprofilaticos. Os resultados dos titulos de anticorpos (HI) mostraram que
0s programas imunoprofilaticos ensaiados foram igualmente eficientes no estimulo da
resposta imune humoral. Apés o desafio frente a uma estirpe patogénica do VDN, aos
60 dias de vida das aves, em todos os grupos, realizou-se a extracdo de RNA viral
através da reacdo de cadeia de polimerase pos Transcricdo Reversa (RT-PCR). No
experimento 2, foram utilizadas aves SPF conviventes com gansos-da-China inoculados
com uma estirpe patogénica do VDN, decorridos seis, 10 e 20 dias da infeccao
experimental, apés a infeccdo com o VDN, nas duas espécies, empregou-se a técnica
do RT-PCR. Observou-se a transmissdo de virus patogénico (VDN) dos gansos-da-
China para as aves SPF conviventes decorridos até 14 dias da infeccdo experimental
com este patdgeno, o que vem realcar a importancia do ganso-da-China como fonte
potencial de infeccdo de VDN para aves domésticas No experimento 3, foram
determinadas as concentracdes séricas das proteinas totais, albumina e globulinas das
aves vacinadas e nao vacinadas contra a doenca de Newcastle. Notou-se que aos 42
dias de idade, de forma geral, os gansos vacinados com as estirpes Ulster 2C, Bl e
Lasota apresentaram diferenca de forma significativa em relacdo ao grupo controle para
as concentracdes séricas de albumina, especialmente o grupo vacinado com a estirpe
LaSota.

Palavras-chave: Anser cygnoides, Doenca de Newcastle, gansos-da-China,

vacinagéo, VDN portador



Xvii
STUDY OF CLINICAL, IMMUNOLOGICAL AND THE SERUM PROTEINOGRAM OF
NEWCASTLE DISEASE VACCINATION IN CHINESE GOOSE (ANSER CYGNOIDES).

INVESTIGATION OF THE STATE OF VIRUS CARRIER AND ITS RELEVANCE IN
THE EPIDEMIOLOGY OF NEWCASTLE DISEASE VIRUS

SUMMARY - The clinical, epidemiological, immunological parameters and the
serum proteinogram of vaccination in Chinese geese were investigated using 3
experiments. Ulster 2C, B1 and LaSota vaccines strains of the NDV were used. In
experiment 1, 120 one-day-old Chinese geese were used, and divided into 4 different
groups with 30 birds per group. They were submitted to different vaccination programs.
The immunological responses in these birds were measured by HI test. These birds
were also challenged with a pathogenic VDN strain at 60 days of age. After challenge, in
all the groups, tracheal and cloacal swabs were collected for RT-PCR. Independent of
the group, clinical signs of reaction to the vaccine were not observed. The antibody titers
(HI) results showed that the immune vaccine programs adopted were equally efficient in
stimulating protective levels of humoral immune responses. Challenged Chinese geese
were refractory to the NDV clinical disease. However, a NDV carrier state was shown in
this species until 20 days after experimental infection. The vaccinated groups of Chinese
geese did not present any genetic material of virus in the RT-PCR. Therefore, these
results show the relevance of vaccination in suppressing a NDV carrier state in the
Chinese geese. In experiment 2, SPF chickens housed with Chinese geese which were
previously inoculated with a pathogenic NDV strain, developed severe and characteristic
NDV lesions and died, after five and 14 days. In experiment 3, the serum proteinogram
showed significantly differences for albumin concentrations between the vaccinated and
the control group at 42 days of age, especially the birds vaccinated with LaSota strain.

Key-words: Anser cygnoides, Newcastle Disease, China’s geese, vaccination,
NDV carrier
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1. INTRODUCAO?!

Os gansos sdo aves da familia Anatidae que inclui também os cisnes. Ha
mais de 40 variedades de gansos. S0 animais bastante rusticos, exigem muito
pouco em termos de investimento, instalacbes e manejo e oferecem um excelente
aproveitamento. S&o criados para ornamentacao, vigilancia, corte, industrializacao
de penas e, até mesmo, como animais de estimacao.

A carne do ganso é exotica e atende a um consumidor de maior poder
aquisitivo. De consisténcia firme e saborosa, também é muito gordurosa e tipica de
regides mais frias. Os ovos sdo muito nutritivos. As penas e plumas sdo usadas na
confeccdo de travesseiros, edredons e casacos. Ruidosos, possuem um forte
instinto de vigilancia. Ainda assim, a criacdo de gansos para corte, com criatorio
confinado e tecnificado no Brasil, € pequena comparada a de paises da Europa e da
Ameérica (SBRT, 2007).

Domesticado no minimo ha trés mil anos no antigo Egito para producéo de
carnes e penas e para fabricacéo de flechas, € a ave mais popular da Franca, onde
0 interesse se concentra principalmente no seu figado, matéria-prima destinada para
a fabricacdo do sofisticado “foie gras”. Em varios paises europeus, 0 ganso €
presenca garantida nas ceias de Natal e Ano-Novo.

No Brasil, os gansos além da criacdo tecnificada e confinada comum na
regido Sul, ainda séo criados principalmente como aves ornamentais e vivem soltos
em fazendas, sitios ou chacaras, onde podem ser criados com galinhas caipiras ou
com outras aves, engrossando o plantel de muitos criadores de aves.

Uma das racas mais encontradas no pais € o ganso-da-China (Anser
cygnoides, Linnaeus, 1758, Anseriformes: Anatidae). S&o originarios da Asia

Oriental. Constitui-se hum animal muito bonito e elegante e assim bastante usado

1

Projeto de pesquisa aprovado pela Comisséo de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA — FCAV — Unesp,

campus Jaboticabal), protocolo nimero: 007605-08 (07/05/2008) (APENDICE 1).
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para ornamentacdo. A raca tem variedades brancas e pardas, lembrando o porte
dos cisnes. Sdo animais precoces que podem chegar aos 4 kg em 10 semanas,
guando submetidos a uma boa alimentacdo (BUCKLAND & GUY, 2002).

Esses animais sdo adaptaveis ao cativeiro, com elevado potencial zootécnico
e sdo susceptiveis a infeccao experimental ao virus da doenca de Newcastle (VDN).
Entretanto, até o presente, nada foi feito com relagdo ao controle sanitério para sua
preservacdo em confinamento.

Semelhantemente a avicultura moderna, a producdo de gansos, ainda que
em potencial, deverd no futuro assumir caracteristicas proprias e massivas. Desse
modo, a criacdo intensiva dessas aves, a movimentagdo e 0 aumento da
concentracao dos plantéis deverédo, sobretudo favorecer a disseminagao do virus da
doenca de Newcastle.

Assim sendo, a melhor caracterizacdo e o controle imunoprofilatico do VDN
em gansos-da-China em nosso meio enfatiza “per si” sO relevancia desta pesquisa -
com impacto no setor produtivo.

Paralelamente aos estudos direcionados ao desenvolvimento de programas
imunoprofiladticos e especificos para a espécie Anser cygnoides, uma melhor
compreensdo do papel exercido por esta espécie, no plano epidemiol6gico, como
possivel portador de virus, torna-se imprescindivel, sobretudo com relacdo a
disseminacdo do agente no ambiente e as implicagbes decorrentes para um

adequado controle.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca de Newcastle

A Doenca de Newcastle, também conhecida como pseudopeste aviéria,
desordem neuro-respiratéria e, em nivel internacional - Newcastle disease, faz parte
da lista das enfermidades infecciosas de notificacdo imediata da “Organizacao
Internacional de Epizootias-OIE”, OIE (2008), sendo seus focos de notificacdo
compulsoria.

Tal enfermidade tem sido, e é até hoje, um dos problemas sanitarios mais
importantes da avicultura industrial, em face dos elevados prejuizos que ocasiona
(PAULILLO, 1980; 1984; 1989; PAULILLO & DORETTO JUNIOR, 2000; PAULILLO
et al., 2002; DORETTO JUNIOR, 1997).

Na atualidade, a DN é definida como uma infec¢cdo de ave causada por um
virus do sorotipo Parainfluenzavirus aviario tipo 1 (APMV-1) (ICTV, 2007), que redne
0S seguintes critérios de viruléncia: 1) O virus possui um indice de patogenicidade
intra-cerebral (IPIC) maior ou igual a 0,7 (= 0,7) em pintos (Gallus gallus domesticus)
SPF (“Specific-pathogen-free”) de um dia de idade; 2) Multiplos aminoacidos basicos
tém sido demonstrados no virus (diretamente ou por deducéo) na fracdo C-terminal
da proteina F2 e fenilalanina no residuo 117 da fracdo N-terminal da proteina F1. O
termo mdultiplos aminoacidos basicos refere-se a, pelo menos, trés residuos de
arginina e lisina entre os residuos 113 e 116. Nesta definicdo, os residuos de
aminoacidos estdo numerados a partir da fracdo N-terminal da sequéncia de
aminoacidos deduzida da seqiiéncia nucleotidica do gene FO, sendo os residuos
113-116 correspondentes aos residuos — 4 a —1 no sitio de clivagem (OIE, 2008).

Para fins didaticos, as amostras de VDN tém sido agrupadas em cinco
grupos, quais sejam, velogénica viscerotropica, velogénica neurotrépica,
mesogénica, lentogénica e entérica assintomatica (BEARD & HANSON, 1984).

A DN apresenta distribuicdo mundial, com uma ampla variagcdo de

hospedeiros onde 27 das 50 ordens de aves existentes, inclusive aves silvestres e
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semi-silvestres criadas em cativeiro, tém sido reportada, natural ou
experimentalmente, como infectadas por seu agente etiologico (KALETA &
BALDAUF, 1988; SPRADBROW, 1988). LUTHGEN (1981) relatou uma alta
incidéncia de portadores do VDN em aves silvestres, onde o virion foi isolado de 117
espécies, abrangendo 18 das 26 classes de aves existentes. Adicionalmente, AWAN
et al. (1994) apontaram aves silvestres como importantes fontes de disseminacao do
VDN, no entanto, ressaltaram o fato desses animais ndo merecerem atencdo dos
pesquisadores.

A ocorréncia de um surto da DN, além de acarretar elevadas perdas
econbmicas ao pais, constituir-se-a em um grande obstaculo a exportacdo de
produtos avicolas para outros mercados consumidores, uma vez que programas
profilaticos concernentes a DN estdo enquadrados nos sistemas de biosseguridade,
em nivel mundial, sendo estabelecidas barreiras sanitdrias para exportacdo e
importagdo entre os paises (PAULILLO & DORETTO JUNIOR, 2000; DORETTO
JUNIOR & PAULILLO, 2007).

A severidade da doenca pode variar de infec¢des inaparentes até a morte,
dependendo ndo s6 da patogenicidade do virus, mas também das condi¢des
ambientais e dos hospedeiros (HECKERT et al., 1996).

O VDN possui a capacidade de se difundir por todo o mundo por meio de
aves susceptiveis, pessoas, equipamentos, ar, racdo e até por espécies nao
aviarias, entre as quais, pequenos roedores e insetos (LANCASTER, 1964,
LANCASTER & ALEXANDER, 1975; ALEXANDER, 1991; ALEXANDER, 1997).
Durante o curso da infeccdo por uma estirpe velogénica, do VDN, a maioria das
aves excretam grandes quantidades de virus nas fezes, que se constituem no
principal meio de disseminacéo do VDN de ave para ave (NISHIZAWA, 2007).

A historia da DN é marcada por trés grandes panzootias, no entanto, € dificil
precisar como e quando esta enfermidade emergiu, bem como determinar o periodo
em que cada panzootia ocorreu. (PAULILLO & DORETTO JUNIOR, 2000)

A primeira se iniciou com a emergéncia da DN, em 1926, e a sua difusao para
a maioria dos paises do mundo (KRANEVELD, 1926; DOYLE, 1927). A difusdo da
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doenca nos diferentes paises variou consideravelmente. Na Inglaterra, a DN
desapareceu em 1928, no entanto, na Asia e Oriente Médio, a pseudopeste aviaria
se difundiu de 1926 a 1942 e, ainda, para o resto da Europa, Africa e América, a
difusdo da forma asiatica (velogénica viscerotropica) da doenca ou da forma de
Doyle parece ter ocorrido um pouco mais tarde, entre 1940 e 1950. (PAULILLO &
DORETTO JUNIOR, 2000)

A segunda panzootia da DN parece ter surgido no final de 1960, no Oriente
Médio. Nessa, a difusdo foi consideravelmente mais forte do que a primeira,
atingindo todos os continentes e muitos paises até o ano de 1973. Essa rapida
difusdo estava associada ao intenso comércio por via aérea, de espécies de
psitacideos importados das Américas do Sul e Central e Sudeste da Asia
(ALEXANDER, 1988).

A terceira panzootia emergiu inicialmente do Oriente Médio, em 1970, onde
foi relatada principalmente como uma doenca neurotrépica em pombos, causada por
uma amostra de VDN distinguivel das outras amostras por anticorpos monoclonais e
chamada de “pigeon type” (PPMV-1). A principal forma de difusdo deu-se através
da exposicdo, competicdo e comercializagcdo de pombos e a sua presenca foi
confirmada em mais de vinte paises, incluindo aqueles da Europa, do Canada, dos
EUA, de Hong Kong e do Suddo. Em alguns paises, a doenca acometeu outras aves
silvestres, inclusive a avicultura comercial (McNULTY et al., 1988). Na Inglaterra, em
1984, essa amostra viral foi responsavel por vinte surtos da doenca em frangos de
corte como resultado da contaminacdo da racdo por fezes de pombos infectados
que viviam nas fabricas de racdo (ALEXANDER, 1988).

A proposito, um surto da DN em aves ornamentais, devido a uma estirpe
velogénica viscerotropica, do VDN, na Califérnia, Estados Unidos da América, em
1998, resultou em proibicdo das exportacbes de carne de frango para RUssia,
Japéo, Estdnia, Marrocos, Nova Zelandia e Roménia. A barreira sanitéaria persistiu
até a erradicacgdo total da estirpe patogénica, ndo havendo sua difusédo para aves de
exploragdo comercial, consoante informes de BOCKMA (1998).
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Um outro surto da DN em frangos de corte, em Nova Gales do Sul, Australia,
em abril de 1999, acarretou o cancelamento das exportacdes de todos os produtos
avicolas deste pais para a China (KING, 1999).

Em marco de 2000, varios surtos da DN em aves comerciais e domesticas,
causados por uma amostra velogénica do VDN na regido de Laguna, no México,
culminaram com o sacrificio de 10.360.167 aves. Foram estabelecidas barreiras
sanitarias em toda a regido de Laguna, como também no restante do Estado de
Durango, onde se localizam grandes centros produtores de frangos de corte (OIE,
2008).

O historico do problema no Brasil comegou com o aparecimento do primeiro
surto da doenca de Newcastle em Belém e Macapa, territério do Amapa, em 1953
(SANTOS et al., 1954), e a sua introducdo ocorreu, aparentemente, por meio da
importacdo de carcacas de aves congeladas, procedentes dos Estados Unidos da
América para um dos hotéis da capital paraense. (PAULILLO & DORETTO JUNIOR,
2000).

Apés o primeiro impacto na década de 50, a DN, embora endémica, foi
observada apenas esporadicamente, acometendo plantéis de pequena expressao
econbmica, controlando-se rapidamente os focos, através de vacinacdo e medidas
profilaticas complementares (SILVA et al., 1961).

Proeminente marco na histéria da DN foi o estabelecimento da sua etiologia
virica através do diagnostico e confirmagéo, no Brasil, por CUNHA & SILVA (1955).

No Brasil, em 1994, foi instituido o Programa Nacional de Sanidade Avicola
(PNSA), que estabelece normas de biosseguranca, vacinacdo e sacrificio de
animais portadores de VDN, abrangendo as principais regides avicolas (BRASIL,
1994).

No periodo de 1995 a 1999 foram notificados 17 focos da DN acometendo
582 aves. O baixo numero de aves notificadas por foco indica o comprometimento
apenas de aves de criacbes domeésticas, ou seja, ap0s o ano de 1995 ndo foram
notificados focos da DN em criagdes comerciais no Brasil (DORETTO JUNIOR,
2003).
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No ano de 1997, o episddio do isolamento do VDN em avestruzes importadas
nos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Bahia, ndo foi considerado foco da
doenca. Da mesma forma, em 1999, no Estado do Parana foi isolado VDN de aves
exoticas importadas, principalmente psitacideos e palmipedes, contudo, também
nao foi considerado um foco nacional, por se tratar de aves importadas. Em ambas
as ocorréncias, todas as aves importadas e o0s contatos foram sacrificados e
destruidos para evitar a disseminacéo do VDN (DORETTO JUNIOR, 2003).

Salienta-se que o foco da DN diagnosticado no Rio de Janeiro no ano de
2000, acometeu frangos de corte que abasteciam o comércio local e ndo estavam
vinculados ao sistema integrado de producdo. Nesse episddio, o Brasil ndo sofreu
restricdes comerciais porque o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) provou que o Estado ndo possui avicultura comercial expressiva, nao
exporta, possui barreiras zoosanitarias com os Estados vizinhos e geograficamente
o foco estava aproximadamente 650 km da avicultura comercial que pratica
comércio internacional — principio da zoonificacdo (DORETTO JUNIOR, 2003).

Da mesma forma, no ano de 2001, foi notificado um foco da DN na regido
norte de Goias, sendo que este estava restrito a uma regiao de assentamento rural,
envolvendo tdo somente aves de fundo de quintal com o sacrificio das aves para
impedir a difusdo do VDN (DORETTO JUNIOR, 2003).

Em maio de 2006 foi detectado um foco da DN em aves de fundo de quintal
na cidade de Vale Real (RS), localizada a 90 km de Porto Alegre (OIE, 2008; MAPA,
2006). A propriedade ndo atende frigorificos e nem faz parte da cadeia produtiva do
setor industrial. Segundo o Departamento de Saude Animal (DSA), o diagndstico
viroldgico foi confirmado no dia 4 de julho pelo Laboratério Nacional Agropecuario
(Lanagro) de Campinas (SP). Foi estabelecida uma zona de prote¢cdo, num raio de 3
km ao redor do foco, e zona de vigilancia, num raio de 10 km. Todas as medidas
sanitarias previstas no Plano Nacional de Contingéncia a influenza aviaria e a DN
foram adotadas, incluindo acdes de restricdo de transito de animais e produtos de
risco (MAPA, 2006).
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O MAPA divulgou no dia 15 de agosto de 2006 a ocorréncia de infec¢do pelo
VDN em patos numa propriedade localizada proximo ao parque industrial de
Manaus (AM). O caso foi identificado durante atividades de monitoramento para
influenza aviaria e DN em propriedades com popula¢cdes avicolas de subsisténcia,
localizadas no raio de 10 km ao redor de sitios de invernada de aves migratérias.
Foram diagnosticados nove patos e seis galinhas positivas. Apds a confirmacéo
laboratorial, todas as medidas previstas no Plano Nacional de Contingéncia foram
adotadas, incluindo ac¢des de restricdo de transito de animais e produtos de risco. A
ultima movimentacédo de aves ocorreu no dia 11 de julho de 2006. Todas as aves da
propriedade foram sacrificadas (MAPA, 2006).

O controle da DN é freqlientemente realizado, em aves reprodutoras, frangos
de corte e poedeiras comerciais, mediante vacinacdo e principios de manejo que
evitem a disseminacao do virus e eliminem a infeccdo de uma regido apds um surto.
Porém, tais medidas nem sempre sédo suficientes, pois a histéria tem demonstrado
que, de tempos em tempos, amostras de VDN emergem de fontes desconhecidas,
existindo evidéncias de surtos da doenca em aves domésticas e isolamento do virus
patogénico de aves exéticas em algumas partes do mundo, devido ao relaxamento
da politica de controle sanitario (PAULILLO & DORETTO JUNIOR, 2000; DORETTO
JUNIOR & PAULILLO, 2007).

Atualmente, no Brasil, em gansos-da-China, ndo existem relatos da
ocorréncia de surtos da doengca de Newcastle por uma amostra velogénica
viscerotropica originada de galinhas.

Relatos sobre o emprego de vacinas preparadas com as estirpes B1, Ulster
2C e LaSota (inativada ou n&o) do VDN, sédo abundantes na literatura (BORLAND &
ALLAN, 1980; PAULILLO, 1980; 1984; 1989; PAULILLO et al.,1996; FASSI-FEHRI,
1985; RAJESWAR & MASILLAMONY, 1993; SILVA, 1995; DORETTO JUNIOR,
1997).

Dada a relevancia entdo da DN no ambito da patologia aviaria, principalmente
no que tange a imunidade e a epidemiologia, esta enfermidade foi amplamente

estudada em reprodutoras, frangos de corte e poedeiras comerciais. Entretanto, o
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papel de aves ornamentais, migratorias, silvestres, semi-silvestres e outras espécies
domésticas na perpetuacdo do VDN no ambiente constituem ainda um campo de
estudo pouco explorado em nosso meio, seja enfocando-se o agente isoladamente,
seja particularizando-se caracteristicas de imunoprotecéo.

Tal fato adquire particular importancia quando se constata
contemporaneamente, um crescente aumento da exploragdo zootécnica de outras
espécies aviarias, até entdo considerada parcial ou totalmente silvestres.

Nesse contexto, insere-se a espécie Anser cygnoides, popularmente
conhecido como ganso-da-China, cuja criacdo comercial tem se desenvolvido no
Brasil.

Em adicdo, essas outras espécies, em criagcdes comerciais, sdo submetidas a
programas de imunoprofilaxia, fundamentadas inidmeras vezes, por conhecimentos
oriundos de investigacbes com espécies avidrias estritamente domeésticas,
desprezando-se caracteristicas epidemiologicas e de susceptibilidade fundamentais
para a efetiva prevencao e controle da enfermidade. Desse modo, torna-se patente
a necessidade de desenvolvimento de programas imunoprofilaticos, efetivos,
factiveis e condizentes com os atuais sistemas de criacao de gansos-da-China.

De outra parte, aves silvestres ou semi-silvestres/domésticas podem albergar
agentes infecciosos sem manifestacdo clinica, podendo atuar como fonte de
infeccdo ndo somente para outras aves, mas também para mamiferos. Ademais, em
linhas gerais, podem atuar como portadores de varios agentes virais, tornando
possivel o surgimento de novas amostras patogénicas e sua disseminagdo entre
aves domésticas e comerciais.

A proposito, NISHIZAWA (2007) demonstrou experimentalmente que o0s
marrecos-de-Pequim (Anas platyrhynchos) ndo manifestaram sinais clinicos quando
desafiados com uma amostra patogénica do VDN. Contudo, infectaram-se e
permaneceram no estado de portador decorrido 30 dias da infeccdo experimental
com este patdégeno, o qual também tem sido demonstrado em outras espécies
domésticas, tais como perdizes (PAULILLO et al., 1999), patos (FRANZO et al.,
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2004), codornas (LIMA et al., 2004a, 2004b), galinhas d’angola (LIMA, 2005) e em
muitas aves silvestres e migratérias (ALEXANDER, 1997).

Por outro angulo, a grande importancia das aves silvestres como
disseminadoras de agentes infecciosos que acometem aves domeésticas e, direta ou
indiretamente, o homem, associada ao crescente interesse pelo estudo profilatico e
epidemiolégico de moléstias respiratorias, em particular a influenza aviaria, evocado
em parte pela emergéncia, em 1997, na populacdo humana de Hong Kong do virus
da influenza com segmentos de genes aviarios, qual seja, virus influenza A/Hong
Kong/156/97 (H5N1) (CLASS, 1998) e a expectativa entdo do aparecimento de uma
provavel pandemia de influenza humana, tornam imperiosa a realizagcdo de
pesquisas que venham a contribuir para ampliar o conhecimento e a experiéncia
nessa area de investigacao.

No gue concerne ao comportamento da espécie Anser cygnoides quanto a
condicdo de portador e/ou de transmissor de VDN, as literaturas nacional e
internacional consultadas sdo escassas, 0 que impdem que esfor¢cos sejam
realizados, visando uma efetiva avaliacdo do papel dessa espécie, no plano
epidemioldgico, como possivel disseminadora de VDN, bem como a adoc¢édo de
medidas que evitem a disseminacdo de VDN no ambiente, para um apropriado
controle da doenca.

Nesse aspecto, portanto, pouco se sabe a respeito do estado de portador de
VDN em gansos-da-China, bem como sua importancia epidemioldgica, como fonte
de infeccdo de VDN ou fator desencadeante de surtos da enfermidade para
populacdes de frangos de corte, poedeiras comerciais e outras espécies de aves
domésticas, semi-domésticas ou silvestres conviventes ou proximas a seu hébitat
natural e/ou em confinamento.

Nesse prisma, a efetiva realizacdo de estudos sobre o tema torna-se
relevante, especialmente em face da necessidade de esclarecer o real papel
exercido pela espécie Anser cygnoides, dentro da perspectiva de portador e/ou de
fonte de infeccdo de VDN, trazendo-se assim contribuicdes para melhor

caracterizacdo da epidemiologia e do controle do agente. Para tanto, pesquisa de
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material genético do VDN a partir de suabes traqueais e/ou cloacais colhidos tanto
de gansos-da-China inoculados experimentalmente com uma estirpe patogénica, do
VDN, quanto de aves SPF conviventes, complementar-se-do aos dados obtidos com
as provas de desafio e os testes sorolégicos. Tal fato adquire maior importancia ao
se considerar que os trabalhos de infeccdo experimental controlados e, em
condicbes que mais se assemelham as naturais, sdo os mais adequados para
obtencdo de dados clinicos, laboratoriais e patoldégicos sobre enfermidades,
principalmente, no que tange a profilaxia e a epidemiologia.

Portanto, devem ser realizados maiores estudos com o objetivo de ampliar o
conhecimento no campo da imunoprofilaxia contra a DN em gansos-da-China e na
perpetuacdo do VDN nesta espécie animal, para estabelecer com maior exatidao as
relacbes dentro do sistema virus-hospedeiro-ambiente envolvidas nessa

enfermidade.

2.2 Patologia clinica de aves

As provas laboratoriais do sangue podem servir como ferramentas
importantes para auxiliar o monitoramento da salude das aves, o diagnéstico de
doencas e também para avaliacdo pré-operatéria, tratamento e das condi¢des de
saude do organismo (SCHMIDT, 2008).

Além da utilizacdo das provas bioquimicas do sangue na clinica de aves
selvagens, ha a possibilidade de se intensificar o uso destas ferramentas no auxilio
diagnoéstico de enfermidades em avicultura. Pois, paralelamente ao crescimento da
atividade avicola, ocorreu grande desenvolvimento dos métodos de diagnéstico e de
profilaxia das doencas aviarias. Entretanto, aspectos béasicos relacionados a
fisiologia e avalia¢des clinico-laboratoriais foram pouco estudados.

Em linhas gerais, o estudo da bioquimica sanguinea permite avaliar a
resposta do organismo as infec¢fes, reagdes vacinais e entender como as doengas
podem alterar as fun¢des sanguineas dos organismos animais. (SCHMIDT, 2008).

Os valores sanguineos podem ser influenciados pelo estado nutricional, sexo,

idade, habitat, estacdo do ano, estado reprodutivo, trauma, criagcdo e estresse
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ambiental (CAMPBELL, 2004). Por isso é necessario conhecer essas variagfes o
momento da avaliacdo dos parametros sanguineos na clinica das aves.

O perfil bioquimico do sangue é utilizado para acessar o estado fisioldgico
dos pacientes (CAMPBELL, 2004). Os exames laboratoriais do sangue ajudam,
muitas vezes, o médico veterinario a diagnosticar precocemente quadros de
sintomatologia subclinica. Alguns autores destacam que 0 seu pequeno USO nha
pratica veterinaria corre, em muitos casos, por deficiéncia de observacdes sobre os
valores bioquimicos do sangue das espécies animais, 0 que nao permite adequada
interpretacéo dos resultados obtidos (KANEKO, HARVEY & BRUSS, 2008).

As concentra¢gfes sanguineas das proteinas totais em aves sdo menores do
gue em mamiferos, variando de 2,5 a 4,5 g/dL. A albumina representa de 40 a 50%
da proteina plasmética total das aves (teores normais variam de 0,8 a 2,0 g/dL) e &
sintetizada no figado. E importante lembrar que a albumina se liga e transporta
anions, cations, acidos graxos, hormonios (KANEKO, HARVEY & BRUSS, 2008).
Assim, a hipoalbuminemia também afeta as concentracdes desses compostos. De
forma geral, os principais fatores que afetam as concentracdes das proteinas totais
em aves sao: idade, sazonalidade, condigcbes de criagdo (manejo) e doencas
(LUMEILJ, 2008).

As imunoglobulinas produzidas por linfocitos B e plasmacitos representam um
componente significativo da concentracdo das proteinas plasmaticas totais
(CAMPBELL, 2004).

Apesar das limitacdes em relagdo a quantidade de sangue necesséria para
realizar provas diagndsticas e o volume de sangue obtido das aves, principalmente
em animais jovens, essas condi¢cdes ndo devem impedir que os testes sanguineos
sejam utilizados como ferramenta til no monitoramento de diversas enfermidades
que acometem aves. Por outro lado, as interpretacdes dos resultados dos exames
laboratoriais em aves ainda precisam de mais estudos, pois tais interpretacoes
apresentam ampla variagdo de acordo com a espécie, além do que diversas

espécies ainda ndo foram pesquisadas. Adicionalmente, a literatura € escassa sobre
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o perfil de parametros laboratoriais em aves, associados com doencas bacterianas,
virais, fangicas e parasitarias, bem como com vacinacées (SCHMIDT, 2008).

Nesse aspecto, pouco se sabe a respeito da resposta imunolégica e do
proteinograma sérico de gansos-da-China submetidos a vacinacdo experimental

contra a doencga de Newcastle.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Estudar comparativamente o0s aspectos clinicos, imunitarios e do
proteinograma sérico da vacinacdo experimental em gansos-da-China (Anser
cygnoides) submetidos as estirpes vacinais Ulster 2C, B1 e LaSota do VDN,
investigando também, o seu eventual estado de portador do VDN.
Adicionalmente, uma melhor compreensédo do proteinograma sérico de Anser
cygnoides vacinados ou nao contra a doenca de Newcastle, vem exarcebar a

importancia deste estudo — com reflexos positivos na area de sanidade animal.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1 Experimento 1

1. Registrar sinais clinicos de rea¢do vacinal as estirpes vacinais Ulster 2C,
B1 e LaSota administradas em gansos-da-China, em diferentes programas
imunoprofilaticos contra a DN;

2. Avaliar a resposta imune as estirpes vacinais Ulster 2C, B1 e LaSota
administradas em gansos-da-China, em diferentes programas imunoprofilaticos
contra a DN;

3. Pesquisar o estado de portador de VDN em gansos-da-China;

4. Esclarecer a importancia da imunoprofilaxia contra a DN em gansos-da-

China.

3.2.2 Experimento 2

1. Esclarecer a importancia epidemiologica do estado de portador de VDN em
gansos-da-China

2. Pesquisar a duracao do estado de portador de VDN em gansos-da-China
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3.2.3. Experimento 3
1. Avaliar as alteracbes do proteinograma sérico (proteinas séricas totais,
albumina e globulina) em gansos-da-China submetidos a diferentes programas

imunoprofilaticos contra a DN.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. EXPERIMENTO 1

4.1.1. Instalagdes

O experimento foi conduzido no aviario experimental do Departamento de
Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp,
Campus de Jaboticabal (DPVE -FCAV-Unesp).

4.1.2. Aves experimentais, manejo e nutricao

Foram utilizados 120 gansos-da-China provenientes do Criadouro Buss, Sao
Bernardo do Campo - SP durante o seu ciclo de vida (de 1 a 60 dias de idade), alojados
em um galpao de alvenaria convencionalmente utilizado em ensaios com frangos de
corte, permanecendo 10 animais por boxe de galpéo (Figura 1).

Os gansos, ao inicio do periodo experimental, foram pesados individualmente
para a formacdo de parcelas homogéneas e distribuidos, aleatoriamente, em quatro
tratamentos (grupos) e trés repeticdes com 10 aves por parcela. O mesmo critério foi
adotado para os gansos do grupo controle, que desde o inicio de sua criacdo
constituiram-se em um grupo a parte; todavia, mantido em condicbes de manejo
idéntico ao utilizado para os demais grupos.

Durante o periodo experimental, os grupos de gansos foram mantidos isolados
entre si. As aves receberam agua e racao a vontade. A dieta a base de milho e farelo
de soja seguiu as recomendacdes de exigéncias nutricionais, conforme o NRC (National
Research Council) (1994). A composicao percentual de alimentos na racdo, conforme
ROSTAGNO et al. (1983) foi calculada e utilizada nas diferentes fases (crescimento e
engorda) do ciclo de vida dos gansos (Apéndice 2).

De modo geral, os animais foram submetidos as similares condi¢cdes do manejo

usual empregado na criacdo de gansos-da-China.
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Figura 1. Gansos-da-China aos 28 dias de idade em boxe de galpéo

experimental

4.1.3. Vacinas e vacinacao

Foram utilizadas vacinas vivas atenuadas provenientes de um mesmo laboratorio
e que constavam de frascos de uma unica partida, estando todos no inicio de sua
validade. As vacinas (liofilizadas) preparadas com as estirpes vacinais Ulster 2C, Bl e
LaSota do VDN foram empregadas no experimento. O titulo dessas vacinas foi obtido,
mediante determinacdo de sua dose infectante 50% (EIDsp) em ovos embrionados de
galinhas SPF, com oito a 10 dias de incubacéo.

Para tanto, prepararam-se diluicées de 1 x 10" a 1 x 10™° do virus em solugéo
salina tamponada (PBS) em pH 7,2, as quais foram mantidas em banho de gelo até o
momento da inoculagdo. Presumindo-se o titulo do virus, cuja EIDsy se procurou
determinar, selecionaram-se quatro diluicdes proximas a esse titulo. A inoculacao foi

realizada na cavidade alantéide de ovos embrionados SPF com oito a 10 dias de
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incubacdo. Com auxilio de seringa tipo tuberculina, injetou-se 0,1 mL de cada diluicdo
do in6culo em cada um de sete ovos utilizados por diluicdo. Apés a inoculacdo, esses
ovos foram observados diariamente. Os que apareciam mortos antes das 24 horas de
incubacao eram desprezados. Para todas as estirpes vacinais deste ensaio, anotaram-
se os embrides mortos nos dias subseqlentes, até o sétimo dia, quando entdo se
efetuava a pesquisa de hemaglutinina viral, mediante o emprego do teste de
hemaglutinacdo (HA) e o célculo da EIDsy. A determinacdo da EIDsy das estirpes
vacinais em estudo foi, respectivamente, segundo o método de REED & MUENCH
(1938):
EIDs (Ulster 2C) = 10”%°/0,1 mL
ElDso (B1) = 107?%/0,1 mL
EIDso (LaSota) = 107%/0,1 mL
A vacinacao, via ocular, foi realizada a partir da diluicdo das vacinas liofilizadas,
utilizando-se agua destilada como diluente, na proporcdo de 30mL/1000 doses
vacinais/1000 aves, correspondente a 0,03mL de dose vacinal ocular, conforme
metodologia utilizada por PAULILLO (1980; 1984 e 1989) e por PAULILLO et al. (1982;
1987; 1996 e 2002).
De acordo com a natureza do experimento, as aves foram distribuidas,

aleatoriamente, em quatro grupos de 30 animais cada, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos gansos-China (Anser cygnoides) em grupos com diferentes
tratamentos imunoprofilaticos contra a Doenca de Newcastle (n=120).

Grupo Vacinacao Via de administracao Revacinacao via
(7 dias) ocular (28 dias)

I Ulster 2C Ocular Ulster 2C

Il Bl Ocular Bl

[l LaSota Ocular LaSota

[\V* Controle - e

*Grupo Controle — nao recebeu vacina
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Todos os grupos foram observados duas vezes ao dia. Qualquer manifestacao

clinica foi devidamente anotada.

4.1.4. Colheita de sangue

Foram colhidas 252 amostras de sangue a partir do sétimo dia de idade das
aves, com intervalos regulares de sete dias, totalizando sete colheitas. As amostras de
sangue foram colhidas por puncdo da veia ulnar superficial (Figura 2). Os soros obtidos
foram inativados a 56°C, por 30 minutos, colocados em tubos Eppendorf e
armazenados a — 20°C até o momento do uso, para pesquisa de anticorpos inibidores

da hemaglutinagéo para a DN.

Figura 2. Colheita de sangue de gansos-da-China a partir da puncéo da veia ulnar

superficial.

4.1.5. Reacao de inibicdo da hemaglutinacéo

O antigeno (vivo) usado na reacao de inibicdo da hemaglutinacédo foi a estirpe
lentogénica LaSota do VDN, mantida em laborat6rio por passagens sucessivas em
liguido alant6ide de embrido de galinha SPF, com oito a 10 dias de

desenvolvimento.
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Para esta reacdo, empregou-se o método (3, utilizando-se a microtécnica, com
pequeno consumo de reagentes e leitura rapida dos resultados, sendo a técnica
padronizada por CUNNINGHAM (1971).

Com auxilio de pipetador multicanal calibrado (25uL), seguiram-se diluicdes
duplas dos soros em solucéo salina tamponada (PBS), pH 7,2. Acrescentou-se a
cada diluicdo do soro 25 pL do antigeno contendo quatro unidades hemaglutinantes
(UHA) e incubou-se o sistema a temperatura de 4°C, durante 20 minutos. Decorrido
este prazo, adicionaram-se 25 pL de suspensdo de hemacias de galinha a 0,5%,
padronizada em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 545nm, para uma
absorbancia entre 0,18 e 0,20. A seguir, incubou-se novamente o sistema a 4°C, e
procedeu-se a leitura apds a deposicao total de hemacias nos testemunhos (cerca
de 45 minutos).

O titulo foi expresso mediante a multiplicacdo do numero de UHA usadas pela
reciproca da maior diluicdo do soro que inibia completamente a hemaglutinagéo e

transformados em log de base 2.

4.1.6. Desafio

Aos 60 dias de vida dos animais, dois gansos de cada repeticao/tratamento,
perfeitamente identificados com anilhas metalicas numeradas e colocadas na regido
da asa direita, foram desafiados com uma estirpe velogénica viscerotropica
(patogénica para galinhas) do VDN, com tempo médio de morte embrionaria (TMM)
e indice de patogenicidade intracerebral (IPIC), respectivamente, de 48 horas e de
1,78, cujo titulo foi obtido mediante determinacdo de sua dose infectante 50%
(EIDsp) em ovos embrionados de galinha de oito a 10 dias de incubagéo, conforme
técnica descrita no item 4.1.3.1. Duzentos microlitros da suspensdo do virus
contendo 10%*° EIDse/0,1mL foram administrados por via 6culo-nasal, de acordo com
0 que preconiza o “CODE OF FEDERAL REGULATIONS” (1993).

Para controle da patogenicidade da estirpe velogénica, do VDN, foi
empregado um grupo de 12 aves SPF com 30 dias de idade e sem historico de

vacinacao contra a DN, comprovado pelo teste de inibicdo da hemaglutinacao
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(HI/VDN). Nesses animais, criados em condi¢bes experimentais idénticas aquelas
empregadas nos desafios dos gansos-da-China, também foram inoculadas com a
estirpe virulenta em apreco.

O desafio foi realizado nas dependéncias do DPVE-FCAV-Unesp.

As aves foram alojadas em isoladores de pressdo negativa,
convencionalmente utilizados para infec¢cdes experimentais com patégenos aviarios,
com ar filtrado, agua e racéo a vontade.

A resisténcia ao desafio foi expressa em porcentagem de protecdo total e
refere-se ndo sO a auséncia de qualquer sinal clinico, como também de mortalidade
nos gansos-da-China desafiados.

E importante enfatizar que ao término do experimento, as aves
remanescentes foram sacrificadas e eliminadas obedecendo aos critérios de

biosseguridade, inclusive com a destruicdo dos restos das aves necropsiadas.

4.1.7. Observacéo clinica e necroscopia
Apo6s o desafio, as aves foram observadas, diariamente, durante 20 dias,
para o registro dos sinais clinicos e da mortalidade. Em todas as aves submetidas e

sucumbidas ao desafio, foram realizados exames necroscopicos.

4.1.8. Reacao de Cadeia de Polimerase p0s Transcri¢cdo Reversa (RT- PCR)

4.1.8.1. Extracdo do RNA viral

A extracao do RNA viral foi realizada a partir de amostras de suabes cloacais
e traqueais (total de 96 suabes) colhidas de gansos-da-China, a véspera do desafio
e decorridos 6, 10 e 20 dias ap0s a inoculacdo dos gansos, e acondicionadas em
tampéo PBS e armazenadas a temperatura de -70°C. Para a extracao foi utilizado o
kit de extracdo QIAmp Viral RNA Mini Kit, Quiagem, USA. No momento da extragao,
as amostras foram descongeladas a temperatura de 4°C e 8°C e homogeneizadas
em vortex por 15 segundos. Foram utilizados 140uL da amostra para a extracao,

conforme recomenda o kit de extracao do fabricante.
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4.1.8.2.Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores (“primers”)

Os primers utilizados na presente investigacdo foram descritos por TOYODA
et al. (1989) e utilizados por KANT et al. (1997), OBERDORFER & WERNER (1998),
DEMETRIO (2002) e SOARES (2002). Tais primers reconhecem uma regido do
genoma viral que faz parte da porcdo responséavel pela transcricdo da proteina Fo,
proximo ao sitio de clivagem desta proteina, os quais sdo capazes de identificar
todas as estirpes do VDN j& descritas, independentemente da amostra, da
patogenicidade ou do hospedeiro envolvido. A localizagdo destes primers no
genoma viral foi descrita por TOYODA et al (1989). Os produtos finais da RT-PCR
sdo fragmentos de nucleotideos de 362 pb. Todos os primers foram sintetizados

pela Invitrogen®, conforme sequéncia apresentadas a seguir:

PRIMER LOCALIZACAO(pb) SEQUENCIA(5' - 3")
P1F(Sense) 141-159 TTG ATG GCA GGC CTC TTG C
P2R(Anti- 485-503 GGA GGA TGT TGG CAG CAT T
Sense)

4.1.8.3. Sintese de cDNA — Transcricédo reversa do RNA viral

Para a sintese de cDNA necessério se fez uma reacao de pré transcri¢do, na
qual 4pL do RNA extraido foram adicionados a 5uL do primer P1 F na concentracao
de 50 pMol e a 1uL de Agua Mili Q autoclavada. A mistura foi submetida ao
termociclador automéatico (GeneAmp PCR System 9700 — Applied Biosystems), com
ciclo inicial de 95° C, por 3 minutos, a 50°C por 25 minutos e a 4° C até a amostra
ser retirada da maquina. ApOs a retirada da maquina, foram adicionados os
seguintes reagentes para a reacdo de transcricdo reversa: 8,0 uL de First-strand
buffer (5x - Invitrogen®,); 4,0 uL de DTT — Dithiothreitol (10mM - Invitrogen®); 6,0 uL
de dNTP (10mM - Biotools®); 0,5 yL de RnaseOUT (40U/ pyL — Invitrogen®) e 1 pL
de Superscript Il (200U/ uL - Invitrogen®). As amostras foram submetidas ao

seguinte programa do termociclador: 60 minutos a 42° C, 5 minutos a 95°C e a 4° C
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até a retirada da maquina. O cDNA, quando néo utilizado imediatamente foi

acondicionado a temperatura de -70 °C até a realizac&o da reacao.

4.1.8.4. Reacédo de Cadeia de Polimerase (PCR)

A amplificacao foi efetuada a partir de 5,0 yL de cDNa, adicionado de 2 pL do
primer sense e anti-sense (50 pMol), 8 yL de d NTP (1,25mM - Biotools®);1,0 uL de
TTH — DNA Polimerase (1U/ pL - Biotools®); 5 uL de Standard Buffer® (75 mM tris
HCI; 2 mM MgCl; 50mM KCI; 20 mM (NH)4 SO-, — Biotools® e 27 uL de agua Milli
Q® autoclavada. A amplificacdo foi efetuada no termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems®). O programa consta de uma etapa de 94°C por
5' (desnaturacéo inicial e ativacdo da enzima), seguida de 35 ciclos de 94°C por
1'00"/ 50°C por 1'30"/ 72 °C por 1' e uma etapa final de 72 °C por 5'. Apés esta etapa

final, a temperatura permaneceu a 4°C até a retirada da amostra.

4.1.8.5.Deteccdo do produto amplificado

Os fragmentos gerados na PCR foram submetidos a uma corrida
eletroforética em gel de agarose (Invitrogen®). Para tanto, uma mistura de 8,0 yL de
cada produto amplificado com 2 yL de tampao de corrida foi colocada em um poco
do gel, peparado a 1,5% (peso/volume) em tampédo TBE 1x(45mM de Tris-Borato e
1mM de EDTA, pH 8,0), com brometo de etidio huma concentragdo final de 0,5
pMg/mL. O gel era submetido a eletroforese sob voltagem de 100 volts, durante 50
minutos e o produto amplificado (amplicons) visualizados por meio de um

transiluminador de luz ultravioleta.

4.1.9. Delineamento experimental

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos, trés repeticdes e 10 aves por parcela.

Na verificacdo do grau de imunidade pdés-vacinal nos diferentes lotes de
gansos-da-China experimentais, aplicou-se um modelo de analise de variancia
descrito por STEEL & TORRIE (1980).
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Nos casos em que foram constatadas diferencas significativas, foram

executados contrastes, através do teste de Tukey, com 5% de probabilidade.
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4.2. EXPERIMENTO 2

4.2.1. Instalagdes
O experimento foi realizado no aviario experimental do DPVE-FCAV-Unesp.
As aves foram alojadas em isoladores de pressao negativa,
convencionalmente utilizados para infec¢cdes experimentais com patdgenos aviarios,

permanecendo nove aves por isolador.

4.2.2. Aves experimentais

Foram utilizadas aves SPF conviventes com gansos-da-China inoculados
com uma estirpe velogénica viscerotrépica do VDN, patogénica para galinhas. Cada
grupo foi constituido por seis aves SPF e trés gansos. Foram empregados gansos
com sete dias de idade, sem historico de vacinacdo ou contato com o VDN,
comprovado pelo teste de inibicdo da hemaglutinagéo (HI).

Decorridos seis (Grupo 1) e 14 (Grupo 2) dias apos a inoculagdo dos gansos-
da-China com uma estirpe virulenta do VDN, seis aves SPF foram alojadas junto a
cada grupo de gansos-da-China, havendo contato direto/intimo entre as espécies,
para o esclarecimento do real papel exercido pela espécie Anser cygnoides, na

condicdo de possivel disseminadora de VDN para aves domeésticas conviventes.

4.2.3. Desafio

Ap6s aclimatacao dos animais nos isoladores, 0os gansos de todos 0s grupos
foram inoculados com uma estirpe patogénica do VDN, caracterizada no item 4.1.8.
(EXPERIMENTO 1). Desse modo, 200 pL da suspensdo do virus contendo 10%*°
EIDso/0,1 mL foram administrados, via 6culo-nasal a cada ganso-da-China, de
acordo com o que preconiza o “CODE OF FEDERAL REGULATIONS” (1993).

Para controle da patogenicidade da estirpe patogénica, do VDN, um lote
constituido por seis aves SPF também foi inoculado com o virion e alojado em

isolador distinto daqueles dos grupos de animais em estudo.
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4.2.4. Observacéo clinica e necroscopia

Apb6s o desafio, em cada grupo, as aves SPF conviventes com gansos-da-
China inoculados com a amostra patogénica do VDN, foram observadas,
diariamente, durante 20 dias, para o registro dos sinais clinicos e da mortalidade.

Necroscopia foi realizada nas aves SPF mortas durante o ensaio.

4.2.5.Reacao de Cadeia de Polimerase pos Transcricdo Reversa (RT-PCR)

A extragédo do RNA viral foi realizada a partir de amostras de suabes cloacais
no total de 36 amostras, colhidas de gansos-da-China e aves SPF, a véspera do
desafio e decorridos seis, 10 e 20 dias ap6s a inoculacdo dos gansos, e usadas
conforme técnica descrita no item 4.1.10 (EXPERIMENTO 1).

4.2.6. Colheita de sangue

Decorridos cinco a seis dias apos o alojamento das aves SPF junto a cada
grupo de gansos-da-China e/ou trés dias apés o aparecimento ou ndo de
sintomatologia sugestiva da moléstia de Newcastle em aves SPF conviventes com
gansos-da-China inoculados com uma estirpe patogénica do VDN, amostras de
sangue de 100,0% das aves SPF, colhidas de todos os grupos, mediante punc¢éo da
veia jugular/ulnar, foram entdo processadas, de acordo com a técnica descrita no
item 4.1.6. (EXPERIMENTO 1). Os soros obtidos, provenientes de trés colheitas de
sangue, no total, foram entdo acondicionados em tubos Eppendorf e armazenados a

-20°C até o momento do momento do uso.

4.2.7. Reacao de inibicdo da hemaglutinagéo (HI)

As amostras de soro obtidas no periodo experimental foram submetidas a
reacdo de inibicdo da hemaglutinacdo (HI), conforme descrito no item 4.1.7.
(EXPERIMENTO 1).
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4.3. EXPERIMENTO 3
Os itens correspondentes as instalagdes, manejo e nutricdo, vacinas vivas,

vacinacdo via ocular, esquemas de vacinagdo e exames clinicos seguiram a mesma

metodologia adotada no EXPERIMENTO 1.

4.3.1 Proteinograma sérico

Aliquotas de soro foram separadas durante as colheitas para determinacdo
das concentracdes de proteinas totais, albumina e globulinas. Foram dosadas as
concentracdes séricas de proteinas totais e albumina, e calculadas as concentracdes
de globulinas e a proporcao albumina/globulina, aos sete, 21, 28, 35, 42 e 49 dias de
idade. Em cada data, foram colhidas 36 amostras de soro, sendo nove por tratamento,
totalizando 216 amostras.

Os testes foram realizados utilizando-se conjuntos de reagentes de uso
comercial (Labtest Diagnéstica®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil). As leituras
foram realizadas em espectrofotbmetro (Labquest, Labtest®, Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasi) semi-automatico, com comprimentos de onda especificos para cada
constituinte, sendo de 545nm para proteinas totais e 645nm para albumina.

As concentracdes das proteinas séricas totais foram determinadas pelo
método do biureto. Albumina pelo método do verde de bromocresol. As concentracdes
das globulinas foram determinas pela diferenca entre a concentracdo das proteinas
totais e da albumina. A proporcdo albumina/globulina foi calculada pela divisdo da

concentracéo da albumina pela concentracdo da globulina.

4.3.2.Delineamento experimental
Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos, trés repeticdes e trés aves por parcela.
Os dados foram analisados pelo ANOVA e aqueles com diferenga significativa
foram submetidos ao teste de Tukey, com 0,05% de significancia (p<0,05), pelo

Statview® (versao 5.0).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1. EXPERIMENTO 1

5.1.1. Exame fisico

Lotes de gansos-da-China vacinados e revacinados, via ocular, com as
estirpes Ulster 2C (Grupo ), B1 (Grupo Il) ou LaSota (Grupo Ill) ndo mostraram
sinais clinicos de reagdo po6s-vacinal ou qualquer alteracdo sugestiva de reacdes
respiratérias pos-vacinais.

A gravidade e a extensdo das reacdes pds-vacinais dependem de inUmeros
fatores, tais como, da amostra de virus vacinal, da presenca ou ndo de outros
agentes infecciosos, como o Mycoplasma gallisepticum e da via de administracdo da
vacina (BEARD et al., 1993).

Em aves jovens, principalmente em pintos de corte, as reacfes pos-vacinais
causadas pela administracdo de estirpes lentogénicas ou vacinais contra a DN,
dependem principalmente da via ou processo vacinal empregado, conforme
LANCASTER,1964. Com relagdo a esse aspecto, dentre os métodos de imunizacdo
aplicados, o aerossol tem sido o mais incriminado em casos de reacfes pos-
vacinais, sendo frequentemente associado as reacOes respiratorias graves e
mortalidade variavel observadas apds o seu emprego. Tal reacdo pode ser ainda
exacerbada quando o didmetro da gota nebulizada é demasiadamente pequeno,
facilitando sua penetracdo no parénquima pulmonar e sacos aéreos, ou quando se
tém outras infeccdes respiratérias latentes, que se acentuam pelo estimulo vacinal,
conforme relatos de DUEE & DIERS (1967); MEULEMANS (1975) e VILLEGAS et
al. (1976).

Por outro lado, os métodos ocular e oral tém sido associados com minimas
reacOes respiratérias poés-vacinais (BEARD & HANSON, 1984; SILVA, 1995;
DORETTO JUNIOR, 1997).

A observacdo clinica entdo, os gansos-da-China vacinados e revacinados

com as estirpes Bl (Grupo IlI) e LaSota (Grupo Ill), via ocular, ndo apresentaram
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qualquer alteragdo sugestiva de reagOes respiratorias pos-vacinais. Neste aspecto,
parece prudente a suposicdo que a nao constatacdo de estresses respiratorios pos-
vacinais em gansos-da-China tenham sofrido influéncia da auséncia de infeccdes
concomitantes com outros agentes infecciosos, como o Mycoplasma sp;, néo
provocando assim reacdes respiratérias pos-vacinais associadas as condicbes
controladas do experimento.

A proposito, literatura pertinente (DORETTO JUNIOR, 1997, LIMA, 2005)
respectivamente em pintos de corte e galinhas d"angola de diferentes idades, indica
auséncia de sinais clinicos de reacao vacinal com o emprego da amostra Ulster 2C,
pelos métodos spray, ocular e oral, enquanto que com a aplicacdo da mesma estirpe
vacinal, pelo processo aerossol, foram observadas tdo somente alteracbes muito

suaves de natureza respiratoria.

5.1.2. Exame soroloégico

As médias geométricas dos titulos de anticorpos inibidores da
hemaglutinacdo (HI) dos soros dos gansos-da-China estdo presentes na Tabela 2.
As aves deste ensaio, procedentes de matrizes ndo imunizadas contra a doenca de
Newcastle, independentemente do tratamento vacinal, apresentaram-se destituidas
de anticorpos passivos (maternos) aferidos pela reacdo de HI aos sete dias de
idade. A partir dos 21 dias de idade, os titulos de HI dos soros dos gansos-da-China
(Grupos | a lll) j& eram decorrentes da imunizagdo ativa, através do emprego das
estirpes vacinais Ulster 2C, B1 e LaSota, conforme o grupo (Tabela 2).

Analisando a Tabela 2, nota-se que o grupo controle ndo apresentou niveis
de anticorpos séricos detectaveis contra a DN. Este resultado era esperado, pois
tais aves ndo foram imunizadas contra a DN. De outra parte, todos os lotes de
gansos-da-China que receberam vacinas preparadas com as amostras Ulster 2C,
Bl e LaSota, em processo de vacinacao e revacinacao contra a DN (Grupos |1, 1l e
[ll), em linhas gerais, responderam ao estimulo antigénico, produzindo titulos de
anticorpos aferidos pelo HI, os quais permaneceram até o final do periodo

experimental. Conforme os dados consignados na Tabela 2, as melhores médias



47

registradas (5,8; 6,0 e 6,4) foram moderadas, sendo obtidas aos 21 ou 35 dias de
idade, com as estirpes Ulster 2C e B1.

Nesse contexto, as caracteristicas das amostras vacinais ensaiadas, quais
sejam, a baixa invasibilidade da estirpe B1 (HOFSTAD, 1951) e o baixo potencial de
difusdo da estirpe Ulster 2C (McFERRAN & NELSON, 1971) estdo compativeis com
os titulos moderados de anticorpos aferidos pelo teste de HI e detectados nos soros
dos gansos-da-China (Grupos | e II).

Por outro lado, os titulos também moderados de anticorpos detectados nos
soros dos gansos-da-China vacinados com a cepa LaSota (Grupo Ill) ndo estédo
compativeis com o grande potencial de difusdo desta estirpe (WINTERFIELD et al.,
1957). Em linhas gerais, tais reflexdes coincidem substancialmente com os
resultados estatisticos em questdo que ndo evidenciaram, diferencas significativas
(p>0,05), entre os lotes de gansos-da-China vacinados com as estirpes Ulster 2C,
Bl e LaSota (grupo | a lll).

Considerando-se que esses e 0s outros resultados anteriores possam ser
transferidos a atividade produtiva, parece razoavel especular que ficou evidenciado
o valor préatico dos programas imunoprofilaticos ensaiados, mediante o uso de
vacinas preparadas com as estirpes Ulster 2C, B1 e LaSota, como agente
imunizante para gansos-da-China, estabelecendo-se assim caminhos mais seguros
para a producdo de proteinas de origem animal — com reflexos positivos no setor
produtivo.
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Tabela 2. Médias geométricas dos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinacédo de
anticorpos inibidores da hemaglutinacdo (HI) (log 2) dos soros dos gansos-da-
China (Anser cygnoides) submetidos a diferentes esquemas de vacinagao,
contra a Doenca de Newcastle, em periodo compreendido entre sete e 49 dias
de idade nos diferentes grupos (n=120).

Grupo Vacinagcdo Revacinacédo Médias geométricas dos titulos de HI
Via ocular (logy)
7 dias 28 dias

Idade das aves (dias)
7 14 21 28 35 42 49

| Ulster 2C  Ulster2C 00 0,0 4,0®8 3,09 58 30*° 3,6°

I B, B, 00 00 6,0 36° 642 40 262
1 LaSota LaSota 0,0 00 4,8%® 302 42% 322 28
I\/* - - 00 00 0,0° 0,0° 0,0° 00" 0,0°

* Grupo controle — ndo recebeu vacina.
! Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade,

pelo teste de Tukey (p >0,05).

5.1.3. Desafio

Os resultados do desafio com virus patogénico da DN, em gansos-da-
China, aos 60 dias de vida, estdo presentes na Tabela 3.

Para controle da patogenicidade da estirpe virulenta, do VDN, foi utilizado
um grupo de aves SPF, comprovado pelo teste de inibicdo da hemaglutinacéo (HI).
Neste lote, como pode ser observado na Tabela 3, 100,0% das aves sucumbiram ao
desafio.

Nas aves SPF, os sinais clinicos mais evidentes, com inicio 72 horas apos a
inoculacdo do VDN, foram caracterizados, a principio, por apatia, anorexia, penas
ericadas e conjuntivite, seguidos de espirros e crepitagdes. Na sequéncia, foram

observados sinais clinicos mais severos, como dispnéia, diarréia profusa com fezes
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esverdeadas, corrimento naso-ocular abundante e mucoéide, terminando com
prostracao e morte.

Ja as alteragBes anatomopatolégicas mais observaveis, via de regra,
foram aquelas de natureza hemorragica. Transtornos circulatorios constituiram a
faceta dominante ao exame anatomopatolégico “post-mortem”, compondo o principal
quadro lesional da DN. Desse modo, foram observados processos hemorragicos na
mucosa do proventriculo sob a forma de sufusdes. Similarmente, alteracfes severas
de carater necrotico-hemorragicas foram constatadas em nivel intestinal e de
tonsilas cecais.

Os disturbios circulatérios de vias aéreas superiores foram caracterizados
por hemorragias entre os anéis traqueais, acompanhados de exsudato catarral
luminal, estando compativeis com o descrito por PAULILLO & DORETTO JUNIOR
(2000) e DORETTO JUNIOR & PAULILLO (2007).

Tabela 3. Resultados do desafio com virus patogénico da Doenca de Newcastle, em
gansos-da-China (Anser cygnoides), aos 60 dias de idade, nos diferentes

grupos.
Grupo Vacinagéo Via de Revacinacdo N°de % meédia de
(7 dias) Administragdo Viaocular Aves Protecéo ao desafio

(28 dias)  Testadas com o VDN

I Ulster 2C Ocular Ulster 2C 6 100,0

Il Bl Ocular Bl 6 100,0

i LaSota Ocular LaSota 6 100,0

\V* Controle --- --- 6 100,0

AVES “SPF” (“Specific pathogen free”) ** 12 0.0

*Grupo controle — ndo vacinado
** Controle da patogenicidade do VDN

Outro aspecto pertinente diz respeito aos resultados do desafio dos gansos-

da-China vacinados ou n&o contra a DN (Grupos | a IV) (Tabela 4). Curiosamente,
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0s animais do grupo controle (Grupo IV) ndo evidenciaram sinais e lesdes
sugestivos da DN, mostrando-se refratérios a doenca clinica com o VDN.

Nesse aspecto, 0s termos da presente pesquisa estdo parcialmente
compativeis com a asser¢ido de REIS & NOBREGA (1956). Segundo esses autores,
em gansos, resultados positivos e negativos tém sido reportados. De um modo
geral, os gansos podem ou ndo contrair a doenca clinica com o VDN.

Também nesse aspecto, o0s resultados da presente pesquisa estdo
discordantes daqueles obtidos por WAN et al (2004). Esses autores reproduziram
experimentalmente a DN em gansos ndo somente com duas amostras originérias de
ganso, mas também com cepas da DN originarias de galinha e pertencentes aos
gendtipos VI, VII, VIII e IX e observaram a morte em 75% dos gansos e em 100%
das galinhas.

Parece razoavel especular que esses fatos estejam ligados ao fendmeno da
recombinacdo genética presente em populacbes e subpopulagbes de particulas
virais do VDN, com reflexo na resisténcia dos gansos-da-China a enfermidade de
Newcastle.

Nos lotes de animais vacinados (Grupos | a Ill), como se poderia esperar, 0
percentual médio de protecéo aos desafios foi elevado - 100,0% (Tabela 3).

A proposito, existe alguma evidéncia de que estirpes patogénicas, do VDN,
provenientes de outras espécies, somente demonstram sua verdadeira
patogenicidade apds sua primeira passagem em frangos de corte (ALEXANDER,
1997), ou apoés sua adaptagcdo ao novo hospedeiro. Resultados semelhantes foram
descritos por ISLAM et al. (1994), que indicam o aumento da patogenicidade de
amostras mesogénicas ou patogénicas do VDN, isoladas de codornas e passadas
para galinhas, inducdo essa possivel gracas a aquisicdo de propriedades de
neurotropismo e pantropismo através da passagem intracerebral em galinhas
susceptiveis.

Neste enfoque, parece sensato concluir que estirpes patogénicas do VDN
oriundas de frangos de corte, somente evidenciam sua real patogenicidade apés sua
adaptacdo em gansos-da-China (Anser cygnoides), o que poderia explicar a



51

discrepancia de resultados e de deducdes deste trabalho com as assertivas de REIS
& NOBREGA (1956) e de WAN et al. (2004).

Outro aspecto pertinente esta associado ao fendbmeno da mutacdo presente
em amostras do VDN, originando novas cepas desse virus, provavelmente com
alteracdo da sequéncia dos aminoacidos basicos presentes no sitio de clivagem FO.
Infortunadamente, a frequéncia de tal evento, qual seja, a taxa de mutacédo do VDN,
€ desconhecida na histéria da enfermidade de Newcastle (KING, 1999). Certamente,
a frequéncia de mutagédo do VDN é muito inferior & observada em outros sistemas,
quais sejam, doenca infecciosa da bursa e bronquite infecciosa das galinhas, o que
vem enfatizar a importancia dos achados desta pesquisa e possivelmente justificar
sua divergéncia parcial com a assercdo também de REIS & NOBREGA (1956) e
WAN et al.(2004).

E oportuno enfatizar que a coabitacdo de aves infectadas com o virus
patogénico da doenca de Newcastle com aves sadias (vacinadas ou ndo) é a
situacdo que mais simula o que realmente acontece em condicbes de campo.
Entretanto, no presente ensaio, as aves foram infectadas, individualmente, por
instilacdo Oculo-nasal de virus patogénico. A escolha de tal via deu-se, sobretudo,
com o intuito de melhor reproduzir a via de infeccdo normal. Desse modo, pode-se
afirmar que todas as aves desafiadas receberam a mesma quantidade de virus, com
o mesmo titulo infectante, em idénticas condi¢cdes experimentais, 0 que nao
aconteceria se 0 modo de desafio simulasse a infecgédo natural.

E importante frisar, mais uma vez, que 100,0% das aves SPF sucumbiram ao
desafio. A observacio clinica e & necroscopia, as aves apresentaram sinais clinicos
e lesbes sugestivas da DN (forma patogénica), o que demonstra que 0 virus
utilizado na prova virulenta foi adequado e reforca a validade dos resultados obtidos.

A proposito, também nesse lote de aves SPF, através da RT-PCR, foi
detectada a estirpe virulenta, do VDN, a partir de exsudato traqueal e cloacal
utilizados na prova de desafio, como também “identificada”, mediante 0 emprego

das reacdes de hemaglutinacédo (HA) e inibicdo da hemaglutinac&o (HI). Tal amostra
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do VDN, quando inoculada em aves SPF, resultava em mortalidade de 100,0% dos

animais.

5.1.4. Pesquisa do genoma do virus de Newcastle (VDN)

Os resultados da RT-PCR, dos gansos-da-China, ap6s o desafio, nos
diferentes grupos, estdo presente na Tabela 4.

Examinando a Tabela 4, com particular atencdo ao lote de gansos-da-China
controle (Grupo V), observa-se que a detec¢do de material genético do VDN da
cloaca e traquéia ocorreu aos 20 dias do periodo pés-desafio, confirmando assim a
susceptibilidade desta espécie ao VDN, consoante REIS & NOBREGA (1956). Em
contraste, nos lotes de gansos-da-China vacinados (Grupos | a lll), decorridos seis,
10 e 20 dias apoés a inoculacdo da estirpe virulenta do VDN, a pesquisa de material
genético do VDN foi nula.

Pelos resultados obtidos, neste estudo com os gansos-da-China (Anser
cygnoides) controle (Grupo 1V), ficou demonstrado o estado de portador de VDN por
esta espécie animal, decorridos 20 dias da infeccdo experimental com este
patdgeno (Tabela 4)

O fato de nao ter sido revelado material genético do VDN de gansos-da-
China vacinados (Grupos | a Ill) torna evidente a importancia da vacinacdo nesta
especie, pois estando as aves vacinadas, ndo haveria possibilidade de replicacdo do
VDN em quantidade suficiente para a infec¢@o posterior de outras espécies de aves
domésticas ou silvestres conviventes.

Nesse enfoque, ressalte-se aqui, mais uma vez, que a ampla cobertura
vacinal recebida pelos gansos-da-China (Anser cygnoides) (Grupos | a lll),
indubitavelmente, contribuiu efetivamente para a deteccdo de material genético do
VDN nesta espécie animal. Em verdade, a instituicio de programas
imunoprofilaticos contra a enfermidade de Newcastle e especificos para criacdo de
gansos-da-China, ao menos, neste estudo, passou a se constituir, ainda que em

potencial, fator limitante para criac6es de aves domésticas conviventes.
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Os dados em questdo suscitam a reflexdo para um aspecto epidemiolégico
de fundamental importancia na doenca de Newcastle, qual seja, o estado portador
de VDN do ganso-da-China e a importancia da imunoprofilaxia na supressao deste
estado.

Finalmente, deveriam ser realizados estudos em gansos-da-China inoculados
experimentalmente com o VDN, para estabelecer a importancia do seu estado do
portador.

Tabela 4. Resultados da presenca de genoma viral do virus de Newcastle, por reagao
de cadeia de polimerase pos transcricao reversa, a partir de suabes de traquéia
e cloaca dos gansos-da-China (Anser cygnoides) vacinados e revacinados
contra a Doenca de Newcastle, obtidos aos seis, 10 e 20 dias pds-desafio, nos

diferentes grupos experimentais

Grupo  Vacinagao Revacinacéo Genoma viral do VDN (RT-
(7 dias) Via ocular PCR)
(28 dias) 6 10 20
T C T C T C
Ulster 2C Ulster 2C - - - - - i
I
Il Bl Bl - - - - - -
1l LaSota LaSota - - - - - -
AV Controle --- - - - - + o+

*Grupo controle — ndo vacinado

dpi — dias p6s inoculagao/desafio

T = suabe colhido da regido traqueal

C = suabe colhido da regiéo cloacal

+ = isolamento da estirpe patogénica do VDN

- = auséncia da estirpe patogénica do VDN

RT-PCR=Reacéo de cadeia de polimerase p0s transcrigcdo reversa
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5.2. EXPERIMENTO 2

5.2.1. Desafio, observacgao clinica, necroscopia, reacdo de cadeia de polimerase

poés transcricdo reversa (RT-PCR) e reacao de inibicdo da hemaglutinacéo (HI)

5.2.1.1. Aves SPF e gansos-da-China inoculados com o VDN

As aves SPF utilizadas para controle da patogenicidade da estirpe virulenta,
do VDN, sucumbiram trés dias apés o desafio. Sinais clinicos e lesGes sugestivas da
DN foram similares aqueles descritos no item 5.1.3. (EXPERIMENTO 1), seguindo-
se a pesquisa de genoma viral do VDN através da RT-PCR e a “identificacdo” do
VDN, conforme técnica e critérios estabelecidos, respectivamente, no item 4.1.10.
(EXPERIMENTO 1).

Por outro lado, 100,0% dos gansos-da-China de cada grupo nao
apresentaram sinais clinicos e lesdes sugestivas da DN, mostrando-se refratarios a
doenca clinica com o VDN, sendo, portanto, tais dados similares aos resultados
obtidos no EXPERIMENTO 1.

O tempo de replicacdo da estirpe patogénica, do VDN, em gansos-da-China,
também foi estudado neste experimento. Assim, sdo apresentados, na Tabela 5, os
resultados da presenca de genoma viral do VDN, por RT-PCR, em gansos-da-
China, em periodo pos-desafio ou ndo. Analisando a Tabela 5, verifica-se que a
deteccao de material genético do VDN das fezes ocorreu aos 20 dias pés-desafio.

Da mesma forma, também em gansos-da-China, a véspera do desafio a
pesquisa de material genético do VDN das fezes foi nula (Tabela 6), permitindo
considera-las isentas de infeccdo pelo VDN.

O fato de ter sido detectado material genético da estirpe virulenta do VDN em
gansos-da-China e tendo em vista 0 nUmero de amostras examinadas, permitiu
caracterizar o estado de portador de VDN desta espécie animal, 20 dias apés a
infecgdo experimental com este patdogeno. Esses resultados, analisados dentro do
enfoque epidemioldgico da doenca de Newcastle, induzem a ponderacdo de que 0s

gansos-da-China (Anser cygnoides), possuem estado de portador do VDN, a partir
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dos 20 dias poés-desafio. Tal fato pode se constituir em um problema para a

avicultura comercial.

Tabela 5. Resultados da presenca de genoma viral da estirpe patogénica, do virus da
Doenca de Newcastle, por Reacdo de cadeia de polimerase pds transcri¢cao
reversa, em gansos-da-China (Anser cygnoides) ndo vacinados contra a DN, a
véspera do desafio e aos seis, 10 e 20 dias pos-desafio.

Aves Exame de material genético do VDN

VD 6dpi 10dpi 20dpi

Gansos-da- China
(Anser cygnoides)

5.2.2. Observacéao clinica, necroscopia, Reacdo de Cadeia de Polimerase pos
Transcricdo Reversa (RT-PCR) e sorologia (HI)

5.2.2.1. Aves SPF conviventes com gansos-da-China inoculados com o VDN

Os dados apresentados na Tabela 6 mostram que 100,0% das aves SPF
conviventes com gansos-da-China infectados com uma estirpe patogénica do VDN,
decorridos seis (Grupo 1) e 14 (Grupo 2) dias poés-desafio sucumbiram apos o
contato direto com gansos desafiados. Os sinais clinicos e lesdes sugestivas da DN
(Figura 3) foram semelhantes aqueles outros observados e expostos no item 5.1.3.
(EXPERIMENTO 1), confirmados pela pesquisa de material genético do VDN, de
acordo com a metodologia e critérios aplicados, respectivamente, nos itens 4.1.3.1.
e 4.1.10. (EXPERIMENTO 1), além do titulo médio de anticorpos inibidores da
hemaglutinacdo (HI) obtido (da ordem de log, 4,50) conforme técnica descrita no
item 4.1.7.2. (EXPERIMENTO 1).

Por tais resultados, é certo que os gansos-da-China inoculados com o VDN,

embora ndo tenham contraido ou manifestado a doenca clinica, eliminaram virus em
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quantidade suficiente para induzir infeccdo e doenca clinica nas aves SPF
conviventes. Além disso, obviamente, as aves SPF conviventes com os gansos-da-
China inoculados com o VDN ndo eram vacinadas contra a enfermidade de
Newcastle e, portanto, ndo possuiam imunidade para impedir a infeccdo e o
surgimento da sintomatologia clinica sugestiva da DN. Em adicdo, nas aves
domeésticas, algumas estirpes patogénicas do VDN causam mortalidade logo apods a
introducdo de apenas pequena quantidade de unidades infecciosas do VDN,
enguanto outras necessitam de um milhdo ou mais de unidades infecciosas de virus
para induzir mortalidade (BEARD & HANSON, 1984).

Figura 3. Proventriculos e traquéias hemorragicos de aves SPF colocadas em contato

com gansos-da-China inoculados com o virus da doenca de Newcastle.
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Tabela 6. Resultados da observacdo clinica, necroscopia, pesquisa da presenca de
genoma viral do virus de Newcastle, e sorologia (HI) das aves SPF
conviventes com gansos-da-China inoculados com o virus de Newcastle
decorridos seis (Grupo 1) e 14 (Grupo 2) dias pos-desafio.

Aves SPF conviventes com gansos-da-

Parametros avaliados China Inoculados com o VDN
6 dpi 14 dpi

Sinais clinicos sugestivos + +

da DN

Mortalidade (%) 100 100

Lesdes sugestivas da DN + +

RT-PCR (Te C) + +

Sorologia (HI) + +

dpi = dias pés inoculagéo/desafio

VDN = virus da doenca de Newcastle

T = suabe da traquéia

C = suabe da cloaca

HI = Teste de inibicdo da hemaglutinagéo
+ = positiva = presente (s)

- = negativa = ausente (s)

RT-PCR: Reacdo em cadeia pela polimerase pos transcricao reversa
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5.3.EXPERIMENTO 3
5.3.1. Proteinograma sérico

Os resultados estatisticos ndo evidenciaram diferencas significativas (p>0,05)
entre os valores de proteinas totais (Tabela 7), globulinas (Tabela 9) e proporcdo
albumina/ globulinas (Tabela 10), dos lotes de gansos-da-China controle e vacinados
com as estirpes Ulster 2C, B1 e Lasota, nas diferentes idades avaliadas.

No entanto, nota-se que aos 42 dias de idade (Tabela 8), de forma geral, os
gansos vacinados com as estirpes Ulster 2C, B1 e LaSota apresentaram diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle para as concentragdes sericas de albumina,
especialmente o grupo vacinado com a estirpe LaSota. Pode-se supor, em linhas
gerais, que as vacinacoes, independentemente da estirpe vacinal, causaram diminuicéo
das concentra¢cGes de albumina sérica. Infec¢des virais podem diminuir a concentracéo
sérica de proteinas em aves. A diminuicdo da concentracdo de albumina foi observada
em aves inoculadas com o VDN (RIVETZ et al; 1977). Aparentemente, esta alteracdo
esta relacionada com a reducdo da ingestdo de alimentos, causada por anorexia, uma
vez que a estirpe vacinal LaSota tem maior poder de difusdo (WINTERFIELD et
al.,1957) quando comparada as demais estirpes vacinais utilizadas neste estudo.

Por outro lado, a albumina € uma proteina de fase aguda negativa que apresenta
diminuicdo gradual de sua concentracdo nos casos de inflamacdo crbnica
(ECKERSALL, 2008). No entanto, seria necessario determinar o perfil eletroforético das
proteinas pela técnica SDS-PAGE dos gansos-da-China vacinados ou ndo contra a DN
para que fossem possivel esclarecer o real motivo da hipoalbuminemia nas aves

vacinadas com a estirpe LaSota aos 42 dias de idade.
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Tabela 7. Concentracdo seérica de proteinas totais (g/dL) de gansos-da-China (Anser
cygnoides), submetidos a diferentes programas de vacinagdo contra a doenca
de Newcastle, aos sete, 21, 28, 35, 42 e 49 dias de idade.

Grupo  Vacinagdo Revacinac&o
7 dias 28 dias Médias e desvios-padrio proteinas (g/dL)
Idade das aves (dias)
7 21 28 35 42 49
| Ulster 2C Ulster 2C 3,77+ 3,78 4,36+ 4,63+ 4,08+ 4,14+
0,35 0,87* 0,04° 0,77% 0,31* 0,31°
Il B, B, 4,15+ 4,20+ 4,24+ 4,23+ 4,16+ 4,14+
0,93* 0,71* 0,40° 0,28% 0,78% 0,28
1 LaSota LaSota 3,89+ 4,32+ 456+ 4,21+ 3,98+ 4,20+
0,14* o0,68* 1,0* 0,26° 1,1* 0,43°
IV* - - 4,01+ 4,18+ 4,36+ 4,43+ 4,38+ 4,20+

0,52 0,29 0,96* 0,43* 0,55 0,66°

*Grupo controle — ndo recebeu vacina

'Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey

Tabela 8. Concentracdo sérica de albumina (g/dL) em gansos-da-China (Anser
cygnoides), submetidos a diferentes programas de vacinacdo contra a DN,
aos sete, 21, 28, 35, 42 e 49 de idade.

Grupo Vacinagédo Revacinacdo Médias e desvios-padréo albumina (g/dL)

7 dias 28 dias

Idade das aves (dias)
7 21 28 35 42 49

[ Ulster 2C Ulster 2C 1,48+ 1,21+ 1,39+ 1,57+ 1,27+ 1,23+
0,18* 0,87 0,02 0,41* 0,15 0,38
I B, B, 1,47+ 2,13+ 1,40+ 1,39+ 1,20+ 1,19+
0,34* 0,67 0,11* 0,43* 0,31* 0,72°
1l LaSota LaSota 1,17+ 1,88+ 1,48+ 1,43+ 1,06 1,23+
0,56 0,32* 0,47*° 0,41* 0,27° 0,92°
I\V/* - - 1,32+ 1,76+ 4,36 1,50+ 1,49+ 124+
0,22 0,27 0,96* 0,45 0,38% 0,34

*Grupo controle — ndo recebeu vacina

'Médias seguidas de letras diferentes, ha mesma coluna, diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey
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Tabela 9. Concentracdo sérica de globulinas (g/dL) em gansos-da-China (Anser
cygnoides), submetidos a diferentes programas de vacinagdo contra a DN,
aos sete,21, 28, 35, 42 e 49 de idade.

Grupo Vacinacéo Revacinac&o
7 dias 28 dias Médias e desvios-padréo globulina (g/dL)
Idade das aves (dias)
7 21 28 35 42 49
I Ulster 2C Ulster 2C 2,29+ 2,57+ 296+ 3,14+ 2,81+ 2,76+
0,51* 0,90* 0,06° 0,55° 0,26*° 0,54*
Il B, B, 2,67+ 2,07+ 2,83+ 2,84+ 2,95+ 2,94+
1,1* 0,53 043* 0,35 0,62*° 0,23°
1 LaSota LaSota 2,72+ 2,43+ 3,08+ 2,78+ 2,92+ 297+
0,09 0,76* 0,66 0,36° 0,87*° 0,41%
[\v* - - 2,68+ 2,41+ 2,77+ 2,92+ 2,89+ 2,95+

0,61 0,45* 0,60° 0,41° 0,46% 0,44°

*Grupo controle — ndo recebeu vacina
'Médias seguidas de letras diferentes, ha mesma coluna, diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey

Tabela 10. Proporcdo Albumina/globulina em gansos-da-China (Anser cygnoides),
submetidos a diferentes programas de vacinacao contra a DN, aos sete, 21, 28,
35, 42 e 49 de idade.

Grupo Vacinacéao Revacinac&o
7 dias 28 dias Médias e desvios-padrio albumina (g/dL)
Idade das aves (dias)
7 21 28 35 42 49
I Ulster 2C Ulster 2C 0,67+ 0,51+ 0,48+ 0,50+ 0,45+ 0,49+
0,20* 0,17* 0,02* 0,10° 0,07* 0,25%
1 B; B: 0,66+ 1,09+ 0,51+ 0,51+ 0,42+ 0,41+
0,44* 0,46* 0,08 0,20° 0,10° 0,02*
1l LaSota LaSota 0,43+ 0,83+ 0,49+ 0,59+ 0,38+ 0,43+
0,01* 0,35° 0,06 0,30° 0,04 0,06°
I\v* - - 0,53+ 0,75+ 0,57+ 0,53+ 0,53+ 0,43+

0,24* 0,24 0,02* 0,41* 0,10* 0,09°

*Grupo controle — ndo recebeu vacina

'Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey
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6. CONCLUSOES

Os resultados, discutidos e interpretados a luz da bibliografia compulsada,

conduzem as seguintes inferéncias:

1. As vacinagOes utilizando as estirpes Ulster 2C, B1 e LaSota ndo se mostraram
associadas com sinais clinicos da reacdo vacinal em gansos-da-China;

2. Os programas imunoprofilaticos ensaiados, mediante o emprego das amostras
vacinais Ulster 2C, B1 e LaSota foram igualmente eficientes no estimulo da
resposta imune humoral (HI);

3. Os gansos-da-China (Anser cygnoides) mostraram-se refratarios a enfermidade
clinica apos o desafio com VDN patogénico;

4. Os gansos-da-China (Anser cygnoides) mostram-se sensiveis a infeccao
experimental com o VDN patogénico;

5. Ficou demonstrado o estado de portador de VDN dos gansos-da-China,
decorridos 20 dias da infeccdo experimental com este patdgeno;

6. Ficou caracterizada a importancia da imunoprofilaxia na supresséo do estado de
portador do VDN do ganso-da-China;

7. Ficou evidenciada a importancia do ganso-da-China (Anser cygnoides) do ponto
de vista epidemioldgico, como fonte disseminadora do VDN para aves SPF
conviventes, decorridos até 14 dias da infec¢ao experimental com este patégeno;

8. As concentra¢gfes de albumina sérica em gansos-da-China foram afetadas pelas
estirpes vacinais, especialmente a LaSota, aos 42 dias de idade, apdés a

revacinagcao contra a DN.
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APENDICE 1. Projeto de pesquisa aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar
Animal (CEBEA — FCAV — Unesp, campus Jaboticabal), protocolo nimero: 007605-08
(07/05/2008)
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APENDICE 2. Composicéo percentual e calculada das ra¢ées experimentais que foram

utilizadas nas diferentes fases do ciclo de vida dos gansos-da-China (Anser cygnoides).

Ingredientes (%) Racéo inicial Racao engorda
(1% a 4% SV) (a partir da 5% SV)

Milho 59.888 72.913

Farelo de soja 45 37.056 19.650

Farelo de trigo 0.000 5.028

Calcario 0.418 0.710

Fosfato bicalcico 1.523 1.026

Sal 0.268 0.285

Suplemento mineral 0.0501 0.050*

Suplemento vitaminico 0.300 2 0.300°

Oleo 0.439 0.000

DL-Metionina 99 0.058 0.038

Total 100.000 100.000

|
Composicao Calculada

Proteina bruta (%) 20,00 16,00
Energia metabolizavel (Mcal/Kg) 2900 3000
Matéria seca (%) 87.809 87.617
Calcio (%) 0.650 0.600
Fosforo disponivel(%) 0.400 0.300
Fibra (%) 3.362 3.036
Metionina + cistina (%) 0.750 0.584
Lisina (%) 1.180 0.760
Saédio (%) 0.150 0.150

SV=semanas de vida
1- Suplemento mineral (quantidade/Kg do produto): Mn — 150.000 mg, Zn —
100.000mg, Fe — 100.000 mg, Cu — 16.000 mg, | — 1500 mg.
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2- Suplemento vitaminico (quantidade/Kg do produto): Vit A — 2.666.000 Ul, Vit B —
600 mg, Vit B2 — 2.000 mg, Vit B6 — 933,10 mg, Vit B12 — 4000 mcg, Vit D3 — 666,50
mg, Vit E — 5000 Ul, Vit K — 600 mg, Acido folico — 333,25 mg, Acido pantoténico —
5000 mg, Biotina — 20 mg, Colina — 133.330 mg, Niacina — 13.333 mg, Selénio — 100
mg, Antioxidante — 7,5 g, Cocidiostatico — 33,332 g, Promotor de crescimento — 20 g,
Veiculo Q.S.P.

3 — Suplemento vitaminico (quantidade/Kg do produto): Vit A — 2.332.750 Ul, Vit B —
533,20 mg, Vit B2 — 1.666,25 mg, Vit B6 — 866,45 mg, Vit B12 — 3.332,50 mcg, Vit
D3 — 500 mg, Vit E — 4000 Ul, Vit K — 500 mg, Acido félico — 233,275 mg, Acido
pantoténico — 4.332,250 mg, Colina — 99.975 mg, Niacina — 11.663 mg, Selénio —
100 mg, Antioxidante — 5,0 g, Cocidiostatico — 20 g, Promotor de crescimento —
13,33 g, Veiculo Q.S.P.
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