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ESTUDO DOS PARAMETROS CLINICOS E IMUNITARIOS DA VACINACAO
CONTRA A DOENCA DE NEWCASTLE E SUA IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA
EM AGAPORNIS (Agapornis roseicollis)

RESUMO - As avaliacdes dos parametros clinicos, imunitarios e epidemiol6gicos
da vacinacdo contra a doenca de Newcastle (DN) em agapornis (Agapornis roseicollis)
foram investigadas em dois experimentos. Amostras vacinais Ulster 2C, B1 e LaSota do
virus da doenca de Newcastle (VDN) foram utilizadas para imunizacdo das aves. No
experimento 1, utilizaram-se 48 agapornis, distribuidos em quatro tratamentos de 12
animais cada, num total de trés repeticbes, submetidos a diferentes esquemas
imunoprofilaticos. A resposta imune foi avaliada pelo teste de HI. N&do foram observados
sinais clinicos de reacao pdés-vacinal em qualquer grupo experimental. Os resultados
dos titulos de anticorpos (HI) mostraram que a estirpe vacinal LaSota conferiu maior
grau de imunidade aos agapornis, quando comparada as estirpes Ulster 2C e B1. Estas
aves foram posteriormente desafiadas frente a uma estirpe patogénica do VDN
(EIDsp=10%%°/0,1mL), aos 12 meses de idade. Em todos os grupos, procedeu-se a
pesquisa do RNA viral a partir de suabes cloacais, atraveés da técnica de RT-PCR. Os
agapornis de todos os grupos nao demonstraram qualquer sinal clinico sugestivo da
DN, mostrando-se refratarios a doenca clinica frente a este virus. Entretanto, ficou
caracterizado o estado de portador de VDN nesta espécie decorridos até 21 dias da
infeccdo experimental com este patdgeno. No experimento 2, foram utilizadas aves SPF
(“Specific-Pathogen-Free”) conviventes com agapornis inoculados com uma estirpe
patogénica do VDN. Observou-se a transmissdo do VDN dos agapornis para as aves
SPF conviventes decorridos até 21 da infec¢do experimental com este patdégeno, o que
realca a importancia do agapornis como fonte potencial de infeccdo do VDN para aves
domésticas.

Palavras-chave: Agapornis roseicollis, amostras Ulster 2C, B1 e LaSota, doenca de
Newcastle, estado de portador do virus, reacdo de Inibicho da Hemaglutinagdo (HI),
fonte de infec¢do do VDN.
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STUDY OF CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL PARAMETERS OF NEWCASTLE
DISEASE VACCINATION AND ITS RELEVANCE IN THE EPIDEMIOLOGY IN
LOVEBIRDS (Agapornis roseicollis)

SUMMARY: The evaluations of clinical, immunological and epidemiological
parameters of vaccination against Newcastle disease (ND) in lovebirds (Agapornis
roseicollis) were investigated in 2 experiments. Ulster 2C, B1 and LaSota vaccines
strains of the Newcastle disease virus (NDV) were used to immunization of birds. In
experiment 1, 48 lovebirds were distributed into 4 different treatments, with 12 birds in
each, with a total of 3 repetitions, submitted to different vaccination programs. The
immunological responses were measured by HI test. Lovebirds from all groups did not
show any clinical signs of post vaccinal reaction. The antibody titers (HI) results showed
that the immune vaccine programs adopted were different in stimulating protective levels
of humoral immune response. These birds were also challenge with a pathogenic NDV
strain (EIDso=10%%°/0.1mL) at 12 months of age. After the challenge in all groups,
cloacal swabs were collected for RT-PCT to find the pathogenic viruses. Lovebirds from
all groups did not demonstrate clinical signs of ND, being refractory to the clinical
disease with the NDV. However, a NDV carrier state was demonstrated in this specie
until 21 days after experimental infection. In experiment 2, SPF chicks were housed with
lovebirds previously inoculated with a pathogenic NDV strain. The pathogenic virus
(NDV) was transmitted from lovebirds to SPF chicks until 21 days after challenge,
showing the importance of the lovebirds as source of dissemination of NDV to domestic
birds.

Keywords: Agapornis roseicollis, Ulster 2C, B1 and LaSota strains, Newcastle disease,

NDV carrier, HI test, source of infection of NDV.



1. INTRODUCAO

Os agapornis (Agapornis roseicollis, Selby, 1836) sdo aves frequentemente
criadas em cativeiro no Brasil. Pertencem a ordem Psittaciformes, familia Psittacidae,
subfamilia Psittacinae e a Tribo Psitacculini (LIMA, 2007; SILVA et al., 2009).

Os membros do género Agapornis sdo pequenos periquitos nativos de florestas e
savanas africanas, também chamados de péassaro-do-amor ou periquito-namorado.
Distribuem-se no continente africano, principalmente, como Agapornis cana, em
Madagascar, Agapornis roseicollis (Figuras 1 e 2), na Angola e Namibia, e Agapornis
personata na Tanzania. Sao aves coloridas e pequenas, atingindo por volta de 15 cm
de comprimento, e vivem em regides secas, relativamente arborizadas (FORSHAW,
2010).

A primeira tentativa abrangente de compreender a evolucdo do género Agapornis
foi feita por Moreau (1948), que descreveu a distribuicdo, ecologia, morfologia e
comportamento destas aves. Vivem em pequenos bandos e alimentam-se
essencialmente de frutas, vegetais, ervas e sementes. Os membros do género
Agapornis constroem seus ninhos em forma de cupulas no interior de cavidades. Estes
ninhos sao revestidos com sementes, cascas, pequenos pedacos de grama ou folhas.
Apenas as espécies Agapornis taranta, Agapornis pullarius, Agapornis canus e
Agapornis swinderniana possuem dimosfirmo sexual. Na natureza, voam geralmente
aos pares, caracteristica pela qual ficaram conhecidos como “passaros-do-amor”
(EBERHARD, 1998).

Pouco se sabe a respeito da susceptibilidade da espécie Agapornis roseicollis
diante da infeccdo com o virus da doenca de Newcastle (VDN), uma enfermidade de
etiologia viral e de rapido poder de disseminacao, que acomete grande parte das aves
domeésticas e selvagens. Da mesma forma, a resposta imunoldgica desta espécie frente
a um protocolo de vacinagdo adequado, bem como seu papel como portador ou fonte
de infeccdo do VDN, ainda € um campo pouco explorado, sendo escassas as

informacdes na literatura nacional e internacional.



Adicionalmente, AWAN et al. (1994) apontaram aves selvagens como
importantes fontes de disseminacdo do VDN. Assim sendo, este trabalho teve como
objetivo propor um controle imunoprofilatico eficiente da doenca de Newcastle (DN) em
agapornis (Agapornis roseicollis), bem como compreender o real papel exercido por
esta espécie no plano epidemioldgico, como possivel portadora e/ou fonte de infeccéo
de VDN.



Figura 1. Exemplares de agapornis (Agapornis roseicollis) de face rosada.

Figura 2: Exemplar de agapornis (Agapornis roseicollis) de face branca.



2. REVISAO DE LITERATURA

A doenca de Newcastle (DN), também conhecida como pseudopeste aviaria ou
desordem respiratéria, € uma infeccdo viral de aves, causada por um paramyxovirus
aviario tipo 1 (APMV-1), do género Avulavirus, subfamilia Paramyxovirinae, ordem
Mononegavirales (ICTV, 2011). Trata-se de uma enfermidade altamente contagiosa e
severa de aves susceptiveis, com alta taxa de mortalidade (ALEXANDER, 2003;
ALEXANDER e SENNE, 2008).

A DN tem sido um dos problemas sanitarios mais importantes da avicultura
industrial, em face dos elevados prejuizos que ocasiona. 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 (PAULILLO, 1980, 1984, 1989; DORETTO JUNIOR, 1997; PAULILLO et
al., 2002; PAULILLO e DORETTO JUNIOR, 2009). Por este motivo, faz parte da Lista
das enfermidades do WAHS — Sistema Mundial de Informagcdo Zoosanitaria, da OIE
(Organizacédo Internacional de Saude Animal), sendo seus focos de notificagédo
compulsoria (OIE, 2011).

A propésito, um surto da DN em aves ornamentais, devido a uma estirpe
velogénica viscerotropica do virus da doenca de Newcastle (VDN) na Califérnia (EUA)
em 1998 resultou em proibicdo das exportacbes de carne de frango para a RUssia,
Japdo, Estbnia, Marrocos, Nova Zelandia e Roménia. A barreira sanitéria persistiu até a
erradicacdo total da estirpe patogénica, ndo havendo sua difusdo para aves de
exploracdo comercial, consoante informes de BOCKMA (1998).

Outro surto da DN em frangos de corte, em Nova Gales do Sul, Australia, em abril
de 1999, acarretou no cancelamento das exportacdes de todos os produtos avicolas
deste pais para a China (KING, 1999).

Sao reconhecidos nove sorotipos de Paramyxovirus aviarios (PMV-1 a PMV-9).
Esses sorotipos podem ser subdivididos entre aqueles que causam,
predominantemente, lesdes hemorragicas do aparelho digestivo - Virus da Doenca de

Newcastle Velogénico Viscerotropico (VVND) e aqueles que causam lesfes



respiratorias e do sistema nervoso central — Virus da Doenca de Newcastle Velogénico
Neurotropico (VNND) (PHALEN, 2006). E oportuno enfatizar que a viruléncia da DN é
hospedeiro-especifica e varia consideravelmente com infecgcbes experimentais
realizadas em diversas espécies (GERLACH, 1994).

Na atualidade, a DN (VVND) é definida pelos seguintes critérios de viruléncia: 1) O
virus possui um indice de patogenicidade intracerebral (IPIC) maior ou igual a 0,7 (=
0,7) em pintos (Gallus gallus domesticus) SPF (“Specific-Pathogen-Free”) de um dia de
idade; 2) Mdltiplos aminoacidos basicos tém sido demonstrados, diretamente ou por
deducéo, na fracdo C-terminal da proteina F, (arginina e lisina nos residuos 113 e 116)
e na fracdo N-terminal da proteina F; (fenilalanina no residuo 117) do virus (OIE, 2011).

O VDN apresenta morfologia esférica a ligeiramente pleomérfica, com cerca de
150 a 200 nm de diametro. O nucleocapsideo, de 12 a 17 nm de diametro, possui um
envoltério de dupla camada lipidica, das quais emergem proje¢cdes com atividades
especificas, pertencentes a dois grupos: A glicoproteina HN, que compreende as
enzimas hemaglutinina e neuraminidase, e a glicoproteina F, que permite adesdo da
particula viral a membrana celular do hospedeiro. A hemaglutinina é a responsavel pela
capacidade de aglutinar eritrocitos, enquanto a neuraminidase, age promovendo a
gradual eluicdo das particulas virais aglutinadas, atividades essas importantes na
patogenia da doenca. Quando os anticorpos sado direcionados contra a glicoproteina
HN, ocorre a inibicdo da hemaglutinacdo do virus a superficie da hemacia. O titulo de
tais anticorpos pode ser utilizado na mensuracdo da imunidade humoral, por meio de
testes de inibicdo da hemaglutinacdo (HI) e ensaios imunoenzimaticos (ELISA),
utilizados no diagnéstico sorolégico da DN (ACKERMAN, 1964; KOUWENHOVEN,
1993; LAMB e KOLAKOFSKY, 1996; MILLAR et al., 1998; ALEXANDER e SENNE,
2008).

Com relacdo a esse aspecto, o genoma viral codifica, além das duas
glicoproteinas estruturais de superficie (HN e F), outras quatro proteinas: proteina de
matriz viral (M), proteina polimerase grande (L), proteina do nucleocapsideo (NP) e uma
fosfoproteina associada ao nucleocapsideo (P) (KOUWENHOVEN, 1993; LEEUW e

PEETERS, 1999). A atividade de adeséo e penetracdo na célula hospedeira, exercida



pela proteina F ocorre devido a clivagem do precursor Fy, por meio de uma enzima
presente nas células do hospedeiro, em dois peptideos, F; e F, (MERZ et al., 1981,
WESTBURY, 2001). Enquanto as proteinas Fo das amostras virulentas do VDN sao
clivadas em uma grande variedade de células do hospedeiro, aquelas das amostras
nao virulentas sdo clivadas somente em limitados tipos celulares. Esta capacidade de
replicacdo das amostras virulentas em diversos grupos celulares torna o VDN capaz de
disseminar-se extensivamente por meio de uma grande gama de hospedeiros
(TOYODA et al., 1987; JESTIN e JESTIN, 1991; SEAL et al., 1995, 1996; KANT et al.,
1997; OBERDORFER e WERNER, 1998; ALDOUS e ALEXANDER, 2001;
CAVANAGH, 2001). Sendo assim, a viruléncia dos APMV-1 esta diretamente associada
ao sitio de clivagem da proteina Fo, ponto este responsavel pela patogenicidade da
estirpe viral (CREELAN et al., 2002).

E importante ressaltar que, além das aves, o VDN pode infectar diversas
espécies de repteis e mamiferos, inclusive o homem, o qual pode desenvolver
conjuntivite (GERLACH, 1994; DORETTO JUNIOR e PAULILLO, 2007). A maioria dos
casos relatados em humanos foi descrita entre trabalhadores de matadouro de aves,
laboratério e entre vacinadores durante a aplicacdo das vacinas contra a DN
(DOCHERTY e FRIEND, 1999).

Outro aspecto pertinente diz respeito ao fato de o VDN possuir a capacidade de
se difundir por todo o mundo por meio de aves susceptiveis, pessoas, equipamentos,
ar, racao e até por espécies nao aviarias, entre as quais, pequenos roedores e insetos
(LANCASTER, 1964; LANCASTER e ALEXANDER, 1975; ALEXANDER 1991; 1997,
2003; ALEXANDER e SENNE, 2008). Durante o curso da infeccdo por uma estirpe
Velogénica Viscerotropica do VDN, a maioria das aves excreta grande quantidade de
virus nas fezes, o que se constitui no principal meio de disseminacdo do VDN de ave
para ave (NISHIZAWA et al., 2007).

A DN apresenta uma distribuicdo mundial, com ampla variagcdo de hospedeiros,
dentre os quais 27 ordens de aves existentes, inclusive aves selvagens, sejam elas de

vida livre ou criadas em cativeiro, tém sido reportadas, natural ou experimentalmente,



como infectadas por seu agente etioldgico (KALETA e BALDAUF, 1988; SPRADBROW,
1988).

Todas as espécies de aves parecem ser susceptiveis a infec¢do pelo virus da
DN (ROY et al., 1998; ALDOUS e ALEXANDER, 2008). Portanto, aves selvagens,
exoticas e nativas, podem atuar como reservatérios do virus, tornando comum o
surgimento de variantes patogénicas e sua disseminacdo entre as aves domesticas e
comerciais (ALEXANDER, 1991; 1997; 2003; ALEXANDER e SENNE, 2008).

De acordo com KALETA e BALDAULF (1988), os Phasianiformes (inclusive
galinadceos), Struthioniformes e Columbiformes s&o altamente susceptiveis a infeccéo
pelo VDN. Isto pode ser comprovado pelo fato de que essas espécies tém sido afetadas
em surtos relativamente recentes da DN (ALEXANDER e SENNE, 2008). Também foi
reportada uma grande susceptibilidade ao VDN em Psittaciformes (REIS e NOBREGA,
1956; ERICKSON et al., 1977).

Até 1990, a DN raramente havia sido relacionada como causa de mortalidade de
passaros de vida livre, nativos dos Estados Unidos da América ou do Canada. No
entanto, mortes ocorridas em grande escala em uma espécie conhecida como corvo-
marinho-de-orelhas (Phalacrocorax auritus), nos dois paises, conduziram a uma maior
conscientizacdo da DN como uma doenca das aves selvagens (DOCHERTY E
FRIEND, 1999). Por sua vez, ROY et al. (1998) isolaram estirpes velogénicas do VDN
das fezes de sete espécies de aves selvagens capturadas no zool6gico de Chennai, na
india, reforcando assim a importancia de aves selvagens na epidemiologia da DN.

Outro aspecto pertinente diz respeito a sintomatologia da DN, que se apresenta
de forma bastante varidvel. A severidade da doenca pode variar de infecgbes
inaparentes até a morte, dependendo nao sé da patogenicidade do virus (estirpe viral
envolvida), mas também da idade e susceptibilidade do hospedeiro, além das
condicbes ambientais (BRUGH e BEARD, 1984; BALLAGI-PORDANY et al., 1996;
HECKERT et al, 1996; ALEXANDER, 1997; SEAL et al., 2000; ALDOUS e
ALEXANDER, 2001; ALEXANDER e SENNE, 2008). Estirpes virais que, geralmente,
provocariam a morte de 100% das aves comerciais, quando em contato com outras

espécies aviarias, podem causar doencas brandas ou até inaparentes, como foram



observadas em pombos e papagaios. No que diz respeito a idade, quanto mais velha a
ave, maior € a resisténcia a doenca (BERAD e BRUGH, 1975).

Sendo assim, nao existem sinais clinicos patognomdnicos para qualquer uma
das formas clinicas da DN. As estirpes patogénicas podem causar anorexia, apatia,
reducdo do ganho de peso e da postura de ovos, dispnéia, descarga nasal e ocular,
conjuntivite, diarréia esverdeada, ataxia, tremores, convulsbes e morte subita
(ALEXANDER e SENNE, 2008).

A maioria das amostras de VDN isoladas de aves aquéticas e/ou migratorias
possui baixa viruléncia para galinhas, sendo classificadas como estirpes entéricas
assintomaticas. Contudo, ha indicios de que tais amostras possam sofrer processos de
mutacao e se tornarem patogénicas para aves domeésticas (ALEXANDER 1995).

Para fins didaticos, as amostras de VDN tém sido agrupadas em cinco patotipos,
com base nos sinais clinicos observados nas aves infectadas: velogénico
viscerotropico, velogénico neurotropico, mesogénico, lentogénico ou vacinal e entérico
assintomatico (BEARD e HANSON, 1984).

A primeira indicacdo da ocorréncia da doenca de Newcastle em um grupo de
aves pode ser 0 inicio subito da mortalidade. Os sinais antemortem geralmente sao
inespecificos e podem envolver o trato gastrintestinal, sistema respiratorio, sistema
nervoso central ou uma combinacéo destes sistemas (PHALEN, 2006). Como exposto
anteriormente, o0s sinais clinicos da DN ndo podem ser considerados como
patognomonicos da doencga, o que torna complexo o diagndstico clinico, tendo em vista
a grande diversidade de estirpes de VDN e de espécies hospedeiras. Assim, em razao
da necessidade de um diagnostico confiavel e de facil realizacdo, torna-se evidente a
importancia do diagnéstico laboratorial conclusivo. Um diagnéstico confiavel, seguro e
de facil execugdo permite medidas mais eficazes de controle da doencga, evitando-se,
assim, maiores perdas e a propagacao do virus (KHO et al., 2000).

Diante disso, antes do advento da biologia molecular, os métodos mais seguros
para o diagnostico da DN eram o isolamento viral, em ovos embrionados ou em cultivo
de células, seguidos de posterior caracterizagdo do virus, geralmente por meio das

reacbes de hemaglutinacdo (HA) e inibicdo da hemaglutinacdo (HI), indice de



patogenicidade intracerebral (IPIC), tempo médio de morte embrionaria (TMME), indice
de patogenicidade intravenosa (IPIV) (ALEXANDER, 1997; ALEXANDER e SENNE,
2008).

O sorodiagnostico, geralmente realizado por meio das reacdes de inibicdo da
hemaglutinacéo (HI), virus neutralizacdo (VN) e ensaio imunoenzimatico (ELISA), séo
os procedimentos de diagndstico mais amplamente utilizados para a deteccdo e
mensuracdo de anticorpos anti-VDN. Dentre tais testes, o de HI tem por principio a
deteccdo de anticorpos anti-HN virais. Essa reacdo é considerada, internacionalmente,
de referéncia para o diagnostico indireto da DN (KOUWENHOVEN, 1993;
RICHTZENHAIN et al., 1993; ALEXANDER, 1997; KHO et al., 2000; ALEXANDER e
SENNE, 2008).

Tais testes, quando utilizados com o objetivo de detectar anticorpos anti-VDN
decorrentes de infec¢do, somente tém valor diagndéstico quando aplicados em aves nao
submetidas a programas de vacinacdo ou com soros pareados. Nos testes de HI, soros
de galinha raramente apresentam falso-positivo, devido a auséncia de inibidores
inespecificos da hemaglutinacdo, ndo havendo, portanto, necessidade de tratamento
prévio dos soros a serem examinados. Porém, em soros de outras espécies aviarias, é
comum a ocorréncia de hemaglutinacdo natural das hemécias de galinhas, mas que
geralmente é contornado por meio da inativacdo do soro a 56° por 30 minutos e /ou
através da adsorcdo prévia do soro com hemacias de galinha (CARRASCO et al.,
2008).

Anticorpos contra proteinas estruturais do VDN podem ser encontrados em aves
gue se recuperam de uma infecgdo de DN, bem como em aves que foram submetidas a
um processo de vacinacdo (PANSHIN et al., 2002).

A confirmacgéo do diagnostico da DN foi feita, por muito tempo, pela inoculacao
de material clinico, tais como, secrecao oral e/ou traqueal, excrecdes cloacais ou
fragmentos de 6rgdos de animais necropsiados, em ovos embrionados de aves SPF,
com nove a 11 dias de incubacdo (BEARD e HANSON, 1984; KOUWENHOVEN, 1993;
ALEXANDER, 1997; ALEXANDER e SENNE, 2008), com posterior caracterizacdo da

amostra, com testes in vivo, quais sejam, IPIC, TMME e IPIV. Tais testes tém o
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inconveniente de serem trabalhosos, caros e morosos (KANT et al., 1997;
NANTHAKUMAR et al., 2000; ALDOUS et al., 2001; ALDOUS e ALEXANDER, 2001).

No entanto, a partir de 1991, a Reacdo em Cadeia pela Polimerase p0és-
Transcricdo Reversa do RNA (RT-PCR) passou a ser reproduzida, aperfeicoada e
amplamente utilizada na rotina laboratorial do diagnéstico do VDN (JESTIN e JESTIN,
1991; CAVANAGH, 2001). Com isso, a PCR vem sendo utilizada como ferramenta de
diagndstico para viroses de interesse veterinario (KHO et al., 2000).

No Manual de Padronizagdo de Testes Diagnosticos e Vacinas, publicado em
2009 pela Organizacgéao Internacional de Epizootias (OIE), a PCR passou a ser aceita e
considerada o método padréo de diagnéstico para DN.

A historia da DN é marcada por trés grandes panzootias. A primeira teve inicio na
Inglaterra, com emergéncia da DN em 1926, e a sua difusdo para a maioria dos paises
do mundo (KRANEVELD, 1926; DOYLE, 1927). Na Inglaterra, a DN desapareceu em
1928, enquanto na Asia e Oriente Médio, a doenca difundiu-se de 1926 a 1942. Houve,
ainda, a difusdo da forma asiatica (velogénica viscerotropica) da DN, ou forma de
DOYLE (velogénica viscerotropica), para o restante da Europa, Africa e América, entre
1940 e 1950.

A segunda panzootia da DN parece ter surgido no final de 1960, no Oriente Médio,
onde a difusdo da doenca foi consideravelmente maior do que na primeira, atingindo
muitos paises de todos os continentes até 1973. Essa rapida difusédo estaria associada
ao intenso comércio por via aérea de espeécies de psitacideos oriundos das Américas
do Sul e Central, além do Sudoeste da Asia (ALEXANDER, 1988).

A terceira panzootia emergiu inicialmente no 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, chamada
de “pigeon type” (PPMV-1). A principal forma de difusdo deu-se através do contato
entre pombos durante exposicbes, competicbes e comercializacdo destas aves. A
doenca foi confirmada em mais de vinte paises, incluindo aqueles da Europa, Canada,
EUA, Hong Kong e Sud&o. Em alguns paises, a DN acometeu outras aves selvagens,

além daquelas da avicultura comercial (McNULTY et al., 1988). Na Inglaterra, em 1984,
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essa amostra viral foi responsavel por vinte surtos da doenca em frangos de corte,
como resultado da contaminacdo da ragéo por fezes de pombos infectados que viviam
nas fabricas de racdo (ALEXANDER, 1988).

Dados recentes mostram que, mesmo com as medidas de biosseguridade e
politicas econdmicas, focos da DN continuam ocorrendo em todo 0 mundo, a saber: em
Espanha (marco de 2010), Alemanha (junho de 2010), Japéo (julho de 2010), Bélgica
(agosto de 2010), Mongdlia (setembro de 2010), Franca (dezembro de 2010), Peru
(janeiro de 2011), Suécia (marco de 2011), México (maio de 2011), Israel (julho de
2011), Switzerland (fevereiro de 2012) e Italia (marco de 2012). Em Belize, onde a
doenca € considerada endémica, ja foram registrados13 casos somente em 2012 (OIE,
2012).

O histérico do problema no Brasil comecou em 1953, com o aparecimento do
primeiro surto da DN em Belém e Macap4, territério do Amapa. A introduc¢do do VDN
ocorreu, aparentemente, por meio da importacdo de carcacas de aves congeladas,
procedentes dos Estados Unidos da América, para um dos hotéis da capital paraense
(SANTOS 1954; VAITSMAN e MOUSSATCHE, 1954). Nessa ocasido, CUNHA e SILVA
realizaram o isolamento da amostra M33 do VDN nestas carcagas (CUNHA e SILVA,
1955). A partir desta data, a doenca foi observada em todo o territério nacional,
ocasionando graves perdas econdmicas para 0s avicultores brasileiros
(HASTENREITER, 1976; ITO et al., 1986). Posteriormente, foram assinalados inUmeros
surtos e/ou casos da enfermidade em aves reprodutoras, comerciais, criadas em
galinheiros domeésticos e/ou em aves caipiras (CUNHA e SILVA, 1955).

No Brasil, em 1994, foi instituido o Programa Nacional de Sanidade Avicola
(PNSA), o qual estabelece normas de biosseguridade, vacinacao e sacrificio de animais
portadores de VDN, abrangendo todas as regifes avicolas do pais (BRASIL, 1994).

No ano de 1997, os episddios do isolamento do VDN em avestruzes importados,
nos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Bahia, ndo foram considerados focos da
doenca. Da mesma forma, em 1999, no Estado do Paran4, foi isolado VDN de aves
exoticas, principalmente psitacideos e palmipedes. Contudo, também néo foi

considerado um foco nacional, por se tratar de aves importadas. Em ambas as
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ocorréncias, todas as aves e contactantes foram sacrificadas para evitar a
disseminacdo do VDN (DORETTO JUNIOR, 2003).

Salienta-se que o foco da DN diagnosticado no Rio de Janeiro em 2000,
acometeu frangos de corte que abasteciam o comércio local e ndo estavam vinculados
ao sistema integrado de producdo. Nesse episédio, o Brasil ndo sofreu restricdes
comerciais, pois 0 Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA)
comprovou que o0 Estado do Rio de Janeiro ndo possuia avicultura comercial
expressiva, nao realizava exportagcbes e possuia barreiras zoosanitarias com o0s
estados vizinhos. Além disso, o foco estaria a, aproximadamente, 650 km de distancia
da avicultura comercial que praticava comércio internacional (DORETTO JUNIOR,
2003).

No ano de 2001, foi notificado um foco da DN na regido norte de Goias, estando
este restrito a uma regido de assentamento rural, envolvendo tdo somente aves de
“fundo de quintal”. As agcbes da Defesa Sanitaria Animal foram implantadas, culminando
com o sacrificio das aves para impedir a difusdo do VDN (DORETTO JUNIOR, 2003).

OLIVEIRA JUNIOR et al. (2003) realizaram uma pesquisa experimental para a
deteccdo de anticorpos para VDN, pelo do teste de inibicdo da hemaglutinacdo, em 837
amostras de plasma de aves nao vacinadas do Zooldgico Municipal do Rio de Janeiro e
de propriedades particulares nos municipios de Seropédica, Japeri, Paulo de Frontin,
Paracambi, Valenca, Barra do Pirai, Rio de Janeiro e Nova Friburgo. Estes autores
observaram que 12 amostras foram soropositivas (1,43%) para o VDN, indicando prévio
contato das aves com 0 patdgeno. Sugeriu-se gque essa populacdo de aves atuasse
como reservatorio, embora a porcentagem de aves soropositivas encontrada fosse
baixa.

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. A propriedade nao
atendia a frigorificos ou fazia parte da cadeia produtiva do setor industrial. Segundo o
Departamento de Saude Animal (DSA), o diagnéstico virologico foi confirmado no dia 4
de julho de 2006, pelo Laboratorio Nacional Agropecuario (LANAGRO), da cidade de

Campinas (SP). Foi entdo estabelecida uma zona de protecdo, num raio de 3 km ao
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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 doenca de Newcastle
foram adotadas, incluindo agfes de restricdo ao transito de animais e produtos de risco
(OIE, 2006).

SILVA et al. (2006) analisaram o soro sanguineo de 103 pardais (Passer
domesticus, Linnaeus 1758) capturados em granjas de corte (24/103) e postura
(79/103) localizadas no estado de Pernambuco, pelo teste de inibicdo da
hemaglutinacdo, e detectaram titulos de anticorpos que variaram de 1:2 a 1:64 em
10,68% das aves, sendo que o teste sorologico positivo e o isolamento viral foram
obtidos de pardais provenientes de granjas de postura.

Desse modo, apesar de ter sido considerada endémica por 25 anos em varias
regides, o governo brasileiro, em 2003, declarou o pais livre de DN, com
reconhecimento da OIE, a partir de um levantamento oficial realizado em 2002, uma vez
gue ndo havia registros da doenca em aves da cadeia produtiva do setor industrial
(BRASIL, 1994).

O controle da DN é frequentemente 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 sdo suficientes, pois a historia 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
exodticas em algumas partes do mundo, devido ao relaxamento da politica de controle
sanitario (PAULILLO e DORETTO JUNIOR, 2009).

Embora a vacinacdo seja a principal medida profilatica para o controle da DN, o
sucesso de um programa de vacinacdo depende de diversos fatores, tais como a
eficAcia da vacina, estirpe vacinal escolhida, efeitos inibitérios da imunidade materna
residual, condicdo geral da ave, situacdo da doenca na regido a ser vacinada, espécie
de ave, presenca de outros agentes patogénicos, tamanho do lote de aves, capacidade

da vacina preparada com virus vivo em produzir efeitos indesejaveis (estresse, reacoes
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poés-vacinais, queda da producdo de ovos), historico e custo da vacinacdo (REHMANI,
1996; ALEXANDER, 1997; GALLILI e BEM-NATHAN, 1998).

Relatos sobre o emprego de vacinas preparadas com as estirpes B1, Ulster 2C e
LaSota do VDN para frangos de corte, matrizes e poedeiras comerciais sdo abundantes
na literatura (BORLAND e ALLAN, 1980; PAULILLO, 1980; 1984; FASSI-FEHRI, 1985;
RAJESWAR e MASILLAMONY, 1993; SILVA, 1995; PAULILLO et al., 1996; DORETTO
JUNIOR, 1997). Programas de vacinagdo contra a DN também foram propostos para
outras espeécies de aves, como perdizes (PAULILLO et al., 1999), codornas (LIMA et al.,
2004a), marrecos-de-pequim (NISHIZAWA et al., 2007), patos (FRANZO et al., 2004),
avestruzes (SAKAI et al., 2006), faisdes (SCHMIDT et al., 2008), gansos (CAMPIONI et
al., 2008), perus (SCHMIDT et al., 2010) e periquitos-australianos (DENADAI et al.
2010).

A DN, no ambito da patologia aviaria, principalmente no que tange a imunidade e
a epidemiologia, foi amplamente estudada em reprodutoras, frangos de corte e
poedeiras comerciais. Entretanto, aves ornamentais, migratorias, selvagens e outras
espécies domésticas, envolvidas na perpetuacdo do VDN no ambiente, constituem
ainda um campo de estudo pouco explorado em nosso meio.

Diante disso, considerando a escassez de dados relacionados a transmisséo e
ao comportamento do VDN frente as demais espécies aviarias, a infec¢cao experimental
(IE), torna-se uma importante ferramenta na avaliacdo a resposta da ave frente a um
virus patogénico. Uma IE realizada sob condi¢des controladas, fazendo uso de estirpes
virulentas, pode trazer informacdes de extremo valor sobre a resposta imune das aves
(BEARD e BRUGH, 1975). Por meio da IE é possivel esclarecer, por exemplo, questbes
sobre a susceptibilidade de uma espécie aviaria frente a uma determinada estirpe viral,
o tempo de duracdo de uma possivel infeccdo, a eliminacéo viral, bem como a resposta
imune da espécie em estudo (VICKERS e HANSON, 1980; KAPCZYNSKI et al., 2006).

Dentro deste contexto, estudos desenvolvidos com passaros-preto (Agelaius
phoeniceus) experimentalmente infectados com estirpes patogénicas do VDN
apresentaram notavel soro conversdo, quantificados pelo teste de HI. Foi observado

gue as aves eliminaram o virus pela tragueia, sem, contudo, ter havido mortalidade
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destas, mas apenas sinais respiratorios brandos (VICKERS e HANSON, 1980). Da
mesma forma, |IE realizadas em aves selvagens, no que diz respeito a eliminacéo viral,
revelaram que papagaios originarios da América do Norte e América Central (Amazona
ochrocephala oratrix) podem eliminar o VDN por até um ano; periquitos-australianos
(Melopsittacus undulatus) até o 137° dia pos-infeccédo (dpi) e mainas (Gracula religiosa
indica) até o 161° dpi. Todavia, canarios (Serinus canarius) sdo refratarios ao virus, ndo
apresentando qualquer sintomatologia da enfermidade, além de um curto periodo de
eliminacéo viral, durando apenas 12 dias (ERICKSON et al., 1977). Em outro estudo
realizado pelo mesmo autor, pombos jovens e adultos experimentalmente infectados,
por via ocular, eliminaram VDN pelas vias orais e cloacais, a partir do 13° dpi. Deve ser
ressaltado que, nos pombos jovens, a eliminacao viral persistiu até o 21° dpi, enquanto
nos adultos, nao ultrapassou o 7° dpi (ERICKSON et al., 1980). Em outro trabalho,
observou-se que pombos experimentalmente inoculados eliminaram genoma do VDN
de forma intermitente durante 20 dias, tendo o periodo maximo de eliminacdo do
mesmo ocorrido entre 0 11° e 13° dpi (CARRASCO, 2005).

Patos e gansos geralmente sdo considerados resistentes a algumas estirpes do
VDN, que geralmente s&o virulentas para galinhas. Objetivando avaliar a capacidade
patogénica do VDN em gansos, lotes destas aves foram experimentalmente infectadas
e colocadas em contato com galinhas ndo imunizadas. Dos gansos inoculados, 75%
foram a oObito e 100% das galinhas colocadas em contato adquiriram a doenca e indo a
Obito. Destas galinhas, foi isolado o VDN do baco, figado, rins, timo, pulméo,
proventriculo e intestino (WAN et al., 2004).

Em avestruzes, a transmissdo da doenga ocorre, geralmente, de forma muito
mais lenta, quando comparada a aves de criagcdo comercial, devido a forma distinta de
criagdo e alojamento das mesmas. Na Africa do Sul, avestruzes foram submetidos ao
desafio frente a uma estirpe patogénica do VDN. Das 143 aves inoculadas, foi possivel
realizar o isolamento do VDN em apenas seis aves. As aves vacinadas, mantidas como

controle, ndo apresentaram sinais clinicos (VERWOERD et al., 1999).
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Estudos realizados com roselas (Platycercus eximius) revelaram que esta
espécie aviaria é susceptivel ao VDN, tendo em vista que 100% das aves
experimentalmente infectadas sucumbiram a acdo do VDN (APRIL e PEARSON, 1986).

Nesse contexto, ndo h& dados na literatura referente a esquemas
imunoprofilaticos e de infeccdo experimental com o VDN para a espécie Agapornis
roseicollis.

Espécies de aves selvagens, criadas para fins comerciais, sdo submetidas,
muitas vezes, a programas de imunoprofilaxia fundamentados por conhecimentos
oriundos de investigagcbes com espécies aviarias estritamente domeésticas,
desprezando-se caracteristicas epidemiolégicas e de susceptibilidade fundamentais
para a efetiva prevencdo e controle da enfermidade. Assim, torna-se evidente a
importancia de estudos para o desenvolvimento de programas imunoprofilaticos
efetivos para agapornis, uma vez que ndo existem informacdes disponiveis sobre os
programas de salde nesta espécie.

A manutencdo do virus em uma populacdo aviaria exige a necessidade de
reservatorios. Contudo, a participacdo e a identificacdo destes reservatérios ainda sao
pouco compreendidas. Diante disso, os fatores prevalentes envolvidos na manutencao
da infec¢@o sdo: presenca de individuos portadores, introducdo de aves susceptiveis,
multiplicidade de espécies aviarias (aves comerciais X aves selvagens) e
heterogeneidade de estirpes do VDN (AWAN et al., 1994).

Conforme exposto, aves selvagens podem albergar agentes infecciosos sem
manifestacdo clinica, podendo atuar como fonte de infeccdo ndo somente para outras
aves, mas também para mamiferos. Em linhas gerais, podem atuar como portadores de
varios agentes virais, tornando possivel o surgimento de novas amostras virais
patogénicas e sua disseminacédo entre aves domésticas e comerciais (LIMA, 2005).

Além disso, no século XXI observou-se uma mudanca no perfil das espécies de
aves em relacdo a DN. Dessa forma, as atencdes tém se voltado para aves selvagens,
sejam elas exoéticas ou nativas, criadas em cativeiro ou de vida livre/migratérias, quanto

a susceptibilidade ao VDN.
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Devido ao fato de serem mantidas em cativeiro, as aves do género Agapornis
constituem-se em um potencial meio de transmissdo de doencas a outras espécies
domésticas. Sendo assim, em face da literatura compulsada, delineou-se a presente
pesquisa com o objetivo de ampliar o conhecimento a respeito da imunoprofilaxia contra
a DN em agapornis, investigar o estado de portador do virus (VDN) nesta espécie, bem
como esclarecer o real papel exercido pela espécie Agapornis roseicollis no plano

epidemioldgico, dentro da perspectiva de fonte de infeccdo do VDN.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

A revisdo de literatura apresentada demonstra que até o presente momento, no
que diz respeito & doenca de Newcastle, ndo existem orientacdes profilaticas ou
estudos epidemioldgicos, baseados em dados de pesquisa, com relacdo a periquitos do
género Agapornis.

Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar, comparativamente, o0s
aspectos clinicos e imunitarios da vacinacdo experimental contra a DN em agapornis
(Agapornis roseicollis) submetidos as estirpes vacinais Ulster 2C, B1 e LaSota do VDN,
além de investigar o papel desta espécie como possivel estado de portador do VDN,
bem como o seu significado epidemiolégico, como potencial fonte de infec¢cdo desta

enfermidade.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O presente trabalho foi delineado diante da importancia da DN no contexto
avicola brasileiro, assim como devido a escassez de estudos sobre a epidemiologia
desta enfermidade em aves selvagens, especialmente com relagdo a espécie
Agapornis roseicollis. Esta pesquisa foi subdividida em dois experimentos, que teve

como obijetivos:
3.2.1 EXPERIMENTO 1
a) Registrar sinais clinicos de reacdo vacinal as estirpes Ulster 2C, Bl e

LaSota administradas em agapornis (Agapornis roseicollis), em diferentes

programas imunoprofilaticos contra a DN;



b)

d)

b)
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Avaliar a resposta imune as estirpes vacinais Ulster 2C, B1 e LaSota
administradas em agapornis (Agapornis roseicollis), em diferentes
programas imunoprofilaticos contra a DN, pela pesquisa de anticorpos
anti-VDN, por meio da reacéo de inibicdo da hemaglutinacéo (HI);
Pesquisar o estado de portador de VDN em agapornis (Agapornis
roseicollis), pela detec¢céo, por meio da reacdo em cadeia pela polimerase
pos-transcricdo reversa do RNA (RT-PCR), do genoma do VDN, em
excrecdes cloacais de agapornis experimentalmente infectados com uma
estirpe patogénica do virus;

Esclarecer a importancia da imunoprofilaxia contra a doenca de Newcastle
em agapornis (Agapornis roseicollis), pela deteccéo, por meio da reagao
em cadeia pela polimerase pdés-transcricao reversa do RNA (RT-PCR), do
genoma do VDN, em excregoes cloacais de agapornis experimentalmente

vacinados e infectados com uma estirpe patogénica do virus.

3.2.2 EXPERIMENTO 2

Esclarecer a importancia epidemiologica do estado de portador do VDN
em agapornis (Agapornis roseicollis) pela detec¢éo, por meio da reacao
em cadeia pela polimerase pdés-transcricao reversa do RNA (RT-PCR), do
genoma do VDN, em excrec¢des cloacais de agapornis experimentalmente
infectados com uma estirpe patogénica do virus e de aves SPF (Specific-
Pathogen-Free) conviventes com agapornis desafiados;

Pesquisar a duracdo do estado de portador do VDN em agapornis
(Agapornis roseicollis), pela detec¢éo, por meio da reacdo em cadeia pela
polimerase pés-transcricdo reversa do RNA (RT-PCR), do genoma do
VDN, em excrecdes cloacais de agapornis experimentalmente infectados

com uma estirpe patogénica do virus.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. EXPERIMENTO 1

4.1.1 INSTALACOES

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

As aves foram mantidas em gaiolas de arame galvanizado (quatro aves por

gaiola), contendo bebedouro, comedouro e um recipiente para banho (Figura 3).

Figura 3: Agapornis em gaiolas experimentais.
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4.1.2 AVES EXPERIMENTAIS, MANEJO E NUTRICAO*

Foram utilizados 48 agapornis, machos e fémeas, com cinco meses de idade.

As aves foram distribuidas, aleatoriamente, em quatro tratamentos (grupos),
sendo trés repeticdes de 4 animais por parcela (Tabela 1).

Durante o periodo experimental, os trés grupos de agapornis submetidos a
diferentes esquemas de vacinacdo contra a DN, bem como aquele do grupo controle,
permaneceram isolados entre si, a fim de evitar a influéncia de um tratamento vacinal
sobre o outro. Todavia, foram mantidos em condi¢des idénticas de manejo.

Os animais receberam racao prépria para a espécie (HALABURDA, 2008) e

agua ad libitum.

Tabela 1: DistribuicAo dos agapornis (Agapornis roseicollis) em grupos
experimentais, submetidos a diferentes esquemas de vacinagao
contra a doenca de Newcastle (experimento 1).

Repeti¢cbes - Experimento 1
Ulster 2C - repeticdo 1 Ulster 2C - repeticdo 2 Ulster 2C - repeticdo 3

4 animais 4 animais 4 animais
Bl - repeticdo 1 Bl - repeticédo 2 B1 - repeticdo 3
4 animais 4 animais 4 animais

La Sota - repeticdo 1  La Sota - repeticdo 2  La Sota - repeticdo 3
4 animais 4 animais 4 animais

Controle - repeticdo 1  Controle - repeticdo 2  Controle - repeticdo 3
4 animais 4 animais 4 animais

! Projeto de pesquisa aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-FCAV/UNESP,
campus de Jaboticabal) protocolo n°® 007297/10 (19/04/2010) — ANEXO A.
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4.1.3 VACINAS E VACINAGCAO

Foram utilizadas vacinas vivas atenuadas provenientes de um mesmo
laboratdrio e que constavam de frascos de uma Unica partida, estando todos no inicio
de sua validade.

As vacinas (liofilizadas) utilizadas foram preparadas com as estirpes vacinais
Ulster 2C, B1 e LaSota do VDN. 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 incubacéao.

Para tanto, prepararam-se diluicdes de 1 x 10 a 1 x 10™*° do virus em solucéo
salina tamponada (PBS) em pH 7,2, as quais foram mantidas em banho de gelo até o
momento da inoculacdo. Presumindo-se o titulo do virus, cuja EIDsy se procurou
determinar, selecionaram-se quatro diluicdes préximas a esse titulo (1x107°, 1x10°,
1x107%, 1x10°). A inoculacéo foi realizada na cavidade alantéide de ovos embrionados
SPF com oito a dez dias de incubacdo. Com auxilio de uma seringa de 1 mL, injetou-se
0,1 mL de cada diluicdo do in6culo em cada um de sete ovos utilizados por diluicao.
Apoés a inoculagdo, esses ovos foram observados diariamente. Aqueles que morriam
antes de 24 horas de incubacdo eram desprezados. Para todas as estirpes vacinais
deste ensaio, anotaram-se os embrides mortos nos dias subsequentes 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 EIDso. A determinacdo da EIDsy das
estirpes vacinais em estudo foi, respectivamente, segundo o meéetodo de REED e
MUENCH (1938):

EIDs (Ulster 2C) = 10"%/0,1 mL

EIDso (B1) = 10?°/0,1 mL

EIDs, (LaSota) = 10”%/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
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metodologia utilizada por PAULILLO (1980; 1984 e 1989) e por PAULILLO et al. (1982;
1987; 1996 e 2001).

A via de vacinagao ocular foi eleita em decorréncia da facilidade de aplicagéo,
tendo em vista que se tratava de um numero reduzido de aves, bem como pela
certificacdo de que todas as aves receberiam a mesma dose vacinal. Confirmando
nossos propositos, estudos feitos com galinhas submetidas a diferentes vias de
vacinacao, revelaram que a via ocular de administracdo da vacina é a mais eficiente,
guando comparada a aplicacdo na agua de beber ou misturada a ragdo (THEKISOE et
al., 2004). Ademais, a vacinacdo pela via ocular induz uma resposta imune local,
principalmente pela producédo de IgA, a qual € de extrema importancia na protecdo da
ave frente ao desafio (TAKADA e KIDA, 1996).

Conforme foi mencionado anteriormente, de acordo com a natureza do
experimento, as aves foram separadas, aleatoriamente, em quatro grupos
experimentais, submetidos a diferentes esquemas imunoprofilaticos, vacinados e
revacinados por via ocular (Tabela 2). O grupo controle, apesar de ndo receber vacina,
foi manejado da mesma forma, recebendo solucao fisiologica, via ocular, mimetizando a
situacdo de estresse de contencdo submetido aos demais grupos. Todos 0S grupos
foram observados duas vezes ao dia e qualquer manifestacao clinica foi devidamente

anotada.

Tabela 2. Distribuicdo dos agapornis (Agapornis roseicollis) em diferentes grupos
experimentais, vacinados contra a doenca de Newcastle, aos cinco meses de
idade e revacinados aos seis e meio, sete e meio e oito meses e meio de
idade, por via ocular, com diferentes estirpes vacinais (n=48).

Revacinacao

6 meses e /.

Grupos vacinagao 7 meses e Y/
b (5 meses de idade) 2
e 8 meses e Y/,de
idade
I Ulster 2C Ulster 2C
1 B1l B1l
1| LaSota LaSota
IvV* Controle e

* recebeu apenas solucéo fisioldgica
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4.1.4 COLHEITA DE SANGUE

Foram colhidas 216 amostras de sangue das aves, aos cinco, seis, seis e meio,
sete, sete e meio, oito, oito e meio, nove e nove meses e meio de idade, sendo
realizadas nove colheitas de sangue no total. As amostras de sangue, correspondentes
a duas aves/colheita de cada repeticdo, foram colhidas pela técnica de corte de unha.
Embora a venipuncédo da jugular seja a mais utilizada na colheita de sangue de aves, o
risco da formagéo de hematomas (CAMPBELL, 1988; DEIN, 1986) fez com que a via de
eleicdo para a colheita de sangue fosse pela da técnica de corte da unha, uma vez que
0 volume necessario para realizacdo do ensaio era pequeno (75 uL). Apds assepsia
com alcool 70%, a unha era cortada até que o sangue fluisse livremente. Ao fim da
colheita, induzia-se hemostasia pela aplicagdo de substancias hemostéticas (subsulfato
ferroso), conforme preconizado por KRAUTWALD-JUNGHANNS (2007) (Figura 4).

Imediatamente apds a colheita, cada amostra de sangue foi impregnada em 1,5
cm>de papel-filtro (Whatmann n°l1), correspondente a um volume aproximado de 75 uL
de sangue, conforme ilustrado na Figura 5. O sangue permaneceu no papel-filtro a
20°C por 24 horas para secagem. Em seguida, os papéis foram embalados em sacos
de papel e armazenados em temperatura ambiente até a fase de eluicao.

O papel foi subdividido em duas partes iguais e cada uma delas foi hidratada em
187,5uL de solugdo salina fosfatada (PBS; NaCl 8,59, Na:HPO4«2H-O 1,55g,
NaH:PO:H:0 0,23g, H20 ¢.s.p.1000 mL, pH 7,2), por 24 horas, a 4 °C. Testes iniciais
demonstraram a obtenc&o de 12,5 uL de soro em cada metade do papel, que ao ser
reconstituido com a solugéo salina resultava em uma diluicdo 1:16 do soro (FONSECA
et al.,, 2007). Por fim, os eluidos (1:16) do papel-filtro foram submetidos aos testes

sorolégicos para a pesquisa de anticorpos especificos para o VDN.
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Figura 4: Colheita de sangue de agapornis a partir da técnica de corte de unha,
para a realizagéo de testes sorolégicos para a pesquisa de anticorpos
especificos para o VDN.

Figura 5: Impregnacao de sangue de agapornis em papel-filtro, imediatamente
apos a colheita, para a realizacdo de testes sorologicos para a
pesquisa de anticorpos especificos para o VDN.
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4.1.5 REACAO DE INIBICAO DA HEMAGLUTINACAO

As amostras de soro obtidas na fase experimental foram submetidas a pesquisa
de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo para a DN.

Utilizou-se como antigeno (vivo) na reacao de inibicdo da hemaglutinacédo (HI) a
estirpe lentogénica LaSota do VDN, mantida em laboratério por passagens sucessivas
em liquido alantéide de embrides de galinhas SPF, com oito a dez dias de
desenvolvimento.

Para esta reacdo, empregou-se o metodo B, utilizando-se a microtécnica onde ha
pequeno consumo de reagentes e leitura rapida dos resultados, de acordo com a
técnica padronizada por CUNNINGHAM (1971).

Com auxilio de pipetador multicalibrado (25uL), seguiram-se diluicdes duplas dos
soros em solugéo salina tamponada (PBS), pH 7,2. Acrescentou-se a cada diluicdo do
soro 25uL do antigeno com quatro unidades hemaglutinantes (UHA). O sistema foi
entdo incubado a temperatura de 4°C, durante 20 minutos. Decorrido este prazo,
adicionou-se 25uL de suspensdo de hemacias de galinha a 0,5%, padronizada em
espectrofotbmetro, em comprimento de onda de 545nm, para uma absorbancia entre
0,3 e 0,33. A seguir, o sistema foi incubado novamente a 4° C, procedendo-se a leitura
apos a deposicao total de hemacias nos testemunhos (aproximadamente 45 minutos).

O titulo foi expresso mediante a multiplicacdo do nimero de UHA utilizadas pela
reciproca da maior diluicdo do soro que inibia completamente a hemaglutinacao e

transformados em log de base 2.
4.1.6 DESAFIO
Aos 12 meses de idade, dois agapornis de cada repeticdo/tratamento (24 aves

no total), foram desafiados com uma estirpe velogénica viscerotropica (patogénica para

galinhas) do VDN, com tempo médio de morte embrionaria (TMM) e indice de
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patogenicidade intracerebral (IPIC) de 48 horas e 1,78, respectivamente, cujo titulo fora
obtido mediante determinagcdo de sua dose infectante 50% (EIDs;) em ovos
embrionados de galinhas de oito a dez dias de incubacado, conforme técnica descrita no
item 4.1.3. Duzentos microlitros da suspensdo do virus contendo 10%'° EIDso/0,1mL
foram administrados por via 6culo-nasal, de acordo com o que preconiza o “Cddigo de
Regulamentos Federal” (2009).

Para controle da patogenicidade da estirpe velogénica do VDN, foi empregado
um grupo de seis aves SPF (Gallus gallus domesticus) com aproximadamente 30 dias
de idade e sem histérico de vacinagdo contra a DN, comprovado pelo teste de inibicdo
da hemaglutinacdo (HI/VDN). Essas aves, mantidas em condigbes experimentais
idénticas aquelas empregadas no desafio dos agapornis, também foram inoculadas
com a estirpe virulenta em apreco.

O desafio foi realizado nas dependéncias do Departamento de Patologia
Veterinéria - FCAV/UNESP. As aves permaneceram alojadas em isoladores de presséo
negativa (Figura 6), convencionalmente utilizados para infec¢cdes experimentais com
patdgenos aviarios, recebendo agua e racao propria para a espécie ad libitum.

A resisténcia ao desafio foi expressa em porcentagem de protecdo total e
referiu-se ndo s6 a auséncia de sinais clinicos, como também de mortalidade nos
agapornis desafiados.

Ao término do experimento, as aves remanescentes foram eutanasiadas e

eliminadas obedecendo aos critérios de biosseguridade (MAPA, 2009).
4.1.7 OBSERVAC}AO CLINICA E NECROSCOPIA
Apos 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.
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4.1.8 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE POS-TRANSCRICAO
REVERSA (RT-PCR)

4.1.8.1 EXTRACAO DO RNA VIRAL

A extracao do RNA viral foi realizada para pesquisa do material genético do virus
empregado no desafio a partir de “pools” de amostras de suabes cloacais colhidos dos
agapornis, decorridos nove, 14 e 21dias ap0s a inoculagdo do virus.

Estas amostras foram acondicionadas em solucdo tampao PBS e armazenadas
a temperatura de -70°C. Para a extracdo do RNA utilizou-se o kit de extracao
NucleoSpin® RNA Virus (Macherey-Nagel GmbH e Co, Diren, 52355, Germany),
conforme recomenda o kit de extracdo do fabricante. No momento da extracao, as
amostras foram descongeladas a 4°C e homogeneizadas em vortex por 15 segundos.
Foram utilizados 150 uL da amostra para a extragcdo do RNA a partir do kit do

fabricante.

4.1.8.2 DESCRICAO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES
(“PRIMERS”)

Os primers utilizados na presente investigacao foram descritos por TOYODA et
al. (1989) e utilizados por KANT et al. (1997), OBERDORFER e WERNER (1998),
DEMETRIO (2002), SOARES (2002), CARRASCO (2005) e DENADAI (2011). Estes
primers reconhecem uma regido do genoma viral que faz parte da porgéo responséavel
pela transcricdo da proteina Fo, préximo ao sitio de clivagem desta proteina, os quais
sdo capazes de identificar todas as estirpes do VDN ja descritas, independentemente
da amostra, da patogenicidade ou do hospedeiro envolvido. A localizacdo destes
primers no genoma viral foi descrita por TOYODA et al. (1989). Os produtos finais da

RT-PCR foram fragmentos de nucleotideos de 362 pares de base (pb). Todos os
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primers foram sintetizados pela SIGMA-Aldrich® (St. Louis, MO 63103, USA), conforme

sequéncia apresentada a seguir:

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

4.1.8.3 SINTESE DE cDNA - TRANSCRICAO REVERSA DO RNA
VIRAL

Para a sintese de cDNA necessario, foi feita uma reacdo de pré-transcri¢cdo, na
qual 4uL do RNA extraido foram adicionados a 5uL do primer P1 F na concentracéo de
50 pMol e a 1uL de Agua Mili Q autoclavada. A mistura foi submetida ao termociclador
automatico (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. Apds esse procedimento, foram adicionados 0s seguintes reagentes para a
reacdo de transcricdo reversa: 4,0 uL de First-strand buffer (5x - Invitrogen®); 4,0 uL de
DTT — Dithiothreitol (10mM - Invitrogen®); 4,0 uL de dNTP (10mM - Invitrogen®); 0,5 L
de RnaseOUT (40U/ pL — Invitrogen®) e 1 pL de Superscript 1l (200/ pL - Invitrogen®).
As amostras foram submetidas ao seguinte programa do termociclador: 60 minutos a
42° C, 5 minutos a 95° C e a 4° C até a retirada da maquina. O cDNA obtido, quando
ndo utilizado imediatamente, foi acondicionado a temperatura de -70°C até a realizacéo

da reacao.

4184 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE POS-
TRANSCRICAO REVERSA (RT-PCR)
A amplificacdo foi efetuada a partir de 5,0 L de cDNa, adicionado de 2,5 pL do
primer sense e anti-sense (50 pMol), 8 puL de dNTP (1,25mM - Invitrogen®); 1,0 pL de
TTH — DNA Polimerase (1U/ L - Invitrogen®); 5 uL de tamp&o 10x PCR Buffer (200
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mM tris HCI; 500mM KClI, Invitrogen®); 5 uL de MgCl, e 20 pL de agua Mili Q®
autoclavada. A amplificag&o foi efetuada no termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems®). O programa consta de uma etapa de 94°C por 5 minutos
(desnaturacdo inicial e ativacdo da enzima), seguida de 35 ciclos de 94°C por 1minuto/
50°C por 1 minuto e 30 segundos/ 72 °C por 1 minuto e uma etapa final de 72 °C por 5
minutos. Ap6s esta etapa final, a temperatura permaneceu a 4°C até a retirada da

amostra.
4.1.8.5 DETECCAO 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 pL de tampéo de corrida foi colocada em um pogo do gel, preparado
a 1,8% (peso/volume) em tampéo TBE 1x (45mM de Tris-Borato e 1mM de EDTA, pH
8,0), com brometo de etidio numa concentracdo final de 0,5 yg/mL. O gel era
submetido a eletroforese sob voltagem de 100 volts, durante 60 minutos e o produto

amplificado (amplicons) visualizados por meio de um transiluminador de luz ultravioleta.
4.1.9 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL — ANALISE ESTATISTICA

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

Na verificagdo do grau de imunidade pds-vacinal nos diferentes lotes de
agapornis experimentais, foi aplicado o modelo de analise de dados ANOVA e aqueles
com diferenca significativa, foram executados contrastes, pelo teste de Tukey, com 5%

de significancia (p<0,05), pelo Statview® (verséo 5.0).
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4.2 EXPERIMENTO 2
4.2.1 INSTALACOES
O experimento foi realizado no aviario experimental do DPVE-FCAV-Unesp.
As aves permaneceram alojadas em isoladores de pressdo nhegativa,

convencionalmente utilizados para infec¢cdes experimentais com patdgenos aviarios,

recebendo dgua e racao propria para a espécie ad libitum (Figura 6).

Figura 6: Isolador de pressao negativa mostrando agapornis mantidos em gaiolas de
fundo vazado, suspensas sobre as aves SPF.

4.2.2. AVES EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas seis aves SPF conviventes com quatro agapornis inoculados

com uma estirpe velogénica viscerotropica do VDN (DIEs,=10%%/0,1 mL), patogénica
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para galinhas. Empregou-se agapornis sem histérico de vacinacdo ou contato com o
VDN, comprovado pelo teste de inibicdo da hemaglutinacdo (HI), alojados em gaiolas
sem cobertura do fundo, posicionadas, com o auxilio de suportes, acima das aves SPF,

no interior dos isoladores de pressao negativa, conforme a Figura 6.
4.2.3 DESAFIO

Apo6s dois dias de aclimatacdo nos isoladores, os agapornis foram inoculados,
via Oculo-nasal, com uma estirpe velogénica viscerotropica do VDN. Desse modo,
200uL da suspensdo do virus, contendo 10%%° DIEs/0,1mL, foram administrados em
cada agapornis, de acordo com o que preconiza o “Codigo de Regulamentos Federal”
(2009), como foi caracterizado no item 4.1.6 do Experimento 1.

Decorridos cinco dias da inoculacdo dos agapornis com o VDN, as aves SPF
foram alojadas junto ao grupo de agapornis, abaixo das gaiolas, havendo contato direto
entre as aves SPF e as excretas dos agapornis, a fim de esclarecer o real papel
exercido por esta espécie, do ponto de vista epidemiolégico, como uma fonte potencial
de infeccdo do VDN para aves comerciais conviventes ou proximas a sua criacao.

Para controle da patogenicidade da estirpe velogénica 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.
4.2.4 OBSERVACAO CLINICA E NECROSCOPIA

Apés o desafio, as aves SPF e os agapornis inoculados com uma amostra
patogénica do VDN (DIEsp=10%%/0,1 mL) foram observados, diariamente, durante 20
dias, para o registro dos sinais clinicos (morbidade) e da mortalidade. Exames
necroscopicos foram realizados em aves que foram a Obito durante o ensaio e/ou

eutanasiadas através da administracéo de uma dose letal de anestésico.
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4.2.5 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE POS-TRANSCRICAO
REVERSA (RT-PCR)

A extracdo do RNA viral foi realizada para pesquisa do material genético do virus
empregado no desafio a partir de “pools” de amostras de suabes cloacais colhidos dos
agapornis e aves SPF, decorridos nove, 14 e 21dias apos a inoculacdo dos agapornis.
A técnica de PCR utilizada para a analise das amostras foi a mesma descrita no item

4.1.8 do Experimento 1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. EXPERIMENTO 1

5.1.1. EXAMES CLINICOS

Os agapornis (Agapornis roseicollis) vacinados e revacinados via ocular com as
estirpes Ulster 2C (Grupo ), B1 (Grupo 1) ou LaSota (Grupo 1ll), ndo mostraram sinais
clinicos ou qualquer alteracao sugestiva de reacdes respiratdrias pos-vacinais.

A gravidade e a extensdo das reacfes pds-vacinais dependem de iniUmeros
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). Neste aspecto, parece prudente a suposicdo que a nao
constatacdo de estresse respiratorio pds-vacinal em agapornis tenha sofrido influéncia
da auséncia de infec¢cbes concomitantes com outros agentes infecciosos, como o
Mycoplasma sp, ndo provocando, assim, reacdes respiratérias pos-vacinais associadas
as condi¢cBes controladas do experimento.

A propésito, literatura pertinente (DORETTO JUNIOR, 1997, LIMA, 2005,
CAMPIONI, 2008, DENADAI, 2009), respectivamente, em pintos de corte, galinhas
d’angola, gansos-da-china e periquitos-australianos, de diferentes idades, indica
auséncia de sinais clinicos de reacao vacinal com o emprego de amostras Ulster 2C, B1
e LaSota, administradas via ocular ou oral.

Em aves jovens, principalmente em pintos de corte, as reagfes poOs-vacinais
causadas pela administracdo de estirpes lentogénicas ou vacinais contra a DN,
dependem principalmente da via ou processo vacinal empregado, de acordo com
LANCASTER (1964). Com relacédo a esse aspecto, dentre os métodos de imunizagéo
aplicados, o aerossol tem sido o mais incriminado em casos de rea¢fes pos-vacinais,

sendo frequentemente associado as reacdes respiratorias graves e mortalidade variavel
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observadas ap6s o seu emprego. Tal reacdo pode ser ainda exacerbada quando o
didametro da gota nebulizada é demasiadamente pequeno, facilitando sua penetragédo
no parénquima pulmonar e sacos aéreos, ou quando se tem outras infeccbes
respiratorias latentes, que se acentuam pelo estimulo vacinal, conforme relatos de
DUEE e DIERS (1967); MEULEMANS (1975) e VILLEGAS et al. (1976).

Por outro lado, também em pintos de corte, as vias de administracdo ocular e
oral ttm sido associados com minimas reacfes respiratérias pos-vacinais (BEARD e
HANSON, 1984; SILVA, 1995; DORETTO JUNIOR, 1997).

5.1.2 EXAME SOROLOGICO

As médias aritméticas dos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinacao (HI)
(logz) dos soros dos agapornis vacinados e revacinados contra a DN, em diferentes
programas imunoprofilaticos, estdo presentes na Tabela 3 e Figura 7.

As aves deste ensaio, procedentes de matrizes ndo imunizadas contra a DN,
independentemente do tratamento vacinal, apresentaram-se destituidas de anticorpos
passivos (maternos) aferidos pela reacdo de HI aos cinco meses de idade. Por sua vez,
a partir dos sete meses de idade, os titulos de anticorpos dos soros dos agapornis
(Grupos | a lll) j& eram decorrentes da imunizacdo ativa, através do emprego das
estirpes vacinais Ulster 2C, B1 e LaSota, conforme o grupo.

Analisando, ainda, a Tabela 3 e a Figura 7, nota-se que o grupo controle ndo
apresentou niveis de anticorpos séricos detectaveis contra o VDN, como era esperado,
uma vez que as aves nao foram imunizadas contra a DN. De outra parte, todos os lotes
de agapornis que receberam vacinas preparadas com as amostras Ulster 2C, Bl e
LaSota, em processo de revacinagcao contra a DN (Grupos |, Il e Ill), em linhas gerais,
responderam ao estimulo antigénico, produzindo titulos de anticorpos aferidos pela
reacdo de HI. No entanto, observaram-se alguns titulos nulos de HI aos seis, sete e
meio e oito meses e meio de idade (Tabela 3 e Figura 7). Em estudo realizado com
periquitos-australianos (Melopsittacus undulatus) foram observados, da mesma forma,

titulos nulos de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo aos seis meses e meio, sete e
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oito meses e meio de idade, em aves submetidas a diferentes programas de vacinacao
contra a doenca de Newcastle (DENADAI et al, 2010). Por outro lado, as revacinacoes
aos seis e meio, sete e meio e oito meses e meio de idade elevaram os titulos de
anticorpos durante o periodo experimental, porém, a elevacdo ap0s os sete meses e
meio de idade foi inferior as elevacdes observadas apds 0s seis meses e meio e oito
meses e meio de idade.

Os baixos titulos de anticorpos observados nas aves vacinadas com as estirpes
Ulster 2C e B1, em sua maioria, condizem com o baixo poder de difusdo da estirpe
Ulster 2C (McFERRAN e NELSON, 1971) e a baixa capacidade de invasdo da estirpe
B1 para galinhas (HOFSTAD, 1951). Da mesma forma, titulos elevados de anticorpos
detectados para os agapornis vacinados com a estirpe LaSota estdo compativeis com
o grande potencial de difusdo desta cepa também para galinhas (WINTERFIELD et al.,
1957).

De um modo geral, os resultados estatisticos evidenciaram, por ANOVA e Teste
de Tukey, diferencas significativas (p<0,05) entre os lotes de agapornis vacinados com
as estirpes Ulster 2C, B1 e LaSota. Analisando-se a Tabela 3, foi possivel notar que a
estirpe vacinal LaSota conferiu maior grau de imunidade aos agapornis, quando
comparada as estirpes Ulster 2C e B1.

As vantagens que a vacina da estirpe LaSota oferece em relacdo a estirpe
vacinal B1 em galinhas estdo amplamente documentadas na literatura consultada
(WINTERFIELD et al.,, 1957; TAVASSOLI, 1971; BUTTERFIELD et al., 1973;
BORLAND e ALLAN, 1980; PAULILLO, 1980; FASSI-FEHRI et al., 1985; RAJESWAR e
MASILLAMONY, 1993). Embora este tipo de vacina apresente o inconveniente de
desencadear reacdes respiratorias indesejaveis em frangos de corte (Gallus gallus
domesticus) (ALLAN, 1971), o mesmo néo foi encontrado em agapornis, o que reforca
a primazia na utilizacao desta estirpe vacinal na imuniza¢ao desta espécie.

Merece especial atencdo o fato de que, a rigor, nenhum trabalho de pesquisa
relacionando resposta imunolégica frente a diferentes programas de imunizacdo contra
a doenca de Newcastle (Ulster 2C, B1 e LaSota), na espécie Agapornis roseicollis, foi

encontrado nas literaturas nacional e internacional consultadas.
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Da mesma forma, diante da auséncia de outros parédmetros comparativos, em
face das poucas informacdes contidas na literatura compulsada, o esquema de
vacinacao aplicado aos agapornis utilizados no presente estudo foi elaborado de forma
empirica, no decurso do préprio experimento, com base nos resultados sorolégicos
obtidos a cada colheita de sangue, embora estudos realizados com periquitos-
australianos tenham sido tomados como base inicial para o delineamento do
experimento (DENADAI, 2010).

Considerando-se que esses resultados possam ser transferidos a atividade
produtiva, parece razoavel especular que ficou evidenciado o valor pratico dos
programas imunoprofilaticos ensaiados, mediante o uso de vacinas preparadas com as
estirpes Ulster 2C, Bl e LaSota, como agente imunizante para agapornis,
estabelecendo-se assim caminhos mais seguros para a criacdo dessas aves e,

consequentemente, reflexos positivos no setor de produgéao.

Tabela 3. Médias aritméticas dos titulos (log,) de anticorpos inibidores da
hemaglutinacdo (HI) dos soros de agapornis (Agapornis roseicollis)
submetidos a diferentes esquemas de vacinacdo contra a doenca de
Newcastle, em periodo compreendido entre cinco e nove meses e meio de
idade, nos diferentes grupos (n=48), Jaboticabal, 2012.

Revacinacao
Via Ocular
6 meses e /.
7 meses e 1/,
e 8 meses e
1/, de idade

Vacinagéao
Grupo Via Ocular
(5 meses)

Médias aritméticas dos titulos de HI (logy)*

Idade das aves (meses)

5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5
I Ulster 2C Ulster2C 0,0 2,17b 2,33a 7,33ab 0,0a 5,83ab 0,0 4,33a 5,67a

Il Bl Bl 0,0 0,0a 2,17a 55a 15ab 55a 0,0 5,17ab 5,67a
1l LaSota LaSota 0,0 4,4c 3,33a 8,33b 30b 7,0b 0,0 6,0b 7,33b
[\V* - - 0,0 0,0a 00b 00c 0,0a 0,0 00 0,0c 0,0c

* Grupo controle — recebeu apenas solucgéo fisiologica.
! Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey (p >0,05).
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Figura 7. Respresentacdo grafica dos titulos de anticorpos inibidores da
hemaglutinacdo (Log.X) dos soros de agapornis (Agapornis roseicollis)
submetidos a diferentes esquemas de vacinacdo contra a doenca de
Newcastle.

5.1.3 DESAFIO

Os resultados do desafio com virus patogénico (EIDs;=10%%°/0,1mL) da DN em
agapornis estdo presentes na Tabela 4.

Todas as aves SPF utilizadas para controle da patogenicidade da estirpe
virulenta do VDN sucumbiram ao desafio, decorridos até cinco dias apds a infecgéo
experimental, como mostra a Tabela 4. Nas seis aves, 0s sinais clinicos mais evidentes
foram caracterizados, a principio, por apatia, anorexia, penas ericadas e conjuntivite,
seguidos de espirros e crepitacdes respiratérias. Na sequéncia, foram observados
sinais clinicos mais severos, como dispnéia, diarréia profusa com fezes esverdeadas,
secrecao naso-ocular abundante e mucdide, terminando com prostracdo e morte.

Todas as aves SPF apresentaram, de forma geral, as mesmas lesbes
macroscopicas, dentre as quais foram mais evidentes: edema do tecido subcutédneo ao
redor dos olhos e pescoco, exsudato seroso/catarral presente no conduto nasal, laringe
e traqueia; traqueia e laringe hemorragicas, congestdo pulmonar, proventriculite

hemorragica, hemorragia no esodfago, necrose e Ulceras no trato intestinal. Os



39

distarbios circulatérios das vias aéreas superiores foram caracterizados por
hemorragias entre os anéis traqueais, acompanhados de exsudato catarral luminal,
estando compativeis com os descritos em galinhas por DORETTO JUNIOR e
PAULILLO (2007) e PAULILLO e DORETTO JUNIOR (2009).

Ainda com relacdo aos resultados do desafio dos agapornis vacinados ou nao
contra o VDN (Grupos | a IV) (Tabela 4), constatou-se que 0s animais do grupo
controle (Grupo V) ndo evidenciaram sinais e lesdes sugestivos da DN, mostrando-se
refratarios a doenca clinica frente a este virus. Nos grupos de aves vacinadas (Grupos |
a lll), como se poderia esperar, 0 percentual de protecdo ao desafio foi total ou 100,0%
(Tabela 4).

Existe uma correspondéncia entre altos titulos de anticorpos inibidores da
hemaglutinacdo e a resisténcia das aves ao desafio, frente a uma estirpe virulenta do
VDN, embora baixos titulos ndo indiquem, necessariamente, auséncia de protecao
(OWOLODUN e AJYBOIE, 1975). Desse modo, em valores meédios, 0os anticorpos
inibidores da hemaglutinagdo guardam correspondéncia com os valores de protecédo ao
desafio (MONTENEGRO et al., 1978; THEKISOE et al., 2004).

Tabela 4. Resultados do desafio com virus patogénico da doenca de Newcastle, em
agapornis (Agapornis roseicollis) aos 12 meses de idade, nos diferentes
grupos (n=24).

Revacinacéo
via ocular

Vacinagéo (6 meses e ¥/ N° de % média de
Grupo Via ocular 2 Aves Protec&o ao desafio com o

7 meses e Y/,

(5 meses) ' Testadas VDN
(e 8 meses e
1/, de idade)

I Ulster 2C Ulster 2C 6 100

Il B1 Bl 6 100

1l LaSota LaSota 6 100

v* Controle --- 6 100

AVES SPF** 6 0

*Grupo controle — recebeu apenas solucéo fisioldgica
** Specific-Pathogen-Free: controle da patogenicidade do VDN
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A propésito, existem evidéncias de que estirpes patogénicas do VDN,
provenientes de espécies diferentes, somente demonstram sua verdadeira
patogenicidade apés a primeira passagem em frangos de corte (ALEXANDER, 1997;
2003; ALEXANDER e SENNE, 2008), ou ap6s a adaptacdo ao novo hospedeiro.

Neste enfoque, podemos supor que as estirpes patogénicas do VDN, oriundas
de frangos de corte, somente evidenciariam sua real patogenicidade apos a adaptacéo
nas aves do género Agapornis, o que poderia explicar o comportamento refratario desta
espécie frente ao VDN.

Outro aspecto pertinente esta associado ao fenbmeno da mutacdo presente em
amostras do VDN, apés passagens sucessivas, originando novas estirpes virais,
provavelmente com alteracdo da sequéncia dos aminoacidos basicos presentes no sitio
de clivagem Fq Infortunadamente, a frequéncia de tal evento, qual seja a taxa de
mutacdo do VDN, é desconhecida na histéria da enfermidade de Newcastle (KING,
1999).

E oportuno enfatizar, ainda, que a coabitacdo de aves infectadas com o virus
patogénico da doenca de Newcastle com aves sadias (vacinadas ou néo) é a situagao
que mais simula o que realmente acontece em condi¢cbes 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 condicBes experimentais, 0 que ndo aconteceria se 0 modo de desafio
simulasse a infecg&o natural.

Por fim, é importante frisar, mais uma vez, que 100% das aves SPF sucumbiram
ao desafio. A observacao clinica e & necroscopia, as aves apresentaram sinais clinicos
e lesdes sugestivas da DN (forma patogénica), o que demonstra que o virus utilizado na

prova virulenta foi adequado e reforca a validade dos resultados obtidos.
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5.1.4. PESQUISA DO MATERIAL GENETICO DO VIRUS DE
NEWCASTLE (VDN)

Os resultados da RT-PCR dos agapornis, nos diferentes grupos, apés o desafio
estdo presentes na Tabela 5 e Figura 8.

Examinando a Tabela 5, com particular atencéo ao lote de agapornis do grupo
controle (Grupo 1V), observa-se a deteccdo de material genético do VDN dos suabes
cloacais aos nove e 21 dias pos-desafio, 0 que vem confirmar a susceptibilidade desta
espécie ao VDN. A nado-deteccdo de material genético no grupo controle aos 14 dias
pés-infeccdo provavelmente deveu-se a eliminacao intermitente do VDN. Resultados
semelhantes foram encontrados por CARRASCO (2007) e DENADAI et al. (2011), em
estudos realizados com pombos (Columba livia) e periquitos-australianos
(Melopsittacus undulatus), respectivamente, onde foi detectada a eliminacdo do
genoma do VDN de forma intermitente. Em contraste, nos lotes de agapornis
vacinados (Grupos | a lll), decorridos nove, 14 e 21 dias da inoculacdo da estirpe
virulenta, a pesquisa de material genético do VDN foi nula, como pode ser observado
na Figura 8.

LIMA (2005) demonstrou experimentalmente que galinhas d’angola (Numida
meleagris galeata) ndo manifestaram sinais clinicos quando desafiadas com uma
amostra patogénica do VDN. Contudo, ficou demonstrado o estado de portador até aos
30 dias apoOs a infeccdo experimental com este patdgeno. Situacdo semelhante foi
demonstrada em outras espécies, tais como perdizes (PAULILLO et al., 1999), patos
(FRANZO et al., 2004), codornas (LIMA et al., 2004a, 2004b) e periquitos-australianos
(DENADAI, 2011).

Pelos resultados obtidos neste estudo, por meio de RT-PCR, com os agapornis
controle (Grupo V), ficou demonstrado o estado de portador do VDN por esta espécie,
durante o periodo avaliado, decorridos até 21 dias da infec¢cdo experimental com este
patdgeno (Tabela 5).

O fato de néo ter sido revelado material genético do VDN em agapornis

vacinados (Grupos | a lll) torna evidente a importancia da vacinacao nesta espeécie,
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pois estando as aves imunizadas, ndo haveria possibilidade de replicacdo do VDN em
quantidade suficiente para a infec¢@o posterior de outras espécies de aves domésticas
ou selvagens conviventes.

Nesse enfoque, ressalte-se aqui, mais uma vez, que a ampla cobertura vacinal
recebida pelos agapornis (Grupos | a lll), indubitavelmente, contribuiu efetivamente
para a ndo deteccdo de material genético do VDN nesta espécie animal. Em verdade, a
instituicAo de programas imunoprofilaticos contra a enfermidade de Newcastle
especificos para criacdo de agapornis, a0 menos, neste estudo, passou a se constituir,
ainda que em potencial, fator limitante para criacdes de aves domeésticas conviventes.

Os dados em questado suscitam a reflexdo para um aspecto epidemioldgico de
fundamental importéncia na doenca de Newcastle, quais sejam o estado portador de

VDN em agapornis e a importancia da imunoprofilaxia na supressao deste estado.

Tabela 5. Pesquisa do material genético viral para o virus da doenca de Newcastle, por
reacao de cadeia de polimerase poés-transcricdo reversa (RT-PCR), a partir
de suabes de cloaca em agapornis (Agapornis roseicollis) vacinados e
revacinados contra a doenca de Newcastle, obtidos aos nove, 14 e 21 dias
apos-desafio (dpi), nos diferentes grupos experimentais (n=24).

Revacinacéao
6 meses e Y/,

Vacinagao Genoma viral do VDN (RT-PCR)
Grupo 7 meses e 1/,
(5 meses) ,
e 8 meses e
1/, de idade
9 dpi 14 dpi 21 dpi
| Ulster 2C Ulster 2C - - -
1] B1 B1 - - -
11 LaSota LaSota - - -
1\ Controle* - + - +

*Grupo controle — recebeu apenas solugéo fisiolégica
- = auséncia da estirpe patogénica do VDN
+ =presenca da estirpe patogénica do VDN
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose com os produtos da RT-PCR provenientes do
suabe cloacal de agapornis submetidos a diferentes programas de vacinacéo
e posteriormente desafiados com uma estirpe velogénica do VDN. Da
esquerda para a direita: Marcador de Pares de base (100 pb); amostras aos
nove (1), 14(2) e 21(3) dias pos-infeccdo (dpi); Controle Negativo (N) e
Controle Positivo (P).
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5.2 EXPERIMENTO 2

5.2.1. DESAFIO, OBSERVACAO CLINICA, NECROSCOPIA E REACAO
EM CADEIA DE POLIMERASE POS-TRANSCRICAO REVERSA (RT-PCR) DOS
AGAPORNIS (Agapornis roseicollis) INOCULADOS COM O VDN

Todas as seis aves SPF utilizadas para controle da patogenicidade da estirpe
virulenta do VDN sucumbiram entre 48 e 72 horas ap0s o desafio. Sinais clinicos e
lesGes sugestivas da DN foram similares aqueles descritos no item 5.1.3. (Experimento
1).

Por outro lado, 100% dos agapornis desafiados com o VDN n&o evidenciaram
sinais clinicos sugestivos da DN, mostrando-se refratarios a doenca clinica frente a
este virus.

Na Tabela 6 e Figura 9 estdo apresentados os resultados da pesquisa de
genoma viral do VDN, por RT-PCR, em agapornis inoculados com a estirpe velogénica
do VDN, no periodo pés-desafio.

Nos agapornis, a deteccdo do material genético do VDN deu-se aos nove e 21
dias apos o desafio, enfatizando-se, assim, a susceptibilidade desta espécie ao VDN.
Além disso, o fato de ter sido detectado material genético do VDN, a partir de suabes
cloacais dos agapornis, permite caracterizar o estado de portador do VDN desta
espécie animal, até aos 21 dias ap0s a infec¢cdo com este patdgeno.

Examinando ainda a Tabela 6 e Figura 9, observa-se que ndo houve a deteccao
de material genético do VDN dos suabes cloacais de agapornis aos 14 dias pos-
desafio. Tal fato pode ser justificado pela eliminacéo intermitente do VDN.

Esses resultados, ainda que em potencial, analisados dentro do enfoque
epidemiolégico da DN, induzem a ponderacdo de que 0s agapornis podem se constituir
em um problema para a avicultura comercial, bem como para aves selvagens, sejam

elas criadas em cativeiro ou de vida livre.
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Tabela 6. Resultados da excrecdo do VDN em agapornis (Agapornis roseicollis), aos
nove, 14 e 21 dias apos o desafio (dpi), por reacdo de cadeia de polimerase
pos-transcricdo reversa (RT-PCR), a partir de suabes cloacais, em agapornis
(Agapornis roseicollis) ndo vacinados contra a DN.

Pesquisa do material genético do VDN (RT-PCR)

Aves 9 dpi 14 dpi 21dpi
Agapornis
(Agapornis + - +
roseicollis)

+ = resultado positivo
- = resultado negativo

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose com os produtos da RT-PCR provenientes do
suabe cloacal de agapornis desafiados com uma estirpe velogénica do VDN.
Da esquerda para a direita: Marcador de Pares de base (100 pb); amostras
aos nove (1), 14(2) e 21(3) dias poés-infeccdo (dpi); Controle Negativo (N) e
Controle Positivo (P).
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5.2.2 OBSERVACAO CLINICA, NECROSCOPIA, REACAO DE
REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE POS-TRANSCRICAO REVERSA (RT-
PCR) DAS AVES SPF CONVIVENTES COM AGAPORNIS (Agapornis roseicollis)
INOCULADOS COM O VDN

Os dados apresentados na Tabela 7 mostram que duas das aves SPF (33,33%)
conviventes com agapornis infectados com uma estirpe  patogénica
(EIDsp=10%%°/0,1mL) do VDN morreram decorridos até 10 dias apds o contato préximo
ou direto entre as espécies. No entanto, 100% das aves SPF apresentaram sinais
clinicos e lesdes compativeis com a DN, confirmados pela pesquisa do material
genético do VDN, decorridos nove, 14 e 21 dias apés o desafio, conforme apresentado
na Figura 10.

Observaram-se nas aves SPF sinais clinicos como apatia, anorexia, penas
ericadas, conjuntivite e espirros. Na sequéncia, foram observados sinais clinicos mais
severos, como dispnéia, diarréia, secrecdo naso-ocular, evoluindo para prostracdo e
morte. As lesdes macroscopicas mais evidentes nas aves SPF foram edema do tecido
subcutaneo ao redor dos olhos e pescoco, exsudato seroso/catarral presente no
conduto nasal, laringe e tragueia; traqueia e laringe hemorragicas, congestao
pulmonar, proventriculite hemorragica, es6fago hemorragico e hemorragias e necrose
no trato intestinal.

Por tais resultados, € certo que os agapornis inoculados com o VDN, embora
ndo tenham manifestado a doenca clinica, eliminaram virus em quantidade suficiente
para induzir infeccdo nas aves SPF conviventes. Além disso, obviamente, as aves SPF
conviventes com 0s agapornis inoculados com o VDN ndo eram vacinadas contra a
enfermidade de Newcastle e, portanto, ndo possuiam imunidade para impedir a
infeccdo. Em adicdo, nas aves domésticas, algumas estirpes patogénicas do VDN
causam mortalidade logo apds a introducdo de apenas pequena quantidade de
unidades infecciosas do VDN, enquanto outras necessitam de um milhdo ou mais de
unidades infecciosas de virus para induzir mortalidade (BEARD e HANSON, 1984).
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Neste aspecto, alguns autores buscam explicacdo para o comportamento viral
antagbnico, quando avaliado em espécies diferentes. Analisando a base molecular da
patogenia dos Paramyxovirus, a viruléncia € tida como o resultado de uma relacéo
complexa entre o virus e seu hospedeiro, no qual a capacidade de uma estirpe viral em
provocar a doencga esté intimamente relacionada com a capacidade das proteases do
hospedeiro em clivar ou ndo certas estruturas polipeptidicas virais (ROTT, 1979;
GARTEM, 1980, citados por ALEXANDER et al., 1984). Em decorréncia deste fato, &
provavel que a especificidade das proteases de agapornis seja diferente da
especificidade das proteases de galinhas. Contudo, a selecdo das estirpes virais
susceptiveis as proteases de um hospedeiro nao necessariamente exclui a
possibilidade de ocorrer, de forma simultanea, susceptibilidade as proteases de outro
hospedeiro (ALEXANDER et al., 1984).

Pelos achados alcancados, entdo, neste trabalho, empregando-se animais de
experimentacdo, quais sejam aves SPF em contato direto com excretas de agapornis
inoculados com o VDN, ficou patente a transmissdo de virus desta Ultima espécie,
decorridos até 21 dias da infeccdo experimental com este patdégeno para aves SPF
conviventes, 0 que vem realcar a importancia dos agapornis, do ponto de vista
epidemiolégico, como potencial fonte de infeccdo do VDN para aves domésticas em
convivio ou proximas a sua criacdo, ou como fator desencadeante de surtos da
enfermidade para populacbes de frangos de corte, poedeiras comerciais e outras
espécies de aves domeésticas ou selvagens em convivio ou proximas ao seu habitat
natural e/ou em confinamento.

Em linhas gerais, é pertinente notar que o esclarecimento de importantes
aspectos epidemiologicos da enfermidade de Newcastle, entre eles, o papel
representado pelos agapornis (Agapornis roseicollis) como fonte de infeccdo de VDN
para aves domésticas conviventes, abre novas fronteiras para investigacdo dessa
enfermidade em outras espécies aviarias domésticas, selvagens, exoéticas e/ou

migratdrias, em confinamento ou néo.
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Tabela 7. Resultados da observacao clinica, lesdes macroscoépicas e excre¢ao do VDN
(RT-PCR) de aves SPF conviventes com agapornis (Agapornis roseicollis)
inoculados com o virus de Newcastle, aos nove, 14 e 21 dias apds o desafio

(dpi).
Aves SPF conviventes com agapornis (Agapornis
Parametros roseicollis) inoculados com o VDN (n=6)
9 dpi 14 dpi 21dpi
Sinais clinicos
sugestivos do + + +
VDN
Mortalidade (%) 33,33 33,33 33,33
LesOes
sugestivas do + + +
VDN
Pesquisa do
material genético
do VDN (RT- * * *
PCR)

+ = resultado positivo

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose com os produtos da RT-PCR provenientes
do suabe cloacal de aves SPF conviventes com agapornis desafiados com
uma estirpe velogénica do VDN. Da esquerda para a direita: Marcador de
Pares de base (100 pb); amostras aos nove (1), 14(2) e 21(3) dias pos-
infeccao (dpi); Controle Negativo (N) e Controle Positivo (P).
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6. CONCLUSOES

Embora a DN continue sendo exaustivamente pesquisada em aves comerciais
de corte e postura, alguns possiveis elos da cadeia epidemiologica da doencga, entre 0s
quais, incluem-se aves selvagens, tais como o agapornis, tém sido pouco estudados.
No caso particular do Brasil, apesar do elevado grau de desenvolvimento da avicultura,
poucos estudos tem sido realizados envolvendo a participacdo de aves selvagens na
epidemiologia da DN e também de outras enfermidades aviarias.

As aves selvagens estdo amplamente distribuidas por todo o territério nacional,
tanto nas areas urbanas, como nas rurais, e chegam a ocupar 0S mesmos espacos
fisicos destinados as criagcbes comerciais de aves, a procura de alimento e agua.
Quando se considera aves selvagens de vida livre, estas podem carrear o VDN para
dentro das granjas comerciais e, ainda, em condi¢cbes favoraveis, propiciar a
transmissdo das amostras virais presentes em granjas para as demais aves de vida
livre. Dentro desse contexto, fica esclarecido o importante papel exercido por aves do
género Agapornis, em especial, a espécie em estudo, Agapornis roseicollis, como
possivel fonte de disseminacdo do VDN, seja para aves comerciais, seja para outras
aves selvagens.

Desse modo, os resultados, discutidos e interpretados a luz da bibliografia

compulsada, conduzem as seguintes inferéncias:

1. As vacinagdes utilizando as estirpes Ulster 2C, B1 e LaSota ndo causaram sinais
clinicos de reacéo vacinal em agapornis (Agapornis roseicollis);

2. Os programas imunoprofilaticos ensaiados, mediante o emprego das amostras
vacinais Ulster 2C, B1 e LaSota apresentaram diferencas (p<0,05) entre si no estimulo
da resposta imune humoral (HI);

3. A estirpe vacinal LaSota conferiu maior grau de imunidade aos agapornis (Agapornis

roseicollis), quando comparada as estirpes Ulster 2C e B1;
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4. Os agapornis (Agapornis roseicollis) mostraram-se refratarios a enfermidade clinica
apos o desafio com VDN patogénico (EID50=10%,15/0,1mL);

5. Os agapornis (Agapornis roseicollis) mostram-se sensiveis a infeccdo experimental
com o VDN patogénico;

6. Ficou demonstrado o estado de portador de VDN dos agapornis (Agapornis
roseicollis), decorridos até 21 dias da infeccdo experimental com este patégeno, por
meio de RT-PCR,;

7. Ficou caracterizada a importancia da imunoprofilaxia na supressédo do estado de
portador do VDN dos agapornis (Agapornis roseicollis);

8. Ficou evidenciada a importancia dos agapornis (Agapornis roseicollis) do ponto de
vista epidemiol6gico, como fonte disseminadora do VDN para aves SPF conviventes,

decorridos até 21 dias da infeccdo experimental com este patégeno.
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