UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E CLINICA

ANDRE EDUARDO ROCHA CESAR

PADRONIZAGCAO DA TECNICA DE INIBIGAO DA
HEMAGLUTINACAO PARA O DIAGNOSTICO DA DOENGA DE
NEWCASTLE EM AVESTRUZ (Struthio camellus)

SALVADOR
2006



ANDRE EDUARDO ROCHA CESAR

PADRONIZAGAO DA TECNICA DE INIBIGAO DA
HEMAGLUTINAGAO PARA O DIAGNOSTICO DA DOENGA DE
NEWCASTLE EM AVESTRUZ (Struthio camellus)

Monografia apresentada ao curso
de graduagio em Medicina
Veterinaria, Escola de Medicina
Veterinaria, Universidade Federal
da Bahia, como requisito parcial
para obtengdo do grau de Médico
Veterinario.

Orientadora: Prof 2 Lia Muniz
Barreto Fernandes

Salvador
Semestre 212006



TERMO DE APROVACAO

André Eduardo Rocha César

Padronizacdo da técnica de Inibicdo da Hemaglutinagio para o
diagnéstico da Doenca de Newcastle em Avestruz (Struthio
Camellus)

Monografia aprovada como requisito parcial para obtencéo do grau de Médico
Veterinario, Universidade Federal da Bahia, pela seguinte banca examinadora:

' [ BLE VRS VUV TUNN
Lia Muniz Barreto Fernandes S =FUN

Presidente da Banca

|\“"‘\\‘|LQ\__. M J"¥ l/k{\""* A—

4 LAAA ;'"(.

Apresentada em:



AGRADECIMENTOS

A minha famitia, em especial minha mae e minha avé, pelo constanie esforco, amor
e dedicacéo a me tornar o homem gue sou.

A minha orientadora, mestra e amiga, Lia Muniz Barreto Fernandes, pelo exemplo de
docéncia, pela sua incansavel disposi¢do, atengdo, paciéncia e pelo amor gue
demonstra pelo que faz.

A minha segunda Familia, LASAB, formada por Lia, Isabella, Elen, Priscila, Tatiane e
Thais, pela amizade e pelos inlimeros momentos de trabatho e descontracdo, que
fizeram desse trabalho, mais prazeroso do que ele ja foi.

A meus amigos “veterinarios” e “nao-veterinarios”, que fizeram parte dessa minha
caminhada e com quem tive 0 prazer de conviver, viver e ama-los.

E, especialmente a Deus, por ser meu pilar nos momentos de fraqueza e pela luz,
que ilumina a minha vida.

A todos vocés, muito obrigado.



RESUMO

A Doenga de Newcastle &€ uma das enfermidades mais importantes de aves
domesticas e silvestres e que traz significativas perdas econdémicas para os
avicultores brasileiros. Seu diagnostico, segundo o MAPA e a OIE, deve ser
realizado pela prova soroldgica de Inibigao da Hemaglutinagao, utilizando hemacias
de galinhas como revelador de animais positivos e negativos. No entanto, a
utilizagdo de hemacias especifica da espécie a ser testada é recomenda por alguns
autores. Foram analisadas 185 amostras de soro de avestruzes provenientes de
diversas plantéis dos Estados da Bahia e de Sao Paulo para o diagnéstico da
Doenga de Newcastle através da prova de Inibicdo da Hemagiutinagdo. Foram
utilizados hemacias de galinha, perus e avestruzes como revelador da prova para
detecgido da doenga em avestruzes. Também avaliada a ufilizacdo de soros testes
inativados com hemacias de galinhas. No ensaio, a utilizagdo de hemacias de
galinhas resultou em um grande nimero de animais negativos enquanto que até
100% das amostras se mostraram positivas utilizando hemacias de avestruz. O uso
de hemacias de peru é um meio alternativo a utilizacdo de hemacias de avestruz
pela facilidade de manutencéo destes animais em locais proximos a laboratorios
apresentando grande concordancia entre os resuitados.

Palavras — Chaves: Doenga de Newcastle, Inibigdo da hemagiutinagdo, avestruz.
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1. INTRODUGAOC

A Doenga de Newcastle é uma doenga viral, altamente contagiosa que
representa uma das enfermidades mais importanies para a indUstria avicola
mundial, sendo identificada na maioria das espécies aviarias silvestres e
domésticas (OLIVEIRA JUNIOR et al, 2005), causando sérios prejuizos diretos na
produgao de aves devido a sua elevada morbidade, além de bartreitas a

comercializagdo de produtos avicolas (ALEXANDER, 2001).

A doenca ¢ tambéem conhecida como Pseudopeste aviaria, Pseudovoge! Pest,
Atypische Geflugelpest, Pseudopouitry Plague, Avian Pest, Avian Distemper,
Raniket Disease, Tetelo Disease, Korean Fowl Plague, Avian Pneumoencephalitis
(ALEXANDER et al, 2002), peste aviaria, pneumoencefalite aviaria e desordem
respiratéria-nervosa (HERNANDES ef al,, 1987), sendo definida como a infecgéo de
aves causada pelo Paramyxovirus avidrio tipo 1 (AMPV-1) que apresenta indice de
patogenicidade intracelebral (IPIC) maior ou igual a 0,7 (indicador de viruléncia do
virus) em pintos SPF (Specific Pathogen Free) de um dia de idade (PAULILLO e

DORETTO JUNIOR, 2000).

A Doenga de Newcastle & endémica em muitos paises da Africa (PFITZER et al,
2000), Asia (HUA et al, 2005) e da Ameérica (KAPCZYNSKI e KING, 2005), incluido
no codigo zoossanitario internacional do Escritério Internacional de Epizootias —
Olk, como doenca notificdvel (doenga transmissivel que apresenta aita

patogenicidade e rapida difusao) e a notificacéo dos focos da doenca é compulséria
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para os paises signatarios da Organizagao Mundial do Comércio (OMC). Infecgbes
pelo Paramyxovirus aviario tipo 1 (AMPV-1) foram relatadas em 241 espécies de
passaros, que correspondem a 27 das 50 Ordens de Classe Aves existentes

(OLIVEIRA JUNIOR et al., 2003).

O virus da Doenca de Newcastle pertence & familia Paramyxoviridae, género
Avulavirus, do qual & o dnico membro. Os isolados virais encontrados na maioria
dos casos pertencem ao mesmo sorotipo (Avian Paramyxovirus fype 1), porém ha
uma grande varia¢ao entre as amostras no que diz respeito & patogenia (ZHUHUI et
al, 2004). Os sinais clinicos variam de acordo com a viruléncia da amostra, as
especies acometidas e com a predilecao do virus pelo sistema respiratério, sistema
digestivo ou sistema nervoso central. Devido & grande diferenca encontrada na
viruléncia dos isolados, a forma mais simples de classificacio das amosiras se
baseia nos sinais clinicos e nas lesdes ohservadas em galinhas (SWAINE e KING,

2003).

A Doenca de Newcastle representa um risco a salde plblica, onde ha
evidéncias de que amostras vacinais e amostras de campo podem infectar e causar
sinais clinicos no homem, como dores de cabega, lacrimejamento, conjuntivite e

problemas de palpebras (HERNANDEZ et al, 1987).

A expanséo da estrutiocultura elevou a produco de aves e o transito de animais
entre 0s paises. Atualmente, a Africa do Sul é o maior exportador de carne de
avestruz para paises livres da Doenga de Newcastle. No entanto, varios paises do

continente africano, também exportadores de produtos e de animais, notificaram
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surtos da enfermidade nos (ltimos anos e estes na grande maioria dos casos
sempre estavam ligados a ocorréncia em galinhas (COOPER, 2005). Com isso a
atividade passou a ser mais um motivo de apreensdo para os sanitaristas,
preocupados com a prevengao e o controle da Doenga de Newcastie. No Brasil, a
atividade teve um grande crescimento no final da Ultima década, e no primeiro
momentc de expanséo da atividade, a distribuicdo de animais para varias regiges
ocorreu sem que as medidas basicas de conirole como quarentena, registro de
procedéncia, isolamento das criagbes e moniforamento de doengas, fossem

rigorosamente observadas.

Este trabalho tem como objetivo padronizar uma técnica para o diagnoéstico da
Doenga de Newcastle em avestruzes, pela prova de Inibiggo da Hemaglutinagéo,

observando a ocorréncia desta enfermidade nos Estados da Bahia e de Séo Pauilo.
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2. JUSTIFICATIVA

O Programa Nacional de Sanidade Avicola do Ministério da Agriculiura, Pecuéria
e Abastecimento e a OIE, preconizam a utilizagdo da técnica soroldgica de Inibicgo
da Hemaglutinagdo como meio de diagndstico da Doenga de Newcastle em aves
domésticas e silvestres. Na técnica de referéncia, utiiza-se suspensao de hemacias
de galinhas como revelador de animais positivos. No entanto, existem relatos de
que a utilizacdo de hemacias da propria espécie a ser testada aumenta a
sensibilidade e a especificidade do teste. O presente trabalho tem por objetivo
avaliar a concordancia entre os resultados nos diferentes tipos de hemacias
utilizadas como revelador da técnica, para criar um padrio do iipo de hemacia

utilizada no diagnastico da Doenca de Newcastle em Avestruz.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Padronizar a técnica de inibigo da Hemaglutinagio para o diagnéstico da
Doenga de Newcastle em Avestruz, observando a ocorréncia desta enfermidade

nos Estados da Bahia e de Sao Pauio.

3.2 Objetivos especificos:

= Avaliar os titulos de anticorpos para ¢ virus da Doenca de Newcastle em
avestruz utilizando hemdécias de galinha, de peru e de avestruz como revelador da

técnica de Inibig&o da hemaglutinagio.

* Avaliar os titulos de anticorpos para o virus da Doenga de Newcastle em
avestruz utilizando as amostras testes inativadas com hemécias de galinhas através

da técnica de Inibigdo da hemagiutinagao

* Verificar a concordancia entre os resultados obtidos da utilizaggo de

hemacias de diferentes espécies.
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» Buscar meios alternativos na utilizacdo de hemacias de avestruz na prova de

Inibicdo da Hemaglutinacao.



15

4. REVISAO DE LITERATURA

Os primeiros surios da Doenga de Newcastle (DN) ocorreram em 1928, em
Java, Indonesia, e em 1928, em Newcastle-upon-Tyne, Inglaterra, apesar de, em
meados do século XiX, existirem relatos de uma enfermidade com sinais clinicos
semelhantes, na Asia e no leste Europeu (ALEXANDER et al, 2002). A partir da
primeira descricdo, varios paises passaram a notificar ocorréncias. A doenga se
difundiu na Asia e Oriente Médio entre 1926 e 1942 e para a Europa, Africa e
América, a propagagdo ocorreu um pouco mais tarde, enfre 1940 e 1950
(PAULILLO e DORETTO JUNIOR, 2000; AIELLO e MAYS, 2001). Acredita-se que a
disseminacdo mundial da Doenga de Newcastle ocorreu pelo fato de que amostras
de baixa viruléncia teria sido veiculada por aves migratdrias ou entéio, através de

galinhas que estariam infectadas sem apresentar sintomas (HANSON, 1972).

Apds a primeira identificagéo da doenga de Newcastle ocorreram trés panzootias
no qual a primeira se originou no sudoeste asiatico e estaria relacionado com os
surtos iniciais da doenga, levando cerca de 30 anos para se espalhar pelo mundo,
tendo maior importancia no inicio da década de 60 (ALEXANDER et al., 1997).
Acredita-se que a Segunda Guetra Mundial ajudou na difusdo da primeira panzootia
na Europa. A segunda panzootia teria surgido no final da década de 60 no Oriente
Médio, e até 1973 alcangou a maioria dos paises, se disseminando mais
rapidamente devido ao crescimento da avicultura industrial e a intensificacéo da
comercializacao de produtos avicolas. Devido ao risco que essa doenga oferecia ao

desenvolvimento da indistria avicola, esta passou a ser controlada por vacinagéo e
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uma rigorosa fiscalizacdo de aves importadas. Além disso, a criagdo de pombos
para corrida, demonstracbes e alimentacdo, principalmente na Europa, foram
ignorados como potencial disseminador do virus, originando a terceira panzootia
gque tambem atingiu o Oriente Médio, no final da década de 70 e chegou a Europa
em 1981 se espalhando mundialimente. Logo, a historia indica que, de tempos em
tempos, amostras do virus da Doenga de Newscastle (VDN) surgem de fontes
desconhecidas, por motivos incertos, e que estas tém a capacidade de se
disseminar por todo o mundo afravés de aves susceptiveis. (PAULILLO e

DORETTO JUNIOR, 2000; AIELLO e MAYS, 2001).

O primeiro surfo da Doenga de Newcastie na América do Sul, ocorreu na
Venezuela, entre 1949 e 1950, com elevada morialidade dos animais infectados
(LANCASTER, 1976). No Brasil, o primeiro caso reportou em 1953, na cidade de
Macapa, devido a importagcdo de carne de frango congelada dos Estados Unidos
(CUNHA E SILVA, 1855). A partir desta data a enfermidade passou a ser verificada
em todo territorio nacional (OLIVEIRA JUNIOR, 2005). Em 1996, no Estado de
Pernambuco foram detectados seis surtos em pegquenas criagdes de poedeiras e
frangos; no municipio de .Japeri — RJ, um outro surto foi encontrado em galinhas de
quintal em 1969 e novamente em 2000; trés surfos foram detectados em lotes de
frango no municipio de Sao José do Vale do Rio Preto no Estado do Rio de Janeiro.
Em 2001, trés surtos surgiram em criagdes caipiras no municipio de Nova Roma, no
Estado de Goids (SANTOS, 2006). O Ultimo surto que aconteceu no pals surgiu no
ano de 2006 no interior do estado do Rio Grande do Sul, em uma criacao de galinha

de quintal sendo rapidamente controlada pela defesa sanitaria da regizo.
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O primeiro relato da Doenga de Newcastle em avestruzes foi na década de 50,
em animais mantidos em zooldgicos. Os sinais observados foram depressaoc e
envolvimento do sistema nervoso central (ALEXANDER, 2000). Em israel, ocorreu
um surto em criacdo de avestruzes préximos a um plantel comercial de galinhas
(SAMBERG et al.,, 1989). A ocorréncia de epizootia de Doenca de Newcastle em
varias espécies de aves domésticas em paises do Sul da Africa, entre 1993 e 1985,

levou ao registro de casos em criacdes de avestruzes (ALLWRIGH, 1996).

Na década de 90, houve um crescimento da estrutiocultura, intensificando a
comercializac&o internacional de avestruzes, gerando preocupacio das autoridades
sanitarias no mundo e levando a maioria dos paises a criarem legislagbes
especificas relacionadas ao assunto. As avestruzes passaram a ser classificadas
como aves de criagdo comiercial, sendo enguadradas nas mesmas normas dos
programas da avicultura industrial. No entanto, diferencas consideraveis entre
galinhas e avestruzes levararn a sugestdo de que as normas sejam especificas para
comercializac@o desta espécie. Pelo fato do fortalecimento da comercializag&o ter
acontecido justamente no momento em que a epizootia ocorria na Africa pode ter
favorecido a propagagao da Doenga de Newcastle para varios paises importadores

destes animais (ALEXANDER, 2000).

No Brasil, a importacio de animais infectados com o virus da Doenca de
Newcastle (NDV), em 1997, levou ao sacrificio de diversos animais e ao embargo

nas importagdes (D'AVILA, 2005).
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4.1 Etiologia

O virus da Doenga de Newcastle pertence a4 Ordem Mononegavirales, famiiia
Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae e género Avufavirus. Existem nove
sorotipos de paramyxovirus aviarios (APMV), encontrados em diversas espécies
aviarias, sendo o sorotipo 1 (APMV-1), o causador da Doenca de Newcastle
(MANUAL OF DIAGNOSTIC TESTS AND VACCINES FOR TERRESTRIAL

ANIMALS, 2004).

Os Paramyxovirus sdo compostos por uma molécula de RNA fita simples, nao
segmentado de polaridade negativa e com disposigio tfridimensional helicoidal. Os
virus s@o envolvidos por um envelope lipoprotéico e possuem projegdes
glicoprotéicas tipicas que recobrem toda a superficie que esta inserida dentro do
envelope, e sdo importantes para a identificagiio e comportamentc do virus. Estas
projecdes sé@o denominadas de hemaglutinina-neuraminidase (HN), que forma as
maiores projectes do envelope e as de fusfo (F), que correspondem as projecdes
menores (SANTOS et al., 1996). A fragdo hemaglutinante da HN é responsave! pela
adsorcdo do virus aos receptores das células hospedeiras e pela atividade
hemaglutinante do virus. A glicoproteina F fem um papel importante na
patogenicidade da doenga, pois esta associada a habilidade do envelope viral em
fundir-se as membranas celulares do hospedeiro, seguindo a introdugio do material
genético viral na célula e causando a fusdo das células infectadas, resultando no
caracteristico efeito citopatico — formacdo de sincicio. Estas duas glicoproteinas

exercem importante papel no desencadeamento da resposta imune protetora
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induzida pelo VDN, nas aves. (SANTOS et al, 1996; FOREIGN ANIMAL DISEASE,

1998).

A proteina F é sinletizada como um precursor, a F0, e tem a capacidade de
fusdo apos a clivagem em dois polipeptideos: F1 e F2. Entretanto, além da clivagem
de FO, ainda € fundamental a agdo de HN para que ocorra a fusdo (LEEUWN et al,

2005).

O envelope viral se constitui de uma membrana celular modificada formada do
brotamento viral da célula do hospedeiroc no momenio da multipticagdo. Este
envelope produz um meic ambiente instavel & oxidag&o e ao pH sendo sensivet a
maiorta dos agentes quimicos & temperatura ambiente como: feno! 3%, lisol 1%,
alcool etilico 70%, ftintura de iodo 1%, soda caustica 2%, acetona 50% e
permanganato de potassio diluido a 1:5000. Elevadas temperaturas e radiaco solar
auxiiam na inativagdo do VDN pelos agentes quimicos, enquanto baixas
temperaturas interrompem a sua inativagdo. O cozimento de produtos carneos a
80°C destréi o virus, enquanto carcagas de aves congeladas a -20 °C e na
superficie de ovos por um periodo de 126 dias o VDN possui uma grande

resisténcia e conserva o seu poder infectante (HERNANDES et al., 1987).

A replicagao do virus da Doenca de Newcastle se inicia a partir da ligagdo do
virus aos receptores na célula-alvo, por meio da agao do polipeptideo HN. Quando
a proteina HN se liga ao receptor uma mudanga conformacional acontece,
resultando na exposi¢do da proteina de fusdo na membrana da célula {(STONE-

HULSLANDER e MORRISON, 1997). A seguir, a proteina F promove a fusédo da
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membrana do virus com a membrana da célula do hospedeiro, possibilitando a
entrada do nucleocapsideo. A replicacdo intracelular ocorre no citoplasma da céiula
invadida. A transcrigo ocorre por meio da acéo da polimerase (transcriptase), que
produzird moléculas capazes de atuarem com RNA mensageiros e ufilizarem os
mecanismos da propria célula para traducgdo das proteinas e do genoma viral. As
proteinas sintetizadas em uma célula infectada séo transporiadas para a membrana
celular, que se modifica. O alinhamento do nucleccapsideo proximo a essas regides
modificadas culmina na liberacfo de novas particulas virais a partir da superficie da

célula (PEEPLES, 1988).

4.5 Hospedeiro

Todas as espécies de aves s3o potencialmenie susceptiveis a infeccdo pelo
VDN. Até o momenio 241 espécies tiveram infecgio pelo virus registrada, dentre
elas, aves domesticas ndo vacinadas, canarios, pardais, papagaios, gansos,
pombaos, patos, cisnes, faisdes, pavoes, perdizes, corvos, avestruzes, emas, aves
migratorias, passaros aquaticos, aves silvestres livres ou em cativeiro (PAULILLO e
DORETTO JUNIOR, 2000; SOUSA et al., 2000; KOMMERS et al., 2003; OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2005; ALEXANDER, 1995; KUMANAN et al., 2003), apresentando

grande variacao na apresentac&o dos sinais clinicos (KALETA e BALDAUF, 1988).

Apesar da comprovac@o de que as amostras introduzidas por aves silvestres

geralmente sfo de baixa viruléncia podem ajudar a disseminar amostras virulentas
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que estsjam presentes em criagbes domésticas (DEGEFA et al., 2004; WOBESER
et al, 1993). A superlotacdo e a localizacdo de plantéis em areas de concentracao
de aves silvestres tém sido apontadas como responsavel por aumento da
transmissao da Doenca de Newcastle (VERWOERD, 1995), pois estas aves servem

de reservatérios do virus (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2005).

Além das espécies aviarias, a infecgdo pelo virus da Doenca de Newcastle tem
sido descrita também em outras espécies, incluindo répteis € o homem.
Aparentemente a replicacdo do virus nestes hospedeiros ndo tem importancia

eptdemiologica para a doenga em aves (SPREADBROW, 1999).

4.3 Transmissio

O VDN ¢ eliminado durante a incubagdo, durante o estagio clinico e por um
periodo variavel, porém limitado, na convalescenga. A principal forma de
transmisséo da Doenga de Newcastle se d& através da inalagdo ou ingestéio de
particulas virais, especiaimente por meio de secrectes respiratorias na forma de
aerossdis ou fezes contaminadas (AIELLO e MAYS, 2001). Para isto, & necessario
que haja condigbes ambientais favoraveis, tais como temperatura, umidade e

concentracado de aves para assegurar a permanéncia do virus viavel no ambiente

(MCFERRAN, 1989).
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A transmissdo mecéanica do VDN pode ser feito através de insetos, roedores,
artropodes ou até mesmo pela circulacao de pessoas de uma localidade para outra
que carream o virus nos cabelos, roupas, calgados, fomites, racdo, cama e veiculos

(ALEXANDER, 1995).

4.4 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos observados em animais infectados com o virus da Doenca de
Newcastle ndo séo especificos dessa doenca, sendo comumente observados em
outras enfermidades infecciosas. As manifestacdes clinicas da doenga dependem
de fatores relacionados ao hospedeiro (espécie, idade e estado imune), a reagdo do
virus (patogenicidade, via de exposigéo e dose de inoculo), tempo de manifestagao
dos sinais clinicos, pela predilegao dos patétipos do VDN pelos sistemas digestiva,
respiratdrio e/ou nervoso; e ao esfresse ambiental ou densidade populacional que
pode influenciar na severidade e no curso da doenga quanto na ocorréncia e na

distribuicédo das lesdes (KOMMERS et al., 2003).

O VDN & agrupado em cinco patdtipos ou estirpes. Essa classificacio das
amostras foi criada em 1983, por Beard e Hanson, e é dada de acordo com a
severidade e apresentacdo dos sinais clinicos produzidos em aves infectadas
(LEEUWN et al, 2005). O patétipo avirulento é denominado lentogénico, vacinal ou
forma de Hitchner, e se caracteriza por apresentar sinais respiratorios bastante

suaves ou subclinica; o com viruléncia intermediaria é conhecido como mesogénico
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focos linfoides, como: as placas de Payer do intestino, tonsilas cecais e outros
agregados focais do tecido linféide. No sistema reprodutivo os ovarios podem estar
edematosos, hemorragicos ou degenerados podendo ocorrer hemorragia e a
descoloracéo dos outros 6rgéos reprodutivos. (ALEXANDER et al., 1997; FOREIGN

ANIMAL DISEASE, 1998).

A histopatologia possui pequeno valor no diagnéstico da doenga de Newcastie.
Na mucosa do trato respiratorio superior observa congestao e exsudato mucoides
com aumento de células acinares, perda de cilios, proliferacéo de células epiteliais,
infiltrados celulares, edema, inflamagdo, hemorragia por toda a extensdo da
traquéia e até necrose. Opacidade e espessamento dos sacos aéreos e
ocasionalmente lesbes proliferativas e exsudativas nos pulmdes. Em amostras
velogénicas observa-se pneumonia hemorragica, exsudagio fibrinosa em bronquios
e parabrénquios, necrose ¢ edemas locais, ainda vacuolizacidc epitelial e
proliferacgéo epitelial. Em amostra lentogénica reacdes iinfociticas e heterofilicas em
submucosa, com presenca de exsudato, inclusive em sacos aéreos (AIELLO e

MAYS, 2001; NUNES et al., 2002).

4.6 Diagnostico

A realizacdo de exames laboratoriais complementares é fundamental para a
confirmagéo da ocorréncia da doenga e elaborar um plano de controle para barrar o

surto. O diagndstico definitivo deve ser realizado por meio do isolamento e
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identificagdo viral (ALEXANDER et al, 2002). Outro meio diagnodstico é a
determinacéo de titulos de anticorpos presentes em amostras de soro através da
sorologia, aléem de técnicas moleculares, pela reagdo em cadeia de polimerase
(MANUAL OF DIAGNOSTIC TESTS AND VACCINES FOR TERRESTRIAL
ANIMALS, 2004).

4.6.1 Isolamento e identificagdo viral

Além de ser o método de diagnéstico considerado como definitivo para a
deteccdo da Doenga de Newcastle permite também a caracterizagao bioldgica da
patogenicidade do sorotipo infectante (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2005; CARDOSO,
2006). As amostras sd@o obtidas por meio das fezes, swabs cloacal e tragueal ou
correspondem a isolados ou em “pool” de determinados orgéos obtidas apos a
necropsia, como: intestino, proventriculo, bago, cérebro, coragio, figado, pulméo,
fins, sacos aéreos, humor aquoso, swab oro - nasal e as tonsilas cecais. Contudo,
amostras como proventriculo e intestinos s&c processadas separadamente dos

outros materiais (MAPA 2002, PAULILLO e DORETTO JUNIOR, 2000).

Na técnica, esse material suspeito, tratado com antibidticos, & inoculado na
cavidade alantbica de ovos embrionados SPF com nove a 11 dias de incubacio
para verificar a ocorréncia de morte embrionaria de 12 em 12 horas. Fluido cério-
alantdico & coletado dos ovos com embrides mortos e a atividade hemagiutinante

testada. Em caso de reagdo positiva, realiza-se a prova de inibicdo da



hemaglutinagéo com soro positivo padrdo para determinacao da especificidade. Se
o VDN € encontrado, a identificacio do isolado pode ser efetuada por meio da
técnica de virus-neutralizagdo e a caracterizagdo obtida por meio de testes de

patogenicidade (CUNNINGHAM, 1966; HANSON, 1980; ALEXANDER et al., 2002).

4.6.1.1 Testes de patogenicidade

Esses iesies servem para avaliar os indices de palogenicidade da estime
isolada e s& pode ser realizada por isclamenfo viral, Estes, atualmente
correspondem a trés “testes em vivo® que sdo ulilizados com a finalidade de
diagnastico VDN e sdo denominados, como: Tempoe Médio de Morte Embrionaria
(TMME) nos ovos; indice de Patogenicidade Intracerebral (IPIC) em pintos de 1 dia;
indice de Patogenicidade Intravenosa (IPV) em galinhas com seis semanas de
idade (MANUAL OF DIAGNOSTIC TESTS AND VACCINES FOR TERRESTRIAL
ANIMALS, 2004).

4.6.2 Testes sorolagicos

Diversos testes soroldgicos foram desenvolvidos para detectar anticorpos
contra o virus da Doeng¢a de Newcastie, entre estes a imunodifusdo radial, hemdlise

radial, neutralizacdo em placa, a inibicio da hemaglutinacéo (HI) e o ensaio



prévio do soro procurando evitar reagtes inespecificas na Hl. Dentre elas a pré-
adsorcéo da amostra teste com hemacias de galinha (CIE, 1996) tem-se mostrado
uma alternativa interessante. Uma outra alternativa € submeter as amostras de soro
a um pre-tratamento, aguecendo a 56°C e incubando posteriormente com kaolin,
porém nesse tipo de tratamento se verificou perdas na sensibilidade do teste

(WILLIAMS et al, 1997, CADMAN et ai, 1997).

Atualmenie ndo existe no mercado nenhum kit de ELISA comercial ou conjugado

produzido por empresas de imunoreagentes para uso em avestruzes.

4.7 Estratégias de prevengio e controle

Os custos com prevencdo e controle sdo extremamenie elevados
(ALEXANDRE, 2001) e para o caso da Doenca de Newcastle este é feifo através de
programas de vacinacgio, biosseguranga e aplicacdo de legisiaglo especifica
(SANTOS, 2006). A biosseguridade & um conjunto de procedimentos técnicos que
visam prevenir ou controlar a infecgdo dos planiéis por agentes de doencas
infecciosas que possam ter impacto na produtividade dos rebanhos. As politicas
nacionais de controle séo dirigidas na prevengao da introdugaoe do virus da Doenca

de Newcastle e na sua disseminacdo dentro do pais (SESTI, 2006).

No Brasil, em 1994, o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento

(MAPA) incluiu enfre seus programas sanitarios, o Programa Nacional de Sanidade



Avicola (PNSA) que prioriza o virus da Doenga de Newcastle, como o principal
agente patogénico para frangos de corfe e realiza estudos de vigilancia

epidemiolagica oficial (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2005).

O Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) cansiste no monitoramento
dos plantéis, através da vigilancia sanitaria nos principais p6los de produgio por
meio de notificacdo obrigataria, assisténcia aos focos, medidas de biosseguranga,
desinfecgao e sacrificio. Além disso, indica a realizacio de analises laboratoriais em
rede de laboratérios oficiais e credenciados, por meio de testes soroldgicos, em
materiais bioldgicos, e andlise epidemiolégica das condicoes de salde das aves
alojadas em um estabelecimento avicola e interpretagao adequada dos resultados.
(MAPA, 2002). Em 2003, foi publicada a Instrucdo Normativa N° 2, onde consta as

Normas para Criagao de Avestruzes (D'AVILA, 20085).

A confirmagac de um foco leva & adogdo de medidas de controle e erradicacdo.
Para que as indistrias avicolas brasileiras possam exportar seus produtos para os
paises consumidores, tém que seguir normas que comprovem que o0s produtos
comercializados nao sejam oriundos de area onde ocorreu & doenca ou tenham a

presenca de aves doentes com VDN (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2003).

As criagbes de galinhas caipiras s uma ameaca permanente a prevencéo e ao
controle da Doenga de Newcastle apesar do intenso investimento da inddstria
avicola neste setor, uma vez que esse tipo de atividade vem crescendo a cada dia a
partir de investimentos governamentais como uma alternativa de geragdo de renda

e as formas de controle dessa enfermidade e de tantas outras imporiantes para a
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industria avicola estdo sendo negligenciadas por érgdos oficiais (SANTOS, 2006:

JORGE et al., 2000).

4.7.1 Vacinagéo contra doenga de Newcastle em galinhas

Os orgdos de defesa sanitéria animal s@o os principais responsaveis pela
elaboraggo e regulamentagio dos programas de vacinagao aplicados a plantéis
comerciais e s&o planejados diante da avaliagio da situagdo da doenca no pais. A
analise de fatores como presenga da imunidade passiva materna; persisténcia de
imunidade; via de aplicagdo mais eficiente; estado nutricional das aves: interferéncia
de outros agentes infecciosos; tamanho dos lotes; condigGes climaticas; histérico e
custo da vacinagdo ¢ fundamental para que seja elaborado um programa de
vacinaggo. Sendo assim, o esquema de vacinagio deve se adequar as diferentes
situactes de desafio sanitario em determinada regido, além de ser especifica para
cada situacao e maledvel para atender as demandas existentes durante o periodo
de produgdo. Este fator impossibilita a aplicagdo de um programa (nico de
vacinagao que atenda de maneira geral as diferentes situagdes de desafios de

campao (JAENISCH, 2003).

Existem no mercado vacinas vivas e vacinas inativadas indicadas para situagdes
diferentes, apresentando vantagens e desvantagens para a sua aplicacdo. As

vacinas vivas podem ser divididas em mesogénicas e lentogénicas e gquanto maior a



resposta imune provocado por estas, maior a probabilidade de reagdes vacinais

indesejaveis (ALEXANDER et al., 2002).

Alem disso, a utilizagdo de vacinas vivas nas criagbes comerciais dificulta os
estudos de distribuigdo da enfermidade. Como apenas a forma aguda da doenca &
notificada e registrada pelo Escritério Internacional de SatGde Animal (OIE) e pela
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), os dados obtidos

por estas organizagbes podem ndo representar a real ocorréncia da enfermidade

(ALEXANDER, 2001).

As vacinas inativadas s&o preparadas por amostras patogénicas inativadas por
multiplicaggio. Para melhorar a sua imunogenicidade esse tipo de vacina vem
acompanhada de um adjuvante oleoso para causar uma reacdo local, surtindo um
efeito negativo, € s&o aplicadas por via intramuscular ou subcutaneo, por isso séo
raramente utilizadas. Apesar dessa dificuldade, quando aplicada em pintos de um
dia ndo sao inativados pela imunidade materna. Possuem cutras vantagens, como
sao mais faceis de armazenar do que as vacinas vivas; causarem baixas reacdes
adversas nas aves vacinadas; apresentarem varios antigenos em uma dose de
vacina e poderem estimular a produgéo de elevados titulos de anticorpos protetores
por longos periodos. Tém como desvantagens o elevado custo na sua aplicagéo e
producao, por serem aplicadas individualmente, ou seja, ave por ave (LICATA et al.,

2005; BACK, 2003; ALEXANDER et al., 1997; AIELLO e MAYS, 2001).

A via de aplicagdo de predilecio para a vacinagdo contra a Doenga de

Newcastle & através da agua de beber das aves por ser em método de facil



aplicagdo, baixo custo e imunizagdo de um grande m.’:rpero de animais. Nele, se
suspende o fornecimento de agua dos animais por algumas horas e se administra a
vacina na agua fresca, sem cloro juntamente com leite em pé para aumentar o
tempo de viabilidade das vacinas vivas. Um outro método de facil apiicacao é

através do uso de aerosséis (ALEXANDER et al., 1997; BACK, 2003).

O sucesso do programa de vacinagao de um plantel de aves & constatado por
testes soroldgicos para monitorar titulos de anticomos importantes para a
imunidade protetora e resultante da administragio da vacina no plantel

(LAMBRECHT et al., 2004; JAENISCH, 2003).

4.7.2 Vacinagdo contra a doenga de Newcastle em Avestruz

O risco de disseminagdo da Doenca de Newcastle através da exportacédo de
carne de avestruz de areas endémicas intensificou as pesquisas em busca de um
programa ideal de vacinagdo para esses animais. No entanto, trés fatores causam
limitagGes no sucesso da vacinagdo em avestruz: o longo ciclo produtivo, a forma

de criaga@o e o tamanho dos animais (ALEXANDER, 2000).

A maioria dos casos relatados da doenca de Newcastle em avestruz teve origem
provavel em aves domésticas (MANVELL et al., 1996). Ndo existem relatos até o
momento de situagbes em que as avestruzes tenham introduzido o virus, servindo

como fonte de infecglo para galinhas (ALEXANDER, 2000).



Experimentos demonstraram que a utilizagio da vacina La Sota viva, aplicada
via ocular, ou a vacina La Sota inativada, aplicada por via subcutinea, sdo bem

toleradas pelas aves (BLIGNAUT et al., 2000).

De acordo com a Instrugdo Normativa nimero dois do Programa Nacional de
Sanidade Avicola, a vacinacdo sistematica contra a Doenga de Newcastle é
facultativa no Brasil, ndo sendo recomendada sua utilizaciio em ratitas, salvo se a

situagao epidemiolégica local a indicar (MAPA, 2002).




5. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratérioc de Sanidade Avicola (LASAB) .da
Universidade Federal da Bahia, utilizando-se 185 amostras de soro de avestruzes
para avaliagdo de niveis séricos de anticorpos contra o virus da doenca de
Newcastle, sendo127 amostras provenientes de diferentes plantéis do Estado da
Bahia e 58 do Estado de Sao Paulo. Os animais da amostragem eram machos e

fémeas, de idade variada e néo apresentava sintomatologia clinica.

Avaliacao Sorolégica — Inibicdo da Hemaglutinacao

Os titulos de anticorpos anti-VDN no soro de avestruzes foi determinado pela

técnica de Inibicdo da Hemaglutinacio.

Protocolo da Inibigdo da Hemaglutinagio

. Coleta e preparo de heméacias

Amostras de sangue foram coletadas de trés animais para utiizacao como
revelador da técnica de tnibigao da Hemaglutinacdo. Foram coletados sangues de
trés espécies diferentes para avaliar a concordancia entre os resultados

encontrados. O sangue da espécie Gallus gallus {galinha doméstica) foi coletado de
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animais provenientes da Escola de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da
Bahta. O sangue da espécie Meleagris gallopavo (peru) foi coletado de um criatério
de aves domeésticas e silvestres (Planeta Z60) no municipio de Laurc de Freitas —
Ba. O sangue da espécie Struthio camelus (avestruz) foi coletado de um criatdrio de
avestruzes também no municipio de Lauro de Freitas — Ba. A coleta foi realizada

com seringa contenda Alisever, uma solugdo anti-coagulante na proporcéo de 1:1.

A amostra de sangue foi centrifugada a 1200 RPM por quatro minutos.
Descartou-se o sobrenadante e o sedimenio foi lavado por quatro vezes,
completando ao volume anterior com solugéo salina tamponada PBS a 7,2 pH,
homogeneizando-se sempre levemenie, tendo-se o cuidado de nao provocar
hemdlise. No final da Uitima centrifugagso, retiraram-se as hemacias do tuba e as

armazenaram a 10% em PBS a 7,2 pH até o momento do uso.

. Titulagdo do antigeno

A ftitulacdo do antigeno determina até que conceniracio este & capaz de
promover a hemaglutinagdo. Para a realizagdo da técnica se utilizou 4UHA
(Unidades Hemaglutinantes), sendo que 1UHA corresponde a maior diluigdo do

antigeno onde ocorreu a hemagiutinagao total.

Os antigenos utilizados no experimento foram cedidos pelo LANAGRO —

Campinas (MAPA).



Para determinagio da titulagdc adicionou 25 pL de PBS pH 72 nas as
cavidades de duas fileiras da microplaca acrescentando, logo apés, 25 ulL do
antigeno a ser titulado nas duas primeiras cavidades e se promoveu uma diluicdo
seriada em raz&do dois até a Gltima cavidade. Adicionou-se, em todas as cavidades,
25 pl de suspengao de hemécias a 1% em PBS pH 7,2, homogeneizou e incubou a
4°C por 30 minutos. E importante salientar que o tipo de hemacia a ser utilizada na
titulagdo do antigeno, devera ser a mesma utilizada como reveladora no teste de
Inibicao da Hemaglutinagdo. A Ultima diluicho em que houve hemaglutinacéo foi a

considerada a titulagdo do antigeno.

. Pré adsorgéo do soro teste com hemacia de galinha

As amostra de soro teste foram pré adsorvido com hemacias de galinha para
anulagdo de fatores hemaglutinates inespecificos existentes no soro de avestruz.
Na pré adsorgéo se incubou 50 uL das amostras de soros teste com 50 L de
suspensao de hemacias de galinhas a 1%, durante 30 minutos. Apds esse periodo,

a mistura foi centrifugada e o sobrenadante, utilizado no teste de Inibicdo da

Hemaglutinacao.

. Teste de Inibigao da Hemagiutinacso

Foram realizados quatro testes de Inibicao da Hemaglutinacdo por amostra do

experimento, com hemacias de uma das espécies e o soro inativado.



As amostras dos soros foram submetidas a diluicgo seriada em razdo 2, em PBS
pH 7.2, na micropiaca de poliestirenc de fundo em "U”, e incubadas com 25 pl do
antigeno a 4UA, durante 30 minutos, a 4°C. Posteriormente, adicionou-se
suspenséo de hemacias a 1%, efetuando nova incubacio por mais 30 minutos. A
suspensdo de hemacias foi a utilizada para a titulagdio do antigeno. Na leitura
observou-se nas cavidades inibigao da hemaglutinagao, ou seja, a nao formacao de
botdes de hemacias. Em todas as placas, foram realizados os controles de

hemacia, do antigeno e do soro controle positivo para validaggo dos resultados.

. Controle de hemacias

No controle de hemdcias foi colocado nas cavidades A e B da fileira vertical 11
da microplaca, 50 yL de PBS pH 7,2 e 25 pl. de suspensédo de hemacia a 1%. Para
validagdo do controle, deve haver aglutinagdo das heméacias no fundo das

cavidades,

. Controle de antigeno

No controle do antigeno foi colocado nas cavidades C e D da fileira vertical 11

da microplaca, 25 pl. de PBS ph 7,2, 25 ul do antigeno a 4UA e 25 pl de

suspensao de hemacias a 1%. Nessas cavidades deve haver hemaglutinagzo.
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. Soro Controle Positivo

O soro controle positivo foi realizado utilizando soro de avestruz
comprovadamente positivo, cedido, pelo labaratério de Campinas - LANAGRQ. O
procedimento adotado neste caso foi 0 mesmo realizado nas amostras testes
realizando-se diluicdo seriada em razdo 2, em PBS ph 7.2, se adicionandao 25 uL do
antigeno a 4UA, promove-se um incubacdo de 30’ a 4°C e adicionando 25 gl de
suspens@o de hemacias a 1%. Nesse caso se observa a inibicdo da

hemaglutinacio.
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6. RESULTADOS

A avaliagdo soroldgica mostrou uma grande discrepancia entre os diferentes
tipos de hemacias utilizadas como revelador do teste de Inibicdo da
Hemaglutinagio. Foi utlizado como ponto de corte, a titulagdo de 1:8 (2°) para
classificagdo de animais sorologicamente positivos como preconizado pelo
Programa Nacional de Sanidade Avicola (MAPA, 2002) e pela OIE. A utilizacao de
hemacias de galinhas como revelador da prova apresentou o maior numero de
amostras negativos (107), enquanto que a utilizacdo de hemacias de avestruz

apresentou 100% de amostras positivas (185).

Quando se utilizou hemacias de galinhas 88,6% (144) das amostras
apresentaram resultados negativos, ou seja, titulago igual ou abaixo de 1:4 (29,
sendo 84,3% (107) das amostras da Bahia e 65,5% (38) das amostras de Sio

Paulo (Figurat).

Quando na tecnica utilizou-se as amostras do soro inativadas por uma prévia
incubagac com hemdacias de galinha, 17,3% (32) das amostras foram negativas,
sendo 21,3% (27) das amostras da Bahia e 8,9% (5) das amostras de Sic Paulo

(Figura 1).

Na revelagdo da técnica utilizando-se hemacias de perus, somente 4,9% (9) do
total das amostras apresentaram resultados negativos, sendo 6,3% (8) das

amostras da Bahia e 3,6% (1) das amostras de So Paulo (Figura 1).
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Com as hemacias de avestruz, todas as amostras de soro (Bahia e Sao Paulo)
foram classificadas como sorologicamente positivas. Nenhuma amostra apresentou

titulagéo abaixo de 2°(1:8) (Figra1).

vabela 1 — Porcentagem de amostras positivas e negativas no teste de HI realizado com hemacias (He) de
galinhas (Ga}, peru (Pe) & avesiruz {Avz).

Soro inativade com He

He de Ga de Ga He de Pe He de Avz
BA Sp BA SP BA SsP BA SP
Resultados 0 o ° o o
bocitaosy 15,7%(20) 34,5%(20) 78,7%(100) 91,1%(53) 83.7%(119) 96.7%(57) 100%(127) 100%(58)
if;;‘ﬁavdfss 84,3%(107) 65,5%(38) 21,3%(27) 8.9%(5)  6,3%(8)  36%(1)  0%O0)  0%(0)

BA sP BA spP BA 5P BA sp
He de Ga Sore inativade | He de Peru  |He de Avestruz
com He de Ga

Figura 1 — Porcentagem de resultados negativos das analises realizadas com hemacias de
diferentes espécies
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Com heméacias de galinhas, observou-se nas amostras da Bahia que 59,0% (75)

nao apresentaram nenhuma titulag@o para o VDN quando utilizamos o Hi; 8,4% (12)

apresentam titulagao de 2'(1:2); 15,7% (20) das amostras com titulos de 2%(1:4);

12,6% (16) apresentaram titulacdio de 2°(1:8); 1,6% {(2) com titulos de 2(1:16) e

1,6%(2) com titulos de 2°(1:32) (Figura 2).

Nas amosiras de Sao Paulo, 44,8% (26) nao apresentaram titulagdo; 5,2% (3)

com fitulagao de 2'; 15,5% (9) com titulagao de 2% 15,5% (9) apresentando fitulos

de 2°%; 5,2% (3) com titulos de 2* 6,7% (4) com titulos de 2° e 6,7% (4) com titulos

de 27(1:128) (Figura 2).
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Figura 2 — Titulagdo das amostras com hemacias de galinha como revelador da prova

soroldgica de Inibigéo da Hemaglutinagdo.
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Com a utilizagdo do soro inativado com hemacias de galinhas, 3,2% {4) das
amostras da Bahia apresentaram titulaggo de 2'; 18,1% (23) com titulos de 2%
46,5% (59) na dituicao de 2% 25,2% (32) com titulos de 2* 6,3% (8) a 2° e 0,8% (1)
das amostras com titulos de 25(1:64). As amostras de S3o Paulo apresentaram
8,6% (5) das amostras com titulos a 2% 34,5% (20) com titulos de 2% 32.7% (19)
apresentando titulos de 2*; 15,5% (9) em 2% 1,7% (1) com titulos de 2°%; 5,2% (3)
com titulos a 2” e uma amostra ou 1,7% apreseniando fitulagdo na diluigdo de

2'%(1:1024) (Figura 3).

Soro inativado ¢/ He Ga BA f Soro inativado c/ He Ga SP

Figura 3 - Titulagdo das amostras com soro inativado com hemacias de galinha.

Os resultados obtidos no Hi com hemacias de peru, nas amostras da Bahia
foram: 1,6% (2) que nao apresentaram titulaggo; 0,8% (1) de 2'; 3,9% (5) com
titulag@io a 2% 20,5% (26) a 2% 24,4% (31) a 2%, 21,3% (27) com titulagao de 2°

13,4% (17) apresentando titulos de 2% 7,9% (10) com titulos de 27; 4,7% (6) a 2% e
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1,6 % (2) das amostras com titulos de 2'°. As amostras de S&o Paulo apresentaram
1,7% (1) com titulos de 2% 3,4% (2) a 2* 27,6% (16) com titulos de 2% 32,6% (19)
das amostras com titulos de 2% 19% (11) apresentando titulos de 27; 1,7% (1) a

2°(1:256); 10,3% (6) a 2%(1:512) e 3,4% (2) com titulos a 2'° (Figura 4).

ILE He Peru BA [ He Peru SP

Figura 4 — Titulag8o das amostras utilizando hemacias de peru como revelador da prova
soroldgica de Inibigdo da Hemaglutinacao.

Quando se utilizou hemacias de avestruz, as amostras da Bahia apresentaram
3,1% (4) com titulos de 2% 37,8% (48) a 2% 48% (61) apresentando titulos de 2° e
11% (14) das amostras com titulos de 2°. Nas amostras de Sao Paulo, 20,7% (12)
apresentaram titulos na diluicao de 2% 46,5 % (27), titulos a 2% 15.5% (9) com
titulos a 2% 8,6% (5) com titulos a 2% 2 5% (3) apresentando titulos numa diluicio

de 27 1,7% (1) com titulos a 2° e 1,7% (1) com titulos a 2'° (Figura 5).
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Figura 5 — Titulaggo das amostras usando hemacias de avestruz como revelador da prova
sorolégica de Inibigdo da Hemaglutinagéo.

Tabela 2 — Comparagao das titulagGes apresentadas pelas amostras na utilizacio de hemacias de
diferentes espécies como revelador da prova de Inibigdo da Hemaglutinagio.

He Galinha (%) S°’;;“g;";§f)° cf| He A(‘:zft’“z He Peru (%)
BA SP BA _SP__ _BA SP BA SP
muls;’gao 59 448 O 0 0 0 16 0
1:2 94 52 32 0 0 0 08 0
1:4 157 155 181 86 0 0 38 17
8 126 155 465 345 31 207 205 0O
1116 16 52 252 327 378 465 244 34
32 16 87 63 155 48 155 213 276
1:64 0 67 08 17 11 88 134 326
11128 0 0 0 5,2 0 25 79 19
1:256 0 0 0 0 0 17 47 17
13512 0 0 0 0 0 0 0 103
11024 0 0 0 1,7 0 17 16 34
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Ao comparar os resuitados da utilizagho de hemécias de galinhas na revelacao
da prova de inibigo da Hemaglutinag@o com a utilizag@o do soro teste pré inativado
com hemacias de galinhas, cbserva-se a concordancia em 37,84% dos resultados:
21,1% (39) se mostraram positivas nos dois casos — 15% (19) das amostras da
Bahia ¢ 34,5% (20) das amostras de S&o Paulo, enquanto, 16,8% (31) das
amostras foram negativas — 20,5% (26) das amostras da Bahia, 8,6% (5) das

amostras de Sao Paulo (Figura 6).

70% -

80% -

50%

40% -

30%

21,10%

_

Resuitados nio Amostras Positivas Amostras Negativas
concordantes

20% -

- 16,80%

10%

0%

Figura 6 - Porcentagem dos resultados concardantes entre a utilizagéo de hemacias de
gailinhas e sorp teste inativado.

A menor concordancia foi observada quando se comparou a utilizagdo de
hemacias de galinhas com hemacias de avestruz, verificando somente 20,6% (40)
das amostras com resultados concordantes, e todos esses positivos — 15,7% (20)
das amostras da Bahia e 34,5% (20) das amostras de Sdo Paulo. N&o houve

resultados negativos quando comparamos os dois testes (Figura 7).
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Figura 7 — Porcentagem dos resultados concordantes entre a utilizagdo de hemacias de
galinhas e hemacias de avesiruz.

Na comparagéo de hemacias de galinhas com hemacias de peru 26,5% (49) das
amosiras apresentaram o mesmo resultado, sendo 21,8% (40) positivos — 15,7%
(20) das amostras da Bahia e 34,5% (20) das amostras de Sdo Paulo — e 4,86% (9)

negativos - 6,3% (8) da Bahia e 1,72% (1) de S&o Paulo (Figura 8).

73,52% .
60% J— e e S ——
50% -
A% 4+ ]
30% +—
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20%. / ’
- / % Bl
0% % , | V2222
Resultados nio Amostras Positivas Amostras Negativas
concordantes

Figura 8 — Porcentagem dos resultados concordantes entre a utifizagdo de hemacias de
galinhas e hemacias de peru.
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Ha uma boa concordancia entre os resultados obtidos quando se compara a
utilizagdo do soro teste pré-inativado com hemacias de galinhas e hemacias de
peru. 82,2% (152) das amostras coincidiram seus resultados quando comparados:
80% (148) apresentaram-se positivas — 74,8% (95) da Bahia e 91,4% (53) de Séao
Paulo — e 2,1% (4) de amostras negativas — 2,36% (3) da Bahia e 1,72% (1) de Sé&o
Paulo (Figura 8). Boa concordancia também foi encontrada quando comparado a
utilizacdo do soro inativado com a utilizagio de heméacias de avestruz. O percentuat
de concordancia foi praticamente o mesmo — 82,7% (153) de amostras
apresemaram o mesmo resultado, sendo todas positivas — 78,74% (100) da Bahia e
91,38% (53) de Sao Paulo. Nao foram encontrados resuliados negativos comum

aos dois tratamentos (Figura 10).
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Figura 9 - Porcentagem dos resultados concordantes entre a ulilizagéio do soro ieste
inativado e hemacias de peru.
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Figura 10 — Porcentagem dos resultados concordantes entre a utifizagdo do soro teste
inativado e hemacias de avestruz.

O resultado de maior concordancia foi obtido quando se comparou a utilizagso

de hemacias de peru com hemdécias de avestruz. 95,1% (176) das amostras

mostraram resuitados positivos quando comparado os dois testes — 93,7% (119) da

Bahia e 98,3% (57) de S&o Paulo. Nao houve resuitados negativos.

100% 95,10%
0% - % = —
ooy, I — .. - - ——
70% /
80% - - S / —.
s0% |- _ I / S
20% +—
30% —
20%
Resuitados nic Amostras Positivas Amostras Negativas
concordantes

Figura 11 - Porcentagem dos resultados concordantes entre a utilizagSo de hemacias de

peru e hemacias de avestruz.
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7. DISCUSSAQ

A utilizagdo de hemacias de galinhas, como preconiza a técnica, levou a
obtengéo de resultados incompativeis quando comparado com hemacias de outras
espécies. O uso de hemacias da mesma espécie como revelador da prova de
inibigdo da hemaglutinagdo & uma recomendagio feita por diversos autores
(YUSOFF e TAN, 2001; BEARD e WILKES, 1885), sendo indicado, devido a
presenca de hemagiutininas inespecificas no soro de avestruz resultando em falsos
negativos (GRIMES, 2002), confirmado quando se utilizou a pré-adsorcao do soro
teste com hemacias de galinhas, que elevou o numero de animais positivos de
15,7% para 78,7% no Estado da Bahia e de 34,5% para 91,1% no Estado de Sao

Paulo.

Para evitar resultados falsos negativos recomenda-se o uso de hemacias da
propria espécie. No entanto, em relacgdo & avestruzes, existe a dificuldade de serem
mantidos em locais de facil acesso aos laboratérios. Como aiternativa, a utilizacao
de hemacias de peru apresenta uma boa sensibilidade e reprodutibilidade
(MURPHY, 2003). No ensaio comparando-se os resultados entre hemacia de perue
de avestruz apresentou uma excelente concordancia e viabilizaria a execucao da
técnica em laboratérios, especiaimente aqueles distantes de &reas com criatérios de

avestruzes.

Outra boa correlagdo tambem foi encontrada quando se compara a utjlizacdo de

hemdcias de avestruz com a utilizacdo da amostra teste pré-incubada com
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hemacias de galinhas. Apesar da reprodutibilidade de apenas 82,7% quando
comparada com 95,1% dquando se utiliza hemdacias de peru, essa seria uma
alternativa, quando a coleta de sangue de peru também fosse uma possibilidade

complicada.

Além da interferéncia do tipo (espécie) das hemacias, outros fatores parecem
interferir na reprodutibitidade da Inibicdo da Hemaglutinagéio, como erros na
diluigao, titulagdo e antigeno utilizado. Alexander e Manvell (2002), avaliaram a
capacidade de identificagio do antigeno de Paramyxovirus aviarios e
reprodutibilidade do teste HI para diagndstico da Doenga de Newcastle em
faboratérios europeus e verificaram grande discrepancia nos resultados obtidos

pelos 35 laboratdrios analisados.

Apesar da Hi ser considerada uma técnica de facil execugdio e custo
relativamente baixo, sua associagdo com outros testes que apresentem maiores
especificidade e sensibilidade garante confiabilidade dos resuitados. Koch e Van
Roozelaar (1894) analisaram 147 amostras de soro de avestruzes para anticorpos
contra ¢ virus da Doenga de Newcastle, por soroneutralizagdo e teste HI,
verificando que o nimero de amostras negativas no teste Hi foi 4o baixo que
impossibilitou a estimativa da sensibilidade e especificidade, e que algumas
amostras com indices de neutralizagao relativamente altos eram negativas no teste
HI, sugerindo que os animais negativos no HI provenientes de um lote onde alguns
animais foram positivos s6 deveriam ser removidas, comercializadas ou exportadas

se permanecessem negativas duas a trés semanas apds terem sido isoladas dos

animais positivos.



Soroprevaiéncia da Doenga de Newcastie

Os percentuais de positividade variou com o tipo de hemdcia utilizada.
Atentando ao fato de que no Brasil a vacinagdo contra a Doenga de Newcastle &
facultativa para avestruzes (LN. nimero 2, PNSA, MAPA, 2002) e que, os
proprietarios das aves cujas amostras foram testadas neste ensaio afirmaram nao
terem aplicado quaisquer vacinas em seus animais, supde-se que os anticorpos
detectados sejam decorrentes de contato com amostras de campo, ou de resposta
a amostras oriundas de vacinas empregadas para proteger galinhas, criadas na
mesma propriedade ou em propriedades vizinhas, dado bastante comum ja que
existe a possibilidade de galinhas servirern como reservatéric da Doenga de
Newcastle em avestruzes (LEY et al., 2000; HUCHZERMEYER, 1897). Apesar da
recomendagao de isolamento das avestruzes, essa condigio de promiscuidade

entre as duas espécies é bastante comum.

A presenga de anticorpos contra o virus da Doenca de Newcastle em
avestruzes n&o vacinadas na Suécia e Holanda, também foi observada por Koch et
al, 1998. Comparando resultados obtidos na soroneutralizagédo, inibicao da
hemagiutinagao e no b-ELISA, esses autores obtiveram, respectivamente, 66,35%,
61,6% e 57,8% de amostras positivas, ressaltando a ocorréncia de reagies
inespecificas no HI, levando a resultados falsos negativos e ao ganho na

sensibilidade do teste como efeito da inativacao de hemaglutininas inespecificas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Ley et al (2000), que

analisando amostras de avestruzes observaram mais de 57% (93/211) de amostras
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positivas na Inibicdo da Hemaglutinagao para Doenca de Newcastle. Huchzermeyer
(1997) enfatizou que avestruzes geralmente sio mais resistentes a Loenca de
Newcastle, com menor mortalidade e a apresenta¢do dos sinais clinicos esta

relacionada 2 idade dos animais e & via de infecgio.
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8. CONCLUSOES

A utilizagdo de hemacias de galinhas como revelador do teste de Inibicao da
Hemaglutinagio para o diagndstico da Doenga de Newcastle em avestruzes,
como preconizado pelo padrdo da técnica, leva a um niimero muito elevado de

resultados negativos.

Para que haja uma maior correspondéncia entre o real resultado é fazer uso da

hemacia especifica da espécie que esta sendo testada.

Outras boas opgdes, que apresentaram concordéncia nos resultados, é a
utilizagdo de hemacias de perus ou a inativagio de fatores hemaglutinantes
inespecificos existente nos soros de avestruzes através de uma pré-adsorgao

com hemacias de galinhas.

Ambos os Estados analisados apresentaram uma elevada incidéncia de animais
sorologicamente positivos para a Doenca de Newcastle, medidas de controle e
prevengao devem ser adotadas para que a estrutiocultura ndo venha a ser um

impasse para o desenvolvimento da avicultura nacional.
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