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ESTUDO DE PARAMETROS CLINICOS E IMUNITARIOS DA VACINACAO CONTRA
A DOENCA DE NEWCASTLE E SUA IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA EM
PERIQUITOS-AUSTRALIANOS (Melopsittacus undulatus)

RESUMO - Foram avaliados parametros clinicos, imunitarios e epidemiol6gicos
da vacinagao contra a Doenca de Newcastle em periquitos-australianos (Melopsittacus
undulatus) através de dois experimentos. Foram utilizadas amostras vacinais Ulster 2C,
B1 e La Sota do VDN. No experimento 1, foram utilizados 72 periquitos australianos
com cinco meses de idade, distribuidos em 4 tratamentos de 18 animais cada, num total
de trés repeticbes, submetidos a diferentes esquemas imunoprofilaticos. A resposta
imune foi avaliada pelo teste de HI, com posterior desafio frente a estirpe patogénica do
VDN, aos 11 meses de vida das aves. Em todos os grupos, coletou-se suabes cloacais
para pesquisa de RNA viral através da reacao de cadeia de polimerase p6s Transcricao
Reversa (RT-PCR). Independente do grupo experimental, sinais clinicos da reacao
vacinal ndo foram observados. Os resultados dos titulos de anticorpos (HI) mostraram
que os programas imunoprofilaticos ensaiados foram igualmente eficientes no estimulo
da resposta imune humoral. Os periquitos-australianos desafiados mostraram-se
refratarios a enfermidade clinica com o VDN. Entretanto, ficou caracterizado o estado
de portador de VDN nesta espécie decorridos até 19 dias da infecgdo experimental com
este patdégeno. No experimento 2, foram utilizadas aves SPF conviventes com
periquitos-australianos inoculados com uma estirpe patogénica do VDN. Observou-se a
transmissao de virus patogénico (VDN) dos periquitos-australianos para as aves SPF
conviventes decorridos até 19 dias da infeccdo experimental com este patégeno, o que
vem realcar a importancia do periquito-australiano como fonte potencial de infeccao de
VDN para aves domésticas.

Palavras-Chave: doenca de Newcastle, estado de portador, Melopsittacus undulatus,

periquitos-australianos, reacao de inibicdo da hemaglutinagédo (HI) e vacinacao



Xviil

STUDY OF CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL PARAMETERS OF NEWCASTLE
DISEASE VACCINATION AND ITS RELEVANCE IN THE EPIDEMIOLOGY IN
BUDGERIGARS (Melopsittacus undulatus)

SUMMARY - The clinical, epidemiological, immunological and parameters of
vaccination against Newcastle disease in budgerigars (Melopsittacus undulatus) were
investigated using 2 experiments. Ulster 2C, B1 and LaSota vaccines strains of the
Newcastle disease virus (NDV) were used. In experiment 1, 72 budgerigars were used,
and divided into 4 different groups with 18 birds per group. They were submitted to
different vaccination programs. The immunological responses in these birds were
measured by HI test. These birds were also challenged with a pathogenic VDN strain at
11 months of age. In all the groups, cloacal swabs were collected for RT-PCR.
Independent of the group, clinical signs of reaction to the vaccine were not observed.
The antibody titers (HI) results showed that the immune vaccine programs adopted were
equally efficient in stimulating protective levels of humoral immune responses.
Challenged budgerigars were refractory to the NDV clinical disease. However, a NDV
carrier state was shown in this species until 19 days after experimental infection. In
experiment 2, SPF chickens were housed with budgerigars which were previously
inoculated with a pathogenic NDV strain. Therefore, the pathogenic virus (NDV) was
transmitted from the budgerigars to SPF birds up to 19 days after challenge, showing

the importance of the budgerigars as source of dissemination of NDV to domestic birds.

Keywords: Melopsittacus undulatus, budgerigars, inhibition of hemaglutination test (HlI),
NDV state of carrier, Newcastle disease, vaccination



1. INTRODUCAO'

O Periquito-australiano (Melopsittacus undulatus) (SHAW, 1805) pertence a
ordem dos Psittaciformes, familia Psittacidae, subfamilia Psittacinae e ao género
Melopsittacus, sendo o Unico representante da espécie (FORSHAW, 1977). A classe
das aves contém cerca de 9.600 espécies distribuidas em 28 ordens atuais e poucas
de ordens fosseis. Pouquissimas aves ainda nao foram descobertas (SICK, 1997;
HICKMAN, 2001).

O periquito-australiano € uma ave que mede aproximadamente 18 cm de
comprimento e 35 gramas de peso, originaria da Australia, difundida mundialmente
como ave de estimagdo. Ha muitas coloragdes diferentes de plumagem devido a
mutacdes, sendo a plumagem de adulto adquirida entre trés e seis meses de idade.
Tem como dimorfismo sexual caracteristico a coloracao da cera, que € azul em machos
e rosa nas fémeas. Atinge a maturidade reprodutiva em torno dos seis meses de idade
(FORSHAW, 1977; HARPER & LOWE, 1998).

Sao suscetiveis a infecgdo com o virus da doenga de Newcastle (VDN)
(ERICKSON, 1977). Ademais, por serem animais déceis, curiosos e faceis de adestrar
e reproduzir, € muito comum sua criagdo em cativeiro nas residéncias, podendo, com
isso, tornar-se um meio de transmissdo do VDN a outras espécies domésticas.

Atualmente, a literatura existente apresenta-se bastante escassa quanto ao
controle imunitario e epidemiolégico do periquito-australiano com relagdo ao VDN.
Adicionalmente, AWAN et al. (1994) apontaram aves silvestres como importantes
fontes de disseminag¢ao do VDN.

Assim sendo, este trabalho tem como objetivo esclarecer melhor o controle

imunoprofildtico do VDN em periquitos-australianos, como também melhor

! Projeto de pesquisa aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA — FCAV — Unesp,
campus Jaboticabal) protocolo n°007606-08 (07/05/2008).



compreender o papel exercido por esta espécie no plano epidemiolégico com

repercussao na area de sanidade animal.



2. REVISAO DE LITERATURA

A doenca de Newcastle (DN), também conhecida como pseudopeste aviéria,
desordem neuro-respiratéria e, internacionalmente como Newcastle disease, faz parte
da lista das enfermidades emergenciais do codigo zoosanitario internacional
“Organizacao Mundial de Saude Animal- OIE”, sendo seus focos de notificagcao
compulséria (OIE, 2009).

Tal enfermidade tem sido, e € até hoje, um dos problemas sanitarios mais
importantes da avicultura industrial, em face dos elevados prejuizos que ocasiona
(PAULILLO, 1980; 1984; 1989; PAULILLO et al., 2002; DORETTO JUNIOR, 1997;
PAULILLO & DORETTO JUNIOR, 2009).

Na atualidade, a DN é definida como uma infecg¢ao viral de aves causada por um
virus do sorotipo Paramyxovirus aviario tipo 1 (APMV -1), pertencente a Familia
Paramyxoviridae, Subfamilia Paramyxovirinae, Género Avulavirus (ICTV, 2009), que
rene o0s 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) Mudltiplos
aminoacidos basicos tém sido demonstrados no virus (diretamente ou por dedugéo) na
posicao terminal “C” da proteina F2 e fenilalanina na posi¢cdo 117 da posi¢cao terminal
“N” da proteina F1. O termo multiplos aminoacidos basicos refere-se aos trés ultimos
residuos de arginina ou lisina entre os as posi¢cdes 113 e 116 do genoma viral. (OIE,
2009).

O VDN possui morfologia esférica, podendo as vezes apresentar-se ligeiramente
pleomorfico, com cerca de 150 a 200 nm de didmetro e um nucleocapsideo de 12a 17
nm de didmetro. O nucleocapsideo € revestido por um envoltério constituido por dupla
camada lipidica, das quais emergem projecbes de origem viral, com atividades
especificas de dois tipos: HN e F. A glicoproteina HN compreende as enzimas
hemaglutinina e neuraminidase e a glicoproteina F a funcdo de adesdo da particula
viral 2 membrana celular do hospedeiro. A hemaglutinina confere ao VDN a capacidade



de aglutinar eritrécitos, enquanto a neuraminidase atua promovendo a gradual eluicao
das particulas virais aglutinadas, atividade essas importantes na patogenia da doenca.
Os anticorpos dirigidos contra a glicoproteina HN do virion inibem a heaglutinagdo do
virus a superficie da hemacia e o titulo de tais anticorpos é utilizado na mensuragéo da
imunidade humoral, passiveis de serem quantificados 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; ALEXANDER, 1997; MILLAR et al., 1998).

O genoma viral codifica duas glicoproteinas estruturais de superficies (HN e F),
além de outras quatro proteinas, ou seja, 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
proteina F, conforme anteriormente citado € a responsavel pela fusdo do envoltério
viral a receptores da membrana plasmatica da célula hospedeira e sua consequente
penetracdo. Tal atividade sé é possivel pela clivagem do precurssor F,, por meio de
uma enzima do hospedeiro, em dois polipeptidios ligados, F1 e Fo (MERZ et al., 1981).
As F, das amostras virulentas de VDN sao clivadas em uma grande variedade de
células do hospedeiro, enquanto aquelas das amostras ndo virulentas sdo clivadas
somente em limitados tipos celulares. A capacidade de replicacdo das amostras
virulentas em diversos grupos celulares torna o VDN capaz de disseminar
extensivamente através de uma gama enorme de hospedeiros (TOYODA et al., 1987;
JESTIN, V. E JESTIN, A., 1991; SEAL et al.,1995; SEAL et al.,1996; KANT et al., 1997;
OBERDORFER e WERNER, 1998; ALDOUS e ALEXANDER, 2001; CAVANAGH,
2001). Portanto, a viruléncia dos APMV-1 esta associada diretamente ao sitio de
clivagem da proteina F, , ponto este responsavel pela patogenicidade da estirpe viral
(CREELAN et al., 2002).

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 neurotrépico, mesogénico, lentogénico ou vacinal e entérico
assintomatico (BEARD & HANSON, 1984).



Além das aves, o VDN pode infectar diversas espécies de répteis e mamiferos,
entre os quais 0 homem (DORETTO JUNIOR & PAULILLO, 2007)

A DN apresenta distribuicdo mundial, com uma ampla variacdo de hospedeiros
onde 27 ordens de aves existentes, inclusive aves silvestres criadas em cativeiro, tém
sido reportadas, natural ou experimentalmente, como infectadas por seu agente
etiolégico (KALETA & BALDAUF, 1988; SPRADBROW, 1988). LUTHGEN (1981)
relatou uma alta incidéncia de portadores do VDN em aves silvestres, onde o virion foi
isolado de 117 espécies, abrangendo 18 das 26 classes de aves existentes.

A ocorréncia de um surto da DN, além de acarretar elevadas perdas econémicas
ao pais, constituir-se-4 em um grande obstaculo a exportacdo de produtos avicolas
para outros mercados consumidores, uma vez que programas profilaticos concernentes
a DN estdo enquadrados nos sistemas de biosseguridade, em nivel mundial, sendo
estabelecidas barreiras sanitarias para exportacdo e importacdo entre os paises
(PAULILLO & DORETTO JUNIOR, 2009).

A proposito, um surto da DN em aves ornamentais, devido a uma estirpe
velogénica viscerotropica, do VDN, na Califérnia, Estados Unidos da América, em
1998, resultou em proibicdo das exportacdes de carne de frango para Russia, Japao,
Estdnia, Marrocos, Nova Zelandia e Roménia. A barreira sanitaria persistiu até a
erradicacdo total da estirpe patogénica, ndo havendo sua difusdo para aves de
exploracao comercial, consoante informes de BOCKMA (1998).

Outro surto da DN em frangos de corte, em Nova Gales do Sul, Austrélia, em
abril de 1999, acarretou o cancelamento das exportagcdes de todos os produtos
avicolas deste pais para a China (KING, 1999).

O controle da DN é frequentemente realizado, em aves reprodutoras, frangos de
corte e poedeiras comerciais, mediante vacinagao e principios de manejo que evitem a
disseminagéao do virus e eliminem a infec¢do de uma regido apds um surto. Porém, tais
medidas nem sempre sao 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



exobticas em algumas partes do mundo, devido ao relaxamento da politica de controle
sanitario (PAULILLO & DORETTO JUNIOR, 2009).

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

O VDN possui a capacidade de se difundir por todo 0 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 &
ALEXANDER, 1975; ALEXANDER, 1991; ALEXANDER, 1997). Durante o curso da
infeccao por uma estirpe velogénica, do VDN, a maioria das aves excretam grandes
quantidades de virus nas fezes, que se constituem no principal meio de disseminagéao
do VDN de ave para ave (NISHIZAWA et al., 2007).

A histéria da DN é marcada por trés grandes panzootias, a primeira se iniciou na
Inglaterra, com a 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, no entanto, na Asia e Oriente Médio, a DN se difundiu de 1926
a 1942 e, ainda, para o resto da Europa, Africa e América, a difusdo da forma asiatica
(velogénica viscerotropica) da doenca ou da forma de DOYLE (velogénica
viscerotropica) parece ter ocorrido um pouco mais tarde, entre 1940 e 1950.

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

A terceira panzootia emergiu inicialmente do Oriente Médio, em 1970, onde foi
relatada principalmente como uma doenga neurotrépica em pombos, causada por uma
amostra de VDN distinguivel das outras amostras por anticorpos monoclonais e
chamada de “pigeon type” (PPMV -1). A principal forma de difusao deu-se através da
exposicao, competicdo e comercializagao de pombos e a sua presenca foi confirmada
em mais de vinte paises, incluindo aqueles da Europa, do Canada, dos EUA, de Hong



Kong e do Sudado. Em alguns paises, a doenca acometeu outras aves silvestres,
inclusive a avicultura comercial (McNULTY et al., 1988). Na Inglaterra, em 1984, essa
amostra viral foi responsavel por vinte surtos da doenga em frangos de corte como
resultado da contaminacdo da ragédo por fezes de pombos infectados que viviam nas
fabricas de racdo (ALEXANDER, 1988).

No que diz respeito ao periquito-australiano, um estudo realizado por
ERICKSON et al. (1977), ao qual periquitos-australianos foram expostos ao VDN
velogénico viscerotrépico, demonstrou que estes animais desenvolveram sinais clinicos
sugestivos da DN.

O histoérico do problema no Brasil comecou com o aparecimento do primeiro
surto da doenca de Newcastle em Belém e Macapa, territério do Amapéa, em 1953, e a
sua introdugdo 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).

Ap6s o primeiro impacto na década de 50, a DN, embora endémica, foi
observada apenas esporadicamente, acometendo plantéis de pequena expressao
econdmica, controlando-se rapidamente os focos, através de vacinacdo e medidas
profilaticas complementares (SILVA, 1961).

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

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

No periodo de 1995 a 1999 foram notificados 17 focos da DN acometendo 582
aves. O baixo numero de aves notificadas por foco indica 0 comprometimento apenas
de aves de criacbes domésticas, ou seja, apés o ano de 1995 ndo foram notificados
focos da DN em criagdes comerciais no Brasil.

No ano de 1997, o episddio do isolamento do VDN em avestruzes importadas
nos Estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Bahia, nao foi considerado foco da doenca.



Da mesma forma, em 1999, no Estado do Parand foi isolado VDN de aves exéticas
importadas, principalmente psitacideos e palmipedes, contudo, também nao foi
considerado um foco nacional, por se tratar de aves importadas. Em ambas as
ocorréncias, todas as aves importadas e os contatos foram sacrificados e destruidos
para evitar a disseminacédo do VDN (DORETTO JUNIOR, 2003).

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

Da mesma forma, no ano de 2001, foi notificado um foco da DN na regidao norte
de Goias, sendo que este estava restrito a uma regido de assentamento rural,
envolvendo tdo somente aves de fundo de quintal. As acbes da Defesa Sanitaria
Animal foram implantadas, culminando com o sacrificio das aves para impedir a difusao
do VDN (DORETTO JUNIOR, 2003).

Em maio de 2006 foi detectado um foco da DN em aves de fundo de quintal na
cidade de Vale Real (RS), localizada a 90 km de Porto Alegre (OIE, 2009; MAPA,
2009). A propriedade nao atende frigorificos e nem faz parte da cadeia produtiva do
setor industrial. Segundo o Departamento de Saude Animal (DSA), o diagndstico
virolégico foi confirmado no dia 4 de julho pelo Laboratério Nacional Agropecuario
(LANAGRO) de Campinas (SP). Foi estabelecida uma zona de prote¢cdo, num raio de 3
km ao redor do foco, e zona de vigilancia, num raio de 10 km. Todas as medidas
sanitarias previstas no Plano Nacional de Contingéncia a influenza aviaria e a DN
foram adotadas, incluindo acdes de restricdo de transito de animais e produtos de risco
(MAPA, 2009).

O MAPA divulgou no dia 15 de agosto de 2006 a ocorréncia de infeccao pelo
VDN em patos numa propriedade localizada proximo ao parque industrial de Manaus



(AM). O caso foi identificado durante atividades de monitoramento para influenza
aviaria e DN em propriedades com populagées avicolas de subsisténcia, localizadas no
raio de 10 km ao redor de sitios de invernada de aves migratérias. Foram
diagnosticados nove patos e seis galinhas positivas. Apos a confirmacgéo laboratorial,
todas as medidas previstas no Plano Nacional de Contingéncia foram adotadas,
incluindo agdes de restricdo de transito de animais e produtos de risco. A Ultima
movimentacdo de aves ocorreu no dia 11 de julho de 2006. Todas as aves da
propriedade foram sacrificadas (MAPA, 2009).

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

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, migratérias, silvestres, semi-
silvestres, exéticas e outras espécies domésticas envolvidas na perpetuacao do VDN
no ambiente constituem ainda um campo de estudo pouco explorado em nosso meio.

LIMA (2005) demonstrou experimentalmente que galinhas d’angola (Numida
meleagris galeata) nao manifestaram sinais clinicos quando desafiadas com uma
amostra patogénica do VDN. Contudo, infectaram-se e permaneceram no estado de
portador decorridos 30 dias da infeccdo experimental com este patdégeno. Situacao
semelhante foi demonstrada em outras espécies domésticas, tais como perdizes
(PAULILLO et al., 1999), patos (FRANZO et al., 2004), codornas (LIMA et al., 2004a,
2004b) e em aves silvestres e migratérias (ALEXANDER et al., 1997).

Nesse contexto, para a espécie Melopsittacus undulatus, que é a ave de
estimagdo que mais se cria no mundo (VINER, 2000), ndo ha nenhum esquema
imunoprofilatico proposto para a DN para estas aves.

Espécies de aves silvestres/semisilvestres, em criagbes comerciais, sao
submetidas a programas de imunoprofilaxia, fundamentadas inimeras vezes, por

conhecimentos oriundos de investigacbes com espécies aviarias estritamente
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domésticas, 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 em periquitos-australianos.

Aves silvestres, semisilvestres, exéticas e domésticas podem albergar agentes
infecciosos sem manifestagao clinica, podendo atuar como fonte de infec¢do. Ademais,
em linhas gerais, podem atuar como portadores de varios agentes virais, tornando
possivel o surgimento de novas amostras patogénicas e sua disseminagao entre aves
domésticas e comerciais.

Portanto, em face da literatura compulsada, este estudo teve como objetivo
principal ampliar o conhecimento no campo da imunoprofilaxia contra a DN em
periquitos-australianos e na perpetuacdo do VDN nessa espécie animal, para
estabelecer com melhor exatiddo as relagbes dentro do sistema virus-hospedeiro-

ambiente envolvidos nessa enfermidade.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Estudar comparativamente os aspectos clinicos e imunitarios da vacinagao
experimental contra a DN em periquitos-australianos submetidos as estirpes
vacinais Ulster 2C, B1 e LaSota do VDN, investigando também, o seu eventual
estado de portador do VDN.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1 Experimento 1

1. Registrar sinais clinicos de reacao vacinal as estirpes vacinais Ulster 2C,
B1 e LaSota administradas em periquitos-australianos, em diferentes programas
imunoprofilaticos contra a DN;

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

3. Pesquisar o estado de portador de VDN em periquitos-australianos;

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

australianos.

3.2.2 Experimento 2

1. Esclarecer a importancia epidemiolégica do estado de portador de VDN em
periquitos-australianos;
2. Pesquisar a duracdo do estado de portador de VDN em periquitos-

australianos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. EXPERIMENTO 1

4.1.1. Instalacoes

As aves foram alojadas no Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias Unesp, Campus de Jaboticabal (DPVE-FCAV-
Unesp), Campus de Jaboticabal — UNESP, mantidas em gaiolas de arame galvanizado

, contendo bebedouro, comedouro e um recipiente para banho (Figura 1).

4.1.2. Aves experimentais, manejo e nutricao

Foram utilizados 72 periquitos-australianos machos e fémeas com 5 meses de
idade.

Os periquitos-australianos foram distribuidos, aleatoriamente, em 4 tratamentos
(grupos) e trés repeticbes com 6 aves por parcela. O mesmo critério foi adotado para
0s periquitos-australianos controle, que desde o inicio de sua criagdo constituiram um
grupo a parte, para evitar a influéncia de um tratamento vacinal sobre o outro, todavia,
mantido em condi¢ges de manejo idéntico ao utilizado para os demais grupos.

A alimentacdo foi a base de mistura de sementes, suplemento vitaminico,

verduras e minerais.
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Figura 1. Periquitos-australianos em gaiola experimental.
4.1.3. Vacinas e vacinacao

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

Foram utilizadas vacinas (liofilizadas) preparadas com as estirpes vacinais Ulster
2C, B1 e LaSota do VDN. O titulo dessas vacinas foi obtido, mediante determinacao
de sua dose infectante 50% (EIDso) em ovos embrionados de galinhas SPF, com oito a
10 dias de incubacéo.

Para tanto, prepararam-se diluicdes de 1 x 10" a 1 x 107° do virus em solugéo
salina tamponada (PBS) em pH 7,2, as quais foram mantidas em banho de gelo até o
momento da inoculagcdo. Presumindo-se o titulo do virus, cuja EIDsy se procurou
determinar, selecionaram-se quatro diluicdes préximas a esse titulo (1 x 10°, 1 x 10°°, 1
x 10% e 1 x 10°. A inoculagdo foi realizada na cavidade alantéide de ovos
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embrionados SPF com oito a 10 dias de incubag¢ao. Com auxilio de uma seringa de 1
mL, injetou-se 0,1 mL de cada diluigdo do indéculo em cada um de sete ovos utilizados
por diluicdo. Apds a inoculagédo, esses ovos foram observados diariamente. Os que
apareciam mortos antes das 24 horas de incubagdo eram desprezados. Para todas as
estirpes vacinais deste ensaio, anotaram-se os embrides mortos nos dias
subseqlentes, até o sétimo dia, quando entao se efetuava a pesquisa de hemaglutinina
viral, mediante o emprego do teste de hemaglutinacdo (HA) e o calculo da ElIDsy. A
determinacao da EIDs, das estirpes vacinais em estudo foi, respectivamente, segundo
o método de REED & MUENCH (1938):

EIDso (Ulster 2C) = 10”'%/0,1 mL

EIDso (B1) = 1072%0,1 mL

EIDs, (LaSota) = 107%/0,1 mL

A vacinacgao, via ocular, foi realizada a partir da diluicao das vacinas liofilizadas,
utilizando-se agua destilada como diluente, na proporcdo de 30mL/1000 doses
vacinais/1000 aves, correspondente a 0,08mL de dose vacinal ocular, conforme
metodologia utilizada por PAULILLO (1980; 1984 e 1989) e por PAULILLO et al. (1982;
1987; 1996 e 2001).

De acordo com a natureza do experimento, as aves foram separadas,
aleatoriamente em quatro grupos, com trés repeticdes, sendo 6 aves por parcela,
(Tabela 1).
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Tabela 1. Distribuicdo dos periquitos-australianos (Melopsittacus undulatus) em
diferentes grupos experimentais, vacinados contra a doenca de Newcastle
aos cinco meses e revacinados aos sete, oito e meio e dez meses de idade,
por via ocular, com diferentes estirpes vacinais (n=72)

Grupo Vacinagao Revacinacao via ocular (7; 8,5 e 10 meses de
(5 meses de idade) idade)
I Ulster 2C Ulster 2C
Il B1 B1
1] LaSota LaSota
v* Controle | -

*nao recebeu vacina

Os grupos foram observados duas vezes ao dia. Qualquer manifestagao clinica
foi devidamente anotada.

4.1.4. Colheita de sangue

Foram colhidas 264 amostras de sangue, aos cinco, seis, seis e meio, sete, sete
e meio, oito, oito e meio, nove, nove e meio, dez e dez e meio meses de idade. As
amostras de sangue, correspondentes a seis aves/colheita de cada grupo, foram
colhidas pela técnica do corte de unha, segundo KRAUTWALD-JUNGHANNS, (2007),

impregnadas em 1,5 cm? de papel-filtro (Whatmann n0_1), correspondente a um volume
de 75 pL de sangue. Posteriormente, os papéis foram embalados em sacos de papel e
armazenados em temperatura ambiente por 24 horas para a secagem do sangue.
Subdividiu-se o papel-filtro em duas partes iguais e cada parte foi hidratada em
187,5 pL de solucdo salina fosfatada (PBS; NaCl 8,59, Na,HPO4H.O 1,55¢,
NaH.PO4H,O 0,23g, H-O q.s.p.1000 mL, pH 7,2), overnight, a 4 °C. Testes iniciais
demonstraram a obtencéo de 12,5 pyL de soro em cada metade do papel, que ao ser
reconstituido com a solugdo salina, resultava em uma diluigdo 1:16 do soro.

Finalmente, os eluidos (1:16) de papel-filtro eram submetidos aos testes soroldgicos de
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inibicdo da hemaglutinacao (HI) para a pesquisa de anticorpos especificos para o VDN
(FONSECA et al., 2007).

4.1.5. Reacao de inibicao da hemaglutinacao

O antigeno (vivo) usado na reagao de inibicdo da hemaglutinagdo foi a estirpe
lentogénica LaSota do VDN, mantida em laboratério por passagens sucessivas em
liquido alant6ide de embrido de galinha SPF, com oito a 10 dias de desenvolvimento.

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

Com auxilio de pipetador multicanal calibrado (25uL), seguiram-se diluicoes
duplas dos soros em solucao salina tamponada (PBS), pH 7,2. Acrescentaram-se a
cada diluicao do soro 25 uL do antigeno contendo quatro unidades hemaglutinantes
(UHA) e incubou-se o sistema a temperatura de 4°C, durante 20 minutos. Decorrido
este prazo, adicionaram-se 25 pL de suspensdao de hemécias de perus a 0,5%,
padronizada em espectrofotdometro, em comprimento de onda de 545nm, para uma
absorbancia entre 0,3 e 0,33. A seguir, incubou-se novamente o sistema a 4°C, e
procedeu-se a leitura apos a deposicao total de hemacias nos testemunhos (cerca de
45 minutos).

O titulo foi expresso mediante a multiplicagdo do numero de UHA usadas pela
reciproca da maior diluicdo do soro que inibia completamente a hemaglutinagéo e
transformados em logaritmo de base 2.

4.1.6. Desafio

Aos 11 meses de vida dos animais, dois periquitos-australianos de cada
repeticao/tratamento (24 aves no total) foram desafiados com uma estirpe velogénica
viscerotrépica (patogénica para galinhas) do VDN, com tempo médio de morte
embrionaria (TMM) e indice de patogenicidade intracerebral (IPIC), respectivamente,
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de 48 horas e de 1,78, cujo titulo foi obtido mediante determinacdo de sua dose
infectante 50% (EIDsp) em ovos embrionados de galinha de oito a 10 dias de
incubacédo, conforme técnica descrita no item 4.1.3. Duzentos microlitros da suspensao
do virus contendo 10%' EIDsy/0,1mL foram administrados por via éculo-nasal, de
acordo com o que preconiza o “CODE OF FEDERAL REGULATIONS” (1993).

Para controle da patogenicidade da estirpe velogénica, do VDN, foi empregado
um grupo de 5 aves SPF com 30 dias de idade e sem histdrico de vacinagao contra a
DN, comprovado pelo teste de inibicdo da hemaglutinagdo (HI/VDN). Esses animais,
mantidos em condigbes experimentais idénticas aquelas empregadas no desafio dos
periquitos-australianos, também foram inoculados com a estirpe virulenta em apreco.

O desafio foi realizado nas dependéncias do DPVE-FCAV-Unesp. As aves foram
alojadas em isoladores de pressdo negativa, convencionalmente utilizados para
infeccbes experimentais com patégenos aviarios, com ar filtrado, agua e racdo a
vontade.

A resisténcia ao desafio foi expressa em porcentagem de protecdo total e
referiu-se ndo s6 a auséncia de qualquer sinal clinico, como também de mortalidade
nos periquitos-australianos desafiados.

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

com a destruicao dos restos das aves necropsiadas.
4.1.7. Observacao clinica e necroscopia

Apoés o desafio, as aves foram observadas, diariamente, durante 20 dias, para o
registro dos sinais clinicos e da mortalidade. Em todas as aves submetidas e
sucumbidas ao desafio, foram realizados exames necroscopicos.

4.1.8. Reacao de Cadeia de Polimerase pds Transcricao Reversa (RT- PCR)

4.1.8.1. Extracao do RNA viral
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A extracdo do RNA viral foi realizada para pesquisa de material genético do
virus desafiado a partir de um “pool” de amostras de suabes cloacais colhidas dos
periquitos-australianos e aves SPF, decorridos 13 e 19 dias apds a inoculagdo dos
periquitos-australianos, acondicionadas em tampao PBS e armazenadas a temperatura
de -70°C. Para a extracao foi utilizado o kit de extracao NucIeoSpin® RNA Virus, MN,
conforme recomenda o kit do fabricante. No momento da extracdo, as amostras eram
descongeladas as temperaturas de 4° C a 8° C e homogeneizadas em vortex por 15
segundos. Foram utilizados 150uL da amostra para a extragdo a partir do kit do
fabricante.

4.1.8.2.Descricao dos oligonucleotideos iniciadores (“primers”)

Os primers utilizados na presente investigacao foram os descritos por TOYODA
et al. (1989) e utilizados por KANT et al. (1997); OBERDORFER e WERNER (1998);
DEMETRIO (2002) e SOARES (2002). Tais primers reconhecem uma regido do
genoma viral que faz parte da porgcao responsavel pela transcrigdo da proteina Fo
proximo 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 localizagao destes primers no genoma viral foi descrita por
TOYODA et al (1989). Os produtos finais da RT-PCR sao fragmentos de nucleotideos
de 362 pb. Todos os primers foram sintetizados pela SIGMA®, conforme sequéncia
apresentadas a seguir:

PRIMER LOCALIZACAO(pb) SEQUENCIA(5' - 3")
P1F(Sense) 141-159 TTG ATG GCAGGC CTCTTGC
P2R(Anti-Sense) 485-503 GGA GGATGT TGG CAG CAT T
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4.1.8.3. Sintese de cDNA — Transcricao reversa do RNA viral

Para a sintese de cDNA, necessério se fez uma reagao de pré transcricao, na
qual 4puL do RNA extraido foram adicionados a 5uL do primer P1 F na concentragédo 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 os seguintes reagentes para a
reagao de transcricao reversa: 8,0 uL de First-strand buffer (5x - Invitrogen®); 4,0 uL de
DTT — Dithiothreitol (10mM - Invitrogen®); 6,0 L de dNTP (10mM - Invitrogen®); 0,5 L
de RnaseOUT (40U/ uL — Invitrogen®) e 1 uL de Superscript Il (200/ yL - 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
nao utilizado imediatamente, foi acondicionado a temperatura de -70°C até a realizagéo
da reagéo.

4.1.8.4. Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A amplificagéo foi efetuada a partir de 5,0 yL de cDNa, adicionado de 2 pL do
primer sense e anti-sense (50 pMol), 8 uL de dNTP (1,25mM - Invitrogen®);1,0 uL de
TTH — DNA Polimerase (1U/ pL - Invitrogen®); 5 uL de tampao 10x PCR Buffer( 200
mM tris HCI; 500mM KCl, Invitrogen®), 1,5 yLde MgCl, e 27 pL de agua Milli Q®
autoclavada. A amplificacao foi efetuada no termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems®). O programa consta de uma etapa de 94°C por 5 minutos
(desnaturagao 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. Apds esta etapa final, a temperatura permaneceu a 4°C até a retirada da

amostra.
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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 tampao de corrida foi colocada em um pogo do gel, peparado
a 1,8% (peso/volume) em tampéao TBE 1x (45mM de Tris-Borato e 1TmM de EDTA, pH
8,0), com brometo de etidio numa concentragdo final de 0,5 pg/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

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

Na verificagdo do grau de imunidade péds-vacinal nos diferentes lotes de
periquitos-australianos experimentais, aplicou-se o modelo de andlise de dados
ANOVA e aqueles com diferenca significativa, foram executados contrastes, pelo teste
de Tukey, com 5% de significancia (p<0,05), pelo Statview® (versao 5.0).

4.2. EXPERIMENTO 2
4.2.1. Instalacoes
O experimento foi realizado no aviario experimental do DPVE-FCAV-Unesp.
As aves foram alojadas em isoladores de pressao negativa, convencionalmente

utilizados para infecgdes experimentais com patdégenos aviarios.

4.2.2. Aves experimentais
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Foram utilizadas aves SPF (“Specific-pathogen-free”) conviventes com
periquitos-australianos inoculados com uma estirpe velogénica viscerotrépica do VDN,
patogénica para galinhas. Para o Experimento 2, foram utilizadas dez aves SPF e cinco
periquitos-australianos. Foram empregados periquitos-australianos com 4 meses de
idade, sem histdrico de vacinagdo ou contato com o VDN, comprovado pelo teste de
inibicdo da hemaglutinagdo (HI), alojados em gaiolas, sem cobertura do fundo,
posicionadas, com o auxilio de um suporte, acima da aves SPF, no interior dos
isoladores de pressao negativa.

Decorridos cinco dias apo6s a inoculagdo dos periquitos-australianos com uma
estirpe virulenta do VDN, dez aves SPF foram alojadas junto ao grupo de periquitos-
australianos, abaixo das gaiolas, havendo contato direto entre as fezes dos periquitos-
australianos e as aves SPF, para o esclarecimento do real papel exercido pela espécie,
na condicao de possivel disseminadora de VDN para aves domésticas conviventes.

4.2.3. Desafio

Ap6s uma semana de aclimatacdo dos animais nos isoladores, os periquitos-
australianos foram inoculados com uma estirpe patogénica do VDN, caracterizada no
item 4.1.6. (Experimento 1). Desse modo, 200 uL da suspensdo do virus contendo
108" EIDso/0,1 mL foram administrados, via 6culo-nasal a cada periquito, de acordo
com o que preconiza o “CODE OF FEDERAL REGULATIONS” (1993).

Para controle da patogenicidade da estirpe patogénica, do VDN, um lote
constituido por cinco 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
As aves SPF conviventes com periquitos-australianos inoculados com a amostra

patogénica do VDN foram observadas, diariamente, durante 20 dias, para o registro
dos sinais clinicos e da mortalidade.
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4.2.5. Reacao de Cadeia de Polimerase pés Transcricao Reversa (RT-PCR)

A extracdo do RNA viral foi realizada a partir de amostras de “pool” de suabes
cloacais, no total de 6 amostras, colhidas de periquitos-australianos e aves SPF, a
véspera do desafio e decorridos 13 e 19 dias ap6s a inoculagdo dos periquitos, e

usadas conforme técnica descrita no item 4.1.8 (Experimento 1).
4.2.6. Colheita de sangue

A véspera do desafio e sucedidos oito e 14 dias apds o alojamento das aves
SPF junto aos periquitos-australianos, foram colhidas amostras de sangue de 100,0%
das aves SPF mediante puncao da veia jugular. Os soros obtidos, provenientes de trés
colheitas de sangue, no total, foram entéo acondicionados em tubos tipo Eppendorf® e
armazenados a -20°C até o momento do momento do uso.

4.2.7. Reacao de inibicao da hemaglutinacao (HI)
As amostras de soro obtidas no periodo experimental foram submetidas a

reacdo de inibicdo da hemaglutinagdo (HI), conforme descrito no item 4.1.5.

(Experimento 1).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1. EXPERIMENTO 1
5.1.1. Exames clinicos

Os periquitos-australianos vacinados e revacinados, via ocular, com as estirpes
Ulster 2C (Grupo 1), B1 (Grupo Il) ou LaSota (Grupo Ill) ndo mostraram sinais clinicos
de reacao pés-vacinal ou qualquer alteracdo sugestiva de reacdes respiratorias pos-
vacinais.

A gravidade e a extensao das reacbes poéds-vacinais dependem de inUmeros
fatores, tais como, da amostra de virus vacinal, da presenca ou nao de outros agentes
infecciosos, como o Mycoplasma gallisepticum e da via de administragcdo da vacina
(BEARD et al., 1993).

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

Por outro lado, os métodos ocular e oral tém sido associados com minimas
reacOes respiratorias pos-vacinais (BEARD & HANSON, 1984; SILVA, 1995; DORETTO
JUNIOR, 1997).
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A observagao clinica entdo, os periquitos-australianos vacinados e revacinados
com as estirpes B1 (Grupo Il) e LaSota (Grupo lll), via ocular, ndo apresentaram
qualquer alteragdo sugestiva de reagdes respiratorias pos-vacinais. Neste aspecto,
parece prudente a suposicdo que a ndo constatacdo de estresses respiratérios pos-
vacinais em periquitos-australianos tenham sofrido influéncia da auséncia de infec¢des
concomitantes com outros agentes infecciosos, como o Mycoplasma sp, nao
provocando assim reacgbes respiratérias pds-vacinais associadas as condi¢des
controladas do experimento.

A propésito, literatura pertinente (DORETTO JUNIOR, 1997, LIMA, 2005,
CAMPIONI, 2008) respectivamente em pintos de corte, galinhas d"angola e gansos-da-
china de diferentes idades, indica auséncia de sinais clinicos de reacdo vacinal com o
emprego da amostra Ulster 2C, pelos métodos spray, ocular e oral, enquanto que com a
aplicacdo da mesma estirpe vacinal, pelo processo aerossol, foram observadas tao

somente alteragées muito suaves de natureza respiratoria.
5.1.2. Exame sorolégico

As médias geométricas dos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinacao
(HI) dos soros dos periquitos-australianos estdo presentes na Tabela 2 e Figura 2. As
aves deste ensaio, procedentes de matrizes ndo imunizadas contra a doenga de
Newcastle, independentemente do tratamento vacinal, apresentaram-se destituidas de
anticorpos passivos (maternos) aferidos pela reacao de HI aos cinco meses de idade. A
partir dos seis meses de idade, os titulos de anticorpos dos soros dos periquitos-
australianos (Grupos | a lll) ja eram decorrentes da imunizagdo ativa, através do
emprego das estirpes vacinais Ulster 2C, B1 e LaSota, conforme o grupo.

Analisando a Tabela 2 e Figura 2, nota-se que o grupo controle ndo apresentou
niveis de anticorpos séricos detectaveis contra a VDN. De outra parte, todos os lotes
de periquitos-australianos que receberam vacinas preparadas com as amostras Ulster
2C, B1 e LaSota, em processo de vacinacao e revacinacao contra a DN (Grupos I, Il e
lll), em linhas gerais, responderam ao estimulo antigénico, produzindo titulos de
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anticorpos aferidos pela reacado de HI. No entanto, observaram-se titulos nulos de Hl
aos seis meses e meio, sete e oito meses e meio de idade, conforme os dados
consignados na Tabela 2 e Figura 2. As revacinag¢des aos sete, oito meses e meio e
dez meses de idade elevaram os titulos de anticorpos durante o periodo experimental,
porém a elevacdo apos os oito meses e meio de idade foi inferior as elevagdes
observadas apos os sete e dez meses de idade. Observou-se ainda que ndo houve
titulos nulos entre os oito meses e meio e dez meses de idade.

Os titulos elevados em sua maioria ndo condizem com o baixo poder de difusao
da estirpe Ulster 2C (McFERRAN & NELSON, 1971) e a baixa capacidade de invasao
da estirpe B1 para galinhas (HOFSTAD, 1951). Por outro lado, titulos elevados de
anticorpos detectados para os periquitos vacinados com a estirpe LaSota, estédo
compativeis com o grande potencial de difusdao desta cepa também para alinhas
(WINTERFIELD et al., 1957).

De um modo geral entao, os resultados estatisticos ndo evidenciaram, em linhas
gerais, pelo teste ANOVA e Tukey, diferencgas significativas entre os lotes de periquitos-
australianos vacinados com as estirpes Ulster 2C, B1 e LaSota (Tabela 2).

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, B1 e LaSota, como agente imunizante para periquitos-australianos,
estabelecendo-se assim caminhos mais seguros para a criagdo dessas aves €

consequentemente reflexos positivos no setor produtivo.
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Tabela 2. Médias aritiméticas dos titulos (loge) de anticorpos inibidores da
hemaglutinagdo (HI) dos soros de periquitos-australianos (Melopsittacus
undulatus) submetidos a diferentes esquemas de vacinagdo, contra a
Doenga de Newcastle, em periodo compreendido entre cinco e dez meses e
meio de idade nos diferentes grupos (n=72).

Idade das aves (meses)
5 6 65 7 75 8 85 9 95 10 10,5
[ Ulster 2C Ulster2C 0,0 4,4a 0,0 0,0 7,5a 7,6a 0,0 3,0a 6,0a 7,0a 8,1a

1 B1 B1 0,0 7,2a 0,0 0,0 7,4a 8,8a 0,0 2,8a 5,0a 6,5a 7,5ab
11l LaSota LaSota 0,0 4,0a 0,0 0,0 7,0a 7,6a 0,0 3,1a 7,4ac 7,4a 6,6b
(AVAS - - 0,0 0,0b 0,0 0,0 0,0b 0,0b 0,0 0,0b 0,0b 0,0b 0,0c

* Grupo controle — ndo recebeu vacina.
' Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, nao diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey (p >0,05).
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. Al F e
\ " s

Titulos de Anticorpos (Log2X)

O = N W hHh oo N 0 O O
I
.
/
\

/ A\ V

5 6 65 7 75 8 85 9 95 10 10,5
Idade das aves (meses)

Figura 2. Representagéo grafica dos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagéo
(Log2X) dos soros de periquitos-australianos submetidos a diferentes

esquemas de vacinagao contra a Doenca de Newcastle.
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5.1.3. Desafio

Os resultados do desafio com virus patogénico da DN em periquitos-australianos
estao presentes na Tabela 3.

Foi utilizado um grupo de aves SPF, sem historico de vacinagdo contra a DN,
comprovado pelo resultado negativo do teste de HI, para controle da patogenicidade da
estirpe virulenta do VDN. Neste lote, 100% das aves sucumbiram ao desafio, como
mostra a Tabela 3.

Nas aves SPF, os sinais clinicos mais evidentes, com inicio no quinto dia apés a
inoculagdo do VDN, foram caracterizados, a principio, por apatia, anorexia, penas
ericadas e conjuntivite, seguidos de espirros. Na sequéncia, foram observados sinais
clinicos mais severos, como dispnéia, diarréia profusa com fezes esverdeadas,
corrimento naso-ocular abundante e mucéide, terminando com prostracao e morte.

As alteracdes macroscopicas mais observaveis foram de natureza hemorragica,
observando-se processos hemorragicos na mucosa do proventriculo sob a forma de
sufusdes. Similarmente, alteragbes severas de carater necrético-hemorragicos foram
constatadas em nivel intestinal e de tonsilas cecais.

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

Ainda com relacdo aos resultados do desafio dos periquitos vacinados ou nao
contra o VDN (Grupos | a IV) (Tabela 3), constatou-se que os animais do grupo
controle (Grupo V) nao evidenciaram sinais e lesdes sugestivos da DN, mostrando-se
refratarios a doenca clinica com o VDN.

Os resultados da presente pesquisa estdo discordantes com aqueles obtidos no
trabalho realizado por ERICKSON et al. (1977), no qual periquitos-australianos foram
expostos ao VDN velogénico viscerotrépico. Estes animais desenvolveram sinais
clinicos como apatia, inapeténcia e penas arrepiadas apoés trés dias a duas semanas
de exposicao. Os sinais clinicos progrediram iniciando com conjuntivite, seguidos de
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descarga nasal serosa, diarréia e manifestagdes clinicas sugestivas de encefalomielite
viral. Além disso, observou-se que os sinais predominantes nos periquitos-australianos
foram tremores de pescog¢o e cabecga, inclinacdo das asas, paralisia das pernas e
ataxia. Observou-se todavia, a necropsia, que nao foram encontradas lesdes
sugestivas da DN semelhantes aquelas observadas em galinhas sucumbidas pelo VDN
velogénico viscerotropico.

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

J& nos grupos de animais vacinados (Grupos | a lll), como se poderia esperar, o
percentual médio de protecao ao desafio foi total-100,0% (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados do desafio com virus patogénico da Doenca de Newcastle, em
periquitos-australianos (Melopsittacus undulatus), aos 11 meses de idade,
nos diferentes grupos (n=24)

Grupo Vacinacao Revacinagao Ne¢ de % média de

Via ocular  Via ocular Aves Protecao ao desafio com o

(5meses) (7,8,5e10 Testadas VDN

meses)

| Ulster 2C Ulster 2C 6 100,0

! B1 B1 6 100,0

11! LaSota LaSota 6 100,0

v* Controle --- 6 100,0

AVES SPF**(“Specific-pathogen-free”) 5 0,0

*Grupo controle — ndo vacinado

** Controle da patogenicidade do VDN

A propésito, existe alguma evidéncia de que estirpes patogénicas, do VDN,
provenientes de outras espécies, somente demonstram sua verdadeira patogenicidade
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apds sua primeira passagem em frangos de corte (ALEXANDER, 1997), ou apds sua
adaptagao ao novo hospedeiro.

Neste enfoque, parece sensato concluir que estirpes patogénicas do VDN
oriundas de frango de corte, somente evidenciam sua real patogenicidade apds sua
adaptagcdo em periquitos-australianos, oque poderia explicar a discrepancia de
resultados e de dedugdes deste trabalho com as assertivas de ERICKSON et al. (1977).

Outro aspecto pertinente estd associado ao fenédmeno da mutagédo presente em
amostras do VDN, apds passagens sucessivas, originando novas estirpes desse virus,
provavelmente com alteragdo da sequéncia dos aminoacidos basicos presentes no sitio
de clivagem FO. Infortunadamente, a freqtiéncia de tal evento, qual seja, a taxa de
mutagdo do VDN, € desconhecida na histéria da enfermidade de Newcastle (KING,
1999). Certamente, a freqiiéncia de mutacdao do VDN é muito inferior a observada em
outros sistemas, quais sejam, doenca infecciosa da bursa e bronquite infecciosa das
galinhas, o que vem enfatizar a importdncia dos achados desta pesquisa €
possivelmente justificar sua divergéncia parcial com a asser¢cao também de ERICKSON
etal. (1977).

E oportuno enfatizar que a coabitagéo de aves infectadas com o virus patogénico
da doenca de Newcastle com aves sadias (vacinadas ou ndo) é a situagdo que mais
simula o que realmente acontece em condicbes de campo. Entretanto, no presente
ensaio, as aves foram infectadas, individualmente, por instilacdo 6culo-nasal de virus
patogénico. A escolha de tal via deu-se, sobretudo, com o intuito de melhor reproduzir a
via de infecgdo normal. Desse modo, pode-se afirmar que todas as aves desafiadas
receberam a mesma quantidade de virus, com o mesmo titulo infectante, em idénticas
condi¢cdes experimentais, o que ndo aconteceria se 0 modo de desafio simulasse a
infecgao natural.

E importante frisar, mais uma vez, que 100,0% das aves SPF sucumbiram ao
desafio. A observagdo clinica e & necroscopia, as aves apresentaram sinais clinicos e
lesbes 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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A proposito, também nesse lote de aves SPF, através da RT-PCR, foi detectada
a estirpe virulenta, do VDN, a partir de exsudato cloacal utilizado na prova de desafio,
como também “identificada”, mediante o emprego das rea¢des de hemaglutinagéo (HA)
e inibicdo da hemaglutinacdo (HI). Tal amostra do VDN, quando inoculada em aves

SPF, resultava em mortalidade de 100,0% dos animais.

5.1.4. Pesquisa do genoma do virus de Newcastle (VDN) e reacao de inibicao da
hemaglutinagao(HI)

Os resultados da RT-PCR e da reacao de HI dos periquitos-australianos apés o
desafio, nos diferentes grupos, estdo presentes na Tabela 4.

Examinando a Tabela 4, com particular atengcdo ao lote de periquitos-
australianos controle (Grupo V), observa-se a nao deteccao de material genético do
VDN dos suabes cloacais. Justifica-se tal resultado pela eliminacdo intermitente do
VDN. Por outro lado, detectaram-se titulos de HI aos 13 e 19 dias do periodo pds-
desafio, 0 que vem confirmar a susceptibilidade desta espécie ao VDN. Em contraste,
nos lotes de periquitos-australianos vacinados (Grupos | a lll), decorridos 13 e 19 dias
apds a inoculagdo da estirpe virulenta, a pesquisa de material genético do VDN, bem
como o titulo de HI foram nulos.

Pelos resultados sorolégicos obtidos, neste estudo, com os periquitos-
australianos controle (Grupo 1V), ficou demonstrado o estado de portador de VDN por
esta espécie animal, durante o periodo avaliado, decorridos 19 dias da infeccao
experimental com este patégeno (Tabela 4).

O fato de nao ter sido revelado material genético do VDN e nenhum titulo de HI
em periquitos-australianos vacinados (Grupos | a Ill) torna evidente a importancia da
vacinagao nesta espécie, pois estando as aves vacinadas, nao haveria possibilidade de
replicagdo do VDN em quantidade suficiente para a infecgdo posterior de outras
espécies de aves domésticas ou silvestres conviventes.

Nesse enfoque, ressalte-se aqui, mais uma vez, que a ampla cobertura vacinal
recebida pelos periquitos-australianos (Grupos | a lll), indubitavelmente, contribuiu
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efetivamente para a nao deteccdo de material genético do VDN e titulos sorolégicos
(HI) nesta espécie animal. Em verdade, a instituicdo de programas imunoprofilaticos
contra a enfermidade de Newcastle e especificos para criagdo de periquitos-
australianos, ao menos, neste estudo, passaram a se constituir, ainda que em
potencial, fator limitante para criagdes de aves domésticas conviventes.

Os dados em questao suscitam a reflexdo para um aspecto epidemiolégico de
fundamental importancia na doenca de Newcastle, qual seja o estado portador de VDN
em periquitos-australianos e a importancia da imunoprofilaxia na supressado deste

estado.

Tabela 4. Pesquisa de genoma viral e de anticorpos para o virus da Doenca de
Newcastle, respectivamente, por reagcdo de cadeia de polimerase pos
transcricao reversa (RT-PCR), a partir de suabes de cloaca, e por reacao de
inibicdo da hemaglutinacdo (HI) em periquitos-australianos (Melopsittacus
undulatus) vacinados e revacinados contra a Doenca de Newcastle, obtidos
13 e 19 dias dias apo6s-desafio (dpi), nos diferentes grupos experimentais
(n=24)

| Ulster 2C Ulster 2C - 0 - 0
! B1 B1 - 0 - 0
1]} LaSota LaSota - 0 - 0

v Controle --- - 5' - 5

*Grupo controle — ndo vacinado
- = auséncia da estirpe patogénica do VDN
1= titulo (logy)
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5.2. EXPERIMENTO 2

5.2.1. Desafio, observacao clinica, necroscopia, reacao de cadeia de polimerase
pés transcricao reversa (RT-PCR) e reacao de inibicao da hemaglutinacao (HI)
dos periquitos-australianos inoculados com o VDN

As aves SPF utilizadas para controle da patogenicidade da estirpe virulenta, do
VDN, sucumbiram trés dias apds o desafio. Sinais clinicos e lesées sugestivas da DN
foram similares aqueles descritos no item 5.1.3. (Experimento 1), seguindo-se a
pesquisa de genoma do VDN através da RT-PCR, bem como o teste de HI, conforme
técnica e critérios estabelecidos, respectivamente, no item 4.1.8. e 4.1.5 (Experimento
1).

Ja o0s periquitos-australianos ndo apresentaram sinais clinicos e lesdes
sugestivas da DN, mostrando-se refratarios a doenca clinica com o VDN, sendo,
portanto, tais dados similares aos resultados obtidos no Experimento 1.

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados da pesquisa de genoma viral do
VDN, por RT-PCR, bem como os resultados dos titulos de HI em periquitos-
australianos, em periodo pds-desafio ou nao.

Analisando a Tabela 5, verifica-se que ndo houve a detecgcdo de material
genético do VDN das fezes, assim como titulo sorolégico de HI para periquitos-
australianos, a véspera do desafio, 0 que vem comprovar que 0s periquitos-
australianos estavam isentos de infecgéo pelo VDN.

O fato de ter sido detectado titulos sorolégicos (HI) em periquitos-australianos
permite caracterizar o estado de portador de VDN desta espécie animal, 19 dias apés a
infeccao experimental com este patdogeno. Esses resultados, analisados dentro do
enfoque epidemiologico da doenca de Newcastle, induzem a ponderagcdo de que os
periquitos-australianos possuem estado de portador do VDN, 19 dias p6s-desafio. Tal
fato pode se constituir em um problema para a avicultura comercial e ou para criacao
de aves silvestres, semisilvestres e exdéticas criadas em cativeiro.
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Examinando ainda a Tabela 5, observa-se que ndao houve a deteccdo de
material genético do VDN dos suabes cloacais, aos 13 e 19 dias pos-desafio. Tal fato

pode ser justificado pela eliminagéo intermitente do VDN.

Tabela 5. Pesquisa de genoma viral e de anticorpos para o virus da Doenca de
Newcastle, respectivamente, por reagcdo de cadeia de polimerase pos
transcricao reversa (RT-PCR), a partir de suabes de cloaca, e por reacao de
inibicdo da hemgalutinagdo (HI) em periquitos-australianos (Melopsittacus
undulatus) nao vacinados contra a DN, a véspera do desafio (VD) e aos 13 e
19 dias pds-desafio (dpi)

Aves Exame de material genético do VDN e HI
VD 13 dpi 19 dpi
RT-PCR HI RT-PCR  HI RT-PCR  HI
Periquitos-
australianos - - - + - +

(Melopsittacus
undulatus)

HI = (log,5)
+= teste positivo

- = teste negativo

5.2.2. Observacao clinica, necroscopia, reacao de cadeia de polimerase poés
Transcricao Reversa (RT-PCR) e reacao de inibicao da hemaglutinacao (HI) das

aves SPF conviventes com periquitos-australianos inoculados com o VDN

Os dados apresentados na Tabela 6 mostram que nenhuma das aves SPF
conviventes com periquitos-australianos infectados com uma estirpe patogénica do
VDN, decorridos 13 (Grupo 1) e 19 (Grupo 2) dias pds-desafio sucumbiram apo6s o
contato direto com periquitos desafiados. Observou-se ainda a auséncia de sinais
clinicos e lesbes sugestivas da DN. Porém, foram obtidos resultados positivos na
pesquisa de material genético do VDN, de acordo com a metodologia e critérios
aplicados no item 4.1.8. (Experimento 1), além do titulo médio de anticorpos inibidores
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da hemaglutinacao (HI) obtido (da ordem de log> 5) conforme técnica descrita no item
4.1.5. (Experimento 1).

Por tais resultados, € certo que os periquitos-australianos inoculados com o
VDN, embora ndo tenham contraido ou manifestado a sintomatologia sugestiva de
Newcastle, eliminaram virus em quantidade suficiente para induzir infeccdo nas aves
SPF conviventes. Além disso, obviamente, as aves SPF conviventes com os periquitos-
australianos inoculados com o VDN n&o eram vacinadas contra a enfermidade de
Newcastle e, portanto, ndo possuiam imunidade para impedir a infeccdo. Em adicao,
nas aves domesticas, algumas estirpes patogénicas do VDN causam mortalidade logo
apds a introducao 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 & HANSON, 1984).

Pelos achados alcancados entdo, neste trabalho, empregando-se animais de
experimentagao, quais sejam, aves SPF em contato direto com periquitos-australianos
inoculados com o VDN, ficou patente a transmicdo de virus desta Ultima espécie,
decorridos 19 dias da infeccdo experimental com este patégeno, para aves SPF
conviventes, 0 que vem realcar a importancia dos periquitos-australianos, do ponto de
vista epidemiolégico, como fonte disseminadora de VDN para aves domésticas em
convivio ou proximas a sua criagao.

Por outro angulo, o fato de aves SPF conviventes com periquitos-australianos
inoculados com o VDN terem se infectado com o VDN, passados 19 dias da infeccao
experimental com este patégeno, vem enfatizar o real papel exercido pela espécie
Melopsittacus undulatus, no plano epidemiolégico, ainda que em potencial, como fonte
de infecgdo de VDN ou fator desencadeante de surtos da enfermidade para populagées
de frangos de corte, poedeiras comerciais € outras espécies de aves domésticas ou
silvestres em convivio ou proximas a seu habitat natural e/ou em confinamento.

Em linhas gerais entdo, é pertinente notar que o esclarecimento de importantes
aspectos epidemiolégicos da enfermidade de Newcastle, entre eles, o papel
representado pelos periquitos-australianos (Melopsittacus undulatus) como fonte de

infeccdo de VDN para aves domésticas conviventes, abre novas fronteiras para
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investigacdo dessa enfermidade em outras espécies aviarias domésticas, semi-
domeésticas, silvestres, exoticas e/ou migratérias, em confinamento ou nio.

Tabela 6. Resultados da observacao clinica, necroscopia, pesquisa em suabe de
cloaca (C) da presenca de genoma viral (RT-PCR) do virus de Newcastle
(VDN), e sorologia (HI) das aves SPF conviventes com periquitos-
australianos (Melopsittacus undulatus) inoculados com o virus de Newcastle
decorridos 13 (Grupo 1) e 19 (Grupo 2) dias apds o convivio com periquitos
inoculados (dpi)

Sinais clinicos - -

sugestivos da DN

Mortalidade (%) 0 0

Lesbes sugestivas da - -
DN

RT-PCR (C) + +

Sorologia (HI-logz 5) + +

+ = teste positivo
- = teste negativo
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6. CONCLUSOES

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

conduzem as seguintes inferéncias:

1. As vacinacoes utilizando as estirpes Ulster 2C, B1 e LaSota ndo se mostraram
associadas com sinais clinicos da reacao vacinal em periquitos-australianos;

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

3. Os periquitos-australianos (Melopsittacus undulatus) mostraram-se refratarios a
enfermidade clinica apés o desafio com VDN patogénico;

4. Os periquitos-australianos mostram-se sensiveis a infecgdo experimental com o
VDN patogénico;

5. Ficou demonstrado o estado de portador de VDN dos periquitos-australianos,
decorridos 19 dias da infeccao experimental com este patdégeno;

6. Ficou caracterizada a importancia da imunoprofilaxia na supressao do estado de
portador do VDN do periquitos-australianos;

7. Ficou evidenciada a importdncia do periquito-australiano do ponto de vista
epidemioldgico, como fonte disseminadora do VDN para aves SPF conviventes,

decorridos até 19 dias da infecgdo experimental com este patégeno.
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