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Avaliacao soroldégica do virus da doenca de Newcastle
em aves silvestres

Serological survey of Newcastle disease virus in wild birds
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Resumo

O virus da doenga de Newcastle (VDN) tem sido isolado na maioria das espécies de aves em todo mundo. Infecgdes
naturais e experimentais ja foram demonstradas em pelo menos 236 espécies de aves (Kaleta & Baldauf, 1988). O
comeércio internacional de aves também deve ser considerado como um fator importante de disseminagéo da doenca.
Na avicultura industrial, o VDN pode causar uma grande mortalidade e perdas econdmicas. Portanto, aves silvestres,
livres ou cativas, podem atuar como reservatério para o VDN. Para analisar esta hipétese, aves da Fundagéo RioZoo e
de outras propriedades particulares foram sangradas e seus plasmas estocados com vista & realizagédo de uma pesqui-
sa sorologica para detecgéo de niveis significativos de anticorpos para VDN. Um painel de 253 plasmas foi obtido e
analisado pelo teste de inibigdo da hemaglutinagéo (HI). Os oito plasmas positivos para VDN foram tratados com 2-
mercaptoetanol e novamente testados por HI, com o objetivo de eliminar anticorpos do isotipo M (IgM), preservando
apenas os niveis de IgY (a classe IgY nas aves corresponde a IgG, em mamiferos). A presenga significativa de IgM
detectada em alguns plasmas sugeriu a exposigcao recente das aves estudadas ao VDN.
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Introducao

A Doenga de Newcastle é causada por um virus RNA da
familia Paramyxoviridae, género Rubulavirus. Seus virions
sdo0 envelopados e apresentam o nucleocapsideo com si-
metria helicoidal. A viruléncia e patogenicidade das amos-
tras virais de campo sao altamente variaveis. Nos casos
em que se observam infec¢des brandas ou inaparentes do
trato respiratério, a apresentagéo da doenga é denomina-
da lentogénica. Quando o desenvolvimento da doenca leva
a mortalidade de até 25% do plantel, principalmente de
aves jovens, a forma da doenga é denominada mesogénica.
Por tltimo, podem ocorrer taxas de mortalidade muito ele-
vadas, em torno de 100%. Estes casos, marcados por
infeccbes agudas e letais em aves de todas as idades,
com lesdes hemorragicas no trato digestivo ou com sinais
neuroldgicos graves, correspondem a forma velogénica da
doenga. As perdas econdmicas derivam da alta mortalida-
de associada as formas mesogénicas e velogénicas, as-
sim como a diminui¢cdo do ganho de peso e decréscimo
na produgéo de aves afetadas pela forma lentogénica da
doenca (Alexander, 1997). Com a modernizagéo da avicul-
tura industrial, incrementada principalmente pelas inova-
¢oes tecnoldgicas, o Brasil tornou-se um dos maiores pro-
dutores do mercado internacional (Wright, 1994). A impor-
tancia econdmica e social da avicultura brasileira levou o
Ministério da Agricultura a instituir o Programa Nacional
de Sanidade Avicola (PNSA) para possibilitar a aceitagao

dos produtos nacionais nos mercados mundiais. O PNSA
contemplou o VDN como um dos principais patégenos da
avicultura industrial, normatizando as rotinas de diagndsti-
co laboratorial (Brasil— MAARA, 1994).

No Estado do Rio de Janeiro, as aves ornamentais e sil-
vestres mantidas em cativeiro — as aves vacinadas, cria-
das para consumo préprio, e as de vida livre — sdo muito
importantes sob o ponto de vista epidemioldgico, pois
podem representar reservatérios para o VDN. Com o obje-
tivo de analisar esta hipétese, aves do Zoolégico do Rio de
Janeiro (Fundagao RioZo0), de outras localidades proxi-
mas ou mesmo de cidades vizinhas foram sangradas e
seus plasmas analisados sorologicamente para detecgao
de niveis significativos de anticorpos especificos para VDN.

Material e métodos

Coleta e processamento dos plasmas

Foram coletadas amostras de sangue de 253 aves, por pun-
¢ao da veia braquial com seringas heparinizadas. Entre as
aves coletadas, 170 pertenciam a Fundagéo RioZoo e as
restantes estavam distribuidas em pequenas propriedades
na area de influéncia da UFRRJ (Rio de Janeiro e cidades
vizinhas). Os plasmas foram obtidos por centrifugagdo a 600
gravidades por 10 minutos, em temperatura ambiente,
inativados a 56°C, por 30 minutos. Para remogéo de

* Fundagao RioZoo - Rio de Janeiro, RJ.
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hemaglutininas inespecificas, adicionou-se uma suspen-
sao de hemacias de galinha a 50%, no volume correspon-
- dente a 10% do volume de cada plasma. Apés 60 minu-
tos, os plasmas foram novamente separados por
centrifugagdo a 600 gravidades, por 10 minutos, em tem-
peratura ambiente e estocados a -20°C, até o momento do
uso (Brasil - MAARA, 1994).

Teste de inibicdo da hemaglutinagdo (Hl)

Para pesquisa de anticorpos, o teste (Hl) foi realizado por
microtécnica em placas de 96 cavidades com fundo em
“U”. A capacidade hemaglutinante do antigeno viral, que
foi utilizado no teste de HlI, foi titulada pelo teste de
hemaglutinagdo (HA). Para o teste de HI, 25 microlitros de
cada plasma coletado foram diluidos na base logaritmica
2, em tampao fosfato, pH 7,2 (PBS), e 0 mesmo volume
do antigeno viral a 4 UHA foi adicionado a cada dilui¢&o.
As diluigcGes dos plasmas com antigeno viral foram incu-
badas a aproximadamente 25°C (temperatura ambiente).
Em seguida, 25 microlitros de uma suspensao de hemécias
de galinha, a 1% em tampao fosfato (PBS), foi acrescen-
tada a cada mistura de plasma e antigeno. As microplacas
com as diluicbes dos plasmas incubados com antigeno
viral e hemécias de galinha foram mantidas por mais 30
minutos, em temperatura ambiente. O titulo de anticorpos
dos plasmas foi definido como o inverso da maior dilui¢ao
de plasma capaz de inibir completamente a atividade
hemaglutinante. Titulos iguais ou maiores que oito foram
considerados positivos (Brasil - MAARA. 1994). Soro
hiperimune para VDN e plasmas foram empregados nos
testes de HI, como controle positivo e negativo, respecti-

Tabela 1: Resultados da avaliagé@o sorolégica
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vamente. Para doagéo de plasma negativo e hemacias,
aves doadoras, provenientes de ovos embrionados SPF
(Specific Pathogen Free), foram criadas e mantidas em
isolamento nas instalagdes do Laboratério de Viroses Ve-
terinarias, do Departamento de Epidemiologia e Saude
Publica da UFRRJ. O soro hiperimune e o antigeno viral
(VDN inativado, amostra Ulster) utilizados como controles
foram cedidos pelo Laboratdrio de Referéncia Animal (LARA)
de Campinas — SP, do Ministério da Agricultura.

Tratamento com 2-mercaptoetanol

Os plasmas positivos foram tratados com 2-mercaptoetanol
e novamente testados por HI, para analise da presencga de
IgM. Para esta finalidade, adicionou-se a 25 microlitros dos
plasmas positivos igual volume de uma solugédo de 0,1M de
2-mercaptoetanol em PBS, e deixou-se a mistura a 37°C,
por 60 minutos. Uma redug&o igual ou maior que 4 vezes no
titulo de anticorpos, apds o tratamento com 2-mercaptoetanol
indicou a presencga significativa de IgM (Bricout et al., 1974).

Resultados e discussao

Do painel de 253 plasmas coletados e testados por Hl,
oito aves soropositivas foram detectadas, todas perten-
centes a Fundagéo RioZoo, correspondendo a 3,2% do
total. Entretanto, quando observadas apenas as aves
coletadas na Fundagéo RioZoo (170), 4,7% destas apre-

- sentaram niveis significativos de anticorpos para VDN. Dos

oito plasmas tratados com mercaptoetanol, trés apresen-
taram uma queda significativa dos titulos, sugerindo uma
exposicao recente ao VDN (Tabela 1).

IDENTIFICAGAO DAS AVES TITULOS DOS PLASMAS POSITIVOS*
Ne NOME VULGAR | NOME CIENTIFICO O ey | < eoonea de oM
56 Faisao Dourado Chysolophus pictus 16 4 +
70 Faisédo Prateado Lophura leucomelana 16 4 +
93 Carcara Polyborus plancus 64 32 R
94 Urubutinga Buteogallus urubutinga 8 4 -
95 Carcara Polyborus plancus 8 8 -
117 Coruja Buraqueira Athene cunicularia 8 4 -
129 Caracara Polyborus plancus 16 16 -
138 Faisao Prateado Lophura leucomelana 128 32 +

*Os titulos estdo apresentados como o inverso da maior diluicdo em que ocorreu a inibicdo completa da hemaglutinagdo, na prova de Hl.

A tabela apresenta o resultado da avaliagao soroldgica por
HI, nos plasmas das aves silvestres, antes (titulo inicial) e
depois do tratamento com mercaptoetanol.

O VDN é considerado um dos patégenos mais importan-
tes na avicultura industrial brasileira e amostras lentogéni-

nicas como a Hitchner B1, La Sota ou Ulster tém sido
largamente empregadas como vacinas no controle da Do-
enca de Newcastle. A vacinagado de aves em todo o mun-
do também dificulta o estudo da distribuigdo geografica do
VDN (Alexander, 1997). Trés panzootias ocorreram, des-
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de a primeira identificagéo da doenga em 1926 (Alexander,
1988). O primeiro relato da Doenga de Newcastle no Brasil
coincide com a ocorréncia da primeira panzootia estudada,
no final dos anos 40 (Hastenreiter, 1976). A segunda panzootia
originou-se na América do Sul, a partir de aves silvestres, na
década de 70 (Walker et al., 1972). Atualmente, as aves oriun-
das de florestas tropicais sao consideradas os principais re-
servatérios do VDN (Cross, 1996).

Parte da complexidade do problema pode ser compreendi-
da a partir da mutagenicidade do genoma de RNA dos
paramyxovirus que, eventualmente, viabilizou o surgimento
da grande variabilidade entre as amostras virais do VDN,
incluindo as velogénicas. Mesmo amostras lentogénicas
tém importancia para a produgao comercial por estarem
associadas a queda de produgéo de ovos e ganho de peso.
Esta mutagenicidade, juntamente com a grande gama de
hospedeiros, torna o surgimento de novas amostras
patogénicas, um risco em potencial. Portanto, uma politi-
ca de vigilancia sanitaria baseada em levantamentos
sorolégicos e no estabelecimento do diagnéstico de rotina

Abstract

deve ser continuamente renovada. Como é possivel que
todas as espécies de aves sejam susceptiveis & infecg¢ao,
o trénsito internacional destas deve ser observado cuida-
dosamente. Além do comércio interno e externo legaliza-
do, aves silvestres sao comercializadas ilicitamente, em
grande escala, devido ao forte interesse econdémico. A
andlise soroldgica apresentada neste trabalho, com cara-
ter de vigilancia sanitéria, representa um importante ins-
trumento de estudo epidemioldgico, sugerindo a circula-
¢ao do VDN na populagéo alvo estudada.

Conclusao

Os resultados da pesquisa sorolégica, bem como a presen-
¢a de niveis significativos de IgM em alguns plasmas, suge-
rem a circulagdo do VDN em aves silvestres, especialmen-
te na Fundag&o RioZoo e reafirmam a importancia destas,
como reservatério para o VDN. Os resultados também indi-
cam a importancia de novas analises epidemiolégicas e ten-
tativas de isolamento de amostras virais para estudos em
perspectiva sobre o VDN.

Newcastle Disease Virus (NDV) has been isolated from most species of wild and domestic birds all over the world.
Natural and experimental infections have been demonstrated in at least 236 species of birds (Kaleta & Baldauf, 1988).
The international trade of birds must be also considered an important factor on spreading of the disease and in industrial
aviculture, NDV may cause great mortality and economical losses. Therefore, wild birds, caged or free either may act as
areservoir for NDV. To analyze this hypothesis, birds of the Rio de Janeiro Zoo (Fundagao RioZoo) and other locations
were bled and its plasms stored. A serological survey was done regarding to detect significant levels of specific antibodies
against NDV. A panel of 253 plasmas were collected and tested by hemmaglutination inhibition assay (HI). The eight
positive plasmas were treated with 2-mercaptoethanol and tested again by HI, in order to eliminate immunoglobulins of
isotype M (IgM), only preserving IgY levels (the class IgY, in birds, corresponds to IgM, in mammalians). The significative
presence of IgM found in some plasmas suggests the birds have been exposed to NDV recently.
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