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RESUMO

Thomazelli LM. Vigilancia epidemioldgica do virus da Doenga de Newcastle em aves
domeésticas e selvagens pelo método de Real Time PCR [Tese]. Sdo Paulo: Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2009.

A avicultura brasileira é atualmente uma atividade de grande sucesso. A utilizacao
de sistemas de planejamento associados a novas tecnologias, reflete-se no
extraordinario crescimento da atividade. A producéo brasileira de frango ultrapassou
a marca anual de 10 milhdes de toneladas, em 2007. O Brasil esta entre os trés
maiores produtores de frango no ranking mundial, junto com Estados Unidos e
China. Haja vista a importancia que a avicultura representa para o pais, pela
geragédo de beneficios sociais e econémicos, o risco que a Doenca de Newcastle
(DNC) constitui para a avicultura brasileira é enorme. Um surto desta doenca em um
centro de producao avicola representaria um risco a economia e incidiria de forma
negativa nos niveis de consumo de proteina de qualidade e economicamente
acessivel a populagcdo. A fim de estabelecermos um monitoramento do virus da
Doenca de Newcastle (NDV) em aves selvagens, livres ou de cativeiro, e aves
domésticas ndo vacinadas, residentes em regides de elevada confluéncia migratoria
aviaria no Brasil e em pinguins ao redor da Estacdo Antartica Comandante Ferraz
(EACF), coletamos amostras de swabs orais e cloacais para a posterior analise por
PCR em Tempo Real (qPCR), além de sangue para testes sorolégicos, tendo como
objetivos maiores, contribuir para o fortalecimento dos servicos de defesa sanitaria
animal, aumentar a capacidade de investigacao, e finalmente, atualizar e harmonizar
normas e procedimentos para a prevencao e controle da DNC, referenciando-se nas
recomendacgdes da Organizacdo Mundial de Sanidade Animal (Office International
des Epizooties - OIE). Das 1072 aves amostradas em diferentes regides do Brasil, 8
(0,75%) apresentaram resultado positivo para o NDV por gPCR, sendo 5 (62,5% das
positivas) delas provenientes da regido Norte, 2 (25% das positivas) do Nordeste e 1
(12,5% das positivas) da regiao Sul do Brasil. Na Antéartica, dos 100 pinguins
estudados, 2 apresentaram resultado positivo para o NDV por gPCR e em cerca de
33,3% dos soros testados foi detectada a presenca de anticorpo pelo teste de
Inibicdo da Hemaglutinagdo (HI). Todas as amostras positivas foram re-analisadas
por gqPCR especifico para cepas mesogénicas e/ou velogénicas, resultando
negatividade, corroborando os dados que certificam o Brasil como sendo livre da
Doenca de Newcastle.

Palavras-chave: Virus da Doenca de Newcastle. APMV-1. Vigilancia
Epidemioldgica.



ABSTRACT

Thomazelli LM. Surveilance of Newcastle disease virus in domestics and wild birds
by Real Time PCR [Thesis]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo; 2009.

Brazilian chicken meat exports ended 2007 with shipments of 3,3 million tons, which
represented a 21% increase in comparison with 2006. These results were the best in
the history of the poultry sector in Brazil. The production reached 10.2 million tons, a
result that kept the country as the world’s largest chicken meat exporter and the third
largest producer, only behind USA and China. Thus the risk of an introduction of the
Newcastle disease virus (NDV) into domestic poultry is enormous and will play
severe consequences for the economy and poltry industries. In order to provide the
surveillance of the NDV in wild, free or captive, and non vaccinated domestic birds
from some regions of migratory birds confluence in Brazil and in penguins around the
brasilian Antarctic Station Comandante Ferraz, we collected oral and cloacal swabs,
for the viral detection by Real Time PCR (qPCR), and blood for the serological test
(hemaglutination inhibition test — HI). A total of 1072 birds were sampled in diferent
regions of Brazil, where 8 (0.75%) shown positive results to NDV, in which 5 (62.5%
of positive) were from North region, 2 (25% of positive) were from Northeast and 1
(12,5% of positive) was from South. In the Antarctic 100 penguins were studied, in
which 2 were detected the NDV (2% of total). HI test showed that 33.3% of penguins
were seropositives for NDV, indicating their previous contact with the pathogen. All
the positive samples by gPCR were repeated with primers projected to detect only
virulent strains and no sample was positive, indicating the absence of velogenic
strains in Brazil. The epidemiological profile was richer with the isolament of positive
samples in embrioned chiken eggs specific patogen free and latter nucleotidic
genomic sequencing of isolate.

Keywords: Newcastle disease virus. APMV-1. Surveilance. Real-time PCR.
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1 INTRODUCAO
1.1 Panorama granjeiro brasileiro

A avicultura brasileira é atualmente uma atividade de grande sucesso. Tem-se
utilizado sistemas de planejamento associados a novas tecnologias,resultando em
seu extraordinario crescimento. A producao brasileira de frango ultrapassou a marca
anual de 10 milhdes de toneladas, em 2007. O Brasil ocupa a terceira posicdo no
ranking mundial dos maiores produtores de frango, sendo superado apenas por
Estados Unidos e China, porém, considerando o item exportacdo, o Brasil lidera
esse ranking desde 2004, sendo o maior exportador mundial de carne de frango
(Associacao brasileira dos exportadores de frango - ABEF, 2007) (llustracao 1).

Produgao Mundial de Carne de Frango em 2007

16211 FUA

115060
CHIMA

0346
10.24¢ Brasic

— UE 27

» T30 .
0 MExico

ey |

MunDO
TO000 60000 50000 40000 30000 20000 10000 0 (MILTOM )

Exportagéo Mundial de Carne de Frango em 2007

3287
Brasic

2el8 EUA
o UE 27
CHinNa

TatamDia

Muonpo
7000 &000 5000 4000 3000 00D 1000 0 iMILTOR.)

llustracdo 1- Grafico da Produgao/Exportacdo mundial de carne de frango em toneladas para o ano
de 2007, dos maiores produtores/exportadores mundiais (ABEF, 2007).
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Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA,2007),

as exportacdes do agronegécio em 2007 totalizaram US$ 58,416 bilhdes, um

recorde historico para o setor, que significou uma taxa de crescimento de 18,2% em

relacdo a 2006. O complexo soja continuou liderando o ranking de setores

exportadores do agronego6cio, porém, uma das maiores contribuicbes para a

expansao das exportacdes foi dada pelo setor de carnes, principalmente carne de

frango e de peru que tiveram taxas de crescimento de 442 e 48,5%,

respectivamente (llustracao 2).

Exportagdes dos principais produtos do agronegécio brasileiro

Valor (US$ milhGes)

Quantidade (mil toneladas)

Prego Médio (USS$/t)

2007 2006 A% 2007 | 2006 | A% 2007 | 2006 | A%
EXPORTACOES DO AGRONEGOCIO
Complexo Soja 11.381 9,308 223 38.541 39.703 -2,9 295 234 26,0
Soja 6.703 5.660 184 23.721 24.950 4.9 283 227 246
Farelo de soja 2959 2420 223 12477 12334 12 237 196 209
Olec de soja 1.720 1.229 40,0 2.343 2419 -3,2 734 508 44,6
Carnes 11.295 8.641 30,7 5.875 5.088 155 1.923 1.698 13,2
Carne de Frango 4.620 3.203 44,2 3.162 2.713 16,6 1.461 1.181 23,7
in natura 4.217 2923 443 3.007 2.586 16,3 1.403 1.130 241
industrializada 402 281 43,2 155 127 22,1 2.589 2.207 17,3
CameBovina 4425 3923 12,8 1.615 1.523 6,0 2.740 2.576 6,4
in natura 3486 3.134 11,2 1.286 1.225 49 271 2.558 6,0
industrializada 64 654 6,1 209 203 32 3.313 3.221 28
CameSulnain natura 1.162 990 17,4 552 484 14,0 2.105 2.045 3,0
Carmede Paru 390 263 48,5 177 156 136 2.201 1.684 30,
[ incustrializada 250 151 65,8 93 77 20,8 2.684 1.956 3?;‘
in natura 140 112 25,2 84 79 6,5 1.667 1419 17,4
Produtos Florestais 8.819 7.881 11,9 14.963 14.728 1,6 589 535 10,2
Papel e Celulose 4726 4005 18,0 8.590 8.235 43 550 486 131
Madleiras e suas obras 4.091 3.875 5.6 6.372 6.493 -1,9 642 597 7.6
Complexc Sucroalcooleire 6.578 7772 -15.4 22.183 21.603 2.7 297 360 -17.6
Aclcar 5.100 6.167 -17,3 19359 18.870 2,6 263 327 -19,4
Alcool 1478 1605 -7.9 2.824 2.733 i3 523 587 -109
Cafe 3.891 3.364 15,7 1.574 1.557 11 2.472 2.181 14,4
Café em graos 3405 2953 15,3 1.494 1.481 0o 2.279 1.994 14,3
Café soluvel 451 383 17,7 71 68 54 6.311 5.648 1,7
Couros e seus produtos 31.554 3.471 24 468 500 -6,5 7.592 6.934 a5
Sucos de frutas 2.374 1.570 51,3 2.165 1.854 16,8 1.097 847 295
Fumo e seus produtos 2.262 1.752 29,2 710 581 221 3.186 3.013 57
Milho 1.882 460 309,1 10,915 3.925 178,1 172 117 47,1
Frutas frescas 642 474 55 Q20 805 143 698 589 185
Algodao 507 338 49,9 419 305 377 1.209 111 8.8
Pescados in 368 -15,6 58 77 -24.4 5.335 4776 11,7
Camardes 75 154 51,6 17 34 -49.3 4346 4553 4.5
Lactaos 299 169 776 104 Q9 49 2.688 1.706 69,3
Demais produtos 4619 3858 19,7 - - - - -
TOTAL 58416 49424 182 - - - - -

llustracao 2- Quadro dos principais produtos exportados no agronegoécio brasileiro durante os anos de 2006 e

2007 (MAPA, 2007).
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Apesar de o Brasil ser um pais de propor¢des continentais, mais de 70% de
sua producdo nacional de carne de frango concentra-se na regidao Sul, entre os
Estados de Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, que sdo os principais
exportadores (llustracao 3).
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llustragdo 3- Localizagdo dos maiores estados exportadores de carne de frango e suas respectivas
contribuicbes em toneladas e em porcentagem para a exportagdo Brasileira de carne de frango
em 2007 (ABEF, 2007).

A importancia da carne de frango ndo se resume apenas na economia do
pais, mas também, em representar uma fonte de proteina de qualidade e
economicamente acessivel a populagcdo. As carnes brancas apresentam
basicamente os mesmos nutrientes da carne vermelha: proteinas de alto valor
nutritivo (ricas em aminoacidos indispensaveis), ferro heminico, zinco, com a
vantagem de normalmente apresentarem menor quantidade de gordura saturada e

colesterol, e melhor digestibilidade, visto que é pobre em colageno. Além disso, a
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7

carne de frango € considerada uma fonte importante de vitaminas do grupo B,
principalmente B2 e B12 (Venturini, 2007).

Quase 70% da produgédo brasileira de carne de frango € destinada a
abastecer o mercado interno. O consumo médio de carne de frango néo para de
crescer e até o ano de 2006 era de aproximadamente 35,68Kg por habitante por ano
(llustracao 4).

COMSUMO BRASILEIRO DE CARME DE FRANGO

SERIE HISTORICA (1989 - 2006]

Ano kg/hab. Yar. [°%])
1989 12,732 %
1990 13.60 5,83
1991 14,36 10
1992 15.74 5,21
1993 17.87 13,53
1994 19,06 =91
1995 2321 21,77
1996 22,03 -4,97
1997 23.83 2,07
1998 26,31 10,41
1999 29.14 2,12
2000 29,91 264
2001 a31.82 5,39
2002 2321 2,41
2003 33,54 -1,4
2004 33,89 1,65
2005 235,48 4,69
2006 39,68 0,56
ABEF - Aszociacido Brazileira dos Produtores e Exportadores de Frangos

llustracao 4- Série histérica do consumo brasileiro médio anual de carne de frango no periodo de 1989 a 20086,
em Kg por habitante (ABEF, 2006).

Devemos considerar, ainda, que para muitos brasileiros, sobretudo no Norte e
Nordeste, assim como em outros paises em desenvolvimento, os frangos de “fundo
de quintal”, ou frangos domésticos caipiras, representam uma fonte extremamente
importante de alimento na forma de ovos e carne, e que 0 surgimento de uma
doenca como a de Newcastle, uma patologia altamente contagiosa que afeta aves
domésticas e selvagens com grande potencial epidémico e letal, sobretudo em
aviarios, poderia ter um impacto nas produ¢des de frangos domésticos, tdo grande
guanto nas comerciais (Alexander, 2001).
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1.2 Rotas migratdrias aviarias

O impacto econémico global da Doenca de Newcastle (DNC) é enorme,
acarretando diversos prejuizos aos paises nos quais ela é endémica. E considerada
a principal doenca do Plano Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), uma vez que é
grande a possibilidade de sua entrada, seja por meios naturais ou antrdpicos, ao
Brasil, um pais considerado ndo endémico.

Um dos meios naturais de introducdo da DNC ao Brasil poderia ser pelo
carreamento de cepas virulentas do virus da Doenga de Newcastle (NDV), agente
causador da doenga, por intermédio de aves migratérias existentes. O tamanho
consideravel da populacao de aves selvagens, a auséncia de fronteiras e a liberdade
de movimentos das aves migratérias, fazem com que essa populagdo seja
considerada um vetor extremamente importante de disseminagéo viral.

Ainda sdo poucos os dados para a realizacdo de uma boa analise de risco da
possivel chegada da doenca por intermédio das aves. De maneira geral, € muito
restrito o conhecimento sobre as migracdes de aves pelo interior do pais e a biologia
das espécies. O maior numero de informagbes disponiveis é sobre algumas
espécies de Charadriiformes em suas rotas migratérias na regido costeira do pais.
Ainda nao sabemos qual a suscetibilidade de cada uma dessas espécies migrantes
de se tornar um potencial reservatoério, condutor e transmissor do virus. Para isso é
fundamental um maior conhecimento sobre a epidemiologia do NDV em diferentes
grupos de aves, informagdes sobre a ecologia e comportamento, além dos padrdes
migratorios das espécies.

As rotas migratérias avidrias sdo agrupadas e denominadas como “flyways”
(llustracao 5) para facilitar os esforgos internacionais de manejo e conservagao.
Uma flyway pode ser definida como “a completa extensdo na qual uma espécie
migratéria aviaria (ou grupos, ou espécies relacionadas, ou populacdes distintas de
uma mesma espécie) se locomove anualmente de uma area de reprodugédo para
uma éarea de nao-reproducdo, incluindo lugares intermedidrios de descanso e

alimentacao, bem como areas de ocorréncia das mesmas” (Boere e Stroud, 2006).
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llustracao 5- Principais rotas migratorias (“flyways”) de aves que se deslocam entre as areas de
reproducdo no verdo e as areas de invernada, ligando os hemisférios norte e sul
(Boere e Stroud, 2006).

Todo ano, com a aproximagdo da primavera ou outono, milhdes de aves
deixam suas frias areas de reprodugdo em busca de locais com temperaturas mais
amenas e com maior disponibilidade de alimento (areas de invernada), para depois
retornarem as suas areas de origem durante a primavera e verdao, completando
assim seu ciclo biolégico. Muitas espécies de aves migratérias, tanto de visitantes
setentrionais (aves Nearticas), que possuem seus sitios de reproducao no hemisfério
norte, como meridionais (aves Neotropicais), que reproduzem em areas do
hemisfério sul, migram para a regiao Neotropical (da qual o Brasil faz parte), porque
nos tropicos ha maior abundancia de alimentos, em contraste com o rigoroso outono
e inverno dos paises situados nos extremos dos hemisférios, nos quais os territorios,
em grande parte, ficam cobertos por gelo. Sdo conhecidas atualmente 164 espécies
de aves migratérias no Brasil, das quais 87 sdo vindas do hemisfério norte, 67 do
hemisfério sul e 10 do oeste. Algumas espécies permanecem em nosso Pais
durante todo o periodo de invernagem; outras tém no Brasil um ponto de parada e
continuam suas migragbes até o extremo sul do continente sul-americano. Neste
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periodo descansam, realizam a troca de penas e se alimentam, refazendo-se de um
esforco de migracdo que é extremamente desgastante. Algumas espécies de
macaricos e batuiras, por exemplo, chegam a realizar trajetos de cerca de dez mil
quildmetros entre suas areas de origem e 0 nosso Pais, aqui chegando com cerca
de metade de seu peso original (Sick, 1997).

Os habitats selecionados pelas aves migratérias ao longo de suas rotas séo
diversos e estdo relacionados aos habitos alimentares, disponibilidade de recursos e
taticas de forrageamento. Devido a distribuicdo nao-continua desses recursos, as
espécies migrantes geralmente se concentram em areas especificas. Esses locais
tém importancia fundamental para conservacado dessas espécies, uma vez que, ao
realizarem grandes migracoes, elas necessitam de areas chave para trocarem as
penas, se alimentarem e adquirirem as reservas energéticas necessarias para a
continuacao das longas viagens (Centro Nacional de Pesquisa para Conservacao
das Aves Silvestres - CEMAVE, 2006).

Os locais de concentracdo de aves migratérias, além da relevancia para a
conservacao das aves, também sao importantes no contexto de vigilancia
epidemioldgica dos paises, pois € fundamental a realizagdo do monitoramento
dessas areas, para a deteccao de possiveis portas de entrada de virus exéticos no
pais e a prevencao da disseminacao desses agentes e da ocorréncia de epidemias.

A porcao norte do Brasil é a porta de entrada dos migrantes setentrionais no
pais. Dessa forma, a Amazénia e zona costeira da regidao Norte e Nordeste sao
locais com muitos registros de espécies migratorias do hemisfério norte. Essas aves
chegam ao pais entre agosto e outubro e retornam para suas areas de reproducao
entre marco e maio (Harrington, 1986)

Entretanto, parte das espécies limicolas ndo segue a migracao pela costa,
mas pelo interior do continente. Essas espécies passam pela Venezuela e Colémbia,
entrando na Amazénia brasileira, principalmente na porgcao ocidental (AM, AC, RO e
MT) seguindo o caminho de grandes rios (ex. Rio Negro, Branco, Madeira) (Sick
1983), e também a oeste pelo rio Araguaia e Xingu. Essas espécies passam pelo
Brasil central, seguindo até o sul do Brasil (llustracao 6) ou até mesmo a Terra do
Fogo (CEMAVE, 2006).
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llustragao 6- Principais Rotas Migratérias que passam pelo Brasil. Rotas costeiras acompanham a linha da
costa, enquanto as rotas interiores acompanham os grandes rios amazénicos (CEMAVE,
2006).

Nao existem relatos de rotas migratdrias (com areas de invernagem em terra)
que partam dos continentes Europeu ou Asiatico e cheguem diretamente ao Brasil
(ver llustracao 5). A grande maioria dos casos que realizam o trajeto Europa-Brasil
€ de aves que os ornitdlogos chamam de “individuos vagantes”, ou seja, aqueles
que por algum motivo (como desorientacdo) saem de sua rota normal de migracao e
chegam a locais inusitados. Por isso, acreditamos que caso a DNC chegue ao pais
por intermédio de aves migratérias, provavelmente sua entrada dar-se a por rotas
provenientes da América do Norte ou provenientes de paises da América Latina,
alguns considerados endémicos da doencga.
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1.3 Doenca de Newcastle

1.3.1 Historico

A histéria da Doenca de Newcastle (DNC) comegou em 1926 com a descricao
de uma doenca altamente patogénica em dois pontos geograficos em diferentes
lados do mundo, Newcastle-on-Tyne na Inglaterra e a ilha de Java, hoje parte da
Indonésia (Doyle, 1927 e Kraneveld, 1926 apud Alexander, 2001). O termo DNC foi
criado pelo préprio Doyle (1927) que estudava um surto da doenga que ocorreu

numa fazenda de frangos em Newcastle-on-Tyne na primavera daquele mesmo ano.

1.3.2 Patologia

A Doenca de Newcastle € considerada uma das maiores causas de perdas
econdmicas da avicultura mundial, sendo que para alguns autores ela é considerada
uma das doencas animais mais importantes (Alexander, 2001). E uma enfermidade
viral aguda, notificavel, altamente contagiosa que acomete aves silvestres e
comerciais. Os sinais clinicos podem variar entre quadros gastrointestinais agudos,
acompanhados de anorexia, letargia e cianose, até conjuntivite, edemas, diarréia
(fezes esverdeadas) e doenca respiratdria aguda com exudatos em trato respiratdrio
superior e dispnéia, ou ainda doenca crbnica de sistema nervoso central com
opistétono, torcicolo, tremores e paralisia de membros (Zanetti, 2005). A
manifestacao clinica e a mortalidade variam segundo a patogenicidade da amostra
do virus e a espécie aviaria infectada. Infecgdes pelo NDV ja foram estabelecidas
em pelo menos 241 espécies de aves, representando 27 das 50 ordens da classe
(Alexander, 2004). O NDV é mais severo em galinhas, guinés, faisdes, codornas e
pombos, pode ser encontrado em uma forma mais branda em perus, patos e
gansos; ser carreado por passaros, canarios, psitacideos e outras aves silvestres;
podendo, ainda, ndo apresentar qualquer sinal clinico da doenca (Center for
Infectious Disease Research & Policy - CIDRAP, 2003). Muitos subtipos sorolégicos
de NDV tém sido isolados de aves aquaticas silvestres assintomaticas, por isso
acredita-se que as aves silvestres, especialmente as aquéticas, sdo os reservatérios
naturais do virus, e que possuem um importante papel como agentes transmissores
na disseminacdo da doenca para as aves domésticas (Alexander, 1995; Deibel,
1985). Tradicionalmente a patogenicidade pode ser medida por testes biolégicos e
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variar como muito alta, intermedidria e muito baixa, e ser classificada,
respectivamente: amostra velogénica, mesogénica e lentogénica (Jones, 2006).
Atualmente, métodos moleculares baseados na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), sequenciamento de nucleotideos, e deducao da seqiiéncia de aminoacidos
no sitio de clivagem da proteina de fusdo (F) também tém sido utilizados para
determinar a viruléncia de novos isolados (Jestin, 1991; Seal, 1995; Wise, 2004).

Testes de inoculagdo em pintos de 1 dia e em ovos embrionados de galinha,
livres de patégenos especificos (SPF), tais como o indice de patogenicidade intra-
cerebral (IPIC), indice de patogenicidade intravenosa (IPIV), ou tempo médio de
morte de embrido (TME), permitem caracterizar e classificar o virus da Doenca de
Newcastle (NDV) em 5 patétipos mais bem definidos. Por patétipo entende-se o grau
de patogenicidade do virus e, portanto, severidade da doenca causada por
determinada cepa do virus. Cepas altamente patogénicas do NDV pertencem aos
patétipos denominados: 1) Viscerotropico e velogénico ou também conhecida como
“forma de Doyle” que causa doenca severa e fatal com alta mortalidade em galinhas
e 0s principais sintomas sao apatia, diarréia esverdeada e lesbes hemorragicas
principalmente nos intestinos; 2) Neurotrépico e velogénico ou “forma de Beach” que
provoca problemas respiratérios como espirros € corrimento nasal ou ruido dos
pulmdes, inchamento da cabeca e face, fraqueza, sintomas nervosos como torcicolo,
paralisia das pernas e tremores musculares e finalmente ocorre mortalidade, a qual
pode chegar até a 100% das aves; 3) Outros patétipos j& menos patogénicos sdo os
virus classificados como mesogénicos, ou “forma de Beaudette”, que podem causar
apenas leves sintomas respiratérios nas aves, queda de postura em poedeiras e
eventualmente podem ocorrer também sintomas nervosos, mas a mortalidade das
aves & normalmente baixa e mais comum em aves jovens; 4) Lentogénicos, ou
“forma de Hittchner” sdo comumente usadas como cepas vacinais e podem causar
sintomas respiratérios brandos em aves jovens dependendo da cepa vacinal
utilizada; 5) Ha ainda um ultimo tipo, ndo patogénico, conhecido como entérico
assintomatico, que ndo causa sintomas ou lesées nas aves e também tem sido
utiizado como cepa vacinal. Portanto, nem todas as cepas do virus de Newcastle
causam doenca (Beard, 1981).
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1.3.3 Classificagdo

De acordo com a Organizacdo Mundial de Sanidade Animal (Office
International des Epizooties - OIE), da qual o Brasil é signatario, “A Doenca de
Newcastle € uma doenca infecciosa das aves causada por um Paramyxovirus aviario
do sorotipo 1 (APMV1) que apresenta um dos seguintes critérios de viruléncia: a) o
virus tem um indice de patogenicidade intra-cerebral de pelo menos 0,7 em pintos
de um dia; ou b) a presencga de multiplos aminoacidos basicos (arginina ou lisina) é
demonstrada no virus (diretamente ou por deducgao), em determinadas regides da
proteina de fusdo (FO0)”. Estes critérios é que caracterizam a ocorréncia de doenca,
definindo assim as areas que oferecem risco ou ndo de levarem e introduzirem a
doenca em regides ou paises considerados ndao endémicos, como o Brasil. Com
isso, determina-se também o estabelecimento de barreiras sanitarias no comércio
interno e externo de aves e subprodutos avicolas, acarretando em enorme prejuizo
econdmico aos paises com notificacdo da DNC (OIE, 2004).

Conforme o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTVdB, 2008),
0 agente viral pertence a ordem Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, género
Avulavirus, espécie Avian paramyxovirus tipo 1 (APMV-1) também conhecido por
virus da Doenca de newcastle (newcastle desease virus — NDV). A relacao
filogenética do NDV com os outros paramyxovirus (membros da familia
Paramyxoviridae) pode ser observada na llustracao 7. Até o momento, baseado em
mapeamento de sitios de enzimas de restricado do gene F codificador da proteina de
fusdo e analises filogenéticas tanto dos genes de proteina F como da proteina HN,
foram descritos nove gendtipos (I a 1X) compreendendo linhagens epizobticas em
todo o mundo (Liu, 2006; Liu, 2008; Ujvari, 2003; Wehmann, 2003).
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llustracao 7- Classificagdo dos membros da familia Paramyxoviridae (adaptado de Collins, 2001).

Dentro do género Awvulavirus, existem outros oito sorotipos de paramyxovirus
aviarios (APMV-2 ao APMV-9, ndo mostrados na llustracao 7), a maioria deles
parece ocorrer naturalmente principalmente em aves aquaticas, embora outras
espécies aviarias possam ser suscetiveis. APMV-2 e 3 podem causar doencas
respiratérias e perdas na producdo de ovos, principalmente em perus (Westbury,
2001).

1.3.4 Caracteristicas estruturais e genéticas

NDV é um virus envelopado, fita simples de RNA, polaridade negativa, com
morfologia esférica ou pleomérfica de aspecto rugoso e tamanho variando de 150 a
350nm de diametro (llustracao 8).
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llustracao 8- Modelo representativo dos virus da familia paramyxoviridae (alterado de “The Big Picture
Book of Viruses” - http://www.tulane.edu/~dmsander/Big_Virology/BVHomePage.html)

O genoma viral (llustracao 9) do NDV possui tamanho aproximado de 15.186
nucleotideos e contem 6 genes que codificam seis polipeptidios. O envelope lipidico
contém duas glicoproteinas de superficie, proteina de fusdao (F) e hemaglutinina-
neuraminidase (HN), ao redor da particula viral, gue medeiam a entrada e saida viral
de suas células hospedeiras. Dentro do envelope existe um nucleocapsideo
helicoidal central contendo o RNA genémico e as proteinas: do nucleocapsideo
(NP), fosfoproteina (P) e a grande polimerase RNA-dependente (L), que iniciam a
replicacdo viral intracelular. Ha ainda entre o envelope e o ndcleo viral a proteina de
matriz (M), que é importante na arquitetura da particula viral e que € liberada do
nucleo durante a entrada do virus na célula hospedeira (Millar, 1988).

1 LK 15186
e

P F L
Fosfoproteina Proteina de fusio Grande polimerase

HP " HH
Proteina Proteina  Hemaglutinina-neuraminidase
de nucleocapsideo de matriz

llustracdo 9- Esquema do genoma do NDV em bases, mostrando a posigdo dos 6 genes codificadores das
proteinas virais (adaptado de PubMed - NCBI homepage - http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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1.3.5 Replicagdo

O RNA gendmico de todos os virus de RNA fita-negativa tém de servir a duas
fungdes: primeiro como substrato para a sintese de mRNAs (RNA mensageiros), e
segundo como substrato para a sintese da fita positiva antigenémica. Virus de RNA
fita-negativa codificam e carregam sua prépria RNA polimerase, porém mRNAs s6
séo sintetizados depois que os virus infectam as células. A replicagéo viral ocorre
inteiramente no citoplasma (Lamb, 1996).

A adesao da particula viral a célula hospedeira se da por intermédio de suas
proteinas de superficie HN, que é uma proteina multifuncional e o principal
determinante antigénico dos paramyxovirus. HN é responsavel pela adsorcao do
virus as moléculas de acido sialico contidas na superficie celular e por sua clivagem
(atividade de neuraminidase), analogamente ao papel da proteina neuraminidase
(NA) do virus influenza, para prevenir a auto-agregacao das particulas virais durante
o brotamento na membrana citoplasmatica. Além disso, HN possui atividade
promotora na proteina de fusao (F) (Lamb, 2007).

A penetracéo do virus ocorre devido a fusdo do envelope viral e a membrana
plasmatica celular, em pH neutro, causada pela proteina F. Como consequiéncia, o
nucleocapsideo € liberado no citoplasma e, depois de entrar e sofrer o
desnudamento, RNAs virais encapsulados sado transcritos pela RNA polimerase
RNA-dependente associada ao nucleocapsideo para produzir mRNAs, que serao
traduzidos em proteinas virais. Estes catalisam a replicacdo do RNA através da
sintese de nucleocapsideos antigen6micos. A replicagdo produz mais
nucleocapsideos genémicos para adicionais transcricbes e traducbes de genes
virais, e para a montagem, com proteinas estruturais, de particulas virais
progenitoras. O ciclo total de replicacdo do NDV esta esquematizado, na llustracao
10, a sequir.
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llustracao 10- Representacdo esquematica do ciclo de vida dos paramixovirus. O topo da llustragéo

mostra a chegada de uma particula viral que se funde & membrana citoplasmatica
para liberar o nucleocapsideo, contendo o RNA de fitas negativas, no citoplasma. Os
RNAs mensageiros (mMRNAs) virais estao indicados por linhas com o cap representado
por um circulo preenchido e a cauda poli A por A,. O gradiente da diminuicdo da
molaridade dos mRNAs de NP para L devido a transcricao polar nao esta ilustrada.
Também nao esta ilustrado a abundéancia relativa do genoma negativo versus o
antigenoma (+). Linhas soélidas representam a transcricdo primaria e secundaria
realizada pelo complexo P-L e a replicagdo genomica realizada pelo complexo N-P-L.
Linhas pontilhadas representam o transporte intracelular do nucleocapsideo e da
proteina M para a membrana plasmética, e as glicoproteinas virais F e HN do reticulo
endoplasmatico (ER) para o Golgi e para a membrana plasmatica. A grande seta
representa a liberacdo dos novos virus gerados por brotamento na membrana
plasmatica (Alterado de Lamb, 2007).
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Além da fusé@o viral-celular, a proteina F inserida na membrana plasmatica de
células infectadas pode causar sincicios, mediante a fusdo com células vizinhas, ao
longo da infeccdo. Este efeito citopatico pode levar a necrose do tecido in vivo e
imagina-se tratar de um mecanismo de disseminacao viral.

No caso do NDV, a proteina F também é importante por estar correlacionada
a viruléncia do virus. Linhagens com multiplos residuos basicos no sitio de clivagem
FO sado linhagens virulentas e rapidamente se disseminam pelo hospedeiro,
enquanto que linhagens com a molécula FO contendo apenas um Unico residuo
basico sdo avirulentas e tendem a permanecerem restritas ao trato respiratério onde
a protease secretada pode ser encontrada (Nagai, 1977).

A proteina F € um homotrimero que é sintetizada como um precursor (FO0).
Para ser biologicamente ativa, ela precisa ser clivada pela protease da célula
hospedeira no sitio de ativagéo da clivagem. A clivagem libera o novo N-terminal de
F1, formando assim a proteina biologicamente ativa, que consiste de cadeias de
dissulfuretos-ligados F1 e F2 (é importante ressaltar que F1 e F2 ndo sao dominios
separados na estrutura atbmica de F e, portanto, ndo sdo partes individuais da
proteina). A ativacao proteolitica de FO envolve a acédo seqliencial de duas enzimas,
uma protease que cliva o lado carboxilico de um residuo arginina, e uma
carboxilpeptidase que remove os residuos basicos. FO com mudltiplos residuos
basicos no sitio de clivagem facilitam a acao de proteases intracelularmente durante
o transporte da proteina através do complexo de Golgi, e assim, interfere na
habilidade de proteases celulares especificas de clivar a proteina de diferentes
patétipos, resultando em uma infeccdo sistémica fatal (Gotoh, 1992; Ogasawara,
1992).

Paramyxovirus que possuem proteina F com um Unico residuo basico no sitio
de clivagem, geralmente ndo sao clivados quando crescem em culturas de tecidos
celulares e, por isso, apenas um unico ciclo de crescimento € obtido. Contudo, o
precursor FO que é expresso na superficie celular e incorporado aos virus liberados
pode ter sua clivagem ativada pela adicdo de protease exdgena, permitindo
multiplas rodadas de replicagdo (Lamb, 2007).
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1.3.6 Epidemiologia

A DNC é considerada de distribuicao mundial, com areas endémica, ou
consideradas livres da doengca. O NDV virulento é endémico e causa freqientes
epidemias na Africa, Asia, América Central e partes da América do Sul e do Oriente
médio. Graves epidemias recentes aconteceram na Dinamarca em 2002 e na
Califérnia em 2003. Desde entdo, epidemias tém ocorrido na Austria, Barém,
Bulgaria, Finlandia, Grécia, Italia, Japdo, Noruega, Africa do Sul, Suécia, Tailandia e
Venezuela (OIE, 2004).

A infeccao pode ocorrer através da inalacdo ou ingestao, sendo que o virus
esta presente no ar exalado pelas aves, nas fezes e em toda parte da carcaca da
ave durante a infeccao aguda e na morte. A contaminacado de outras aves pode se
dar por meio de aerosséis e pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados.
Quanto a transmissao vertical do virus, parece nao ocorrer, a maioria das aves
infectadas cessam a oviposicdo e se 0 ovo se infectar o embrido sucumbira. A
intervencdo humana é provavelmente o método mais comum de infecgdo em
aviarios industriais, as roupas e sapatos de pessoas que manuseiam aves infectadas
sao imediatamente contaminados. Assim como a comida, agua e equipamentos
usados ou expostos a areas contaminadas sao, também, um meio mecanico de
disseminagdo do virus contagioso. O periodo de incubacdo nas aves é de
aproximadamente cinco dias, mas pode variar de 2 a 15 dias (Jones, 2006).

1.3.7 Diagndstico

Por apresentar sintomatologia comum a outras doencas, a DNC pode ser
confundida com diversas enfermidades, porém deve-se lembrar que a Doenca de
Newcastle gera alta mortalidade e sendo assim poderemos eliminar diversas das
doencas do Diagnéstico Diferencial (DD). Dentre as enfermidades que poderao ser
suspeitas sao: Bronquite Infecciosa, Pneumovirose, Laringotraqueite, Influenza
Aviaria, Encefalomielite, Doenca de Marek (apenas pela paralisia), Doenca de
Pacheco, Coriza Aviaria, Cdlera, Psitacose e outras.

Todas as linhagens de NDV aglutinam eritrocitos de galinha in vitro (e as

vezes hemacias de outras espécies). Este processo é conhecido como
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hemaglutinacdo e serve de base para o teste sorolégico de inibicdo da
hemaglutinacéo (HI), usado para detectar anticorpos contra este virus.

O diagndstico laboratorial do virus pode ser realizado pela inoculagdo de
macerados de 6rgdos de aves suspeitas em ovos embrionados ou por testes
moleculares, como RT-PCR. A confirmacao do isolamento viral € feita por testes de
HI, que permite também o diagnédstico diferencial de virus de influenza aviaria.
Amostras virais identificadas como Newcastle, isoladas em ovos a partir de surtos
em que ocorra a suspeita da doenca devem ser entao testados in vivo em pintos ou
por sequenciamento de DNA para determinar a patogenicidade da amostra isolada
(MAPA, 2006). A deteccgéao direta do virus pode ser efetuada por imunohistoquimica,

imunoperoxidase e hibridizacao in situ (Brown, 1999).

1.3.8 Prevencgdo

Paises exportadores estabelecem monitorias constantes da doenca, para
avaliar a sua situacao assim como tentar evitar a entrada da doenca no pais. Em
muitos paises, incluindo o Brasil, a doenca vem sendo controlada em plantéis
comerciais através da vacinacdo, com vacinas aprovadas e com controle de
qualidade verificado pelo MAPA.

Em alguns Estados sdo vacinadas apenas as matrizes para transferéncia de
imunidade materna as progénies. A queda completa do nivel de anticorpos que
ocorre na idade de abate de frangos de corte tem sido utilizada como uma forma de
verificar se ha virus circulando em determinada regiao (MAPA, 2006).

Vacinas vivas de cepas By e La Sota sdo administradas nos bebedouros ou
em forma de sprays, mas também podem ser administradas de forma intranasal ou
intraocular. Pintos saudaveis podem ser vacinados tado cedo quanto 1-4 dias de vida,
porém atrasando a vacinacdo até a segunda ou terceira semana aumenta a
eficiéncia. Existem também vacinas inativadas que sao mais seguras, porém
possuem a inconveniente necessidade de aplicacdo por meio de injecao individual
(Alexander, 1991).

No Brasil, assim como em outros paises signatarios da OIE, a comunicacao
em caso da DNC é compulséria, e deve-se seguir uma série de acoes profilaticas
sanitarias, baseadas em amparo legal. O Decreto Ne 24.548 (1934) discorre sobre
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medidas de prevencao, controle e erradicacdo de doencas exoéticas, incluindo o
sacrificio de aves e a indenizacao dos proprietarios. E a Instrugdo Normativa Ne32
(2002) da Secretaria de Defesa Agropecuaria impde: a notificacdo obrigatéria ao
Servico Veterinario Oficial de sintomatologia suspeita, realizagdo de investigacao
imediata por um médico veterinario oficial, imposicdo de restricdo a movimentacao
de aves e seus produtos em casos suspeitos, estabelecimento por ato oficial de uma
Zona de Protecao (num raio de 3 km do surto) e de Zona de Vigilancia (num raio de
10 km do surto), controle da movimentacdo das pessoas na area de risco, O
sacrificio de todas as aves e animais-contato do estabelecimento infectado, a
limpeza e desinfec¢des constantes da area afetada e o descarte adequado dos

residuos, entre outras normas, seguindo o fluxograma abaixo (llustracao 11).
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llustracao 11- Fluxograma de acdes no caso de suspeita de DNC, Departamento de saude animal
(DSA).
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1.4 Historico da DNC no Brasil

O histérico da DNC no Brasil comecou com o aparecimento dos primeiros
surtos da Doenca de Newcastle em Belém do Para e em Macapa, capital do Amapa,
em 1953 (Santos, 1954 apud Franzo, 2007), sendo que sua introdug¢do ocorreu,
aparentemente, por meio da importagdo de carcacas congeladas de aves de corte
procedentes dos Estados Unidos da América para um dos hotéis da capital
paraense (Vaitsman e Moussatché, 1954 apud Franzo, 2007). Nessa ocasiao Cunha
e Silva (1955) realizaram o isolamento da amostra M33 do virus 83 da Doenga de
Newcastle nestas carcacas. A partir desta data, a doenca foi observada em todo o
territério nacional, ocasionando graves perdas econbmicas para 0s avicultores
brasileiros (Hastenreiter, 1976; Ito, 1986). Também foram assinalados inumeros
surtos e/ou casos da enfermidade em aves reprodutoras, comerciais, criadas em
galinheiros domésticos e/ou em aves caipiras (Silva, 1961; Oliveira e Girdo, 1979;
Oliveira, 1981), os quais proporcionaram elevados prejuizos a avicultura nacional,
inclusive com o comprometimento do comércio internacional de produtos de origem
avicola, particularmente, no ano de 1995 (Folha de Sao Paulo, 1995). Entretanto, a
patogénese e a epizootiologia das estirpes do NDV que acometeram o plantel
avicola brasileiro, em toda a sua histéria, permanecem ainda obscuras.

No ano de 1999, estudos soroldgicos indicaram a circulacdo do NDV em aves
silvestres no Estado do Rio de Janeiro (Bellucci, 1999), e em junho de 2001, o
MAPA reportou um surto no Estado de Goias, que foi prontamente controlado (OIE -
Disease Information Report, 2001).

Considerada endémica por mais de 50 anos em varias regiées, em 2003, o
governo brasileiro declarou o pais livre desta doenca, com reconhecimento da OIE, a
partir de um levantamento oficial realizado em 2002 (MAPA, 2006) e s6 depois disso
o Brasil ultrapassou os Estados Unidos e tornou-se o maior exportador mundial de
frango.

Porém em maio de 2005, o MAPA reportou a morte de 6.000 frangos em
Jaraguari no Estado do Mato Grosso do Sul que subsequentemente atribuiu-se a
uma linhagen vacinal de NDV. Em julho de 2006, o Department of Environment Food
and Rural Affairs (DEFRA) publicou um relatério internacional relatando o surto mais
recente da DNC no Brasil. Foi um surto do virus da Doenca de Newcastle com indice
de patogenicidade de 1,41 que foi reportado em frangos de “fundo de quintal” no
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estado do Rio Grande do Sul, em maio daquele mesmo ano. As medidas de
contencao foram prontamente atendidas e o surto ndo se estendeu as criagcoes
comerciais (OIE, 2006). Neste mesmo ano, também foi relatada a ocorréncia de
doenca de Newcastle em um pato numa propriedade localizada préximo ao parque
industrial de Manaus, no Amazonas. O caso foi identificado durante atividades de
monitoramento para influenza aviaria e doenca de Newcastle em propriedades com
populacdes avicolas de subsisténcia, localizadas no raio de 10 km ao redor de sitios
de invernada de aves migratérias (CNA, 2006).

1.5 Antartica

Apesar de existirem poucas rotas migratérias de aves que liguem a Antartica
diretamente ao Brasil e vice-versa, estudos demonstram que a Antartica é uma
regidao de relativa diversidade animal e que tem sido infectada com uma variedade
de viroses aviarias incluindo paramixoviroses, virus da influenza e NDV entre outros
(Morgan, 1981; Wallensten, 2006; Morgan, 1988). Além disso, a Antartica nao é tao
remota quanto parece, uma grande proporcdo de uma variedade de espécies
aviarias migram de latitudes maiores para nidificarem 14, incluindo procelares,
cormorantes e andorinhas marinhas (Wallensten, 2006).

A Antartica € uma regidao considerada internacional e esta sujeita a acordos
internacionais, dispostos em 14 artigos dentro do Tratado da Antartida. Trata-se de
um documento firmado em 1 de Dezembro de 1959, pelos paises que reclamavam a
posse de partes do continente da Antartica, em que se comprometem a suspender
suas pretensdes por periodo indefinido, permitindo a liberdade de exploracéo
cientifica do continente, em regime de cooperacéao internacional. O tratado possui
um regime juridico que estende a outros paises, além dos 12 iniciais, a possibilidade
de se tornarem partes consultivas nas discussées que regem o "status" do
continente quando, demonstrando 0 seu interesse, realizarem atividades de
pesquisa cientifica substanciais (Scientific Committee on Antarctic Research - SCAR,
2008).

No ano de 1975, o Brasil aderiu ao Tratado da Antartica, e sete anos depois
realizou sua primeira expedicdo ao continente Antartico, com a criacdo do Proantar

pelo governo brasileiro. A primeira expedigdo ocorreu entre os verdes de 1982/1983.
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Faziam parte desta expedicdo os Navios "Barédo de Teffé", da marinha do Brasil e
"Prof. Wladimir Besnard", do Instituto Oceanogréafico da Universidade de Sao Paulo.
Com os bem sucedidos resultados da expedi¢ao, fizeram com que o Brasil, em
1984, fosse aceito como membro pleno do Comité Cientifico sobre Pesquisa
Antartica (Folha de S&o Paulo, 2002).

Em 1986,foi fundada a Estacdo Antartica Comandante Ferraz (EACF), que
esta situada mais precisamente na peninsula Keller na llha Rei George. A peninsula
Keller (6208 S, 58°25 W) fica na Baia do Almirantado, na ponta da grande
peninsula Antartica (llustracao 12). A llha Rei George € a maior da regiao, distante
120 Km da costa da Antartica e 900 Km do continente Americano. A estacao dispde
de todas as instalagcdes necessarias como se fosse uma pequena cidade. O total
atual de médulos é de sessenta e oito unidades, com capacidade de viverem
confortavelmente 48 pessoas, parecendo uma pequena vila em meio ao gelo
antartico. A estacdo opera durante todo o ano. A estrutura é composta por
laboratérios, depdsitos, oficinas, biblioteca, salas de lazer e estar, enfermaria, sala
de comunicacoes, ginasio de esportes, cozinha e refeitério. A administracdo da
estacdo € executada por militares da Marinha do Brasil, que ali permanecem durante
um ano, sendo trocados ao final do periodo (Folha de Sao Paulo, 2002).

A area costeira da ilha é habitada por elefantes marinhos, lobos e ledes
marinhos, e diversas espécies de aves incluindo os pinglins. A ocupacao humana
da llha Rei George limita-se as estacdes de pesquisa pertencentes a Argentina,
Brasil, Chile, China, Corea do Sul, Peru, Polénia, Russia e Uruguai. A maioria das
estacdes é permanente e realizam pesquisas principalmente nas areas de biologia,
ecologia, geologia e paleontologia (SCAR, 2008).

Devido as evidéncias sorologicas de infecgbes passadas de pinglins pelo
NDV, reportadas por diferentes autores (Morgan, 1981; Wallensten, 2006; Morgan,
1988), o aumento da atividade humana e conseqiente risco de introducédo de
doencas para a vida selvagem, e a relativa falta de conhecimento acerca do NDV e
seus hospedeiros num lugar tdo distante e indspito como a regido antartica, a
importancia de melhor se entender a epidemiologia do NDV dentro e fora do Brasil

torna-se proeminente.
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llustracdo 12- Imagem de satélite, retirado do programa GoogleEarth™, mostrando a localizagdo da
Estacao Brasileira Comandante Ferraz, na llha Rei George, na ponta da grande
Peninsula Antartica.

1.6 Consideracoes finais

Pelo exposto fica evidente o risco que a DNC pode constituir para a avicultura
brasileira e mundial, e por isso, devemos considerar: a importancia que a avicultura
representa para o pais, pela geracao de beneficios sociais e econémicos; que o
surto desta doenca, em um centro de producao avicola, representaria um risco a
economia e incidiria de forma negativa nos niveis de consumo de proteina de
qualidade e economicamente acessivel para as populagdes; a necessidade de
fortalecer os servicos de defesa sanitdria animal e aumentar a capacidade da
investigagdo, e finalmente; a importancia de atualizar e harmonizar normas e
procedimentos para a prevencao e controle da Doenca de Newcastle, tendo como
referéncia as recomendacgdes da OIE (OIE, 2005).

Percebe-se que quando uma virose emerge ou reemerge numa regiao, a falta
de experiéncia e conhecimento dos profissionais com a nova doencga e o despreparo
para lidar com a nova realidade podem favorecer a disseminacao do patégeno (por
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falta de cuidados emergenciais necessarios). Somente quando os casos atingem um
namero critico € que estas doencas sao reconhecidas. Muitas vezes, quando as
epidemias sao evidenciadas em determinadas comunidades, ja ocorreu a
disseminagao do virus para outros locais tornando dificil seu controle (Tauil, 2001).

Devido a impossibilidade de distincdo dos agentes causadores de infec¢des
respiratérias aviarias apenas pelo quadro clinico, o diagndstico laboratorial torna-se
indispensavel. Além disso, a necessidade de se gerar maior conhecimento acerca
dos patdgenos respiratérios aviarios estd diretamente relacionada a execugédo de
medidas preventivas de saude publica e ao controle de vetores, tornando o estudo
destes, indispensavel para um melhor entendimento dos aspectos etiolégicos e
epidemiol6gicos destas doencas. Para isso, nosso objetivo é aperfeicoar a PCR em
Tempo-Real (quick polimerase chain reaction - qPCR) descrita por Wise (2004), para
detectar o virus de Newcastle em amostras coletadas de aves de diferentes regides
do Brasil, com elevada confluéncia migratéria, bem como de pingtins da Antartica, e
avaliar seu potencial como nova ferramenta na epidemiologia e etiologia de um dos
principais agentes respiratérios aviarios.

A gPCR transformou-se no método padrao para a detec¢do e quantificagao
de RNAs alvos e estda sendo cada vez mais utilizado nos novos ensaios de
diagnéstico clinico. Os resultados quantitativos obtidos por esta tecnologia sdo néao
somente mais informativos do que dados qualitativos, mas simplificam a
estandardizacdo do ensaio e a geréncia da qualidade. O desenvolvimento do
método de deteccao do SARS-CoV por gPCR (Poon, 2003) forneceu um exemplo do
valor desta tecnologia para o rapido diagnéstico clinico e por tais motivos foi o
método escolhido e utilizado neste trabalho.

Neste estudo, através da qPCR, nés investigamos a presenca do NDV em
aves domésticas e selvagens saudaveis em areas geograficas importantes para as
aves migratérias no Brasil, consideradas porta de entrada de doencgas epizooéticas
exéticas. Relatos sobre a ocorréncia de NDV nestas regides sdo escassos ou
inexistentes. Tem-se sugerido que NDVs mantidos em diferentes espécies aviarias
silvestres possam estar causando epidemias de NDV em granjas ao redor do
mundo. Por isso, consideramos importante procurar pela presenca do NDV nestes
possiveis reservatérios, bem como em criagdes aviarias com contato direto com as

aves silvestres. Para tal, realizamos um estudo de vigilancia epidemioldgica do NDV
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em diversas regides do Brasil, com elevada confluéncia migratéria, ou seja, regides
gue estavam na rota das principais rotas migratérias aviarias conhecidas.

A expressao vigilancia epidemiolégica passou a ser aplicada ao controle das
doencas transmissiveis na década de 50, para designar uma série de atividades
subsequentes a etapa de ataque da campanha de erradicacdo da malaria, vindo a
designar uma de suas fases constitutivas. Originalmente, significava “a observacao
sistematica e ativa de casos suspeitos ou confirmados de doencgas transmissiveis e
de seus contatos”. Tratava-se, portanto, da vigilancia de pessoas, com base em
medidas de isolamento ou quarentena, aplicadas individualmente, e ndo de forma
coletiva.

Na década de 60, o programa de erradicacao da variola também instituiu uma
fase de vigilancia epidemioldgica, subseqliente a de vacinagdo em massa da
populacdo. Simultaneamente, o programa disseminou a aplicagdo de novos
conceitos que se firmavam no ambito internacional e ndo se vinculavam a prévia
realizacdo de uma fase de ataque. Pretendia-se, mediante busca ativa de casos de
variola, a deteccado precoce de surtos e o blogueio imediato da transmissao da
doencga.

Neste novo contexto que pretendemos, através deste trabalho, prover
informacdes atualizadas sobre a ocorréncia do NDV, bem como fatores que o
condicionam em determinadas areas geograficas e populacdes definidas, afim de
subsidiar o planejamento, organizacao e operacionalizacdo dos servigcos de saude
animal, bem como a normatizacdo das atividades técnicas correlatas, de forma que
as medidas de intervengdo pertinentes possam ser desencadeadas com

oportunidade e eficacia.
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2 OBJETIVO

Realizar um estudo de vigilancia epidemiolégica molecular do NDV (APMV-1),
em amostras de swabs colhidos de aves em regides com elevada confluéncia
migratéria aviaria no Brasil, como forma de monitoramento do NDV em aves com
elevado potencial de sentinelas, ou seja, aves que possuem contato direto com aves
migratérias e que podem representar potenciais hospedeiros da doenca exdética ao

pais.

Realizar o mesmo estudo em pinglins capturados ao redor da Estacao
Brasileira Comandante Ferraz, na Antéartica, como forma de monitoramento do NDV
também em aves que possuem contato direto com outras aves migratérias fora do
pais, podendo assim representar potenciais hospedeiros da doenca exoética ao
Brasil.

Por fim, otimizar a PCR em Tempo-Real (QPCR) para a deteccao do NDV,
descrita por Wise (2004), adequando-a aos equipamentos e reagentes disponiveis

no Brasil, para avaliad-la como ferramenta no monitoramento molecular do NDV.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Logistica

A vigilancia epidemiologica ativa em aves selvagens apresenta obstaculos
praticos, logisticos e financeiros que a tornam um desafio. Dada a baixa prevaléncia
esperada dos virus estudados e os recursos disponiveis limitados para o que séo
dispendiosos esforcos, foi importante tracarmos estratégias claras e definidas tanto
nas atividades de campo quanto laboratoriais, para obtermos uma amostragem que
indiretamente nos fornecesse dados importantes sobre o monitoramento do NDV,
em aves migratorias, no Brasil. Indiretamente, porque realizamos coletas de
amostras em poucas aves silvestres, dadas as dificuldades descritas anteriormente;
coletamos principalmente de aves domésticas, porém com grande potencial para
serem aves “sentinelas”. Demos maior énfase em estudar: espécies que
sabidamente ja foram infectadas por NDV; espécies que sao conhecidas como
reservatérios epidemiolégicos do NDV (patos domésticos, por exemplo, podem
carregar o virus sem apresentar sintomas); aves que possuiam um maior contato
com outras espécies selvagens (migratdrias ou nao); e aves que compartilhavam o
habitat com outros animais, principalmente criadas em “fundo de quintal” ou soltas

em lagos (llustracao 13).
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llustracdo 13- Panorama dos habitats e aves escolhidos para o estudo.

Para tal, ap6s a escolha dos locais a serem estudados (definidos seguindo os
critérios ja mencionados), foi necessario um prévio contato com os proprietarios, que
apés ciéncia dos procedimentos (aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séao
Paulo) autorizavam a data e horario das respectivas coletas.

Por fim, desenvolvemos e seguimos protocolos que tentavam reduzir ao
maximo o potencial de exposicdo tanto humana aos virus, quanto dos préprios

animais, com a prévia autorizacao do IBAMA.
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3.2 Expedic6es Anuais

Foram realizadas duas expedi¢des principais a regido Norte do pais, regiao
esta, considerada a principal porta de entrada de doencas exdticas aviarias, uma
vez que a maioria das aves migratérias é proveniente da América do Norte. Foram
utilizados dois veiculos, adquiridos e equipados com o auxilio financeiro da FAPESP
com o projeto Rede de Diversidade Genética Viral (VGDN - Processo 00/11511-6).
Os veiculos, um Land Rover Defender 110 e um Ford F-350, ambos com tragdo nas
quatro rodas e equipados para trilhas off road (para possibilitar a coleta de amostras
em regides de dificil acesso), foram adaptados para laboratérios méveis, com todas
as estruturas necessarias para se realizar as técnicas de captura, coleta de material
e processamento laboratorial in situ (um barco, gerador, centrifuga, mesas,

geladeira, botijao de nitrogénio liquido, redes, gaiolas , pugas, etc.)(llustracao 14).
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llustracao 14- Foto dos veiculos (Defender 110 e F-350) utilizados nas Expedicdes, mostrando os

assessorios externos, necessarios para os locais de dificil acesso, e as adaptacdes
internas que transformaram um deles num laboratério mével.
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A primeira expedicao ocorreu em julho de 2005 na qual coletamos amostras
de aves da regiao de Monte Negro em Rondbnia e da regido de Belém do Para. Ao
todo, percorremos 9.000 km e atravessamos 10 diferentes Estados brasileiros em 28
dias, sendo que coletamos amostras em dois Estados, o que resultou na captura de
38 passeriformes silvestres de diferentes espécies, 235 patos domésticos (Cairina
mochata) e 28 galliformes (galinhas e perus), dos quais foram retiradas amostras de
swabs cloacais e orais, e sangue.

A segunda expedicdo foi em julho de 2006 e durou 29 dias. Desta vez
coletamos amostras de aves da regido de Vigia de Nazaré e llha do Marajé, ambos
no Para. Coletamos amostras de 394 patos (domésticos e selvagens - Cairina
mochata), 77 galinhas, 28 perus, 2 gargas (Egreta thula e Euxenura maguari) € uma
gaivota.

Durante as expedi¢cdes, além do caminhdo (Ford F-350) que nos propiciava
uma base para o processamento das amostras, criamos toda uma estrutura de
coleta, totalmente desmontavel e portatil. A cada dia, coletdvamos amostras de aves
em 3 a 5 propriedades diferentes e por isso tivemos cuidados redobrados com a
biosseguranca. Todos os integrantes da equipe utilizavam EPIs (Equipamentos de
Protecao Individual, tais como, mascaras, luvas e aventais) no momento das coletas
e durante o processamento do material coletado. Todo o lixo produzido era recolhido
em saco plastico branco e trazido de volta para incineracao; todas as pessoas e todo
o material que entravam em contato com o ambiente de estudo eram
descontaminados através do borrifamento de hipoclorito 0,5% antes de

prosseguirmos para a proxima propriedade (llustracao 15).



42

Lixo p/ incineragao

Hipoclorito 0,5%

llustracao 15- Foto dos equipamentos e cuidados com a biosseguranca.

3.3 Expedicoes Volantes

Além das amostras coletadas nas Expedi¢cdes Anuais (item 3.2), coletamos
amostras de aves de diferentes regides do Brasil em diferentes épocas do ano
durante os anos de 2006 e 2007. Também demos preferéncia a locais de elevada
confluéncia migratéria, ou seja, locais que sabidamente eram um ponto de
passagem das principais rotas migratérias aviarias (ver llustracdo 7) e que
proporcionava assim, um ambiente propicio para um maior contato entre as aves
migratérias e as aves residentes (domésticas ou néo), também estudadas. Foram
expedicbes rapidas de no maximo trés dias de duracdo, equipe reduzida e com
prioridade em aves silvestres, migratérias ou ngo.
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Em novembro de 2006, dois representantes da equipe de campo do
Laboratério de Virologia Clinica e Molecular do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo (ICB-USP), Jansen de Araujo e Luis Sanfilippo, foram a
Antartica em parceria com o projeto Proantar, para coletar amostras de pinglins ao

redor da estacdo brasileira Comandante Ferraz, situada na peninsula Keller, na llha

Rei George (llustracao 16).
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llustracao 16- Mapa demonstrando a localizacdo da estacdo brasileira
amostras de pinglins em tracejado.

€ a regidao de coleta de

O numero total de amostras, espécies amostradas, locais e datas de coletas,

de todas as expedicdes juntas, podem ser observados na tabela a seguir (tabela 1).



Tabela 1- Dados de todas as amostras utilizadas no projeto.
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Local

Data

Espécies coletadas
(Ne de individuos)

Total de aves
amostradas

Monte Negro — RO

Vigia/Marabitanas - PA

Vigia/Marabitanas/Sao

Caetano de Odivelas;

Sao Sebastido da Boa

Vista, llha do Marajé -
PA

Breves, Ilha do Maraj6 -
PA

1

Braganga — PA

(continua)

Julho/2005

Julho/2005

Julho/2006

Outubro/2006

Novembro/2006

Passeriformes silvestres:
Myrmotherula hauxwelli (1)

Myrmotherula longipennis (1)
Myrmotherula nigrocinereus (2)

Mionectes macconneli (1)

Thamnophilus nigrocinereus (2)

Chiroxiphia pareola (1)
Momotus momota (1)*'
Chiroxiphia ocellatus (1)
Phaethornis hispidus (3)
Ramphocelus carbo (5)
Formicivora grisea (3)
Thaminophilus aethiops (1)
Thryothorus genibarbis (2)
Cnemotricus fuscatus (1)
Tolmomyas poliocefalus (1)
Nyctidromus albicolis (1)*

Thamnophilus schistaceus (1)

Pipra fascicaudata (1)
Nao identificado (2)
Anseriformes domésticos:

Pato - Cairina moschata (235)

Galliformes:

Peru — Meliagres gallopavo (28)

Passeriformes silvestres:
Venilionis affinis (1)*
Tyraneutes stolzmanni (2)
Thamnophilus aethiops (2)

Thamnophilus nigrocinereus (1)

Passerina cyanoides (1)
Anseriformes:

Pato Doméstico- Cairina moschata

(386)

Pato Selvagem- Cairina moschata

(8)
Galliformes:
Galinha — Gallus gallus (77)

Peru — Meliagres gallopavo (28)

Ciconiiformes:
Garga — Egretta thula (1)

Maguari — Euxenura maguari (1)

Gaivota — Larus sp (1)
Anseriformes domésticos:

Pato - Cairina moschata (79)
Galliformes:

Galinha — Gallus gallus (6)
Charadriiformes:

Trinta réis — Sterna hirundo (7)
Magarico — Calidris canutus (3)
Magariquinho — Calidris pusilla (3)
Bate bunda — Actites macularia (15)

Anseriformes domésticos:
Pato - Cairina moschata (8)

* Nao sao passeriformes; 1-Coraciiforme, 2-Strigiforme, 3-Piciforme.

31

270

502

85

36
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Local

Data

Espécies coletadas
(Ne de individuos)

Total de aves
amostradas

Ararangua/Tijuca/
Barra Velha/
Navegantes - SC

Sao Bento/ Cajapio -
MA

Coroa do Aviao, llha de
ltamaraca - PE

Peninsyla Keller-
ANTARTICA

Novembro/2006

Abril/2007

Abril/2007

Novembro/2006

Anseriformes:
Pato Doméstico- Cairina moschata
(12)
Ganso — Anser sp (8)
Marreco - Anas sp (7)
Galliformes:
Galinha — Gallus gallus (10)
Galinha D’angola — Numida meliagres
(2)
Peru — Meliagres gallopavo (6)
Charadriiformes:
Macarico — Tringa melanoleuca (1)
Talha mar — Rynchops niger (3)
Quero-quero — Vanellus chilensis (1)
Galliformes:
Peru — Meliagres gallopavo (1)
Anseriformes:
Marreco - Dendrocygna Viduata (18)
Marreco - Dendrocygna autumnalis
(44)
Marreco - Netta Erythrophthalma (2)
Marreco - Gallinula chloropus (2)
Marreco - Amazonetta brasiliensis (4)
Marreco — Anas sp (3)
Charadriiformes:
Macarico — Arenaria interpres (6)
Macarico — Calidris alba (10)
Macarico — Calidris pusilla (5)
Macarico — Charadrius
semipalmatus (3)
Sphenisciformes:
Pinglins — Pygoscelis antarcticus
Pinglins — Pygoscelis adeliae
Pinguins — Pygoscelis papua

50

74

24

100

TOTAL

1172
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3.5 Armadilhamento

Para a captura de aves passeriformes silvestres foram utilizadas redes de
neblina estrategicamente armadas no interior de areas florestais preservadas e/ou
corredores descampados de bordas de mata. As redes foram montadas em varas de
bambus dispostas em série numa altura de cerca de 30 cm do solo até 250 cm de
altura. As aves domésticas de granjas e aves domésticas ou selvagens? de “fundo
de quintal”, bem como os pingtins, foram capturadas com o auxilio de pucgas
(lustracao 17).

llustracao 17- Métodos utilizados para a captura das aves estudadas: a) pugd; b) e c) redes de
neblina (fechada e aberta, respectivamente).

3.6 Triagem e identificacao

O processo de identificacdo e biometria requer certo conhecimento
ornitolégico e habilidade no caso das aves silvestres, assim os especialistas do
grupo realizavam o trabalho de medicéao e tabulacado das informacdes em planilhas
para analise posterior, se necessario. As planilhas continham dados biolégicos de
status (ave nova, recaptura, recuperacao), idade (adulto, jovem, ninhego,

2 Na regido Norte/Nordeste do pais € comum as populagdes ribeirinhas criarem aves selvagens
junto com as domésticas, sem distin¢cao, e por isso também entraram no estudo.



47

indeterminado), identificacao (espécie, ordem), sexo (macho, fémea, indeterminado),
método (plumagem, cloaca, cor dos olhos, outros), plumagem (jovem 1° ano, sub-
adulto, adulto) além das medidas da asa, tarso, cauda, cumen total, narina-ponta e
peso. A necessidade de conhecimento das informacdes acima se da como um fator
fundamental para conhecimento da fauna e do entendimento do fator de risco de
disseminagdo de doencas que esses animais podem ser para outros animais e
pessoas. O processo de anilhamento nao foi realizado, entretanto as aves
capturadas eram marcadas com violeta diluida em agua, no momento da soltura
para que em caso de recaptura fossem facilmente identificadas. Por fim, a coleta de
informacgdes teve como objetivo conhecer melhor as espécies capturadas: auxiliar na
determinacao da quantidade de sangue a ser coletada; além de definir em que fase

de desenvolvimento estes animais se encontravam.

3.7 Coleta do material

As amostras de todas as aves capturadas foram colhidas através da
introducdo e raspagem epitelial de zaragatoas estéreis descartaveis na traquéia
(swab oral) e cloaca (swab cloacal) do animal (llustracao 18A,B). Os swabs orais e
cloacais foram colocados no mesmo tubo, em trés réplicas, duas contendo meio de
congelamento (meio de cultura MEM - Cutilab; pH 7,2; esterilizada; glicerol 5%;
contendo 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL estreptomicina) e uma contendo
Brazol (LGCBio). Os tubos foram imediatamente armazenados em nitrogénio liquido
(lustracao 18C). Foi coletado, também, aproximadamente 1 mL de sangue através
de puncédo da veia ulnar de uma das asas de cada ave estudada ou dos membros
inferiores no caso dos pinglins, em seringas descartaveis estéreis de 3 mL
(llustracao 18D). O soro foi obtido in situ, apds repouso de 4 horas, através da
centrifugacédo do sangue a 3000 g por 10 minutos, em até 24 horas. O soro e 0
coagulo foram também estocados em nitrogénio liquido apds separacdo. As
amostras foram mantidas congeladas em nitrogénio liquido durante todo o trajeto

das expedicoes.
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llustracao 18- Métodos utilizados na coleta do material das aves estudadas: A) swab oral; B) swab
cloacal; C) congelamento em nitrogénio liquido; D) pungéo da veia ulnar.

3.8 Extracao do RNA total

As extracoes de RNA foram feitas no laboratério NB-3 (Laboratério de
Biosseguranga Nivel 3) do Instituto de Ciéncias Biomeédicas da USP, utilizando o
tubo de amostras em Brazol (LGCBio) e seguindo suas instrugées. Ao tubo de
amostras clinicas que previamente continha o Brazol, foi adicionado 10% de
cloroférmio (Merck), homogeneizado em vortex e incubado em banho de gelo por 5
minutos. Foi centrifugado a 15000xg durante 15 minutos a 4 °C. A seguir, 0
sobrenadante foi transferido para outro microtubo, contendo isopropanol (Sigma)
volume a volume, homogeneizado, incubado por 15 minutos em gelo e centrifugado

a 15000xg durante 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e ao restante
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foi acrescentado 800 uL de etanol 75% (Merck) seguindo-se de uma centrifugacéo a
10000xg durante 8 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi novamente desprezado e o
sedimento, apds secagem, ressuspendido em 50 uL de agua livre de DNA/RNAse

(Gibco). O produto foi imediatamente levado a proxima etapa (item 3.9).

3.9 Transcricao Reversa

Para a obtengdo do cDNA foi utilizado o kit Hight Capacity cDNA Archive
seguindo as orientacbes do fabricante (Appied Biosystems), no qual, 50 uL de RNA
extraido foram diluidos em tampdo contendo 50 pMoles de Random primers e
demais reagentes obtendo-se um tampao de reacao 50 mM de Tris-HCI [pH 8.3 a 25
°C]/ 75 mM de KCI /3 mM de MgCl, (10x RT Buffer), 10 mM de Dithiothreitol, 50 U
de MultiScribe RT enzyme, 02 U de Inibidor de Ribonuclease, 1.5 mM de dNTP e
agua UltraPure (Gibco) g.s.p. 100 pL. A mistura foi incubada a 25 °C por 10 minutos
e 37 °C por 120 minutos no termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems). O cDNA foi armazenado em freezer -70 °C até o momento de sua

amplificagéo.

3.10 Primers

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) e a sonda utilizados foram
desenhados por Wise (2004), a partir do alinhamento pelo método de ClustalW de
30 isolados de NDV de diferentes regiées do mundo e desenhados com o programa
Primer3. Um primeiro conjunto de primers e sonda, selecionados de uma regiao
conservada do gene M (matriz), foi projetado para amplificar praticamente todos os
isolados de NDV conhecidos. Um segundo conjunto de primers e sonda foi
selecionado para detectar especificamente apenas os isolados meso e velogénicos,
os primers flanqueiam o sitio de clivagem da fusédo (gene F - fusdo) e a sonda do
tipo hidrolitica se anela diretamente a ele. A lista completa dos isolados utilizados
para projetar os conjuntos de primers e seus respectivos espectros de deteccao,

pode ser visualizada na Tabela 2.



Tabela 2. Espectro de deteccao dos conjuntos de primers-sonda selecionados.

Especificidade do conj. Primers-sonda

(gene alvo)
Isolados Patétipo* APMV-1 Velo-mesogénico
(Matriz) (Fuséo)
Chicken/US/B1/48 + -
Chicken/US/LaSota/46 -

Chicken/Northen Ireland/Ulster/64
Chicken/Australia/QV4/66
Turkey/US/VGGA/87
Chicken/US(Nebraska)/54
Chicken/US/23984/96
Chicken/US/Kimber/47
Chicken/US/Roakin/48
Chicken/US(Texas)/DK1155/59
Chicken/US(Michigan)/46967/46
Chicken/US (Mass.)/MK107/45
Anhinga/US/44083/93

Mixed species/US/Largo/71
Chicken/US/BeaudetteC/52
Chicken/US(Texas)/GB/48
Chicken/UK/Herts/33
Chicken/Australia/Victoria/11176/32
Cockatiel/US(Florida)/FL/80
Cormorant/US(Minn.)/40068/92
Turkey/US(N. Dak.)/43084/92
Cockatoo/Indonesia/14698/90
Parakeet/Tanz,Belg,China/28710/93
Pigeon/US(Ga.)/21042/98
Chicken/Italy/3286/00
Dove/ltaly/2736/00
Pigeon/Italy/1166/00
Chicken/US/CA1083(Fontana)/72
Game chicken/US(Ca.)/24255/98
Parakeet/Myanmar/11592/91
Chicken/Honduras/44813/00
Pigeon/US(Tex.)/17498/98
Chicken/Mexico/37821-550-2/96
Pheasant/US(Ca.)/F98-1208/98
Pigeon/CA/1307/75
Chicken/Kenya/KRC139/90
Pigeon/US(N.Y.)/84

Game chicken/US(CA)/211472/02

LK <K<K <K<K <LK <L <LK <LK <LK <LK <LK <LK <K <K<K <K<K <K<K KKK LK ZEIZECIZEIZEIZESESrrrrrrrr
+ + + 4+ + + ++ 4+ +++++++++ A+ + o+

R T T T Tk T T S S S e S S S S . T . T T

APMV-2/chicken/CA/Yucaipa/56 NA - -
APMV-3/turkey/Wisconsin/68 NA - -
APMV-4/duck/Hong Kong/D3/75 NA - -
APMV-7/dove/Tennesse/4/75 NA - -

*L, lentogénico; M, mesogénico; V, velogénico. NA, nao se aplica.
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O conjunto de primers desenhado para o gene M de matriz amplifica um
fragmento de aproximadamente 120 pares de bases. As seqliéncias dos primers e
da sonda foram: primer positivo M+4100 (5’-AGT GAT GTG CTC GGA CCT TC-3)),
primer negativo M-4220 (5’-CCT GAG GAG AGG CAT TTG CTA-3’) e a sonda
M4169 (5°-[FAM] TTC TCT AGC AGT GGG ACA GCC TGC [MGB]). (Entre colchete
representa o marcador fluorescente utilizado).

O conjunto de primers desenhado para o gene F de fusdo amplifica um
fragmento de aproximadamente 110 pares de bases e suas sequéncias foram:
primer positivo F+4829 (5" GGT GAG TCT ATC CGG ARG ATA CAA G 3°), primer
negativo F-4939 (5" AGC TGT TGC AAC CCC AAG 3’) e sonda F+4894 (5" FAM-
AAG CGT TTC TGT CTC CTT CCT CCA-MGB 3"). A regiao de pareamento de cada
conjunto de primers e sondas, pode ser observada na llustracao 19.

L HN F M P NP
G e’
) B - - I!J \\ ~ - - -
P ! \ N
P / \ ™S
P / \ ~ -
, P / \ ~ , .
5 F-4939 sonda 4894 F+4829 M-4220 SOnda4169 m+4100 3  mRNA
— _——,-
Conjunt s '
onjunto Conjunto

Velo-mesogénico APMV-1

llustracao 19- Esquema de pareamento dos conjuntos de primers-sonda selecionados ao genoma do
NDV.

3.11 Reacao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR)

A amplificacdo em tempo real foi efetuada em placa de PCR de 96 orificios
(Applied Biosystems), na qual 3uL de cDNA foi diluido em tampao 20 mM de Tris-
HCI [pH 8.4] / 50 mM de KCI /2 mM de MgCl, (Biotools), 10 pMoles de cada primer
(M+4100 e M-4220), 10 pMoles da sonda M4169, 1 U de Tag DNA Polimerase
(Biotools), 0.2 mM de cada dNTP e agua UltraPure q.s.p. 25 uL. As placas foram
amplificadas no termociclador Real Time 3300 PCR System (Applied Biosystems). A
amplificacdo foi efetuada a partir de uma etapa de desnaturacdo de 94 °C por 2

minutos, seguida de 40 ciclos de 94 °C por 15 segundos, para desnaturacao das
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fitas de DNA; 56 °C por 30 segundos, para o pareamento dos primers (fase no qual,
foram coletados os dados de fluorescéncia); e 72 °C por 15 segundos, para a
extensdao das fitas de DNA. Como controle positivo foi incluido uma amostra de
cultura, em ovo embrionado de galinha, de cepa vacinal (B1 - Fort Dodge) e como
controle negativo foi utilizada dgua livre de DNA/RNAse esterilizada (Gibco).

As amostras positivas pela reacdo acima, foram submetidas a uma nova
reacdo de qPCR com as mesmas condicoes de reagentes, porém com primers
desenhados para anelarem na regidao do gene F de Fusdo com o objetivo de
amplificar apenas amostras contendo cepas mesogénicas ou velogénicas. Os
parametros de amplificacdo possuiam os mesmos ciclos de temperatura do gene de
matriz com a diferenca que a temperatura 6tima de pareamento dos primers foi de
58°C. Neste caso, o controle positivo foi uma amostra de RNA extraido da cepa Sao
Jodo de Meriti (gentilmente cedida pelo Dr. Adriano Carrasco da Universidade
Estadual do Centro-Oeste, Departamento de Medicina Veterinaria - DEVET.) e como
controle negativo foi utilizada agua livre de DNA/RNAse esterilizada (Gibco).

3.12 Isolamento

As amostras cloacais/traqueais em meio de congelamento, correspondentes
as amostras que foram diagnosticadas positivas por qPCR, foram inoculadas em
ovos embrionados de galinha SPF (livre de patdgenos especificos), gentilmente
cedidos pela empresa BIOVET®, Cotia — Sao Paulo, para a replicagdo viral. As
amostras foram centrifugadas a 3000xg por 30 minutos e o liquido claro superior foi
coletado e filtrado em filtro de membrana de 0,22 um. 0,2 mL do filtrado diluido 2x
em PBS esterilizado, pH 7,2 foi inoculado na cavidade alantéica de ovos
embrionados de 10 dias de idade. Cada amostra foi inoculada em 3 ovos e depois
de 72 horas de incubagéo a 37 °C, os ovos foram resfriados em freezer -20 °C por
15 minutos e seus fluidos alantdicos recolhidos. Em seguida, este material foi
testado para a presenca viral pelo teste de hemaglutinacdo (HA) e por gPCR, e o
excedente foi armazenado em freezer -70 °C. Qualquer fluido que demonstrasse a
presenca de atividade hemaglutinante foi testado pela Inibicdo da Hemaglutinacao
(HI), para a presenca do NDV usando anticorpo padrao preparado contra a cepa B1.
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O valor do titulo de HA foi expresso como a reciproca da maior diluicdo do fluido
alantdico no qual houve atividade hemaglutinante.

3.13 Hemaglutinacao e Inibicao da Hemaglutinacao (HA e HI)

O teste de HA foi realizado em microplacas de 96 cavidades com fundo em
“U” (Biosystems). Para tanto, diluicbes 1/10 seriadas na base dois, em solucao
salina tamponada fosfatada a 0,01 M; pH 7,2; esterilizada (PBS), dos fluidos
alantoicos colhidos foram colocados nas cavidades da placa, nas quais se adicionou
uma suspensao de eritrécitos lavados de galinha a 0,5% em PBS (lavada e
centrifugada 1000g/10min por trés vezes) e incubou-se por 30 minutos, a
temperatura ambiente. O titulo foi definido como o inverso da maior diluicdo de
liquido alantéico capaz de apresentar atividade hemaglutinante.

A prova de HI foi realizada em microplacas de 96 cavidades com fundo em
“U”. Para tanto, diluicbes seriadas na base dois em PBS dos soros previamente
tratados com RDE (Receptor-Destroyer Enzime gentilmente cedido pelo Dr. Robert
G. Webster, St. Jude Children's Research Hospital, Memphis, Tennessee, USA) na
proporcdo 1/3/6 (amostra/RDE/Solucdo salina 0,85% NaCl), foram colocadas nas
cavidades da placa, nas quais adicionou-se o antigeno viral padronizado (cepa B1 -
New vacB1® Fort Dodge) com quatro unidades hemaglutinantes (UHA) e incubou-se
por 30 minutos, a temperatura ambiente. Superada esta etapa, uma suspensao de
eritrocitos lavados de galinha a 0,5% em PBS foi adicionada as cavidades como
sistema revelador da reacdo e incubou-se por mais 30 minutos, a temperatura
ambiente. O titulo foi definido como o inverso da maior diluicdo de soro capaz de

inibir completamente a atividade hemaglutinante viral (Alexander, 1989).

3.14 indice de Patogenicidade: Tempo Médio de Morte de Embrides (TME)

Diluicbes decimais em solugcdo salina de 10° do liquido alantdico das
amostras isoladas em ovos embrionados no item anterior, foram re-inoculadas (0,1
mL) em 5 ovos SPF de 8-10 dias e incubados a 37 °C, para determinar o tempo
médio, em horas, que a dose letal minima (maior diluicdo capaz de matar todos os

embrides) levou para matar os embrides. Os ovos foram observados duas vezes ao
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dia, durante sete dias e o tempo de morte dos embrides registrados, para o calculo
do TME. De acordo com a OIE, o TME se classifica em: 1) Velogénica — menos de
60 horas para matar; 2) Mesogénica — entre 60 e 90 horas para matar; 3)
Lentogénica — mais de 90 horas para matar.

3.15 Prevencao de contaminacao e biosseguranca

Para reduzir a possibilidade de contaminacao das amostras e dos reagentes
separamos o pré, o durante e o pds-ensaios em trés salas diferentes, cada qual com
seus proprios equipamentos, reagentes, instrumentos e descartaveis (luvas, pré-pés,
aventais e ponteiras com filtro). Trocamos de luvas regularmente, pré distribuimos os
reagentes em aliquotas e usamos multiplos controles (positivos e negativos) em
cada lote de amostras testadas. Como controle positivo foi utilizada a cepa vacinal
B1 (New vac-B1® Fort Dodge) e como controle negativo foi adicionada agua livre de
DNA/RNAse. Todas as areas e equipamentos foram descontaminados com
hipoclorito de sodio 2% ou alcool 78% antes e depois de cada ensaio. Além disso, a
analise pelo método de gPCR reduziu ainda mais o risco de contaminagcdo ao
permitir a sensivel deteccao dos produtos amplificados, sem a necessidade de abrir
os tubos. Por fim, todas as etapas nas quais fossem manipuladas amostras
contendo virus ativos (extracdo, isolamento e ensaios biolégicos) foram realizadas
dentro do laboratério de biossegurancga nivel 3 do Instituto de Ciéncias Biomédicas

da Universidade de Sao Paulo.

3.16 Otimizacao e teste das reacoes

A padronizagdo da qPCR foi feita de acordo com o item 3.11, fazendo-se
alteragbes principalmente na concentracdo de MgCI2, na duragcdo dos ciclos de
amplificacédo, e nas temperaturas de pareamento e extensdo. Nao houve alteracoes
significativas em relacdo ao protocolo original descrito na literatura (Wise, 2004). Os
primers utilizados na padronizagdo foram gentilmente cedidos pela Dra. Liana
Brentano da Empresa brasileira de pesquisas agropecuarias (EMBRAPA) de Santa
Catarina, bem como os RNAs extraidos de amostras padrdes (Ulster, La Sota e Sao
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Jodo de Meriti), pelo Dr. Adriano Carrasco da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, de
Jaboticabal. Depois da padronizagao das reacdes de gPCR, mandamos sintetizar os
primers pela Applied Biosystems que teve como Unica alteragdo, a substituicdo de
um dos marcadores fluorescentes das sondas (3)), de BHQ® (Biosearch) para
MGB™ ( Applied biosystems).

Com os novos primers, fizemos testes de especificidade/sensibilidade a fim de
verificarmos nédo apenas os limites de deteccdo, bem como se cada conjunto de
primers cumpria 0 esperado, ou seja, se 0s primers de matriz detectavam todas as
cepas de NDV e se os primers de fusdo detectavam apenas as amostras
velogénicas. Para isso, fizemos testes de diluicdes seriadas de RNAs de amostras
padroes e testes utilizando diferentes tipos de amostras clinicas de nossa biblioteca
de cDNAs.

Para a padronizagdo do isolamento em ovo embrionado (item 3.12), foram
utilizadas cepas vacinais de virus vivos atenuados da linhagem Ulster cepa 2C
(Poulvac NDW® Fort Dodge) e da linhagem B1 cepa B1 (New vac-B1® Fort Dodge).
Estas mesmas cepas isoladas foram utilizadas como controle positivo em todos os
ensaios (item 3.8 ao item 3.13).

3.17 Sequenciamento do material genético

Os produtos da qPCR das amostras positivas, bem como os isolados em ovos
de galinha, foram purificados e posteriormente seqienciados. Para a purificacao foi
utilizado o método de precipitacdo por isopropanol, no qual 50 pL do produto
amplificado foi adicionado a um microtubo contendo 300 uL de isopropanol 75%,
centrifugado a 12000xg por 20 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante foi
descartado. Houve mais uma lavagem com 200 uL de etanol 75%, seguido de uma
ultima centrifugacdo de 8000xg por 8 minutos, o sobrenadante descartado e o
precipitado ressuspendido em 50 uL de agua livre de DNA/RNAse (Gibco). Para a
reacdo de sequenciamento do DNA, foi utilizado o BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit - Ampli Tag DNA Polymerase (Applied Biosystems),
no qual 2 pL de tampao de sequenciamento (save money-5X), 2 UL de reagente de
seqlenciamento (Kit-BigDye Terminator), 3 uL do primer (1p/mol), 1 uL de agua
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estéril e 2 uL do produto de qPCR purificado, totalizando um volume final de 10 pL,
foram submetidos ao ciclo de sequenciamento, no termociclador Eppendorf 2500: 96
°C por 1 minuto, seguido de 25 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 50 °C por 54
segundos e 72 °C por 2 minutos. O sequenciamento foi realizado nos dois sentidos,
ou seja, utilizando-se os dois primers e em triplicatas, a fim de identificar possiveis
erros de leitura das bases. A detecc¢do dos nucleotideos marcados por fluorescéncia
foi realizado no sequenciador automatico de DNA ABI PRISM 3100 (Applied

Biosystems).

3.18 Alinhamento e filogenia

A busca inicial de similaridade das sequéncias obtidas com outras disponiveis
no GenBank da pagina do NCBI (National Center for Biotechnology Information no

endereco eletrénico: http://www.ncbi.nlm.nih.gov) foi realizada pelo programa BLAST

versao 2.0, disponivel no mesmo enderec¢o. No alinhamento, foram inclusos os virus
descritos na tabela 3, que mostra os respectivos numeros de acesso no GenBank.
Alinhamentos para as sequéncias deduzidas de aminodcidos também foram
igualmente realizados. Matrizes de distancias dadas em porcentagens de
similaridade entre as sequéncias nucleotidicas obtidas foram calculadas através do
programa MegAlign™ versdo 5.03 (DNAStar®). O alinhamento e a edicdo das
seqUéncias nucleotidicas foi realizado com o programa Bioedit Sequence Alignment
Editor versdago 6.0.7 (programa  gratuito  disponivel no  endereco

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/), que converteu os arquivos ao formato NEXUS

para poderem ser analisados filogeneticamente pelo programa PAUP* versao 4.0,
realizado pelo método de Distancia. O critério de Distancia foi empregado utilizando-
se 0 modelo evolutivo F80, eletronicamente indicado pelo programa ModelTest 3.7
(PAUP*). Foi realizada uma busca heuristica com algoritmo TBR (tree bisection
reconnection) resultando em uma arvore de topologia ndo enraizada. Foram
calculados os valores de bootstrap, com 100 réplicas, para a verificacdo da

sustentacao de ramos nas topologias das arvores obtidas.
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Tabela 3. Tabela de sequéncias nucleotidicas utilizadas para o alinhamento e filogenia, e suas
respectivas: abreviagdes, nomes utilizados neste trabalho; nomes verdadeiros, nomes da
sequéncias no GenBank; e numeros de acesso no GenBank.

Abreviacao Nome verdadeiro Ne GenBank
LaSota Newcastle disease virus strain LaSota AY845400
39AntarBR Newcastle disease virus isolate 39/Antarctic/BR EU930424
02AntarBR Newcastle disease virus isolate 02/Antarctic/BR EU930423
2665BR Newcastle disease virus isolate Brasil/2665/2007 FJ751801
2675BR Newcastle disease virus isolate Brasil/2675/2007 FJ751802
1773BR Newcastle disease virus isolate Brasil/1773/2006 FJ751797
1777BR Newcastle disease virus isolate Brasil/1777/2006 FJ751798
2331BR Newcastle disease virus isolate Brasil/2331/2006 FJ751800
2320BR Newcastle disease virus isolate Brasil/2320/2006 FJ751799
Bpositivo Newcastle disease virus isolate vaccine B1/BR (controle positivo) EU930425
B1 Newcastle disease virus B1 AF309418
PorcindJL1 Porcine paramyxovirus strain JL-1 EU546165
Indon904 Newcastle disease virus strain moluccan/Indonesia/904/87 AY444497
PHYLMV42 Newcastle disease virus strain PHY-LMV42 DQ097394
Oncolytic Oncolytic Newcastle Disease Virus Strain Italien EU293914
Velogenic Velogenic Newcastle disease virus AF431744
antigenic Antigenic variant Newcastle disease virus isolated in Korea DQ839397
mukteswar Newcastle disease virus strain mukteswar EF201805
KBNP4152 Newcastle disease virus strain KBNP-4152 DQ839397
China2000 Newcastle disease virus isolate chicken/China/Guangxi1/2000 DQ485248
duckChina Newcastle disease virus isolate Muscovy DQ403244
duck/China(Fujian)/FP1/02

SRZ03 Newcastle disease virus strain SRZ03 EU167540
Chin2000b Newcastle disease virus isolate chicken/China/Guangxi4/2000 DQ485251
China2002 Newcastle disease virus isolate chicken/China/Guangxi6/2002 DQ485253
China2003 Newcastle disease virus isolate chicken/China/Guangxi11/2003 DQ485231

(continua)
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Abreviacao Nome verdadeiro Ne GenBank
doveltaly Newcastle disease virus isolate dove/ltaly/2736/00 AY562989
US1083 Newcastle disease virus isolate AY562988
chicken/U.S.(CA)/1083(Fontana)/72
1t2736 Newcastle disease virus isolate 112736 AY131275
gooseSF02 Goose paramyxovirus SF02 AF473851
Fontana Newcastle disease virus isolate Fontana U25829
GMChina Newcastle disease virus strain GM from China DQ486859
China2005 Newcastle disease virus isolate dove/Guangxi15/2005 DQ485273
us71 Newcastle disease virus isolate mixed species/U.S./Largo/71 AY562990
GXswine01 Newcastle disease virus strain GXswine01 EU346661
ItalyMiln Newcastle disease virus isolate Italy-Milano AF124442
US19120 Newcastle disease virus strain yellow nape AY444496
parrot/U.S.(MA)/19120/87
Mexic6244 Newcastle disease virus isolate chicken/Mexico/6244/98 AY246047
USOK32932 Newcastle disease virus strain parrot/U.S.(OK)/32932/96 AY444500
USFI44083 Newcastle disease virus isolate anhinga/U.S. AY562986
(F1)/44083/93
Mexico1 Newcastle disease virus isolate Mexico1 AF124453
CMich Newcastle disease virus isolate C-Mich AF124451
USCA9547 Newcastle disease virus isolate Dove/U.S.(CA)/9547/03 AY438667
Mexic6248 Newcastle disease virus isolate chicken/Mexico/6248/99 AY246048
TurkeyND Newcastle disease virus isolate Turkey/ND U25836
Sterna Newcastle disease virus strain Sterna/Astr/2755/2001 AY865652
1t3286 Newcastle disease virus isolate 113286 AY131279
F48E9 Newcastle disease virus strain F48E9 AF089819
98i1252 Newcastle disease virus isolate 98-1252 AY935493
99i0655 Newcastle disease virus isolate 99-0655 AY935494
Ulster67 Newcastle disease virus isolate chicken/N.Ireland/Ulster/67 AY562991
isolatel2 Newcastle disease virus isolate [-2 AY935499

(conclusao)
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4 RESULTADO

4.1 Padronizacao

O teste de sensibilidade analitica da reacdao de qPCR com os primers de

matriz (M), foram feitos com diluigbes seriadas na base 4 do cDNA obtido de uma

amostra padrao da cepa Ulster, passada em ovo embrionado e previamente positiva

no teste de hemaglutinacao (HA) com titulo de 128 unidades hemaglutinantes. O

resultado das diluicdes pode ser visto na llustracao 20, no qual se pode observar a

alta sensibilidade analitica da reacdo que chegou a detectar uma amostra positiva

diluida até a aproximadamente 16.000 vezes. Segundo o fabricante, a sensibilidade

técnica do equipamento é de 10 copias do gene RNase P de DNA gendmico

humano em condicdes basicas de reacoes.
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llustracao 20- Grafico gerado pelo software 7300 System SDS, mostrando a amplificagdo das

diluigbes seriadas na base 4 de uma amostra positiva padrao da cepa Ulster (U+). O
grafico representa Delta Run versus Cycle, ou seja, sinal rep6rter normalizado
decrescido do sinal da linha de base versus o numero do ciclo.
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Para o teste de especificidade analitica, foram utilizados diferentes tipos de
amostras, todas diluidas seriadamente (10" a 107®), foram elas: cDNA obtidos a
partir de controles positivos padrées de NDV das cepas vacinais Ulster e La Sota,
cDNA obtido da transcricao do RNA de uma cepa de Sao Joao de Meriti, também de
NDV, porem de linhagem velogénica; cDNA obtido de amostras padrbes do virus da
Influenza tipo A e do tipo B; cDNAs de nossa biblioteca de cDNAs de amostras
clinicas colhidas no Hospital Universitario: cDNA de virus respiratério sincicial
humano (HRSV), cDNA de metapneumovirus humano e cDNA de parainfluenzavirus
I, Il e Ill; e amostras de liquido alantbico de ovos embrionados de galinha livres de
patdgenos especificos. Todas as amostras (diluidas ou ndo) de paramyxovirus
aviarios do tipo 1, ou seja virus da Doenca de Newcastle (Ulster, La Sota e Sao Joao
de Meriti) foram detectados pela reacdo de gPCR para o gene de matriz (M), que foi
projetado para detectar a maioria dos NDVs conhecidos; enquanto que o restante
das amostras bem como os controles negativos ndo foram detectados,
demonstrando a especificidade esperada.

Testamos também a especificidade analitica da reagéo de qPCR para o gene
de fusdo (F), que foi projetado para detectar apenas as cepas velogénicas
(virulentas = alta patogenicidade) de NDV. Testamos com as mesmas amostras
utilizadas para o gene M e como esperado, desta vez, apenas as diluicdes
provenientes da cepa Sao Joao de Meriti foram detectadas, antagonicamente as
diluicbes de todas as outras amostras, sejam de NDV de baixa patogenicidade ou de
qualquer outro virus.

Nota-se que os testes acima realizados ndo se tratam de testes de
sensibilidade e especificidade diagndsticas, uma vez que nao foram comparados a

nenhuma outra técnica.
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4.2 Resultado das coletas

4.2.1 qPCR

Foram capturadas e amostradas 1072 aves de cerca de 40 espécies
diferentes em trés regides do Brasil (924 no Norte, 98 no Nordeste e 50 no Sul),
sendo o pato (Cairina moschata) o amostrado em maior quantidade (69,1%),
seqguido de galinhas - Gallus gallus (8,5%), marrecos de diferentes espécies (8,1%),
perus - Meliagres gallopavo (5,6%), charadriiformes de varias espécies (5,3%) e
passeriformes também diversos (3,4%). Também foram coletadas amostras de 100
pinglins de trés espécies distintas (Pygoscelis adeliae, Pygoscelis Antarctica e
Pygoscelis papua) totalizando 1172 aves, sendo 878 domésticas (75%) e 294
selvagens (25%), todos sem qualquer sinal clinico da DNC.

Pelo método de gPCR do gene M, 8 amostras (0,75%) foram consideradas
positivas para o NDV em aves provenientes de diferentes regides do Brasil, sendo 5
delas do Norte (62,5% das positivas; 0,46% do total; 0,54% do Norte), 2 do Nordeste
(25% das positivas; 0,18% do total; 2,04% do Nordeste) e 1 do Sul (12,5% das
positivas; 0,09% do total; 2% do Sul). Da mesma forma, 2 (2%) amostras coletadas
de pinglins na Antartica foram positivas para o NDV. A localizacdo dos pontos de
coleta e o tipo de ave infectada podem ser vistos na llustracao 21, a seguir.

Das 5 amostras positivas provenientes da regidao Norte, uma delas (amostra
844BR) foi obtida de um pato de granja em Vigia de Nazaré, municipio distante
cerca de 100 Km da capital Belém do Para, durante o ano de 2005. As restantes 4
amostras foram coletadas, também de patos, durante o ano de 2006, sendo duas
delas (2320BR e 2331BR) de patos caipiras (de fundo de quintal), no municipio de
Breves na llha de Maraj6 e duas (1773BR e 1777BR), patos de granja na regido de
Terra Alta, 80 Km de Belém. As amostras positivas (2665BR e 2675BR)
provenientes do Nordeste foram obtidas de macaricos (Calidris alba e Calidris
pusilla) capturados na llhota Coroa do Avido na llha de Itamaraca, Pernambuco, em
2007. Por fim, a unica amostra positiva (2573BR) proveniente da regidao Sul foi
isolada de um ganso doméstico no municipio de Navegantes em Santa Catarina,
durante o ano de 2006.

As duas amostras positivas (02AntarticaBR e 39AntarticaBR) isoladas de
pinglins, ambos da espécie Pygoscelis adeliae, foram coletadas na regidao da
peninsula Keller na Antértica durante o ano de 2006.
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Ne de amostras Regigo Tipo de ave No de amostras positivas
coletadas (ano da coleta) (espécie infectada)
(% do total coletado)

MNorte 22,2% selvagens 0
(2006) 77,8% domésticas

Morte 2,2% selvagens 2
(2006) 97 8% domésticas (patos de granja)

Mordeste
(2007)

98,6% selvagens
1,4% domésticas

. Sul
(2008)

10% selvagens
90% domésticas

Tipo de ave amostrada (Total)

Aves selvagens (25%)

Pinguins .
Charadriformes
Passeriformes

llustracao 21- Localizagdo dos locais de coleta das amostras positivas para NDV por gPCR, com
suas respectivas contribuigdes para o universo amostral.
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4.2.2 Isolamento e Sequenciamento

Todas as amostras positivas, brasileiras e provenientes da Antartica, foram
inoculadas em ovos embrionados de galinhas e o isolamento foi confirmado por
gPCR.

A viruléncia dos novos isolados foi determinada por métodos moleculares e
biolégicos, ou seja, as amostras positivas foram testadas tanto por gq°PCR do gene F,
especifico para detecgcdo de somente cepas meso/velogénicas, quanto por TME
(Tempo médio de morte de embrido), que permite classificar a patogenicidade de
acordo com o resultado obtido. Em ambos os testes, todos os isolados foram
considerados cepas lentogénicas de NDV, uma vez que nenhum deles foi detectado
no primeiro, e no segundo, os resultados de TME de todos foram maiores que 90
horas. Os resultados completos do TME para cada amostra podem ser observados
na Tabela 4.

Para obter a relacao genética entre os isolados, incluindo cepas de NDV de
linhagens de referéncia e isolados previamente reportados no GenBank, as
sequéncias nucleotidicas do gene M cobrindo as posi¢cées nucleotidicas 4100-4220
foram alinhadas e analisadas. O alinhamento das sequéncias nucleotidicas
mostrando as similaridades existentes entre elas pode ser visto na llustragao 22,
bem como o alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos resultantes, na
llustracao 23 seguinte. Com o auxilio do programa DNAStar, também foi possivel
criar uma tabela que mostra a porcentagem de identidade e da distancia entre todas
as sequéncias (Tabela 5). O resultado da analise filogenética gerado pelo programa
PAUP* esta domonstrado na llustracao 24.
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Tabela 4- Registro da porcentagem de embrides vivos apds a inoculagao do isolado para se determinar o tempo médio de morte do embrido (TME) em

Numero
da
amostra

02 Antar
39 Antar
844
1773
1777
2320
2331
2573
2665
2675

Controle B1

horas.

Porcentagem de embrides vivos x HPI (horas pés infeccao)

Primeiro dia Segundo dia Terceiro dia Quarto dia Quinto dia Sexto dia Sétimo dia TME
Oh 12h 24h 36h 48h 60h 72h 84h 96h 108h 120h 132h 144h 156h (horas)

100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 156
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 156
100% 100% 100% 100% 100% 100% 66,7% 33,3% 33,3% 33,3% 33,3% 33,3% 33,3% 33,3% 100
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 156
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 156
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 156
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 156
100% 100% 100% 100% 100% 100% 66,7% 33,3% 33,3% 33,3% 33,3% 33,3% 33,3% 33,3% 100
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 66,7% 66,7% 148
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 156
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0% 0% 0% 0% 0% 96

De acordo com a Secretaria Nacional de Defesa Agropecuaria, o TME se classifica em: Velogénica — menor que 60 horas; Mesogénica — entre 60 e 90
horas; Lentogénica — maior que 90 horas.
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Alignment Editor versdo 6.0.7. Os pontos representam as similiraridades existentes entre as sequéncias em relag

llustragao 22. Alinhamento das sequ

LaSota.

a0 a cepa
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SU N R N N [ e N (N

Amostra 10 20 30 40
LaSota SDVLGPSVLVKARGARTKLLAPFFSSSGTACYP | ANMASPQ
30AntarBRE. . - e
D2AntarBR. | o
FEEEBR. e
ZETEBR. e e e e
1TTIBR. e
1777TBR | M. .
FIAZOBR e
FAIBR | e
Bpositive |- e
B1
UIsterBT . e e e e
PorcindLl | e e e e e e e e
INndon@04 . e e
PHYLMYAZ | o o o e e e e e e e e e e
Oncolytic |- ... R
Velogenic |- - - o
antigenic | o e
mukteswar . ... R....... Y
KBMPA152 |
China2000 | e e e e
duckChIina | e
SRZOZ |
Chin200006 . ..o B
China2002 | o e e e e
China2003 . e e
doveltaly |- - - - o
Js1o8s 0 oo P
KBTI |
gooseSFO2 |
Fontana |- .. ... ... .. P
GMCHINE | e e
China2008 | e e e e e
USTT e
Cswinedd | ... H........
talyMiln oo R
Us19120 0 | .
MexicB2dd | e e e
LSOKIZAIZ | e e e e
USFIAA082 | . o e
Mexicol | e e e e e e e e
CMIch e e
USCAISAT |
MexicB242 | G. ..
TurkeyMD e
SHEMMA | e e e
3286 ... Mo
FABEQ | R....... G. .
QBITZE2 e e e e
QOIDBEE e e
isolatel2 ...

llustracao 23- Alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos a partir das sequéncias
nucleotidicas parciais do gene M de NDV detectados nas aves estudadas (amostras
com terminagao BR) e de outras provenientes do GenBank, realizado pelo programa
BioEdit Sequence Alignment Editor versdo 6.0.7. Os pontos representam as
similiraridades existentes entre as sequéncias em relagdo a cepa LaSota.



Tabela 5- Tabela de porcentagem de identidade (acima da diagonal) e distancia (abaixo da diagonal) entre as sequéncias nucleotidicas para o fragmento de 121 pb
do gene M entre os NDVs detectados (em destaque vermelho) e outros conhecidos. Os resultados estdao em inglés, ou seja, as casas decimais estao

separadas por pontos.
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llustracdo 24- Arvore filogenética dos isolados de NDV baseado no seqiienciamento nucleotidico da regido gendémica parcial do gene M. As sequéncias de referencias
foram obtidas do GenBank (para o Ne de acesso e nome completo, ver Tabela 3). Os isolados reportados neste trabalho, bem como o controle positivo

vacinal utilizado, estao sublinhados em vermelho. A escala representa substituicdes nucleotidicas (x100).
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4.2.3 Sorologia

O prévio contato com o NDV, pelas aves estudadas, foi investigado através
do teste de HlI, realizado no soro coletado durante as expedicdes volantes e durante
a expedicdo antartica. O estudo sorolégico nao foi realizado no restante das
amostras (expedi¢cdes anuais), uma vez que todo o soro coletado nelas foi utilizado
para o estudo paralelo do virus da influenza aviaria.

Das 269 amostras de soros provenientes de aves de diferentes regides do
Brasil, 5 (1,85%) apresentaram atividade anti-hemaglutinante para o NDV, com
titulos variando entre 40 e 80. Destas, uma amostra foi proveniente de um pato
doméstico no Para e quatro, provenientes de marrecos selvagens no Maranhdo. As
amostras, os titulos de HI, bem como os locais de coleta, estdo expostos na Tabela
6.

Tabela 6- Resultados positivos pelo teste de HI, das amostras de soros colhidas durante as
expedicdes volantes.

Numero da amostra Titulo HI Local da coleta
2329BR <80 Breves, llha do Maraj6
2584BR <80 Sao Bento, Maranhao
2600BR <40 Sé&o Bento, Maranh&o
2608BR <40 Sao Bento, Maranhao
2636BR <80 Cajapié, Maranhao

Dentre as amostras de soros provenientes de pingliins na Antartica, os titulos
de HI variaram entre 40 e 640, sendo que 23 (33,3%) dos 69 soros coletados
apresentaram anticorpos para o NDV (Tabela 7).



Tabela 7. Resultados do teste de HI realizados em soros de pingliins coletados na Antartica.

70

Amostras de soro

01 02 03 06 07 08 10 11 12 13 15 16 17 18 21 22 26 28 29 31
NDV 40 40 40 40 - - - - - 80 40 - 40 - - - - 8 - -
Amostras de soro
33 34 35 38 30 40 42 43 44 45 47 49 50 51 52 53 55 56 59 60
NDV. - 40 - 80 40 8 - - - - - - - - - - 80 - 40 -
Amostras de soro
61 62 64 69 70 71 72 76 V7 T8 79 81 82 83 84 85 86 87 88 90
NDV - 320 - 40 - 80 320 - - - 40 - - 40 - 320 - - - 640
Amostras de soro
92 93 94 95 96 97 93 93 100
NDV - - - - - - 8 - -

* Amostras positivas por g°PCR
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5 DISCUSSAO

5.1 NDV no Brasil

Grande parte de nossa amostragem (58% do total) foi proveniente de criagdes de
aves domésticas ndo comerciais, também conhecidas como criagdes de “fundo de
quintal” ou aves caipiras, e descritas na literatura como “frangos de vila”. O estudo
de aves provenientes de criacdes domésticas é importantissimo, dado a diversidade
de fatores que tornam tais criagdes muito suscetiveis a DNC em caso de uma
possivel chegada da doenca ao Brasil. Os principais fatores que podemos citar sao:
diversidade de espécies animais, ndo apenas aviarias, compartiihando o mesmo
espaco; dificuldade de vacinacao; falta de cuidados sanitarios, contato com animais
silvestres e poucos cuidados com a biosseguranca. Além disso, em muitas areas, as
pequenas criacdes domésticas nunca tiveram uma experiéncia prévia com o NDV,
assim, quando o virus é introduzido, a falta de anticorpo faz com que ele se
dissemine rapidamente.

Manchang (2004) descreveu que na Nigéria, onde a DNC é endémica, acredita-
se que os frangos caipiras sejam o0s responsaveis por manter a circulagdo do NDV
virulento. Isto porque nas criagdes domésticas, existe uma mistura em termos de
suscetibilidade a infeccdo pelo NDV, por causa da variagdao de espécies, imunidade
devido a idade, exposicao ao NDV e por causa de condi¢cdes extremas, que fazem
com que a disseminagao do virus ave a ave nao ocorra tdo rapidamente como em
criagOes intensivas comerciais. Ainda em relacao a Nigéria, a introdugédo do NDV em
criagbes domésticas ocorre principalmente quando frangos vivos infectados sao
introduzidos. Mercados de aves vivas sdo provavelmente os maiores meios de
dispersao, principalmente porque muitos criadores levam as aves ao mercado assim
que ficam doentes, na tentativa de recuperarem o investimento. Mas outros meios de
introducdo de novas linhagens de NDV para as criagdes domésticas incluem aves
silvestres, transporte de frangos vivos infectados entre as criacbes, carcacas
infectadas e a movimentacao de objetos de um sitio infectado.

Todas as condicbes descritas acima para a Nigéria ocorrem no Brasil,
principalmente nas regides Norte e Nordeste, com a diferenca que aqui, tal doenca é
exotica, pelo menos em relagdo as linhagens virulentas. Isto torna o presente estudo

ainda mais relevante em termos de vigilancia epidemiol6gica do NDV, uma vez que



72

o isolamos em 0,75% das aves estudadas em diferentes regides do Brasil,
demonstrando que a circulagdo do virus ja ocorre e que numa eventual aparicdo da
cepa velogénica, a disseminagao poderia ser bastante rapida. Apesar de todas as a
cepas isoladas neste trabalho pertencerem as linhagens lentogénicas (de baixa
patogenicidade) de NDV, comprovadas tanto molecularmente (QPCR) quanto por
testes biolégicos (TME entre 100 e 156h), tais resultados demonstram a
sucetibilidade das aves brasileiras ao NDV, circulando tanto entre as aves
domésticas, quanto selvagens.

A maior parte de nossa amostragem foi proveniente de patos e marrecos
(70% do total, sendo 13,3% deles selvagens e 86,7% domésticos) nao por acaso,
eles foram priorizados, pois merecem uma consideracao especial. Os patos sao
reportados por serem rapidamente infectados pelo NDV e serem capazes de
dissemina-lo por longos periodos de tempo, sem apresentarem sinais clinicos da
doenca. Existem poucos relatos de sinais clinicos da DNC em patos, enquanto que
muitos autores descrevem uma elevada taxa de NDV carreados por eles. O
problema esta justamente nas aves que sao clinicamente saudaveis, mas incubam o
virus e os disseminam. Por exemplo, Kingston e Dharsana (1979) descreveram que
em uma vila na Indonésia, o NDV persistiu por um ano num grupo de apenas 300
patos. Estudando-se estes virus e associando-o com linhagens do Vietna, descobriu-
se que tais virus isolados de patos assintomaticos eram virulentos para frangos.
Num recente encontro da FAO no Marrocos, foi observado que na Tanzania a DNC
€ um grande problema para criadores domésticos de frangos onde patos também
sdo mantidos.

Da mesma forma que a maior parte da amostragem foi proveniente de patos e
marrecos, 75% das amostras positivas (6/8) para o NDV foram provenientes desses
animais. Porém, apesar das aves caipiras representarem 58% da amostragem,
apenas 37,5% das amostras positivas (3/8) foi proveniente delas, o mesmo numero
de amostras positivas encontrado em patos de granja que representaram 17% do
universo amostral. Isso pode ser explicado pela proximidade dos lotes aos de outros
animais que podem ter sido vacinados ou até mesmo pela propria proximidade entre
0S animais que numa criagdo intensiva é muito grande e facilita a dispersdo e
manutencdao do NDV, além disso, as granjas estudadas nao possuiam cuidados

quanto ao contato com outros animais silvestres, uma vez que observamos
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passeriformes alimentando-se nos comedouros junto aos patos ou outras formas de
contato em todas elas.

Silva (2006) isolou NDV vacinal de swabs cloacais de passeriformes (tico-tico)
em fazendas de criacdo comercial de frangos, bem como detectou a presenca de
anticorpo anti-NDV nestas espécies, sugerindo que os tico-ticos tenham
provavelmente se infectado pela ingestdo de particulas virais provenientes da agua
usada para a vacinacao dos criatorios. Da mesma forma que os passeriformes
podem infectar-se com linhagens vacinais, a reciproca pode ocorrer € assim, 0s
passeriformes que trariam o NDV (em circulagdo) para as criacbes. Gustafson
(1953) demonstrou que em infeccoes experimentais de NDV em tico-ticos, estes
podem transmitir o virus a outras aves sussetiveis através do convivio. Por isso, é
fundamental que medidas de manejo adequadas sejam adotadas a fim de evitar o
contato de aves silvestres com plantéis comerciais, reduzindo o risco de uma
infeccdo pelo NDV.

Em nenhum dos patos ou marrecos selvagens foi encontrado o virus, porém
quatro, das cinco amostras de soro contendo anticorpos para o NDV, foram
provenientes de marrecos selvagens de Sao Bento no Maranhao. A outra amostra
de soro positiva foi proveniente de um pato doméstico de Breves na llha do Marajé.
Estas amostras representam 1,85% dos soros coletados e a taxa de positividade
poderia ser ainda maior, uma vez que alguns soros apresentavam algum sinal de
hemolise (=10%) e outros tiveram de ser diluidos em PBS (=20%), devido ao
pequeno volume de sangue que se pode tirar das aves de menor porte. Mesmo
assim, estes resultados sao bastante semelhantes ao encontrado por Oliveira Junior
(2003) que analisou por HI, soros de 837 aves silvestres livres ou cativas, e aves
domésticas ndo vacinadas do Zool6gico Municipal do Rio de Janeiro e de
propriedades particulares nos municipios de Seropédica, Japeri, Paulo de Frontin,
Paracambi, Valenca, Barra do Pirai, Rio de Janeiro e Nova Friburgo, no periodo de
agosto de 1998 a julho de 2001, encontrando anticorpos anti-NDV em 1,43% deles.

Outras aves silvestres, com habitos aquaticos, que se destacaram neste
trabalho foram as do género Calidris sp, vulgarmente chamadas de macaricos,
que representaram apenas 2,7% da amostragem mas 25% das amostras positivas
(2/8). Foram os unicos representantes de aves silvestres dos quais foram isolados
o NDV neste trabalho (exceto pingtiins). Este resultado é preocupante uma vez
que 0s macaricos sao considerados aves migratérias e sao encontrados em

praticamente  todo o litoral brasileiro. Uma subespécie que ocorre no
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Brasil, o Calidris canutus rufa, pode migrar até uma distancia maxima de 15000 Km,
ligando o Artico, no Pélo Norte, ao extremo sul do continente Sul-americano,
passando por todo o litoral brasileiro (Buehler, 2008). Mas ndo apenas 0s macaricos
causam preocupacdo, anualmente milhares de aves migratérias de diferentes
espécies sussetiveis ao NDV vém do Hemisfério Norte onde a presenca do NDV
patogénico em aves silvestres tem sido reportada (Wobeser,1993).

Apesar de termos isolado todas as amostras positivas em ovos embrionados
de galinha, a confirmagao sé foi conseguida através da qPCR (ct entre 35 e 39), na
maioria dos casos o teste de HA nao resultava em hemaglutinacdo. Outros autores
ja haviam descrito a dificuldade de se isolar o NDV de amostras clinicas de aves
adultas e saudaveis, especialmente as linhagens de baixa viruléncia (Sakai, 2006).
Acreditamos que o virus esteja numa concentracao tao baixa que apenas a gPCR
seja capaz de detecta-la. Kubista (2006) descreveu que com a tecnologia da qPCR,
0s quimicos altamente eficientes de detecgéo, instrumentacédo sensivel, e reacdes
otimizadas que estdao disponiveis, o numero de moléculas de DNA de uma
sequéncia em particular dentro de uma amostra pode ser determinado com uma
acuracia sem precedentes e sensivel suficiente para detectar uma unica molécula.
Quando realizamos uma reacdo de PCR normal (sem ser em tempo real), para o
posterior sequenciamento nucleotidico dos isolados, as bandas geradas no gel de
agarose 2% foram tao fracas (dados ndo mostrados) que nao foi possivel realizar o
sequenciamento de duas dessas amostras (844BR e 2573BR).

Outra difuculdade encontrada foi que na literatura e nos bancos publicos de
sequéncias nucleotidicas, a maior parte da informacao disponivel sobre o NDV trata-
se dos genes das glicoproteinas de superficie funcionalmente importantes, as
proteinas hemaglutinina-neuraminidase (HN) e de fusdao (F). Por isso nao foi
possivel classificar com precisdo os novos isolados quanto ao genétipo. Porém,
observando-se a arvore filogenética (llustracao 24) gerada a partir do alinhamento
destes, com os poucos fragmentos das sequéncias nucleotidicas disponiveis para o
gene M, podemos visualizar que os isolados formam um subclado, relacionado com
a cepa lentogénica Ulster, com excecado da amostra 1773BR que ficou mais préxima
dos isolados 98i1252, 99i0655 e PHYLMV42. Além disso, a alta similaridade
existente entre os isolados, 95,7 a 100%, demonstrada na Tabela 5, indica que eles
sao bastante proximos e que compartiiham um ancestral comum. Como ja descrito

por outros autores (Herczeg, 1999; Lomniczi, 1998; Yang, 1997), virus
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compartilhando parametros temporais, geograficos, antigénicos ou epidemiolégicos
tendem a cairem em linhagens especificas, fato este que tem se provado valioso no
estudo da disseminagdo do NDV.

Lomniczi (1998) citou diversos autores (Sakaguchi, 1989; Toyoda, 1989; Seal,
1995 e 1996) para sugerir que a analise filogenética baseada em sequéncias totais
dos genes F ou HN das linhagens de NDV dos grupos | a IV e usando o gene M
inteiro de linhagens representando grupos | a V produzem a mesma topologia basica
de arvore. Mesmo quando utilizados pequenos fragmentos (232 pb do gene M),
relacdes genéticas equivalentes foram obtidas quando comparadas a aquelas de
sequéncias inteiras dos genes, mostrando que o uso de relativamente pequenas
sequéncias de diferentes regides subgenéticas sdo adequadas para a identificacdo
de genoétipos e nao influenciam significantemente nos valores de distancias
genéticas. Embasado nestes estudos e nos dados obtidos do alinhamento e da
analise filogenética, que mostram todos os grupos genéticos (I a IX, com excecao do
grupo VIII) reunidos em subclados, podemos inferir que os novos isolados (1773BR,
1777BR, 2320BR, 2331BR, 2665BR e 2675BR) pertencem ao genétipo |, grupo da
cepa lentogénicas Ulster a qual tiveram maior identidades, incluindo o isolado
1773BR que ficou entre as cepas velogénicas 98i1252/99i0655 e a cepa lentogénica
PHYLMV42, todas também do gendtipo |.

Interessante ressaltar que, além da cepa Ulster ser amplamente utilizada
como vacina no Brasil e no mundo, segundo Ballagi-Pordany (1996) os virus do
grupo genético | compreendem principalmente linhagens lentogénicas originarias de
aves aquaticas. Todos os virus aqui detectados sdo de linhagens lentogénicas e
foram provenientes de aves com habitos aquaticos, incluindo as amostras de
pinglins. As excecdes ao grupo (cepas velogénicas 98i1252 e 99i0655) sao
linhagens relacionadas a cepa lentogénica V4, também muito utilizada como vacina,
gue causaram inumeros surtos na Australia entre 1998 e 2000. Mais de 1,9 milhdes
de aves em granjas, fazendas de avestruzes e de patos foram destruidas. O custo
total do governo australiano para adiministrar a crise exedeu 25 milhées de ddlares
australianos (Animal Health Australia - AHA, 1999).

Ainda com relacdo ao alinhamento das sequéncias nucleotidicas é possivel
observar na llustracao 22, o quanto este fragmento de gene é conservado, e
consequentemente, a elevada similaridade entre as sequéncias (87-100%).
Sobretudo, considerando o alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos
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(llustracao 23), mostra uma similaridade ainda maior (98-100%), resultante de
muitas mutacdes silenciosas que ocorreram nas sequéncias nucleotidicas, mas que
nao alteraram as sequéncias de aminoacidos. Comparando as sequéncias
deduzidas de aminoacidos dos novos isolados a sequéncia de aminoacidos da cepa
padrdo La Sota, podemos notar que sao idénticas, salvo a amostra 1777BR que
possui uma substituicdo do aminoacido Leucina (L) por Metionina (M). Isso porque
quase todas as mutagdes que ocorreram nas sequéncias de nucleotideos dos novos
isolados foram do tipo silenciosa, assim como na maioria das sequéncias da
literatura. A Unica mutacao resultante em alteracdo de aminoacido (L por M na
posicao 19) foi do tipo conservativa, ou seja, trocou-se a Leucina, pertencente ao
grupo dos aminoacidos nao polares alifaticos, pela Metionina, do mesmo grupo. Este
tipo de mutacao modifica em menor intensidade a estrutura molecular, pois mantém
préximos os parametros de polaridade e hidrofobicidade (Nelson, 2005).

Por fim, nossos resultados sugerem que o NDV de baixa patogenicidade
esteja circulando por todo o Brasil, uma vez que foi isolado, em maior ou menor
proporcao, de aves de todas as regides estudadas. Ele foi detectado em aves da
regiao Norte (5/924), Nordeste (2/98) e Sul (1/50). Outros trabalhos da literatura,
também tém descrito a circulacdo do NDV no Brasil: o ja citado trabalho de Oliveira
Junior (2003) que encontrou 12 aves soropositivas em 837 pesquisadas no Rio de
Janeiro; Sales (2007) também observou a ocorréncia de titulos altos de anticorpos
em 12% das galinhas de fundo de quintal estudadas na regido de Feira da Santana
na Bahia; o trabalho de Orsi (2007) em concordancia com o Programa de Sanidade
Avicola do MAPA, que estudou o NDV em aves comerciais em areas de
producao/exportagcdo em granjas no Sul (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul), Sudeste (Minas Gerais e Sao Paulo) e Centro-Oeste (Goias, Distrito Federal,
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul), mostrando que mesmo em regides onde
ocorreu a vacinacao, houve a circulacéo de virus nao patogénicos com ICPI (indice
de patogenicidade intracerebral) diferentes dos vacinais; o trabalho de Oliveira
Junior (2005) que isolou uma cepa mesogénica de patos domésticos (Neta sp)
sintomaticos (incoordenacdo motora, diarréia e secrecao respiratdéria) em uma
pequena propriedade rural no municipio de Japeri, Rio de Janeiro; e por fim um
boletim eletronico epidemioldgico da Secretaria de Vigilancia em Sadde (SVS, 2004),
que realizou em 2003 na regido de Galinhos no Rio Grande do Norte, um inquérito
sorolégico de aves silvestres e testes laboratoriais em swabs de 388 aves divididas
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em 22 pools, dos quais 22,7% apresentaram resultados positivos, além do
isolamento do NDV de linhagem patogénica em 3 aves migratérias, incluindo um
macarico (Calidris pusilla).

Devido ao presente estudo ter isolado o NDV tanto de aves provenientes de
granjas, quanto de aves silvestres e aves caipiras de locais ermos, com pouca ou
nenhuma interferéncia de possiveis infeccdes de NDV por acées humanas, seja
proposital como a vacinacao, por exemplo, seja por meios nao intencionais, como o
transporte de animais ou objetos contaminados entre as criagdes, podemos inferir
que as aves silvestres, migratérias ou ndo, bem como as criagbes de aves nao
comerciais, sobretudo as aquaticas, estejam agindo como carreadores ou até
mesmo reservatérios do NDV de baixa patogenicidade, e que provavelmente o
prévio contato com o virus se deu por infeccao natural, ja que os resultados
sorolégicos detectaram a presenca de anticorpos anti-NDV principalmente em aves
aquaticas silvestres.

Virus nao virulentos isolados de aves selvagens ou domésticas nao vacinadas
podem fazer parte de um importante reservatério de NDV, principalmente porque a
emergéncia de linhagens virulentas de NDV a partir de virus nao patogénicos
mantidos em aves silvestres tem sido frequentemente documentada (Alexander,
1992; Collins, 1993 e 1998; Gould, 2001). Por isso, os resultados ora apresentados
destacam a importancia de se manter as medidas estritas de biosseguranga, bem
como a necessidade de criacdo de um programa de vacinagao que incluisse as
pequenas criagcdes ndo comerciais.

O uso da gPCR neste trabalho para detectar o genoma do NDV em swabs
aviarios, e até mesmo nos isolados, frente aos métodos tradicionais, p6de aumentar
a sensibilidade, especificidade e reduziu o tempo de diagndstico, bem como se
mostrou uma ferramenta vantajosa no estudo epidemiolégico do NDV. Mas é
fundamental que outros estudos na area de vigilancia epidemiolégica de NDV sejam
realizados continuamente e com maior freqiiéncia, monitorando populacdes aviarias
em geral e enfatizando a necessidade de se estudar as diferentes linhagens virais
isoladas ao redor do mundo, avaliando a relacéo virus-hospedeiro e sua importancia
na epidemiologia, para que no caso de um surto da doenca, este seja detectado o
mais precocemente possivel, para que as medidas de contencdo possam ser
tomadas a tempo de evitar uma grande epidemia, que iria incidir de forma bastante

negativa na economia do pais.



78

5.2 NDV na Antartica

Mesmo sem qualquer sinal clinico da DNC nos pinglins dos quais foram
coletadas as amostras, 33,3% deles apresentaram anticorpo anti-NDV no soro,
indicando um prévio contato com o patégeno. Este indice € bem mais elevado do
gue o encontrado nas aves brasileiras (1,85%). Os titulos variando entre 40 e 640
também sdo maiores que os nacionais (40 a 80). Em parte, estes resultados podem
ser explicados pela propria ecologia destas aves, bem como o ambiente em que
vivem. Os pingtiins sdo aves de habitos aquaticos que formam colénias que podem
exceder 100 mil casais de procriacdo e que durante o rigoroso inverno permanecem
ainda mais unidos. Além disso, algumas espécies de aves migratérias como 0s
petréis, albatrozes e mandrides (skuas) nidificam perto de colénias de pinglins em
épocas reprodutivas, inclusive alimentando-se de seus filhotes como predadores
oportunistas, sendo que algumas espécies de pinglins durante o inverno austral
também viajam longas distancias para lugares onde o contato com outras aves
podem permitir a transmissdo do NDV. E sabido que o NDV pode continuar infectivo
em fezes por até uma semana em condi¢cdes favoraveis, no ambiente gelado da
Antartica é possivel que este tempo seja muito maior. Pelo menos em se tratando de
material genético, o guano congelado de pinglins permanecem preservados por
centenas de anos em regidbes permanentemente congeladas da Antartica e um
método para a detecgdo do RNA viral do influenza neste tipo de material ja foi
desenvolvido (Briggs, 2003).

Outro fator importante que deve ser considerado na disseminacao de doencas
na regidao Antartica é a expansao da atividade humana, tanto turistica quanto
cientifica. Esta disseminacdo poderia se dar por inUmeros mecanismos direto e
indireto. As pessoas podem atuar como vetores, tanto trazendo patégenos exéticos
para a regido como translocando patégenos enddgenos. Além disso, o estresse
causado pela atividade humana pode reduzir a imunidade, aumentando a
patogenicidade e a susceptibilidade para a infeccdo. Inclusive o frango e seus
derivados, como ovos, cascas de ovos e carne congelada podem ser uma fonte de
patégenos, uma vez que a carne de frango tem sido relacionada a transmissao de
NDV a outras aves. Existe um longo histérico de alimentacédo de aves antarticas com

sobras de alimentos, incluindo frango e ovos em estacdes antarticas e existe um
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recente relato de um ninho de mandrido contendo diversos ossos de frango.
(Diseases of Antarctic Wildlife - report, 1998).

O homem nao apenas pode agir indireta e mecanicamente, como também ja
foi reportado que o NDV pode infectar mamiferos e que a infeccdo humana ocorre,
causando severas conjuntivites com linhagens virulentas do virus. O NDV ja foi
isolado de um porco na Indonésia e deve existir outros hospedeiros incomuns, uma
vez que ha um relato, também na Indonésia, de uma aparente replicacao do virus
em caranguejos de uma cultura de arroz (Kingston, 1977 apud Kingston 1979).

Estudos sorolégicos revelaram que o NDV parece estar circulando ha varios
anos na regiao Antartica. Morgan e Wetsbury (1981) detectaram anticorpos contra o
NDV em pinglins adélie (Pygoscelis adeliae) nessa regido com uma baixa
prevaléncia (2 positivos em 164 testados), mas suficiente para indicar que eles
haviam sido infectados. Em outro estudo, Morgan (1981) relatou que 6% dos
pinglins reais (Eudyptes chrysolophus schlegeli numa ilha na regidao sub-Antartica
(Macquaire Island), apresentavam anticorpo para o NDV. Apesar de estes trabalhos
terem demonstrado o prévio contato dos pinglins estudados ao NDV, eles nao
isolaram o virus. Somente oito anos depois, Alexander (1989) estudando o material
coletado durante os anos de 1976 a 1979 conseguiu caracterizar nove
paramyxovirus aviarios isolados de pingilins na Antartica e sub-Antartica, onde
66,7% reagiram com um anticorpo monoclonal especifico para a cepa Ulster 2C,
incluindo um isolado que foi classificado como lentogénico do sorotipo APMV-1, ou
seja, NDV.

No presente estudo, conseguimos isolar o NDV em 2% das amostras colhidas
e constatamos que também se tratavam de cepas lentogénicas, por testes
moleculares (QPCR) e bioldgicos (TME de 156h para as duas amostras positivas).
Assim como 0s novos isolados brasileiros e os isolados antarticos e sub-Antarticos
por Alexander (1989), eles apresentaram uma maior identidade/afinidade com a
cepa vacinal Ulster, pertecente ao gendtipo |.

O isolamento do NDV, bem como a deteccdo de anticorpos contra ele, em
pinglins apesar de nao ser inédito é alarmante, mas deve ser interpretado com
cautela, pois pouco se sabe sobre a importancia dos pingilins em sua dispersao e a
significancia destes anticorpos é incerta, ainda que seja sabido, que os pinglins sao

suscetiveis a linhagens patogénicas e demonstraram sintomas, em estudos com
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pinglins previamente infectados na natureza, mantidos em cativeiros (Pierson e
Pfow, 1975 apud Gardner, 1997; Krauss, 1963 apud Gardner, 1997).

Os testes sorologicos indicando anticorpos em diferentes espécies de
pinglins e em lugares bastante distantes da Antartica, em diferentes épocas, na
auséncia de uma epizootia, sugerem que o NDV provavelmente é endémico e parte
normal da ecologia dos pingtins. Porém, pouco € conhecido da patogenicidade
destes virus, qual o papel deles nos relatos de mortalidade em pinglins antarticos,
quais outras espécies podem estar envolvidas em sua transmissao ou se é possivel
os pinguins transmitirem o NDV para outras espécies.

Com os resultados obtidos neste trabalho, ousando um pouco mais,
poderiamos sugerir uma outra possibilidade: a de que os pinglins também
pudessem ser considerados reservatorios do virus e carreadores do NDV, uma vez
que pinglins da espécie Pygoscelis papua ja foram encontrados, junto a outras
espécies de pinglins e aves silvestres, na costa sul da Argentina, local onde Zanetti
(2005) descreveu ter encontrado anticorpos anti-NDV em 16% dos pinguins-de-
magalhdes estudados e regido na qual macaricos de varias espécies fazem
invernada, incluindo a espécie (Calidris alba) da qual isolamos uma das cepas de
NDV, genéticamente relacionada com as cepas isoladas de pingliins Pygoscelis
adeliae provenientes da Antartica, que co-habitavam a regido estudada com
pinguins da espécie Pygoscelis papua. Em relagdo as sequéncias nucleotidicas dos
fragmentos do gene M dos isolados de macaricos provenientes da llha de Itamaraca,
Pernambuco, ambos possuem 99,2% de identidade com os isolados de pinglins da
Antartica, enquanto que apenas 98,3% de identidade com a cepa de referéncia do
grupo | (Ulster). Estes indicios apontam que a infeccao de pingliins por outras
espécies aviarias, poderia ocorrer mesmo fora da Antartica e nesse caso, ao

retornarem, seriam potenciais disseminadores e mantenedores do NDV na Antartica.
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6 CONCLUSAO

A técnica de Real-Time PCR (qPCR) se mostrou bastante eficiente e uma
ferramenta poderosa em estudos de vigilancia epidemiolégicos utilizando amostras
clinicas de swabs de aves assintomaticas. Sua elevada sensibilidade analitica foi
demonstrada com a deteccdo de amostras padrdes vacinais, bem como a deteccéo
de isolados com, deduzida, baixa concentracdo viral. A especificidade analitica
também foi demonstrada em testes com amostras padroes de diferentes patégenos
pertencentes a mesma familia do virus estudado (Paramixoviridag). Do mesmo
modo foi demonstrada a elevada sensibilidade e especificidade da qPCR para o
gene F, assim como seu uso potencial na patotipificacdo de novas cepas, uma vez
que seus resultados apresentaram perfeita conformidade com os testes biol6gicos
de Tempo Médio de Morte dos Embriées (TME), realizados nas mesmas amostras.

* A deteccao de anticorpos anti-NDV em aves silvestres e aves caipiras e o
isolamento do NDV em aves nas trés regides estudadas (Norte, Nordeste e Sul)
sugerem que o virus esteja circulando por todo o Brasil e que esteja sendo carreado
e/ou mantido por aves selvagens, migratérias ou ndo, bem como por criacées de
aves nao comerciais, sobretudo as aquaticas. Porém foi constatado por métodos
moleculares e bioldgicos (QPCR, sequénciamento de DNA e TME>100h) que tratam-
se de cepas de baixa patogenicidade (lentogénicas), corroborando para a
manutencao do status do Brasil, de ser livre da Doenga de Newcastle (DNC).

* Do mesmo modo, também foi encontrado anticorpos anti-NDV em boa parte
dos pinglins estudados por sorologia (33,3%), além do isolamento do NDV de baixa
patogenicidade em 2 deles, demonstrando que em conformidade com a literatura o
NDV possa estar circulando por virtualmente todo o planeta, incluindo os lugares
mais remotos e isolados como a Antartica. Além disso, as similaridades genéticas
encontradas entre os isolados sul-americanos e antarticos, bem como os padroes
migratérios dos pinguins, servem de base para inferir que estes possam ser
considerados importantes carreadores e disseminadores do NDV na Antartica.
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* Nao obstante a emergéncia de linhagens virulentas de NDV a partir de virus
nao patogénicos mantidos em aves silvestres tem sido frequentemente
documentada, por isso os resultados ora apresentados destacam a importancia de
se manter as medidas estritas de biosseguranca, bem como a necessidade de
criacdo de um programa de vacinagdo que incluisse as pequenas criacbes nao
comerciais, com o propdsito de minimizar os riscos que tais aves proporcionam aos

grandes produtores/exportadores de frango.

 Por fim, & fundamental que outros estudos na area de vigilancia
epidemioldgica de NDV sejam realizados continuamente e com maior freqiéncia,
monitorando-se populag¢des aviarias em geral, enfatizando-se a necessidade de se
estudar as diferentes linhagens virais isoladas ao redor do mundo e avaliando-se a
relacdo virus-hospedeiro e sua importancia na epidemiologia, para que no caso de
um surto da doencga, este seja detectado o mais precocemente possivel e as
medidas de contencdo possam ser tomadas a tempo de evitar uma grande

epidemia, que iria incidir de forma bastante negativa na economia do pais.
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