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I solation and biological char acterization of JAP99 Newcastlediseasevir usisolated
from domestic ducks(Netasp) in Riode Janeiro Sate
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RESUMO

O virus da doenca de Newcastle (VDN) é o agente
etiol6gico de uma das doengas mais importantes da avicultura e
tem sido identificado na maioria das espécies aviarias, silvestres
e domésticas. Neste trabalho, obteve-se o isolamento em ovos
embrionados da amostra denominada JAP99 do VDN, a partir
de fezes de patos coletadas no Municipio de Japeri, RJ. Aamostra
foi identificada pela técnica da inibigdo da hemaglutinagéo (HI)
e a caracterizacdo biol6gica da patogenicidade do novo isolado
foi realizada no Laborat6rio Regional Animal, MAPA, Campinas,
SP (LARA-Campinas). Pela inoculacdo intracerebral em pintos
de um dia (IPIC), o indice foi 1,4. Na inoculagéo intravenosa
emaves de seis semanas (IP1V), o indice encontrado foi 0,0 (zero)
e 0 tempo médio de morte embrionaria (TMME) foi de 62 horas.
Estes resultados indicaram que o isolado JAP99 é mesogénico
para galinhas comerciais, oferecendo risco para a avicultura
industrial.

Palavras-chave: Paramyxovirus, doenca de Newcastle,
JAP99, patologia aviéria.

ABSTRACT

Newcastle disease virus (NDV) is the etiological
agent of one of the most important diseases of the poultry industry
and it has been identified in most of the avian species, wild and
domestic birds. In this work, the isolation of the sample
denominated JAP99 was obtained from duck feces collected in
Japeri, RJ, which was identified by hemagglutination-inhibition
technique (HI). The biological characterization of the

pathogenicity of the new isolate was investigated at the Animal
Regional Laboratory, Ministry of Agriculture, Campinas, SP. By
intracerebral inoculation in one day chicks, the index was 1.4.
In the intravenous inoculation in birds of six weeks, the index
found was 0.0 and the mean death time in chicken embryos was
62 hours. These results pointed out that the isolate JAP99 is
mesogenic for commercial chickens, offering risk for the poultry
industry.

Key words: Paramyxovirus, Newcastle disease, JAP99, avian
pathology.

A doencade Newcastle € umaenfermidade
viral, aguda, altamente contagiosa, que acomete aves
comerciais e outras espécies aviarias, com sinais
respiratdrios, freqlientemente, seguidos por sindromes
nervosas e entéricas. A manifestagdo clinica e a
mortalidade variam segundo a patogenicidade da
amostraviral (FIELDS et a., 1996). Como amostras
virais de campo podem originar quadros clinico-
patol 6gicos que incluem desde mortalidade aguda a
infeccOes respiratorias e entéricas brandas ou
inaparentes (ALEXANDER, 1991), o diagnéstico
laboratorial do virus da doenca de Newcastle (VDN)
compreende o isolamento viral, seguido da
caracterizagdo biolégica da patogenicidade do novo
isolado (BRASIL, 1994).
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A primeira descricdo da doenca de
Newcastle, no Brasil, data de 1953, quando Cunha e
Silva realizaram o isolamento da amostra M33 do
VDN, na cidade de Macapd, associando o surto da
doenca a importacdo de carcagas de frangos
congelados, provenientes dos Estados Unidos
(CUNHA & SILVA,1955). A partir desta data, a
doenca foi observada em todo o territério nacional,
ocasionando graves perdas econdmicas para 0s
avicultoresbrasileiros(HASTENREITER, 1976; ITO
et a., 1986). Mais recentemente, 0 MAPA reportou
em junho de 2001, um surto no Estado de Goiés, que
foi prontamente controlado (Ol E Disease Information
Report). Estudos sorolégicos indicaram acirculagdo
do VDN em aves silvestres no Estado do Rio de
Janeiro (BELLUCCI et a., 1999). O Brasil, como
um dos maiores exportadores mundiais de carne de
frango, necessitade um rigoroso controle dacirculagdo
do VDN no territério nacional, que possibilita a
aceitacdo do nosso produto avicola nos mercados
internacionais. O virusdadoencade Newcastle (VDN)
€ de grande importéncia econdmica para avicultura
industrial mundial e seu diagnéstico de rotina em
laboratérios credenciados é preconizado pelas
autoridades da Secretaria de Defesa Agropecuariado
Ministério daAgricultura, Pecuéria e Abastecimento
- MAPA (BRASIL, 1994).

Para isolamento viral, ovos embrionados
SPF foram adquiridos da Granja Rezende, Uberlandia,
MG. As hemécias utilizadas nas provas laboratoriais
foram obtidas de galinhas soronegativas parao VDN,
criadas a partir da incubagdo de ovos embrionados
SPF, e mantidas em isolamento nas dependéncias do
Laboratério de Viroses Veterinarias (LVV) do
Departamento de Epidemiologia e Salide Publica, do
Instituto de Veterind&riada UFRRJ. Paraaidentificagcdo
doisolado, 0 soro padr&o positivo e soro negativo para
VDN, eoantigeno viral empregado nasprovas (VDN,
amostra Ulster inativada) foram cedidos pelo
Laboratorio Regional Animal (LARA) MAPA, SP.

A investigacéo se originou a partir da
notificacdo do proprietario de uma pequena
propriedade rural no Municipio de Japeri, RJ com
aproximadamente 150 aves (galinhas, patos e gansos)
gue apresentavam sinais e sintomas sugestivos de um
surto de doenca de Newcastle. Foi observada
sintomatologia nervosa e respiratoria caracterizada,
principalmente, por incoordenagdo motora, forte
diarréia e secregfo respiratéria. Mais de cem aves
morreram, principalmente, patos domésticos (Neta sp).
Esta propriedade apresentava manejo zootécnico
inadequado, marcado por uma séria deficiéncia nos
cuidados sanitarios. Como fonte de &gua, as aves

utilizavam um pegueno lago local frequientado por aves
silvestres, entre outros animais. Foram coletadas
amostras de fezes e de sangue (puncéo da veiaradial
daasa) das aves doentes, que foram transportadas sob
refrigeracéo parao LVV.

Para o isolamento em ovos embrionados,
dilui¢bes decimais (de 10 a 10%) de suspensdes
clarificadas de fezes foram inoculadas em cinco ovos
embrionados SPF de 8 a 11 dias deincubacéo, nadose
de0,2mL viaaantdica. Osembridesinoculadosforam
observados por ovoscopia duas vezes ao dia, por trés
dias consecutivos ou até a morte do embrido. Apos
este periodo, o liquido alantéico foi coletado e testado
pela prova de hemaglutinagéo (HA). A provade HA
fol empregada para detecgdo da presenca de virus
hemagl uti nantes e suatitul agéo nosliquidos al ant6icos
dos embrides inoculados com material suspeito. A
provade HA foi realizada em placas de 96 cavidades
com fundo em “U”. Paradeterminagdo daidentidade
viral, foi utilizada a prova de inibicdo da
hemaglutinagdo (HI) (ALEXANDER, 1989). Ossoros
positivo e negativo paraVV DN foram empregados como
controles internos.

Para caracterizagdo biologica do isolado,
aliquotas do liquido alantdico hemaglutinante foram
enviadas para o LARA-Campinas, onde foram
realizados os testes de patogenicidade. Para obtencéo
do indice de Patogenicidade Intracerebral (IPIC), 2
grupos de 10 pintos de 1 dia foram inoculados via
intracerebral (IC) com liquido alantoico
hemagl utinante, com titul o superior a24UHA 50pL ™.
O periodo de observagdo foi oito dias ou até amorte.
Para o célculo do IPIC, utilizou-se uma escala de
pontuacdo na qual cada ave sadia corresponde a 0,0
(zero) pontos, aves doentes 1 ponto e aves mortas, 2
pontos, acumulados diariamente até o fim do
experimento. O IPIC é definido pela média das
pontuagdes dos grupos divididapelo total acumulado
de aves. Para determinagdo do indice de
Patogenicidade Intravenoso (IP1V), 2 grupos de 10
aves de 6 semanas de idade foram inoculados via
intravenosa (IV), com o liquido alantoico
hemaglutinante, com titulo superior a24 UHA 50uL ™.
O periodo de observagéo das aves inoculadas foi de
10 dias, ou até a morte. Aves normais ndo recebem
pontos, doentes recebem 1 ponto, paraliticas 2 pontos
e mortas 3 pontos. O IPIV é definido pelamédia das
pontuagdes dos grupos divididapelo total acumulado
de aves. Para obten¢do do Tempo Médio de Morte
Embrionaria(TMME), apds arealizagdo de diluicdes
decimais, 0,2mL de cadadilui¢go doliquido alantéico
hemaglutinante foi inoculado em 5 ovosembrionados
SPF com 8 a 11 dias de incubagdo, via alantdica, e
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incubados a 37°C. Os embrifes foram observados por
ovoscopia durante sete dias, duas vezes por dia,
registrando-se o tempo decorrido em que cadaembri&o
morto foi observado pela primeira vez. A morte dos
embriBes possibilitaaobtencdo dadoseletal minima,
gue corresponde amaior diluigéo capaz de matar todos
os embrifes. O TMME é o tempo médio em que a
dose |etal minimamata os embriGes inoculados.

A inoculagdo em ovos embrionados com
suspensdes de fezes provocou a morte dos embrides
em 48 horas. O liquido alantéico coletado destes
embridesfoi analisado pelaprovadeHA, queindicou
a presenca de virus hemaglutinante. Em seguida, a
suspeita da presenca do VDN nas amostras de fezes
foi comprovadaatravés daprovade Hl, utilizando-se
0 soro padrao positivo. Como resultado das provas de
caracterizagdo biologica, o IPIC encontrado foi de
1,42, o IPIV foi 0,0 e o TMME foi de 62 horas. De
acordo com o PNSA (BRASIL, 1994), o TMME de
60 a90 horas caracterizaum isolado viral mesogénico.
Concluindo, o resultado comprova a circulagdo do
VDN no Estado do Rio de Janeiro, oferecendo risco
potencial para industria avicola. Também se pode
reafirmar que criagdes avidrias domésticas, comuns
no interior e periferiade centros urbanos, com trénsito
deavessilvestres e baixo nivel zootécnico de manejo,
podem atuar como reservatorios do VDN. O isolado
JAP99 foi considerado patogénico, em fungdo das
provas biol égicas descritas e da elevada mortalidade
promovida a campo observada.

A doenca de Newcastle, chamada
velogénica, com IPIC acima de 0,7 (indicador de
viruléncia viral) faz parte da Lista da OIE
(Organizagéo Internacional de Epizootias) e é de
notificagdo obrigatdria para os paises signatarios da
Organizacdo Mundial do Comércio (OMC). Desde
1953, a partir da sua primeiraidentificagdo no Brasil
(CUNHA & SILVA, 1955), a disseminagédo do VDN
foi observada em todo territério nacional, tendo
representado um sério obstaculo para o
desenvolvimento da industria avicola nacional. A
ocorréncia desta doenca no Pais acarreta a imediata
suspensdo das exportacdes de produtos avicolas, com
graves prejuizos para os paises dependentes do
comércio internacional, como o Brasil. Em
reconhecimento da importancia da sanidade dos
plantéis e do peso econdmico da produgado de frangos
de corte, que projetou o Brasil entre os maiores
exportadores mundiais, em 1994, o MAPA incluiu
entre seus programas sanitarios, o PNSA que prioriza
0 VDN como principal agente patogénico paraasaves
comerciais. Considerada endémica por 25 anos em
variasregides, em 2003, o governo brasileiro declarou

o Paislivre destadoenca, com reconhecimento da Ol E,
apartir deum levantamento oficial realizado em 2002.

O PNSA éestruturado através de umarede
delaboratérios oficiais e credenciados que promovem
a vigilancia nos principais pélos de producdo. Esta
vigilancia se baseia em notificagdes obrigatorias,
assisténcia aos focos, medidas de biosseguranca,
desinfecgdo e sacrificio, entre outras. Contudo, por
setratar de um virus queinfecta, possivelmente, todas
as espécies aviarias, incluindo aves silvestres de vida
livre ou cativeiro e de criagfes caseiras, estes
reservatorios talvez venham sendo relegados e sao
analisados apenas por poucos pesquisadores
envolvidos em estudos nestas populagdes, como no
presente trabalho. Também se deve ter em conta que
taisavesdificilmente tém assi sténciaveterinaria, como
fator agravante. Em relagéo as aves de fundo de
quintal, devem ser considerados ainda os aspectos
sdcioecondémicos envolvidos, lembrando-se que a
prética do sacrificio sanitério ndo é acompanhada de
umapoliticadeindenizagdo. Logo, o pequeno criador
muitas vezes restringe 0 acesso da sua propriedade
a0s grupos de pesquisa.

Apesar de todos os esforcos, diante do
dificil acesso aos reservatérios silvestres e
domésticos, o status internacional do Brasil como
arealivre esta sempre ameagado, carecendo portanto
deprovidéncias adicionais. Entre estas, as pesquisas
sorol &gl cas e tentativas de i solamento nas popul agdes
citadas, embora esparsas, apontam a importancia
deste tipo de investigacdo, direcionando,
eventualmente, as autoridades sanitarias para os
possiveis focos, como ocorreu em Japeri, apés o
isolamento aqui relatado. Neste caso, a propriedade
foi interditada, todas aves foram sacrificadas e outras
medidas profiléticas foram tomadas pelos agentes
sanitériosdo MAPA. Contudo, aquest&o justificaum
esforco conjunto dos pesquisadores, em nivel
nacional, incluindo o esclarecimento sobre o controle
do VDN, veiculado pelosreservatériosreferidos. A
caracteristica destes hospedeiros alternativos,
normal mente popul agdes flutuantes, pressupde uma
vigilancia perene. A vacinacdo e melhoria das
condi¢Bes zootécnicas, para 0s pequenos criadores
de aves caipiras, o isolamento sanitario de criages
industriais das aves de vida livre e a vigilancia
sorol &gi ca e virol 6gica constante poderiam contribuir
para reducdo do problema. O controle sanitario de
avessilvestres apreendidas, antes da suareintroducéo
nanaturezatambém deve ser considerado. Com base
neste trabalho e outros citados, pode-se preconizar
uma colaboragdo, em nivel nacional, de
pesquisadores do assunto que implementem um

CiénciaRural, v. 35, n.4, jul-ago, 2005.



Isolamento e caracterizaggo bioldgica da amostra JAP99 do virus da doenca de Newcastle... 951

sistema integrado de vigilancia nestes reservatérios
alternativos, em consonéncia com o PNSA. Esta
complementagéo podera ser extremamente oportuna
e favoreceria de sobremaneira a manutencao da
condigéo de &realivre, bem como acredibilidade do
Brasil, junto a comunidade cientifica e comercial
internacional.
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