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Soroepidemiologia da doenca de Newcastle em plantéis de avestruzes dos Estados da
Bahia e de S&o Paulo

Serologic occurrence of Newcastle disease in ostriches raised in Bahia and S&o Paulo
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Elen Fabiane Guimaraes Herval" Thais de Brito Batinga" Paulo César Costa Maia'
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RESUMO

Estudos soroldgicos em Avestruzes (Struthio
camelus) sdo ferramentas Uteis para analisar os riscos
relacionados a Doenca de Newcastle nesses plantéis e a
avicultura nacional. No presente estudo, amostras de sangue
foram obtidas de avestruzes de ambos o0s sexos, de diferentes
faixas etarias e sem apresentacdo de sintomatologia clinica,
criadas nos Estados da Bahia e de Sdo Paulo com o objetivo
de avaliar a presenga de anticorpos contra o virus da Doenca
de Newcastle por meio de ELISA indireto. Foram testadas 339
amostras provenientes do Estado da Bahia e 105 amostras do
Estado de S&o Paulo. Apesar de os proprietarios afirmarem
que ndo foi utilizada vacina em seus animais, foi verificada
positividade na Bahia de 17,9% e de 4,7% em S&o Paulo, em
avestruzes, sugerindo contato com virus vacinal ou de campo.

Palavras-chave: avestruz, doenca de Newcastle, ELISA,
diagnéstico.

ABSTRACT

Serological studies in ostriches (Struthio camelus)
are important tools to assess the risk of Newcastle disease in
these herds and to the national poultry industry. In the present
study blood samples were obtained from male and female
ostriches without symptoms of the disease, raised in Bahia and
Sdo Paulo in order to evaluate the presence of antibodies
against Newcastle disease virus using an indirect ELISA. There
were collected 339 samples in Bahia and 105 samples in S&o
Paulo. Although the owners guarantee that animals were not
vaccinated, it was verified the presence 17,9% positives in Bahia
and 4,7% in Sao Paulo, suggesting contact with vaccinal or
field strain.

Key words: ostrich, Newcastle disease, ELISA, diagnosis.

INTRODUCAO

Doenca de Newcastle é uma infeccéo viral
altamente contagiosa e representa sérios riscos a
indUstria avicola moderna, seja pelas perdas diretas
verificadas na producdo, seja pela imposicdo de
barreiras na comercializacdo de produtos avicolas
(ALEXANDER, 2001). O virus da Doenga de Newcastle
pertence a familia Paramyxoviridae e é o tnico membro
do género Avulavirus. Apesar de os isolados virais
pertencerem ao mesmo sorotipo (APMV-1), hd uma
grande variagao entre as diversas cepas no que se refere
a patogenia (ALEXANDER, 1991; ZHUHUI etal., 2004).
Assim, fatores como viruléncia da amostra, espécie
acometida, “status” imunoldgico, predile¢do do virus
pelo sistema respiratorio, sistema digestivo ou sistema
nervoso central, causam grande variagdo na
apresentacdo de sinais clinicos (SWAYNE & KING,
2003). Os primeiros relatos de Doenca de Newcastle
em avestruzes foram feitos na década de 50, em animais
mantidos em zoologicos (ALEXANDER, 2000).
SAMBERG et al. (1989) descreveram um surto em
criagdo de avestruzes em Israel, com manifestacdo
nervosa e alta mortalidade, e enfatizaram o risco
decorrente da proximidade existente entre a propriedade
afetada e os criatérios comerciais de galinhas. Paises
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do Sul da Africa enfrentaram uma epizootia de Doenca
de Newcastle entre 1993 e 1995. Vaérias espécies de
aves domésticas foram acometidas e foram efetuados
registros de casos em criagdes de avestruzes
(ALLWRIGHT, 1996).

A intensificacdo na comercializagao
internacional de avestruzes, verificada a partir da
década de 90, suscitou apreensdo nas autoridades
sanitarias do mundo todo, fazendo com que a maioria
dos paises criasse legislagdes especificas relacionadas
ao tema. O fortalecimento da comercializagdo desses
animais justamente no momento em que ocorria uma
epizootia na Africa pode ter favorecido a propagagéo
da Doenga de Newecastle para varios paises
importadores (ALEXANDER, 2000).

No Brasil, no primeiro momento de expansao
da atividade, a distribuicdo de animais para vérias
regides ocorreu sem que as medidas bésicas de
controle, tais como quarentena, registros de
procedéncia, isolamento das criagbes e monitoramento
de doengas, fossem rigorosamente observadas. 1sso
levou ao sacrificio de avestruzes no Estado de S&o
Paulo e na Bahia, bem como ao embargo das
importagdes (DORETTO JUNIOR & PAULILLO, 2006).
A preocupacgdo com questfes de ambito sanitario
culminou com a incluséo das avestruzes no grupo das
aves de criagdo comercial. Assim, os estrutiocultores
passaram a ter que atender as normas dos programas
da avicultura industrial. Os estrutiocultores nacionais
se mobilizaram, e o setor passou a participar do
Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA),
filiando-se & Unido Brasileira de Avicultura (UBA). A
fiscalizacéo da atividade deixou de ser da competéncia
do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA),
passando para o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, em 2002, e as Normas para Criagdo de
Avestruzes foram publicadas no ano seguinte,
constando na Instru¢do Normativa nimero 2 (MAPA,
2003; D’AVILA, 2005). Entretanto, as diferencas
existentes entre avestruzes e galinhas acendem
discussdes e motivam proposi¢des de revisdo na
legislacdo para que as normas sejam especificas para
comercializagao desses animais (ALEXANDER, 2000).

A incluséo da estrutiocultura no PNSA foi
um passo importante, mas como acdo isolada ndo
garante o cumprimento das medidas de biosseguridade
necessarias para evitar a disseminacdo da Doenca de
Newecastle. No ano de 2005, o rebanho brasileiro de
avestruzes contava com mais de 200.000 cabecas,
criadas de forma semi-extensiva, e distribuidas em todo
o territorio nacional, muitas vezes em areas proximas a
criatérios avicolas industriais. Nesse sentido, um
programa de vigilancia eficaz depende da pesquisa de

métodos de diagndstico confidveis e exequiveis em
laboratérios credenciados para tal (MENDES, 2006).
Apesar de a presenca de anticorpos especificos no
soro fornecer poucas informagcdes a respeito da amostra
infectante, pode ser suficiente para a definigcdo de
estratégias de controle e extremamente (til para
confirmar o sucesso de programas de vacinacdo
(ALEXANDER & MANVELL, 2003). O ELISA indireto
vem sendo utilizado com sucesso em monitoramentos
e estudos de soroprevaléncia para a Doenca de
Newcastle (CADMAN etal., 1997; WILLIAMS etal.,
1997). O presente trabalho tem o objetivo de verificar a
presenca de anticorpos contra o virus da Doenga de
Newcastle em plantéis de avestruzes dos Estados com
maior concentracdo desses animais, visando a auxiliar
no desenvolvimento de estratégias de controle dessa
enfermidade.

MATERIAL E METODOS

Amostras séricas da Bahia: Foram obtidas
340 amostras referentes a 10% do plantel de 20
criadores, 0 que corresponde a 10% dos 200 criatdrios
cadastrados na Associacdo Baiana de Estrutiocultura
(ABCAV), no ano de 2005 (Tabela 1). Foram utilizadas
339 amostras no trabalho (uma amostra insuficiente
para realizacdo do teste).

Amostras séricas de Sdo Paulo: Foram
obtidas 140 amostras referentes a 10% do plantel de 14
criadores, o que corresponde a 5% dos 280 criatdrios
cadastrados na Associa¢do dos Empreendedores de
Estrutiocultura (AEPE), em 1998 (Tabela 2). Foram
utilizadas 105 amostras no trabalho (35 amostras foram
inadequadas ou insuficientes para realizacéo do teste).

Amostras “padrdo-ouro” foram cedidas
pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento e consistiram de nove amostras soro-
positivas e nove amostras negativas testadas por meio
da inibicdo da hemaglutinacgéo. Para o teste de inibicéo
da hemaglutinacéo, foram utilizadas quatro unidades
hemaglutinantes do antigeno inativado cepa La Sota
cedido pelo Laboratério de Referéncia Animal
(LANAGRO - Campinas — MAPA) e hemécias de
avestruz a 1%. Foi realizada a diluic&o seriada de cada
soro padréo, e os titulos expressos como o inverso da
maior dilui¢do de soro capaz de inibir a hemaglutinacéo.
Os soros padréo positivos apresentaram titulos iguais
a 1:128 (27), e os soros padrdo negativos ndo
apresentaram capacidade de inibigdo de
hemaglutinacdo em nenhuma diluicdo.As amostras
foram avaliadas utilizando-se o teste ELISA, com
conjugado anti-avestruz produzido no Laboratorio de
Sanidade Avicola da Bahia de acordo com WILSON &
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Tabela 1 - NUmero total de animais, de amostras e de positivos
nos criatérios da Bahia.

NUmero NUmero de Numero

g G amosus  de 0l
animais processadas  positivos

1 109 10 - -
2 98 10 3 30
3 69 7 - -
4 262 26 - -
5 418 41 10 24,4
6 138 15 5 333
7 152 15 2 13,3
8 72 7 - -
9 516 50 21 42
10 22 5 - -
11 321 32 2 6,3
12 275 27 8 29,6
13 11 2 1 50
14 449 40 8 20
15 35 4 - -
16 96 10 - -
17 79 8 - -
18 41 5 1 20
19 184 20 - -
20 53 5 - -
Total 3400 339 61 17,9%

NAKANE (1978). Para a produgdo de anti-1gG de
avestruz, foram utilizados dois caprinos adultos
submetidos a protocolo de imunizagdo com IgG de
avestruz, obtida por meio de cromatografia de troca
ibnica em coluna de QAE — Sephadex A-50 (Sigma) e
adjuvante completo de Freund. A placa foi sensibilizada
com antigeno La Sota inativado (Vacina viva atenuada
produzida pelo Laboratdrio BIOVET) e diluido em 1:500,

em tampdo carbonato-bicarbonato 0,05M, pH 9,6,
colocado em placas de poliestireno tipo high binding,
marca “Costar”, no volume de 100uL em cada um dos
seus 96 pocos e deixado a 4 graus Celsius por 16 horas.
Apbs duas lavagens com PBS-T20 (solugdo salina
tamponada pH 7,4, com detergente polisorbato 20),
foram colocadas as amostras, 0 “branco” e os controles
positivos e negativos (estes tltimos em duplicata) num
volume de 50uL pogoa 1:200, em PBS-T20 (contendo
1% de leite desnatado da marca Molico durante 45
minutos). Apos seis lavagens em PBS-T20, foram
adicionados as placas 50uL de imunoglobulina de cabra
anti-imunoglobulina G de avestruz, conjugada a
peroxidase e diluida a 1:2000, em PBS-T20, contendo
leite desnatado a 1%. As placas foram incubadas a 37
graus Celsius por 45 minutos.

Em seguida, foram novamente lavadas seis
vezes em PBS-T20 e incubadas por 15 minutos a
temperatura ambiente e a0 abrigo da luz, com 50uL pogo™
da solucdo reveladora, tendo como cromdgeno
tetrametilbenzidina (TMB). Areagdo foi interrompida
com o acréscimo de 25uL de &cido sulfarico. A leitura
foi feitaem leitor de ELISA (marca “BIO RAD”, modelo
PR 2100), usando filtro de 620nm de comprimento de
onda. O ponto de corte foi definido por meio da curva
ROC (Receiver-Operating Curve) ou curva operacional
relativa. Essa analise se baseia numa curva em que séo
colocados os valores de corte, tendo no eixo das
ordenadas a sensibilidade e no eixo das abscissas a
taxa de falso positivo (ou seja, 1 menos o valor da
especificidade). O ponto de corte ideal é o que permite
uma maior especificidade, sem perda de sensibilidade
(GREINERGetal., 1995; XU etal., 1997). Para0 ELISA, 0
ponto de corte para obtengdo de maxima sensibilidade
e especificidade foi de 0,165. Os testes estatisticos

Tabela 2 - Nimero total de animais, de amostras e de positivos nos criatérios de Séo Paulo.

Criatérios de Sao Paulo NUmero de animais

NUmero de amostras processadas

NUmero de positivos % de positivos

1 233
2 150
3 32
4 59
5 77
6 21
7 35
8 103
9 48
10 67
11 11
12 370
13 14
14 80
Total 1300

24

-
o

© Ul W oA~ WowWww

1 4,2
1 33,3
2 9,5
1 12,5
5 4,7%
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utilizados foram feitos por meio do programa SPSS
(Statistical Product and Service Solutions), versdo
9.0, desenvolvido pela Universidade de Chicago— EUA
e comercializado pela empresa americana SPSS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise dos resultados obtidos por meio
do teste ELISA revelou que avestruzes ndo vacinadas
nos dois Estados estudados apresentaram reacao
positiva para a Doenca de Newcastle, conforme
observado nafigura 1 e nas tabelas 1 e 2. Aporcentagem
de avestruzes positivas no Estado da Bahia sugere
que houve maior exposicao desses animais ao virus da
Doenca de Newcastle. A avaliagdo dos criatorios em
cada Estado também demonstrou que 50% dos
criatorios baianos possuiam animais positivos,
enquanto que, em S&o Paulo, o resultado foi de 28,5%
(Tabelas 1 e 2). Estudo anterior realizado na Bahia
demonstrou que as criacdes de galinhas para
subsisténcia apresentavam titulos elevados para a
Doenga de Newcastle, sugerindo risco, tanto para a
avicultura, quanto para a estrutiocultura (SALES et al.,
2007). Apesar da demonstracdo da susceptibilidade de
avestruzes e outras ratitas a infeccdo natural e
experimental pelo virus da Doenca de Newcastle, a
idade dos animais e as praticas extensivas de criacéo,
além de fatores relacionados a espécies, tornam
imprevisiveis os padrdes de disseminacdo da
enfermidade (ALEXANDER, 2000). Dessa maneira,
estudos baseados em modelos de simulagdo para
analise de risco (BURBANO et al., 2005), em
caracterizacdo filogenética dos isolados de campo
(ALDOUS & ALEXANDER, 2001) ou por meio de
avaliagdo epidemioldgica clinica e experimental (CHEN
& WANG, 2002), devem ser realizados para que possa

haver maior compreensdo a respeito da epidemiologia
da Doenga de Newcastle nos plantéis desses Estados.
A analise do nimero de reagentes por criatorio revelou
que plantéis de diferentes tamanhos apresentavam
grande variagdo no nimero de positivos, corroborando
as afirmagdes feitas por HUCHZERMEYER (2002) de
que a forma de transmissdo da Doenca de Newcastle
em avestruzes limita a disseminagdo, j& que nesses
animais a transmissao depende do contato direto, ndo
se dando por via aerdgena.

Apesar de a Inibicdo da Hemaglutinacéo ser
considerada como teste oficial para Doenca de
Newcastle, 0 ELISA vem sendo cada vez mais utilizado,
devido a sua maior especificidade e sensibilidade
(WILLIAMS etal., 1997). Porém, os kits comerciais s&o
produzidos para uso especifico em galinhas. Nesse
sentido, a produgdo do conjugado anti-1gG de avestruz
para utilizacdo em Kits comerciais capazes de produzir
resultados confidveis torna-se uma alternativa
interessante para estudos soroepidemioldgicos e para
programas de defesa animal.

Estudos anteriores mostram a presenga de
reagdo positiva para a Doenga de Newcastle utilizando
o teste ELISA comercial com conjugado anti-avestruz,
conforme observado por CADMAN et al. (1997). Esses
autores analisaram amostras de soro de 149 avestruzes
criadas em nove propriedades no Zimbabue e
verificaram 23% de animais reagentes para Doenca de
Newcastle.

Algumas amostras de soro utilizadas no
presente experimento apresentaram reacao positiva
para a Doenca de Newcastle apesar de os animais ndo
apresentarem nenhuma sintomatologia clinica para a
doenca e as amostras testadas serem obtidas de
criatorios cujos proprietarios afirmaram ndo terem
utilizado quaisquer vacinas em seus animais. No Brasil
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Figura 1 - Distribui¢do da reatividade sérica (densidade optica) das amostras de avestruzes de plantéis da Bahia (BA) e de Sdo
Paulo (SP) com o ELISA LASAB (ponto de corte de 0,165).
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ainda ndo existem vacinas contra a Doenga de
Newcastle registradas no MAPA para utilizacdo em
avestruzes. A vacinacéo de avestruzes contra a Doenga
de Newcastle é facultativa, mas recomenda-se que seja
realizado estudo epidemiolégico para definir a
necessidade de sua aplicacdo (MAPA, 2003). Pode-se
supor, portanto, que 0s anticorpos encontrados no
soro dessas avestruzes sejam decorrentes de contato
com amostras de campo ou de resposta a amostras
procedentes de vacinas empregadas em galinhas,
criadas na mesma propriedade ou em propriedades
vizinhas. Estudo realizado em avestruzes imunizadas
com vacinas vivas e atenuadas produzidas e
comercializadas para utilizacdo em galinhas
demonstraram que ha indugdo de produgédo de
anticorpos em avestruzes (SAKAI et al., 2006b). Apesar
de a recomendacdo de isolamento das avestruzes e a
possibilidade de galinhas servirem como fontes de
infeccdo da Doenca de Newcastle para avestruzes ser
bastante conhecida, como relatado por
HUCHZERMEYER (1997) e LEY etal. (2000), acondigdo
de promiscuidade entre as duas espécies é bastante
comum.

A presenca de anticorpos contra o virus da
Doenga de Newcastle em avestruzes ndo vacinadas
também foi observada na Suécia e Holanda (KOCH et
al., 1998). A comparacgdo de resultados obtidos nos
testes de soroneutralizacdo e inibicdo da
hemaglutinagdo e no ELISA revelou 66,35%, 61,6% e
57,8% de amostras positivas, respectivamente. Os
autores advertiram para a importancia da definicdo de
um programa continuo de estudos sorol6gicos para
analisar a soroconversdo e a persisténcia de anticorpos
nessas aves. SAKAI et al. (2006a) também detectaram
positividade para Doenca de Newcastle em 12% das
191 amostras de avestruzes obtidas de criatorios
japoneses que ndo utilizavam a vacina, sugerindo a
possibilidade de entrada da Doenca de Newcastle nas
fazendas de avestruzes do Japao.

A avaliacdo de amostras de soro de
avestruzes originadas de plantéis americanos,
localizados em Ohio e Indiana, revelou que mais de
57% (93/211) dos animais apresentavam reacdo positiva
na inibicdo da hemaglutinagdo para Doenga de
Newcastle (93 amostras do total de 211). Nenhum sinal
clinico foi observado nos animais positivos na
sorologia (LEY et al., 2000). Essas informagdes estdo
de acordo com as descrigdes feitas por
HUCHZERMEYER (1997).

CONCLUSAO

As amostras de soro de avestruz analisadas,
provenientes de criatorios baianos e de criatdrios
paulistas, apresentaram anticorpos contra o virus da
Doenca de Newcastle no ELISA realizado, mesmo sem
ter sido feito qualquer relato de vacinacao, refor¢ando
a hipotese de que as avestruzes entraram em contato
com virus vacinal ou de campo.
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