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Introdução

! )"/0&"1+ +*)2$)+ % 3+04+#+ 5-$ *6$04 #& )"/0&"1+ #- 7$05- ! +*)2$)-8 

que são vírus com genoma composto por oito genes, dos quais o gene 

da proteína e hemaglutinina e neuraminidase são importantes em classi-

93+$ -4 #):&$&";&4 40<;)5-4 #& *6$04= !4 +*&4 4)(*&4;$&48 5$)"3)5+(>&";& 

+4 +*&4 +?02;)3+48 4@- - $&4&$*+;A$)- "+;0$+( #- *6$04 #& )"/0&"1+ & 

3-"4;);0&> + :-";& #-4 #):&$&";&4 40<;)5-4 #& *6$04 #& )"/0&"1+ +*)2$)+ 

encontrados nas outras espécies, inclusive de alguns subtipos de vírus 

associados a zoonoses, tais como o vírus H5N1 asiático de alto poten-

cial de mortalidade em humanos. As perdas econômicas resultantes de 

40$;-4 #& *6$04 #& )"/0&"1+ +*)2$)+ +(;+>&";& 5+;-7B")3-4 4@- 4)7")93+-
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devastadora pelo seu impacto na perda das receitas cambiais, perdas 

internas no consumo e desemprego no setor responsável por mais de 

quatro milhões de vagas diretas e indiretas. A adoção das ações de 

vigilância sanitária e rápido diagnóstico laboratorial são de extrema 

)>5-$;C"3)+ &> 3-"#).D&4 #& $)43- #& -3-$$B"3)+ #& )"/0&"1+8 4&"#- 

primordial a adoção e aprimoramento de diferentes recursos tecnológi-

cos que possam dar suporte a essas ações. 

'4 *2$)-4 40<;)5-4 #):&$&";&4 #& *6$04 #& )"/0&"1+ +*)2$)+8 +44)> 3->- 

os Paramyxovírus do tipo I – vírus da doença de Newcastle, variam 

muito quanto a seu grau de patogenicidade. Dentre os 16 diferentes 

40<;)5-4 #& *6$04 #& )"/0&"1+ +*)2$)+ +5&"+4 -4 *6$04 3-> +4 E&>+7(0-
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a galinhas e a algumas outras espécies de aves domésticas. A doença 

de Newcastle é também uma infecção viral altamente contagiosa das 

aves, causada pelo vírus da doença de Newcastle, um vírus da família 

Paramyxoviridae, gênero avulavirus, do sorotipo 1 dentre nove diferen-

;&4 4-$-;)5-4 #& 5+$+>IJ-*)$04 +*)2$)-4 K2 )#&";)93+#-4= L&5&"#&"#- 

da patogenicidade da cepa viral, a doença de Newcastle pode manifes-

tar-se em diferentes graus de patogenicidade, que variam desde uma 

infecção subclínica onde os sintomas são inaparentes ou discretos, até 

uma doença fatal que aparece repentinamente e resulta em alta morta-
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lidade das aves e que clinicamente pode ser muito similar a surtos de 

)"/0&"1+ +*)2$)+8 #&*&"#- 4&>5$& 4&$ $&+()1+#- - #)+7"A4;)3- (+<-$+-

;-$)+( #):&$&"3)+( #& M&N3+4;(& -0 )"/0&"1+= !><+4 #-&".+48 )"/0&"1+ 

+*)2$)+ & M&N3+4;(&8 4@- 3-"4)#&$+#+4 3->- "-;)932*&)48 #& +(;- $)43- & 

impacto econômico quando causadas por vírus altamente patogênicos 

e, portanto, é essencial a caracterização laboratorial destes vírus para 

9"4 #& #)+7"A4;)3- & "-;)93+.@- -<$)7+;A$)+ +-4 A$7@-4 )";&$"+3)-"+)4 

de controle de saúde animal (MANUAL..., 2008).  
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que estejam de acordo com os padrões e normas internacionais pre-

3-")1+#+4 5&(+ '$7+")1+.@- O";&$"+3)-"+( #& P+")#+#& !")>+( Q'ORS 

Q,!MT!U===8 VWWX8 *&$4@- -"()"& &> NNN=-)&=)";S= Y+$+ + 3-"9$>+.@- 
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necessário primeiramente realizar o diagnóstico laboratorial da presença 

do vírus, que em caso positivo requer subsequentes  análises de carac-

;&$)1+.@- #- 40<;)5- #- *6$04 #& )"/0&"1+ Q#)+7"A4;)3- #& E&>+7(0;)")"+ 

(HA) Neuraminidase (NA) viral) e, no caso de doença de Newcastle, 

determinar o sorotipo de paramyxovirus aviário como sendo o APMV-1 

(Avian Paramyxovirus 1) – vírus da doença de Newcastle, também é 

$&?0&$)#- ?0& 4&K+ #&;&$>)"+#+ + 5+;-7&")3)#+#& #- *6$04 #& )"/0&"1+ 

ou diagnosticado, envolvendo assim a execução de diferentes metodo-

(-7)+4 (+<-$+;-$)+)4 5+$+ 0> #)+7"A4;)3- #&9");)*- #&4;&4 *6$04=

Antes da execução deste projeto, realizado em parceria entre a Embra-

pa Suínos e Aves, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimen-

to (MAPA), Secretaria de Defesa Agropecuária (SDA), Coordenação 

Geral de Apoio Laboratorial (CGAL) e Laboratório Nacional Agropecuário 

#& Z+>5)"+4 QU+"+7$- [ PYS8 - #)+7"A4;)3- #& )"/0&"1+ &4;+*+ )";&)$+-

mente baseado em metodologias extremamente laboriosas e demora-

das, tais como isolamento do vírus em ovos e testes sorológicos para 

os 15 diferentes subtipos do vírus, assim como a determinação in vivo 

da patogenicidade viral, podendo demorar até mais de duas a três se-
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de enorme impacto econômico na avicultura. Estas metodologias acar-

retavam em tempo excessivo de espera de resultados laboratoriais para 

que as medidas de contenção imediata de focos pudessem ser tomadas 

e eram um fator limitante para a ampliação da população de aves que 

poderia ser monitorada. Em contraste, testes moleculares como Trans-

crição Reversa – Reação em Cadeia de Polimerase (RT-PCR) e RT-PCR 

em tempo real são metodologias que permitem pelo menos um diagnós-

tico preliminar destes vírus em 24 horas. Também, metodologias de se-

?0&"3)+>+";- #& LM! #& :$+7>&";-4 #- 7&"& F! #- *6$04 #& )"/0&"1+ 

aviária ou do gene F dos vírus da doença de Newcastle podem agilizar 

o diagnóstico de patogenicidade viral em menos tempo que os testes in 

vivo em aves, que demoram pelo menos dez dias. Portanto, diagnósti-

cos por RT-PCR associados a sequenciamento de DNA são ferramentas 

#& #)+7"A4;)3- &44&"3)+)4 & &4;$+;%7)3+4 5+$+ - >-");-$+>&";- -93)+( 

destas enfermidades no país. 

Objetivos

!5-)+$ -4 5$-7$+>+4 -93)+)4 #& >-");-$)+ & 3-";$-(& #& )"/0&"1+ & +0-

mentar a segurança e competitividade da produção avícola comercial do 

Brasil por meio de metodologias de diagnóstico.

Resultados

Serviços e produtos gerados
1. Convênio de Cooperação Técnica MAPA/DAS/CGAL/Lanagro-SP e Em-

brapa. Atividades executadas no Lanagro-SP vigente entre em maio de 

2006 e renovado em outubro de 2008: Convênio de Cooperação Técnica 

MAPA e Embrapa, assinado em 17 de outubro de 2008. Publicado em 

L'T "\ V]^8 #& ^ "-*&><$- #& VWWX= [ P&.@- _8 527)"+ `=
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2. Executada a implantação do laboratório de Biologia Molecular/PCR do 

Lanagro-SP, do MAPA. Em colaboração entre a Embrapa Suínos e Aves 

e MAPA/CGAL/Lanagro-SP foi realizada a estruturação física (equipa-

mentos, insumos) e o treinamento e capacitação técnica de pessoal do 

Lanagro-SP para a execução de diagnósticos moleculares dos vírus da 

#-&".+ #& M&N3+4;(&8 )"/0&"1+ +*)2$)+ & (+$)"7-;$+?0&6;& )":&33)-4+ #+4 

aves. Atualmente o Lanagro-SP está com capacidade física e técnica 

para realizar extrações de ácidos nucléicos por método automatizado e 

métodos manuais convencionais, execução de diagnósticos por métodos 

de RT-PCR e PCR convencional e eletroforese de produtos de DNA, diag-

nóstico por RT-PCR e PCR em tempo real e metodologias de sequencia-

mento automático de DNA a partir de produtos de RT-PCR ou PCR para 

análises de patogenicidade dos vírus.

3. O>5(+";+#-4 >%;-#-4 #& #)+7"A4;)3- >-(&30(+$ #-4 *6$04 #& )"/0&"1+ 

aviária e vírus da doença de Newcastle conforme metodologias indica-

#+4 5&(+ 'OR8 #&4&"*-(*)#+4 & *+()#+#+4 5&(- U+<-$+;A$)- M+3)-"+( #& 

Serviços Veterinários (NVSL - National Veterinary Services Laboratories), 

Ames, Iowa, e pelo Serviço de Pesquisa em Agricultura (ARS – Agricul-

tura Research Services/USDA) em Athens, GA, Estados Unidos.

Métodos de diagnóstico implantados no Lanagro-SP
1. ab[YZa &> ;&>5- $&+( 5+$+ #)+7"A4;)3- #- c&"& , #-4 *6$04 #& )"/0&"1+ 

aviária (AIV), em execução na rotina de diagnóstico molecular do labora-

tório. 

2. RT-PCR em tempo real para diagnóstico do Gene M dos Paramyxovirus-1 

para diagnóstico do vírus da doença de Newcastle (NDV), em execução 

na rotina de diagnóstico molecular do laboratório. 

3. ab[YZa &> ;&>5- $&+( 5+$+ #)+7"A4;)3- #-4 *6$04 #& )"/0&"1+ +*)2$)+ 

dos subtipos H5 e H7 (linhagens virais Américas e Ásia e vírus H7 da 

América do Sul – Chile), em execução na rotina de diagnóstico molecular 

do laboratório.

4. RT-PCR em tempo real para diagnóstico do Gene F de amostras altamen-

te patogênicas do vírus da doença de Newcastle (NDV) em galinhas. 
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5. RT-PCR convencional para os diagnóstico dos subtipos H2, H3 e H4 de in-

/0&"1+ +*)2$)+8 d")3-4 40<;)5-4 #& *6$04 K2 )#&";)93+#-4 -93)+(>&";& "- e$+4)( 

em aves domésticas ou migratórias. 

6. RT-PCR convencional para diagnóstico do gene F dos vírus da doença de 

Newcastle, para sequenciamento de DNA e patotipagem molecular, em execu-

ção na rotina de diagnóstico molecular do laboratório. 

7. ab[YZa 5+$+ +>5()93+.@- & 4&?0&"3)+>&";- #- 7&"& F! #-4 *6$04 #& )"/0&"-

1+ +*)2$)+= '4 5$-;-3-(-4 #& 4&?0&"3)+>&";- #- 7&"& F! QE&>+7(0;)")"+S #& 

vírus H5 e H7 foram implantados mediante colaboração com o Instituto Intera-

mericano de Cooperação para a Agricultura (IICA) e apoio técnico e treina-

mento realizado pela Dra. Alice Fusaro do Reference Laboratory for Newcastle 

#)4&+4& +"# +*)+" )"/0&"1+fO4;);0;- g--5$-9(+;;)3- P5&$)>&";+(& #&((& h&"&1)&8 

O;2()+= Y$-;-3-(-4 5+$+ +>5()93+.@- & 4&?0&"3)+>&";- #& ;-#- 7&"& F! #& 

-0;$-4 40<;)5-4 #& )"/0&"1+ :-$+> 5+#$-")1+#-4 "- (+<-$+;A$)- #& 4+")#+#& 

animal da Embrapa Suínos e Aves.

4. Implantados protocolos e realizado treinamento de pessoal do Lanagro- 

SP em métodos de diagnóstico molecular (PCR e sequenciamento) do 

vírus da laringotraqueíte infecciosa das aves. Treinamento de técnico do 

Lanagro-SP na Embrapa Suínos e Aves em metodologias de cultivo celu-

lar para isolamento de vírus da laringotraqueíte infecciosa das aves. 

5. Realizada pela Embrapa, com autorização do MAPA, a importação de 

+>-4;$+4 #& $&:&$B"3)+ #- *6$04 #& )"/0&"1+ +*)2$)+ #& <+)J+ 5+;-7&")-

cidade, compreendendo 15 diferentes subtipos de hemaglutinina e nove 

diferentes neuraminidases, para disponibilizar ao Lanagro-SP amos-

tras viriais de referência para padronização de reagentes controles de 

diagnóstico e para a produção de antígenos de referência e preparo de 

estoques virais para padronização das técnicas de diagnósticos por real 

time RT-PCR e RT-PCR e para implantação da caracterização dos vírus de 

)"/0&"1+ 5-$ 4&?0&"3)+>&";- #& LM!= !4 +>-4;$+4 #& <+)J+ 5+;-7&")-

cidade dos subtipos H5 (H5N2 A/TY/CA/209092/02) e H7 (H7N3 A/TY/

'$&fH]S )>5-$;+#+4 #- MhPUfTPL!8 4@- -4 40<;)5-4 *)$+)4 ?0& 3+04+> 

#-&".+ #& "-;)93+.@- -<$)7+;A$)+ & 5-$ #&;&$>)"+.@- #- ,!Y! :-$+> 

propagadas no Laboratório de Segurança Nível 3 - Laboratório NB-3+, 

do Instituto de Ciências Biomédicas (ICB II) da Universidade de São Paulo 

71!7)()1+.@- #- >%;-#- #& #)+7"A4;)3- & ;)5+7&> #- *6$04 #+ )"/0&"1+ +*)2$)+ &===



(USP), em cooperação entre Embrapa Suínos e Aves e Prof. Dr. Edison L. 

L0$)7-"8 #- (+<-$+;A$)- #& *)$-(-7)+ #- OZe OOfTPY= '4 *6$04 #& $&:&$B"3)+ 

#-4 40<;)5-4 FG & FH :-$+> #)45-")<)()1+#-4 +- U+"+7$-[PY 5+$+ 9"4 #& 

produção de antígenos e implantação de métodos de HI para sorologia 

&45&3)93+ 5+$+ *6$04 FG & FH + 4&$ &J&30;+#+ 5&(- U+"+7$-[PY= aM! &J-

traído destes vírus estão sendo utilizados no Lanagro-SP como controles 

positivos para os testes de RT-PCR em tempo real na rotina de diagnósti-

co dos vírus dos subtipos H5 e H7.

G= Z-(+<-$+.@- "+ +5$-*+.@- #- 5$-7$+>+ #& bN)"")"7 #+ 'OR 5+$+ 5+$3&$)+ 

técnica entre o Lanagro-SP e o United States Department of Agriculture, 

National Veterinary Services Laboratories (USDA/APHIS/NVSL) e Labora-

;A$)- O";&$"+3)-"+( #& a&:&$B"3)+ #+ 'OR 5+$+ )"/0&"1+ +*)2$)+ & #-&".+ 

de Newcastle, para colaboração técnica e capacitação do Lanagro-SP nas 

"-$>+4 5$&3-")1+#+4 5&(+ 'OR 5+$+ (+<-$+;A$)-4 )";&$"+3)-"+)4 #& $&:&$B"-

cia. Execução da redação do projeto e colaboração da Embrapa Suínos e 

Aves como integrante dos currículos de responsáveis técnicos da propos-

;+ #- 5$-K&;- 40<>&;)#+ i 'OR 5&(+ P&3$&;+$)+ #& L&:&4+ !7$-5&302$)+f

Zc!UfU+"+7$-[PY= !5$-*+.@- #- 5$-K&;- 5&(+ 'OR &> 4&;&><$- #& VWWX 

para execução estimada até dezembro de 2010. A aprovação e execução 

deste programa de Twinning entre o NVSL e Lanagro-SP, amparado por 

$&30$4-4 9"+"3&)$-4 #+ 'OR8 5-#&$2 5&$>);)$ +- ,!Y! + 40<>)44@- i 'OR 

de requerimento para que o Lanagro-SP seja reconhecido como Laborató-

$)- O";&$"+3)-"+( #& a&:&$B"3)+ #+ 'OR 5+$+ #)+7"A4;)3- -93)+)4 #-4 *6$04 

#& )"/0&"1+ +*)2$)+ & #-&".+ #& M&N3+4;(&= 
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01$-# '+!23'-"4$!#-
 

Em colaboração entre a Embrapa e o MAPA foi efetivada a implanta-

ção do laboratório de diagnóstico molecular de enfermidades virais de 

+*&4 Q)"/0&"1+ +*)2$)+ & #-&".+ #& M&N3+4;(&S8 "- U+"+7$-[PY8 ?0& % - 

(+<-$+;A$)- -93)+( #& $&:&$B"3)+ #- ,!Y! 5+$+ #)+7"A4;)3- #& )"/0&"1+ 

aviária e doença de Newcastle do Brasil. 

A implantação deste laboratório é um resultado relevante do projeto 

uma vez que atendeu as expectativas de viabilizar ao país diagnósticos 

mais rápidos do que eram até então disponíveis, e que fossem também 

K2 $&3-"E&3)#-4 5&(+ 'OR 5+$+ #)+7"A4;)3-4 -93)+)4 #& )"/0&"1+ +*)2$)+ & 

#-&".+ #& M&N3+4;(& 5+$+ 9"4 #& 3->%$3)- #->%4;)3- & )";&$"+3)-"+(= 

Com a viabilização do laboratório de diagnóstico molecular do Lanagro-

[PY -4 #)+7"A4;)3-4 #& )"/0&"1+ +*)2$)+8 +44)> 3->- #+ #-&".+ #& 

Newcastle, podem ser feitos em 24 a 48 horas, permitindo ao labo-

$+;A$)- -93)+( #- ,!Y! >&(E-$ +;&"#&$ +4 &J5&3;+;)*+4 & #&>+"#+4 

#- 4&$*).- -93)+( #& #&:&4+ 4+");2$)+ +")>+( 3-> >&;-#-(-7)+4 >+)4 

$25)#+4 5+$+ - 3-";$-(& & >-");-$+>&";- #&4;+4 #-&".+4 #& "-;)93+-

ção obrigatória e que provocam grande impacto econômico aos países 

produtores de aves. Antes da estruturação do laboratório e implantação 

#+4 >&;-#-(-7)+4 #& #)+7"A4;)3- >-(&30(+$ -4 #)+7"A4;)3-48 -93)+)4 #& 

)"/0&"1+ +*)2$)+ & #-&".+ #& M&N3+4;(& <+4&+#-4 +5&"+4 "+4 >&;-#--

logias virológicas convencionais poderiam demorar entre até duas a três 

4&>+"+4 -0 >+)48 +3+$$&;+"#- &> 7$+"#&4 #)930(#+#&4 +-4 4&$*).-4 #& 

defesa e colocavam em desvantagem a competitividade do Brasil em 

?0&4;D&4 4+");2$)+4 $&70(+#+4 5&(+ 'OR & + 3+5+3)#+#& #- 5+64 &> >-")-

torar e enfrentar eventual surto destas doenças.  
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