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Introducao

A influenza aviaria é causada por virus de influenza do grupo A aviario,
gue sao virus com genoma composto por oito genes, dos quais o0 gene
da proteina e hemaglutinina e neuraminidase sao importantes em classi-
ficar os diferentes subtipos de virus. As aves silvestres, principalmente
as aves aquaticas, sao o reservatoério natural do virus de influenza e
constituem a fonte dos diferentes subtipos de virus de influenza aviaria
encontrados nas outras espécies, inclusive de alguns subtipos de virus
associados a zoonoses, tais como o virus HoN1 asiatico de alto poten-
cial de mortalidade em humanos. As perdas econdmicas resultantes de
surtos de virus de influenza aviaria altamente patogénicos sao significa-
tivas e a ocorréncia de influenza na avicultura comercial brasileira seria
devastadora pelo seu impacto na perda das receitas cambiais, perdas
internas no consumo e desemprego no setor responsavel por mais de
quatro milhdes de vagas diretas e indiretas. A adocao das acoes de
vigilancia sanitéaria e rapido diagndstico laboratorial sao de extrema
importancia em condicoes de risco de ocorréncia de influenza, sendo
primordial a adocao e aprimoramento de diferentes recursos tecnolégi-
cos que possam dar suporte a essas acoes.

Os varios subtipos diferentes de virus de influenza aviaria, assim como
os Paramyxovirus do tipo | — virus da doenca de Newcastle, variam
muito quanto a seu grau de patogenicidade. Dentre os 16 diferentes
subtipos de virus de influenza aviaria apenas os virus com as hemaglu-
tininas H5 e H7 sao notificaveis por serem potencialmente patogénicos
a galinhas e a algumas outras espécies de aves domésticas. A doenca
de Newcastle é também uma infeccao viral altamente contagiosa das
aves, causada pelo virus da doenca de Newcastle, um virus da familia
Paramyxoviridae, género avulavirus, do sorotipo 1 dentre nove diferen-
tes sorotipos de paramyxovirus aviarios ja identificados. Dependendo
da patogenicidade da cepa viral, a doenca de Newcastle pode manifes-
tar-se em diferentes graus de patogenicidade, que variam desde uma
infeccao subclinica onde os sintomas sao inaparentes ou discretos, até
uma doenca 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
influenza aviaria, devendo sempre ser realizado o diagndstico labora-
torial diferencial de Newcastle ou influenza. Ambas doencas, influenza
aviaria e Newcastle, sao consideradas como notificaveis, de alto risco e
impacto econémico quando causadas por virus altamente patogénicos
e, portanto, é essencial a caracterizacao laboratorial destes virus para
fins de diagnéstico e notificacao obrigatéria aos 6rgaos internacionais
de controle de salude animal (MANUAL..., 2008).

O diagnéstico da influenza avidria e da doenca de Newcastle necessita
ser confirmado pela combinacao de diferentes exames laboratoriais,
devendo os laboratérios oficiais utilizar metodologias de diagndstico
que estejam de acordo com os padroes e normas internacionais pre-
conizadas pela Organizacao Internacional de Sanidade Animal (OIE)
(MANUAL..., 2008, versao online em www.oie.int). Para a confirmacao
de um diagndstico de surtos de influenza ou doenca de Newcastle é
necessario primeiramente realizar o diagndstico laboratorial da presenca
do virus, que em caso positivo requer subsequentes analises de carac-
terizacao do subtipo do virus de influenza (diagnéstico de hemaglutinina
(HA) Neuraminidase (NA) viral) e, no caso de doenca de Newcastle,
determinar o sorotipo de paramyxovirus aviario como sendo o APMV-1
(Avian Paramyxovirus 1) — virus da doenca de Newcastle, também é
requerido que seja determinada a patogenicidade do virus de influenza
ou diagnosticado, envolvendo assim a execucao de diferentes metodo-
logias laboratoriais para um diagndstico definitivo destes virus.

Antes da execucao deste projeto, realizado em parceria entre a Embra-
pa Suinos e Aves, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimen-
to (MAPA), Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA), Coordenacao
Geral de Apoio Laboratorial (CGAL) e Laboratério Nacional Agropecuario
de Campinas (Lanagro - SP), o diagnéstico de influenza estava inteira-
mente baseado em metodologias extremamente laboriosas e demora-
das, tais como isolamento do virus em ovos e testes soroldgicos para
os 15 diferentes subtipos do virus, assim como a determinacao /in vivo
da patogenicidade viral, podendo demorar até mais de duas a trés se-
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manas para realizacao do diagndstico de influenza aviaria e diagndstico
diferencial de doenca de Newcastle, outra doenca notificavel e também
de enorme impacto econdmico na avicultura. Estas metodologias acar-
retavam em tempo excessivo de espera de resultados laboratoriais para
que as medidas de contencao imediata de focos pudessem ser tomadas
e eram um fator limitante para a ampliacao da populacao de aves que
poderia ser monitorada. Em contraste, testes moleculares como Trans-
cricao Reversa — Reacao em Cadeia de Polimerase (RT-PCR) e RT-PCR
em tempo real sdo metodologias que permitem pelo menos um diagnds-
tico preliminar destes virus em 24 horas. Também, metodologias de se-
guenciamanto de DNA de fragmentos do gene HA do virus de influenza
aviéaria ou do gene F dos virus da doenca de Newcastle podem agilizar
o diagndstico de patogenicidade viral em menos tempo que os testes in
vivo em aves, que demoram pelo menos dez dias. Portanto, diagndsti-
cos por RT-PCR associados a sequenciamento de DNA sao ferramentas
de diagndstico essenciais e estratégicas para o monitoramento oficial
destas enfermidades no pais.

Objetivos

Apoiar os programas oficiais de monitoria e controle de influenza e au-
mentar a seguranca e competitividade da producao avicola comercial do
Brasil por meio de metodologias de diagndstico.

Resultados

Servicos e produtos gerados
1. Convénio de Cooperacao 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: Convénio de Cooperacao Técnica
MAPA e Embrapa, assinado em 17 de outubro de 2008. Publicado em
DOU n° 216, de 6 novembro de 2008. - Secao 3, pagina 4.
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2. Executada a implantacao do laboratério de Biologia Molecular/PCR do

Lanagro-SP, do MAPA. Em colaboracao entre a Embrapa Suinos e Aves
e MAPA/CGAL/Lanagro-SP foi realizada a estruturacao fisica (equipa-
mentos, insumos) e o treinamento e capacitacao técnica de pessoal do
Lanagro-SP para a execucao de diagndsticos moleculares dos virus da
doenca de Newcastle, influenza aviaria e laringotraqueite infecciosa das
aves. Atualmente o Lanagro-SP estd com capacidade fisica e técnica
para realizar extracoes de acidos nucléicos por método automatizado e
meétodos manuais convencionais, execucao de diagndsticos por métodos
de RT-PCR e PCR convencional e eletroforese de produtos de DNA, diag-
néstico por RT-PCR e PCR em tempo real e metodologias de sequencia-
mento automatico de DNA a partir de produtos de RT-PCR ou PCR para
analises de patogenicidade dos virus.

Implantados métodos de diagndstico molecular dos virus de influenza
aviaria e virus da doenca de Newcastle conforme metodologias indica-
das pela OIE, desenvolvidas e validadas pelo Laboratério Nacional de
Servicos Veterinarios (NVSL - National Veterinary Services Laboratories),
Ames, lowa, e pelo Servico de Pesquisa em Agricultura (ARS - Agricul-
tura Research Services/USDA) em Athens, GA, Estados Unidos.

Métodos de diagndstico implantados no Lanagro-SP

1. RT-PCR em tempo real para diagnéstico do Gene M dos virus de influenza
aviaria (AlV), em execucao na rotina de diagndstico molecular do labora-
torio.

2. RT-PCR em tempo real para diagnéstico do Gene M dos Paramyxovirus-1
para diagnéstico do virus da doenca de Newcastle (NDV), em execucao
na rotina de diagndstico molecular do laboratério.

3. RT-PCR em tempo real para diagnéstico dos virus de influenza aviéria
dos subtipos H5 e H7 (linhagens virais Américas e Asia e virus H7 da
América do Sul — Chile), em execucao na rotina de diagndstico molecular

do laboratoério.

4. RT-PCR em tempo real para diagndstico do Gene F de amostras altamen-
te patogénicas do virus da doenca de Newcastle (NDV) em galinhas.
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5. RT-PCR convencional para os diagnéstico dos subtipos H2, H3 e H4 de in-
fluenza aviéria, Unicos subtipos de virus ja identificados oficialmente no Brasil

em aves domésticas ou migratdrias.

6. RT-PCR convencional para diagndéstico do gene F dos virus da doenca de
Newcastle, para sequenciamento de DNA e patotipagem molecular, em execu-

cao na rotina de diagndéstico molecular do laboratério.

7. RT-PCR para amplificacdo e sequenciamento do gene HA dos virus de influen-
za avidria. Os protocolos de sequenciamento do gene HA (hemaglutinina) de
virus H5 e H7 foram implantados mediante colaboracao com o Instituto Intera-
mericano de Cooperacao para a Agricultura (IICA) e apoio técnico e treina-
mento realizado pela Dra. Alice Fusaro do Reference Laboratory for Newcastle
disease and avian influenza/lstituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie,
Italia. Protocolos para amplificacao e sequenciamento de todo gene HA de

outros subtipos de influenza foram padronizados no laboratério de sanidade

animal da Embrapa Suinos e Aves.

4. Implantados protocolos e realizado treinamento de pessoal do Lanagro-
SP em métodos de diagndstico molecular (PCR e sequenciamento) do
virus da laringotraqueite infecciosa das aves. Treinamento de técnico do
Lanagro-SP na Embrapa Suinos e Aves em metodologias de cultivo celu-
lar para isolamento de virus da laringotraqueite infecciosa das aves.

5. Realizada pela Embrapa, com autorizacao do MAPA, a importacao de
amostras de referéncia do virus de influenza aviaria de baixa patogeni-
cidade, compreendendo 15 diferentes subtipos de hemaglutinina e nove
diferentes neuraminidases, para disponibilizar ao Lanagro-SP amos-
tras viriais de referéncia para padronizacao de reagentes controles de
diagndstico e para a producao de antigenos de referéncia e preparo de
estoques virais para padronizacao das técnicas de diagndsticos por real
time RT-PCR e RT-PCR e para implantacao da caracterizacao dos virus de
influenza por sequenciamento de DNA. As amostras de baixa patogeni-
cidade dos subtipos H5 (H56N2 A/TY/CA/209092/02) e H7 (H7N3 A/TY/
Ore/71) importadas do NVSL/USDA, sao os subtipos virais que causam
doenca de notificacao obrigatéria e por determinacao do MAPA foram
propagadas no Laboratério de Seguranca Nivel 3 - Laboratério NB-3 +,
do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB Il) da Universidade de Sao Paulo
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(USP), em cooperacao entre Embrapa Suinos e Aves e Prof. Dr. Edison L.
Durigon, do laboratério de virologia do ICB II/USP. Os virus de referéncia
dos subtipos H5 e H7 foram disponibilizados ao Lanagro-SP para fins de
producao de antigenos e implantacao de métodos de HI para sorologia
especifica para virus H5 e H7 a ser executada pelo Lanagro-SP. RNA ex-
traido destes virus estao sendo utilizados no Lanagro-SP como controles
positivos para os testes de RT-PCR em tempo real na rotina de diagndsti-
co dos virus dos subtipos H5 e H7.

5. Colaboracao na aprovacao do programa de Twinning da OIE para parceria

técnica entre o Lanagro-SP e o United States Department of Agriculture,
National Veterinary Services Laboratories (USDA/APHIS/NVSL) e Labora-
tério Internacional de Referéncia da OIE para influenza aviaria e doenca
de Newcastle, para colaboracao técnica e capacitacao do Lanagro-SP nas
normas preconizadas pela OIE para laboratdrios internacionais de referén-
cia. Execucao da redacao do projeto e colaboracao da Embrapa Suinos e
Aves como integrante dos curriculos de responséaveis técnicos da propos-
ta do projeto submetida a OIE pela Secretaria de Defesa Agropecuaria/
CGAL/Lanagro-SP. Aprovacao do projeto pela OIE em setembro de 2008
para execucao estimada até dezembro de 2010. A aprovacao e execucao
deste programa de Twinning entre o NVSL e Lanagro-SP, amparado por
recursos financeiros da OIE, podera permitir ao MAPA a submissao a OIE
de requerimento para que o Lanagro-SP seja reconhecido como Laboratoé-
rio Internacional de Referéncia da OIE para diagndstico oficiais dos virus

de influenza aviaria e doenca de Newcastle.
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Consideracoes finais

Em colaboracao entre a Embrapa e o MAPA foi efetivada a implanta-
cao do laboratério de diagnéstico molecular de enfermidades virais de
aves (influenza aviaria e doenca de Newcastle), no Lanagro-SP, que é o
laboratério oficial de referéncia do MAPA para diagnéstico de influenza
aviaria e doenca de Newcastle do Brasil.

A implantacao deste laboratério € um resultado relevante do projeto
uma vez que atendeu as expectativas de viabilizar ao pais diagndsticos
mais rapidos do que eram até entao disponiveis, e que fossem também
ja reconhecidos pela OIE para diagndsticos oficiais de influenza aviaria e
doenca de Newcastle para fins de comércio doméstico e internacional.
Com a viabilizacao do laboratério de diagndstico molecular do Lanagro-
-SP os diagnésticos de influenza aviaria, assim como da doenca de
Newcastle, podem ser feitos em 24 a 48 horas, permitindo ao labo-
ratério oficial do MAPA melhor atender as expectativas e demandas

do servico oficial de defesa sanitaria animal com metodologias mais
rapidas para o controle e monitoramento destas doencas de notifica-
cao obrigatdéria e que provocam grande impacto econdmico aos paises
produtores de aves. Antes da estruturacao do laboratdrio e implantacao
das metodologias de diagnéstico molecular os diagnésticos, oficiais de
influenza aviaria e doenca de Newcastle baseados apenas nas metodo-
logias virolégicas convencionais poderiam demorar entre até duas a trés
semanas ou mais, acarretando em grandes dificuldades aos servicos de
defesa e colocavam em desvantagem a competitividade do Brasil em
questoes sanitarias reguladas pela OIE e a capacidade do pais em moni-
torar e enfrentar eventual surto destas doencas.
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