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RESUMO

Manejo nutricional e recintos adequados sdo prioritarios para a manutencdo de
aves silvestres em cativeiro. O programa sanitario, terceiro aspecto em importancia
nesses sistemas, inclui vérias técnicas, entre as quais, destaca-se aqui, a vacinagdo que
tem sido objeto de pouquissimos estudos. O objetivo desse estudo foi avaliar, clinica e
sorologicamente, o efeito da aplicacdo de um protocolo de vacinagdo contra doenca de
Newcastle em diferentes espécies de aves ornamentais. Foram comparadas as respostas
obtidas em 10 galinhas ornamentais com as registradas em 12 faisGes coleira
(Phasianus colchicus), 7 perdizes Chucar (Alectoris chukar), 6 psitacideos (2 Calopsitas
Nymphicus hollandicus, 2 Loéris Trichoglossus haematodus moluccanos and 2 Roselas
Platycercus eximius) e 6 Turacos (2 Persas Tauraco persa, 2 Bochecha-branca Tauraco
leucotis e 2 Violetas Musophaga violacea). As aves foram capturadas com puca,
transferidas a sala de manejo, em caixas transporte e coletas de sangue foram feitas
antes e apds as vacinagOes. Instilou-se uma gota das vacinas vivas contra Newcastle
HB1 e La Sota, no 1° e 21° dias do experimento. No 112° dia, as aves foram injetadas,
intramuscularmente, com 0,25 mL/kg de uma vacina inativada oleosa contra Newcastle.
As amostras foram submetidas ao teste Newcastle disease virus antibody Test Kit
ELISA-BioChek. Exceto por subitos e transitorios sinais em um faisdo coleira (perda de
equilibrio) e um turaco persa (blefaroptose), os quais ocorreram ap0s a vacinagdo
intramuscular, nenhuma outra alteracdo clinica que pudesse ser associada com as
vacinacbes foi observada. Exceto pelos psitacideos, todas as outras espécies
demonstraram reagdes consideraveis nos titulos de anticorpos; entretanto as médias de
titulos de anticorpos diferiram significativamente daquelas registradas nas galinhas. A
capacidade protetora das respostas imunoldgicas observadas permanece por ser
determinada. Ressalta-se a necessidade de continuidade em estudos dessa natureza.

Palavras chaves: aves silvestres ornamentais, conservacdo, manejo sanitario,
Newcastle, vacinacao.
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NEWCASTLE VACCINATION IN ORNAMENTAL WILD BIRDS: CLINICAL
AND SEROLOGICAL EVALUATION?

Autor: Caroline Weissheimer Costa Gomes

Orientador: Claudio Estévao Farias da Cruz
ABSTRACT

Proper nutrition and enclosure management are priorities for conserving wild
birds in captivity. The health program, a third step in importance in these initiatives,
may include several techniques, among which we highlighted vaccination that has
rarely been studied in such animals. This study clinically and serologically evaluates
the effect of applying a vaccination protocol against Newcastle disease in several wild
bird species. The responses observed in 10 ornamental chickens were compared to
those recorded in 12 ring-neck pheasants (Phasianus colchicus), 7 Chukar patridges
(Alectoris chukar), 6 psittacines (2 Cocktails Nymphicus hollandicus, 2 lorikeets
Trichoglossus haematodus moluccanos and 2 eastern rosellas Platycercus eximius) and
6 touracos (2 Guinea Tauraco persa, 2 White-cheeked Tauraco leucotis and 2 Violet
Musophaga violacea). Birds were captured inside their enclosures with a bird catching
net and then were transferred in transport boxes to a safe room, where blood samples
were collected before and after vaccinations. Samples were submitted to the Newcastle
disease virus antibody Test Kit ELISA-BioChek. One drop of the live Newcastle HB1
and La Sota vaccines was ocularly instilled on the 1% and 21 experimental days,
respectively. On the 112" day, one shot of 0.25 ml/kg of an inactivated oily Newcastle
vaccine was intramuscularly injected. Except for sudden and transient sings in one
ring-neck pheasant (loss of balance) and one Guinea touraco (blepharoptosis), which
occurred after the intramuscular shot, none other clinical change that could be
associated with the vaccines was observed. Except for the psittacines, the other bird
species showed considerable antibody titers responses. However, their mean antibody
titers differed significantly from that record in the chickens. The protective effect of the
immunological responses observed remains to be determined. The need of further
studies in the subject is highlighted.

Keywords: ornamental wild birds, conservation, sanitary management, Newcastle,
vaccination.

2 Master dissertation in Veterinary Sciences — Preventive Veterinary Medicine and Pathology. Federal
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1 INTRODUCAO

A tradicdo e a cultura associadas com a manutencdo de aves em cativeiro sdo tdo
antigas quanto a propria sociedade humana. As criacfes dessas aves sdo motivadas pelo
desejo de manté-las como animais de estimagéo, exibigOes de canto, exposicoes,
ornamentacdo, suprimento de produtos (carne, ovos, penas, etc.) e programas de
recuperacio de espécies ameacadas, entre outros (MERGULHAOQ; TRIVELATO, 2006;
KARSTEN, 2007). O mercado de aves silvestres ornamentais se mantém em plena
expansdo mundial e se estima que movimente cerca de 15 bilhGes de ddlares,
anualmente. Nesse cenario, a necessidade de desenvolver tecnologias para 0 manejo
adequado dessas aves em cativeiro assume importancia destacada. Apesar disso, estudos
associados com 0 manejo dessas criacdes sdo escassos, ou raramente divulgados. Ha
notavel caréncia de informacdes associadas com epizootia, ocorréncia e manifestacoes
de doengas em aves mantidas em cativeiro, bem como de préaticas apropriadas de
manejo para diversas espécies. Além disso, pouco se sabe sobre potenciais impactos
ambientais que esses plantéis cativos, ocasionalmente, representem. Definitivamente,
esse setor de atividade ndo acompanhou o proeminente desenvolvimento tecnologico
que experimentou a avicultura industrial, nas ultimas décadas o que, frequentemente,
representa motivo de preocupacao para o servico oficial de sanidade avicola (MAPA,
2012; MARKS et al., 2014). A necessidade do incremento de tais tecnologias em
criagdes dessa natureza se justifica tanto pela melhoria dos indices de producdo e
reproducdo, como pela garantia do bem-estar dessas aves, mas fundamentalmente, pela
prevencdo dos riscos associados com disseminacdo de doengas para plantéis de
avicultura industrial (MAPA, 2012), ou colbnias de aves silvestres de vida livre
(CUBAS, 1996; VILANI, 2006).

H& uma longa lista de patdgenos registrados em doencas de aves silvestres
(THOMAS et al., 2007), entre os quais merecem destaque Salmonella, Mycoplasma,
Chlamydia, Newcastle e Influenza avidria (ANDERSEN; VANROMPAY, 2000;
WOODFORD, 2000; SANCHES, 2008; GODOY; MATUSHIMA, 2010, MAPA 2012).
Portanto, outras doengas de aves sdo suficientemente importantes para justificarem
inclusdo em estudos dessa natureza. Entretanto, a doenca Newcastle, além de compor o
Plano Nacional de Sanidade Avicola (MAPA, 2012) e determinar severos prejuizos
econbmicos universalmente, pode afetar severamente diversas espécies. Parcela

consideravel do contingente de aves mantidas em instalacdes de criatérios apresenta



condicdo sanitaria desconhecida, o que favorece a ocorréncia de doencas e baixas por
mortes, as quais apenas raramente tém sido objetos de estudo consistentes (SANCHES,
2008; GODOY; MATUSHIMA, 2010). Fatores como instalacdes e manejo (sanitario e
nutricional), alicerces de qualquer sistema de manutencdo animal (CUBAS, 1996),
quando deficientes reduzem as chances de sobrevivéncia dessas aves (MARINI;
GARCIA, 2005; EFE et al., 2006; MARINI; MARINHO FILHO, 2006; KARSTEN,
2007), além de favorecerem a disseminacdo de doencas (CATAO-DIAS, 2003; CRUZ
etal., 2011 e 2016).

Ainda que muitas dessas aves sejam espécies exoticas, a conservacao das
mesmas é responsabilidade do territério que as mantém, especialmente porque varias
delas se encontram em condicdo vulneravel, ou ameacada, em sua regido de ocorréncia
natural. Sabe-se que varias espécies de aves exdticas adquiridas, nas décadas
precedentes, por criatérios brasileiros através de importacdo pereceram por manejo
inadequado e doencas, muitas vezes ndo diagnosticadas. Portanto, essas aves,
praticamente, desapareceram dos criatorios nacionais, nos dias de hoje. Leiothrix lutea,
Garrulax spp., Pycnonotus jocosus, Guttera sp., Crossoptilon mantchuricum,
Argasianus argus, Tragopan caboti e Polyplectron malacense sdo alguns exemplos,
entre tantos outros (CRUZ et al., 2011; ABCA, 2012; ABRASE, 2012). A utilizagédo
desses plantéis para a producdo de informacdes aplicaveis na conservagdo de espécies
inclui uma das principais justificativas para sua manutencdo em cativeiro (ANDRIOLO,
2006).

O monitoramento de plantéis avicolas comerciais, de galinhas e perus, para o
risco de doenca de Newcastle é uma exigéncia do Programa Nacional de Sanidade
Avicola. Entretanto, nas criacGes de aves silvestres, essa condicdo ndo € obrigatdria.
Atualmente, o Brasil é considerado pais livre da doenca de Newcastle na avicultura
comercial, sendo esse status mantido através da vacinagdo de grande parte do plantel
avicola de producdo. Entretanto, a existéncia de multiplos reservatorios domesticos,
silvestres e migratorios expde frequentemente diversos animais ao desafio de campo.
Quando se trata de criagfes comerciais de aves silvestres, 0s animais estdo totalmente
suscetiveis, devido a falta de vacinas proprias para as diferentes espéecies de aves criadas
e a incerteza da eficacia das vacinas comercias para outras espécies, além de galinhas e
perus. N&o ha producdo de vacinas especificas para uso nas espécies de aves silvestres.
Tampouco ha anticorpos secundarios espécie especificos para desenvolvimento de

testes soroldgicos para a maioria das espécies de aves silvestres (STOBEL et al., 2002;



FERREIRA et al., 2013). Quanto ao desenvolvimento de programas de vacina¢do com
aplicacdo em aves silvestres, pouquissimos relatos tém sido divulgados (OSTROWSKI
et al., 1998). Alguns, além de promissores incluem a aplicacdo em espécie ameacada
submetida a programa de reproducdo dirigida para soltura e, portanto, justifica-se
sobremaneira (FACON et al., 2005). Observac6es de campo, em nosso meio, como em
outros sugerem que vacinas produzidas para uso em galinhas possam induzir resposta e
desenvolver defesa também em algumas familias de aves silvestres, especialmente
galiformes. Estudos prévios (SCHMIDT et al., 2008) confirmam essas observacdes e
indicam a necessidade de investigacOes adicionais. Além disso, embora haja evidéncia
indicativa da aplicabilidade do antianticorpo antigalinha para detectar anticorpos da
maioria das espécies de aves silvestres (MARTINEZ et al., 2003), sugere-se que,

também nesse aspecto, ha necessidade de pesquisas associadas continuadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sistema imunologico das aves

O sistema imunoldgico das aves funciona de maneira semelhante ao dos
mamiferos (DAVISON, 2014), porém existem diferencas quanto & estrutura e
diferenciacdo dos orgédos linfoides. Estudos detalhados estdo disponiveis apenas para
galinhas e aves de producdo e servem de modelo para diversas outras espécies de aves
silvestres e domésticas (GERLACH, 1994a). As aves, de maneira geral, ndo apresentam
linfonodos. Os 6rgdos que regulam a producédo e a diferenciacdo de linfocitos sdo os
orgdos linfoides primarios. O timo e a Bursa de Fabricius sdo responsaveis pelo
amadurecimento e diferenciacdo dos linfocitos, em duas populagdes principais:
linfocitos T e B (TIZARD, 2002; SHARMA, 2008).

Os linfécitos T amadurecem no timo, 6rgdo encontrado tanto nos mamiferos
como nas aves. Ja, os linfocitos B, nas aves, amadurecem na Bursa de Fabricius que esta
localizada imediatamente acima da cloaca. Como o timo, a bursa consiste em linfocitos
incrustados em tecido epitelial. A bursa serve de local para maturacéo e diferenciacéo
das células do sistema formador de anticorpos. Nos mamiferos, esse papel é
desempenhado pela medula éssea (TIZARD, 2002). O bago das aves apresenta forma
arredondada e filtra os antigenos a partir do sangue e é considerado um 6rgao linfoide
secundario (QURESHI; HUSSAIN; HEGGEN, 1998). Esse processo de filtracdo
remove tanto particulas antigenas como células sanguineas envelhecidas. As estruturas
linfoides encontradas no trato gastrintestinal das aves, como as tonsilas cecais, placas de
Peyer e o diverticulo de Meckel sdo consideradas o6rgédos linfoides secundarios, mas
representam parte importante do sistema imune. Também, nessas especies, encontra-se
uma concentracdo de tecido linfoide na regido oculonasal, denominada glandula de
Harder (GERLACH, 1994a; MORGULLIS, 2002).

O propdsito do sistema imunoldgico ndo é somente proteger contra organismos
invasores, mas também eliminar células anormais do corpo. Essas podem ser células
com falhas estruturais ou antigénicas, células infectadas por virus ou celulas mutantes
cancerigenas (GERLACH, 1994a). O sistema imune consiste em diversos componentes
integrados: mecanismos imunes nao especificos e especificos, dentre os quais: sistema
imune humoral e sistema imune mediado por células (GERLACH, 1994a; QURESHI,
HUSSAIN; HEGGEN, 1998). Os mecanismos imunes nao especificos ou inatos
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incluem a superficie epitelial, a microbiota autdctone, sistema celular (leucdcitos,
trombdcitos, macrdfagos), entre outros mecanismos inerentes ao individuo. Os
mecanismos imunes especificos (sistema adquirido) sdo caracterizados por
especificidade, homogeneidade e memdria. Esse mecanismo se baseia principalmente
em células sensiveis aos antigenos (linfocitos B e T) para reconhecer cada determinante
antigénico e produzir anticorpos especificos (sistema imune humoral) ou para provocar
reacOes mediadas por células (sistema imune celular). Dependendo se o hospedeiro ja
foi exposto a tal antigeno antes, ou se é a primeira exposicao, a resposta especifica pode

ocorrer entre dois a trés dias, ou cinco a dez dias, respectivamente (GERLACH, 1994a).

2.1.1 Sistema imune humoral

A célula base do sistema imune humoral € o linfocito B (QURESHI, HUSSAIN
& HEGGEN, 2015). Durante o periodo de incubacdo, os linfocitos B maduros migram
da Bursa de Fabricius para os outros érgaos linfaticos secundarios (baco, tonsilas cecais,
diverticulo de Meckel), onde eles iniciam o funcionamento. A funcdo primaria do
sistema imune humoral é a producdo de anticorpos. Anticorpos sdo imunoglobulinas,
cuja maior parte contém ligantes para recetores de membrana e ativacdo do sistema
complemento. Imunoglobulinas podem ser diferenciadas em isotipos ou classes (IgM,
IgG, IgA em aves e, em mamiferos, também IgD e IgE) (GERLACH, 199%a;
SHARMA, 2008).

e 1gG sindnimo de IgY devido a sua estrutura e peso diferente da IgG
mamifera. E o anticorpo mais comum no soro e, devido ao seu pequeno
tamanho molecular, pode facilmente penetrar espacos teciduais e atravessar
superficies corporais. 1gG pode opsonizar, aglutinar e precipitar antigenos.

e IgM € o maior isOtopo produzido ap6s contato inicial com o antigeno.
Devido ao seu tamanho, normalmente estid presente somente na corrente
sanguinea periférica. E mais ativa que a 1gG na opsonizacio, aglutinagéo,
virus neutralizacao e ativacdo do complemento.

e IgA, quando acoplada a um componente secretorio, é excretada na
superficie mucosa do sistema respiratorio, geniturinario e digestivo. Na
galinha, a IgA também ocorre na corrente sanguinea e, em pombas, essa
imunoglobulina esta presente em alta concentracdo no "leite do papo”. IgA

ndo estd relacionada a ativagdo do complemento e a opsonizacdo. Sua
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principal funcdo é prevenir a aderéncia dos antigenos as superficies
mucosas do organismao.
Para atuar, os anticorpos se unem diretamente a molécula de antigeno, ou ativam
o sistema complemento (GERTNERA; SANTINB; SAADC; 2008). Ao se ligarem
diretamente ao antigeno, os anticorpos podem fazer com que haja aglutinacdo de
particulas grandes, formando um aglomerado. Podem fazer, também, com que haja
precipitacdo do complexo antigeno-anticorpo e formar um composto insoltvel. Podem
também se ligar a porcdes importantes do antigeno e fazer com que este perca sua
patogenicidade. A ligacdo do anticorpo com o antigeno facilita 0 englobamento pelos
fagdcitos e, da mesma forma, ao se ligarem as células, os anticorpos podem causar
ruptura e lise celular, eliminando células que apresentem antigenos conhecidos.
(MORGULIS, 2002).

2.1.2 Sistema imune celular

O sistema imunoldgico mediado por células é essencial para protecdo contra
virus, células infectadas por virus, bactérias intracelulares, corpos estranhos, parasitas,
fungos e algumas células tumorais (GERLACH, 1994a). Esse sistema é mediado
basicamento pelos linfécitos T e macréfagos. O sistema imune celular envolve varios
mecanismos de reconhecimento e destruicdo de células com patdgenos intracelulares
(SHARMA, 2008), as quais podem ser dificilmente detectadas pelo sistema imune
humoral. Esses mecanismos permitem que os linfocitos T reconhecam as células através
das proteinas expressas na superficie celular, como fragmentos peptidicos. Em
mamiferos, as moléculas que apresentam peptideos na superficie celular sdo codificadas
por uma regido genética polimdrfica, conhecida como complexo principal de
histocompatibilidade, ou MHC. O MHC em galinhas é conhecido como sistema B. O
MHC tem um papel importante no sistema imune de todos os vertebrados, como
elementos de restricdo apresentando antigenos para os linfécitos T e assim iniciando a

resposta imunoldgica especifica (DAVISON, 2014).

2.1.3 Anticorpos maternos

As aves recém-nascidas recebem anticorpos maternos (IgG) transmitidos através
da gema e clara (GERLACH, 1994a; TIZARD, 2002). Anticorpos maternos podem
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persistir até um més apds eclosdo. O tipo e a quantidade de anticorpos que recebem
dependem do estado imunoldgico da matriz. Galinhas comecam a desenvolver seus
préprios mecanismos de defesa durante vida embrionaria, porém a imunocompeténcia
sO aparecerd alguns dias apds a eclosdo (FELLAH et al.,, 2014). A vacinacdo das
matrizes com 0s antigenos apropriados é efetuada de quatro a seis semanas antes do
inicio da postura a fim de assegurar niveis significativos de IgG na gema. Os anticorpos
sdo absorvidos da gema a partir do terceiro dia de vida e visa ajudar na protecdo do
filhote até que ele atinja a maturidade imunologica, com cerca de 20 a 25 dias de idade
(GERLACH, 1994a). A meia-vida dos anticorpos maternos varia de quatro a seis dias,
porém estudos demonstram que a meia-vida pode ser maior, dependendo do patdégeno
(GHARAIBEH & MAHMOUD, 2013). Anticorpos maternos podem representar um
obstaculo a vacinacdo precoce, pois podem neutralizar os antigenos vacinais e, ao
mesmo tempo, deprimir a protecdo natural do filhote (GERLACH, 1994a; SHARMA,
2008).

2.2 Doenca de Newcastle

A doenca de Newcastle (DNC) é uma enfermidade viral, aguda, altamente
contagiosa, que acomete aves silvestres e comerciais. E considerada uma das doencas
gue causam maior impacto econémico na avicultura comercial ao redor do mundo. O
quadro clinico em aves de producdo cursa com sinais respiratorios, frequentemente
seguidos por manifestacdes nervosas, diarreia e edema de cabega (BRASIL, 2009). A
doenca de Newcastle é causada pelo paramyxovirus aviario sorotipo 1 (APMV-1), que
pertence a familia Paramyxoviridae (SALES et al., 2007). E uma doenca de notificacio
obrigatdria segundo a Organizacdo Mundial da Saide Animal (OIE), a qual estabelece,
mediante diagndstico positivo, medidas severas de contencdo e erradicagéo, incluindo o
sacrificio de todas as aves afetadas e susceptiveis a contaminagdo (BRASIL, 2002).

A DNC é considerada uma doenca de distribuicdo mundial, com areas onde é
endémica e areas consideradas livres da doenca. Esse virus pode afetar mais de 230
espéecies de aves que se encontram em, pelo menos, 27 ordens distintas (BRASIL,
2009). A susceptibilidade e o curso clinico da doenga variam muito entre as espécies e
dependem dos patétipos e do estado imunolégico do hospedeiro. O periodo de
incubacédo é de 5 a 6 dias e podem variar entre 2 a 15 dias, ou mais. (PAHO, 2003). O

virus da DNC tem afinidade por eritrocitos, o que permite sua distribuicdo rapidamente
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por todo o organismo do hospedeiro (GERLACH, 1994b). Aves de todas as idades sao
suscetiveis. Os mais comuns reservatorios incluem aves de vida livre aquaticas da
familia Pittidae, outras da ordem Psittaciformes e alguns das ordens Passeriformes e
Strigiformes (GERLACH, 1994b). O virus da doenca de Newcastle pode ser
classificado em 5 patétipos, de acordo com seu grau de patogenicidade (BRASIL,
2009), denominados: (1) viscerotropico e velogénico, também conhecido como “forma
de Doyle”. Causa doenga severa e fatal, com alta mortalidade em galinhas. Os sinais
clinicos sdo apatia, diarreia esverdeada e lesGes hemorragicas, principalmente nos
intestinos; (2) neurotropico e velogénico ou “forma de Beach”. Provoca problemas
respiratorios como espirros e corrimento nasal, inchamento da cabeca e face, fraqueza,
torcicolo, paralisia de posteriores e tremores musculares. Mortalidade pode chegar a até
100% das aves; (3) mesogénico, ou “forma de Beaudette”. Patotipo menos patogénico
que causa leves sinais respiratdrios, queda de postura e eventualmente sinais nervosos.
Mortalidade é baixa e mais comum em aves jovens; (4) lentogénico, ou “forma de
Hittchner”. Comumente usadas como cepas vacinais. Podem causar sinais respiratorios
brandos em aves jovens, dependendo da cepa vacinal utilizada e (5) entérico
assintomatico. N&o é patogénico, também tem sido utilizado como cepa vacinal.

As vias de transmissdo do virus incluem trato respiratdrio e gastrintestinal,
através do contato direto e indireto. A infeccdo pode ocorrer através da inalacdo ou
ingestdo, visto que o virus estd presente no ar exalado pelas aves, nas fezes e em toda
parte da carcaca da ave durante a infeccdo aguda e na morte. A contaminacdo de outras
aves pode ocorrer por meio de aerossdis e pela ingestdo de &gua, ou comida
contaminada (BRASIL, 2009). Embrides podem se infectar, se a casca do ovo estiver
contaminada. A transmissdo vertical ainda é controversa, uma vez que cepas virulentas
normalmente impedem a postura. Ja foi relatado a ocorréncia de embrides infectados,
porém normalmente ocorre a morte embriondria (ALEXANDER & SENNE, 2008).
Vetores mecanicos também séo importantes na transmissdo da doenga, como o vento,
insetos, equipamentos e humanos. Aves de vida livre também podem contribuir com a
disseminacdo da doenga pois podem ser reservatérios do virus. Considera-se que o
reservatorio original do virus era uma espécie de ave silvestre do sudeste da Asia,
devido a uma serie de surtos com alta mortalidade de galinhas domésticas, na Indonésia
em 1926. A partir desse episddio, a relacdo do agente com o hospedeiro modificou.

Hoje em dia, as galinhas sdo consideradas o principal agente reservatorio do virus, ao
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menos nos patétipos menos virulentos que a forma viscerotropica (PAHO, 2003;
ALEXANDER & SENNE, 2008).

2.2.1 Doenca de Newcastle em aves silvestres

Os patoétipos lentogénicos, mesogénicos e velogénicos produzem variados sinais
clinicos em galinhas. Em outras aves, a sintomatologia varia amplamente, mesmo entre
espéecies do mesmo género. Algumas apresentacdes da doenca sdo caracteristicas, mas
variam muito quanto a severidade do quadro (GERLACH, 1994b). Os sinais clinicos
mais comuns em aves silvestres sdo: (a) morte subita ou ap6s algumas horas de
depressdo do estado geral; (b) doenca gastrintestinal aguda; diarreia acompanhada de
anorexia, letargia e cianose; (c) doenca respiratoria aguda; exsudato respiratorio,
estertor e dispneia; (d) doenca gastrintestinal e respiratdria aguda e (e) doenca cronica
do sistema nervoso central (SNC); opistotono, torcicolo, tremores e paralisia tonico-
clénica dos membros. Aves afetadas normalmente apresentam petéquias na superficie
de serosas, tecido adiposo e mucosa da laringe, traqueia e proventriculo. Enterite
hemorréagica e necrosante, principalmente no jejuno, sdo comuns em cepas Virulentas.
Aves com sinais neurolégicos podem ndo ter lesdes macroscopicas (GERLACH,
1994b). Segundo Leighton & Heckert (2007), alteracdes da fungdo renal também estédo
associadas as lesdes da DNC.

As lesdes histopatoldgicas sdo tdo variaveis quanto os sinais clinicos. Lesdes no
SNC s&o geralmente caracterizadas por encefalite ndo supurativa com infiltrado
vascular e perivascular de células mononucleares (LEIGHTON & HECKERT, 2007).
Pode ocorrer aumento do numero de células da glia e pseudoneuronofagia, quando as
células da glia ficam na periferia do neurdnio. As lesdes histopatologicas raramente
estdo correlacionadas com a severidade dos sinais clinicos (GERLACH, 1994b). A
doenca de Newcastle ja causou alta mortalidade em populacbes de vida livre de
cormordo (Phalacrocorax auritus) e pomba comum (Columba livia), além de
psitacideos e outras espécies tropicais comuns no mercado internacional de aves de
estimacdo. Somente essas duas epizootias foram documentadas em aves silvestres. Em
pomba comum, inicialmente no Oriente Médio, Africa e Europa, na década de 1980 e
cormordes, na América do Norte, na década de 1990. Em cormordes, a doenca causou
sinais clinicos e mortalidade somente em animais jovens. Os sinais clinicos

caracteristicos em ambas epizootias eram de disfuncdo do SNC associada com infecgédo
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e inflamacdo do cérebro e medula espinhal. Posicdo anormal de pescoco e cabega,
dificuldade de se manter em estacdo, além de paralisia unilateral ou bilateral de patas e
asas eram sinais comumente avistados nesses animais (LEIGHTON & HECKERT,
2007). Diversos outros sinais clinicos sdo evidenciados em aves silvestres. Em um
estudo de 1971, com aves de rapina, 44 animais morreram da doenca. Algumas delas
recebiam, como parte da dieta, carcagas de frangos. Sinais como inapeténcia, diarreia,
coriza e espasmos de cabeca estavam presentes. Diversos animais morreram
subitamente (CHU et al, 1976). Diarreia severa também foi relatado por Choi et al
(2008), em dois exemplares de mocho d'orelha europeia (Otus scops). Ambos 0s
individuos se alimentavam de frango, como parte da dieta. Hemorragias em
proventriculo e intestino foram visualizadas, durante a necropsia. Com excecao dos rins,
nenhum outro érgéo foi positivo para o virus da DNC, nos testes de RT-PCR e inibicdo
de hemaglutinagdo. Em 1991, um surto da DNC em aves de estimacdo afetou seis
estados, na América do Norte. Diversas espécies de psitacideos importados (papagaios e
calopsitas) foram afetadas. Os sinais clinicos incluiam diarreia esverdeada, depresséo,
angustia respiratoria, tremores e decubito lateral. O surto afetou milhares de aves de
estimacdo, mas ndao comprometeu a industria de frangos comerciais (PANIGRAHY et
al., 1993).

2.3 Vacinacdo em aves

As medidas de biosseguranga em granjas sdo fundamentais para o controle da
doenca de Newcastle, assim como de vérias outras enfermidades. Quarentena, controle
do transito de animais e pessoas, descontaminacao de ambientes e vigilancia constante
sdo estratégias profilaticas utilizadas para conter a entrada e disseminacédo de patdgenos.
Aliadas a essas medidas, a vacinacdo € um dos instrumentos mais eficientes no controle
da DNC (PAULILLO & JUNIOR, 2000). A vacinacdo rotineira contra a doenca de
Newcastle é facultativa nos estados brasileiros e deve ocorrer de acordo com a situagao
epidemioldgica local (BRASIL, 2002). Em muitos paises, incluindo o Brasil, a doenca
vem sendo controlada em plantéis comerciais através da vacinagdo. Os protocolos
escolhidos dependem de diversos fatores, tais como incidéncia da doenca em areas
préximas, status imunoldgico das aves do plantel, manejo sanitario e nutricional dos
animais (BRASIL, 2002). O plano de vacinacao deve se adequar as diferentes situagdes

de desafio sanitario, além de ser especifico para cada situagéo.
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As vacinas proporcionam uma protecdo contra a doenga nas espécies aviarias
para as quais foram formuladas, normalmente frangos e perus. Em outras espécies, a
protecdo ndo é garantida, nem totalmente conhecida. Existem no mercado vacinas vivas
e vacinas inativadas, indicadas para utilizacdo em situacdes diferentes e apresentam
vantagens e desvantagens que devem ser ponderadas. Assim como existem vacinas
produzidas com estirpes mais ou menos patogénicas e, obviamente, o nivel da reacdo
vacinal difere entre as estirpes, sendo isso fator fundamental na hora de escolher o
protocolo. Usualmente a aplicacdo de vacinas com estirpes mais patogénicas produz
maior resposta, porém aumenta também o risco de reagdes mais severas. Assim, para
obter bom nivel de protecdo e minimizar o impacto sobre os animais, 0s programas
geralmente se baseiam no uso sequencial progressivo de vacinas com virus cada vez
mais patogénico (FERNANDES, 2006). Em aves industriais, as vacinas inativadas sao
normalmente aplicadas ap6s a imunizacgdo inicial com uma vacina viva.

As principais vacinas utilizadas atualmente contra a doenga de Newcastle sé&o as
vivas lentogénicas e as inativadas. Dentre as vacinas vivas, as estirpes La Sota e HB1,
ambas lentogénicas, sdo as mais empregadas, em programas de imunizacdo. Estas
vacinas resultam em altos titulos de IgA, 1gG e IgM no soro de aves recém imunizadas e
também sdo capazes de induzir resposta imunoldgica local, pois se replicam tanto no
trato respiratorio, quanto digestério (BRUCE et al., 2000). A estirpe HB1 induz a
reacOes vacinais suaves, tendo sido usada extensivamente para vacinacdo em aves
domésticas (BELL et al., 1990). Ja a estirpe La Sota € mais virulenta e geralmente induz
uma maior resposta imunologica (ALEXANDER; SENNE, 2008.), aléem de poder
produzir reacbes moderadas ndo recomendadas para vacinagdes preliminares. As vias de
vacinacdo incluem ocular, nasal, intramuscular, subcutanea, spray, através da agua ou
alimento. Segundo Schat (2001) aves vacinadas pelas vias ocular e nasal ttm uma
protecdo mais eficaz, visto que promovem um maior estimulo de imunoglobulinas
locais (IgA), associado ao efeito imunomodulador sistémico.

Quanto a vacinagdo em outras aves domeésticas e silvestres, ha controvérsias. Ha
poucos estudos sobre a imunizacdo, principalmente em aves silvestres, sendo a maioria
dos protocolos baseados em frangos de producdo. Sabe-se que as vacinas com adjuvante
oleoso podem causar abscesso no local da aplicacdo, principalmente em aves de
pequeno porte e, portanto devem ser usadas com cautela (GERLACH, 1994b). Em um
estudo com 60 faisdes coleira (Phasianus colchicus), a vacinagdo com diferentes cepas

do virus de Newcastle induziu uma moderada producdo de anticorpos, sem nenhuma
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reagdo clinica pos-imunizacdo. Nesse estudo, foi utilizado o mesmo protocolo vacinal
aplicado em galinhas de producéo (SCHMIDT et al., 2008). Segundo Gerlach (1994b),
como recomendacdo geral em um surto de DNC, a vacinacdo emergencial das aves
silvestres deve ser feitas com vacinas HB1 ou La Sota apatogénicas, por via ocular ou
nasal, na quantidade de cinco doses de frangos por ave. De acordo com Facon et al.
(2005), apos estudo com 180 aves da espécie Chlamydotis undulata undulata, a vacina
inativada induziu maior resposta sorologica, quando comparada a outras duas vacinas
vivas (HB1 e Clone 30). Nesse relato, ndo foi observado nenhuma mudanca de
comportamento, ganho de peso, ou ingestdo de alimento nos animais tratados. Dois
animais apresentaram pequeno eritema no local da aplicacdo, apds uso da vacina
inativada por via subcutdnea. Segundos os autores, a vacina inativada induziu maior e

mais prolongada resposta de anticorpos, independente do prévio estado imunoldgico.

2.4 Técnica de ELISA

A técnica de ELISA (Ensaio Imunoadsorvente Ligado a Enzima) tem sido
amplamente utilizada como técnica soroldgica de escolha para monitoramentos e
estudos de soroprevaléncia da doenca de Newcastle, principalmente devido a
possibilidade de automacdo e a disponibilidade de kits comerciais padronizados.
Entretanto, com as vacinas utilizadas atualmente, é impossivel diferenciar aves
infectadas de aves vacinadas (YUSOFF; TAN, 2001). O teste de ELISA consiste em um
ensaio imunoenzimatico que permite medidas quantitativas diretas da interacdo
antigeno-anticorpo, através da medida de atividade enzimatica sobre um substrato
(REIS, 1998). Este ensaio imunoenzimatico é do tipo heterogéneo, necessitando de uma
etapa de lavagem para separar as substancias reagentes marcadas que estdo livres das
marcadas que se ligaram ao anticorpo (REIS, 1998). Existem diversos modelos de testes
de ELISA, o indireto tem metodologia mais simples e normalmente utilizada nos kits
comerciais. Normalmente, um antigeno aderido a um suporte sélido (placa de ELISA) é
preparado; a seguir, coloca-se sobre este os soros em teste, na busca de anticorpos
contra o0 antigeno. Se houver anticorpos no soro em teste ocorrera ligagdo antigeno-
anticorpo. Essa ligacao é posteriormente detectada pela adicdo de um segundo anticorpo
dirigido contra imunoglobulinas da espécie onde se busca detectar os anticorpos, a qual
é ligada a uma enzima. Este anticorpo ligado a enzima denomina-se conjugado. A

enzima reage com o substrato incolor adicionado ao sistema, gerando um produto de
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reacdo colorido, monitorado por espectrofotdmetro. No teste ELISA, as enzimas mais
utilizadas séo as peroxidades, a fosfatase alcalina e a beta-galactosidade. Antes da
medida da intensidade da coloracdo, adiciona-se uma solucdo alcalina ou &acida que
interrompe a reacdo enzimatica e estabiliza a coloragdo para a realizacdo da leitura em
espectrofotdbmetro. A técnica de ELISA apresenta rapidez, baixo custo e adaptacdo a
diferentes graus de automacdo, além de objetividade na leitura, elevada sensibilidade e
especificidade (REIS, 1998; VAZ, 2007).

2.5 Espécies estudadas

A ordem Galliformes inclui 61 géneros e 215 espécies. Esta inclui faisdo de
coleira, perdiz Chucar e a galinha domestica (Gallus gallus domesticus). Sdo aves
onivoras e que possuem dieta diversificada, a qual inclui frutos, sementes, brotos e
invertebrados (MARQUES, 2014). Algumas espécies tem grande importancia como
dispersores de sementes e na exploracdo comercial. Nesse trabalho, foram estudadas
duas espécies de galiformes: perdiz Chucar (Alectoris chukar) e faisdo coleira
(Phasianus colchicus), ambas pertencentes a familia Phasianidae e de origem asiatica
(IUCN, 2012a). Entretanto tém distribuicdo mundial, devido a sua utilizagdo como aves
de caca e ornamental. Machos e fémeas de perdiz Chucar apresentam padrdo de
plumagem semelhante e seu peso varia em torno de 500 gramas. O faisdo coleira possui
dimorfismo sexual evidente, sendo a fémea de tamanho menor (cerca de 1 kg) e
coloragéo parda. O macho possui penas coloridas e brilhantes e pode chegar a 1,5 kg.

A ordem Psittaciformes € constituida por duas familias, Psittacidae e Cacatuidae,
possuindo cerca de 380 espécies conhecidas. Essas aves tém distribuicdo mundial,
predominando nos tropicos e o Brasil € o pais com maior diversidade de psitacideos.
Sdo aves, extremamente, populares por sua capacidade social, inteligéncia, coloracao
exuberante e capacidade de imitar sons. Essas caracteristicas fazem com que sejam
muito procuradas como animais de estimacdo. O comeércio ilegal desses animais,
associado a fragmentacdo e destruicdo de seus habitats contribuem para que diversas
especies estejam ameacadas de extingdo (GRESPAN & RASO, 2014). Nesse trabalho,
foram estudadas trés espécies de psitacideos, calopsita (Nymphicus hollandicus), Loris
(Trichoglossus haematodus moluccanos) e a Rosela (Platycercus eximius). Ambas as
espécies tém origem na Oceania, porém sdo encontradas ao redor do mundo, mantidas

como aves de estimacdo (IUCN, 2012b). As calopsitas pesam entre 80 e 100 gramas,
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tém dieta granivora e generalista, baseada em sementes, brotos, frutas, insetos e outros
vegetais. As roselas possuem alimentacdo semelhante e peso corporeo variavel entre 90
e 120 gramas. Os Loris s@o animais nectarivoros e sua dieta pode conter polen, néctar,
frutas e flores, além de insetos e suas larvas. Essas aves possuem a lingua alongada e a
extremidade modificada em forma de cerdas para coletar polén e nectar (GRESPAN &
RASO, 2014). S&o pouco maiores que as roselas e pesam entre 100 e 250 gramas.

A ordem Musophagiformes é composta por 23 espécies de turacos que sdo
endémicos da Africa sub-sahariana. Essas aves possuem asas curtas e arredondadas, e
pouca habilidade de voo; entretanto pulam agilmente entre os galhos de arvores. S&o
aves dispersoras de sementes, devido ao seu habito alimentar basicamente frugivoro
(SUN & MOERMOND, 1997). Habitam savanas e florestas abertas, onde encontram
sua dieta que consiste de frutos, flores e pequenos invertebrados. H& poucos estudos
sobre essa ordem de aves, as quais tém crescentes taxas de comercializagdo, como aves
ornamentais e de estimacdo. Esse estudo avaliou a resposta de trés espécies diferentes,
turaco persa (Tauraco persa), turaco bochecha branca (Tauraco leucotis) e turaco
violeta (Musophaga violacea). Essas espécies ndo apresentam dimorfismo sexual e tém

peso variavel, entre 200 e 300 gramas.
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Newecastle disease vaccination in captive-bred wild birds®

Caroline W.C. Gomes*, Jacqueline Meyer?, Michelen O. Goncalves?, Gustavo Finckler®, Inés
Andretta® e Claudio E.F. Cruz?

ABSTRACT.- Gomes C., Meyer J., Gongalves M., Fiinckler G., Andretta I. & Cruz C.E.F. Newcastle
disease vaccination in captive-bred wild birds. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):0-0.
Departamento de Patologia Clinica veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090, Porto Alegre, RS, Brazil. E-mail: claudio.cruz@ufrgs.br.
The breeding of wild birds in captivity assumes an increasingly important role in conservation
due to the loss of species and their habitats. Meeting the environmental and nutritional needs of
species kept in captivity is the primary basis for achieving adequate levels of efficiency in such
projects. Among the flock health practices, we highlight here wild bird vaccination, a scarcely studied
subject. This study clinically and serologically evaluates the effect of applying a vaccination protocol
against Newcastle disease in four groups of ornamental wild birds. The responses observed in 10
ornamental chickens were compared to those recorded in 12 ring-neck pheasants (Phasianus
colchicus), 7 Chukar partridges (Allectoris chukar), 6 psittacines (2 cockatiels Nymphicus hollandicus,
2 lorikeets Trichoglossus haematodus molucanos and 2 eastern rosellas Platycercus eximius) and 6
touracos (2 Guinea Tauraco persa, 2 White-cheeked Tauraco leucotis and 2 Violet Musophaga
violacea). One drop of each live Newcastle HB1 and La Sota vaccines were ocularly instilled on the
1 and 21t experimental days, respectively. On the 112" day, one shot of an inactivated oily
Newcastle vaccine was intramuscularly injected. Serum samples were submitted to the Newcastle
disease virus antibody Test Kit ELISA-BioChek. Sudden and transient clinical changes were only
observed in two birds after the IM shot. Except for the psittacines, other bird species showed
considerable increase in the antibody titers. However, their mean antibody titers differed significantly
from that record in the chickens. The protective effect of the immunological responses observed here
remains to be determined. The need of further studies in the subject is emphasized.
INDEX TERMS: bird management and conservation, ornamental wild birds, Newcastle, vaccination
protocol.

RESUMO.- [Vacinacéo contra doenca de Newcastle em aves silvestres criadas em cativeiro.] A
criacdo de aves silvestres em cativeiro assume importancia em conservagao devido & perda de espécies
e habitats. O atendimento das necessidades nutricionais e ambientais das espécies mantidas em
cativeiro é primordial para a obtencdo de niveis adequados de eficiéncia. Entre as praticas sanitarias
aplicaveis nos plantéis, destaca-se aqui a vacinacao de aves silvestres, assunto raramente divulgado. O
estudo avalia clinica e sorologicamente o efeito da aplicagcdo de um protocolo de vacinacdo contra a
doenca de Newcastle, em quatro grupos de aves silvestres ornamentais. As respostas sorolégicas
observadas em 10 galinhas ornamentais foram comparadas aquelas registradas em 12 faisGes coleira
(Phasianus colchicus), 7 perdizes Chucar (Allectoris chukar), 6 psitacideos (2 Calopsitas Nymphicus
hollandicus, 2 Loéris Trichoglossus haematodus molucanos e 2 Roselas Platycercus eximius) e 6
Turacos (2 Persas Tauraco persa, 2 Bochecha-branca Tauraco leucotis e 2 Violetas Musophaga
violacea). Instilou-se uma gota das vacinas vivas contra Newcastle HB1 e La Sota, no 1° e 21° dias do
experimento, respectivamente. No 112° dia, as aves foram vacinadas com uma vacina inativada oleosa
contra Newcastle, via intramuscular. As amostras foram submetidas ao teste Newcastle disease virus
antibody Test Kit ELISA-BioChek. Alteracdes clinicas repentinas e transitorias foram observadas em
duas aves apenas apds a injecdo intramuscular. Exceto pelos psitacideos, todas as demais aves
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mostraram considerdveis aumentos nos titulos de anticorpos; entretanto, as médias desses titulos
diferiram significativamente daquelas registradas nas galinhas. Nenhuma resposta foi identificada em
qualquer psitacideo do estudo, provavelmente porque o conjugado de galinha ndo identifica anticorpos
nesse grupo de aves. A capacidade protetora das respostas imunoldgicas observadas permanece
desconhecida. Enfatiza-se a necessidade de continuidade, nesses estudos.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Aves silvestres ornamentais, manejo e conservacao de aves, doenca de
Newcastle, protocolo de vacinagao.

INTRODUCTION

Newcastle disease (NC) is among the most important diseases of birds worldwide (Thomas et
al. 2007) and numerous bird species are susceptible (Kaleta & Baldauf 1988). Despite the
tremendous worldwide increase in the captive populations of wild birds and considering that
vaccination is a basic tool in sanitary programs in most animal production systems, the
application of vaccine protocols in captive breeding of most species of wild birds has rarely
been reported. The available information is associated with vaccination of galliform (Schmidt
et al. 2008) or individual endangered species (Facon et al. 2005). However, the risks and the
impact of NC outbreaks in flocks of both commercial and conservational aviculture are
sufficient justification for also developing vaccination programs in captive-breed wild bird
flocks, which is currently a rapidly developing aviculture sector. Moreover, although
controversial (Martinez et al. 2003), the serological tests used for monitoring vaccine efficacy
in birds have been indicated as a major limitation in these processes (Stobel et al. 2002,
Ferreira et al. 2013). Information on the titers responses after a NC vaccination protocol in

four groups of captive-bred wild birds is the main objective of the paper.

MATERIALS AND METHODS

General information

The study was conducted in a commercial breeding flock of ornamental exotic captive-bred
wild birds. The farm is located in southern Brazil and has a flock of 200 birds, most of which
are kept in enclosures (Figure 1A) with an average space per bird of 5 m®. Most of the birds
have been born in an incubator, raised in a heated environment and fed commercial ration,
fruits (Figure 1B), and mealworms. Except for the chickens (2 Appezeler, 7 Sebright and 1
Belgian), the birds were allocated in 4 groups: (a) ring-neck pheasants (Phasianus colchicus);
(b) Chukar partridge (Allectoris chukar); (c) psittacines (2 cockatiel Nymphicus hollandicus, 2

lorikeets Trichoglossus haematodus molucanos and 2 eastern rosellas Platycercus eximius)
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and (d) touracos (2 Guinea Tauraco persa (Figure 2A), 2 White-cheeked Tauraco leucotis
and 2 Violet Musophaga violacea). The birds were captured inside their enclosures with bird
catching net and then transferred in transport boxes to a safe room. Vaccinations were
performed as shown in Table 1. Birds were observed twice daily for behavioral and postural

abnormalities. The study was approved by the Ethics Committee of Animal Use — UFRGS.

Samples, serology and vaccination

Blood samples were collected by jugular puncturing (Figure 2B) on days 1, 21, 43 and 112,
with disposable (1 by bird) insulin syringes attached to 13.7 x 33 mm needles. Syringes of the
same type were used for injecting intramuscular NC vaccine. On average, 0.5 ml of blood that
produced 0.2 ml of serum was collected from each bird. Live NC vaccines (HB1 and La Sota)
were ocularly instilled one drop per bird (Figure 3). Inactivated NC parenteral vaccine was
administered according to the weight of each bird (0.25 mL per 1kg). The Newcastle disease
virus antibody Test Kit ELISA procedures were performed according to directions for

BioChek poultry immunoassays.

Statistical analysis

The NC antibody data were submitted to variance analysis using Minitab 16 (Minitab
Statistical Software, Minitab Inc., State College, PA, USA). Predetermined contrasts were
used to compare the NC antibody titers for the ornamental species to that of the

chickens. Effects were considered significant when contrast probabilities were below 0.05.

RESULTS

Except for sudden and temporary sings in one ring-neck pheasant (loss of balance) and one
Guinea touraco (dull and half-closed eyes, blepharoptosis), which occurred after the
intramuscular shot, no further clinical signs that could be associated with the vaccines were
observed. However, such changes couldn’t also be associated with vaccination. Table 2
compares the average antibody titers among the bird groups and Table 3 presents the ELISA
results. While the initial flock included 12 birds, most of the Chukar partridges died due to an

outbreak of Histomonas meleagridis infection.
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DISCUSSION

Birds are the most widely captive-bred wild animals (Santos 1992). For several reasons,
humans have kept captive-bred wild birds for thousands of years (Karsten 1997). While
conservation of endangered species is among one of the most justifiable purposes (Collar et
al. 2012), each case should be thoroughly evaluated and additional conservation alternatives
must be considered (Snyder et al. 1996). Whatever the reason for keeping birds in captivity,
adequate avian management and welfare must be guaranteed (Karsten 1997; Ernest et al.
2007). Providing correct nutrition and the proper environment are priorities and irreplaceable
factors in these as in other animal systems. However, an adequate sanitary program ranks
third in this scenario and may encompass numerous practices, among which vaccination
should certainly be considered. Nevertheless, there is very little information available on the
subject (Ostrowiski et al. 1998, Facon et al. 2005, Ferreira et al. 2013).

The impact of Newcastle disease is most notable in domestic poultry due to their high
susceptibility and the consequences of severe outbreaks on the poultry industry (Alexander &
Senne, 2008), meanwhile the risks associated with transmission between flocks and losses due
to outbreaks of the disease (Kaleta & Baldauf 1988, Glasser et al. 1992, Ibu et al. 2009)
justify the application of vaccine protocols also in captive flocks of species of wild birds,
especially those with threatened populations (Facon & Lacroix 2005). All the captive-bred
wild birds included in this study are considered species of least concern by IUCN (2015),
which means these birds are widespread and abundant in nature. However, the captive
populations of some of them in Brazil are very limited, as are most of the exotic bird species
present in the country today. Moreover, some of the species included in the study have close
relatives among the endangered categories. Edwards’s Pheasant (Lophura edwardsi) is an
example that is critically endangered in its occurrence area, the Vietnam forests. Unlike many
other species that have already disappeared from the country’s poultry farms, Edwards’s
Pheasant is still present in Brazil and, though not a native species, it should be managed with
care and responsibility as in an effort to avoid extinction. Since propagation and release could
subsequently be conducted. A number of measures must be implemented to ensure
achievement of that objective (Karsten 2007), and certainly vaccination against major avian
diseases should be one of them. The unrestricted trade of the ornamental wild birds within
Brazil is an additional motivation for maintaining investigations into the applicability of

vaccination protocols.
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In this study, we compared immunological responses recorded in chicken, the species for
which both the vaccines and the ELISA test were designed to, with antibody titers observed in
the other species. While severe side effects after Newcastle vaccination are usually rare, some
mild reactions have been reported after injectable vaccination (Facon et al. Facon et al. 2005,
Schmidt et al. 2008). B1 and La Sota are lentogenic strains usually associated with mild signs
(FAO 2015). Possible adverse reactions to vaccines together with high value of bird species
have traditionally deterred owners from vaccinating their flocks. The results presented here
constitute counter arguments to that belief. Except for the psittacines, in which no antibody
response was observed, most of the birds in the study showed considerable increases in their
antibody titers after vaccination. However, their mean antibody titers differed significantly
from that record in the chickens. Apparently, the closer the relationship of the bird group to
chickens, the higher the mean antibody titers recorded. Similar results in Ring-neck pheasants
have been previously reported (Schmidt et al. 2008). Since they also belong to Galliform
family, the Chukar partridge could have exhibited similar a response, but disease and
mortality greatly impaired the results in the group. In this sense, our findings could also
benefit the National Action Plan of Action for the Conservation of the Galliform species
threatened with extinction (Silveira et al. 2008), since it includes the management of captive
populations.

The protective effect of the immunological responses observed here remains to be identified
and any association between our findings and disease protection could be premature.
However, evidence to the contrary has been reported. Newcastle transmission studies in
poultry indicate that vaccinated birds with low or undetectable antibody titers may be
protected against disease and mortality, but that infection and transmission may still occur
(Boven et al. 2008, Kapczynski & King, 2005). In contrast to what was expected (Mazengia
et al. 2009), in most birds, antibody titers diminished after the booster vaccine, returning to
their maximum post-vaccination level. Speculations associated with this finding could include
problems with the vaccine vial or vaccine viability. In contrast with previous observations
(Martinez et al. 2003), the low immune responses in psittacine seen in this study is probably
associated with the incapacity of the antichicken antibody to identify antibodies in this group

of birds. There is a need for further studies into the subject.
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1. Violet touraco

Fgure
touraco diet (B).

Figure 2. A Guinea touraco restrained for blood sampling (A). Jugular puncturing for blood collection
in a White-cheeked touraco (B).
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Figure 3. Ocular instillation of a live NC vaccine in Sebright chicken (A). Note the bluish eye of a

Cockatiel just after ocular vaccination. The blue color is due to the vaccine diluent dye (B).



Table 1. Newcastle vaccination protocol applied to the groups of birds.

30

Bird species Ne of birds 1% day 21% day 112" day
Chicken 10 Ocular Ocular Intramuscular
Ring-neck pheasant 12 Instillation Instillation dose of a
Chukar partridge 7 of a live of a live inactivated
Psittacines 06 HB1 NC la sota NC NC

Turacos 06 vaccine vaccine vaccine
Doses 1 drop 1 drop *

* Based on the bird’s weight, 0.25 mL/kg.

Table 2. Mean NC antibody titers for the ornamental wild species compared to that of the

chickens.

Bird species 1% day 21" day 43"day 112" day
Chicken 195.60 5528.20 2876.80 5151.30
Pheasants 165.33 5202.25 884.25* 1811.25%
Chukar partridge 93.86+* 1262.71* 248.60= 1239.67
Psittacines 1.00% 9.50% 130.00% 5
Turacos 59.50: 954.67+* 687.50* 841.50=
Probability 0.017 <0.001 <0.001 <0.001
R? 28.96 81.73 60.3 55.51

* Means followed by asterisks differ significantly (P<0.05) from the mean for the chickens in the contrast comparison test.
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Table 3. Newcastle disease virus antibody Test Kit ELISA-BioChek in ornamental birds.

1t day 21 day 43" day 112 day
Chicken AB Titer Result  AB Titer Result AB Titer  Result AB Titer Result
1 252 3192 + 1267 + 6917 +
2 119 4821 + 2295 + 3556 +
3 162 3530 + 2637 + 2397 +
4 89 7040 + 1838 + 4209 +
5 334 8513 + 4724 + 9202 +
6 308 6351 + 5743 + 272 +
7 258 7788 + 2690 + 9245 +
8 123 4795 + 1624 + 4649 +
9 136 4401 + 4925 + 5967 +
10 175 4851 + 1025 + 5099 +
Pheasant
1 17 - 5702 + 595 + 2301 +
2 26 - 6255 + 521 + 1192 +
3 215 - 7275 + 829 + 1566 +
4 149 - 4609 + 1660 + 1685 +
5 175 - 5891 + 835 + 1682 +
6 275 - 5235 + 1096 + 1699 +
7 60 - 4258 + 919 + 1626 +
8 265 - 4573 + 677 + 2507 +
9 10 - 2791 + 1419 + 1172 +
10 421 - 4878 + 954 + 1828 +
11 248 - 4940 + 691 + 1265 +
12 123 - 6020 + 415 + 3212 +
Partridge
1 1 - 1010 - #
2 89 - 1904 + #
3 3 - 1689 + 242 - #
4 20 - 904 - 192 - #
5 526 - 954 - 337 - 487 -
6 1 - 1189 + 236 - 1348 +
7 17 - 1189 + 236 - 1884 +
Psittacine
1 il - 23 - 125 -
2 il - 1 - 9 -
3 il - 1 - 261 -
4 il - 1 - 137 -
5 il - 1 - 0 -
6 il - 30 - 248 -
Touracos
1 0 - 1 - 254 - 599 -
2 217 - 136 - 1676 + 1215 +
3 0 - 1172 + 568 + 765 -
4 0 - 2689 + 815 + 1179 +
5 112 - 858 - 429 + 861 -
6 28 - 872 - 383 - 430 -

# Death of birds; Psittacines: Cockatiel (1 and 2), Lorikeets (3 and 4), Rosellas (5 and 6); Touracos: Guinea (1 and 2),

White-cheeked (3 and 4), Violet (5 and 6).
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4. CONCLUSOES

a) A maior parte das aves silvestres vacinadas ndo apresentou reacées clinicas indesejaveis.

b) A maior parte das aves silvestres vacinadas respondeu as vacinagdes, ainda que de forma
significativamente diferente do que as galinhas.

c) Ainda que seja desconhecido o efeito protetor dessa vacinacdo nessas aves, ha evidéncias
sugestivas da probabilidade de que ocorra protecdo contra doenca e morte determinadas pelo
virus da doenca de Newcastle.

d) H& necessidade de continuidade em estudos associados com producdo de conjugados

espécie especificos, adaptacdes de doses/respostas e determinacdo de protecéo efetiva.
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