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RESUMO

GUIMARAES, M. B. Detecgéo do virus da Influenza aviaria, Paramyxovirus tipo 1 (virus
da Doenca de Newcastle), Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae, em aves
silvestres e domésticas préximas as granjas avicolas comerciais nas regifes de Mogi das
Cruzes e Louveira, no Estado de Sao Paulo. [Detection of Influenzavirus, Paramyxovirus I,
Mycoplasma gallisepticum and Mycoplasma synoviae in free-ranging birds and backyard
chicken around poultry farms in Mogi das Cruzes and Louveira, Sdo Paulo state]. 2012. 134 f
Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2012.

Obijetivou-se, neste trabalho, detectar o virus da Influenza aviaria, Paramyxovirus tipo 1
(doenca de Newcastle), Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae, respectivamente
pelas técnicas de RT-PCR e PCR, em aves domesticas e aves em vida livre proximas as
granjas avicolas nas cidades de Mogi das Cruzes e Louveira do Estado de S&o Paulo. As aves
silvestres foram capturadas, anilhadas, submetidas a avaliacdo de estado geral e a coleta de
suabes de orofaringe e cloaca. As aves de subsisténcia ou “fundo de quintal” seguiram o
mesmo protocolo com a exce¢do do anilhamento, e tiveram amostras de sangue coletadas para
a pesquisa de anticorpos contra o virus da Doenca de Newcastle, Mycoplasma gallisepticum e
Mycoplasma synoviae pela técnica de ELISA indireto. Foram considerados 0s aspectos da
biodiversidade entre as espécies silvestres capturadas e a biosseguranca nas granjas. As aves
silvestres apresentaram resultados negativos nesta pesquisa, no entanto, Mycoplasma
gallisepticum e Mycoplasma synoviae foram detectados pela técnica da PCR nas aves de
subsisténcia, assim como apresentaram titulos de anticorpos para 0s agentes acima citados e
para 0 Paramyxovirus tipo |. Duas granjas ndo possuiam medidas de biosseguridade
adequadas permitindo o contato de animais de vida livre com as aves de “fundo de quintal” e
com as aves de producdo, o que pode facilitar a disseminacdo de patdgenos de interesse para a

salde publica e para a avicultura comercial.

Palavras-chave: Influenza Aviaria. Doenca de Newcastle. Mycoplasma gallisepticum.
Mycoplasma synoviae. Aves Silvestres. Galinhas de Subsisténcia.



ABSTRACT

GUIMARAES, M. B. Detection of Influenzavirus, Paramyxovirus I, Mycoplasma
gallisepticum and Mycoplasma synoviae in free-ranging birds and backyard chicken
around poultry farms in Mogi das Cruzes and Louveira, Sdo Paulo state. [Detec¢do do
virus da Influenza aviéria, Paramyxovirus tipo 1 (virus da Doenca de Newcastle),
Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae, em aves silvestres e domeésticas
proximas as granjas avicolas comerciais nas regides de Mogi das Cruzes e Louveira, no
Estado de S&o Paulo]. 2012. 134 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de So Paulo, Séo Paulo, 2012.

The aim of this study is to detect avian influenza virus, Newcastle disease virus
(Paramyxovirus 1), Mycoplasma gallisepticum and Mycoplasma synoviae in backyard chicken
and wildlife birds around commercial poultry farms using RT-PCR and PCR. The birds were
captured with mist nets, identified with alluminium leg rings, subjected to the assessment of
clinical conditions and samples were collected by oral and cloacal swabs. The same was done
with backyard chicken without the identification with leg rings. Blood samples were collected
from backyard chicken and tested for antibodies against Mycoplasma gallisepticum,
Mycoplasma synoviae and Paramyxovirus | by indirect ELISA test. This study was conducted
in Mogi das Cruzes and Louveira, Sdo Paulo state, where the commercial poultry is
considered an activity of great importance. The results were negative to wild birds, but we
could detect Mycoplasma gallisepticum and Mycoplasma synoviae by PCR and antibodies
titles for Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae and Newcastle disease in
backyard chickens. Two farms didn’t have appropriate biosecurity measures, allowing intense
contact with free-living birds, backyard chicken and poultry facilitating spread of pathogens
with concern to human health and poultry farms.

Keywords: Bird Influenza. Mycoplasma gallisepticum. Mycoplasma synoviae. Wild Birds.

Backyard Poultry.
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira ocupa o primeiro lugar como pais exportador e mantém a
terceira posi¢do na producdo mundial de aves (ABEF, 2008). O Programa Nacional de
Sanidade Avicola (PNSA) normatiza o controle sanitario do plantel avicola em relacdo as
doencas de interesse comercial. Os investimentos realizados decorrem principalmente da
prevencdo e controle de doencas de importancia mundial, como a Influenza Aviaria, a Doenca
de Newcastle e a Micoplasmose (BRASIL, 2009).

A Influenza Aviéria (1A) é uma doenca sistémica que pode ser altamente letal. As
mortes de seres humanos e de centenas de milhGes de aves ocorreram pelo mundo, e
resultaram em enormes prejuizos para a atividade avicola (LIPATOV et al., 2004; GIMENO,
2009). Os sintomas nas aves variaram de acordo com a viruléncia do agente. Dessa forma, a
doenga recebeu a denominacdo de Influenza Aviéria de Alta Patogenicidade para a forma
mais virulenta do virus e Influenza Aviaria de Baixa Patogenicidade para a forma menos
severa deste (COX; SUBBARAO, 1999).

A Influenza aviaria (IA) faz parte da lista de doencas notificaveis pela Organizacdo
Mundial de Saide Animal (OIE) que determina os padrGes de salde e sanitarios para as
doencas de animais (SWAYNE; HALVORSON, 2008).

Os enormes prejuizos econdémicos decorrem da dependéncia do subtipo do virus, da
espécie de ave infectada, do nimero de estabelecimentos atingidos, dos métodos de controle
utilizados e da velocidade de execucédo de acdes de controle e erradicacdo. Essas perdas estdo
relacionadas as a¢des de sacrificio e destruicdo de aves, custos das atividades de quarentena,
vigilancia e mercados consumidores (SWAYNE; HALVORSON, 2008).

O virus da Influenza A pertencente a familia Orthomyxoviridae, apresenta maior
ocorréncia em aves aquaticas, capacidade de mutacdo genética e adaptacdo a outras espécies
de hospedeiros como a populagdo humana e espécies animais. A contaminagdo pode ocorrer
pelo contato direto, indireto, aerossois e exposicdo de fémites contaminados com o virus
(WEBBY; WEBSTER, 2003; SWAYNE; HALVORSON, 2008).

Apesar do Brasil ndo ter ocorréncia de surtos da doenca, estudo mostrou que o0 virus
esta presente em aves silvestres (KAWAMOTO et al., 2005).

A Doenca de Newcastle (DNC) é considerada uma das maiores causas de perdas
econdmicas da avicultura mundial e apresenta distribuicdo global (ALEXANDER, 2001). E

uma enfermidade causada pelo Paramyxovirus tipo I, pertencente ao género Avulavirus e a
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familia Paramyxoviridae (LEIGHTON; HECKERT, 2007, PAULILLO; JUNIOR, 2009).
Diferentes graus de severidade da doencga podem ocorrer dependendo da viruléncia da cepa
viral, ou seja, desde uma infeccdo subclinica, onde os sintomas sdo inaparentes ou discretos,
até uma doenca fatal (ZANETTI et al., 2005).

A infeccdo pode ocorrer através da inalagdo ou ingestdo de particulas virais presentes
no ar, fezes, carcaca e fomites contaminados. O virus ja foi encontrado em aproximadamente
250 espeécies de aves silvestres e de producdo (LEIGHTON; HECKERT, 2007), porém, no
Brasil, poucos estudos foram desenvolvidos em aves silvestres (OLIVEIRA-JUNIOR et al.,
2003; SILVA et al., 2006).

A Micoplasmose é uma infeccdo causada por bactérias do género Mycoplasma, da
familia Mycoplasmateceae e ordem Mollicutes. S&o bactérias procariotas, sem parede celular
e sdo capazes de sobreviver no ambiente de um (01) a trés (03) dias. Os micoplasmas tém
predilegdo pelas membranas mucosas e serosas das aves, e provocam comprometimentos
respiratdrios, articulares e urogenitais. As lesdes causadas nas aves de producdo reduzem o
ganho de peso, aumentam as condenacdes de carcacas, diminuem a producdo de ovos, e
ocorre aumento nos gastos com medicamentos, 0 que torna a doenga uma das mais onerosas
da avicultura comercial mundial (NASCIMENTO, 2000; BACK, 2002).

Em 1994, Micoplasma gallisepticum (Mg) emergiu como agente causador de doenca
em péassaros silvestres da espécie Carpodacus mexicanus, no leste dos Estados Unidos, e
posteriormente foi diagnosticada na espécie Carduelis tristis (LUTRELL et al., 1998). A
doenca nessa espécie se caracterizou principalmente por conjuntivite, secrecdo nasal e
debilidade. Os estudos mimetizando as condigbes em vida livre mostraram que a baixa
densidade de passaros em uma determinada area, diminuia a frequéncia de interacdo entre as
espécies, ocasionando menor estresse € menos propensdo a reinfeccdo (DHONDT et al.,
2012).

Micoplasma gallisepticum (Mg) e Mycoplama synoviae (Ms) foram isolados e
detectados em uma grande diversidade de espécies, 0 que pode representar um risco de
transmissao deste patdgeno para as aves de produgdo comercial (LIERZ et al., 2008).

Os testes soroldgicos para a deteccdo de anticorpos nas criacdes de frangos de corte,
galinhas de postura e aves reprodutoras, devem ser um instrumento para o controle de
micoplasmas na avicultura industrial, pois uma vez que este seja introduzido na granja requer,
na maioria das vezes, a desocupacdo do ambiente para o sucesso da erradicacdo do agente
(CARDOSO et al., 2006).
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Programas de prevencdo e controle devem incluir monitoria periddica (sorologia,
cultura, isolamento e identificacdo) e vacinagdo, aléem de medidas de biosseguridade (LEY,
2003).

Influenza aviaria (IA), virus da Doenca de Newcastle (VDN), Mycoplasma
gallisepticum (Mg) e Mycoplasma synoviae (Ms) sdo patdgenos economicamente
significativos para 0 PNSA, no Brasil e os passaros silvestres podem ser um dos principais
disseminadores dessas doencas para as aves de producéo.

Este estudo tem como objetivo contribuir com a investigacao desses agentes em aves
silvestres capturadas em &reas ao redor de granjas avicolas em Mogi das Cruzes e Louveira e
na area da Barragem Ponte Nova. Assim como, nas aves domésticas de subsisténcia de
criagcdes da regido de Mogi das Cruzes para que medidas de controle e prevencdo possam ser

adotadas para garantir a saude publica e a economia da industria avicola no pais.
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2 REVISAO DE LITERATURA
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2 REVISAO DE LITERATURA

O Brasil abrange uma area de 8.512.000 Km? que ocupa 47,3% da superficie da
América do Sul, sendo considerado o quinto pais no globo terrestre em extensédo territorial
(SICK, 1997). Possui uma das maiores bacias hidrogréficas e florestas do mundo, atingindo
uma enorme multiplicidade de biomas particulares (SIGRIST, 2006). Dentre eles, a Mata
Atlantica que ocorre sob a forma de uma faixa de transicdo de amplitude variavel, cujos
limites geogréficos entre este e os biomas vizinhos, como o Cerrado e a Caatinga, foram
estabelecidos em 1993, pelo Decreto Federal n° 750/93 (BENCKE; MAURICIO, 2006).

A Mata Atlantica é considerada a segunda maior floresta da América do Sul, se
destacando pela biodiversidade e alto endemismo. Porém, atualmente, somente 7,5% desta
floresta permanece pouco degradada, sendo considerada o bioma mais susceptivel do pais
(MYERS, 2000; SOS MATA ATLANTICA, 2012).

As questdes ambientais se intensificaram nos Gltimos anos, com énfase na integracao
dos efeitos da destruicdo de florestas e a volatilidade do clima, os quais podem oferecer
condigcdes para o aparecimento de doencas emergentes. A identificacdo dos problemas
relacionados a destruicdo do meio ambiente no Brasil, data do fim do século XVIII. No
entanto, apenas em 1937 houve a criacdo da primeira unidade de conservagdo publica
(EPSTEIN, 2002; GOERCKE, 2006).

Um dos maiores desafios para a conservacdo da Mata Atlantica tém sido a degradacao
e a fragmentacdo de areas. Em consequéncia houve a destruicdo do habitat tanto pela
ocupacdo humana, quanto pela agricultura e pecuaria, incluindo a producdo avicola (DEEM;
KARESH; WEISMAN, 2001). A exploracdo deste ambiente, compromete a riqueza da
biodiversidade das 1.020 espécies de aves, das quais 188 sdo endémicas desta regido (SOS
MATA ATLANTICA, 2012).

As aves sdo indicadores de biodiversidade e foram usadas de maneira eficaz na
avaliacdo da conservacdo de &reas, assim como na identificagdo de grandes centros de
endemismo terrestre (WEGE; GOERCKE, 2006).

Dentro da Classe Aves, a ordem Passeriformes é uma das mais numerosas e
diversificadas em espécies e ocupam uma grande variedade de nichos ambientais pelo mundo
(PERKINS; SWAYNE, 2003). Compreende 5.739 espécies ou 59,1% das espécies de aves
descritas que se distribuem em 45 familias (SICK, 1997). No Brasil, a diversidade da avifauna

é composta por aproximadamente 1.832 espécies (CBRO, 2011).
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Dentro desta ordem, encontram-se algumas espécies sinantropicas que Sao
consideradas excelentes exploradoras de meios urbanos com baixa diversidade de espécies
(MACGREGOR et al., 2010).

No Brasil, o reforco populacional de aves silvestres em diversos biomas tem sido
realizado com a soltura de animais apreendidos pelo trafico. Desde 2008, foi criada a
Instrucdo Normativa n°179 de 25 de junho de 2008 que normatiza o controle sanitario e a
realizacdo de exames laboratoriais de doencas que acometem, principalmente, as aves de
producdo (IBAMA, 2012). As solturas séo realizadas em areas previamente cadastradas pelo
IBAMA e podem estar localizadas em regifes de producéo avicola.

A avicultura € um dos recursos alimentares mais desenvolvidos do mundo, sendo
considerada uma importante fonte de proteina animal. No ano de 1995, o consumo mundial
foi de 54,9 milhdes de toneladas e no ano de 2000 foi de 65,6 milhGes de toneladas, ou seja,
um aumento de 10,7 milhGes de toneladas neste periodo. Em 2000, particularmente as
Américas (América do Sul, Central e Norte) foram responsaveis pelo consumo de 28,6
milhdes de toneladas, representando 44% da producdo mundial (GIMENO, 2009).

O consumo de aves é favorecido pelos precos competitivos em relagdo aos outros tipos
de carne (bovina e suina) e a preferéncia do consumidor pela carne branca como fonte de
proteina animal. O consumo de carne de frango e ovos aumentou nos Gltimos anos quando
comparado ao consumo de qualquer outra fonte de proteina animal (FAO, 2012).

O Brasil € classificado mundialmente como 0 maior exportador de carne de frango e o
terceiro maior produtor avicola (ABEF, 2008). Segundo a UBABEF (Unido Brasileira de
Avicultura e Associacdo Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frangos) a producgéo de
carne de frango atingiu 12,230 milhdes de toneladas em 2010. Houve um crescimento de
11,38% em relacdo a 2009, aproximando-se da China, considerado o segundo maior produtor
mundial (ABEF, 2008a).

Estima-se que 48,1% das exportacdes mundiais até 2020, terdo origem nacional
(MAPA, 2011). Quanto a producdo de ovos, no 1° trimestre de 2012 foram produzidas
671.176 milhdes de dizias de ovos de galinha. Este valor representa um aumento de 8,2% e
de 1,4%, respectivamente, em relacdo ao 1° trimestre e ao 4° trimestre de 2011. Sdo Paulo foi
0 Estado com a maior producdo de ovos de galinha, representando 29,3% do total nacional
(IBGE, 2012a).

Programas governamentais brasileiros foram criados para prevenir a salde da
populacdo humana e avicola. Assim como, garantir a seguranca sanitaria do comeércio
internacional (GIMENO, 2009). Segundo as Portarias n°193 de 19 de setembro de 1994 e o
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Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) tem como objetivo orientar o controle do
estado sanitério das aves de producdo. Em 2006, foi aprovada a Instru¢cdo Normativa n°17 que
instituiu o Plano Nacional de Prevencdo da Influenza Aviaria e de Controle e Prevencdo da
Doenca de Newcastle, cuja notificacdo é obrigatéria (BRASIL, 2009).

Por outro lado, aparte ao desenvolvimento da indudstria avicola, ocorre a exploragéo
extensiva de aves de fundo de quintal em funcdo da predominancia de alguns fatores sociais
como a mudanca no consumo de alimentos e no investimento econdmico. E fato que a
producdo de aves de subsisténcia ndo apresenta fiscalizacdo ou acompanhamento
governamental e desta forma, os registros destas criagcdes sdo desconhecidos (BUCHALA et
al., 2006a; GIMENO, 2009).

As aves de fundo de quintal sdo criacbes adotadas como praticas que podem
apresentar diversas finalidades como: exposicdo, hobby e companhia até para o consumo e
venda local de carne e ovos (SMITH et al., 2012; HAMILTON-WEST et al., 2012).

No Chile, apés a avaliacdo dos proprietarios dessas criacdes através de questionarios
constatou-se que o perfil desses individuos era de pessoas que mantinham as aves como
tradicdo familiar (HAMILTON-WEST et al., 2012).

Esses animais sdo expostos a uma grande variedade de infecgbes concomitantes ou
ndo, causadas por virus, bactérias ou parasitas. A infec¢do por parasitas ocorre nas aves mais
debilitadas, tornando-as susceptiveis as outras infeccbes (AWAN; OTTE; JAMES, 1994;
HERNANDEZ-DIVERS et al., 2006).

O aumento da densidade de criacGes de aves em proximidades com as populagdes
humanas podem favorecer o risco de transmissdo de doencas entre as populacdes de aves e
das aves para os seres humanos (XAVIER et al., 2011; SMITH et al., 2012).

Os mercados de aves vivas se encontram em varias partes do mundo e servem de
alimento para as populacGes locais, as quais muitas vezes preferem o consumo de carne
fresca. As aves podem se tornar fontes de infecgdo de diversos agentes, principalmente IA,
pois as aves saudaveis ou doentes podem desempenhar o papel de carreadoras deste agente
(VAN DEN BERG, 2009).

Nos Estados Unidos, desde 1986 esses mercados foram reconhecidos como
importantes reservatorios do virus da Influenza. Neste ano foi encontrado o mesmo subtipo do
virus de baixa patogenicidade (H5N2) tanto em aves comerciais como nas aves encontradas
nos mercados do nordeste dos EUA (SENNE et al., 2003; SENNE, 2007).
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Na Asia, os mercados de aves vivas foram fontes do virus da Influenza Aviaria de Alta
Patogencidade (IAPP) H5N1 com a transmissdo para 18 pessoas e a morte de seis delas
(SIMS, 2007; SELWOOD, 2010). A interacdo de aves de diferentes idades e espécies, por
exemplo, frangos com aves aquaticas, € uma pratica comum na maioria dos paises do sul da
Africa, o que facilita a disseminagdo do virus. Dessa forma, esses mercados possibilitam a
proximidade de aves domésticas e selvagens em cativeiro, aumentando o risco de infecgdo
cruzada (VAN DEN BERG, 2009).

Na Asia e Africa foram identificadas cepas lentogénicas, mesogénicas e velogénicas
do virus da Doenca de Newcastle (VDN) em aves de subsisténcia, assim como a presenca do
virus da influenza HSN1 (ALEXANDER, 1988; VAN DEN BERG, 2009).

Em Chancay, no Peru, as aves mortas foram utilizadas como alimento para suinos em
15% das granjas pesquisadas e revelou ser este um potencial mecanismo para a adaptacdo do
virus da influenza a outra espécie (MCCUNE et al., 2012).

No estudo de Soos, et al. (2008), as galinhas de subsisténcia apresentavam idades
diferentes e as medidas de biosseguranca raramente eram empregadas nas criacoes.

A falta de divulgacdo aliada a movimentacdo humana entre as criacdes de aves de
subsisténcia e as aves de producéo, propicia a transmissdo de doengas relevantes como a
Influenza aviéria para as aves comerciais (BURNS et al., 2011).

No Brasil, a atual legislacdo sobre o controle sanitario de aves domésticas de
subsisténcia ou de “fundo de quintal” ainda estd em desenvolvimento pelos Orgéos
competentes de Defesa Sanitaria Animal, cujo programa de satde animal deveria ser capaz de
garantir e assegurar a exploracdo avicola em escala industrial. Buchala et al. (2006a) citaram
que deve ser prioritaria a preservacdo dos plantéis de multiplicagdo genética, e que estes
devem estar livres dos patdgenos responsaveis por enfermidades que representem importancia
para a salde humana e animal.

Na lista de doencas de notificacdo obrigatoria preparada pela Organizagdo Mundial da
Saude Animal se encontram a Influenza Aviéria, a doenca de Newcastle (Paramyxovirus tipo
1), Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae (OIE, 2012a). O estudo destas doengas
aviarias é de grande importancia, pois podem acometer aves silvestres, aves domésticas de
subsisténcia e de produgdo, com vasto interesse para a saude publica e a economia avicola

mundial.
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2.1 INFLUENZA AVIARIA

2.1.1 Histérico

Na historia da humanidade existem relatos de diversas pandemias, cujas descri¢des
sugerem o virus da influenza como agente da infeccdo. Em 412 a. C., HipOcrates descreveu a
ocorréncia de uma “epidemia de febre”, rapidamente disseminada, com surtos de doenga
respiratoria febril e alta taxa de mortalidade (SELLWOOD, 2010). No século XX, as
pandemias de 1918, 1957 e 1968 afetaram a populacdo humana levando a morte mais de 40
milhGes de pessoas (ALEXANDER; BROWN, 2000; MORAES; SALLE; CARON, 2009;
SELLWOOD, 2010). No Brasil, o surto ocorreu no inicio da primavera e coincidiu com a
segunda onda global da pandemia em outubro de 1918 (SELLWOOQD, 2010).

A influenza Aviaria também conhecida como peste aviaria foi descoberta em 1878 por
Edoardo Perroncito, na Itdlia e foi uma das primeiras doencas descritas apresentando um
agente etioldgico ultra filtravel (ALEXANDER, 2009).

As aves pertencentes as ordens Anseriformes e Charadriiformes séo consideradas
potenciais reservatorios e participam da perpetuacdo do virus da IA na natureza
(LEBARBENCHON et al., 2010; VERHAGEN et al., 2012).

Nas aves silvestres, o primeiro isolamento do virus da influenza ocorreu em 1961,
proveniente de andorinhas do mar (Sterna hirundo), na Africa do Sul (BECKER, 1996).

No Brasil, o virus da Influenza aviaria foi isolado pela primeira vez em 1980, de fezes
de irerés (Dendrocygna viduata) e de aves exoéticas no Estado do Rio de Janeiro (SALCEDO,
1980).

As aves silvestres apresentam diferencas de sintomatologia e prevaléncia de
mortalidade dependendo da espécie envolvida e do subtipo do agente encontrado.

Em 2005, mais de 600 aves aquéticas de vida livre morreram infectadas com o virus
IAAP H5N1 no lago da reserva natural de Qinghai, na China. Este virus foi isolado, em 2006,
de dois (02) casos fatais em humanos, na Turquia (SELLWOOD, 2010).

Em péssaros Acrocephalus arundinaceus e Turdus pallidus foram observadas
diferengas de manifestagdes clinicas apds a inoculacdo do virus da influenza H5N1. Este
ocasionou a mortalidade de 100% das aves da primeira espécie e sobrevivéncia da segunda

por mais de oito (08) dias, com eliminacgdo continua do virus. Desta forma, compreendeu-se
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que as aves apresentavam respostas diferentes frente aos desafios com o virus da 1A
(FUJIMOTO et al., 2010).

Os estudos filogenéticos com o virus da influenza aviaria estabeleceram uma
correlacdo entre o virus encontrado em galinhas e passaros. A identificacdo das cepas
A/Chicken/Vic/1/85 (H7N7) e A/Starling/Vic/5156/85 (H7N7) demonstraram uma
proximidade na sequéncia genética que ocasionou alta mortalidade das aves envolvidas na
doenca (NESTOROWICZ et al., 1987).

No sul da Franca, o virus da IA nédo foi detectado em amostras de 713 aves capturadas
no inverno e 237 aves capturadas na primavera pertencentes a ordem Passeriformes mesmo
coabitando o ambiente das aves aquaticas (LEBARBENCHON et al., 2010).

Fuller et al. (2010) consideraram que a vigilancia sobre os passaros deveria ser maior
em relacdo as epizootias, pela capacidade dessas aves exercerem o papel de carreadoras na
transmissdo dos virus dentro da cadeia epidemioldgica da Influenza Aviéria, assumindo a
mesma importancia que aves aquaticas e domeésticas.

Atualmente, cinquenta e um paises relataram casos de IAAP (influenza aviaria
altamente patogénica) HSN1 em aves domésticas ou de vida livre, entre 2003 e 2012. No final
de novembro de 2011 houve 596 casos em humanos com 334 relatos de morte humana pelo
virus de alta patogenicidade HSN1(OIE, 2012b).

2.1.2 Caracteristicas do Virus

A Influenza aviaria (IA) é causada pelo virus da influenza do tipo A, pertencente a
familia Orthomyxoviridae (MORAES, 2009), que apresenta genoma segmentado, de senso
negativo e fita Unica de RNA. Existem cinco géneros desta familia: Influenzavirus A,
Influenzavirus B, Influenzavirus C, também denominados influenza tipos A, B e C,
Thogotovirus e Isavirus. Somente os virus do género Influenzavirus A infectam as aves
(ALEXANDER, 2007; HAAHEIM, 2010).

Os virus influenza tipo A foram divididos em subtipos de acordo com as relagfes
antigénicas das glicoproteinas de superficie, definidas como hemaglutininas (HA) e
neuraminidases (NA). Existem 16 subtipos de HA (H1 a H16) e nove subtipos de NA (N1 a

N9), sendo que o virus apresenta a combinacdo de um antigeno HA e um antigeno NA. Todos
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0s subtipos do virus influenza A foram isolados de espécies aviarias aquaticas.
(ALEXANDER, 2007; SELLWOOD, 2010; HAAHEIM, 2010).

Os virus da Influenza Aviaria Altamente Patogénica (IAAP) foram caracterizados
pelos subtipos H5 e H7. No entanto, nem todos os virus com estes subtipos séo classificados
como virus altamente patogénicos, podendo ser considerados como virus da Influenza Aviaria
de Baixa Patogenicidade (IABP) (ALEXANDER, 2007). Se uma unica célula animal for
infectada simultaneamente com dois subtipos diferentes de virus, poderdo emergir novas
combinac6es de proteinas HA e NA (STALKNECHT et al., 2007).

Os rearranjos do virus da Influenza sdo comuns em populacdes de vida livre. Estes
representam um mecanismo em potencial para a insercao de genes de subtipos de virus de 1A
(incluindo novos subtipos de HA) dentro dos virus da influenza existentes em animais ou
humanos. Esse processo de rearranjo ndo apresenta possibilidade de correcdo pelas
polimerases celulares e ¢ denominado de “shift* antigénico.

Além disso, o virus da Influenza é susceptivel as mutacfes genéticas espontaneas que
podem ocorrer nas sequéncias das proteinas HA e NA. Estas mutacdes podem alterar a
antigenicidade dessas proteinas de superficie, cujo processo é denominado de “drift”
antigénico (STALKNECHT, et al., 2007; MORAES, 2009).

Os virions da Influenza geralmente séo esféricos ou pleomorficos, podendo ocorrer
como formas filamentosas. Apresentam entre 80 e 120 nm de didmetro e envelopes que sdo
derivados dos lipidios da membrana plasméatica da célula hospedeira (SWAYNE;
HALVORSON, 2008). Possuem nucleocapsideo segmentado com simetria helicoidal e
podem ter tamanhos que variam entre 30 e 120 nm de comprimento (NODA et al., 2006). O
genoma tem oito (08) segmentos separados que codificam 10 proteinas, das quais oito sdo
estruturais (quadro 1). O comprimento destes segmentos podem variar entre 874 e 2.396
nucleotideos e o tamanho do genoma pode diversificar entre 10 e 14,5 Kb (STALKNECHT et
al., 2007; HAAHEIM, 2010).



Quadro 1 - Segmentos de genes do virus da influenza A com as proteinas e suas funcoes.
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Segmento Proteina Funcéao
1 PB2 Complexo polimerase. Replicagéo viral
2 PB1(-F2)
3 PA
4 HA Hemaglutinina. Proteina de superficie glicosilada. Inicia a
infeccdo pela ligacéo aos receptores celulares.
Antigenicamente altamente varidvel. Existem 16 subtipos.
5 NP Nucleoproteina que encapsula os segmentos de RNA. O
complexo RNA-NP é denominado RNP
6 NA Neuraminidase. Proteina de superficie glicosilada. Enzima
que divide o virus a partir da célula hospedeira.
Antigenicamente variavel. Existem nove subtipos.
7 M1 Proteina matriz. Localizada abaixo da camada de superficie
lipidica. Antigenicamente muito estavel.
M2 Canal de ion, existem poucas cOpias na membrana viral.
Antigenicamente muito estavel.
8 NS1 Proteina néo estrutural, a funcéo ndo é bem entendida.
Acredita-se que inibe a sintese de interferon pelo
hospedeiro.
NS2(NEP)  Auxilia na exportagdo do complexo RNA com a NP para o
citoplasma.

Fonte: Haaheim (2010)

2.1.3 Replicagéo viral

O virus inicia a sua replicagdo com a adsor¢édo da particula viral a membrana da célula

hospedeira. Este se liga especificamente nos receptores contendo acido sialico (SA) a 2-3Gal,

presente, principalmente, nas células do trato intestinal das aves. As cepas de influenza

humana se ligam preferencialmente aos receptores SA a 2-6 Gal presentes nas células
epiteliais do trato respiratorio (STALKNECHT et al., 2007).
Em humanos, os receptores SA a 2-3 Gal estdo presentes no trato respiratorio, porém

parecem ser menos acessiveis, pois estdo localizados mais profundamente nas via aéreas
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inferiores, 0 que explica a restricdo de replicacdo de virus aviarios em humanos (SHINYA,
2006).

A adesdo do virus da influenza a célula ocorre pela hemaglutinina do envelope viral.
Esta proteina € um trimero que deve ser clivado por proteases organicas transformando o
precursor desta molécula, denominada HO, em subunidades da hemaglutinina H; e H,, para
que as particulas virais se tornem infecciosas (STALKNECHT, 2007; ALEXANDER, 2009).
O pH de 5 ou 6 auxilia na adsor¢cdo do virus. A capacidade de clivagem pelo hospedeiro
determina a patogenicidade do subtipo viral (MORAES et al., 2009; HAAHEIM, 2010).

No trato respiratdrio e digestorio existem baixas concentracGes de proteases tripsina-
like que clivam os virus ndo patogénicos. No entanto, as proteases subtilisina-like que clivam
amostras patogénicas se encontram em varias células de diferentes tecidos e permitem a
disseminacéo do virus no organismo (ALEXANDER, 2009).

Ap0s a adesdo, o virus perde o capsideo no citoplasma da célula e o RNA viral migra
para o nucleo celular, onde ocorrerd a transcricdo e a sintese de RNAm. Posteriormente, o
RNAmM migrara para o citoplasma, sera traduzido no reticulo endoplasmatico para a sintese
das proteinas virais. As proteinas produzidas nos ribossomos serdo transportadas para o
complexo de Golgi onde poderdo sofrer modificagdes pds traducionais (SWAYNE;
HALVORSON, 2008).

Os RNAs recém produzidos migram com as proteinas e se organizam para a saida da
célula pelo processo de brotamento. Neste momento, a glicoproteina neuraminidase permite a
eluicdo viral ou o rompimento das ligacBes dos virus pela hemaglutinina com os receptores de
membrana (MORAES et al., 2009; HAAHEIM, 2010).

2.1.4 Caracteristicas da doenca

A transmissdo do virus em aves de vida livre ocorre pela via fecal/oral e trato
respiratorio (STALKNECHT et al., 2007), porém, os virus da influenza altamente
patogénicos causam morte muito rapida nas aves e é possivel que poucos virus sejam
excretados durante o curso da infeccdo (ALEXANDER; SENNE, 2008).

Em péassaros Acrocephalus scirpaceus infectados com H5N1 foi demonstrada que a

eliminacdo viral pelo trato respiratdrio era maior do que pelo trato intestinal (FUJIMOTO et
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al, 2010). Bertran et al. (2012), sugeriram que falcdes poderiam adquirir o virus da IAAP e/ou
IABP através da ingestdo de presas infectadas.

Os sinais clinicos podem ser classificados de acordo com a cepa envolvida e a
susceptibilidade do hospedeiro. O virus da influenza aviaria de baixa patogenicidade (IABP) é
comum em aves de produgdo. Também pode ser encontrado em outras espécies aviarias
apresentando sinais clinicos como: baixa producdo de ovos, inapeténcia, penas ericadas,
edema de cabeca, sinais respiratdrios moderados incluindo dispneia, secrecdo ocular e nasal
(KENT et al., 2006; SELLWOOD, 2010).

A influenza aviaria de alta patogenicidade (IAAP) se caracteriza pela répida
disseminacdo, morte subita, com mortalidade de 100% das aves. Pode causar sinais
respiratorios, acompanhados por hemorragia interna, cianose, diarreia e morte (SELLWOOD,
2010). Falcdes inoculados como o virus da IAAP podem manifestar sinais neurolégicos antes
do 6bito (BERTRAN, 2012). Nesta doenca se encontram lesdes necréticas e hemorragicas em
diversos 6rgdos, além de edema de face, cabeca, pescoco e patas podendo estar acompanhada
de hemorragias, petéquias e equimoses. Nos érgdos internos foram descritos quadros
hemorragicos e necrose em mucosas e serosas (SWAYNE; HALVORSON, 2008).

Os achados patoldgicos sdo variaveis de acordo com o patotipo do virus. Na doenca
provocada pelo virus da IABP foram descritos inflamagdo fibrinopurulenta em seio nasal,
traqueia, sacos aéreos e bronquios, além de exsudatos inflamatérios no oviduto de fémeas.
Esporadicamente rins e pancreas podiam estar acometidos (SWAYNE; HALVORSON,
2008).

Os virus podem estar protegidos pela matéria organica das proprias aves como
secrecOes nasais, oculares e fezes. Temperaturas frias e condi¢cbes de umidade favorecem a
longa sobrevivéncia do virus em ambientes ocupados por aves reservatérios (FULLER et al.,
2010; SWAYNE; HALVORSON, 2008). Os virions sdo sensiveis ao calor, solventes
lipidicos, detergentes (anibnicos, catibnicos ou neutros), formaldeido, irradiacdo e agentes
oxidantes (STALKNECHT et al., 2007).
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2.2 DOENCA DE NEWCASTLE

2.2.1 Histérico

A doenca recebeu este nome por ter ocorrido o primeiro surto na primavera de 1926,
em uma granja proxima a cidade de Newcastle-on-Tyne, na Inglaterra. No entanto, outros
relatos da doenca foram descritos na ilha de Java, Indonésia (marco de 1926) e em outras
localizagBes como: india, Sri Lanka, Coreia e Japdo (KRANEVELD, 1926', DOYLE, 1927
apud ALEXANDER, 1988, p. 2).

Nas aves silvestres, 0s primeiros casos de isolamento do virus da doenca de Newcastle
ocorreram em bigués, Phalacrocorax aristotelis em 1949, na Escécia, e em Phalacrocorax
carbo, em 1974. Em 1956, a doenca havia sido sugerida nestas duas espécies por
Macpherson, pois apresentavam os mesmos sinais clinicos e a mesma localizacdo geogréafica
que as aves de producdo, durante a epidemia de DNC em 1897-1898 ou em 1949-1951
(KUIKEN, 1999; LEIGHTON; HECKERT, 2007).

O VDN foi descrito em uma variedade de espécies, compreendendo 27 das 50 ordens
de aves. Embora tenha sido provado que a maioria das cepas isoladas de aves aquaticas ndo
era patogénica para galinhas, as aves silvestres foram consideradas reservatorios do VDN
(ZHU et al., 2010).

O VDN foi identificado no Brasil, em 1953, nos Estados do Pard e Amapa pela
importagéo de carcacas de aves contaminadas dos Estados Unidos (SANTQOS, 1954).

Desde entdo, a doenca foi descrita esporadicamente no pais, com a Gltima ocorréncia
em 2006 diagnosticados em criacdo de galinhas de fundo de quintal no Estado do Rio Grande
do Sul, Mato Grosso e Amazonas (SILVA et al., 2008).

Em aves do Zooldgico Municipal e de propriedades particulares no Rio de Janeiro, no
Brasil, foi estudada a presenca de anticorpos para o VDN pela técnica da inibicdo da
hemaglutinacdo (HI). Encontraram em 12 aves silvestres de 837 aves domésticas nédo
vacinadas, titulos de anticorpos para esta doenca (OLIVEIRA-JUNIOR, 2003). Nesta cidade,

foi isolada a cepa mesogénica do virus da Doenca de Newcastle em patos domésticos com

! KRANEVELD, F.C. A poultry disease in Dutch East Indies. Ned.-Indisch Bl. Diergeneesk, n.38, p.448-451,
1926.

2 DOYLE, T.M. A hitherto unrecorded disease of fowls due to a filter-passing virus .Journal Comparative
Pathology and Therapeutics, n.40, p. 144-169, 1927.
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sinais clinicos respiratdrios, neuroldgicos e mortalidade de aproximadamente 100 aves
(OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2005).

Pardais (Passer domesticus) capturados em granjas de frangos de corte e granjas de
reproducdo no Estado do Pernambuco apresentaram trés (03) aves positivas (n=103) na prova
de HI. Houve o isolamento viral de cepas provavelmente vacinais, demonstrando o contato
dos passaros com as aves de producdo (SILVA et al., 2006).

Na costa brasileira e regido Amazonica foram detectadas, pela técnica de PCR em
tempo real, cepas lentbgenicas de VDN em sete amostras de aves silvestres (0,7%),
migratorias ou ndo, e domésticas de um total de 1.022 aves estudadas, ocorreu o isolamento
viral, demonstrando a possibilidade desses animais se tornarem carreadores e reservatorios do
virus DNC de baixa patogenicidade (THOMAZELLI et al., 2012).

2.2.2 Caracteristicas do virus

O virus pertence a ordem Monegavirales, familia Paramyxoviridae, a qual € dividida
em duas sub-familias: a sub-familia Pneumovirinae composta pelos géneros Pneumovirus e
Metapneumovirus e a sub-familia Paramyxovirinae composta pelos géneros Morbillivirus,
Respirovirus, Rubulavirus, Henipavirus e Avulavirus (LEIGHTON; HECKERT, 2007
PAULILLO; JUNIOR, 2009).

O género Avulavirus apresenta nove subtipos de Paramyxovirus aviarios, sendo a
Doenca de Newcastle causada pelo Paramyxovirus tipo | (ALEXANDER, 1988; PAULILLO;
JUNIOR, 2009).

As particulas virais do Paramyxovirus tipo | sdo pleomodrficas e com formatos
arredondados de dimens@es que variam entre 100 a 500 nm de didmetro. Também podem se
apresentar como formas filamentosas de aproximadamente 100 nm de comprimento
(ALEXANDER, 1988).

O virus consiste de RNA envelopado, o qual mostra assimetria no capsideo helicoidal
e possui um genoma ndo segmentado, de fita simples e polaridade negativa (ALEXANDER,
1988).

Dentro do envelope reside um nucleocapsideo helicoidal central contendo 0 RNA
genbmico com 15.186 nucleotideos, compreendendo seis genes. Estes codificam seis

polipeptideos: as proteinas do nucleocapsideo (NP), fosfoproteinas (P), grande polimerase
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RNA-dependente (L) que inicia a replicacdo intracelular do virus (MILLAR; CHAMBERS;
EMMERSON, 1988; LAMB, 2007), proteina hemaglutinina-neuraminidase (HN) e proteina
de fuséo (F). Entre o envelope e 0 nucleo existe uma proteina da matriz (M) que compde a
arquitetura viral e é liberada durante a entrada do virus na célula hospedeira (MILLAR;
CHAMBERS; EMMERSON, 1988).

Os virions possuem um envelope lipidico onde estdo inseridas proje¢des tipicas, em
forma de espicolas (maiores e menores) que cobrem toda a sua superficie.

As espiculas maiores apresentam aproximadamente 8 nm de comprimento e possuem
uma glicoproteina HN com atividade hemaglutinante e neuraminidase (PAULILLO;
JUNIOR, 2009). As espiculas menores possuem a glicoproteina F, que esta associada a
capacidade do envelope em se fundir as membranas celulares do hospedeiro, para que haja a
introducdo do material genético na célula e ocasionar a fusdo das células infectadas,
resultando no efeito citopético “in vitro”, com a formagao de sincicio (PAULILLO; JUNIOR,
2009).

A viruléncia do VDN em galinhas é determinada pela composic¢do de aminoacidos da
proteina de fusdo (F) presente na superficie do virus. Assim como, pela presenca de enzimas
celulares do hospedeiro capazes de clivar esta proteina. Para que o processo de infeccao viral
ocorra é necessario que a proteina FO seja clivada nas proteinas F1 e F2, pelas proteases do
hospedeiro, que interagem com um grupo especifico de aminoacidos no ponto de clivagem da
proteina F (LEIGHTON; HECKERT, 2007).

A viruléncia deste patogeno serd determinada pela composicdo de aminoacidos
encontrados no ponto de clivagem da proteina FO. Quando houver poucos aminoécidos no
ponto de clivagem, somente as enzimas encontradas nos tecidos do trato respiratério ou
intestinal do hospedeiro serdo capazes de agir nestes aminoacidos. As sequéncias de
aminoéacidos no ponto de clivagem foram descritas entre as posi¢ées 113 a 117 da proteina.
(ALEXANDER, 2011).

2.2.3 Caracteristicas da Doenca

Vaérios fatores podem estar envolvidos na manutencdo da infeccao e a sua transmisséo,
como: a presenca de aves de producdo carreadoras, a introdugdo constante de aves

susceptiveis, a presenca de outras espécies de aves de producdo, aves silvestres, condi¢des de
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ambiente favoravel e a heterogeneidade do virus da Doenca de Newcastle (AWAN; OTTE;
JAMES, 1994).

A patogenicidade do virus varia de acordo com a cepa e a espécie do hospedeiro
envolvida, sendo mais estudada em aves de producdo. Em geral, o periodo entre a infeccéo e a
presenca dos sinais clinicos ocorre entre 2 a 6 dias, mas pode ser até de 15 a 21 dias
(LEIGHTON; HECKERT, 2007).

O virus € capaz de infectar experimentalmente ou naturalmente mais de 241 espécies
de aves, representando 27 das 50 ordens de aves existentes (LEIGHTON; HECKERT, 2007;
PAULILLO; JUNIOR, 2009; ALEXANDER, 2011). Os sinais clinicos podem variar quanto a
severidade da doenca dependendo da cepa viral, na dependéncia da espécie aviaria, do estado
de imunidade do hospedeiro, a idade e as condicdes em que sdo encontradas e se ha a
presenca ou ndo de outros agentes concomitantes (ALEXANDER, 2011). Ocorrem diferencas
entre os sinais clinicos e a severidade da doenga nas espécies hospedeiras, com diferentes
cepas e isolados do VDN. Um sinal clinico caracteristico em aves de postura é a formacéo de
ovos sem casca ou com casca mole (ALEXANDER, 2011).

O virus € transmitido entre as aves susceptiveis, podendo ser eliminado pelas fezes,
secrecdes corpéreas e ovos (LEIGHTON; HECKERT, 2007).

As aves clinicamente doentes séo consideradas as principais fontes de infeccdo, entretanto as
aves infectadas, e as sobreviventes a infecgdes naturais podem albergar o agente e atuar como
reservatorios (AWAN; OTTE; JAMES, 1994).

O virus foi isolado de diversas aves aparentemente saudaveis, indicando que a
eliminacdo deste agente pode ocorrer por longos periodos e as aves podem ser potencialmente
transmissoras para outras aves (LEIGHTON; HECKERT, 2007).

A participacdo de vetores mecanicos como a mosca (Musca domestica) na transmissao
da doenca foi demonstrada pelo estudo que detectou o virus vacinal da cepa LaSota em
tecidos digestivos de moscas, pelo teste de hemaglutinacdo em até 72 horas ap6s a exposicao
vacinal (BARIN et al., 2010).

Os virus isolados da DNC foram divididos em cinco patotipos: a) velogénico
viscerotrdpico, caracterizado por cepas que promovem a forma da doenga altamente virulenta,
na qual as lesdes hemorragicas sdo caracteristicas no trato intestinal e trato respiratério; b)
velogéncia neurotrdpica, que causa alta mortalidade, ap6s ocorrer 0s sinais clinicos
respiratorios e nervosos; ¢) mesogénica, cuja cepa causa sinais respiratorios e ocasionalmente

sinais clinicos neuroldgicos, porém com baixa mortalidade; d) lentogénica que causam sinais
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clinicos medianos ou ausentes no aparelho respiratorio e entérica assintoméatica onde a cepa
provoca infecgdes entéricas inaparentes (PAULILLO; JUNIOR, 2009).

Os virus altamente virulentos podem produzir infecgdes agudas em todas as aves
susceptiveis, com quadros de mortalidade subita. Além disso, podem ser encontrados 0s sinais
tipicos da doenga como: depressdo, prostracdo, diarreia, edema de cabeca e sinais nervosos. A
mortalidade pode chegar a 100% e em geral € menor em aves mais velhas.

Embora os anticorpos séricos contra o virus de NC nao informem a qual cepa do virus
a ave foi exposta, estes sdo importantes porque indicam se as aves silvestres estiveram
expostas a este agente.

Existe uma variedade de testes soroldgicos, como a imunodifusdo radial simples,
hemolise radial simples, imunodifusdo em gel de &gar, neutralizacdo viral, soroaglutinacéo
rapida em placa (SAR), inibicdo da hemaglutinacdo (HI) e ensaio imunoenzimatico (ELISA)
(LEIGHTON; HECKERT 2007; PAULILLO; JUNIOR, 2009). Destes, os mais usados na
avicultura comercial sdo a SAR, a Hl e 0 ELISA (LEIGHTON; HECKERT, 2007).

Em aves comerciais foi demonstrada ocorréncia tanto da resposta imunolégica celular
como a humoral contra o VDN, sendo que os anticorpos podem ser detectados no soro entre 6
a 10 dias apds o contato com o virus (LEIGHTON; HECKERT, 2007).

Um dos objetivos da Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE) é facilitar o
comércio de animais e seus produtos entre os paises membros. Dessa forma, foram
estabelecidas algumas definicdes para se caracterizar a Doenca de Newcastle, cuja notificacao
é obrigatoria.

A doenca de Newcastle ¢ definida como uma infeccdo de aves causada pelo
Paramyxovirus aviario sorotipo 1 (PMV-1) que deve ter os seguintes critérios de viruléncia
(ALEXANDER, 2011):

a. 0 virus ter um indice de patogenicidade intracerebral (IPl) em aves (Gallus
gallus), de um dia de idade, de 0,7 ou maior ou;

b. ter sido demonstrado a presenca de maltiplos aminoacidos basicos (no minimo
trés residuos de argininas ou lisinas entre os residuos 113 e 116), na regido carboxi terminal
da proteina F2 e fenilalanina no residuo 117 na regido amino terminal da proteina F1 do virus.

O virus é sensivel a solventes lipidicos e instavel em pH muito alto ou baixo, além de
mostrar instabilidade, especialmente, em temperaturas acima de 40°C, luz solar e luz
ultravioleta (PAULILLO; JUNIOR, 2009).
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Pode apresentar estabilidade e permanecer infectante por semanas, quando em
temperaturas baixas e na condicéo de estar protegido por matéria organica, sobrevivendo no
lixo, 4gua, solo, carcacas, ovos e penas (LEIGHTON; HECKERT, 2007).

A maioria dos paises que mantém aves de producdo emprega 0 uso de programas de
vacinacdo, com o objetivo de manter suas aves protegidas. Entretanto, a doenca de Newcastle
endémica representa 0 maior fator limitante para o aumento da producdo avicola em muitos
paises, incluindo a Unido Europeia que apresenta a ocorréncia de surtos esporadicos
(ALEXANDER, 2011).

As vacinas vivas atenuadas e/ou mortas de VDN sé&o de cepas lentogénicas (baixa
viruléncia) do virus de NC e tém sido usadas com grande sucesso. No entanto, tais cepas,
especialmente a La Sota e Hitchner B1, podem provocar a doenca clinica, caracterizada por
sinais respiratorios quando administradas a plantéis infectados com outros agentes
respiratorios, principalmente Mycoplasma gallisepticum (SILVA et al., 2008). Com o objetivo
de se evitar essas reagdes, para primeira vacinacdo recomenda-se 0 uso das estirpes Bl,
Ulster, ou VG-GA (PAULILLO; JUNIOR, 2009).

2.3 MYCOPLASMA GALLISEPTICUM e MYCOPLASMA SYNOVIAE

2.3.1 Histérico

Os micoplasmas pertencem a classe Mollicutes, ordem | Mycoplasmatales, familia
Mycoplasmataceae e género Mycoplasma, com aproximadamente 180 espécies que se
distribuem entre 0 homem, mamiferos, aves, peixes, insetos e plantas (RIVERA-TAIPA;
CEDILLO-RAMIREZ; JUAREZ, 2002; KLEVEN; FERGUSON-NOEL, 2008;
TIMENESKY, 2009).

Dentre as 25 espécies de micoplasmas descritos em aves, 17 foram encontradas em
aves silvestres (LUTTRELL; FISCHER, 2007). No entanto, apenas Mycoplasma
gallisepticum (Mg), Mycoplasma synoviae (Ms), Mycoplasma iowae (Mi) e Mycoplasma
meleagridis (Mm) apresentam importancia econdmica, pois afetam as aves de producéo e se
distribuem mundialmente (GIMENO, 2009; METTIFOGO; BUIM, 2009, NASCIMENTO et
al., 2005).
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Em 1898, Nocard e Roux, na Franca, isolaram 0s micro-organismos da
pleuropneumonia contagiosa de bovinos. Durante décadas os micoplasmas foram isolados de
animais e humanos, doentes ou nao, e foram denominados de organismos pleuro pneumonia-
like (TIMENESKY, 2009; NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

Em aves, a primeira descri¢cdo da doenca ocorreu em perus, em 1905, na Inglaterra e
recebeu a denominacdo de pneumoenterite epizodtica (LEY, 2008). Em 1935 um cocobacilo
presente no exsudato nasal de galinhas foi identificado, sendo isolado de perus com quadro
clinico de sinusite, denominada em 1938, de sinusite infecciosa dos perus (LEY, 2008;
NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

A doenca foi denominada de Doenca Respiratéria Cronica pela evolucdo lenta e
carater cronico dos sinais clinicos (METTIFOGO; BUIM, 2009), sendo posteriormente
definido o patégeno como Mycoplasma gallisepticum (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

No Brasil, a micoplasmose aviéria foi relatada pela primeira vez em 1955, por Reis e
Nobrega, a partir de casos de aerossaculite em galinhas e sinusite infecciosa em perus
(METTIFOGO; BUIM, 2009).

Mycoplasma synoviae foi descrito por Olson, em 1954, como 0 agente causador da
Sinovite Infecciosa em perus. Nas décadas de 50 e 60, as granjas avicolas de frango de corte
apresentaram as manifestacBes articulares. Em 1970, foi descrita a forma respiratoria
associada a outros agentes como E. coli e DNC (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

Um surto de micoplasmose causada por uma cepa de Mg genotipicamente diferente
das cepas encontradas nas aves de producdo (LEY; BERKHOFF; LEVISOHN, 1997), foi
descrito em tentilhdes (Carpodacus mexicanus), nos EUA e Canada, que apresentaram sinais
clinicos de conjuntivite (LUTTRELL; FISCHER, 2007). Esta doenca reduziu a populacéo
desta espécie de ave em mais de 60%. Entre outras causas, em consequéncia a transmissdo do
patdgeno por via direta, de ave para ave, e indireta, por meio dos comedouros instalados em
areas publicas (DHONDT; DHONDT; LEY, 2007). Além disso, as aves doentes apresentaram
alteracdes de comportamento, o que influenciou na disseminagdo do patdgeno, como por
exemplo, o tempo de alimentagcdo nos comedouros (HAWLEY; DAVIS; DHONDT, 2012).
Dhondt et al. (2007) demonstraram que sementes contaminadas poderiam ser dispersadas
quando os passaros fossem remover as cascas antes do consumo, e estas poderiam espalhar
Mg pela poeira, infectando novos hospedeiros pela exposicéo ao agente.

Nos estudos epidemiologicos de Mg em péassaros Carpodacus mexicanus foi
enfatizado por States, Hochachka e Dhondt (2009) que a prevaléncia da doenga dentro de uma

populacédo, poderia ser maior ou menor na dependéncia da abundancia e das interagdes entre
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hospedeiros primarios e hospedeiros alternativos dentro da comunidade de aves. Esses
passaros quando doentes poderiam transmitir a bactéria pela mudanga de comportamento com
a diminuicdo de movimentacdo, manutencdo mais prolongada nos comedouros externos
encontrados em ambientes caseiros, parques e permanecendo em pequenos grupos
(HAWLEY, DAVIS, DHONDT, 2007).

No Brasil, os estudos epidemioldgicos referentes ao Mg e Ms relacionaram-se
basicamente as aves de producdo, uma vez que pela legislacao brasileira, as aves reprodutoras
tém que ser livres de Mg, Ms e Ms independente da espécie de aves da criacdo. As criacdes
tercidrias que produzem frangos de corte e poedeiras comerciais ndo sdo contempladas com
essa exigéncia (SILVA et al., 2008).

2.3.2 Caracteristicas do Micoplasma

Os micoplasmas sao seres procariontes, com auséncia de parede celular, considerados
0S menores micro-organismos de vida livre capazes de auto replicacdo (RIVERA-TAPIA,
CEDILLO-RAMIREZ; JUAREZ, 2002; LEY, 2008). Em raz&o desta auséncia, s3o resistentes
a antibidticos que agem na parede celular como, por exemplo, as penicilinas (NASCIMENTO
et al., 2005). Possuem conformacdes estruturais pleomorficas, como pequenos bacilos ou
cocobacilos Gram negativos, formando col6nias com caracteristica de “ovo frito” (LEY,
2008; METTIFOGO; BUIM, 2009; NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

As dimensdes variam entre 200 a 300 nm de didmetro e podem possuir o formato de
uma garrafa ou pera pela protrusdo de membrana (MIYATA; OGAKI, 2006). Em sua
membrana existem projecdes similares a fimbrias que possuem a funcdo de motilidade,
quimiotaxia e aderéncia aos receptores das células do hospedeiro (TAJIMA; NUNOYA;
YAGIHASHI, 1979; LEY 2008; NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

Em funcdo do reduzido genoma, apresentam capacidade limitada de biossintese dos
componentes necessarios ao seu metabolismo e crescimento (METTIFOGO; BUIM, 2009).

A membrana plasmaética é trilaminar, sendo constituida por mais de dois tergos de
proteinas, 20 a 30% de lipidios e uma pequena quantidade de carboidratos. As proteinas de
membrana de Mg podem ser divididas em duas classes: as integrais e as periféricas. O alto

grau de variabilidade na expressao de antigenos de superficie entre as cepas de Mg foram
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demonstrados com a utilizagdo de anticorpos monoclonais no sistema western blot
(METTIFOGO; BUIM, 2009).

As proteinas de aderéncia as células do hospedeiro podem variar entre as bactérias,
sendo a pMGA (hemaglutinina), MGC1, MGC2 e PVpA as que mais sofreram alteracdes nas
cepas de Mg, enquanto nas cepas de Ms foram as proteinas MSPA e MSPB. A principal
proteina da membrana de Mg é a pMGA (p67). Essa proteina é formada por trés epitopos
variaveis que podem ser expressos ou ndo pelas diferentes cepas existentes (METTIFOGO;
BUIM, 2009, NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

Na superficie do Ms existe um grupo de proteinas, com pesos moleculares entre 45-50
KDa, dominantes na cepa WVU-1853. Estas proteinas ndo se expressavam de forma
constante, foram classificadas como grupo MSPA e grupo MSPB e estavam relacionadas com
a interacdo com hemadcias. Foi demonstrado que a MSPA é uma hemaglutinina. Essas
proteinas sdo codificadas por um Unico gene, denominado vIhA, que possui alto grau de
identidade com o gene pMGA 1.7 de Mg (KLEVEN; FERGUSON-NOEL, 2008).

O sistema imune do hospedeiro é estimulado pela ativacdo de macréfagos, monacitos,
células T helper e células NK, levando a sintese do fator de necrose tumoral (TNF-a),
interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL-6, interferon a, interferon B e interferon y (NASCIMENTO et
al., 2005). No entanto, 0 micoplasma possui a capacidade de variar 0s antigenos presentes na
membrana e, desta forma, se evadir do sistema imunoldgico dos hospedeiros levando a
colonizacdo dos tecidos do organismo (METTIFOGO; BUIM 2009; NASCIMENTO;
PEREIRA, 2009).

O micoplasma pode se manter em forma latente, dentro das células. Quando ocorre um
estado de debilidade do organismo, ocasionado de forma espontdnea ou por pressdes
ambientais, como a presenca de antimicrobianos no tecido dos hospedeiros, este pode se
manifestar (RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998).

2.3.3 Caracteristicas da doenca

Os micoplasmas podem ser transmitidos por aerossois, através da copula, transmissao
vertical pelo ovo, por contégio direto com outras aves ou indireto por meio de pessoas, ragéo,
agua e fémites. Dhondt et al. (2007) sugeriram que 0os comedouros para as aves de vida livre

poderiam ser fonte de contaminacdo de Mg para 0s passaros.
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O periodo de incubacdo da doenca pode variar entre seis (06) e 21 dias
(NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

O Mg é responsavel pela doenca cronica respiratéria em galinhas e pela infeccdo por
sinusite em perus (LEY, 2008). Nas aves de producdo, causa a reducdo do ganho de peso, a
diminuicdo da eficiéncia da conversdo alimentar, o aumento da taxa de mortalidade e o
aumento da condenacéo das carcagas (MACHADO et al., 2012). Em reprodutoras e aves de
postura, a doenca pode causar uma diminuicdo da producdo de ovos e 0 aumento da
mortalidade embrionaria (NASCIMENTO et al., 2005; LEY, 2008).

Os sinais clinicos causados pela infeccdo por Mg sdo caracterizados pelo
comprometimento do sistema respiratorio, sendo que estes podem variar desde um edema
facial, até as secrecdes em traqueia, estertores em sacos aéreos. As lesdes anatomopatoldgicas
exibem exsudatos aderidos a parede da tragueia, acimulo de material caseoso em pulmdes,
congestdo e hemorragia pulmonar. Pode ocorrer também salpingite, perihepatite e pericardite,
resultando na condenagdo da carcaga em abatedouros (ISLAM, 2011).

A infeccdo cronica das vias aéreas inferiores na DRC (Doenca Respiratdria Cronica)
ocasiona morbidade e mortalidade, principalmente, em aves que estdo concomitantemente
infectadas com outros virus e bactérias (SILVA et al., 2008; ISLAM, 2011).

Nas infec¢des por Ms o sistema locomotor € acometido, com edema articular em
membros pélvicos, resultando em formacdo calosa na regido peitoral pelo apoio constante
desta regido. Ms pode ocasionar também aerossaculite, porém de forma assintomatica. A
gueda na producdo de ovos pode estar associada tanto a Mg como a Ms (NASCIMENTO,;
PEREIRA, 2009; SILVA et al, 2008; ISLAM et al., 2011).

Mg e Ms podem ser diagnosticados por vérias técnicas como a necropsia, 0 cultivo
bacteriano, e testes soroldgicos para se determinar a presenca de anticorpos especificos ou
PCR (TIMENETSKY, 2009).

A heterogeneidade antigénica pode comprometer 0s exames sorolégicos, uma vez que
as cepas utilizadas como antigenos podem néo ser capazes de detectar os anticorpos induzidos
por Mg atipicos que estejam circulando no campo. Dificulta também a eficacia de novas
vacinas que possam induzir protecdo contra diferentes isolados de campos (METTIFOGO;
BUIM, 2009).

Geralmente, a concentracdo de anticorpos circulantes pode estar relacionada com a
reducdo da gravidade das lesdes, porém ndo de forma eficaz, sendo sugerido que a protecdo
pode ocorrer, principalmente, pela resposta local de 1gG e IgA (YAGIHASHI; TAJIMA,
1986; ELLAKANY et al., 1998).
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Os micoplasmas sdo sensiveis & maioria dos desinfetantes comuns (amonia
quaternéria, compostos iodados, fendlicos, alcool). Assim como, aos antimicrobianos que
interferem na sintese dos aminoacidos, acidos nucléicos e metabolismo dos lipidios, no
entanto, mostram resisténcia a penicilina (LEY, 2008; KLEVEN, 2003; METTIFOGO;
BUIM, 2009). Christensen et al. (1994) demonstraram que Mg, Ms e M. iowae sobreviveram
nas penas de aves por dois (02) a quatro (04) dias e Mg foi capaz de permanecer no cabelo
por trés (03) dias, comprovando a resisténcia destas bactérias fora do hospedeiro.

As cepas vacinais podem induzir as lesdes em aves expostas, 0 que tem acontecido
principalmente com vacinas vivas. O uso de antibiGticos potentes como tetraciclinas,
macrolideos, quinolonas e tiamulina podem comprometer o diagnostico etioldgico de Mg e
Ms pela reducdo da resposta imunoldgica e dificuldade de isolamento bacteriano e deteccdo
por PCR (NASCIMENTO et al., 2005).

A instrugcdo normativa n® 44 de 23/08/2001 do PNSA, determina as medidas de
monitoramento da micoplasmose causada por Mg, Ms e Mm nas granjas de reproducéo
(linhagens puras, bisavés e avés), producdo de aves e de ovos férteis, de galinhas e perus.
Granjas que realizam o comércio ou a transferéncia nacional e internacional de seus produtos
destinados a reproducdo e producdo de aves e ovos féerteis. No caso do comércio
internacional, os estabelecimentos avicolas devem estar certificados como livres de
micoplasmose aviaria (Mg, Ms e Mm). A referida instrugdo normativa ainda prevé a mesma
conduta para o0s estabelecimentos avicolas de matrizes de perus, entretanto, para matrizes de

galinhas, estabelece apenas acdes de vigilancia para M. synoviae (BRASIL, 2009).

2.4 EXAMES LABORATORIAIS

2.4.1 Exames soroldgicos

Os métodos sorolégicos sdo ferramentas laboratoriais de grande importancia na
medicina aviaria, uma vez que possibilita o diagndstico de doengas e a monitoria do plantel
avicola. Esta deve fazer parte de um programa de monitoramento e prevencdo na industria
avicola, pois os resultados poderdo contribuir para que medidas de seguranca sejam instaladas
de forma a impedir que uma infeccéo se espalhe no plantel (SANTOS, 2009).

O monitoramento soroldgico de lotes de aves gera informacdes sobre a prevaléncia da

enfermidade pesquisada e permite avaliar a resposta imunologica das vacinas que sdo usadas
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(BERMUDEZ; STEWART-BROWN, 2003). Existe uma variedade de reacGes soroldgicas
que podem ser utilizadas, de acordo com os objetivos da pesquisa diagndstica pretendida.

O programa de monitoria € valido quando um numero adequado de amostras é
avaliado e quando as analises sdo realizadas durante um periodo de tempo. Desta forma, é
possivel correlacionar o titulo obtido com os problemas associados as criagfes avicolas
(INOUE; CASTRO, 2009).

Diante das situacdes de desafio, a detec¢do de anticorpos no soro torna-se possivel
entre uma a trés semanas ap0s a exposicdo ao agente infeccioso. Assim, a coleta pareada de
amostras obtidas tanto na fase aguda como na fase de convalescéncia, sdo essenciais para o
diagnostico de uma enfermidade. Os resultados de uma Unica coleta de soro apenas indicam
que o lote foi exposto ao agente infeccioso em algum momento da sua vida (INOUE;
CASTRO, 2009).

A utilizagdo de reagdes para a triagem, seguidas de reacdes para a confirmacdo do
agente sao determinantes para o sucesso do diagnostico.

A reacdo de triagem deve apresentar elevada sensibilidade, baixo custo, alta
velocidade de processamento e possibilidade de automatizacdo. Os casos positivos devem ser
submetidos a confirmacdo com testes que apresentem maior especificidade diagnostica,
maiores custos, baixa velocidade de processamento e impossibilidade de automatizagéo
(RITCHTZENHAIM; SOARES, 2007).

Os exames mais utilizados nos diagnosticos sorologicos em aves de producdo e
preconizados pelo MAPA consistem na soroaglutinacdo rapida em placa (SAR), inibicdo da
hemaglutinacdo (HI) e ensaio imunoenzimatico (ELISA). A sensibilidade e especificidade
apresentam variagdes entre estes ensaios (LUCIANO et al., 2011). A presenca de reacéo falso
positivo decorre da variacdo dos antigenos utilizados na preparacdo do teste e daqueles
encontrados nas cepas de campo, afetando a sensibilidade do teste soroldgico na dependéncia
da prova utilizada (FEBERWEE et al., 2005, ASGHARZADE et al., 2012).

2.4.1.1 Soroaglutinacéo rapida em placa (SAR)

A soroaglutinacdo rapida em placa é qualitativa, sensivel e de especificidade variavel.
E utilizada na triagem para a pesquisa de titulos contra Mg e Ms. Esta apresenta baixo custo e
é de facil execucdo, ou seja, pode ser realizada em qualquer local, sem a necessidade de um
laboratorio (CARDOSO, 2009; SANTOS, 2009).
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A reacdo de aglutinacdo envolve a interagdo entre particulas insoliveis (bactéria) que
contém os determinantes antigénicos em sua superficie e imunoglobulinas que apresentam, no
minimo, dois sitios de combinagdo ao antigeno. Quando ocorrem concentracfes ideais destes
reagentes existira a formacdo de grumos ou reacdo de aglutinacdo positiva
(RITCHTZENHAIM; SOARES, 2007).

E uma prova de eleicdo para a triagem de infeccbes por Salmonella spp. e
Mycoplasma spp.(CARDOSO, 2009). No entanto, a dificuldade na producdo de antigenos
especificos pode resultar em reacdo falso positiva, sendo necessaria uma prova
comprobatoria.

Para Mg e Ms, os titulos maiores ou iguais a 1:10 séo considerados positivos, 1:5 séo

considerados suspeitos e abaixo de 1:5 sdo considerados negativos (LUCIANO et al., 2011).

2.4.1.2 Reacéo de Inibicdo da Hemaglutinacgéo (HI)

As glicoproteinas (hemaglutininas) de superficie de alguns agentes infecciosos se
ligam a receptores mucopolissacarideos de membranas encontrados em eritrdcitos, ocorrendo
a hemaglutinacdo. No entanto, para que ocorra esse processo € necessario que além da
especificidade estrutural, o pH, a composicdo idnica do meio e a temperatura estejam
adequados (SANTOS, 2009).

Alguns agentes como o virus de Newcastle, influenza aviaria, bronquite infecciosa,
sindrome da queda de postura, e bactérias como M. gallisepticum, M. synoviae e
Avibacterium paragallinarum apresentam a capacidade de hemaglutinacdo. Esta prova tem a
finalidade de titular a presenca de anticorpos no soro que inibem a acdo destes agentes
hemaglutinantes (CARDOSO, 2009).

O teste de HI é uma prova soroldgica menos sensivel e mais especifica do que a
soroaglutinacdo rapida em placa e apesar de ser uma técnica amplamente utilizada, pode ndo
detectar no teste, variantes antigénicos que diferem das cepas usadas como antigeno
(FEBERWEE et al., 2005).

No caso de infecgdes por Mg pode-se considerar que titulos iguais ou maiores que
1:80 sdo positivos, entre 1:20 e 1:40 sdo considerados suspeitos e abaixo de 1:20 sdo
negativos (LUCIANO et al. , 2011).
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2.4.1.3 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

O teste ELISA foi desenvolvido nos anos 70, sendo utilizado incialmente na medicina
humana e posteriormente na medicina animal (SANTQOS, 2009).

Esta reacdo utiliza um anticorpo marcado com uma enzima, que apresenta
especifidade ao fragmento Fc de uma imunoglobulina. Este anticorpo é denominado de
conjugado. A enzima presente no conjugado reage com seu substrato e cromdgeno,
produzindo cor. A intensidade de cor é medida em espectofotdmetro e quando esta € intensa
indica que ocorreu uma reacdo entre o antigeno e o anticorpo (CARDOSO, 2009; SANTOS,
2009). Esta prova pode ser muito sensivel ou muito especifica, ou ambos na dependéncia de
cada teste (CARDOSO, 2009). ELISA indireto é usado para a deteccdo de anticorpos
presentes em um soro sanguineo. Neste ensaio, antigenos especificos sdo adsorvidos em pH
alcalino a uma fase solida (microplaca de poliestireno, com 96 cavidades). O antigeno
excedente é removido através de lavagens e é adicionado o soro no qual se quer detectar a
presenca de anticorpos. Novas lavagens sdo realizadas para a retirada do excesso de
anticorpos e o conjugado é adicionado. Novamente a placa é lavada para a remocdo do
conjugado e o substrato cromdgeno séo acrescentados para que se determine a concentracao
de anticorpos especificos presentes no soro sanguineo (RITCHTZENHAIN; SOARES, 2007;
SANTOS, 2009).

Assim como, na reacdo de inibicdo da hemaglutinacdo, o antigeno utilizado para este
teste deve ser criteriosamente selecionado para se detectar os anticorpos contra as cepas que
estdo no campo. Dessa forma, para que haja o controle e monitoramento das aves, €
necessaria a confirmacdo do agente por meio do isolamento bacteriano, PCR, histopatologia
ou outras provas confirmatorias (CARDOSO, 2009).

Os testes de ELISA sdo mais especificos e sensiveis do que os testes de
soroaglutinacdo em placa. Assim, existe uma menor probabilidade de resultados falsos
positivos ou falsos negativos e detectam a resposta imunolégica por um tempo maior do que a
soroaglutinacdo em placa (KEMPF; GESBERT, 1998). Quando comparado ao teste de
soroaglutinacdo rapida, o teste ELISA foi mais rapido e detectou precocemente a infecgdo por
Mg no ovo (KEMPF; GESBERT 1998).

As provas SAR, HI e ELISA sdo recomendadas pelo PNSA como exames sorolégicos

para o controle dos programas de vacinacéo e prevenc¢do de doencas nos plantéis avicolas. No
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quadro 2 se encontram as informacGes sobre os agentes estudados e os exames laboratoriais

recomendados, segundo 0 MAPA e com adaptagéo da autora.

Quadro 2 - Caracteristicas e exames diagnésticos das doengas pesquisadas
Enfermidades Aviarias

Diagnostico DNC 1A Micoplasmose
Velocidade de Rapida Rapida Lenta

transmissao

Duracéo dos 2 semanas Dias a Semanas a meses
sintomas semanas
Queda de Alta Variavel Média
producao

Mortalidade Variavel Variavel Moderada em aves

jovens e baixa em aves

adultas
Transmisséo Horizontal Horizontal Horizontal e vertical
Exames HA, HI, ELISA, Isolamento do | Imunodifu Soro aglutinagdo em
laboratoriais agente, RT-PCR, virus sdo em placa; HI; ELISA;
neutralizacdo, tempo médio de | agar gel; isolamento do agente
morte embriondria, indice de HI;
patogenicidade intracerebral, ELISA;
indice de patogenicidade isolamento

intravenoso, imunodifusdo em | do agente

agar gel. isolamento do agente

Fonte: Inoue (2009); Brasil (2009).

2.4.2 Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

O processo de amplificagédo de DNA foi descrito por Kary Mullis em 1983, e evoluiu

quando foram descobertas e aprimoradas as técnicas com a utilizagdo das polimerases de
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organismos termdéfilos como Thermus aquaticus (tag polimerase) e Thermus termophillus
(Tth).

A PCR ocorre basicamente em trés etapas distintas: a desnaturacao, a hibridizacao e a
sintese ou polimerizacdo do DNA, que sdo realizadas em diferentes temperaturas, de acordo
com cada etapa. A repeticdo em ciclos faz com que sejam produzidas milhares de cdpias de
DNA.

Apesar de ser uma técnica que apresenta sensibilidade e especificidade reconhecidas,
podem ocorrer variagbes de resultados entre os protocolos adotados pelos diversos
laboratérios, e até mesmo com a utilizacdo de um mesmo kit em diferentes laboratérios
(HESS; NEUBAUER; HACKL, 2007).

O fragmento amplificado € aplicado em gel de agarose e submetido a um campo
elétrico, uma vez que o DNA possui carga elétrica negativa. O fragmento migra para o pélo
positivo do campo elétrico e ao se utilizar um marcador de peso molecular como o brometo de
etidio, o fragmento poderad ser comparado pela visualizacdo a luz ultravioleta (MORENO,
2009).

A regido 16S do RNA ribossdémico é caracterizada por ser conservada e estar presente

em diversos micro-organismos. Tem sido amplamente utilizada para a determinacdo de
grupos filogenéticos, como o M. synoviae que foi adicionado ao GeneBank em 1991
(LAUERMANN, 2004). A Internet tem sido usada para acessar a informacéo cientifica por
comparacgdo das sequéncias genéticas depositadas pelos diferentes laboratorios do mundo.
As bibliotecas genéticas (GenBank, EML, DDBL) acumulam uma grande quantidade de
sequéncias genéticas para o desenvolvimento e validacdo de procedimentos diagndsticos,
avaliacdo de cepas vacinais e presenca ou auséncia de agentes causadores de doengas no
homem e animais (LAUERMAN, 2004).
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3 OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

Identificar as espécies de aves em vida livre encontradas préximas as granjas de

producdo avicola e na Barragem Ponte Nova.

Avaliar clinicamente, detectar a presenca de ectoparasitas em penas, determinar a

condicdo corporal e idade das aves de vida livre proximas as granjas de producgéo avicola.

Detectar a presenca do virus da Influenza Aviaria, do virus da Doenca de Newcastle,
de Mycoplasma gallisepticum e de Mycoplasma synoviae em aves de vida livre proximas as
granjas de producdo avicola e na Barragem Ponte Nova.

Determinar 0s niveis de anticorpos contra o virus da Doenca de Newcastle,
Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae em aves de subsisténcia proximas as

granjas de producdo avicola.

Detectar a presenca do virus da Influenza Aviaria, do virus da Doenca de Newcastle,
de Mycoplasma gallisepticum e de Mycoplasma synoviae em aves de subsisténcia, préximas

as granjas de producdo avicola.
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4 MATERIAL E METODOS

Serdo descritos os procedimentos realizados para a obtencéo dos resultados.

4.1 AREA DE ESTUDO

As localidades de Mogi das Cruzes e Louveira foram escolhidas porque estdo
préximas a cidade de Sdo Paulo e sdo regides de producdo avicolas bem desenvolvidas, sendo
que a primeira se caracteriza pela producéo de aves de postura e reproducdo e a segunda pela
producdo de aves de corte.

A Barragem Ponte Nova (BPN) esta situada entre os municipios de Biritiba Mirim e
Salesdpolis que faz divisa com Mogi das Cruzes. As localizaces destas areas de coletas de
amostras se encontram nas figuras 1 e 2.

O desenvolvimento do projeto foi realizado em trés areas determinadas. As granjas de
reproducdo e postura localizadas na cidade de Mogi das Cruzes, no Estado de Sdo Paulo
foram denominadas de G1 e G2. A granja de frango de corte localizada no municipio de
Louveira, no Estado de Sdo Paulo foi denominada de G3. As criacBes de galinhas de
subsisténcia localizadas na cidade de Mogi das Cruzes foram denominadas de GS1, GS2, GS3
e GS4. A figura 2 mostra a localizagcdo destas granjas. As seguintes atividades foram

realizadas nestes locais:

1- Municipio de Mogi das Cruzes, Estado de Sao Paulo.

a) coleta de amostras de aves de vida livre em granja de reproducdo (G1);

b) coleta de amostras de aves de vida livre em granjas de galinhas poedeiras (G2);
c) coleta de amostras de aves de subsisténcia (GS1, GS2, GS3 e GS4).

2- Municipio de Salesopolis, Estado de S&o Paulo.
d) coleta de amostras de aves de vida livre na Barragem Ponte Nova (BPN).

3- Municipio de Louveira, Estado de Sdo Paulo.

e) coleta de amostras de aves de vida livre em granja de frangos de corte (G3).



Figura 1 - Mapa do Estado de S&o Paulo, destacando os
Municipios onde foram realizadas as coletas a

campo
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Fonte:http://upload.wikimedia.org/Wikipédia/commons/6/6
1/SéoPaulo_Municip_Louveira.svg

Figura 2 - Mapa com a distribuicdo das areas de coleta com G1, G2 e
G3 representando as localizagdes das granjas em amarelo, e GS1, GS2,
GS3 e GS4 representando as localizagbes das criagdes das aves de
subsisténcia em vermelho e a Barragem Ponte Nova em branco.
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4.2 CARACTERISTICAS DAS GRANJAS E DA BARRAGEM PONTE NOVA

As trés granjas e a BPN estdo situadas dentro de um panorama de cidades com
moderado impacto humano (entre 543 e 675 habitantes por m?) (IBGE, 2012b). A figura 3
apresenta a distribuicdo dos galpdes nas granjas estudadas marcados em vermelho e a
localizacdo das redes marcados em amarelo. A temperatura média da regido é de 26,2°C e a
média de chuva é de 1.400 mm/ano (CEPAGRI, 2012).

Flgura3 Dlstrlbwgao dos galpGes das granjas: a=G2,b=G3ec=G1
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Fonte: http://maps.google.com.br

4.2.1 Granja de reproducéo (G1)

A granja de aves de reproducdo (G1) em Mogi das Cruzes (-23° 33’ 21,217 S, - 46° 7’
21,79” O) apresentava aproximadamente 70.000 aves, distribuidas em 15 galpdes. As aves
eram vacinadas periodicamente e os galpdes eram fechados com dupla tela, sendo que a tela

externa possuia diametro de meia (%2) polegada, o que prevenia a entrada de roedores e aves
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silvestres. A entrada de pessoas externas na propriedade era proibida e os carros e caminhdes
passavam obrigatoriamente pelo rodolavio.

Esta localizada a aproximadamente 100 metros de distancia de areas de agricultura e
de fragmentos de Mata Atlantica. A coleta de aves silvestres foi realizada com as redes de
neblina colocadas em frente & protecdo de cerca viva de arbustos, localizada na frente da
granja. A figura 4 mostra a rede de neblina instalada.

Figura 4 - Rede de neblina colocada em frente aos arbustos
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Fonte: Guimarées, M. B. (2012)

4.2.2 Granja de Postura (G2)

A granja de postura em Mogi das Cruzes (-23° 36° 19,93” S, -46° 3’ 44,08 O)
apresentava aproximadamente 550.000 aves, distribuidas em quarenta galpdes. A paisagem
era composta por areas de arvores de pinus e reflorestamento com eucaliptos, intermeadas por
pequenas areas de mata. Foi possivel notar um grande nimero de aves silvestres circulando

pelos galpdes.
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A granja apresentava programa vacinal para as aves, porém as instalagdes eram
abertas, com alto fluxo de aves silvestres e animais domesticos no seu interior. Esta localizada
a aproximadamente 9,5 Km da Barragem Ponte Nova, considerada uma area de soltura de
aves do DAEE (Departamento de Aguas e Energia Elétrica). Nesta granja, foi possivel
colocar as redes proximas aos galpbes de aves. A figura 5 mostra a localizagdo da rede de
neblina na granja de postura e a figura 6 mostra as aves silvestres ao redor dos galpdes.

Figura 5 - Rede de neblina colocada proxima ao
galpdo na granja de postura

Fonte: Guimarées, M. B. (2012)
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Figura 6 - Passaros S|Ivestres nos galpoes

.

Fonte: Guimaraes, M. B. (2012)

4.2.3 Granja de Corte (G3)

A granja de aves para corte esté localizada na cidade de Louveira (-23, 05* 21,48” S,
-46° 57’ 38,56 O), no seu entorno existe uma area extremamente degradada e com poucos
fragmentos de mata ao seu redor. Nesta granja eram produzidas aproximadamente 25.000
aves, distribuidas em dois galpdes. A figura 7 mostra o galpao de frangos de corte. As aves
recebiam vacinacdo periddica, porém na figura 8 observa-se que as aves silvestres entravam
no interior das instalacoes.

As redes foram colocadas proximas aos galpdes para a captura das aves.
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Figura 7 - Galpéo de aves para corte

Fonte: Guimaraes, M. B. (2012)

Figura 8 - Péassaros sobre comedouros da granja

Fonte: Guimaraes, M. B. (2012)

4.2.4 Barragem Ponte Nova

A Barragem Ponte Nova foi construida em 1971 e ocupa uma area de 2.760 hectares,
pertencendo a bacia do Alto rio Tieté. Esta localizada entre os municipios de Salesépolis e
Biritiba Mirim (-23° 34' 57,79" S, -45° 55' 59,69" O). A figura 9 mostra uma vista panoramica
da Barragem Ponte Nova.
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O local é o marco da nascente do rio Tieté e estd sob a responsabilidade do
Departamento de Aguas e Energia Elétrica do Estado de S&o Paulo (DAEE).

A barragem foi construida com a finalidade de controlar as enchentes e possibilitar as
condicdes de navegacdo pelo rio Tieté, assim como, a recuperacdo de varzeas e O
abastecimento de agua da regido (SALESOPOLIS, 2012).

A vegetagdo é composta por mosaicos de Mata Atlantica, floresta densa e sub
montanhosa (MILANELO, 2006), com clima temperado umido, sem estiagem. A vegetacdo
das terras vizinhas é de mata tropical, apresentando faixas de reflorestamento com pinheiros e
eucaliptos (GIAMAS et al., 2004).

Especialmente entre as cabeceiras e a cidade de S&o Paulo, a intensa urbanizagdo
reduziu as areas com formacgbes vegetais nativas, substituidas por pastagens e culturas
agricolas diversas, com deterioracdo da condi¢do natural dos rios e da vegetacdo ciliar
(MARCENIUK; HILSDORF; LANGEANI, 2011).

Figura 9 - Vista da Barragem Ponte Nova

Fonte: Guimarées, M. B. (2012)
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4.3 CARACTERISTICAS DAS CRIACOES DE SUBSISTENCIA

As criacdes de subsisténcia ou também chamadas de criagoes de “fundo de quintal”,
foram escolhidas de forma aleatoria entre os alunos da escola municipal “Fujitaro Nagao” de
Mogi das Cruzes, que participaram de uma palestra sobre sanidade avicola e por contatos
pessoais, uma vez que nao havia informacdes disponiveis sobre a distribuicdo geografica de
pequenos criadores em Mogi das Cruzes.

As localizagbes ndo apresentaram relacdo entre elas, assim como o numero de aves
das propriedades. As propriedades apresentavam caracteristicas distintas e foram
denominadas de GS1, GS2, GS3 e GS4.

Os proprietarios das cria¢fes receberam as informacdes sobre o projeto e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes do inicio da pesquisa (Apéndice A).

A criagdo GS1 estd situada a -23° 22' 19,06" S, -46° 8' 29,86" O, apresentava
aproximadamente 40 aves de idades diversas, em um galpdo com aproximadamente 100 m?.
O galpéo era construido com ripas de madeira e chao de terra com capim seco. Esta estrutura
foi utilizada no passado pela familia, com a finalidade de criacdo de aves para postura. A
figura 10 mostra o procedimento de captura para a coleta de amostras no galpao de aves de
subsisténcia da criagdo GS1.

As galinhas podiam circular livremente pelo local, pois havia baixa densidade de
animais por m% A alimentacdo baseava-se em racdo comercial para aves de postura e nio
havia programa de vacinacdo. A racdo e a agua eram colocadas em pneus cortados que

serviam de comedouros e bebedouros.
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Figura  10- Galpdo de aves de  subsisténcia
GS1
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Fonte : Guimardes, M. B. (2012)

A criacdo GS2 situada a -23° 41’ 13” S, - 46° 7° 57” O, apresentava aproximadamente
50 aves de idades diferentes, mantidas em recintos com telas de galinheiro com duas (02)
polegadas e chdo de terra, separados de acordo com as diferentes ragas de galinhas. Havia
ainda uma area extensa nos fundos do sitio, muito arborizada, onde permaneciam outras
galinhas dividindo o espaco com dois (02) patos e dois (02) gansos. A figura 11 mostra a
instalacdo da granja GS2.

Os recintos apresentavam dimensdes que variavam entre 20 e 50 m% As aves eram
vacinadas, anualmente, com vacinas contra a Doenca de Newcastle e Bouba aviéria,
compradas em loja agricola da regido. Havia bebedouros e comedouros de plastico suspensos
e outros mantidos no chdo, que era de terra batida com areia. O proprietario realizava
transagBes comerciais com esses animais, havendo frequentemente a entrada e saida de aves

dos recintos.
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Figura 11 - Galinheiro com diversas racas de aves na criacao
GS2
‘.:, i

Fonte : Guimaraes, M. B. (2012)

A criacdo GS3 esta situada a - 23° 34' 24.8" S, - 46° 8' 48.68" O. As aves eram
mantidas em uma é&rea cercada da chacara que compreendia aproximadamente 3.000 m? com
bastante arborizacdo. Havia 15 aves soltas neste local, que recebiam dieta a base de milho,
racdo de postura e pastagem. Os comedouros e bebedouros eram de bacias plasticas. As aves
recebiam vermifugacdo e vacinacdo anual contra bouba aviaria. A figura 12 mostra a area

aberta com a vegetacao presente na granja GS3.
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Figura 12 - Area aberta com arbustos e vegetacio
abundante na cria¢do de aves GS3

Fonte : Guimardes, M. B. (2012)

As aves (n=11) da criacdo GS4, situada a -23° 36' 25,5" S, -46° 9' 41,40" O, eram
mantidas em condicdo semiaberta. Estas passavam parte do dia soltas ao redor da casa e com
outros animais domésticos como cées e gatos, alimentando-se de restos de comida pelo chéo.
Havia um galinheiro de aproximadamente 30 m? onde as aves eram recolhidas & noite. O
galinheiro era feito de madeira com tela de duas (02) polegadas. O comedouro e bebedouro
eram de madeira. As aves tinham acesso a rua e a vizinhanca e ndo recebiam nenhuma vacina.

A figura 13 mostra a instalacdo da granja GS4.
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Figura 13 - Galinheiro da criacdo de aves GS4
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Fonte: Guimarées, M. B. (2012)

4.4 CAPTURA E IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE AVES SILVESTRES

Todas as capturas foram autorizadas pelo Instituto Chico Mendes para a Conservagao
da Biodiversidade (Licenga 20.171-3). Assim como, pelo Comité de Bioética da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de So Paulo (protocolo 1.797/2009).

As aves silvestres de vida livre foram capturadas pelas redes-de-neblina montadas
proximas aos aviarios. As redes foram armadas antes do amanhecer do dia, por volta das 4:30
horas e permaneciam até uma hora da tarde. A figura 14 mostra uma ave (Columbina
talpacoti) capturada pela rede de neblina. Foram utilizadas quatro redes de neblina com 12
metros de comprimento por trés (03) metros de largura e colocadas em locais camuflados
onde pudesse haver maior fluxo de aves silvestres.

Assim que retiradas das redes, as aves eram mantidas em sacos escuros de pano, que
foram pendurados longe de barreiras fisicas para que ndo se machucassem ao se debater.

Gradativamente, foram removidas dos sacos e foram identificadas, obtidos os dados
biométricos, realizada a marcacao, avaliacéo clinica e a coleta de material bioldgico.

As armadilhas eram monitoradas a cada 40 minutos, se evitando que o animal viesse a
Obito por estresse térmico ou por predadores. As identificacbes das espécies foram baseadas

em ornitdlogos experientes e manuais de identificacdo segundo os autores Develey &
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Endrigo, 2004, Sigrist, 2009, Souza, 2004 e Sick, 1997.

Dentre o periodo de fevereiro a dezembro de 2010, foram realizadas 13 saidas a
campo para a captura das aves em vida livre, nas trés granjas. Na granja de reproducdo (G1)
as coletas ocorreram entre os meses de fevereiro a maio (04 dias), na granja de postura (G2)
no més de junho (04 dias) e na granja de corte (G3) nos meses de julho, agosto e dezembro
(05 dias). Na Barragem Ponte Nova (BPN) foram realizadas 12 saidas a campo,

compreendendo os meses entre marco de 2011 e janeiro de 2012.

Figura 14 - Columbina talpacoti capturada em
rede-de-neblina

-

Fonte: Guimaraes, M. B. (2012)

4.5 AVALIACAO CLINICA E COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

As aves capturadas nas proximidades das granjas foram avaliadas clinicamente,
quanto a idade, condi¢do corporal e presenca de &caros. Durante a imobilizagdo, foram
contidas, identificadas, anilhadas e submetidas a avaliacdo de estado geral (presenca de les6es
externas, condicdo corporal, presenca de secrecdes em orificios naturais, ruidos respiratdrios,
condig@o abdominal e ectoparasitas).

A idade baseou-se no desenvolvimento e coloracdo do empenamento, no tamanho do
individuo de acordo com os conhecimentos da espécie, peso, coloracdo e tamanho do bico. As
aves foram classificadas em jovens, adultas e indeterminadas. A conformacéo de musculatura
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peitoral foi denominada de: ruim, para animais que apresentavam diminui¢do da musculatura
peitoral e saliéncia evidente da quilha; regular, para animais que apresentavam pouca
evidéncia da quilha, porém sem perda de musculatura peitoral e boa, para animais que
apresentavam bom desenvolvimento de musculatura peitoral.

Os dados da biometria foram obtidos e a ficha de campo preenchida. A ficha de campo
se encontra no Apéndice B. Apds estes registros, foram coletadas amostras de orofaringe, em
duplicata e uma amostra de cloaca, com o auxilio de suabes estéreis. Na figura 15 se encontra
0 procedimento de contencdo manual da ave, e a avaliacdo da presenca de ectoparasitas. O
anilhamento da ave é mostrado na figura 16 e a figura 17 mostra a biometria e a coleta de
suabe de orofaringe da ave.

Um dos suabes de orofaringe foi colocado em meio Frey, mantido sob refrigeracédo até
a chegada ao laboratério de Ornitopatologia-FMVZ/USP, onde foi conservado em estufa a
37°C por 24 horas. A composi¢do deste meio esta descrita na tabela 1.

O segundo suabe de orofaringe e cloaca foram mantidos em criotubo estéril, contendo
10 pL de solucdo de antibidtico e antifungico (10.000 unidades/mL de penicilina,
10.000 pg/mL de estreptomicina e 25 pg/mL de anfotericina B, da marca Gibco®) em 1 mL
de PBS 0,1M, pH 7,4. Os criotubos foram conservados em nitrogénio liquido até a chegada ao
Laboratério de Ornitopatologia-FMVZ/USP, onde foram armazenados em freezer - 80° até o

processamento da amostra.



Tabela 1 - Composi¢do do meio Frey

Composicdo do Meio Frey

Caldo Basico Difco® ou outro fabricante 219
Glicose 39
Soro Suino inativado 120 mL
Nicotinamida, adenina dinucleotideo 0,19
Hidrocloridrato de cisteina 0,19
Extrato de levedura fresco a 25% 100 mL
Vermelho de fenol (solucédo a 1 %) 2,5 mL
Acetato de talio (solucdo a 10%) 5mL
Penicilina G potéssica ou sodica 1.000.000 unidades
Agua destilada, g.s.p. 1.000 mL

Fonte: Nascimento (2009)
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Figura 15 - Contengdo manual e identificacdo da espécie

Fonte: Guimaraes, M. B. (2012) Fonte: Guimaraes, M. B. (2012)

Figura 16 - Observacdo de ectoparasitas e anilhamento

Fonte: Guimaraes, M. B. (2012) Fonte: Guimaraes, M. B. (2012)

Figura 17 - Biometria e coleta de suabe de orofaringe

Fonte: Guimarées, M. B. (2012) Fonte: Guimarées, M. B. (2012)
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4.6 COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS DE AVES DE SUBSISTENCIA

As aves foram contidas manualmente e foram coletados aproximadamente 2,5 mL de
sangue das veias jugular ou ulnar, utilizando seringa de 3 mL e agulha 25 mm x 5,5 mm.

O sangue foi mantido em tubo de vidro, transportado em temperatura ambiente até o
Laboratdrio de Ornitopatologia da FMVZ-USP. Posteriormente, foi mantido em estufa a 37°C
por duas horas e em geladeira por no minimo uma hora. A separacdo do soro foi realizada
pela centrifugacdo das amostras a 2.000 x g, por 5 minutos a 4° C. Os soros foram
armazenados em freezer a -20° C.

As amostras de soro foram mantidas em freezer a -20°C e encaminhadas, em
conservacao no gelo, para o laboratério AVIPA, em Campinas, no Estado de Séo Paulo. Neste
laboratério foi realizado o teste ELISA indireto com o kit da marca Idexx® para as Doengas
de Newcastle, Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae.

As densidades oOpticas dos controles positivos, negativos e das amostras foram
calculadas e interpretadas de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Foram coletadas amostras de traqueia e cloaca para a realizagéo das reacdes de RT-
PCR e PCR para os agentes estudados. As amostras foram armazenadas conforme a descrigéo
no item 4.5.

4.7 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA OS TESTES MOLECULARES

As amostras coletadas foram submetidas aos procedimentos de extracdo de DNA ou
RNA na dependéncia do agente pesquisado e aos testes de PCR e RT-PCR, respectivamente,
para a deteccdo de Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae e Doenca de Newcastle,

Influenza Aviéria.
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4.7.1 Extragdo de DNA

O protocolo de extracdo de DNA de Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma
synoviae foi baseado em FAN; KLEVEN; JACKWOOQD, 1995 e consistiu em:

. Incubar os tubos com meio Frey e amostra por 24 horas a temperatura de 37°C;

. Homogeneizar e coletar 500 uL da suspensao;

. Centrifugar a 12.000 x g por 15 minutos, a 4° C e em seguida descartar o sobrenadante;
. Adicionar 500 pL de tampao fosfato salino (PBS 0,1M, pH 7,4);

1
2
3
4
5. Centrifugar a 12.000 x g por 15 minutos, a 4° C e em seguida descartar o sobrenadante;
6. Ressuspender o pellet com 50 pL de PBS 0,1M, pH 7,4;

7. Ferver por 5 minutos;

8. Colocar no gelo por 5 minutos;

9. Centrifugar por 5 minutos a 2.000 x g, a 4°C;

10. Coletar o sobrenadante e armazenar a -20°C.

4.7.2 Primers utilizados na Amplificacdo de Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma

synoviae

Para a amplificacdo do material genético dos micoplasmas utilizou-se as sequéncias de
nucleotideos baseado nos trabalhos de Lauerman et al. (1993) e Nascimento (2005). Estes
iniciadores amplificam produtos de 207pb e 481pb, respectivamente, de Mycoplasma
synoviae e Mycoplasma gallisepticum. A sequéncia de nucleotideos do Mycoplasma
gallisepticum e Mycoplasma synoviae, o tamanho dos produtos e as referéncias bibliograficas

se encontram na tabela 2.
4.7.3 Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

A reacédo de PCR foi realizada de acordo com o desenvolvimento de Mettifogo (2001)
em reacdo de multiplex, com um volume de 25 pL de mix de reacdo, que continha

0,75-1,5 pL de cada um dos primers Senso e Antisenso na concentragdo de 10 pMol, 2,5 puL
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de tampédo 10X, 8 puL de dNTP 1,25mM, 1,5 pL de MgCl, 50mM e 1,75U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen™) e 2,0 uL de DNA extraido.

A reacdo de amplificacdo ocorreu nas seguintes condi¢des: um ciclo térmico de 94°C
por 5 minutos para desnaturar completamente o DNA, 35 ciclos de temperaturas de
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, hibridizacdo dos primers a 55°C por 30 segundos,
72°C por 30 segundos para a extensao, seguida de incubacéo final a 72°C, por 10 minutos. A
reacdao foi mantida a 4°C ao infinito, até se armazenar os produtos amplificados a -20°C. O
controle positivo para a pesquisa de Mg e Ms foi a vacina viva Myco-galli ® Mg-70) do
laboratério BioVet. O controle negativo da reacdo foi o PBS 0,1M, pH 7,4. As condicdes de
reacao se encontram na tabela 2.

4.7.4 Extragdo de RNA utilizando o método de TRIZOL/BRAZOL

As amostras passaram pelo processamento de congelamento e descongelamento a
sequir:

a) Congelamento em freezer a -80°C por 10 minutos.

b) Descongelamento das amostras em banho Maria a 56°C por 1 minuto.

¢) Homogeneizagdo das amostras em agitador de tubos (Vortex Genie®).

As etapas acima foram realizadas trés vezes.

A extracdo de RNA das amostras para a deteccdo dos Virus da Doenca de Newcastle e
Influenza Aviaria foram realizadas com o reagente BRAZOL® (LGC Biotecnologia®,
Brasil), segundo as instru¢des para a técnica de Trizol, com 250 uL de amostra (125 uL de

amostra de orofaringe e 125 pL de amostra de cloaca), conforme descri¢do abaixo:

1. Adicionar 750 pL de Trizol (Brazol) para 250 pL de amostra (3:1) e homogeneizar;

2. Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente (15 a 30°C);

3. Adicionar 150 pL de cloroférmio, homogeneizar com as méos e incubar a temperatura
ambiente por 15 minutos;

4. Centrifugar a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C e transferir o sobrenadante para novos

microtubos;
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Completar os microtubos com 500 pL de isopropanolol;
Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos;
Centrifugar a 12.000 x g por 10 minutos, a 4°C;

Remover o sobrenadante;

© © N o O

Adicionar 750 pL de etanol a 75% e homogeneizar;

10. Centrifugar a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C;

11. Descartar o sobrenadante e deixar secar 0s tubos em papel absorvente, por 10 minutos;
12. Dissolver o RNA em 20 uL de DPEC, incubar no termobloco a 56°C por 10 minutos e

armazenar no freezer -20°C.

4.7.5 Primers utilizados na amplificacdo dos virus RNA

A sequéncia de nucleotideos do gene Matriz foi usada para a detec¢do do virus da
influenza aviaria, descrita por Poddar (2002), que amplifica um produto de 311lpb. Os
iniciadores desenhados por Stauber (1995) usando a sequéncia do gene F, foram empregados
para amplificar um produto de 320pb do Paramyxovirus tipo | (virus de Newcastle). A tabela
2 mostra a sequéncia dos iniciadores, o tamanho dos produtos e as referéncias bibliograficas.

4.7.6 Técnica da Transcriptase Reversa da Reacdo em Cadeia pela Polimerase (RT-
PCR)

O RNA extraido foi submetido a uma reacdo de transcricao reversa (RT), para a
obtencdo do DNA complementar (cDNA). O cDNA foi utilizado, para a deteccdo de um
fragmento especifico do gene de cada virus. Para a detecgdo dos agentes virais foi utilizado o
kit RT-PCR OneStep (QIAGEN®), segundo instrucdes do fabricante. O uso deste kit permitiu
a realizacdo da transcricéo reversa e a reacdo de PCR em uma Unica reacdo. As condicOes de
reacao se encontram na tabela 2 e os reagentes utilizados na tabela 3.

Para uma reacdo com um volume total de 50 pL, foram utilizados 25 pL de &gua ultra

pura livre de RNAse, 10 puL de tampdo onestep 5X, 2 pL de dNTP mix OneStep (contendo
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10 mM de cada dNTP), 3 pL de cada um dos primer Sendo ou Antisenso, 2,0 uL de mix de
enzimas OneStep e 5 pL de RNA.

A reacdo de amplificacdo para o VDN ocorreu com o ciclo de desnaturacdo a 50°C
por 30 minutos e 94°C por 3 minutos, seguido pela hibridizacdo dos primers com 35 ciclos a
94°C por 1 minuto, 57°C por 1 minuto, 72°C por 2minutos e extensao final realizada a 72°C
por 10 minutos. O controle positivo foi a vacina viva New-vacin (cepa LaSota) da empresa
Biovet®. O controle negativo foi a solucdo de PBS 0,1M, pH 7,4. As condi¢cdes de
amplificacdo do virus da doenca de Newcastle se encontram na tabela 2.

A reacdo de amplificagdo para o virus da Influenza Aviaria ocorreu com um ciclo de
desnaturacdo a 50°C por 30 minutos, um ciclo a 94°C por 30 minutos, hibridizacdo em 39
ciclos a 94°C por 1 minuto, 57°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos e a extensdo final em um
ciclo a 72°C por 10 minutos mantidos a 4°C até o infinito. Os produtos amplificados foram
armazenados a -20°C. O controle positivo foi gentilmente doado pelo Prof. Dr. Edson
Durigon, do Instituto de Ciéncias Biomedicas da Universidade de S&o Paulo. Foi utilizado

PBS 0,1M, pH 7,4 como controle negativo. As condicdes da reacdo encontram-se na tabela 2.

4.7.7 Eletroforese

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose a 1,5% imerso em tampéao
Tris-Borato-EDTA (Tris-Borato 0,045M, EDTA 1mM) e corados com BlueGreen® (LGC
Biotecnologia® Ltda). O marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen™) foi usado, o
resultado foi analisado por meio de um transiluminador e foto documentado por Alpha Imager

Mini Anélises System (Alpha Innotech®).



Tabela 2 — Sequéncia dos iniciadores, acesso ao GenBank e condicdes de reagcédo (RT-PCR ou PCR) dos agentes estudados

Condicdes da PCR (°C/segundos)

Agente Primers Sequéncia (5°-3) N° acesso _ — _ Produto Referéncia
GenBank Desnaturagdo  Hibridizacdo Extenséo (bp)
Paramyxovirus I AJ629064.1
NEWS GGAGGATGTTGGCAGCATT
Stauber et al,
NEW 94/60 57/60 72/120 320 1995
AS GTCAACATATACACCTCATC '
Influenza Aviaria 5 ¢ CCGAGATCGCACAGAGACTTGAAGAT — AF38dlall
94/60 57/60 72/120 311 Poddar, 2002.
IAR GGCAAGTGCACCAGCAGAATAACT
Mycoplasma MgF  CGTGGATATCTTTAGTTCCAGCTGC FI468422.1 .
gallisepticum 481 Nascimento et al,
94/30 55/30 72/30 2005
Mg R GTAGCAAGTTATAATTTCCAGGCAT
Mycoplasma MsF  GAGAAGCAAAATAGTGATATCA NR_044811.1
synoviae Lauerman et al.,
94/30 55/30 72/30 207 1993
Ms R GAGTCGTCTCCGAAGTTAACAA

V.



75

4.7.8 Ensaio Imunoenzimatico Indireto (ELISA) para VNC, MG e MS

As amostras de soro coletadas das galinhas de “fundo de quintal” foram congeladas
em freezer -20°C e encaminhadas, sob refrigeracdo ao laboratorio AVIPA, em Campinas, no
Estado de S&o Paulo. O Kit ELISA utilizado era da marca IDEXX®, com as partidas 09263-
DH791, 06729-Mg201 e 0628-KG971 para NDV, Mg e Ms, respectivamente.

Os resultados do ELISA indireto se basearam nas informacdes de amostras positivas
e negativas, para os trés agentes pesquisados, recomendados pelo fabricante. Dessa forma,
0S SOros que apresentaram titulos acima de 396 foram considerados positivos para o virus da
doenca de Newcastle, enquanto os soros acima de 1.075 e 1.076 foram positivos,
respectivamente, para Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae. O quadro 3
mostra estas informacdes. Os resultados obtidos em titulos foram transformados por um

software do fabricante em um coeficiente de variagéo (C.V.).

Quadro 3 - Valores positivos para Paramyxovirus tipo 1, Mg e Ms preconizados pelo Kit
IDDEX®

Diluicio | Positivos Titulos vacinais
Viva Inativada
Paramyxovirus tipo 1 1:500 >396 1000 a 4000 10000 a 32000
M. gallisepticum 1:500 >1075
M. synoviae 1:500 >1076

4.8. ANALISES ESTATISTICAS

4.8.1 Andlise estatistica com os dados obtidos das aves silvestres

A abundancia aparente foi calculada como o ndmero total de individuos capturados
nas granjas, dividido pelo total de amostras coletadas por dia em cada local. A riqueza de
espécies (S’) se refere ao ntimero total de espécies de aves registradas na granja.

O indice de diversidade Shannon (H’) ¢ um indicador bem reconhecido de
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diversidade e equitabilidade de espécies para comunidades aviarias, e foi calculado de
acordo com Tramer (1969).

O teste qui-quadrado foi utilizado na comparacdo das prevaléncias das espécies de
aves em vida livre nas granjas G1, G2, G3 e BPN. Com a finalidade de se avaliar quais areas
estudadas diferiram entre si, foi utilizado o procedimento de Marascuilo. Para a avaliagdo da
conformacdo corporal, presenca de acaros e presenca de jovens foi utilizado o teste qui-

quadrado.

4.8.2 Analise estatistica com os dados obtidos das aves de subsisténcia

Os dados de sorologia foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) , e quando
significativo foram submetidos ao teste de Tukey. Os valores foram transformados em
logaritimo natural (In) para a homogeneizacdo dos dados e foi considerado o nivel de

significancia de 5%. Para isso foi utilizado o programa Minitab versédo 15.
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5 RESULTADQOS
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5 RESULTADOS

Os resultados foram organizados em tabelas e graficos.

5.1 PREVALENCIA DAS ESPECIES DE AVES SILVESTRES CAPTURADAS

A maior concentracdo de aves capturadas nas redes ocorreu entre seis (06) e sete (07)
horas da manh&, com o nascer do sol, quando as aves saiam para se alimentar.

Na granja de reproducédo foram coletadas 36 aves, na granja de postura 91 aves, na
granja de corte 39 aves e na BPN foram coletas 97 aves.

No total das trés granjas, foram capturadas 166 aves pertencentes a 20 espécies
diferentes. Na BPN foram capturadas 97 aves pertencentes a 31 espécies. Todas as aves
encontravam-se clinicamente saudaveis.

Houve uma média de 10,52 aves capturadas por dia. O numero de aves amostradas
por dia foi diferente entre os quatro locais. Todas as aves capturadas ndo estdo ameacadas de
extin¢do pela Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza, com a excec¢do do beija-
flor (Ramphodon naevius) que esta na lista de animais quase ameacados de extin¢do (IUCN,
2012). A tabela 3 apresenta o tipo de producdo, o nivel de biosseguridade da granja, a

estacdo do ano em que a coleta foi realizada e o tamanho do plantel da produgéo.

Tabela 3 - Diferencas de producéo, biosseguridade, estacdo do ano e plantel das granjas

Granjal Granja 2 Granja 3
Producao Reproducao Postura Corte
Nivel de Biosseguridade Alta Baixa Baixa
Estacdo do Ano Outono Primavera/Verdo  Inverno
Tamanho do plantel aproximado 70.000 550.000 25.000

Fonte: Guimarées, M. B. (2012)
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5.2 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

Nas trés granjas foram capturadas e identificadas 20 espécies diferentes do total de
166 aves. As espécies mais prevalentes foram o pardal (Passer domesticus) 55/166
(33,13%), o canario da terra (Sicalis flaveola) 37/166 (22,28%) e a rolinha-roxa (Columbina
talpacoti) 25/166 (15%). Na area da Barragem Ponte Nova foram capturadas 97 aves e
identificadas 31 espécies com maior prevaléncia do tico-tico (Zonotrichia capensis) 30/97
(30,92%), o sabia-poca (Turdus amaurochalinus) 10/97 (10,3%) e o coleirinho (Sporophila
caerulences) 6/97(6,18%) das aves.

Na granja G1 (reprodutoras) foram capturadas 36 aves de oito (08) familias e 10
espécies, sendo estas: Trochilidae (Ramphodon naevius, n=1), Columbidae (Columbina
talpacoti, n=4), Emberizidae (Zonotrichia capensis, n=3), Parulidae (Basileuterus
culicivorus, n=1), Passeridae (Passer domesticus, n=20), Thraupidae (Tachyphonus
coronatus, n=1 e Thraupis sayaca, n=1), Turdidae (Turdus amaurochalinus, n=2) e
Tyrannidae (Pitangus sulphuratus, n=1 e Todirostrum cinereum, n=2).

Dentre as 91 aves capturadas na granja G2 (postura) existiram nove (09) familias e
14 espécies, sendo estas: Trochilidae (Chlorostilbon aureoventris, n=1), Columbidae
(Columbina talpacoti, n=19), Emberizidae (Zonotrichia capensis, n=4), Furnariidae
(Furnarius rufus, n=4), Icteridae (Chrysomus ruficapillus, n=8 e Molothrus bonariensis,
n=7), Passeridae (Passer domesticus, n=4), Thraupidae (Sicalis flaveola, n=37), Turdidae
(Turdus amaurochalinus, n=1, Turdus flavipes, n=1 e Turdus rufiventris, n=1), Tyrannidae
(Elaenia flavogaster, n=2, Fluvicola nengeta, n=1 e Pitangus sulphuratus, n=1).

Na granja G3 (frango de corte) foram capturadas 39 aves de sete (07) familias e sete
(07) espécies, sendo estas: Columbidae (Columbina talpacoti, n=2), Emberizidae
(Zonotrichia capensis, n=1), Furnariidae (Furnarius rufus, n=2), Icteridae (Chrysomus
ruficapillus n=1), Passeridae (Passer domesticus, n=31), Troglotydae (Troglodytes aedon,
n=1) e Turdidae (Turdus amaurochalinus, n=1).

Na area da Barragem Ponte Nova foram capturadas 97 aves de 13 familias e 31
espécies, sendo estas: Coerebidae (Coereba flaveola, n=2), Fringilidae (Sporagra
Magellanica, n=1 e Euphonia violacea, n=1), Columbidae (Columbina talpacoti, n=3e
Patagioenas plumbea, n=1), Conopophagidae (Conopophaga lineata, n=3), Emberizidae
(Zonotrichia capensis, n=30, Sporophila falcirostris, n=1, Sporophila angolensis, n=1,

Sporophila caeruslencens, n=6 e Volantinia jacarina, n=2), Furnariidae (Furnarius rufus,
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n=3, Synallaxis frontalis, n=1, Synallaxis ruficapilla, n=1 e Phacellodomus
erythrophthalmus, n=1), Parulidae (Geothlypis aequinoctialis, n=2), Pipridae (Neopelma
chrysolophum, n=1), Thraupidae (Sicalis flaveola, n=2, Tachyphonus coronatus, n=3 e
Twyposis sordida, n=2), Troglotydae (Troglodytes musculus, n=1), Turdidae (Turdus
amaurochalinus, n=10 e Turdus rufiventris, n=2), Tyrannidae (Pitangus sulphuratus, n=2,
Mionectes rufiventris, n=2, Camptostoma obsoletum, n=3, Platyrinchus mystaceus, n=3,
Myiarchus swansoni, n=1, Myiozetetes similis, n=2, Myiophobus fasciatus, n=1) e
Vireonidae (Vireo olivaceus, n=3). Estes resultados se encontram na tabela 4.

Entre as familias identificadas nos quatro locais de captura foram encontradas:
Passeridae 55/263 (20,91%), Emberezidae 48/263 (18,25%), Thraupidae 46/263 (17,49%),
Columbidae 29/293 (11,02%), Tyrannidae 21/263 (7,98%), Turdidae 18/263 (6,84%),
Icteridae 16/263 (6,08%), Furnariidae 12/263 (4,56%), Conopophagidae 3/263 (1,14%),
Parulidae 3/263 (1,14%), Vireonidae 3/263 (1,14%) Coerebidae 2/263 (0,76%), Trochilidae
2/263 (0,76%), Fringilidae 2/263 (0,76%), Troglotydae 2/263 (0,76%), Pipridae 1/263
(0,38%). A figura 18 mostra a porcentagem das diferentes familias de aves capturadas

durante o periodo de estudo.
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Tabela 4 - A riqueza de espécies capturadas, a abundancia aparente e o indice de diversidade
Shannon de aves capturadas nas granjas e na BPN

(Continua)

Gl G2 G3 BPN Total
Coerebidae
Coereba flaveola - - - 2 [2%] 2 [0,76%]
Trochilidae
Chlorostilbon aureoventris - 1[1%)] - - 1 [0,38%)]
Ramphodon naevius 1 [3%] - - - 1 [0,38%)]
Fringilidae
Sporagra magellanica - - - 1 [1%] 1[0,38%)]
Euphonia violacea - - - 1 [1%)] 1 [0,38%]
Columbidae
Columbina talpacoti 4111%] 19[21%] 2[5%] 3[3%] 28[10,64%]
Patagioenas plumbea - - - 1[1%] 1 [0,38%)]
Conopophagidae
Conopophaga lineata - - - 3 [3%] 3 [1,14%]
Emberizidae
Zonotrichia capensis 3 [8%] 4 [4%] 1[3%] 30[31%] 38 [14,44%]
Sporophila falcirostris - - - 1[1%] 1 [0,38%)]
Sporophila angolensis - - - 1[1%] 1 [0,38%)]
Sporophila caeruslencens - - - 6 [6%] 6 [2,5%]
Volatinia jacarina - - - 2 [2%)] 2 [0,76%]
Furnariidae
Furnarius rufus - 4 [4%)] 2[5%] 3[3%] 9 [3,42%]
Synallaxis frontalis - - - 1 [1%] 1 [0,38%)]
Synallaxis ruficapilla - - - 1[1%)] 1 [0,38%)]
Phacellodomus erythrophthalmus - - - 1 [1%] 1 [0,38%]
Icteridae
Chrysomus ruficapillus - 8 [9%] 1 [3%] - 9 [,5%]
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(Continua)
G1 G2 G3 BPN Total
Molothrus bonariensis - 7 [8%)] - - 7 [2,5%)]
Parulidae
Basileuterus culicivorus 1 [3%] - - - 110,38%]
Geothlypis aequinoctialis - - - 2 [2%)] 2 [0,76%]
Passeridae
Passer domesticus 20 [56%] 4[4%] 31[79%] - 55 [20,91%)]
Pipridae
Neopelma chrysolophum - - - 1[1%] 1 [0,38%)]
Thraupidae
Sicalis flaveola - 37 [41%)] - 2[2%] 39 [14,.82%]
Tachyphonus coronatus 1 [3%] - - 3 [3%] 4 [1,52%]
Thraupis sayaca 1 [3%] - - - 1 [0,38%)]
Thlypopsis sordida - - - 2 [2%] 2 [0,76%]
Troglotydae
Troglodytes aedon - - 1 [3%] - 1[0,38%)]
Troglodytes musculus - - - 1[1%] 1 [0,38%)]
Turdidae
Turdus amaurochalinus 2 [6%] 1 [1%)] 1[3%] 10[10%] 14 [5,32%]
Turdus flavipes - 1 [1%] - - 1 [0,38%)]
Turdus rufiventris - 1 [1%] - 2 [2%] 3[1,14%]
Tyrannidae
Elaenia flavogaster - 2 [2%)] - - 2 [0,76%]
Fluvicola nengeta - 1 [1%] - - 1 [0,38%)]
Pitangus sulphuratus 1 [3%] 1[1%)] - 2 [2%)] 4 [1,52%]
Todirostrum cinereum 2 [6%] - - - 2 [0,76%]
Mionectes rufiventris - - - 2 [2%] 2 [0,76%]
Camptostoma obsoletum - - - 3 [3%] 3 [1,14%]
Platyrinchus mystaceus - - - 3 [3%] 3 [1,14%]
Myiarchus swansoni - - - 1 [1%] 1 [0,38%]
Myiozetetes similis - - - 2 [2%] 2 [0,76%]
Myiophobus fasciatus - - - 1 [1%] 1 [0,38%)]
Vireonidae
Vireo olivaceus - - - 3 [3%] 3 [1,14%]
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(Concluséo)

(Conclusao)

Total de individuos (N) 36 91 39 97 263
Esforco amostral (dias) 4 4 5 12 23
Abundéancia aparente (N / 9,0 22,75 7,8 8,1 11,43
esforco amostral)
Riqueza de espécies (S) 10 14 7 31 43
Riqueza de espécies / Total de
individuos (S / N) 0,278 0,153 0,179 0,319 0,163
indice de diversidade Shannon 1,60 1,90 0,86 2,81 2,78
(H’)
Fonte: Guimarées, M. B. (2012)

Figura 18 - Familias de aves capturadas nas granjas e BPN

M Pipridae

B Coerebidae
B Trochilidae
M Fringilidae

B Troglotydae
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Fonte: Guimaraes, M. B. (2012)
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5.2.1 Comparagcdo das frequéncias de espécies mais prevalentes entre as granjas e BPN

A comparacdo da ocorréncia das duas espécies mais prevalentes (Zonotrichia
capensis e Passer domesticus) segundo a localidade foi realizada por meio do teste qui-
quadrado considerando o nivel de significancia de 0,05. Foi observada uma diferencga
significante nas duas espécies capturadas (p<0,0001 e p<0,0001). As tabelas 5 e 6 mostram a
porcentagem destas espécies em relacdo as demais espécies capturadas neste estudo.

Com a finalidade de se avaliar as diferencas entre as populagdes das areas estudadas,
foi utilizado o procedimento de Marascuilo. Para a espécie Zonotrichia capensis, a 0,05 de
significancia, existiu diferenca estatistica nos dados obtidos na area da BPN em relacdo aos
demais locais de captura. Para a espécie Passer domesticus foi demonstrada diferenca
significante (p<0,05) no nimero de aves capturadas na granja G1 em relagdo a granja G3 e a
area da BPN, assim como no nimero de aves da granja G3 em relacdo a granja G2 e a area
da BPN.

Tabela 5 - Presenca de Zonotrichia capensis em relacdo as demais espécies capturadas nos
locais estudados

Ocorréncia de Zonotrichia capensis

Espécie G1 G2 G3 BPN

Z. capensis 3(8,3%) 4 (4,4%) 1 (2,6%) 30 (30,9%)
Demais espécies 33 (91,7%) 87 (95,6%) 38 (97,4%) 67 (69,1%)
Total 36 (100%6) 91 (100%6) 39 (100%) 97 (100%0)

Fonte: Guimarées, M.B. (2012)

Tabela 6 - Presenca de Passer domesticus em relacéo as demais espécies capturadas nos
locais estudados

Ocorréncia de Passer domesticus

Espécie

Gl G2 G3 BPN
P. domesticus 20 (55,6%) 4 (4,4%) 31 (79,5%) 0 (0%)
Demais espécies 16 (44,4%) 87 (95,6%) 8 (20,5%) 97 (100%)
Total 36 (100%) 91 (100%) 39 (100%) 97 (100%)

Fonte: Guimaraes, M.B. (2012)
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5.3 AVALIACAO DAS AVES SILVESTRES

As aves silvestres ndo apresentaram alteracdes clinicas. Foram avaliadas quanto a
idade, condicao corpdrea e presenca de ectoparasitas. Nas trés espécies mais prevalentes, ou
seja, Passer domesticus (33%), Sicalis flaveola (22%) e Columbina talpacoti (15%) estas
condicdes foram comparadas. O teste qui-quadrado foi utilizado com um nivel de
significancia de 0,05. No total de individuos, houve diferenca estatisticamente significativa
de P.domesticus e S. flaveola. Na granja G1 foi encontrada uma ave, P.domesticus, com
condig&o corporal regular 5% (1/20). Na granja G2, esta condi¢do ocorreu em 21% (3/14) de
C. talpacoti, em 25% (1/4) de P. domesticus e em 15% (4/26) de S. flaveola, enquanto na
granja G3 ocorreu em 50% (1/2) de C. talpacoti e em 60% (18/30) de P. domesticus. A
porcentagem de condigcdo corporal regular a ruim foi estatiscamente significativa em
P.domesticus quando comparado as outras espécies S. flaveola e C. talpacoti. A deteccdo de
acaros ocorreu em 35% (7/20) de P.domesticus e sem ocorréncia nas outras espécies em G1.
Na granja G2 foram encontradas em 15% (2/13) em C. talpacoti, 38% (10/26) em S. flaveola
e ndo houve ocorréncia em P. domesticus. Na granja G3 foram detectados acaros em
60%(18/10) em S. flaveola, sem ocorréncia nas outras duas espécies. A porcentagem de
acaros analisada estatiscamente para P. domesticus néo foi significativa.

Dezoito aves apresentaram acaros de penas e condicdo corporal de regular a ruim:
uma ave (6%) foi capturada na granja G1, cinco (27%) na granja G2 e doze (67%) na granja
G3. Dessas aves, 13/18 (72%) eram P. domesticus, 4/18 (22%) eram S. flaveola e 1/18 (6%)
de C. talpacoti. Com relacdo a idade, 70% (7/10) dos jovens eram P.domesticus e 33% (1/3)
eram C. talpacoti capturados na granja G1, 38% (5/13) eram S. flaveola capturados na
granja G2 e 32% (10/31) eram P.domesticus capturados na granja G3.

Os dados de idade, da conformacdo de musculatura peitoral e da presenca de acaros
de cada ave capturada nas granjas G1, G2 e G3 em ordem de captura, se encontram nas

tabelas 7, 8, 9 e 10, respectivamente.



Tabela 7 - Condicdo corporal, idade e presenca de acaros em aves capturadas na granja G1

Aves capturadas na granja G1 (n= 36 aves)

Espécie
Pitangus sulphuratus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Columbina talpacoti
Ramphodom naevius
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Columbina talpacoti
Passer domesticus
Passer domesticus
Columbina talpacoti
Thraupis sayaca
Passer domesticus
Basileuterus culicivorus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Todirostrum cinereum
Todirostrum cinereum
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Turdus amaurochalinus
Turdus amaurochalinus
Columbina talpacoti
Tachyphonus coronatus
Zonotrichia capensis
Zonotrichia capensis
Zonotrichia capensis

Idade
Adulto
Indeterminado
Indeterminado
Indeterminado
Indeterminado
Indeterminado
Indeterminado
Jovem
Adulto
Indeterminado
Indeterminado
Adulto
Jovem
Adulto
Jovem
Jovem
Indet
Adulto
Jovem
Indeterminado
Jovem
Jovem
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Indeterminado
Adulto
Indeterminado
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto

Condicao Corporal
Regular
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Regular
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Regular
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa

Acaros

Sim
Néo
Néo
Néo
Néo
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Néo
Sim
Néo
Néo
Néo
Néo
Nao
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Néo
Néo
Néo
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim

Fonte: Guimarées, M.B. (2012)



Tabela 8 - Condicdo corporal, idade e presenca de acaros em aves capturadas na granja G2 (Continua)

Aves capturadas na granja G2 (n= 91 aves)

Espécie Idade Condicéo corporal Acaros
Chlorostilbon aureoventris Adulto Boa Nao
Elaenia flavogaster Indeterminado Boa Né&o
Sicalis flaveola Adulto Boa Sim
Elaenia flavogaster Adulto Boa Né&o
Molothrus bonariensis Jovem Boa Nao
Sicalis flaveola Adulto Boa Nao
Platycichla flavipes Adulto N/A N/A
Passer domesticus Adulto Boa Nao
Furnarium rufus Adulto Boa Sim
Furnarium rufus Adulto Boa Sim
Pitangus sulphuratus Indeterminado Boa Sim
Sicalis flaveola Indeterminado Boa Sim
Sicalis flaveola Indeterminado Boa Sim
Sicalis flaveola Indeterminado Boa Sim
Zonotrichia capensis Adulto Boa Néo
Sicalis flaveola Adulto Boa Néo
Sicalis flaveola Jovem Regular Sim
Zonotrichia capensis Indeterminado Boa Néo
Sicalis flaveola Adulto Boa Nao
Sicalis flaveola Indeterminado Boa Sim
Sicalis flaveola Indeterminado Regular Sim
Zonotrichia capensis Jovem Boa Né&o
Molothrus bonariensis Jovem Boa Nao
Sicalis flaveola Indeterminado Boa Néo
Columbina talpacoti Adulto Boa Néo
Columbina talpacoti Adulto N/A N/A
Columbina talpacoti Adulto N/A N/A
Columbina talpacoti Adulto N/A N/A
Columbina talpacoti Adulto N/A N/A
Columbina talpacoti Adulto N/A N/A
Sicalis flaveola Indeterminado N/A N/A
Sicalis flaveola Indeterminado N/A N/A
Sicalis flaveola Adulto N/A N/A
Sicalis flaveola Adulto N/A N/A
Sicalis flaveola Indeterminado N/A N/A
Sicalis flaveola Indeterminado N/A N/A
Sicalis flaveola Jovem N/A N/A
Sicalis flaveola Indeterminado N/A N/A
Sicalis flaveola Indeterminado N/A N/A
Molothrus bonariensis Indeterminado N/A N/A
Molothrus bonariensis Adulto Boa Nao
Molothrus bonariensis Adulto N/A N/A
Molothrus bonariensis Jovem N/A N/A
Molothrus boanriensis Jovem Boa Sim
Columbina talpacoti Adulto Boa Né&o
Columbina talpacoti Adulto Boa Né&o
Sicalis flaveola Indeterminado Boa Néo
Sicalis flaveola Indeterminado Boa Néo
Sicalis flaveola Indeterminado Boa Néo
Sicalis flaveola Indeterminado Boa Néo
Sicalis flaveola Indeterminado Boa Néo
Furnarius rufus Adulto Boa Sim
Columbina talpacoti Adulto Boa Né&o
Columbina talpacoti Adulto Boa Né&o
Sicalis flaveola Jovem Regular Sim
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Espécie
Sicalis flaveola
Sicalis flaveola
Sicalis flaveola
Sicalis flaveola
Sicalis flaveola

Columbina talpacoti
Columbina talpacoti
Sicalis flaveola
Sicalis flaveola
Columbina talpacoti

Columbiana talpacoti

Columbina talpacoti
Sicalis flaveola
Sicalis flaveola
Sicalis flaveola

Columbina talpacoti

Columbina talpacoti

Zonotrichia capensis

Sicalis flaveola
Passer domesticus
Columbina talpacoti
Columbina talpacoti
Turdus rufiventris

Chrysomus ruficapillus
Turdus amaurochalinus
Chrysomus ruficapillus

Furnarius rufus
Fluvicola nengeta
Passer domesticus

Chrysomus ruficapillus
Chrysomus ruficapillus
Chrysomus ruficapillus

Passer domesticus

Chrysomus ruficapillius
Chrysomus ruficapillus
Chrysomus ruficapillus

Idade
Indeterminado
Indeterminado

Jovem
Indeterminado
Adulto
Adulto
Adulto
Indeterminado
Indeterminado
Adulto
Adulto
Indeterminado
Indeterminado
Adulto
Jovem
Indeterminado
Indeterminado
Adulto
Indeterminado
Indeterminado
Indeterminado
Indeterminado
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Jovem
Adulto
Indeterminado
Adulto
Adulto
Jovem

Condicédo corporal
N/A
N/A
Boa
Boa
Boa

Regular
Regular
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Regular
Regular
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
N/A
Boa
Regular
Boa
Regular
N/A
Boa
Boa
Regular
Boa
Boa
Regular
Boa
Boa
Boa

(Concluséo)

Acaros
N/A
N/A
Néo
Néo
Néo
Néo
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Néo
Néo
Néo
Sim
Sim
Néo
Sim
Sim
Nao
Sim

Na
Sim
Sim
Sim
Néo

Na
Néo
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Néo
Néo

N/A = ndo avaliado

Fonte: Guimardes, M.B. (2012)



Tabela 9- Condicdo corporal, idade e presenca de acaros em aves capturadas na granja G3
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Aves capturadas na granja G3 (n=39 aves)

Espécie
Passer domesticus
Passer domesticus

Turdus amaurochalinus

Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus

Agelaius ruficapillus

Passer domesticus
Passer domesticus
Furnarius rufus
Passer domesticus
Passer domesticus
Troglodytes aedon
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus

Zonotrichia capensis

Passer domesticus
Passer domesticus
Columbina talpacoti
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Furnarius rufus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Passer domesticus
Columbina talpacoti
Passer domesticus

Idade
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Jovem
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Jovem
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Jovem
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto

Condicao corporal
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa

Regular
Regular
Boa
N/A
Regular
Boa
Regular
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Regular
Boa
Regular
Regular
Boa
Regular
Regular
Ruim
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Ruim
Boa
Regular
Regular
Boa
Regular

Acaros
Néo
Sim
Néo
Nao
Sim
Nao
Nao
Nao
Sim
N/A
Néo
Sim
Sim
Sim
Néao
Nao
Sim
Sim
Nao
Nao
Néao
Néao
Néo
Néao
Sim
Néo
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim

N/A= néo avaliado
Fonte: Guimarées, M. B. (2012)
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Tabela 10 - Numero total de individuos, porcentagem de aves em condicdo corporal regular

ou ruim, porcentagem de jovens, e porcentagem de aves com acaros em penas nas trés

espécies dominantes nas granjas estudadas.

Granjal Granja 2 Granja 3 P

Total de individuos (N)

C. talpacoti 4 19 2 0,054

P. domesticus 20 4 31 < 0,001

S. flaveola - 37 - < 0,001
Porcentagem de condi¢do
corpérea regular ou ruim

C. talpacoti 0% (0/4)  21% (3/14) 50% (1/2) nt

P. domesticus 5% (1/20) 25% (1/4)  60% (18/30) < 0,001

S. flaveola - 15% (4/26) - nt
Porcentagem de jovens

C. talpacaoti 33% (1/3) 0% (0/14) 0% (0/2) nt

P. domesticus 70% (7/10) 0% (0/2)  32% (10/31) nt

S. flaveola - 38% (5/13) - nt
Porcentagem de acaros
em penas

C. talpacoti 0% (0/4) 15% (2/13) 0% (0/2) nt

P. domesticus 35% (7/20) 0% (0/4)  60% (18/30) 0,077

S. flaveola - 38%(10/26) - nt

nt= nao testado

Fonte: Guimarées, M. B. (2012)
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5.4 PCR e RT-PCR EM AMOSTRAS DE AVES SILVESTRES

As aves silvestres apresentaram resultados negativos em 263/263 (100%) das aves

coletadas para os quatro agentes pesquisados, nas granjas G1, G2, G3, G4 e BPN.

5.5 PESQUISA DE TiTULO DE ANTICORPOS EM AVES DE SUBSISTENCIA

A criacdo GS1 apresentou 97,29% de titulos positivos para o virus da doenca de
Newcastle (VDN), 97,29% para Mg e 100% para Ms. A criacdo GS2 apresentou 97,14% de
titulos positivos para VDN, 51,42% para Mg e 100% para Ms. A criacdo GS3 apresentou
titulos positivos em 72,72% para VDN, 63,63% para Mg e 72,72% para Ms. A criagdo GS4,
apresentou titulos positivos para VDN em 90,90% das amostras e em 100% das amostras de
soro tanto para Mg como para Ms.

Com relacdo aos diferentes agentes estudados, os titulos de anticorpos variaram entre
as aves analisadas. Na pesquisa de anticorpos contra o virus da doenca de Newcastle, houve
maior variabilidade entre as aves das criacfes GS2 e GS4, além de apresentarem titulos mais
altos. As aves das criacbes GS1 e GS3 apresentaram titulos menores e com menor
variabilidade.

Na pesquisa de anticorpos contra Mycoplasma gallisepticum houve maior
variabilidade nos titulos dos soros das aves da criacdo GS4, além desses titulos serem mais
altos. As propriedades GS1, GS2 e GS3 apresentaram titulos menores.

Nas amostras de soro das aves da criacdo GS4 também ocorreu maior variabilidade e
titulos de anticorpos mais altos contra Mycoplasma synoviae. As propriedades GS1, GS2 e
GS3 apresentaram titulos menores. As tabelas 11, 12, 13 e 14, mostram os titulos de

anticorpos para 0s agentes acima citados nas cria¢Ges de subsisténcia GS1, GS2, GS3 e GS4.



Tabela 11 - Titulos de IgG sérica encontrados na reacdo de ELISA
nas aves da criagdo GS1

CRIACAO GS1
AVE ELISANC ELISA Mg ELISA Ms
1 438 1.669 2.648
2 2.291 4.940 5.526
3 246 7.925 16.582
4 1.372 3.637 6.244
5 2.436 3.324 19.379
6 1.848 10.265 9.333
7 2.706 11.164 10.783
8 626 952 1.848
9 497 6.320 6.119
10 1.097 6.584 4.707
11 1.170 4.103 11.292
12 1.404 2.047 4.221
13 1.892 4.813 20.804
14 705 3.113 3.993
15 929 4.403 2.835
16 1.665 4747 4.999
17 1.609 6.606 9.387
18 1.762 14.204 11.307
19 911 4.082 11.555
20 2.003 3.406 7.032
21 2.025 7.521 12.488
22 848 5.703 3.730
23 1.277 3.344 3.234
24 1.684 15.153 7.700
25 2.368 16.062 13.598
26 1.341 5.464 6.682
27 1.320 5.071 12.592
28 2.057 6.917 5.478
29 716 10.265 6.857
30 4.747 15.342 22.584
31 1.740 3.448 17.676
32 1.806 7.722 15.129
33 869 3.324 7.510
34 1.170 9.190 9.168
35 1.067 4.082 7.133
36 1.577 17.204 15.372
37 684 5.790 5.636

Fonte : Guimardes, M. B. (2012)



Tabela 12 - Titulos de IgG sérica encontrados na reacdo de ELISA
nas aves da cria¢do de subsisténcia GS2

CRIACAO GS2
AVE ELISANC ELISA Mg ELISA Ms
38 983 839 2.371
39 14.326 3.850 5.749
40 11.509 3.468 9.592
41 848 1.789 2.800
42 407 317 1.218
43 675 730 1.973
44 675 1.104 1.757
45 626 730 1.826
46 869 1.988 12.566
47 890 1.104 1.949
48 427 198 1.601
49 2.381 1.949 5.427
50 828 583 1.413
51 497 334 1.592
52 869 492 1.961
53 341 403 2.557
54 983 990 1.592
55 1.213 934 3.564
56 418 386 2.602
57 655 673 2.383
58 828 637 4.234
59 1.599 1.239 4.962
60 2.706 15.459 26.230
61 878 7.029 12.606
62 1.555 13.193 18.805
63 3.275 952 2.975
64 1.097 6.295 3.422
65 23.137 1.473 6.257
66 1.013 2.291 2.729
67 950 9.373 16.365
68 5.210 2.802 12.592
69 1.684 3.871 6.807
70 1.076 934 2.040
71 3.556 1.230 5.269
72 1.894 3.800 8.997

Fonte : Guimaraes, M. B. (2012)
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Tabela 13 - Titulos de IgG sérica encontrados na reacdo de ELISA nas
aves da criacdo de subsisténcia GS3

CRIACAO GS3
AVE ELISANC ELISA Mg ELISA Ms
73 1.543 386 592
74 388 1.104 1.130
75 182 748 842
76 1.097 1.337 1.425
77 644 1.277 1.142
78 1.097 5.354 6.769
79 574 1.413 2.233
80 514 1.337 1.425
81 427 619 561
82 341 1.048 1.130
83 777 1.769 1.757

Fonte : Guimaraes, M. B. (2012)

Tabela 14 - Titulos de 1gG sérica encontrados na reacdo de ELISA nas
aves da criacdo de subsisténcia GS4

CRIACAO GS4
AVE  ELISANC ELISA Mg ELISA Ms
84 2.323 15.983 13.624
85 858 17.924 11.241
86 1.055 13.546 13.266
87 941 2.474 10.823
88 1.298 2.413 5.478
89 3.288 4.382 16.718
90 6.657 13.474 28.790
91 2.156 14.771 20.391
92 3.080 29.887 28.931
93 313 1.220 16.879
94 786 1.277 13.584

Fonte: Guimaraes, M. B. (2012)

Para a andlise estatistica, os valores de anticorpos foram transformados em
logaritimo natural (In) e foi demonstrado que as aves da criagdo GS3 tiveram uma média de
anticorpos contra VDN significativamente menor que a dos demais grupos de aves estudadas
(P=0,018). Os resultados da analise de variancia e teste de Tukey (P<0,05) estéo

demonstrados nas tabelas 15.
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Tabela 15 - Titulos de anticorpos séricos através de ELISA para Newcastle, Mycoplasma
gallisepticum e Mycoplasma synoviae (In)

GRUPOS ELISA NC ELISA Mg ELISA Ms
Média CV (%) Média CV (%) Média  CV (%)
GS1 72a 8,03 86a 7.73 90D 6,92
GS?2 72a 13,9 7.3b 14,98 83c 10,09
GS 3 6,4 b 9,62 7.1b 9,39 7,2d 9,53
GS 4 7.3a 11,61 88a 13,19 9,6a 4,90
Valor de P 0,018 0,000 0,000

Letras diferentes nas colunas diferem entre si ao nivel de significancia 5%.

Com relacdo aos dados encontrados na reacdo de ELISA para Mg e Ms, ocorreu
diferenca estatistica significativa entre as aves das diferentes criac6es estudadas (P<0,05).

Com relacdo a Mg, a média de deteccdo de anticorpos foi significativamente menor
nas aves das criacfes GS2 e GS3 quando esta foi comparada as aves da criacdo GS1 e GS4.

Com relacdo a Ms, verificou-se que houve diferenca significativa (P=0,000) entre
todas as aves das criagcdes estudadas, sendo as aves da GS4 as que apresentaram maior
média (9,6) e aquelas da GS3 as que apresentaram a menor média (7,2).

As figuras 19, 20 e 21 mostram os graficos em boxplot, com as concentracdes de
anticorpos em logaritmo natural contra o virus da DNC, Mycoplasma gallisepticum e
Mycoplasma synoviae. As figuras 22. 23 e 24 mostram as médias das concentracdes de
anticorpos(ln) para DNC, Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae entre as
criagdes estudadas



Figura 19- Comparacao das concentracfes séricas de 1gG, em
logaritmo natural (In) contra a doenca de Newcastle nas
criagcdes de aves de subsisténcia

Boxplot of In NC
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Figura 20 - Comparacgdo das concentracdes séricas de 1gG,
em logaritmo natural (In) contra Mycoplasma gallisepticum
nas criagdes de aves de subsisténcia

Boxplot of In MG
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Figura 21 - Comparacao das concentracOes séricas de 1gG,
em logaritmo natural (In), contra Mycoplasma synoviae nas
criagcdes de aves de subsisténcia

Boxplot of In MS
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Figura 22 - Média das concentracfes de anticorpos para DNC (In)
nas aves das diferentes criacdes de aves de subsisténcia estudadas
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Figura 23 - Meédia das concentracdes de anticorpos para Mg (In)
nas aves das diferentes criagdes de aves de sushisténcia estudadas
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Figura 24 - Média das concentra¢Bes de anticorpos para Ms (In),
nas aves das diferentes criacdes aves de susbisténcia estudadas
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5.6 PCR e RT-PCR EM AMOSTRAS DE AVES DE SUBSISTENCIA

As amostras das aves da criacdo GS1 (n=37) apresentaram resultados negativos tanto
para a deteccdo do virus de Newcastle como para o virus da Influenza A, pela técnica de RT-
PCR. No entanto, 24 amostras foram positivas para Mycoplasma gallisepticum 24/37
(64,86%) e 25 para Mycoplasma synoviae 25/37 (67,56%) pela técnica da PCR. Mg e Ms
foram detectados simultaneamente em 18 aves. Ndo houve deteccdo do VDN e do virus da
Influenza A nas amostras coletadas na criagdo GS2 (n=35). As amostras das aves
apresentaram resultados positivos 3/35 (8,57%) na deteccdo de Mycoplasma gallisepticum e
de 32/35 (91,42%) de Mycoplasma synoviae pela técnica da PCR. Mg e Ms foram
detectados simultaneamente em uma ave.

Todas as amostras coletadas das aves da criagdo GS3 (n=11) foram negativas para 0s
agentes estudados por métodos moleculares e 0 mesmo ocorreu nas amostras coletadas das
aves da criacdo GS4 (n=11).

Para a comparacdo da proporcdo de positividade entre os locais de estudo, foi
realizada apenas a estatistica descritiva. As tabelas 16 e 17 comparam os resultados da PCR
para Mg e Ms e a figura 25 mostra os resultados positivos em eletroforese.

Tabela 16 — Comparacdo dos resultados da PCR para Mg nas criacdes de subsisténcia

Resultados de PCR para Mycoplasma gallisepticum

Local

GS1 GS2 GS3 GS4
Positivos 24 (64,86%) 3 (8,57%) 0 (0%) 0 (0%)
Negativos 13 (35,14%) 32 (91,42%) 11 (100%) 11 (0%)
Total 37 (100%) 35 (100%) 11 (100%0) 11 (100%0)

Fonte — Guimardes, M. B. (2012)
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Tabela 17 - Comparagéo dos resultados da PCR para Ms nas criagdes de subsisténcia

Resultados de PCR para Mycoplasma synoviae

Local

GSs1 GS2 GS3 GSs4
Positivos 25 (67,6%) 32 (91,4%) 0 (0%) 0 (0%)
Negativos 12 (32,4%) 3 (8,6%) 11 (100%) 11 (100%)
Total 37 (100%0) 35 (100%0) 11 (100%0) 11 (100%)

Fonte : Guimardes, M. B. (2012)

Figura 25- Eletroforese das amostras positivas para Mg e Ms

MG+ MG+ MG+
MS+ MS+ MS+. MS+ PM

Fonte: Guimarées, M. B. (2012)
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6 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

As trés especies dominantes nas granjas estudadas foram: o pardal (Passer
domesticus), o canério da terra (Sicalis flaveola) e a rolinha roxa (Columbina talpacoti),
correspondendo a 70% de todas as aves capturadas nas granjas.

Este estudo observou que os indices de diversidade e equitabilidade foram
consideravelmente baixos. Este resultado era esperado, uma vez que as granjas estavam
localizadas em paisagens de moderado a alto impacto humano, proximas aos centros
urbanos onde a diversidade e heterogeneidade s&o relativamente pequenas quando
comparadas as areas naturais de Mata Atlantica (DANTAS; ROCHA, 2005). Nestes locais,
P. domesticus apresenta uma alta capacidade de adaptacdo e quando presentes expulsam
outras espécies de aves (SICK, 1997). Neste estudo foi capturado um nimero maior de P.
domesticus nas granjas G1 e G3, ou seja, locais com maior degradacdo do ambiente, do que
na Barragem Ponte Nova, uma area com maior preservacdo ambiental. Estes resultados
corroboram os de Macgregor-Fors et al. (2010) e Marzluff (2001).

As areas avicolas sdo habitats favoraveis para as aves sinantropicas, como os pardais
(Passer domesticus) e por isso sdo residentes comuns encontrados nas granjas
(GOODMAN; HANSON, 1988).

Scherer et al. (2011) relataram a presenca de S. flaveola e C. talpacoti como as aves
mais frequentes em duas granjas de corte. Os resultados encontrados na granja G3 (frangos
de corte) discordam deste estudo, uma vez que a espécie predominante foi de P. domesticus
(n=31). Fontana; Burger; Magnusson (2011) usando playbacks de voz encontraram P.
domesticus e pombos Columba livia como as aves mais prevalentes em areas urbanas. Dessa
forma, estas espécies sdo exemplos classicos de espécies invasoras urbanas e conhecidas
pela dominancia nas comunidades aviarias tanto em regides urbanas quanto rurais por todo o
mundo (MARZLUFF, 2001).

A relacdo entre a composicao e pobre diversidade das comunidades de aves em areas
de granja esta associada a perda da qualidade do habitat em areas urbanas e/ou agricolas. Os
fatores que podem contribuir para isso incluem a ocupacao irregular com alta densidade de
casas e a pobre diversidade de arvores plantadas na ornamentacdo de ruas (TOLEDO;
DONATELLI; BATISTA, 2011).
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A perda de habitat tem efeito na populacdo das comunidades de animais silvestres e
ao longo tempo podem trazer consequéncias diretas as populagdes, impossibilitando a
manutencdo e sustentacdo das espécies (POSS; BIEK; RODRIGO, 2002).

Embora as granjas G1 e G2 se situam na mesma regido e dividindo as carateristicas
de clima e paisagem, neste estudo foram encontrados diferentes padrdes na composicdo da
avifauna. A granja de reproducéo (G1) apresentava seguranca estrita, incluindo a prevencéo
da entrada de aves de vida livre dentro das instalacdes e estava mais isolada de fragmentos
de vegetacdo. Esta area tinha abundancia aparente moderada de espécies, mas pobre
diversidade de aves capturadas, com a predominéncia de P. domesticus.

A granja de postura (G2) caracterizada pela baixa biosseguridade, estava envolta por
arvores de eucaliptos e pinus e apresentava diferencas na composi¢do da avifauna com a co-
dominéncia de S. flaveola e C. talpacoti, sugerindo um padréo de pacificidade entre essas
espécies, enquanto foi observada uma menor prevaléncia aparente para P. domesticus. O
comportamento gregario e o territorialismo agressivo do canario da terra (S. flaveola) em
relacdo ao pardal (P. domesticus) (SICK, 1997) pode ter contribuido para existir a
dominéncia desta espécie. A maior prevaléncia aparente de S. flaveola pode ser
consequéncia da disponibilidade de alimento encontrada tanto nos comedouros dos galpdes
com auséncia de telas, quanto no chdo pelo transporte de racdo feita por caminhdes, pois as
aves ndo tiveram que buscar outras areas para se alimentar. A disponibilidade de alimento é
um dos fatores que determina a permanéncia de espécies de aves em um ambiente
(TOLEDO; DONATELLI; BATISTA, 2011).

Outro fator a ser considerado é a proximidade entre a granja e a area da BPN,
aumentando a possibilidade de contato entre as aves silvestres e as aves de producéo. Sicalis
flaveola, encontrada na granja G2, é um dos passaros mais populares entre as aves traficadas
ilegalmente no Brasil, e mantido em cativeiro pela comunidade rural (RENCTAS, 2002).
Quando apreendida por autoridades locais, sdo frequentemente soltas para a natureza
(MARCONDES-MACHADO, 1988), assim como ocorre na Barragem Ponte Nova que é
uma area de soltura do Departamento de Aguas e Energia Elétrica do Estado de S&o Paulo.
(LONGO et al., 2008).

A dominancia de P. domesticus nas granjas G1 e G3, provavelmente esta associada a
sua grande capacidade de colonizar e reproduzir em areas urbanas e rurais, além do seu
comportamento agressivo que influencia a diminuicdo de espécies nativas, resultando na
pobre diversidade e equitabilidade de comunidades aviarias (SICK, 1997; SZABO et al.,
2002; MACGREGOR-FORS et al., 2010).
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A diversidade de espécies foi maior na Barragem Ponte Nova, apresentando 31/97
(32%) espécies distintas, corroborando com o estudo de Toledo et al. (2011) que
encontraram maior nimero de espécies em espacos verdes do que em areas construidas. A
area da Barragem é composta pela floresta ombrofila densa, caracterizada por formacao de
submontanha. O relevo montanhoso e dos planaltos com solos medianamente profundos é
ocupado por uma formagdo florestal que apresenta fanerofitos com altura aproximadamente
uniforme.

A submata € integrada por plantulas de regeneracao natural, poucos nanofanerofitos
e caméfitos, além da presenca de palmeiras de pequeno porte e lianas herbaceas em maior
quantidade. A formacdo florestal estd fragmentada pela alteracdo da paisagem ocasionada
pela barragem (MILANELO, 2006).

Segundo Burns et al. (2012), a determinacdo das espécies silvestres mais comuns em
granjas avicolas permite a investigacdo de patdgenos destas espécies em areas distantes das
granjas. Neste estudo, observou-se que a avifauna encontrada nas granjas e na BPN
apresentaram composi¢fes distintas em sua maioria. No entanto, 8/31(26%) das espécies
capturadas eram comuns entre granjas e BPN, o que poderia contribuir para a disseminacéao
de agentes infecciosos adquiridos nas granjas e carreados para as areas de maior preservacao
Ou vice-versa.

O tico-tico (Z. capensis), espécie mais prevalente na BPN com 30/97 (30,93%) das
aves foi encontrado nas trés granjas em ocorréncias menores: 3/36 (8,33%) na G1, 4/91
(4,39%) na G2 e 1/39 (2,56%) na G3. A abundancia de tico-tico (Z. capensis) em relacdo as
demais espécies na BPN indica que pode existir dominancia desta espécie sobre as outras,
resultando na perda da equitabilidade entre as espécies desta area. Z. capensis tem
predilecdo por habitats caracterizados pelo desmatamento, areas rurais e nas cidades, onde
observa-se em maior predominancia nos locais com ajardinamento (SICK, 1997,
VILLEGAS; GARITANO-ZAVALA, 2010).

Os tico-ticos e pardais possuem comportamentos diversos: 0s primeiros vivem em
casais isolados, cada macho atacando furiosamente o vizinho se este invade seu territorio
que é de aproximadamente 30 metros de diametro. Faz seu ninho em locais baixos, em
densos arbustos, cercas vivas e no meio da vegetacdo quase rasteira, sobre barrancos ou até
no solo sob o capim. Este comportamento pode explicar a sua predominancia na BPN. No
entanto, o pardal, ao contrario, embora também viva em casais, gosta de associar-se a
colbnias para nidificar, instalando-se no alto das casas e aparecendo em bandos quando

procura alimento. O numero de pardais prevalece sobre 0 niumero de tico-ticos nas granjas
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G1 e G3, provavelmente porque os pardais se adaptam melhor a ambientes modificados pelo
homem.

De fato, o tico-tico é pouco atingido pelas atividades do pardal, sendo ele quem
afugenta o pardal dos comedouros, mas ndo competem pelo mesmo ninho, pois possuem
comportamentos diferentes. Assim, com o crescimento urbano, o habitat natural do tico-tico
vai desaparecendo, e este procura areas de populacdo humana menos densa (SICK, 1997).

O pardal ndo foi encontrado na BPN, reforcando os estudos que demonstraram ser
uma espécie bem adaptada ao meio urbano e a convivéncia com o homem. Sobrevivem e se
reproduzem utilizando diversas fontes de alimentos e abrigos, além de serem capazes de
tolerar os distdrbios humanos. Consequentemente, se tornam maiores as probabilidades de
sucesso quando invadem ambientes modificados (DELARIVA; AGOSTINHO, 1999).

Nas trés espécies mais prevalentes nas granjas, a proporcao de aves jovens foi maior
na G1(61,5%) do que a G2(17%) e G3 (30%). Uma possivel explicagdo para este resultado é
o fato das coletas em G1 terem ocorrido entre 0s meses de fevereiro a maio, no outono, logo
apos a época da estacdo reprodutiva no verdo, quando os filhotes ja empenados saem dos
ninhos e buscam alimentos sozinhos (PIRATELLI; SIQUEIRA; MARCONDES-
MACHADO, 2000). Apesar de todas as aves estarem clinicamente saudaveis, a propor¢do
de aves em condigdo corporal ruim ou regular foi maior na granja G3(59%), do que na
granja G1(4%) e na granja G2 (18%). Este fato pode estar relacionado com a amostragem da
granja 3 que ocorreu no inverno, reduzindo a disponibilidade de alimento, porém podem
haver outros fatores de habitat que ndo foram investigados neste estudo.

A presenca de acaros foi mais frequente em P. domesticus (46%) e S. flaveola (38%),
mas ndao em C. talpacoti (11%). As frequéncias de acaros de penas foram relativamente
similares nessas trés espécies entre as granjas estudadas. Como existiu uma proximidade
entre as aves de vida livre e as aves de producdo, é possivel que possa ocorrer a troca de
acaros de penas, comprometendo os programas de controle para as aves de producdo. A
exposicdo de parasitas potencialmente problematicos como o acaro de penas Ornithonyssus
sylviarum (Mesostigmata: Macronissidade) as aves de producdo, podem levar a reducéo dos
indices reprodutivos na avicultura comercial. Esta espécie de parasita foi descrita em recém-
nascidos de P. domesticus causando doenca cronica e anemia (SZABO et al., 2002). Os
acaros de penas nao foram identificados neste estudo, mas como nas granjas 1 e 3 ocorreu a
presenca de P. domesticus jovem, com &caros, talvez Ornithonyssus sylviarum pudesse ter

sido identificado nestas aves.
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Além disso, as comunidades de aves de vida livre com diversidade de espécies ou
nédo, podem atuar como potenciais carreadoras e transmissoras de doengas (GONDIM et al.,
2010; LAWSON et al, 2010; FONTANA; BURGER; MAGNUSSON, 2011; SCHERER et
al, 2011) para aves de producdo e para outras espécies silvestres ameacadas de extin¢ao
encontradas em fragmentos florestais (SOOS et al., 2008).

Neste estudo foram usados os ensaios moleculares para a detec¢do do virus da IA, do
virus da DNC e de Mg e Ms. Estes métodos apresentam maior sensibilidade, especificidade
e rapidez na deteccdo dos agentes infecciosos, principalmente Mycoplasma gallisepticum e
M. synoviae, que sdo de dificil isolamento e requerem meios reagentes especiais
(NASCIMENTO, et al. 2005; PANG et al., 2002; PODDAR, 2002; METTIFOGO; BUIM,
2009).

O virus da influenza avidria ndo foi detectado nas 263 aves capturadas nas
proximidades das granjas e na area da BPN, nos testes de RT-PCR, porém, a habilidade
dessas aves em carrear e transmitir os patdgenos depende dentre outros fatores da
susceptibilidade do hospedeiro, dos sinais clinicos, da taxa de eliminacdo e das
caracteristicas da interface entre as aves silvestres, domésticas e de producdo (BROWN et
al., 2009; WOODFORD, 2009).

As aves de vida livre presentes nas instalagdes aviarias foram mais encontradas em
cima de comedouros, bebedouros e sobre outras aves, defecando e eliminando as secrecoes
respiratorias nos alimentos, agua e nas proprias aves, facilitando a transmissdo dos
patdgenos (BROWN et al., 2009; BURNS et al., 2012). Este comportamento também foi
observado neste estudo, principalmente na granja G2, que tinha alta densidade de aves de
producdo com fartura de alimento disponivel e baixa biosseguridade.

Infecgdes naturais com o virus da influenza aviaria foram descritas em mais de 100
espécies de aves, pertencentes a 13 ordens. Os Anseriformes e Charadriiformes sdo as
ordens consideradas mais importantes como reservatorios do virus da IA, porém este virus
foi descrito em mais de 27 espécies da ordem Passeriformes (STALLKNECHT et al., 2007,
GRONESOVA et al., 2008). Nas localidades estudadas ndo existia a presenca de espécies de
aves da ordem Anseriformes e Charadriiformes e isto pode ter contribuido para a auséncia
de deteccéo do virus da influenza aviaria no ensaio molecular. Apesar de haver lacunas nas
informacdes relacionadas as rotas migratorias no Brasil (ALVES, 2007), ndo existem relatos
sobre a migracdo de aves consideradas reservatorios do virus da Influenza aviaria em Mogi
das Cruzes e Louveira, contribuindo com a obtencdo de resultados negativos nas aves

capturadas neste estudo.
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Uma vez infectadas, as espécies aviarias podem apresentar diferengas quanto as
manifestacBes clinicas, lesbes macroscopicas e variagdes nas taxas de mortalidade.
Diferencas nestes parametros foram observadas no estudo comparativo entre as espécies
Taenopygia guttata, Carpodacus mexicanus, Passer domesticus, Sternus vulgaris e
Melopsitacus undulatus apés a inoculacéo intranasal de subtipo H5N1 do virus da Influenza
(PERKINS; SWAYNE, 2003). Também foram encontradas diferencas nas manifestacdes
clinicas, nas espécies Turdus pallidus e Acrocephalus arundinaceus pertencentes a ordem
Passeriformes em estudo realizado por Fujimoto et al. (2010). Entre as espécies da mesma
ordem, foi demonstrado que o mesmo subtipo viral apresentava diferentes perfis de
viruléncia (PERKINS; SWAYNE, 2003). Dessa forma, é possivel que as espécies
capturadas neste estudo possam ter menor suscetibilidade ao virus da influenza aviaria e por
isto ndo tenha sido detectado.

As caracteristicas do virus podem ter colaborado para a auséncia de resultados
positivos, uma vez que estes se mostram relativamente instaveis no ambiente. Fatores fisicos
como calor, pH extremo, condi¢cfes hipertdnicas e ressecamento podem inativar o virus
(SWAYNE; HALVORSON, 2008), portanto como no Brasil, as temperaturas sdo
relativamente altas e podem permitir o ressecamento do solo, estas condi¢cbes podem ter
favorecido a destruicdo do virus no ambiente e impedido a sua disseminagédo para as aves.

A espécie P. domesticus é particularmente problematica, pois sua distribuicdo
cosmopolita faz com que sejam reservatérios com distribuicdo mundial e fontes de infeccdo
de patégenos para humanos, aves silvestres e domésticas (MORISHITA et al., 1999).

Com relacdo a suscetibilidade da espécie P. domesticus ao virus da influenza aviaria
existem resultados contraditérios na literatura. Estudo experimental mostrou que a
inoculacdo, por via intranasal, do virus da Influenza subtipo H5N1 (A/chicken/Hong
Kong/220/97) causou depressdo transitoria, sem mortalidade e auséncia de lesbes
macroscopicas em P. domesticus (PERKINS; SWAYNE, 2003). Por outro lado, a
inoculagéo experimental de quatro cepas diferentes do virus IAAP H5N1 isoladas de patos,
codornas e dois outros hospedeiros desconhecidos, levaram a morte 66% a 100% de P.
domesticus, na dependéncia da cepa viral inoculada, sugerindo que esta espécie poderia agir
como hospedeiro intermediario e ser transmissora para aves e mamiferos, porém, nao
servindo como um reservatorio de eliminacdo prolongada (BOON et al., 2007). Os
resultados destes estudos mostraram a importancia da vigilancia epidemioldgica desta

espécie de ave, uma vez que podem existir diferentes manifestagdes clinicas de acordo com
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a cepa viral, assim como, pelo comportamento desta ave que transita entre centros urbanos e
granjas avicolas.

Tanto pela diversidade de espécies, quanto pela ocupacédo de habitats junto as aves
migratorias, a ordem Passeriformes foi estudada na investigacdo de agentes infecciosos
importante para a saude publica (GONDIM et al., 2010; FULLER et al., 2010).

No Brasil, o virus da IA foi isolado pela primeira vez de fezes de irerés
(Dendrocygna viduata) e aves exoticas, no Estado do Rio de Janeiro (SALCEDO, 1980).
Estudo com aves silvestres, capturadas no Estado de Sdo Paulo, foi realizado com o objetivo
de isolar o virus da influenza aviaria, sendo este isolado em 27% (10/37) das amostras das
espécies Elaenia mesoleuca, Sporophila lineola, Vireo olivaceus, Columbina talpacoti e
Paroaria dominicana (KAWAMOTO et al., 2005). As espécies Columbina talpacoti e Vireo
olivaceus foram capturadas neste estudo, mas ndo apresentavam a presenca do virus da
influenza aviaria, embora tenha sido analisada amostras de mesma origem analisada por
Kawamoto et al. (2005). Vireo olivaceus migram do hemisfério Norte para o Sul, vivem em
areas urbanas e rurais do Estado de Sao Paulo e podem participar no transporte desse agente
e na manutencdo do ciclo interespécies, percorrendo longas distancias em diversas regides
do pais (KAWAMOTO et al., 2005).

Neste estudo, as 263 amostras de aves capturadas nas proximidades das granjas e na
area preservada apresentaram resultados negativos para o virus da Doenca de Newcastle, nos
testes de RT-PCR.

O virus de Newcastle foi identificado pela primeira vez no Brasil em 1953, nos
Estados do Pard e Amapa, onde foi introduzido através da importacdo de carcagas
contaminadas dos EUA (SANTOS, 1954).

O pardal também faz parte da epidemiologia de outras doencas de importancia
econbmica como a Doenca de Newcastle. Em amostras de P. domesticus capturados ao
redor de granjas foram isoladas quatro cepas virulentas de NDV e uma néo virulenta, ou
seja, 2,72% (4/147) (Zhu et al., 2010). Estas cepas sparrow/Guangxi/YL3/05,
sparrow/Guangxi/YL9/06, sparrow/Guangxi/LZ9/07 e sparrow/Guangxi/YL3 foram
comparadas filogeneticamente aos surtos ocorridos em galinhas e foi constatado que o
pardal poderia ser um dos carreadores de cepas virulentas de NDV, uma vez que 0 mesmo
gendtipo que circulava em galinhas foi encontrado também em pardais (Zhu et al., 2010).

Thomazelli et al. (2012) investigaram aves silvestres e domésticas da costa brasileira
e regido Amazonica, quanto a presenca de VDN e detectaram a cepa lentdgenica do virus em

711022 (0,7%) pelas técnicas de PCR em tempo real e isolamento viral. Concluiram que as
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aves daquela regido poderiam agir como carreadoras e reservatorios do VDN de baixa
patogenicidade. Embora o virus de Newcastle exista no Brasil desde a década de 50, a sua
incidéncia é baixa em aves silvestres, conforme aponta o estudo de Thomazelli et al. (2012)
e os resultados deste estudo onde este virus ndo foi detectado.

A auséncia de deteccdo do virus de Newcastle neste estudo pode ser consequéncia da
temperatura ambiente no Brasil, pois Sinha, Hanson e Brandy (1957) relataram que a
elevada temperatura ambiental pode alterar a chance de sobrevivéncia e de infectividade do
virus no hospedeiro.

Estudo soroldgico para a doenga de Newcastle, no Brasil, encontrou uma baixa
prevaléncia (12/8837 - 1,43%) deste virus em aves silvestres de zooldgicos do Estado do Rio
de Janeiro (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2003). No Estado de Pernambuco, pardais
capturados proximos as granjas apresentaram baixos titulos de anticorpos para a DNC
(3/103 - 2,91%), como consequéncia do consumo de vacinas adicionadas na dgua de bebida
de aves de producdo, indicando a estreita proximidade e a potencial troca de patdgenos entre
essas aves silvestres e os plantéis avicolas (SILVA et al., 2006).

Todas as amostras das 263 aves capturadas nas proximidades das granjas e na area da
BPN apresentaram resultados negativos para Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma
synoviae nos testes de PCR.

No Brasil, o primeiro relato de Mg causando doenca respiratdria crénica em aves de
producdo ocorreu no Estado de S&o Paulo, e foi descrito por Garust e Nobrega em 1956. E
considerado frequente em aves de producdo (BUIM et al., 2009), porém ndo existem
descricdes de surtos em aves silvestres de vida livre.

Em psitacideos mantidos em centros de triagem, que vieram a 6bito, 61,4% (86/140)
das amostras foram positivas para Mg pela técnica da PCR, demonstrando a circulacao
desses patdgenos em aves de vida livre e em cativeiro. As causas sugeridas para esta alta
prevaléncia foram a coabitacdo com diversas espécies durante o confinamento e a
manutencdo no mesmo recinto de psitacideos de diferentes origens (GOMES et al., 2010).

A auséncia de deteccdo de Mg e Ms em aves silvestres deste estudo, pode estar
relacionada a auséncia de eliminacdo e/ou infeccdo nas aves das granjas estudadas no
periodo de coleta. Os relatos descritos em passaros de vida livre sdo esporadicos, com a
excecao do surto de conjuntivite em passaros Carpodacus mexicanus nos EUA, nos anos 90
(LUTTRELL; FISCHER, 2007) que comprometeu grande parte da populacdo desta espécie.

A permanéncia da bactéria no ambiente pode ser resultado de aves reincidentes que
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transmitem a doenga a aves jovens que ainda ndo entraram em contato com 0 agente
(DHONDT et al., 2012).

O monitoramento de patdégenos em aves silvestres € um dos pontos fundamentais
para a prevencao e controle de doencas da producéo avicola.

Em paises como o Canada e EUA, existem equipes governamentais de vigilancia
animal que se associam a pesquisadores e observadores de aves, ampliando os estudos da
avifauna em diversos biomas e em areas de producdo avicola (STATES; HOCHACHKA,
DHONDT, 2009; BURNS et al., 2011).

Sydenstricker et al. (2005) demonstraram respostas individuais em aves da espécie
Carpodacus mexicanus apos a reinoculagdo com Mg, onde alguns péssaros apresentaram
rapida recuperacdo da doenca, enquanto outras aves desenvolveram quadros de conjuntivite
persistente por mais de 60 dias apds a reinfeccao.

Neste estudo, pode-se sugerir que as aves capturadas eram resistentes ao Mg e por
isso a auséncia de deteccdo deste patégeno.

Além disso, a diversidade de espécies, as idades das aves nos pontos coletados, a
estacdo do ano, o clima, o nimero de aves amostrado e a quantidade de material coletado
também possam ter colaborado para a auséncia de positividade (VAN DER GOOT et al.,
2007) a0 Mg e Ms, nas aves capturadas.

O VDN, Mg e o Ms ndo foram detectados nas aves de vida livre nos locais
pesquisados, 0 que sugere que ndo sdo endémicos nas populacGes de aves silvestres e,
portanto, talvez ndo tenham ainda sido disseminados dentro da vida silvestre (SOOS et al.,
2008).

Apesar dos agentes estudados ndo terem sido detectados nas aves de vida livre, é
importante ressaltar que o monitoramento de patégenos em aves silvestres é fundamental,
uma vez que para a prevencdo e o controle de doencas que podem afetar a producéo avicola.
As aves de subsisténcia GS1, GS2, GS3 e GS4, estavam localizadas em diferentes regides de
Mogi das Cruzes.

Neste estudo, as caracteristicas das criacbes mantiveram um padrdo uniforme, com
namero pequeno e diversificado de aves por propriedade (< 60). A finalidade das criagdes
era essencialmente, para o consumo de ovos e venda de aves em mercados. Nao havia
quarentena para as aves recem-adquiridas, a desinfeccdo era inadequada ou inexistente e 0s
tratamentos das aves baseavam-se em experiéncias pessoais, corroborando com os estudos

em criacBes nos paises da América do Sul como Chile, Equador, Argentina e Paraguai
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(HAMILTON-WEST et al., 2012; HERNANDEZ-DIVERS et al., 2006; HERRERO et al.,
2009; XAVIER; PASCAL; CRESPO, 2011).

Os exames sorologicos para as aves comerciais referendados pela OIE e MAPA,
como SAR, HI e ELISA, sdo testes de eleicdo para a monitoria de doencas nos plantéis
avicolas comerciais (BRASIL, 2006; XAVIER; PASCOAL; CRESPO, 2011), porém para as
aves de “fundo de quintal” ndo existem protocolos para o controle sanitério.

Neste estudo, todas as criacGes de aves de subsisténcia apresentaram titulos positivos
para VDN, Mg e Ms

No Paraguai, as evidéncias mostraram que galinhas de “fundo de quintal” estavam
expostas ao Mycoplasma gallisepticum ap6s analises pelo teste de ELISA indireto, pois
ocorreu a soroprevaléncia de 26% dentre as 1291 aves amostradas (HERRERO et al.,
2009).

Por outro lado, Xavier et al. (2011) demonstraram alta soroprevaléncia (76,2%) nesse
mesmo sistema de criacdo, pela prova de soroaglutinacdo rapida em placa para Mg e Ms.
Assim como, Buchala et al. (2006b), no Brasil, pela mesma técnica, encontrou positividade
em 123/406 (30,3%) para Mg e 165/406 (40,6%) para Ms, em galinhas de “fundo de
quintal” préximas as granjas.

Dependendo da espécie avidria envolvida ou mesmo em individuos da mesma
espécie, existe uma variedade de resposta imunoldgica frente a um mesmo patégeno. Isso foi
notado no estudo com Mycoplasma gallisepticum. As cepas de baixa viruléncia Mg K5054
similares as cepas isoladas de tentilhdes Carpodacus mexicanus com conjuntivite,
desenvolveram imunidade em perus quando inoculados experimentalmente, e
posteriormente desafiados com uma cepa virulenta R de Mg (FERGUSON; LEITING;
KLEVEN, 2003).

Sales et al. (2007), em Feira de Santana, no Estado da Bahia, compararam a técnica
de ELISA indireto para a pesquisa de anticorpos contra 0 VDN e relataram que as galinhas
de “fundo de quintal” apresentavam coeficientes de variacao (C.V.) mais altos (146,41%)
guando comparados com os pintos de um dia (97,07%) e frangos de corte em idade de abate
(99,07%). Isto indica que os altos valores de C.V. encontrados neste estudo, sdo compativeis
aos valores esperados em galinhas de fundo de quintal.

Neste estudo, ocorreu uma baixa prevaléncia de aves com titulos acima de 5.000 para
VDN, sendo 4/37 (10,81%) nas aves da criagdo GS2 e 1/11 (9,09%) nas aves de criagao
GS4, representando 5/94 (5,31%) do total de aves. Desta forma, os individuos (5/48)
amostrados em GS2 e GS4 poderiam ter recebido doses inadequadas de vacina no processo
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de vacinacdo ou poderiam ter entrado em contato com o virus da VDN de baixa
patogenicidade, uma vez que as aves ndo possuiam sintomatologia clinica (SOQS, et al.
2008; THOMAZELLI et al., 2012), mas possuiam titulos altos de 1gG para este virus.

As aves de “fundo de quintal”, pela propria caracteristica de manejo, estdo expostas a
inimeros agentes infecciosos. Dessa forma, a deteccdo de titulos positivos de anticorpos
para um agente indica que a ave entrou em contato com este agente, e que ocorreu ativagdo
da resposta imunoldgica em algum momento de sua vida e ndo necessariamente a um estado
de infeccdo ou que estivessem eliminando-os no momento da coleta (CARDOSO, 2009;
SOQOS et al., 2008). Associado a isso, a auséncia de anticorpos maternos nestas aves, podem
torna-las mais susceptiveis aos agentes infecciosos (BENCINA et al., 2005).

Neste estudo, foram observadas diferencas estatisticas em relacdo as médias de
titulos de anticorpos pesquisados para o virus da doenca de Newcastle, Mg e Ms.

A criacdo GS3 apresentou menor média de titulos de anticorpos contra VDN quando
comparada com as outras criacbes. Na avaliacdo da média de titulos de anticorpos contra
Mg, as médias das criacbes GS2 e GS3 foram significativamente menores quando
comparadas com as criacdes GS1 e GS4, e na avaliacdo da média de anticorpos contra Ms, a
criacdo GS3 apresentou a menor media e GS4 apresentou maior média estatisticamente
significativas em logaritmo natural (In).

Este resultado pode ser compativel com o manejo de criacdo GS3, pois apesar das
aves serem de fundo de quintal, os animais viviam em uma &rea gramada ampla e com
vegetacdo abundante, além de apresentarem baixa densidade de aves por m?, diminuindo a
possibilidade de contato e disseminacdo de patégenos entre 0s animais.

Luciano et al. (2011), compararam as técnicas soroldgicas SAR, HI e ELISA,
observaram que a concordancia estatistica nos resultados para Mycoplasma synoviae foi
reduzida. Recomendaram que esses métodos de diagndstico deveriam ser empregados como
uma ferramenta de triagem no monitoramento de programas de salde aviaria. Enfatizaram
que os resultados positivos deveriam ser confirmados pelo isolamento, usando métodos
microbioldgicos tradicionais ou ensaios biomoleculares.

Os resultados falso-positivos nos testes soroldgicos tornaram-se mais evidentes
quando comparados aos metodos de diagnostico pela PCR empregados na pesquisa com
Mycoplasma gallisepticum (ASGHARZADE et al., 2012).

A reacdo em cadeia pela polimerase representa uma alternativa rapida, sensivel e
especifica quando comparada aos métodos de cultura tradicionais, as quais requerem tempo

e técnicas especializadas. O desenvolvimento de métodos moleculares revelam novas
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oportunidades para os estudos epidemiolégicos e a identificacdo de reservatorios de infec¢do
(NASCIMENTO et al., 2005; ISLAM et al., 2011).

Os exames da PCR para a deteccdo das doencas de Newcastle e Influenza aviaria
apresentaram resultados negativos nas quatro criagbes (GS1, GS2, GS3 e GS4), o que era
esperado porque o Brasil, atualmente, é considerado livre de IAAP e mantém o controle
sobre a Doenga de Newcastle, pelo PNSA.

Os surtos mais recentes de VDN ocorreram em aves de “fundo de quintal” e foram
notificados no Rio de Janeiro e Goias em 2000 e 2001, respectivamente. Ocorreu também
um surto em 2006, no Rio Grande do Sul, Amazonas e Mato Grosso, porém ndo foram
considerados importantes para a OIE em relacdo ao comércio internacional de aves (SILVA
et al., 2008).

Os resultados para a deteccdo de Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae
pela técnica da PCR foram negativos para as criacdes GS3 e GS4, porém na criagdo GS1
apresentou prevaléncia de 24/37 (64,86%) para a deteccdo de Mg e 25/37 (67,56%) para a
deteccdo de Ms e nas aves da granja GS2 apresentou deteccdo em 3/35 (8,57%) para Mg e
32/35 (91,42%) para Ms.

A caracteristica da criacdo GS1 era baseada na criacdo familiar de aves de postura.
Aliada as condicGes precérias das instalacdes do galpdo, que era feito de madeira, a cama era
reutilizada e os comedouros e bebedouros eram feitos de borracha de pneu. Além dessas
condicdes improprias, ocorria a introducdo de aves domésticas sem quarentena prévia. Dessa
forma, essas condi¢des podem ter permitido que Mg e Ms fossem mantidos no ambiente e se
perpetuassem em um novo hospedeiro. A criagdo GS2 com as caracteristicas citadas acima,
podem ter introduzido e mantido Mg e Ms nas aves, através da compra e venda de animais.

Estes resultados demonstraram que a ocorréncia de Mg e Ms nas aves estudadas,
com predominio de M. synoviae, se destaca entre as criacGes de subsisténcia e concordam
como os resultados encontrados por Buim, et al. (2009) cuja ocorréncia em aves
reprodutoras, postura, corte e abate, foi de 21/1046 (2%) para Mg e 339/1046 (32,4%) para
Ms.

O sinergismo entre Ms e o virus da bronquite infecciosa, 0 VDN, Influenza A, E. coli
e Mg foram demonstrados em aves domeésticas, dificultando o tratamento e o controle das
aves acometidas (SILVA et al., 2008, ISLAM et al., 2011). Além disso, Ms pode apresentar
diferengas genotipicas pelas mutagdes esponténeas que podem acontecer quando a linhagem

de aves permanece no mesmo plantel por longos periodos (BUIM et al., 2010).
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Cepas ou variantes de patdgenos desconhecidos podem surgir com a presenca de
novos hospedeiros ou quando h& reposicdo de aves (BUIM et al., 2010). Nas criacdes de
aves de subsisténcia estudadas, principalmente na GS2, ocorria a reposicdo de aves,
possibilitando a instalacdo de patdgenos. O surgimento da cepa de Mg de origem
desconhecida em péssaros silvestres Carpodacus mexicanus com conjuntivite comprometeu
grande parte da populacdo desta espécie em vida livre (LUTTRELL; FISCHER, 2007).

Invariavelmente, os estudos apontam para as galinhas de “fundo de quintal” como
reservatorios de agentes infecciosos, sendo consideradas disseminadoras para as aves
silvestres, que por sua vez, tem livre acesso as granjas de producdo e podem transmitir 0s
agentes infecciosos das aves de subsisténcia para as aves comerciais e vice-versa (SALES et
al., 2007; BUCHALA et al., 2006a; XAVIER; PASCAL; CRESPO, 2011; HAMILTON-
WEST et al., 2012; SMITH et al., 2012).

No estudo de Soos et al. (2008), as aves de “fundo de quintal” significativamente
apresentaram sinais clinicos de doenca, estavam infestadas com ectoparasitas e eram soro
positivas para diversos patdgenos quando comparadas com as aves de producdo. Estes
resultados indicavam que as aves de subsisténcia eram uma ameaca significativa e imediata
para a introducdo de doenga para a avifauna silvestre residente.

Os resultados encontrados neste estudo com as aves de subsisténcia confirmam a
importancia da instalacdo de um programa de controle sanitario neste tipo de criacdo de
aves, pois existiram altas concentracfes de anticorpos tanto para Mg como para Ms. Assim
como, a deteccdo destes patdgenos por PCR.

Segundo Oliveira-Junior et al. (2005), a prevencédo de doencas de interesse do PNSA
em aves de “fundo de quintal” deveria ser contemplada através da vacinacdo e melhoria das
condicdes zootécnicas nessas criacbes. Em aves de producdo, o isolamento sanitario das
aves de vida livre e a vigilancia constante a patdégenos poderiam contribuir para a redu¢do do
problema.

Devido a possivel interacdo entre as aves silvestres e domésticas, foi criada a
Instrucdo normativa n°59 de 2 de dezembro de 2009 que obriga a colocagéo de telas de uma
polegada (2,54 cm) nos aviérios de criagdes comerciais de frangos de corte e galinhas de
postura com a finalidade de evitar a entrada de passaros e roedores no interior das
instalagdes avicolas. No entanto, os problemas inerentes a essa normativa incluem o custo
elevado com a compra e instalacdo das telas, a dificil manutencdo da limpeza no local, a

necessidade de quantidade maior de mé&o-de-obra para a higienizacdo do aviério, a
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degradacdo periédica do material com o uso de desinfetantes corrosivos e principalmente o
aumento da temperatura dentro dos aviarios.

As parcerias entre 0rgaos governamentais e entidades de organizacdo sem fins
lucrativos e empresas privadas, deveriam ser estabelecidos com o objetivo de identificar a
diversidade de espécies de aves que circundam as granjas, bem como monitorar nestas aves
e nas aves domeésticas de “fundo de quintal”, os principais patdgenos de interesse a salde

publica e a avicultura comercial.
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Foram identificadas 43 espécies de aves silvestres nas trés granjas e Barragem Ponte
Nova. Existe predominéncia de espécies nas areas coletadas sendo Passer domesticus mais
prevalente nas granjas e Zonotrichia capensis na Barragem Ponte Nova.

As aves de vida livre capturadas estavam clinicamente saudaveis, apresentavam
idades que variavam entre jovens e adultos e apresentaram variedade quanto a presenca de
acaros de penas e condicdo corporal.

N&o foram detectados os virus da Influenza aviaria, Paramyxovirus tipo 1 (virus da
Doenca de Newcastle) pela técnica da RT-PCR e Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma
synoviae pela técnica da PCR nas aves silvestres.

Né&o foram detectados os virus da Influenza aviaria e Paramyxovirus tipo 1 (virus da
Doenca de Newcastle) pela técnica da RT-PCR nas aves de subsisténcia.

Foram detectados Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae em aves de
subsisténcia pela técnica da PCR.

Foram detectados titulos de anticorpos positivos contra o Paramyxovirus tipo 1
(virus da Doenca de Newcastle), Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae nas

aves de subsisténcia.
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APENDICE A- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu ,concordo em participar como entrevistado no
“Questiondrio de Aves de Criagdo Doméstica” sobre as minhas aves. Esta pesquisa ¢
realizada em minha criacdo e tem por objetivo auxiliar na avaliacdo de sanidade das aves.
Autorizo a coleta de suabe cloacal, suabe de traquéia e coleta de sangue para efetuar a
pesquisa de Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, Doenca de Newcastle e
Influenza Aviéria.

Fica declarado que os dados coletados poderdo ser divulgados em publicagdes cientificas.
Sei também que ndo receberei e ndo precisarei efetuar qualquer pagamento sobre 0s exames
realizados.

Casos positivos nas coletas poderdo ser comunicados ao Escritorio de Defesa Agropecuaria
do Estado de Sao Paulo.

Em casos de duvida posso esclarecé-las com Marta Brito Guimardes, cujo endereco se
localiza no Campus Universitario, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo, So Paulo-SP, tel: 11- 30917669.

Entrevistado:

Assinatura;

Data:




APENDICE B - Ficha de campo utilizada para as aves silvestres

NUmero da ave:

FICHA DE CAMPO
CAPTURA DE AVES DE VIDA LIVRE

Data da captura: / /

Dados de campo

Tipo de granja:

Nome/Localizagéo:

1 Frangos de corte

] Galinhas poedeiras [ Matriz

GPS:

Nome comum:

Dados da ave

Nome cientifico:

71 Captura
Anilha: [ Capri

Tamanho e numeragao:

] Recaptura

[1 Cemave/lbama

[J Indeterminado

[1 Indeterminado

Comprimento asa (d):

Comprimento tarso:

Idade: [0 Jovem 1 Adulto
Sexo: 1Macho [1Fémea
Peso:

Comprimento total:
Comprimento bico:
Observacoes clinicas:
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