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RESUMO
Patdgenos associados a aves migratorias podem causar doencas em aves domésticas. As aves
de subsisténcia sao possiveis fontes de disseminacdo destes patdégenos pela auséncia de
biosseguranga na criacao e pelo contato com aves silvestres. A regido do Parque Nacional da
Lagoa do Peixe (PNLP), no Rio Grande do Sul, se caracteriza como um importante sitio de
aves migratorias. Devido a isto, ¢ possivel uma interface entre aves migratorias e aves de
subsisténcia criadas na regido. A influenza aviaria (Al) ¢ a principal doencga associada a aves
migratérias que afeta o sistema respiratdrio, sendo estas os principais disseminadores do
virus. Estudos prévios indicam que ha risco de introdu¢dao de um virus de Al de alta
patogenicidade (HPAIV) na regido. Porém, o padrdo e impacto do espalhamento deste
patogeno na regido ¢ desconhecido, visto a auséncia de relatos. Cabe ressaltar que outras
enfermidades respiratérias, como a Doenca de Newcasle (ND) e a micoplasmose por
Mycoplasma gallisepticum (MG), também sdo associadas a aves migratorias € podem causar
doencas em aves domésticas. Neste contexto, o objetivo deste trabalho ¢ realizar um inquérito
epidemioldgico de doencas respiratdrias associadas a aves migratorias em aves de
subsisténcia e propor um modelo de espalhamento de HPAIV na regido do PNLP. Com esta
finalidade, realizamos uma avaliagdo (i) da presenga de anticorpos contra Al, ND e MG nas
aves de subsisténcia por ELISA, (ii) da presenga dos agentes de Al ¢ ND por RT-PCR em
tempo real nas aves de subsisténcia, (iii) dos possiveis fatores de risco associados aos
patdgenos e (iv) das consequéncias da introdu¢do de HPAIV na regido através de um modelo
matematico de espalhamento. Nas propriedades de aves de subsisténcia amostradas da regido,
foi detectada a presenca de anticorpos contra Al, ND e MG na frequéncia de 4,2%, 87,5% e
58,3%, respectivamente. Todas as amostras foram negativas no RT-PCR em tempo real

realizado para Al e ND. A avaliacdo de fatores de risco foi possivel nas propriedades



soropositivas para ND e MG, possibilitando realizar-se a primeira analise de fatores de risco
para estes agentes em aves de subsisténcia no Brasil. Para ND, o risco foi maior nas
propriedades nas quais os criadores adotam a pratica de reposigdo propria para manter a
criacdo (PR=1,64; 95% IC: 1,11 — 2,42). Além disso, o aumento na distancia das granjas em
relacdo ao estudrio da Laguna do Peixe diminui o risco para ND (PR=0,94; 95% IC: 0,90 —
0,99). Ja para MG, foram considerados fatores de risco a pratica de confinar as aves (PR =
3,40, 95% IC: 1,93 — 5,99) e a interacdo entre a “troca de aves ou ovos com outros produtores
e vizinhos possuirem aves” (PR = 2,16, 95% IC: 1,24 — 3,76). Nas simulacdes da modelagem
matematica de espalhamento de HPAIV na regido, a maioria das propriedades se tornaria
infectada até o 30° dia de infec¢ao. Além disso, na média das simulagdes, a infecg¢do atingiria
em torno de 80 a 90% das propriedades, alcancando até 30 km de distancia do caso indice. Os
resultados indicam a circulacdo de patdogenos associados a aves migratorias na regido do
PNLP. Devido a deteccdo destes nas aves de subsisténcia, estas podem ser consideradas
sentinelas destes agentes na regido. Além disso, os dados obtidos incrementam o
conhecimento sobre o espalhamento e a dindmica dessas doencas em propriedades com aves
de subsisténcia, bem como sobre os indicadores de risco para ocorréncia. Estes dados podem
ser utilizados para o estabelecimento de medidas de biosseguranca e de manejo adequados
para este tipo de criacdo e de programas de monitoria visando a contencao da disseminagdo de

patogenos.



ABSTRACT
Pathogens associated with migratory birds can cause disease in domestic birds. Backyard
poultry are possible source of pathogens dissemination due to the lack of biosecurity
measures and the contact with wild birds. The region of Lagoa do Peixe National Park
(PNLP), in Rio Grande do Sul state, Brazil, is characterized as an important site for migratory
birds. Thus, it is a possible interface place for migratory and backyard birds. Avian influenza
(AI) is the most important respiratory disease associated with migratory birds, the main virus
disseminating agents. Previous studies have indicated a risk for introduction of higly
pathogenic avian influenza virus (HPAIV) in PNLP region. However, the impact and
spreading pattern of Al virus in this region is unknown due to the lack of disease reports. It is
noteworthy that other respiratory diseases, such Newcastle Disease (ND) and micoplasmosis
due to Mycoplasma gallisepticum (MQG), are also associated with migratory birds and can
cause disturbances in domestic poultry. In this context, the aims of this work are to perform
an epidemiological survey of respiratory diseases associated with migratory birds in backyard
poultry and to propose a model of HPAIV spreading in PNLP region. For this, it was
evaluated (i) the presence of antibodies against A, ND and MG in backyard poultry by
ELISA, (ii) the presence of Al and ND virus in backyard poultry by real time RT-PCR, (iii)
the potential risk factors associated with these pathogens, and (iv) the consequences of
HPAIV introduction in PNLP region using a mathematical model of virus spreading. In the
sampled properties, frequency of antibodies against Al, ND and MG were 4.2%, 87.5% and
58.3%, respectively. All samples were negative for Al and ND in real time RT-PCR analysis.
The first evaluation of risk factors associated to ND or MG in backyard poultry from Brazil
was performed in this work. For ND, the risk was increased in the properties in which farmers

used their own replacement poultry to restock their flock (PR=1.64; 95% CI: 1.11-2.42).



Furthermore, the increasing distance of the household flock to the “Laguna do Peixe” estuary
is associated with decreasing NDV seropositivity (PR=0.94; 95% CI: 0.90 — 0.99). For MG,
seropositivity was significantly associated with bird confinement (PR = 3.40, 95% CI: 1.93 —
5.99) and with interaction between “poultry/egg exchange and neighbors have poultry” (PR =
2.16, 95% CI: 1.24 — 3.76). In the simulations from the mathematical model of HPAIV
spreading in PNLP region, most of the properties of this region would become infected up to
30 days outbreak beginning. Moreover, the infection would affect about 80 to 90% of the
properties from the region, reaching up to 30 km distance from the index case. The results
showed the circulation of pathogens associated with migratory birds in PNLP region. Since
these pathogens were detected in backyard poultry, these birds can be considered sentinels for
these agents in this region. Additionally, the data obtained improve the knowledge on
spreading and dynamics of these diseases in properties with backyard poultry, as well as on
potential risk factors. The set of these results can be useful to development of adequate
biosecurity procedures for backyard flocks and surveillance programs to avoid pathogen

dissemination.
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1. INTRODUCAO

O litoral do Rio Grande do Sul (RS) exerce um papel importante como um local de
pouso e alimentacdo para aves migratorias. A regiao do Parque Nacional da Lagoa do Peixe
(PNLP) ¢ considerada uma das mais importantes na América do Sul para as espécies nearticas
que a utilizam como area de invernada, onde realizam muda de plumagem e acumulam
gordura para a migracao de volta aos locais de reproducao (Nascimento, 2011). Estas espécies
geralmente chegam ao norte do pais no final de setembro e a costa do RS em novembro,
sendo que a volta para o hemisfério norte se inicia em abril (Sick, 1983; Nascimento &
Santos, 2010).

Muitas das espécies de aves silvestres que ocorrem no Brasil sao compartilhadas com
outros paises, e somente 10% a 15% delas sdo endémicas ao pais, ndo sendo encontradas em
nenhum outro lugar do mundo (Valente et al., 2011). De um total de 1.677 espécies de aves
do Brasil, 152 espécies sdo visitantes (sem reprodu¢do no pais), sendo que 91 espécies vém
do norte e 61 sdo visitantes do sul, das quais 60% e 74% sao aquaticas, respectivamente (Sick,
1997; Alves, 2007). De acordo com as defini¢cdes de Sick (1983) e Hayes (1995), migrante
neotropical/austral ¢ aquele que se reproduz no extremo sul da América do Sul e regularmente
migra para o norte durante a estacdo ndo reprodutiva (inverno austral). Enquanto que as
migrantes nedrticas se reproduzem na América do Norte e regularmente migram longas
distancias em direcdo ao hemisfério sul durante a estacdo ndo reprodutiva (inverno boreal).
Entre estas espécies nearticas estdo os falcdes-peregrinos (Falco peregrinus), que passam por
algumas das grandes cidades brasileiras; os magaricos e batuiras (Ordem Charadriiformes),
que sdo comuns nas praias do pais; e alguns pequenos sabids (Familia Turdidae), que utilizam

o interior das florestas (Valente et al., 2011).
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As aves migratorias podem estar envolvidas na dispersao geografica de
microorganismos como seus portadores bioldgicos ou como transportadores mecanicos.
Muitas espécies de patogenos que infectam vertebrados, incluindo seres humanos, tém sido
associadas com a migragdo de aves de vida livre (Hubalek, 2004). Dentre esses patdgenos,
destacam-se trés que causam doencas respiratorias em aves (influenza aviaria, Doenca de
Newecastle e micoplasmose) e que as aves migratérias sao seus hospedeiros naturais ou
ocasionais, sendo capazes de infectar aves domésticas pelo contato direto ou indireto
(Alexander, 2000; Lierz et al., 2008; Feare, 2010; Henning et al., 2011; Shim et al., 2011,
Hoque et al., 2012). Além disso, estas doengas se destacam por fazerem parte do Programa
Nacional de Sanidade Avicola (PNSA).

Atualmente, aves domésticas criadas em granjas comerciais no Brasil sdo mantidas
com um bom nivel de biosseguridade, principalmente as destinadas a exportagdo. Porém, ndo
ha muitas informagdes sobre a circulacdo de patogenos aviarios em aves domésticas de
subsisténcia. Essas aves podem servir de sentinela de infec¢des para aves comerciais, pois
geralmente sdo criadas na auséncia de biosseguridade e de gestdo de saude animal, podendo
ter contato com patogenos carreados pelas aves silvestres e migratorias (Clark & Hall, 2006;
Scherer et al., 2011). Por esse contato, as aves de subsisténcia contaminadas ainda poderiam
servir de potenciais reservatdrios e disseminar as infec¢des para outras aves migrantes
(Hernandez-Divers et al., 2008).

Para a infeccdo de influenza aviaria, aves domésticas de subsisténcia sdo consideradas
como uma via importante para a disseminacdo e manutencao do virus (Tiensin et al., 2005;
Fielding et al., 2007; Hamilton-West et al., 2011), e muitos surtos ndo teriam acontecido se
ndo fosse o envolvimento dessas aves (Walker et al., 2012). Isso acontece por varios fatores

ambientais e de manejo dessa populacdo, mas os principais fatores de risco relacionados
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parecem ser a comercializagao/troca de aves vivas entre os criadores, e a presenga de lagoas
ou fonte de 4gua em comum ao redor dos domicilios (Paul et al., 2011). A contribui¢ao das
aves de subsisténcia na transmissao de influenza aviaria pode ser suficiente para comprometer
os esforcos investidos no controle de infec¢des; e estratégias que nao levam em conta a
existéncia e a participagdo de aves de fundo de quintal sdo, provavelmente, superestimadas
(Smith & Dunipace, 2011). Assim, inquéritos de enfermidades em aves de subsisténcia pode
ser uma ferramenta importante em programas de monitoria e vigilancia para verificar a

circulacao de patdgenos associados a aves migratorias.
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2. REVISAO DA LITARATURA

2.1. Panorama da avicultura no RS
(Informagoes extraidas de Marks et al., Hora Veterinaria, 198, 2014)

A avicultura brasileira tem apresentado altos indices de crescimento. O Pais ¢ o terceiro
maior produtor mundial de carne de frango e o lider em exportagdo, apesar de 69% da
producao ser destinada ao mercado interno (UBABEF, 2013). Atualmente, a carne de frango
nacional chega a 161 paises. A produgdo e a exportacdo de outras aves, como peru e avestruz,
também tem aumentado no Brasil e contribuido para diversificar a pauta de exportacdo do
agronegocio brasileiro (MAPA, 2013). O crescimento quantitativo da cadeia produtiva reflete
um crescimento no consumo de carne de frango, que passou dos 29,9 kg de consumo per
capita em 2000 para 45 kg em 2012, representando um aumento de 50% nos tltimos 12 anos
(UBABEF, 2013). No ano de 2013, a receita efetiva da exportacdo de carne de frango e peru
ficou proxima dos US$ 8 bilhdes, correspondendo praticamente a metade da receita cambial
global proporcionada pelas carnes (ASGAV, 2014). Em relagdo a producdo de ovos, o pais
ocupa o sétimo lugar no ranking mundial, o que representam 3,34% da producdo total do
mundo.

Dentre os estados brasileiros, o RS tem grande importancia na produgdo e exportacao
avicola. Em 2012 foi responsavel por 14,2% do abate de frango no Brasil e 18,5% das
exportagdes (UBABEF, 2013). Além disso, ¢ o quarto maior estado produtor e segundo
exportador de ovos no Pais (IBGE, 2013).

Em 486 (97,78% do total) municipios no estado houve produtores que declararam

possuir aves em 2013. Das espécies declaradas, a galinha doméstica concentra a maior
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proporcao (88%) das declaragcdes dos produtores (Tabela 1), sendo sua cadeia de producao

dividida em corte, postura e subsisténcia (aves para o consumo proprio).

Tabela 1- Espécies de aves declaradas pelos produtores gatichos na declaragdao anual de

rebanho de 2013.

Espécies declaradas N° de produtores % de produtores
Galinha doméstica 164.810 88,0

Peru 3.095 1,7
Codorna 1.268 0,7
Galinha d'Angola 4.116 2,2
Ratitas 102 0,1
Palmipedes 12.318 6,6
Outras aves 1.559 0,8

Total 187.268 100

Na finalidade corte, 94,9% (7.830) das propriedades existentes sdo criagdes de frango
de corte para abate (comercial) e somente 5,1% (417) sdo granjas registradas destinadas a
reproducgado de aves de corte. Granjas para reprodugdo de corte incluem avozeiros, matrizeiros,
incubatorios e para recria de matrizes. No RS hé oito avozeiros, sendo cinco granjas de
producao e trés incubatorios (produtor de aves de um dia para produgdo de matrizes). Quanto
as matrizes, sao 409 granjas que incluem 317 para produgdo, 58 para recria das matrizes (de
um dia até a idade de producao) e 34 incubatérios (produtor de aves de um dia de frango de

corte) (Tabela 2).

Tabela 2- Descricao do tipo de exploracao das granjas de corte para reproducdo registradas.

Tipo de exploracio N° de produtores % de produtores
Avozeiros 8 1,9
Produgao 5 1,2
Incubatoério 3 0,7
Matrizeiros 409 98,1
Produgao 317 76,0
Incubatério 34 8,2
Recria 58 13,9

Total Geral 417 100




16

Para postura, 93,4% (2.050) dos produtores declararam em 2013 que criam poedeiras
na fase de recria (de um dia até em torno de 22 semanas de vida) ou de producao (fase de
producdo de ovos para consumo). Ja para o tipo de exploracao reproducao (matrizeiro ou
incubatodrio) na finalidade postura, foram computadas 144 (6,6%) declaracdes.

O numero de galinhas domésticas declaradas no ano de 2013 foi de 335.866.944
distribuidas em 164.810 propriedades. Nestas declaragdes, 87,8% (144.751 propriedades), sdo
granjas com criagdo de aves de subsisténcia (Tabela 3). Levando em consideracdo a
quantidade de aves declaradas pelo produtor pode-se notar que no RS as granjas de
subsisténcia, que representam 87,8% do total, contém somente 29% do total de animais
declarados. Isto parece confirmar que as granjas de subsisténcia no estado sdo geralmente
pequenas criagdes de aves com o objetivo de uso destes animais apenas para consumo
proprio. Sabe-se que essas granjas de subsisténcia possuem pouca ou nenhuma medida de
biosseguranga, portanto se faz necessario que as granjas comerciais adotem medidas que

visem evitar seu contato com essas aves de subsisténcia, possiveis veiculadoras de patdogenos.

Tabela 3- Criagdes com aves de subsisténcia declaradas na declaragdo anual de 2013.

Finalidade N°de animais % de animais  N° de produtores % de produtores
Subsisténcia 97.366.324 29,0 144.751 87,8
Total declarado 335.866.944 100 164.810 100

Além das galinhas, o RS se destaca pela producao de outras espécies de aves. Dentre
estas outras espécies (ndo contabilizando galinha doméstica), a maior producdo ¢ de
palmipedes - como pato, marreco e ganso (54,8% das propriedades). Porém, também ha uma
quantidade consideravel de produtores que declararam em 2013 possuir galinha d’Angola

(18%) e peru (13,8%). Além disso, héa estabelecimentos com codornas (5,6%) e com ratitas
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(avestruz e ema) (0,5%) no RS. Na categoria “outras aves” foram agrupadas aves como
pombo, pavao, faisdo, aves ornamentais ou silvestres (passaros, papagaio, caturrita, etc).
Quando se analisa a localizagdao da producdo de galinhas no estado, nota-se que a
regido Noroeste Rio-Grandense concentra 48,3% do total de produtores. Na regido Centro
Oriental Rio-Grandense estdo 16% dos produtores que possuem galinha doméstica, seguido
da regido Nordeste Rio-Grandense (10%), regido Metropolitana de Porto Alegre (9%),
Sudeste Rio-Grandense (8,2%) e regido Centro Ocidental Rio-Grandense (6,6%). A regido
Sudoeste Rio-Grandense foi a menos representativa na criagdo de galinhas com 1,8% dos

produtores (Tabela 4).

Tabela 4- Distribuicao das propriedades com galinha doméstica por mesorregido do RS.

% de produtores

ID Mesorregiao Corte Corte Postura  Postura oA
comercial reproduc¢io comercial reproducio Subsisténcia Total
1  Noroeste Rio-Grandense 32,0 27,6 6,9 20,8 49,8 48,3
2 Nordeste Rio-Grandense 30,3 29,5 2,8 43,1 8,9 10,0
3 Centro Oriental Rio-Grandense 22,6 24,0 18,9 13,9 15,6 16,0
4 Metropolitana de Porto Alegre 13,1 17,5 23,7 12,5 8,6 9,0
5 Sudeste Rio-Grandense L5 1,4 34,8 2,8 8,2 8,2
6 Centro Ocidental Rio-Grandense 0,3 0,0 3,7 2,8 7,0 6,6
7  Sudoeste Rio-Grandense 0,2 0,0 9,2 4,2 1,8 1,8

As frequéncias de observacdes de finalidade/exploracdo quando analisadas
separadamente em cada mesorregido mostram diferencas na concentracdo de propriedades,
como demonstrado na Tabela 4 ¢ Figura 1 (quadros A ao E). Na regido Noroeste houve a
maior frequéncia de propriedades de corte comercial (32%) e de aves para subsisténcia
(49,8%). A criagdo de galinhas para subsisténcia também esta localizada nas regides Centro-

Oriental (15,6%) e Metropolitana (8,6%). A regido Nordeste se destaca pela producdo de aves
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para reprodu¢do na finalidade corte (29,5%) e na finalidade postura (43,1%). O Sudeste
concentrou a maior parte dos produtores de postura comercial (34,8%).

Em relacdo a localizagdo das criagdes de outras espécies declaradas, quase metade
(48,5%) se concentra na regido Noroeste (Figura 1F). Esta regido se destaca pela maior
propor¢ao de todas as espécies declaradas (peru, codorna, galinha d’Angola, palmipedes,

ratitas e outras aves).
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Figura 1- Mapas com as frequéncias de propriedades por tipo de
finalidade e exploragdo em cada mesorregido do RS. Identificagdo das
mesorregides conforme numeracao da Tabela 4.
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A produgdo de frango de corte (comercial) esta localizada principalmente nas regides
Noroeste (32% das propriedades), Nordeste (30,3%) e Centro Oriental (22,6%). Na Figura 2
pode-se visualizar a distribui¢do dos produtores de corte comercial e a localizagao dos
frigorificos de frango de corte no estado. No total sdo 63 frigorificos registrados no RS com
inspecao federal, estadual ou municipal. Destes, 57 sdo abatedouros de galinhas. Estes
frigorificos estdo distribuidos em 43 municipios do estado, sendo a maior quantidade (18)

encontrada na regido Noroeste.

Frigorificos de corte comercial
Nivel de inspegdo

e SIF Frr1rrr]

0 50 100 Km
@ CISPOA
@ SIM [EPILAB - FAVET/UFRGS]

Figura 2- Distribuicdo geografica dos frigorificos de frangos de corte
registrados. A escala em cinza demonstra o efetivo de propriedades de
aves de corte comerciais no RS, na qual as areas mais escuras
apresentam maior concentra¢do de propriedades, enquanto as areas mais
claras tém menor concentracdo. Identificagdo das mesorregides conforme
numeragdo da Tabela 4. SIF: Servico de inspe¢do federal, CISPOA:
Coordenadoria de Inspecao de Produtos de Origem Animal do RS, SIM:
Servico de inspe¢ao municipal
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A avicultura no RS se caracteriza por ser diversificada, tendo a maioria das
propriedades voltada para a criacdo de aves de subsisténcia. Na parte comercial, percebe-se
uma maior quantidade de estabelecimentos de producdo de frango para abate ou de ovos
comparado com os estabelecimentos de reproducdo. Apesar disso, o RS concentra uma
quantidade consideravel de avozeiros e matrizeiros registrados, destacando o estado na
producao de ovos férteis no Brasil. Além da tradicional importancia da avicultura na producao
animal gatcha, ha uma grande diversidade de criacdes e variabilidade nas mesorregioes do

RS.

2.2. Parque Nacional da Lagoa do Peixe: interface entre aves migratorias e de
subsisténcia

O Parque Nacional da Lagoa do Peixe (PNLP) esta localizado no litoral sul do RS
entre a Laguna dos Patos e o Oceano Atlantico, abrangendo os municipios de Tavares e
Mostardas (Figura 3). O parque foi criado em 1986 com a finalidade de proteger um dos
sitios mais importantes da América do Sul para aves migratorias (Knak, 1999). Trata-se de
uma area de 34.400 ha composta de ambientes lagunares, matas, banhados, marismas, campos
umidos, praias e a Laguna do Peixe (LP). As caracteristicas naturais peculiares e a
disponibilidade de alimentos fazem da LP um importante sitio de invernada para aves
migratdrias vindas, principalmente, do hemisfério norte, que utilizam o local para pouso e
alimentacdo ap6s o periodo de reprodugdo no verdo boreal (Resende e Leeuwenberg, 1987;

Nascimento, 1995; Nascimento, 2011).
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Figura 3- Localizacio do PNLP. Painel A: localizacio do RS (em verde). Painel B:
localizagdo da regido do PNLP no RS (quadrado vermelho). Painel C: limites do PNLP
(regido em verde escuro).

Em 1990, o PNLP foi nomeado pela Rede Hemisférica de Reservas para Aves
Limicolas (RHRAP) como sitio de importancia internacional (WHSRN, 2014). Em 1992 foi
reconhecido como zona nucleo da reserva da biosfera em conjunto com o projeto mata
atlantica (RBMA, 2014). A é&rea também estd presente na Lista de Zonas Umidas de
Importancia Internacional da conven¢do Ramsar desde 1993 (Ramsar, 2014). Além disso, se
caracteriza como sendo uma Area Importante para a Conservagdo das Aves (Important Bird
Area — IBA) (Save, 2014).

A situacdo fundidria do parque ndo estd nem em parte regularizada, por isso algumas
ameagas estdo presentes, como transito de veiculos na praia e através da LP, a pesca

predatéria na faixa de oceano abrangida pelo parque, a caca clandestina, a drenagem de areas
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umidas para o cultivo de arroz, e a presenca de areas florestadas por pinus (espécie exotica)
em grande parte da extensao do parque (Knak, 1999; Bencke et al., 2006). O gado também
esta presente em muitos setores, € poucas sao as dareas que possuem o0s seus limites
delimitados por cercas que possam impedir o acesso livre de bovinos. Em varios pontos da LP
a cobertura vegetal ja foi seriamente comprometida pela constante remoc¢ao de biomassa e
pisoteio animal. Porém, apesar disso, ainda nao se sabe até que ponto a presenca do gado nao
poderia aumentar as areas de habitat favoravel a Tryngites subruficollis (magarico-acanelado,
espécie altamente ameacada a extingdo) (Bencke et al., 2006).

A ligacdo da LP com o mar ¢ intermitente e se da pela abertura da barra, que
antigamente ocorria somente de forma natural, mas hoje ¢ feita artificialmente, durante o
inverno, para garantir a alta produtividade das aguas para os pescadores e uma maior area
para pastagem dos bovinos. Esta comunicagao (estudrio) se mantém normalmente até o verao
(inicio de janeiro). Observagdes indicam que apds a abertura deste estuario ha uma
substitui¢do imediata de areas inundadas por areas com agua rasa ou lodacais, favorecendo a
formacao de areas para o forrageio de aves limicolas. Este fato torna a regido do estudrio um
ambiente propicio para pouso e alimentagdo de aves na rota de migracdo e para outras aves
residentes, sendo o local com maior concentracdo e riqueza de espécies da regido (Resende e
Leeuwenberg, 1987; Knak, 1999; Gongalves, 2009).

Cerca de 270 espécies ja foram catalogadas no PNLP (Tabela 5), incluindo 12 em
algum grau de ameaca (Tabela 6). Os principais migrantes sdo as aves da ordem
Charadriiformes pertencentes as familias Scolopacidae e Charadriidae, conhecidos como
magcaricos € batuiras. Também héa, em menor niimero de espécies, migrantes regulares do
hemisfério sul que entre maio a agosto (outono/inverno austral) deslocam-se para latitudes

temperadas em busca de condi¢gdes menos severas.
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Ocorréncia

N° de espécies  Espécies que nidificam

Residente anual

176

Migratéria do sul do Hemisfério Sul

Migratéria do Hemisfério Norte

Visitantes pelagicos do Hemisfério Norte

Visitantes pelagicos do Hemisfério Sul

Vagante

Migrante, visitante de verao

Residente de primavera/verao

Desconhecido

18
28
03
19
08
15
02
05

55
02

01

Fonte: ICMBio — Dados apresentados no 10° Festival Brasileiro das Aves Migratorias, 2013.

Tabela 6- Espécies de aves ameacgadas catalogadas no PNLP.

Espécie

Nome popular

Ameaca

Calidris canutus rufa
Tryngites subruficollis
Calidris alba

Limosa haemastica
Numenius phaeopus
Tringa solitaria
Limnodromus griseus
Phalaropus tricolor
Porzana spiloptera
Circus cinereus
Larus atlanticus

Sporophila collaris

Magarico-de-papo-vermelho

Magarico-acanelado
Magarico-branco
Magarico-de-bico-virado
Magarico-galego
Magarico-solitario
Narceja-de-costas-brancas
Pisa-n’agua

Sana-cinza

Gavido-cinza
Gaivota-de-rabo-preto

Coleiro-do-brejo

Altamente ameagada
Altamente ameacada
Preocupante
Preocupante
Preocupante
Preocupante
Preocupante
Preocupante

Em perigo (RS)
Vulneravel (RS)
Vulneravel (RS)
Vulneravel (RS)

Fonte: ICMBio — Dados apresentados no 10° Festival Brasileiro das Aves Migratorias,

2013.
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Como exemplos das espécies migratorias do Hemisfério Norte, tem-se os magaricos
Calidris canutus, Calidris fuscicollis, Calidris alba e Limosa haemastica. Na LP, estas
espécies realizam muda de plumagem e acumulam gordura para a migracao de volta aos
locais de reproducdo (Nascimento, 1995). A espécie Calidris canutus (magarico-de-papo-
vermelho) tem a LP o seu principal ponto de parada no Brasil para alimentacdo e repouso na
migra¢do de retorno ao Artico, vindo da Argentina. A Calidris alba (magarico-branco) é uma
das espécies que primeiro chegam a costa gaticha e uma das ltimas a retornar ao Hemisfério
Norte. A Limosa haemastica (magarico-de-bico-virado), espécie altamente vuneravel,
encontra-se na LP em um longo periodo (primavera e verdao) em altas concentragdes (30% da
populagdo mundial desta espécie). Outras espécies como Sterna hirundo (trintaréis-boreal)
tem na LP a maior concentracdo da costa gaucha, e o Tryngites subruficollis (magarico-
acanelado) tem nos campos umidos em volta da LP um de seus principais sitios de
invernagem em escala mundial (Knak, 1999).

De acordo com Bencke e colaboradores (2007), a migracdo para o RS ocorre
basicamente em cinco grandes sistemas migratorios, utilizando cerca de oito rotas principais,
como representado na Figura 4. Como ja mencionado o principal sistema ¢ das aves vindas
do Hemisfério Norte, ou sistema “Nedrtico-Neotropical”, onde as aves reproduzem-se no
norte e deslocam-se para a América do Sul durante o inverno boreal. As espécies podem vir
da regido artica (norte do Canada e Alasca) ou da porcao continental dos Estados Unidos da

América (EUA) e sul do Canadé e podem utilizar até trés diferentes rotas migratorias.
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. Nedirtioo—Neotr opical

Neutrapical

. Bsivo rio Parand—Regifio Costeira do RS & Urogoai

Pantanal-Rio ParandRegifio Costeira do RS ¢ Uroguai

Noroeste da Argentina—Espinithar ¢ Pampes

Figura 4- Principais sistemas e rotas migratorias
de aves até o RS. Fonte: Bencke et al., 2007.

No sistema “Neotropical” as espécies migram da América do Sul e Central e se
movem para o norte durante o inverno austral. Além disso, neste sistema, migrantes podem
vir de locais mais meridionais do continente (Patagonia, sul do Chile e Terra do Fogo) e o RS
servir como area de reproducdo para aves que se deslocam para o norte no inverno. Estas aves
que migram do Hemisfério sul para o norte sdo conhecidas de migrantes austrais (Sick, 1983;
Hayes, 1995).

No sistema “baixo rio Parana-regido costeira do RS e Uruguai” (leste-oeste) a

migracdo ¢ sazonal e irregular e depende das condigdes hidricas de cada uma das regides.
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Utilizam esta rota principalmente aves aquaticas, como marrecdo (Netta peposaca) € marreca-
caneleira (Dendrocygna bicolor).

O sistema “Pantanal-rio Parana-regido costeira do RS e Uruguai” ¢ representado por
aves aquaticas que se reproduzem no Pantanal e se deslocam no sentido sul-sudeste durante o
periodo de cheia (primavera/verao). O ultimo sistema (Noroeste da Argentina-Pampa) inclui a
migracao de espécieas aquaticas e passariformes entre a Argentina e o RS.

Além das espécies que chegam a LP de varios locais do continente americano,
deslocamentos esporadicos e ndo sazonais de aves originarias da Africa, Espanha Meridional
e Europa sdo observadas na costa. Estes deslocamentos sdo caracteristicos de individuos
jovens em processo de aprendizagem, espécies marinhas e costeiras e espécies colonizadoras
(Azevedo Jr, 2007).

A regido no entorno do PNLP, além da presenga das varias espécies de aves silvestres
migratérias e residentes ja& mencionadas, € caracterizada pela presenca de uma tradicional
criagdo de aves de subsisténcia, tornando a regido um potencial local de risco para a
introducdo e espalhamento de doengas infecciosas associadas a aves migratorias. Devido a
isto, por se caracterizar como uma area onde ha uma grande concentracdo de aves migratorias,
principalmente Anseriformes e Charadriiformes, nas proximidades de &reas umidas,
juntamente com uma concentracdo de populacdo humana e criacdo de aves de subsisténcia, a
regido do PNLP se tornou um dos sitios para monitoramento permanente de influenza aviaria
e Doenga de Newecastle no Brasil desde a implementacao do Plano de Prevencdo a Influenza
Aviaria e de controle e prevencdo da Doenga de Newcastle em 2006. Atualmente, existem
447 propriedades que criam aves de subsisténcia, incluindo anatideos, cadastradas nos 10 km

do entorno da LP.
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2.3. Doencas associadas a aves migratorias

Aves migratérias podem ser responsaveis por carrear diversos microorganismos
capazes de infectar outras aves (domésticas ou silvestres) e mamiferos, inclusive o ser
humano, distribuindo os patégenos ao redor do mundo (Hubalek, 2004). O estresse associado
com o processo de migragdo pode aumentar a suscetibilidade destas aves aos
microorganismos, facilitando a infeccao e o posterior espalhamento do patdogeno (Dhama et
al., 2008).

As aves migratdorias podem estar envolvidas na dispersdo de microorganismos como
seus portadores biologicos, transportadores mecanicos, ou como portadores de ectoparasitas
hematofagos infectados (Hubalek, 2004). Muitas espécies de microrganismos patogénicos tém
sido associadas com aves migratorias de vida livre (Hubalek, 2004; Dhama et al., 2008). Na
Tabela 7 estdo listados os principais patogenos que podem ser encontrados infectando aves
nas Américas e no mundo.

Neste trabalho, trés patdgenos associados a aves migratorias e que causam doenca
respiratéria em aves domésticas serdo abordados por sua importidncia nos programas de
vigilancia no pais. Estas doengas sdo a influenza avidria, a doenca de Newcastle e a

micoplasmose causada por Mycoplasma gallisepticum.
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Agente Sistema afetado  Associacio com aves migratérias  Distribuicdo
Virus da influenza aviaria Respiratorio Principal hospedeiro Mundial
Virus da Doenga de Newcastle Respiratorio Principal hospedeiro Mundial
Mycoplasma gallisepticum Respiratorio Hospedeiro ocasional Américas
Virus da encefalomielite equina Neurologico Principal hospedeiro Américas
Virus da encefalite de Saint Louis Neurologico Principal hospedeiro Américas
Virus do Oeste do Nilo Neurologico Principal hospedeiro Mundial
Campylobacter jejuni Digestivo Principal hospedeiro Mundial
Salmonella entérica Digestivo Hospedeiro ocasional Mundial
Poxvirus aviario Cutaneo Principal hospedeiro Mundial
Adenovirus aviario Reprodutivo Principal hospedeiro Mundial
Chlamydophila psittaci Sistémico Principal hospedeiro Mundial
Escherichia coli Sistémico Hospedeiro ocasional Mundial
Pasteurella multocida Sistémico Principal hospedeiro Mundial

Fonte: Hubalek, 2004.

2.3.1. Influenza avidria

A influenza aviaria,

ou, como denominada originalmente, "peste avidria", foi

inicialmente reconhecida como uma doenca infecciosa de aves em 1878. Apesar de em 1901

pesquisadores terem classificado o responsavel por causar a doenga como sendo um agente

filtravel (possivelmente um virus), foi s6 em 1955 que o pesquisador Werner Schifer

caracterizou este agente como um virus influenza A (Alexander, 2000).

Até 1958 uma série de epizootias do virus da influenza aviaria (AIV) ocorreu em

varias partes do mundo. A partir de 1959, o surgimento de um AIV de alta patogenicidade

(HPAIV) originou diversos outros surtos no mundo envolvendo um grande ntimero de

espécies de aves (Alexander & Brown, 2009), demonstrando a alta infecciosidade e

disseminag¢do do virus.
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A influenza avidria ¢ causada pelo Influenzavirus A pertencente da familia

Orthomyxoviridae. Esta familia ¢ composta por virus envelopados, com genoma segmentado

de RNA de fita simples, e esta dividida em mais cinco géneros, além do Influenza A, que sdo

Influenzavirus B, Influenzavirus C, Thogotovirus, Isavirus e Quaranjavirus (ICTV Master

Species List, 2012).

Os virus influenza A sdo os que infectam a maior variedade de hospedeiros, incluindo

aves, mamiferos e seres humanos. O genoma deste género € composto por oito segmentos de

RNA que codificam dez proteinas virais (Webster et al., 1992; Swayne & Halvorson, 2003; de

Jong & Hien, 2006; Palese & Shaw, 2007), como demonstrado na Tabela 8.

Tabela 8- Proteinas virais codificadas pelo genoma do virus influenza A.

Segmento Gene

Proteina

Funcio

1 PB2
2 PBI
3 PA
4 HA
5 NP
6 NA
7 M

8 NS

Polimerase basica 2

Polimerase basica 1

Polimerase acida

Hemaglutinina

Nucleoproteina

Neuraminidase

Proteina da matriz (M1)

Proteina integral do envelope (M2)
Proteina ndo estrutural NS1

Proteina ndo estrutural NS2

Replicagdo— polimerase

Transcrigdo — endonuclease

Transcrigdo e replicagdo - protease
Ligac@o aos receptores ¢ atividade de fusdo
Sintese e encapsidagdo do RNA viral
Liberagdo dos novos virus

Protegdo e exportagdo do nucleocapsideo
Canal de protons

Replicagdo - interfere no mRNAcelular

Exportagdo nuclear dos RNPs virais

A diferenciacdo entre os géneros ¢ devida as diferengas antigénicas da nucleoproteina

(NP) e da proteina da matriz (M1) (Webster et al., 1992), mas sua classificacdo em subtipos ¢

baseada nas caracteristicas estruturais e reatividade sorologica das moléculas de

hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA). Até recentemente, eram conhecidos 16 subtipos
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de HA (H1 — H16) e nove de NA (N1 — N9) do virus da influenza A, porém recentemente
duas novas linhagens distintas de influenza A em morcegos foram caracterizadas (H17N10 e
H18N11) (Tong et al., 2012; Tong et al., 2013).

O grau de patogenicidade do virus pode variar dependendo das caracteristicas
estruturais da HA (na regido de clivagem pelas células do hospedeiro) em alta e baixa
patogenicidade. O H5 e o H7 estdo geralmente relacionados com influenza avidria de alta
patogenicidade (HPAI) (Alexander, 2007), mas ha evidéncias de que estes subtipos tenham
emergido de progenitores de AIV de baixa patogenicidade (LPAIV) de aves domésticas
(Capua & Marangon, 2000).

A HA media a adsor¢do viral via interacdo com o dacido sidlico (SA), que sdo
moléculas encontrados na extremidade de cadeias polissacaridicas na superficie da célula do
hospedeiro (Palese & Shaw, 2007; Matrosovich et al.; 2009). Enquanto alguns tipos de virus
da influenza apresentam especificidade por SA ligados a galactose via ligagdes do tipo 02,3,
outros apresentam especificidade por SA 02,6 (Ito et al., 1997; Meng et al., 2010). Os tratos
digestivo e respiratdrio das aves apresentam principalmente SA 02,3 (Wright et al., 2007). J&
os suinos apresentam uma distribuicao relativamente uniforme de SA 02,3 e de SA 02,6 (Ha
et al., 2002). Classicamente, considera-se que os tecidos respiratorios dos humanos possuem
apenas SA 02,6. Contudo, foi demonstrado que também existem residuos de SA 02,3 no
sistema respiratério humano (Shinya et al., 2006). Sugere-se que, como o SA 02,3 ¢
encontrado apenas em pequenas quantidades e somente no trato respiratorio inferior dos
humanos, isto restringiria as infec¢cdes de pessoas por virus de origem avidria a situagdes de
contato frequente e intenso com as aves (Shinya et al., 2006; Matrosovich et al.; 2001).
Porém, isso ndo torna a infec¢do direta ave-homem impossivel. Em Bangladesh, uma pesquisa

realizada em domicilios que criam aves de subsisténcia mostrou que os criadores ndo fazem
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distingdo entre as doencgas; percebem a transmissao de doengas de ave para ave, mas nao de
aves para humanos; geralmente mantem as aves doentes debaixo da cama; e se a ave ndo se
recupera ¢ abatida para consumo ou venda (Sultana et al., 2012). Ou seja, os criadores de aves
de subsisténcia acabam tendo um contato proximo com aves doentes durante o manejo €
abate.

Além dos diferentes tipos e subtipos de influenza, uma determinada amostra de virus
pode sofrer diversas mudancas ao longo da evolu¢do. Nos virus influenza A, as mudancas
mais importantes ocorrem nas proteinas HA e NA (Wright et al., 2007). Em geral, estas
alteragdes nos virus da influenza sao divididas em dois tipos principais: drift e shift antigénico
(revisao em Marks & Canal, 2010).

O drift antigénico ¢ uma modificagdo comum onde mutagdes pontuais nos genes da
HA e NA ocorrem aleatoriamente ¢ podem alterar epitopos de reconhecimento viral por
anticorpos gerados contra o virus original (Forleo-Neto et al., 2003; Wright et al., 2007). O
shift antigénico ¢ uma alteracdo que, em sua maior parte, dependente de outro fendomeno
conhecido como rearranjo genético (genetic reassortment), que ¢ facilitado pelo fato do virus
influenza possuir genoma segmentado. Este ocorre quando duas amostras diferentes de virus
trocam material genético dentro de uma mesma célula de um hospedeiro infectado com duas
cepas de influenza simultaneamente, originando uma nova cepa viral (Capua & Alexander,
2004; Lipatov et al., 2004; Wan et al., 2007; Wright et al., 2007). Estas mutacdes e rearranjos
no material genético do virus podem ser os responsaveis pelas alteracdes na patogenicidade
(de LPAIV para HPAIV) e na capacidade infecciosa do virus para uma possivel melhora da
adaptacdo a um novo hospedeiro (Banks et al., 2001; Swayne & Halvorson, 2003; Alexander,

2007).
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B) Aspectos epidemiolodgicos e apresentacao da doenga

A maioria dos subtipos de HA e NA j& foram identificados em aves silvestres ou
domésticas nas diferentes combinagdes possiveis e em diferentes graus de patogenicidade
(Alexander, 2007). Os principais subtipos de surtos de HPAIV isolados nos ultimos anos
foram o H5N1, H5SN2, H7N1, H7N3 e H7N7 (Capua & Alexander, 2004; Wright et al., 2007).
O H9N2 ¢ o principal subtipo de LPAIV isolado e possui um grande potencial pandémico, ja
que possui afinidade pelos dois tipos de receptores virais, o SA 02,3 ¢ 02,6 (Matrosovich et
al., 2001; Wright et al., 2007).

O recente surto de gripe H7N9 na China resultou em muitos casos humanos com uma
alta taxa de mortalidade (Li et al., 2014). Aves foram consideradas a provavel fonte de
infec¢do para os seres humanos com base na analise da sequéncia genética e isolamentos do
virus de mercados de aves vivas (Chen et al., 2013). Dados experimentais mostraram que
galinhas sdo susceptiveis a infec¢do e excretam grandes quantidades de virus e foram,
provavelmente, importantes na propaga¢ao do virus em humanos (Pantin-Jackwood et al., in
press). Além disso, pombos, que foram originalmente sugeridos como uma possivel fonte do
H7N9 por causa do isolamento do virus de varios pombos em mercados de aves na China, sdo
geralmente resistentes a infeccdo e ndo sdo considerados suficientemente susceptiveis para
desempenhar um papel na disseminacao do virus (Pantin-Jackwood et al., in press).

O reservatorio natural dos virus influenza A sdo as aves aquaticas, principalmente das
ordens Anseriformes (patos, gansos) e Charadriiformes (gaivotas, andorinhas, magaricos),
onde os virus (principalmente os de baixa patogenicidade) parecem ter alcancado um alto
nivel de adaptag@o e por isso ndo chegam a causar lesdes e sinais clinicos nas aves (Webster
et al., 1992; Clark & Hall, 2006; Stallknecht & Brown, 2009). Aldous ¢ colaboradores (2010)

demonstraram que ha diferenca na suscetibilidade das diferentes espécies de aves quando
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inoculados com HPAIV (H5N1 e H7N1). Os perus sao 100 vezes mais suscetiveis do que as
galinhas e ambas as espécies sao mais suscetiveis a0 HSN1 do que a outros subtipos, o que
também acontece com patos. Nenhum pato morreu quando infectado com H7N1 e foram
capazes de sobreviver e excretar o virus HSN1 pelo dobro de tempo que as galinhas e perus
(Aldous et al., 2010).

A maioria das aves aquaticas se apresenta assintomatica ao AIV, mas algumas podem
ser senviveis e demonstrar doenca clinica quando infectados por alguns subtipos de H5N1
(Wright et al., 2007). Porém, atualmente, o HSN1 de origem asiatica também tem se tornado
ndo patogénico para patos. Essa espécie de ave desempenharia um papel importante na
manutengdo e disseminagao do virus (Krauss et al., 2004; Hulse-Post et al., 2005; Kim et al.,
2009), principalmente quando entram em contato com animais suscetiveis, como aves
domésticas (inclusive comerciais) e outros animais. Ward e colaboradores (2009) mostraram
que infecgdes por HPAIV subtipo HSN1 em aves de subsisténcia durante um surto nooutono
de 2005 na Roménia podem ter ocorrido através da exposi¢do destas aves a populagdes de
aves aquaticas migratdrias assintomaticas.

Os periodos de laténcia e infeccioso do AIV também vao depender do subtipo viral e
da espécie de ave infectada. A presenca do virus em galiformes ¢ frequentemente detectada a
partir do primeiro dia em infecgdes experimentais, principalmente com H5N1 (Bouma et al.,
2009; Spekreije et al., 2011), tornando o periodo de laténcia muito curto. Este periodo pode se
alongar até quatro dias quando as galinhas sdo inoculadas com outros subtipos de HPAIV
(Bos et al., 2007; Aldous et al, 2010).

O periodo infeccioso do subtipo H5SN1 ¢ de horas a dois dias em galinhas (van der
Goot et al., 2003a; Bouma et al., 2009; Spekreije et al., 2011), e de sete até 17 dias em patos

(Hulse-Post et al., 2005). Este periodo também pode variar dependendo da patogenicidade do
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virus. Van der Goot e colaboradores (2003a e 2003b) compararam as caracteristicas de
transmissao de amostras de mesmo subtipo, mas de patogenicidade diferentes. Estes autores
notaram que virus da HPAI, além de serem mais contagiosos, induzem um periodo infeccioso
mais longo do que os de baixa patogenicidade. Outro estudo mostrou que quando galinhas sao
inoculadas com um subtipo de LPAIV (H7N2), apos dois dias ja ¢ possivel a detec¢dao do
virus e o periodo de disseminagdo ocorre geralmente dentro de uma ou duas semanas apds a
inoculagdo dependendo da idade da ave (Lu & Castro, 2004). Quando se trata da infeccdo de
rebanho, o periodo infeccioso pode variar de sete a 14 dias (Stegeman et al., 2004; Mannelli et
al., 2007; Ward et al., 2008).

A partir de estimativas de modelos epidemiologicos em infecgdes experimentais de
LPAIV H5 e H7 em perus, a média do periodo de laténcia foi de 2,9 dias e do periodo
infeccioso foi de 8,2 dias quando considerado a presenca do RNA viral nas fezes. Quando a
defini¢do baseou-se no isolamento de virus vivo (capaz de se replicar) a partir das fezes, a
média da laténcia foi de 8,7 dias e do periodo infeccioso foi de 2,3 dias (Comin et al., 2011).

A transmissdo entre as diferentes espécies de aves e para mamiferos ocorre
diretamente por via aerdgena ou indiretamente através das fezes, dgua, aerossois e outros
materiais contaminados, ja que a excre¢do do virus ¢ realizada através das fezes e secrecdes
respiratorias (Swayne & Halvorson, 2003; Stallknecht & Brown, 2009).

A transmissao indireta necessita de doses mais elevadas do virus para causar infec¢do,
quando comparado com a exposi¢do direta, principalmente se for por via nasal (Kwon &
Swayne, 2010). O AIV em sedimentos de lagos e nas fezes de patos pode persistir de cinco
dias até¢ um ano e de dois a 75 dias, respectivamente, dependendo da temperatura e do subtipo

viral (Nazir et al., 2011), pois estdo protegidos da inativagdo pela matéria organica. Na agua,
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o virus pode persistir até 150 dias, mas sua resisténcia neste meio € inversamente proporcional
a temperatura e salinidade (Brown et al., 2007).

O periodo de incubagdo da doenca, assim como a laténcia e o periodo infeccioso do
virus, também pode variar. Em aves individuais naturalmente infectadas este periodo ¢
geralmente entre trés e cinco dias (OIE, 2009a), podendo variar também de dois a seis dias
(Mannelli et al., 2007) e de um a quatro dias (Tiensin et al., 2007). O periodo de incubagdo
em um lote/granja/criagdo pode ser maior. Durante uma epidemia de HPAI H7N1 na Itélia, o
periodo de incubacdo em uma granja de poedeiras foi estimado em 18 dias (Capua &
Terregino, 2009).

As aves infectadas por subtipos de LPAIV tendem a apresentar sinais clinicos restritos
ao trato respiratorio e intestinal. Uma rapida curva epidémica em aves infectadas por LPAIV ¢
verificada com uma duracdo média de infec¢ao de 50 a 60 dias e geralmente sem mortes
(Hénaux et al., 2010). Em frangos de corte, os sinais podem ser até inaparentes e quando
presentes se caracterizam por anorexia, desconforto respiratorio, estertores e tosse leve. Nos
perus, por serem mais sensiveis que as galinhas, o quadro clinico pode incluir severa
depressdo, conjuntivite e enfisema subcutdneo (Capua & Terregino, 2009; Swayne &
Halvorson, 2003).

Casos de HPAI geralmente envolvem disseminacdo viral sistémica com alta
mortalidade. A doenga pode ser superaguda, causando morte subita, ou aguda (morte em trés
dias). Os principais sinais clinicos das aves doentes sdo prostracdo, paralisia, congestdo e
cianose de cristas e barbelas, hemorragias, edema periorbital, descarga nasal e ocular e
diarréia. Patos, marrecos e gansos tendem a ser mais resistentes, mas algumas cepas de alta

patogenicidade podem causar disturbios neurolégicos com apresentagdo de torcicolo,
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opistotono, incoordenagdo, tremores e convulsdes (Capua & Terregino, 2009; Swayne &

Halvorson, 2003).

C) Diagnostico, controle e prevenc¢ao

Viérias técnicas para deteccdo e identificagdo do virus da influenza sdo disponiveis
(Petric et al., 2006). Métodos laboratoriais padrdes sao baseados no isolamento do virus em
cultura de células ou em ovos embrionados (Swayne et al., 1998; OIE, 2009a). A
identificacdo confirmatéria do virus isolado pode ser realizada através do teste de
imunofluorescéncia, imunodifusdo em agar gel ou ensaio imunoenzimatico (ELISA) (Beard,
1970; Johnston & Siegel, 1991; Johnston & Bloy, 1993). O ELISA tem sido aceito como teste
de triagem (Coonrod et al., 1988; Shafer et al, 1998; OIE, 2009a). Essas técnicas tém
sensibilidade e especificidade limitadas para deteccdo do virus da influenza A, sendo mais
utilizadas para a detec¢do e quantificacdo dos niveis de anticorpos (van Voris et al., 1985).

Testes de Inibicdo da Hemaglutinacdo (HI) sdo utilizados para subtificar o AIV ou
analisar variacdes antigénicas (Schweiger et al., 2000). Alternativamente, a presencga do virus
pode ser confirmada usando a transcriptase reversa seguida da reagdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) e RT-PCR em tempo real com primers conservados e especificos para
o gene da nucleoproteina (NP) ou da matriz (M) (Lee et al., 2001; Poddar, 2002; Spackman et
al., 2002; Spackman et al., 2003). Além de ser um método rapido para deteccdo do virus, a
RT-PCR e a RT-PCR em tempo real servem para tipificagdo e subtificacdo do virus (Wright
et al., 1995; Starick et al., 2000; Spackman et al., 2002). Estes testes sdo indicados para
estudos epidemiologicos ou de investigagdes de surtos de influenza aviaria (Cattoli & Capua,

2006).
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Os subtipos H5 e H7 fazem parte da lista de doencas da OIE e devem ser notificados
em caso de surto, para que sejam tomadas medidas para impedir a difusdo do virus. Medidas
de biosseguranca e vigilancia ativa sdo importantes para prevencao de surtos.

A vacinagdo ¢ capaz de proteger contra os sinais clinicos e mortalidade, reduz a
disseminagdo do virus e aumenta a resisténcia a infec¢cdes de campo, mas o virus ¢ ainda
capaz de replicar nas aves vacinadas (Swayne, 2003; OIE, 2009a) e o surgimento de novas
variantes pode ser favorecido (Lee et al., 2004). A vacinacao, quando autorizada e licenciada,
tem sido utilizada principalmente para controlar os surtos ou em dareas de alto risco de
infeccdo por HPAIV. Mas, a principal forma de controle de surtos de AIV ¢ a eliminagdo de
aves infectadas, controle da movimentacao de aves no pais, desinfec¢do e zoneamento (OIE,
2009a).

Recentemente, programas de vigilancia e monitoramento de AIV sao empregados nos
paises da América do Sul. Anticorpos contra HON2 foram detectados pela primeira vez na
Colombia em uma granja de frangos de corte, mas nenhum sinal clinico foi relatado e as
tentativas de isolamento viral ndo foram bem sucedidas (Senne, 2007). Em 2006, Spackman e
colaboradores relataram o isolamento de um LPAIV H7N3 (isolado em 2001) a partir de uma
marreca-colorada (4Anas cyanoptera) na Bolivia. Este mesmo H7N3 foi isolado de frangos de
corte no Chile em 2002 (Rojas et al., 2002; Spackman et al., 2007), mas sofreu uma
recombinagdo entre genes da HA e da NP transformando-se no primeiro HPAIV isolado na
América do Sul e envolvendo um grande niimero de aves (galinhas e perus) comerciais no
surto (Suarez et al.,, 2004; Max et al., 2007). Ainda no Chile (2007-2008), amostras de
gaivotas demonstraram a presenca de um HI13N2 na espécie Larus pipixcane (gaivota-de-

Franklin) e um H5NO isolado de L. dominicanus (gaivotao) (Senne, 2010). E em 2009, o
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HINTI pandémico também foi isolado no Chile em cria¢des de perus comerciais (Kapczynski
etal., 2011).

No Peru, foi isolado também um LPAIV H7N3 em um pato silvestre que demonstrou
ser altamente conservado na regido da HA analisada com os outros isolados de H7N3 do
Chile e Bolivia, com excecdo de uma substituicdo em um aminoacido (Ghersi et al., 2011).
Além disso, em 2009, nove isolados de quatro subtipos de LPAIV (H3N8, H4NS, HION9 e
H13N2) ja haviam sido isolados de aves silvestres migratorias e residentes no pais (Ghersi et
al., 2009).

Na Argentina, foi relatado o isolamento de um virus HI13N9 que se apresentava
geneticamente separado dos H13 da América do Norte, e foi sugerido que pode haver uma
unica linhagem filogenética desse virus na América do Sul (Pereda et al., 2008). Além disso,
foi demonstrado o isolamento de HIN1 em uma perdiz na Argentina (Alvarez et al., 2010) e
anticorpos contra AIV foram encontrados em 33% dos soros de aves silvestres aquaticas
coletadas de 2006 a 2007 (Brown et al., 2010). Recentemente, dois subtipos de ATV, HON2 e
H6NS, foram relatados em marrecdes (Netta peposaca) (Rimondi et al., 2011). Estes virus
mostraram ter uma adaptacao limitada quando inoculados em aves domésticas e uma relagao
estreita com os subtipos ja isolados da América do Sul, apoiando a idéia de evolugdo
independente do virus influenza A de outras latitudes, como os de origem eurasiaticas e norte-
americana (Rimondi et al., 2011).

No Brasil, ainda ndo ha o registro oficial da presenca de HPAIV em aves domésticas.
Porém, durante uma coleta de amostras (pools de suabe) de aves silvestres e de subsisténcia
entre 2006 e 2007, LPAIV H3 (subtipo N ndo determinado) foi isolado de quatro amostras de
galinhas domésticas e de trés de aves silvestres da ordem Charadriiformes (Arenaria

interpres, L. domenicanus e Calidris pusilla) na regido norte e nordeste do pais (Senne, 2010).
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Também ja foi demonstrado que Passeriformes migrantes e residentes de Sao Paulo das
espécies Elaenia mesoleuca (voa pelo hemisfério sul), Vireo olivaceus (migra dos EUA para o
Brasil) e Sporophila caerulescens sao transportadores do virus influenza (Kawamoto et al.,
2005; Soares et al., 2005). Em 2001, Oliveira e colaboradores avaliaram a presenca de
anticorpos contra os subtipos HIN1 e H3N2 em aves domésticas e silvestres do Rio de
Janeiro e verificaram uma frequéncia de positividade de 26,6%.

Recentemente, foi verificada a presenga de anticorpos contra os subtipos H5, H7 e H9
em aves silvestres de vida livre atendidas em um hospital veterinario em Jaboticabal no estado
de Sao Paulo (Sousa et al., 2013). Todas as 11 espécies analisadas eram de aves silvestres
residentes e comuns em quase todos os estados do Brasil, inclusive no RS.

No RS, em um inquérito realizado em aves migratorias no PNLP, houve isolamento
viral de AIV em quatro pools de amostras de suabe de cloaca. Destes, foram identificados os
subtipos H2 ¢ H4, sendo H2 em pools de dez espécies diferentes ¢ H4 em pools de 12
espécies diferentes. Duas aves da espécie Sterna hirundo (trinta-réis-boreal) onde foi isolado
o virus do tipo H2 eram de aves com anilhas dos EUA (Aragjo et al., 2004).

O Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), desenvolveu um plano de contingéncia e estratégias de
enfrentamento da influenza avidria. Neste plano estdo descritas acdes de fiscalizagdo de
mercadorias, vigilancia epidemioldgica em abatedouros e aves migratdrias e controle de

movimentagdo de aves e produtos (MAPA, 2009).

D) Surtos de HSN1 em aves de subsisténcia
Nesta secdo ¢ descrita uma breve andalise dos surtos de HPAIV H5N1 em aves de

subsisténcia notificados entre os anos de 2005 e 2012 através de pesquisa realizada no site da
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Organizagao Internacional de Saude Animal (OIE). O critério para a selecao foi a utilizagdo
somente dos dados de relatérios de notificagdao imediata (Immediate notification report) em
surtos de HSN1 ocorridos em criagdes de aves de subsisténcia e que continham informacgdes
completas.

Os dados foram compilados em um banco de dados do programa Microsoft Access e
ap6s exportados para o Microsoft Excel para analise. Com as informagdes recolhidas foi
possivel estimar a morbidade, mortalidade e letalidade de cada surto do virus nas criagdes de
aves de subsisténcia.

Um total de 115 casos de HPAIV, envolvendo 33 paises em trés continentes, foi
selecionado pelos critérios estipulados e analisados. Destes, em 103 foi confirmada a presenca
do H5NI1, enquanto que nos demais apenas o tipo de hemaglutinina do agente causal foi
informado (HY).

A maioria dos surtos aconteceu nos paises do continente asiatico (62,6%), onde 19
paises notificaram a presenga da doenga. Na Africa e na Europa foram sete paises envolvidos
em cada com 22,6% e 14,8% do total de casos, respectivamente. Este padrio de
acontecimentos pode estar relacionado ao tipo de ave afetada (criagdes de subsisténcia sdao
mais comuns na Asia), ao fato do virus ja estar circulando nas aves daquela regiio ha mais
tempo (caso inicial no mundo em 1997, em Hong Kong), ao nivel de bioseguridade nestes
paises, bem como sistema de vigilancia e notificagdo. Gilbert e colaboradores (2008)
analisaram a associagdo entre a presenga do virus HSN1 com variaveis ambientais na Asia. A
abundancia de patos domésticos, em particular os de pastoreio que se alimentam em areas de
cultivo de arroz, e a populagdo humana tém sido identificadas como os principais fatores de

risco para disseminacdo do virus nestes locais (Gilbert et al., 2008)
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No ano de 2006, foi quando ocorreu o maior numero de surtos (38,3%) e envolveu
principalmente os paises africanos. Em 2011, todos os 25 casos ocorreram na Asia. Em
relagdo a distribuigdo mensal dos surtos, parece haver uma sazonalidade em que o niamero de
surtos ¢ alto nos meses de janeiro até abril, tende a diminuir no meio do ano e aumentar
novamente em novembro e dezembro.

Os dados de morbidade, mortalidade e letalidade também puderam ser calculados a
partir das informag¢des do numero de aves suscetiveis, afetadas e mortas. A morbidade ¢ a
mortalidade médias calculadas para aves de subsisténcia expostas ao risco foram de 30% e
28%, respectivamente. Por se tratar de um virus da influenza aviaria que causa uma doenca
com sinais clinicos graves, a letalidade média ficou em 94% nos casos analisados.

Grande parte das notificagdes ndo continha informacdes sobre a possivel fonte de
infec¢do do virus nas aves de subsisténcia, sendo que este dado estava presente em menos de
43% dos casos. Das notificagdes que sugeriam uma origem para os surtos, apenas duas formas
de infec¢do foram apontadas: a movimentagao ilegal de aves (65,3%) e o contato com aves

silvestres (34,7%).

2.3.2. Doenca de Newcastle

O virus da doenca de Newcastle (NDV), também designado como
paramixovirus avidrio tipo 1 (avian paramixovirus type 1 - APMV-1), causa uma
enfermidade infecciosa aguda de rapida difusdo e altamente contagiosa que infecta uma
variedade de aves domésticas e selvagens (Back, 2004). Os primeiros relatos da doenca de
Newcastle aconteceram em 1926 na Indonésia e em Newcastle upon Tyne, na Inglaterra
(Alexander, 2003). No Brasil, a doenga passou a ser relatada a partir da primeira descricdo em

1953, no Amapa (Arns et al., 2007). Em 2003, o pais foi considerado livre da doenca, com o
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ultimo caso registrado em 2001. Entretanto, em 2006 trés focos do NDV foram registrados no
Brasil nos municipios de Vale Real (RS), Manaus (AM) e Lambari D’Oeste (MT). Estes
focos envolveram aves de subsisténcia e as agcdes de vigilancia e erradicagdo foram aplicadas

nos locais (Paulillo & Doretto Jr, 2009).

A) Etiologia

O NDV pertence ao género Avulavirus, subfamilia Paramyxovirinae da familia
Paramyxoviridae (ICTV Master Species List, 2012). Neste género estdo os paramixovirus
aviarios do sorotipo 1 (NDV) até o sorotipo 9, que se caracterizam por conterem um envelope
lipoprotéico e um genoma RNA de fita simples (Alexander, 2003).

O genoma de NDV codifica seis proteinas virais: RNA polimerase dependente de
RNA (L), glicoproteina hemaglutinina-neuraminidase (HN), glicoproteina de fusdao (F),
proteina da matriz (M), fosfoproteina (P) e nucleoproteina (N) (Seal et al., 2000). As
glicoproteinas do envelope HN e F sdo responsaveis pela adsor¢ao e fusdo do envelope viral
na célula do hospedeiro, respectivamente. A HN apresenta atividade hemaglutinante e de
neuraminidase (clivagem do receptor celular). As proteinas N, P e L, juntamente com o RNA,
formam o nucleocapsideo e excercem fungdes de protecao, polimerase e replicase do genoma.
Enquanto que a proteina mais abundante, a proteina M, interage com o envelope e com o
nucleocapsideo, sendo importante para a formacdo do virion (Alexander, 2003; Arns et al.,
2007; Lamb & Parks, 2007).

A patogenicidade dos isolados de NDV ¢ variada e, por isso, sdo classificados em trés
patotipos: os velogénicos (viscerotropico e neurotropico), que possuem alta patogenicidade
com sinais clinicos severos e alta mortalidade; os mesogénicos, que sdo moderadamente

patogénicos com baixa mortalidade e sinais clinicos mais brandos; e os lentogénicos, com
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patogenicidade baixa ou apatogénicos (Back, 2004). Esta diferenca na viruléncia do NDV ¢
devido a sequéncia de aminoacidos no sitio de clivagem do precursor da glicoproteina F (FO).
Estudos tém confirmado a presenca de multiplos aminoécidos basicos no sitio de clivagem de

FO em virus com alta patogenicidade (Toyoda et al., 1987; Collins et al., 1993).

B) Aspectos epidemiolodgicos e apresentacao da doenca

A infecgdo, natural ou experimental, por NDV ja foi demonstrada em pelo menos 241
espécies, o que engloba mais da metade das 50 ordens de aves existentes (Alexander, 2009).
Porém, h4a uma variagdo consideravel na apresentacao da doenca em diferentes espécies. Nos
pombos, a infeccdo ¢ denominada como sendo causada por paramixovirus de pombo tipo 1
(PPMV-1), por causa da diferenga com o NDV no perfil de ligagdo aos anticorpos (Collins et
al., 1989).

Em uma infeccdo experimental com uma cepa virulenta, o NDV parece nao
estabelecer infecgdo em patos mesmo na dose mais elevada utilizada. Perus excretaram o
virus até o quarto dia apos a inoculacao de doses elevadas, mas nenhuma morte foi registrada.
Em contraste, as galinhas demonstraram ser extremamente suscetiveis a infec¢do e todos os
frangos infectados morreram (Aldous et al., 2010).

A transmiss@o do NDV ¢ realizada através da inalacdo ou ingestdo de particulas virais,
por aves suscetiveis, que se espalham a partir das excregdes respiratdrias ou fezes de uma ave
infectada. Durante a infeccdo, grandes quantidades de virus sdo eliminadas nas fezes e sua
ingestao resulta no principal método de espalhamento de cepas entéricas (Alexander, 2003;
Roy & Venugopalan, 2005; Shim et al., 2011).

A partir de um surto de NDV ocorrido nos EUA, foi possivel a deteccao do virus em

amostras de ar coletadas a dois metros da criagdo de aves infectadas (Hietala et al., 2005). Em
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uma infeccdo experimental, a presenca do virus em aves suscetiveis expostas ao aerossol de
aves experimentalmente infectadas por NDV foi detectada do dia seis ao dia 33 pds-exposi¢ao
(Li et al., 2009). Nas aves inoculadas o virus foi detectado a partir do segundo dia pos-
inoculagdo até o dia 40 (Li et al., 2009).

Ja foram registrados casos de morte por NDV em embrides e pintos de um dia
(Pospisil et al., 1991; Capua et al., 1993; Roy & Venugopalan, 2005), mas a transmissao
vertical permanece controversa. Ovos contaminados com fezes de aves infectadas poderiam
servir de fonte para essa infeccdo precoce (Alexander, 2003; Roy & Venugopalan, 2005).
Pintos infectados também podem ser provenientes de ovos infectados com virus vacinais ou
outro virus lentogénico que ndo necessariamente cause a morte do embrido (Alexander,
2003).

Basicamente, as seguintes fontes de infecgdo podem estar envolvidas na transmissao
de NDV: 1) movimentagao de aves vivas; i1) contato com outros animais; iii) movimentagao
de pessoas e equipamentos; iv) movimentagdo de produtos agricolas; v) disseminacdo pelo ar;
vi) ragdo e dgua contaminadas; e vii) vacinas (Alexander, 2003). Além disso, aves migratdrias
tém um papel importante como reservatorios e fontes de infeccao, e tém sido implicadas como
responsaveis por focos de cepas virulentas de NDV e introdugdo do virus em criagdes de aves
domésticas (Alexander et al., 1998; Takakuwa et al., 1998; Alexander et al., 1999; Jorgensen
et al., 1999; Alexander, 2011).

Os seres humanos também podem ser infectados na conjuntiva pelo NDV, o que causa
uma conjuntivite auto-limitante e sem conseqiiéncias permanentes (Capua & Alexander,
2004). Isto poderia representar uma forma de transmissdo do virus, mas o mais provavel e
aceito ¢ que os humanos possam propagar o NDV através do carreamento mecanico do

material infeccioso (principalmente fezes de aves infectadas) (Alexander, 2003).



45

O tempo para os sinais clinicos aparecerem pode variar dependendendo da cepa viral,
a espécie hospedeira, idade e estado imune do hospedeiro, presenca de co-infecgoes,
condi¢gdes ambientais, a via e a dose infectante (Alexander, 2003). O periodo de incubagao da
doenca de Newcastle apds uma exposicao natural varia de dois a 15 dias (com média de cinco
a seis dias), e em algumas espécies pode se prolongar por mais de 20 dias (OIE, 2009b).
Porém, ja foi demonstrada infec¢do latente por NDV durante 70 dias, e que em alguns casos,
assumiram uma forma aguda e tornaram-se aparentes (Gerganov, 1978).

NDV velogénicos causam uma doenca aguda que afeta aves de todas as idades e
categorias com inicio repentino dos sinais clinicos e alta mortalidade. Algumas aves morrem
antes mesmo da apresentacdo clinica da doenga (Terregino & Capua, 2009; Paulillo &
Doretto Jr, 2009). Aves poedeiras podem apresentar queda acentuada na producao de ovos ou
auséncia total da postura (Alexander, 2003; Back, 2004). Dependendo do tropismo dessas
cepas velogénicas, os sinais clinicos podem ocorrer predominantemente no trato
gastrointestinal (viscetropica), que leva a uma grave enterite com presenca de diarréia
(Terregino & Capua, 2009; Alexander, 2003; Paulillo & Doretto Jr, 2009). J4& as formas
neurotropicas causam uma doenga que afeta o sistema respiratorio e o sistema nervoso central
e sinais como dificuldade respiratoria grave, torcicolo, paralisia, incoordenagdo motora e
depressdo estdo presentes (Terregino & Capua, 2009; Alexander, 2003; Paulillo & Doretto Jr,
2009).

Os virus mesogénicos podem causar queda na postura e/ou ovos disformes,
descoloridos e de casca fina, dificulade respiratoria moderada, diminuicdo no consumo de
alimentos e em aves jovens, mortalidade média com sinais nervosos (Terregino & Capua,

2009). Patotipos lentogénicos podem provocar sinais clinicos respiratdrios leves em aves
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jovens, mas geralmente sdo assintomaticos em aves adultas e, por isso, utilizados na
composi¢ao de vacinas vivas (Terregino & Capua, 2009; Back, 2004).

Aves aquaticas, embora sejam suscetiveis a infec¢do por NDV, sdo altamente
resistentes as manifestacdes clinicas da doenca (Shengqging et al., 2002; Kim et al., 2007).
Quando presentes, os sinais sdo anorexia, diarréia branca, corrimento nasal e ocular, € em
casos mais graves, torcicolos, tremores e paralisia muscular (Glaser et al., 1999; Liu et al.,
2008).

Aves migratorias podem ser reservatorios de NDV e fonte de introdugdo do virus para
aves domeésticas (Alexander et al., 1998; Takakuwa et al., 1998; Alexander et al., 1999;
Jorgensen et al., 1999; Alexander, 2011; Hoque et al., 2012). No Brasil, NDV de baixa
patogenicidade (lentogénico) ja foi detectado em aves silvestres do norte e nordeste do pais

(Thomazeli et al., 2012).

C) Diagnostico, controle e prevengao

O diagnoéstico para a doenga de Newcastle pode ser realizado pela identificagdo do
agente ou através de testes sorologicos (HI e ELISA), como indicado no manual de testes de
diagndstico e vacinas para animais terrestres da OIE (OIE, 2009b). A inoculagdo em ovos
embrionados ou em cultura de células e a posterior identificacio com Reacdo de
Hemoaglutinagdo (HA) e HI sdo classicamente utilizadas e se caracterizam por ser o método
mais seguro para comprovagdo de uma suspeita. No isolamento podem ser utilizados 6rgaos
de aves mortas ou suabe de cloaca e/ou traquéia (OIE, 2009b). O HI pode ser realizado com
anticorpos monoclonais (MAbs), o que reduz possiveis reagdes cruzadas, que podem
acontecer com soros policlonais, com outros paramixovirus avidrios (Collins et al., 1998;

Alexander, 2003).
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Os indices de patogenicidade sdo utilizados para confirmacgdo da identificacdo viral e
avaliacdo da viruléncia da cepa. Trés indices podem ser utilizados: indice de patogenicidade
intracerebral (IPIC), tempo médio de morte embriondria (TMME), e indice de patogenicidade
intravenosa (IPIV), porém a OIE recomenda somente o IPIC. O IPIC pode variar de 0
(vacinal) a 2 (altamente patogénicas), mas para uma amostra ser caracterizada como uma
infeccdo por NDV virulento o IPIC deve ser maior que 0,7 (OIE, 2009b). O TMME para
amostras velogénicas € menos de 60 horas, para as mesogénicas ¢ entre 60 e 90 horas, e em
amostras lentogénicas o tempo € mais de 90 horas para a dose letal minima matar todos os
embrides inoculados. Em relacdo ao IPIV, que ¢ a pontuagdo média recebida por ave
inoculada, amostras lentogénicas e algumas mesogénicas apresentam pontuacao zero,
enquanto que amostras velogénicas podem chegar até 3 (Back, 2004; Paulillo & Doretto Jr,
2009).

Além do IPIC, outra forma de se avaliar a patogenicidade de uma amostra de NDV ¢
através de técnicas de biologia molecular para determinar a sequéncia do sitio de clivagem da
FO. Multiplos residuos de aminoéacidos basicos entre os aminodcidos 113 e 117 da proteina
confirmam a presenga de uma cepa virulenta ou potencialmente virulenta (Aldous &
Alexander, 2001; Aldous et al., 2003).

O diagnostico da presenga de NDV também pode ser realizado de forma mais rapida
através de técnicas moleculares, como RT-PCR e RT-PCR em tempo real em 6rgios e suabe
de traquéia e cloaca. O alvo para amplicagdo podem ser regides conservadas da matriz ou da
proteina F (Gohm et al., 2000; Aldous et al., 2001; Wise et al., 2004).

O controle da disseminagdo da doenca acontece com estratégias de contencao do foco,

como remoc¢ao das fontes de infec¢do (aves, produtos), quarentena, controle do transito de
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animais, descontaminagdo, vigilancia e zoneamento (Paulillo & Doretto Jr, 2009). Ja a
prevengao ¢ realizada com medidas de biosseguranca e vacinagao.

Vacinas vivas sao de amostras de NDV lentogénico, sendo que as mais comumente
utilizadas no mundo e no Brasil sdo a Hitchner B1 (IPIC 0,2) e a La Sota (IPIC 0,4) (Seal et
al., 2000; Alexander, 2003). Estas vacinas vivas sdo utilizadas em pintos com um dia e
induzem niveis elevados de IgA, IgG e IgM no soro, secrecdes (lagrima) e glandula de Harder
(Russell, 1993; Russell & Ezeifka, 1995). Os anticorpos podem ser detectados no soro de
cinco a 10 dias apds a vacinacao e um refor¢o ¢ recomendado até trés semanas apos a primo-
vacinacao (Russell & Ezeifka, 1995; Borne & Comte, 2003). Cepas vacinais assintomaticas
com tropismo entérico (IPIC zero) também estdo disponiveis e podem ser utilizadas com o
beneficio de ndo causar reagdes pos-vacinais (van Eck & Goren, 1991).

Vacinas inativadas sdo geralmente utilizadas como refor¢o da aplicagdo da vacina viva
na recria e antes do inicio da postura em matrizes para induzir imunidade mais duradoura
(Back, 2004). A administragdo de uma vacina viva e uma inativada na primeira semana
oferece protecdo por aproximadamente 10 semanas (Borne & Comte, 2003). Além disso, a
passagem de anticorpos maternos aos pintos (protecdo de 75% a 50% durante as primeiras
duas semanas) também ¢ beneficiada com a aplicagdo da vacina inativada (Borne & Comte,
2003; Back, 2004).

NDV estd incluido como patéogeno de importdncia no PNSA do MAPA. Foi
demonstrada uma soroprevaléncia contra NDV em frangos de corte, nas regides produtoras e
exportadoras de frango, de 28,8 a 39,1%. Nas granjas positivas foram isoladas amostras virais
com padrao ndo-patogénico, preservando assim o status de livre de NDV virulento em granjas

comerciais no Brasil (Orsi et al., 2010a e 2010b). Além disso, a caracterizagdo biologica dos
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isolados de aves migratorias mostram que ha circulacido de virus de baixa e alta

patogenicidade nestas aves no pais (Orsi, 2010).

2.3.3. Micoplasmose — Mycoplasma gallisepticum

O Mycoplasma gallisepticum (MG) ¢ o mais patogénico € economicament importante
dos micoplasmas que afetam aves. Infec¢des por MG causam uma doenga respiratoria cronica
em frangos e uma sinusite infecciosa em perus (Stipkovits & Kempf, 1996).

A primeira descri¢ao da infeccdo por MG foi em perus na Inglaterra no ano de 1905.
Em 1935, a bactéria foi associada a uma coriza infecciosa em galinhas. A partir dai, o
isolamento dos microorganismos originados de galinhas e perus em ovos embrionados foi
possivel, e a classificagdo como membro do género Mycoplasma ocorreu em 1952 (Ley,

2003).

A) Etiologia

As bactérias do género Mycoplasma sdo membros da familia Mycoplasmataceae,
ordem Mycoplasmatales, da classe dos Mollicutes. Este género possui mais de 100 espécies
de bactérias que ocorrem em seres humanos e animais (Kleven, 2003).

Os micoplasmas sdo Gram negativos que se coram por Giemsa, de formato cocoide,
cocobacilar ou pleomorficos e com genoma pequeno de tamanho entre 600 a 1350 kb. Sua
membrana ¢ constituida de proteinas e lipideos. Os polipeptideos estdo associados a variacao
antigénica, adesdo as células dos hospedeiros e transporte de nutrientes (Razin et al., 1998;
Noormohammadi, 2007). Além disso, proteinas do MG tém sido descritas como antigenos
com propriedades de adesina ou hemaglutinina, que desempenham papéis importantes na

patogénese da infecgdo e resposta imunologica (Czifra et al., 1993; Bencina, 2002).
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A sobrevivéncia do micoplasma no hospedeiro ¢ devida a mecanismos de
patogenicidade e inibicdo do sistema imunoldgico, que incluem adesdo em células alvo,
indugdo de apoptose ou morte celular, mimetismo molecular que pode levar a tolerancia

(Razin et al., 1998, Kleven, 2003; Noormohammadi, 2007).

B) Aspectos epidemioldgicos e apresentacao da doenga

A infeccdo ocorre principalmente em galinhas e perus, mas a doenca ja foi descrita em
outras aves domésticas (Bencina et al., 1987; Cookson & Shivaprasad, 1994; Sprygin et al.,
2010) e também em aves silvestres (Bozeman et al., 1984; El Shater, 1996, Dhondt et al.,
1998; Duckworth et al., 2003). As aves silvestres migratérias serviriam como hospedeiros
ocasionais ou mecanicos de MG (Hubalek, 2004), mas, possivelmente, a bactéria seria capaz
de causar uma mudanga na estrutura migratoria (Hurtado, 2008). MG pode infectar aves em
todas as idades, mas as aves jovens sdo consideradas mais suscetiveis e apresentam um
quadro clinico mais severo da doenca (Kleven, 2003).

A transmissao pode acontecer de forma horizontal e vertical. A transmissao horizontal
acontece pelo contato de aves suscetiveis com aves com infec¢do clinica ou subclinica, ou
com fomites (alimento, pessoas, cama de avidrio, entre outros) contaminados, ja que a porta
de entrada da bactéria ¢ principalmente pelo trato respiratdrio e/ou conjuntiva (Sato, 1996;
Kleven, 2003). McMartin e colaboradores (1987) descreveram que a dissemina¢ao horizontal
de MG dentro de uma granja aconteceria em quatro fases: a fase 1 (12 a 21 dias) seria a fase
latente; a fase 2 (1 a 21 dias) ¢ um periodo em que a infeccdo comeca a aparecer
gradualmente em 5% a 10% das aves; na fase 3 (7 a 32 dias apds a infec¢do) o restante das
aves desenvolvem anticorpos; e a fase 4 (3 a 19 dias) ¢ a fase terminal onde toda a populacao

de aves torna-se positiva.
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A transmissdo transovariana ¢ considerada a principal rota de disseminag¢dao da
bactéria, pois o0 MG pode ser transportado por longas distancias no ovo ou em pintos recém-
nascidos (Stipkovits & Kempf, 1996). As maiores taxas acontecem quando a infec¢ao estd na
fase aguda e em grande quantidade no trato respiratorio das aves (Kleven, 2003).

O periodo de incubagdo em infec¢des experimentais varia de seis a 21 dias, mas a
sinusite em perus pode aparecer em até 10 dias (Kleven, 2003). Em condigdes naturais tem se
observado que aves infectadas in ovo desenvolvem a infeccdo em torno de seis a 10 dias,
enquanto que na transmissdo horizontal sdo necessarios de 15 a 21 dias para o inicio da
infec¢ao (Nascimento & Almeida, 2009).

Os perus sao mais suscetiveis ao MG do que frangos, e geralmente desenvolvem um
quadro clinico mais grave. Os sinais clinicos mais caracteristicos sdo tosse, descarga nasal,
sinusite, aerossaculite, reducdo no consumo de alimentos, perda de peso e diminui¢do na
producao de ovos em poedeiras e matrizes (Levisohn & Kleven, 2000; Kleven, 2003; Kleven
et al., 2004). Em frangos de corte, a maioria dos surtos ocorre entre quatro € oito semanas de
idade, mas em alguns lotes os sinais clinicos podem ndo ser evidentes mesmo com a presenga

de anticorpos (Kleven, 2003).

C) Diagnostico, controle e prevengao

A presenca de MG pode ser confirmada por isolamento da bactéria em meios de
cultura adequados ou pela deteccdo direta em tecidos infectados (sacos aéreos e traquéia)
através de imunofluorescéncia indireta, imunoperoxidade, teste de inibi¢do do crescimento,
PCR e PCR em tempo real (Callison et al., 2006; OIE, 2008). Outras amostras que podem ser

coletadas para identificacdo sdao exsudato e liquido sinovial e ocular, e suabes de traquéia e
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sacos aéreos (Nascimento & Almeida, 2009). Além disso, nos tecidos de ovario e oviduto ou
testiculos a presenga da bactéria também pode ser verificada (Stipkovits & Kempf, 1996).

Testes sorologicos também sdo amplamente utilizados para o diagnostico de MG, mas
principalmente aplicados no monitoramento ou diagndstico de rebanho (OIE, 2008). As
provas sorologicas mais comumente utilizadas sdo a soroaglutinagdo rapida (SAR), a Hl e o
ELISA.

O controle do MG consistui em trés abordagens principais: manutengao de lotes livres
da infec¢do, medicagdo, e vacinacao (Kleven, 2008). A manutencao de lotes livres consiste na
reposicao de aves livres de MG e com idade unica, e um sistema de manejo all-in all-out
(Kleven, 2003; Kleven, 2008). Medidas de biosseguranca ¢ um programa de monitoramento
efetivo também sdo aspectos necessarios que devem ser aplicados para conservagao de lotes
livres (Levisohn & Kleven, 2000). Em granjas em que a infec¢do estd presente, a eliminagao
de aves contaminadas, principalmente de reprodutoras, pode ser aplicada (Back, 2004).

A medicagdo pode ser 1til para prevenir os sinais clinicos e lesdes, bem como as
perdas econdmicas, mas ndo elimina a infeccdo de uma granja e ¢ pouco efetiva no controle
da transmissao vertical (Back, 2004; Kleven, 2008). O tratamento pode ser feito através da
dgua ou ragdo com antimicrobianos macrolideos, tetraciclinas e fluoroquinolonas (Back,
2004; Kleven, 2008).

A vacinagdo contra a MG pode ser uma boa solugdo em longo prazo em situacdes nas
quais a manutencao de lotes livres ndo ¢ possivel, especialmente em granjas com aves de
postura ou com aves de idades variadas (Kleven, 2008). Vacinas vivas atenuadas (amostras F,
6/85 e ts-11) e inativadas estdo disponiveis no Brasil para utilizagdo em poedeiras

(Nascimento & Almeida, 2009).
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2.4. Modelagem de espalhamento de doencgas infecciosas

Modelos epidemiologicos tém se tornado uma ferramenta importante para analise de
consequéncias e elaboracao de programas de controle de doengas infecciosas, pois ¢ dificil de
determinar a eficiéncia das medidas de controle ou programas de vigilancia somente a partir
dos resultados obtidos de experiéncias de campo. Além disso, podem fornecer dados para
pesquisa de doengas onde o patdgeno esta ausente ou onde a realizacdo de experimentagao ou
coleta de dados de campo ¢ impossivel (Thrusfield, 2004; Massad et al., 2010).

Naturalmente, estes modelos sdo uma simulacao simplificada da realidade e nao
descrevem os mecanismos de transmissao e propagacao de infecgdes com muitos detalhes,
mas contém parametros que podem ser estimados, e ser suficientes para explicar um processo
infeccioso (Stegeman et al., 2011). Varias abordagens sdo utilizadas para modelagem da
dinamica de transmissdo de doengas infecciosas. Nesta tese, duas abordagens foram utilizadas
conjuntamente para simular uma modelagem de espalhamento do HPAIV: SIR e redes.

O modelo SIR assume que uma populacdo de aves consiste em aves suscetiveis (S),
infecciosas (I) e recuperadas ou mortas (R) (Kermack & McKendrick, 1927). Este modelo ¢
bastante utilizado para modelagem da dindmica de transmissdo de doencas infecciosas. O
parametro de quando uma unidade suscetivel ¢ infectada ¢ expresso pela taxa de transmissao
S, que ¢ definida como o niimero médio de novas infec¢des causadas por um individuo
infectado por uma unidade de tempo em um periodo infeccioso determinado (Stegeman et al.,
2011). A partir desses dados ¢ possivel calcular a taxa reprodutiva bésica (Rg), que ¢ o
numero esperado médio de casos secundarios produzidos por um tipico caso preliminar em
uma populacdo inteiramente suscetivel (ndo imune). A Ry é o pardmetro chave do modelo,
pois avalia se uma doenca ndo esta se propagando (Ry< 1), se propaga de forma endémica

(Ro= 1) ou ela se propaga de forma epidémica (Ro> 1) (de Jong & Diekmann, 1992;
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Heffernan et al., 2005). A Ry ¢ também utilizada para avaliar o risco de uma epidemia ou
pandemia de uma doenca infecciosa emergente (Heffernan et al., 2005).

Tradicionalmente, o modelo SIR, assim como outros modelos epidemioldgicos,
assume que cada unidade da simulacdo (animal ou propriedade) tem a mesma probabilidade
de contato com as outras unidades. Porém, isto ndo ¢ uma realidade, ja que algumas unidades
podem ter mais chance de contato ou interagcdo entre si do que com outras (Ossada, 2011).
Devido a isto, a utilizagao de métodos de analise de rede pode investigar mais precisamente o
contato entre as unidades ¢ analisar os efeitos desta estrutura na dissemina¢ao de uma doencga
(Ossada et al., 2013).

No modelo de redes, cada n6 ou vértice representa uma unidade (individuo ou
propriedade) e os contatos sdo representados pelas arestas, sendo que as conexdes entre os nos
podem ser descritas através de uma matriz de adjacéncia (Keeling & Eames, 2005; Keeling &
Rohani, 2007). As redes de contato sdo utilizadas na medicina veterinaria para descrever o
espalhamento de doengas infecciosas, padrdo de movimentagdo de animais e avaliagdo de
estratégias de controle (Poolkhet et al., 2013a; Poolkhet et al., 2013Db).

Varias formas de redes tém sido estudadas no contexto de transmissdo de doengas.
Cada uma destas redes pode ser definida em termos de como os individuos sao distribuidos no
espaco (geografica ou socialmente) e como as conexdes sdo formadas (Keeling & Eames,
2005). As principais redes utilizadas sdo as redes aleatdrias, as redes complexas (ou sem
escala) e as redes small world.

Nas redes aleatérias, os nds sdo conectados com igual probabilidade de contato, ou
seja, as conexoes sdo formadas ao acaso e a posi¢ao espacial de individuos/propriedades nao ¢
relevante (Keeling & Eames, 2005; Ma et al., 2013). Nas redes complexas, ¢ utilizado o grau

de distribuicdo entre os nds, com muitos vértices com um baixo nimero de contatos e alguns
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vértices com um numero elevado de contatos (Keeling & Eames, 2005; Ma et al., 2013;
Ossada et al., 2013). Estas redes complexas sao capazes de fornecer niveis de heterogeneidade
no numero de contatos, importante para disseminacao ¢ manutengao das infec¢des (Keeling &
Eames, 2005). Além disso, com a utilizacdo de redes complexas ¢ possivel a andlise de
PageRank e hubs (Grisi-Filho et al., 2013a). No PageRank ¢ atribuido um valor de
importancia para cada n6 da rede, determinado pelo grau de entrada ou saida, e os Aubs sdao os
noés altamente conectados que coexistem com um grande numero de ndés com poucas
conexoes. As redes small world sao construidas pela adicdo de ligagdes aleatdrias entre nos

que estao conectados a vizinhos mais proximos (Keeling & Eames, 2005; Ma et al., 2013).

4.1.1. Modelagem de espalhamento de HPAIV

Quantificar a transmissdo e disseminacao de diferentes subtipos de AIV em
populagdes suscetiveis de diferentes espécies ¢ importante para o delineamento de programas
de controle da doenga e alguns estudos tém sido realizados com esse objetivo. Simula¢des do
espalhamento de HPAIV em aves sdo utilizadas para modelagem de cenérios e consequéncias
da introdugdo da doenga em uma regiao.

Patyk e colaboradores (2013) estabeleceram parametros de entrada para simular o
espalhamento de H5N1 entre aves comerciais e de subsisténcia nos EUA e estimar as
consequéncias de um surto da doenca nesta populacdo e possiveis estratégias de controle. O
contato indireto entre as granjas (movimentacdo de pessoas, equipamentos, animais ou
produtos) apresentou a maior importancia na trasmissdo da doenca. O espalhamento de
HPAIV entre vérios tipos de instalagdes avicolas comerciais também foi devido as conexdes
feitas entre estabelecimentos por movimentacdo relacionada a atividade humana na Gra-

Bretanha (Dent et al., 2011).
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Na analise de redes em granjas de aves de subsisténcia na Tailandia, identificou-se
uma relagdo estreita entre as propriedades e o mercado de aves vivas no espalhamento de
H5NT1 (Poolkhet et al., 2013b). Além disso, nesta mesma regido, além dos criadores com aves
de subsisténcia, outros nés que desempenharam um papel importante no espalhamento de
H5N1 foram agricultores que criam tanto aves de subsisténcia como galos de briga, e os
frequentadores de rinhas de galos (Poolkhet et al., 2013a).

Analisando a transmissao entre-granjas do HPAIV H7N1, que interrompeu a produgao
de aves na Italia na epidemia de 1999-2000, foram encontradas diferengas na suscetibilidade
entre os tipos de produgdo comercial (Dorigatti et al., 2010). Além disso, simulacdes das
medidas de controle foram implementadas, sendo que as medidas mais eficazes foram a
proibi¢ao do reabastecimento de animais € um inicio precoce do abate preventivo.

O potencial de espalhamento do H5N1 entre exploragdes avicolas comerciais na
Georgia, EUA, também foi modelado (Dorea et al., 2010) e previu que a deteccdo da infecgdo
pelo produtor ¢ mais provavel apds o quinto dia da introducdo do virus. Neste estudo, o
espalhamento foi associado mais frequentemente com a movimentacao de caminhdes de racao
e de funcionarios.

Para geracdo de informacdes sobre pardmetros que sdo utilizados em modelos de
simulagdo, como dados do periodo de laténcia, periodo infeccioso, dose infectante e letal, vias
de eliminagdo do virus e transmissao (Stegeman et al,. 2010), ¢ necessario um levantamento
destas informagdes na literatura. Estes dados podem ser obtidos a partir de trabalhos de
infeccdo experimental (Tabela 9) ou de surtos (Tabela 10). Como estudos experimentais,
geralmente, sdo realizados sob condi¢des controladas, ¢ possivel determinar também o efeito

de alguma medida de controle/interven¢do na transmissdo do virus entre as aves.
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Tabela 9- Estimativas de transmissdo entre aves de subtipos de HPAIV em infeccdes

experimentais.
Periodo de Periodo
Subtipo Tipo de ave p/dia Ry Referéncia
laténcia (dias) infeccioso (dias)

H5N1 Galinha 0,24 2,1 0,76 1,6 Bouma et al., 2009

H5N1 Galinha 1,0-2,0 1-28 09-27 1,2-5,6 Spekreijse et al., 2011
H5N1 Marreco 1 43 4,7 >1,5 van der Goot et al., 2008
H5N1 Marreco 1 10,4 >2.7 >1,5 van der Goot et al., 2007
HS5N1 Faisdo 1 12,2 2,8 >1,5 van der Goot et al., 2007
H5N1 Galinha 1 1,5 8 12 Poetri et al., 2009

H7N7 Peru - 6,2 1,26 7,8 Bos et al., 2008

H7N7 Galinha 2 6,3 33 >1,3 van der Goot et al., 2005
H5N2 Galinha 1,0-2,0 6,8 0,78 -4,66 5,30 -31,7 van der Goot et al., 2003a
H5N2 Galinha - - - infinito  van der Goot at al., 2003b

Tabela 10- Estimativas de transmissao entre e intra-rebanhos em surtos de HPAIV.

Subtipo Tipo de granja Ano surto Pais Alvo Ry Referéncia
H5NI1 Subsisténcia 2006 Roménia Entre rebanho 1,91 -2,68 Wardetal., 2008
H5N1 Comercial 2004-2005 Tailandia Entre rebanho 1,27 -1,60 Marquetoux et al., 2012
H7N1 Comercial 1999-2000 Italia Entre rebanho 1,5-1,8 Mannelli et al., 2007
H7N1 Comercial 1999-2000 Italia Entre rebanho 1,2-2,7 Garske et al., 2007
H7N7 Comercial 2003 Holanda Entre rebanho 3,1-6,5 Stegeman et al., 2004
H7N7 Comercial 2003 Holanda Entre rebanho 0,9-3,0 Garske et al., 2007
H7N7 Subsisténcia 2003 Holanda Entre rebanho 0,5 Bavinck et al., 2009
H7N7 Subsisténcia 2003 Holanda Entre rebanho 4.8 Smith et al., 2011
p7ny  comercial 2004 Canadd  Entre rebanho 1,4-3,6  Garske et al., 2007
Subsisténcia
H5N1 Comercial 2004 Tailandia Intra rebanho 2,26 -2,64  Tiesin et al., 2007
H5N1 Subsisténcia 2004 Tailandia Intra rebanho 2,18-2,4 Tiesin et al., 2007
H5N1 C;‘:ﬁ;‘ﬁzl - 2004-2005 Vietni Intrarebanho  1,90-2,86  Magalhies et al., 2010
H5N1  Comercial - pato  2004-2005 Vietna Intra rebanho 1,55-2,16 Magalhdes et al., 2010
HS5N1 Comercial - EUA Intra rebanho - Dorea et al., 2010
H5N1 Silvestre - 20052006  Alemanha  Intra rebanho 1,6 Penny et al., 2010
aquatica
H5NI1 Comercial - - Intra rebanho <10 Savill et al., 2008

H7N7 Comercial 2003 Holanda Intra rebanho 18 Bos et al., 2009
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Van der Goot e colaboradores (2003a e 2003b), mostraram que o periodo infeccioso, a
Ry e a taxa 3 sdo maiores em cepas de alta patogenicidade quando comparados com os dados
obtidos na inoculagdo de uma cepa de baixa patogenicidade em galinhas. Parametros de
transmissao também foram analisados com a avaliacao do efeito da inoculagdo de HSNI1 em
galinha (Bouma et al., 2009; Spekreijse et al., 2011), marreco selvagem e em faisao (van der
Goot et al., 2007).

A quantificagdo do efeito de uma vacina pode ser medida através da simulagdo de
modelos e comparagdo dos parametros de transmissdo em aves vacinadas € ndo vacinadas.
Uma redugdo no nivel de transmissao foi verificada em galinhas selvagens (Poetri et al.,
2009) e marrecos (van der Goot et al., 2008) quando vacinados contra HSN1. O mesmo
aconteceu em experimentos de vacinagdo contra H7N7 em galinhas (van der Goot et al.,
2005) e em perus (Bos et al., 2008).

O surto de HPAIV H7N7 que ocorreu na Holanda no ano de 2003 rendeu varios
estudos. A Ry entre rebanhos foi estimada em granjas de aves comerciais (Stegeman et al.,
2004; Garske et al., 2007) e em domicilios com criagdo de aves de subsisténcia (Bavinck et
al., 2009; Smith et al., 2011). Enquanto que transmissdo intra-rebanho em granjas comerciais
neste surto foi quantificada por Bos e colaboradores (2009).

Estudos de casos de surtos em aves de subsisténcia pelo HSN1 forneceram dados
sobre o espalhamento e transmissdo entre rebanhos na Roménia (Ward et al., 2008) e intra-
rebanhos na Tailandia (Tiensin et al., 2007). Em aves comerciais, surtos de HSN1 em diversos
paises também foram detalhados (Tiensin et al., 2007; Savill et al., 2008; Dorea et al., 2010;
Magalhdes et al.,, 2010; Marquetoux et al., 2012). Penny e colaboradores (2010)
demonstraram a dinamica de transmissdo de H5N1 em aves aquaticas em um lago da

Alemanha durante um surto no inverno de 2005-2006. A transmissdo entre rebanhos de
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HPAIV também foi quantificada em surtos de H7N1 em aves comerciais na Italia (Garske et
al., 2007; Mannelli et al., 2007) e de H7N3 em aves comerciais e de subsisténcia no Canada

(Garske et al., 2007).
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3. JUSTIFICATIVA E HIPOTESES

A avicultura ¢ uma atividade de importancia para estado € o pais e merece atengao
quanto ao conhecimento da circulagdo de patdgenos nas criagdes, pois o despreparo para uma
eventual epidemia poderd causar prejuizos sérios para o setor. O desenvolvimento de
mecanismos capazes de responder rapidamente a uma epidemia ¢ um trabalho multidisciplinar
que requer uma preparagao com antecipacao.

As granjas com aves de subsisténcia representam uma grande parcela no panorama da
avicultura do estado. Diversas doengas circulantes em aves domésticas estdo associadas a aves
migratérias e as caracteristicas peculiares das criacoes de subsisténcia tornam-as mais
propensas a esses patogenos. A regido do PNLP se configura em um ecotopo importante por
albergar tanto aves migratérias (como sitio de invernada), como aves de subsisténcia. Esta
interface de espécies faz da regido um dos mais provaveis pontos de entrada de patégenos por
aves migratorias no Brasil. Nesse sentido, a difusdo destes patogenos para aves comerciais
poderia causar um impacto considerdvel na economia. Portanto, a regido do PNLP reune as
principais caracteristicas para proporcionar a introdug¢do e disseminacdo de um surto de
influenza e outras doencas respiratdrias em aves: rota de migracdo, abundancia de aves de
subsisténcia, baixa biosseguranca, alto grau de antropizagdo, e proximidade com granjas
comerciais de aves e suinos.

O inquérito de patogenos associados a aves migratorias utilizando sentinelas se torna
um indicador adequado da introdu¢@o e disseminagdo destes patdgenos em uma regido (Shin
et al., 2000; Komar, 2001). Aves de subsisténcia poderiam servir como importantes modelos
de sentinelas na regido do PNLP, ja que estas sdo criadas na auséncia de biosseguranca e
livres para o contato com aves silvestres. Ademais, inquéritos utilizando estas como sentinelas

poderiam ser tdo eficazes quanto a busca ativa em aves silvestres e servir como fonte de
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informacao para programas de vigilancia, considerando maiores facilidades como a obtengao
de amostras bioldgicas, um calculo amostral com populagdo conhecida e a possibilidade da
identificacao de fatores de risco.

A determinacdo do impacto da difusdao destes patdogenos em aves em uma determinada
regido s6 pode ser inferida a partir de estudos de surtos, infeccdes experimentais ou
simulacdes. Na auséncia da doenga, o impacto da possivel introdu¢do e disseminacdao do
agente ¢ desconhecido. Devido a isto, se faz necessarias ferramentas computacionais e
matematicas que permitam simular as possiveis consequéncias de um foco, considerando as
caracteristicas da regido e as diferentes probabilidades de evolugao de um surto.

Considerando o anteriormente exposto, a hipdtese desta tese ¢ que ha circulagdo dos
patogenos associados a aves migratorias (AIV, NDV e MG) no ecotopo do PNLP e que as
aves de subsisténcia poderiam servir de sentinelas a introdugao e disseminagdo destes agentes.
No caso das aves de subsisténcia apresentarem os patdogenos, o contato com aves
migratdrias/silvestres constituiria um fator de risco para a ocorréncia destas enfermidades
nesta regido. Ademais, uma possivel introducdo de um HPAIV em alguma das propriedades
da regido da Laguna do Peixe causaria uma disseminacdo rapida do agente na maior parte das

propriedades com aves da regido.
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4. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Realizar um inquérito epidemioldgico de doengas respiratdrias associadas a aves migratorias
em aves de subsisténcia e propor um modelo de espalhamento de influenza aviaria na regido

da Laguna do Peixe, Rio Grande do Sul.

Objetivos especificos:

- Realizar uma analise descritiva das propriedades da regido da Laguna do Peixe com criacdes
de aves de subsisténcia através da aplicagcdo de questionarios;

- Investigar a presenga dos agentes e de anticorpos contra influenza aviaria, Doenca de
Newcastle e Mycoplasma gallisepticum em aves de subsisténcia da regido da Laguna do
Peixe;

- Determinar os possiveis fatores de risco associados aos patogenos estudados;

- Desenvolver um modelo de espalhamento de influenza aviaria de alta patogenicidade na

regido da Laguna do Peixe.
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5. PARTE EXPERIMENTAL & RESULTADOS

5.1. Capitulo I — Inquérito epidemioldgico

Neste capitulo, descreve-se o inquérito epidemioldgico de doengas respiratorias
associadas a aves migratorias - influenza aviaria (Al), Doenga de Newcastle (ND) e
Mycoplasma gallisepticum (MG) — em aves de subsisténcia de propriedades localizadas
dentro ou préximas ao Parque Nacional da Lagoa do Peixe, RS. Este inquérito foi planejado e
desenhado direcionado para avaliar a presenca de Al nas aves de subsisténcia. Apds as
coletas, as amostras e as informagdes adquiridas foram utilizadas para o inquérito de outras
doengas também associadas a aves migratorias (ND e MG). Foi realizado sorologia para as
trés doencas, a fim de avaliar a circulagdo de anticorpos contra os agentes na regidao. Além
disso, para Al e ND, também se realizou o diagnostico molecular para detec¢do da presenca
dos virus. A detec¢do molecular foi realizada somente para Al e ND para ser possivel a
diferenciag¢do genética em cepas de baixa e alta patogenicidade no caso de alguma amostra ser

positiva, o que nao seria necessario para MG.

5.1.1. Metodologia
A) Amostragem e coleta dos dados e amostras

A populagdo alvo selecionada foram propriedades onde ha criagdo de aves de
subsisténcia e que estdo localizadas na regido do Parque Nacional da Lagoa do Peixe (PNLP).
Esta regido se caracteriza por ser uma area umida de importancia como sitio de invernada para
aves migratdrias vindas, principalmente, do hemisfério norte.

Uma lista contendo o nome dos moradores, municipio, localidade, coordenadas

geograficas e numero de aves criadas em cada domicilio foi utilizada para o calculo e método
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de amostragem. Todas as propriedades localizadas num raio de 3,5 km de qualquer lagoa ou
area umida e com pelo menos duas aves foram incluidas para o calculo de amostragem

(N=131 propriedades) (Figura 5).
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Figura 5- Geolocalizagdo das propriedades incluidas no calculo de
amostragem (N=131). Cada linha representa a distancia de 0,5 km.

A amostragem foi realizada em dois estagios, no qual no primeiro a propriedade era a
unidade de interesse para determinacdo da presenca do agente ou de anticorpos. Este desenho
amostral foi direcionado para a detec¢dao de AIV nas aves de subsisténcia da regido. O numero
de propriedades (n;=48) foi determinado por uma amostragem utilizando distribui¢ao

hipergeométrica realizada para detectar, com uma probabilidade de 95%, pelo menos um
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domicilio positivo, considerando uma prevaléncia de propriedade 5%. O valor de prevaléncia
foi selecionado com o intuito de detectar a presenca da infec¢ao na populagdo, e ndo para
estimar a prevaléncia do agente na populagdo. As propriedades foram sorteadas de forma
aleatoria simples. No segundo estagio da amostragem, o nimero de aves a serem coletas em
cada domicilio (n;=9) foi determinado por um processo binomial considerando uma
prevaléncia intra-rebanho de 30% e uma probabilidade de 95% de detectar pelo menos uma
ave positiva na propriedade. As aves foram coletadas de forma sistematica dentro de cada
propriedade.

As visitas nas propriedades foram realizadas no més de Dezembro. Esta escolha se deu
por duas razdes: (i) o periodo no qual a maior quantidade de aves migratdrias nearticas
concentra-se no PNLP inicia-se em Novembro (estendendo-se até Abril); e (i1) no periodo das
festas de fim de ano (Natal e Ano Novo) ha tradicionalmente uma significativa reducao do
plantel de aves de subsisténcia nas propriedades da regido, por consumo proprio ou venda.

Foram coletadas amostras de suabe de traquéia e cloaca das aves selecionadas para
realizacdo da detec¢do molecular do virus e amostras de sangue para detec¢dao de anticorpos
(Figura 6). As amostras de suabes foram acondicionadas em meio com isotiocianato de
guanidina (para lise viral) e mantidas a -80°C até sua utilizagdo. Andlises realizadas
previamesnte mostraram que a adi¢do de isotiocianato de guanidina em amostras padrdo virais
(positivas para a presenc¢a do genoma de AIV ou NDV) ndo interfere na extragdo do RNA ou
na amplificagdo do gene dos virus na RT-PCR (dados nao apresentados).

A coleta de amostras de sangue foi realizada através de puncdo na veia braquial em
tubos sem anticoagulante. As amostras foram acondicionadas e mantidas a temperatura
ambiente para formag¢ao do coagulo. O soro foi colhido e mantido a -20°C até a utilizag@o. As

coletas foram realizadas com o uso de equipamento de protecao individual (EPI) descartavel
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completo, exclusivos para cada propriedade. Todo material utilizado na coleta ou
processamento das amostras (EPI, pipetas, tubos, etc.) foi adequadamente acondicionado e

esterilizado (por autoclavagem) antes de serem descartado.

Figura 6- Coleta das amostras clinicas. Painel A: coleta de suabe de traquéia. Painel B:
coleta de suabe de cloaca. Painel C: coleta de sangue através da puncao da veia braquial.

Um questionario epidemiologico foi desenvolvido e aplicado juntamente com a coleta
das amostras clinicas para avaliacdo dos possiveis fatores de risco associados nas
propriedades selecionadas. O questionario incluiu questdes relacionadas a informacgdes gerais
do domicilio, caracteristicas da producdo, origem das aves e medidas de biosseguranca
(Tabela 11). Além disso, a geolocalizagdao foi registrada através de aparelho utilizando

sistema de posicionamento global (global positioning system, GPS).
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Tabela 11- Resumo das questdes do questionario epidemiologico

Nivel Informacao

Informagdes gerais da propriedade Localizagdo geografica
Numero de habitantes
Escolaridade

Caracteristicas da produgdo animal Numero de aves

Espécies de aves
Presenca de animais de estimagao
Presenca de animais de produgao

Informagdes sobre biosseguranca na Método de reposigdo da criagio
criagdo das aves Acesso das aves fora do patio
Acesso das aves as areas umidas
Confina aves em algum momento
Fonte de 4gua das aves
Presenga de aves nos vizinhos
Troca de aves ou ovos com outro produtor
Visualizagao de aves silvestres na propriedade
Pratica caca
Observacgao de aves doentes
Observagao de aves mortas

B) Analise molecular
Extracdo do RNA

Primeiramente, as amostras de suabe de traquéia e cloaca foram homogeneizadas e,
apos, clarificadas por centrifugacdo a 12.000 g por 5 min. (Spackamn & Suarez, 2008). O
sobrenadante foi agrupado em pools por domicilio de até trés amostras, respeitando o tipo de
amostra (traquéia ou cloaca) e espécie da ave (galinha, marreco, pato, etc.) e 50 uL de cada
pool foi utilizado para a extragdo. Para extragdo do RNA viral foi utilizado o MagMAX™-96
Viral RNA Isolation Kit (Life Technologies™, Grand Island, NY, EUA) de forma
automatizada no aparelho MagMAX™ Express Magnetic Particle Processor (Life

Technologies™, Grand Island, NY, EUA), seguindo as recomendagdes do fabricante. Com
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este kit, o isolamento do RNA acontece através da lise viral em solucao base de isotiocianato
de guanidina e ligagdo do RNA em beads magnéticas, que o libera apds algumas lavagens. O

RNA foi eluido em 50 pL de tampao de elui¢ao e armazenado a -80 °C.

RT-PCR em tempo real para Influenza aviaria

A RT-PCR em tempo real foi realizada utilizando o kit Taq Man® AIV-Matrix
(Ambion, Austin, TX, EUA) que contém primers e sondas especificas para regido do gene da
matriz do virus influenza A e para um controle interno de RNA (Xeno). Os primers para AIV
tétm como alvo um segmento do gene da matriz que ¢ conservado entre todos os virus
influenza A e foram desenvolvidos segundo descrito por Spackman e colaboradores (2002). A
reacdo de RT e a PCR foram realizadas em uma unica etapa (one-step) € os niveis dos
produtos de PCR foram monitorados com o aparelho e software 7500 System (Applied
Biosystems, Forster City, CA, EUA). Segundo previamente descrito, a RT-PCR em tempo
real realizada com os primers para este fragmento do gene tem uma sensibilidade de 93,8% e
especificidade de 84% quando comparado com o isolamento viral (Spackman et al., 2002). O
limite de detecgdo ¢ de menos de 40 copias de RNA alvo.

As reagdes de RT-PCR em tempo real tiveram um volume final de 25 pL e foram
submetidas as seguintes condigdes: 45°C por 10 min. para a sintese do cDNA, 10 min. a 95°C
seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 seg. e 60°C por 45 seg. Os dados de fluorescéncia foram
adquiridos no final de cada etapa de anelamento. Para as amostras serem consideradas

positivas os valores de cycle threshold (CT) deveriam ser < 36.
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RT-PCR em tempo real para Doenga de Newcastle

Para a amplificacdo das sequéncias virais do NDV por RT-PCR em tempo real foram
utilizados primers e sonda previamente descritos por Wise e colaboradores (2004) que tem
como alvo um segmento do gene da matriz do virus. A reacdo foi realizada em uma unica
etapa (one-step) utilizando o Ag Path ID One step RT-PCR Kit (Ambion, Austin, TX, EUA)
para TaqMan® RT-PCR em tempo real.

As reagdes de RT-PCR tinham um volume final de 25 uL contendo 10 pmol de cada
primer, 3 pmol da sonda, 12,5 pL de tampao 2X RT-PCR (1,25 mM de Mg+ ¢ 0,2 mM
dNTPs), 1uL de 25X mix de enzimas e 8 uLL de RNA e foram submetidas a um programa de
50°C por 30 min. para a sintese de cDNA, 15 min. a 95°C e 40 ciclos de 94°C por 15 seg.,
56°C por 20 seg. e 72°C por 40 seg. O termociclador 7500 (Applied Biosystems, Forster City,
CA, USA) foi utilizado e os dados de fluorescéncia foram adquiridos no final de cada etapa de
extensdo pelo software 7500 System. Para as amostras serem consideradas positivas os
valores de CT deveriam ser < 36.

Como controle positivo da RT-PCR em tempo real foi utilizado um produto de PCR
de uma amostra referéncia clonado. Este clone foi previamente produzido no Centro Nacional
de Pesquisa de Suinos e Aves (CNPSA), Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA, Concérdia, SC). A especificidade do teste ¢ 100% e a sensibilidade varia de
89,5 a 94,1% para amostras clinicas de suabe de traquéia e cloaca, respectivamente (Wise et

al., 2004).
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C) Analise sorologica
Detecgdo de anticorpos contra o virus da influenza aviaria

A andlise soroldgica para influenza aviaria foi realizada através da deteccao dos niveis
de anticorpos IgG contra o virus da influenza A no soro de todas as aves coletadas através de
um kit comercial de ELISA de bloqueio seguindo o protocolo descrito pelo fabricante
(IDEXX FlockChek™ Influenza A Ab Test Kit, IDEXX Laboratories, Westbrook, ME,
EUA). Os ensaios foram conduzidos utilizando espectrofotometro de microplacas (EX Read
400, Biochrom, Cambridge, Gra-Bretanha) na absorbancia de 650 nm.

Os resultados foram determinados pelo calculo da densidade optica (DO) da amostra
dividida pela média das DOs do controle negativo, o que resulta em um valor de
amostra/negativo (S/N). Para espécies avidrias, quando o valor de S/N ¢ inferior a 0,50, a
amostra ¢ considerada positiva para a presenca de anticorpos contra Influenza A. Quando o
valor de S/N ¢ maior ou igual a 0,50, a amostra ¢ considerada negativa. A sensibilidade do
teste ¢ de 95,4% e a especificidade de 99,7%, conforme informagdes disponiveis pelo
fabricante. Este kit pode ser utilizado para avaliagdo de anticorpos em soro de qualquer

espécie de ave, por isso todas as amostras foram analisadas.

Detec¢ao de anticorpos contra o virus da Doenga de Newcastle

Para a deteccdo de anticorpos contra o NDV foi utilizado um kit de ELISA indireto
comercial (IDEXX FlockChek™ NDV antibody test kit, IDEXX Laboratories, Westbrook,
ME, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante. Os ensaios foram conduzidos
utilizando espectrofotometro de microplaca (SpectraMax, Molecular Devices Co., Sunnyvale,
CA, EUA) na absorbancia de 650 nm. A presenca ou auséncia de anticorpos no soro testado

foi determinada pelo valor da razdo amostra/positivo (S/P), relacionando-se o valor da DO da
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amostra com a média dos controles positivos inclusos no kit. Nestes ensaios, a amostra ¢
considerada positiva quando o valor de S/P ¢ maior que 0,20. A sensibilidade do teste ¢ de
100% e a especificidade de 89%. Os valores da média geométrica dos titulos (GMT) e o
coeficiente de variagao (CV) foram calculados com os titulos obtidos das aves de cada
domicilio. Este kit ¢ recomendado apenas para avaliagdo de anticorpos em soro de galinha

doméstica e peru, por isso as demais espécies ndo foram analisadas.

Detecgdo de anticorpos contra Mycoplasma gallisepticum

A detecgdao de anticorpos contra MG foi realizada utilizando um kit comercial de
ELISA indireto (FlockChek™ MG Antibody Test Kit, IDEXX Laboratories, Westbrook, ME,
USA) seguindo as instrugdes do fabricante. As leituras da DO foram conduzidas em
espectrofotometro (SpectraMax, Molecular DevicesCo, Sunnyvale, CA, USA) em uma
absorbancia de 650 nm.

Amostras de soro sdo consideradas positivas quando a razio S/P (DO da
amostra/média das DOs dos controles positivos) ¢ maior que 0,5; ¢ um domicilio foi
considerado positivo quando pelo menos uma ave foi soropositiva. Os titulos de cada amostra
foram calculados conforme orientagdes do fabricante, sendo considerada positiva a amostra
com titulo maior que 1076. A sensibilidade e especificidade do kit sdo de 100% para amostras
de galinha e peru. Para avaliar a distribuicdo dos titulos geral da populacdo de aves
amostradas em cada domicilio, foi calculada a GMT das amostras e CV. Este kit ¢
recomendado apenas para avaliagdo de anticorpos em soro de galinha doméstica e peru, por

isso as demais espécies nao foram analisadas.
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D) Analise estatistica

Os dados dos questionarios epidemioldgicos foram armazenados em um banco de
dados do software Microsoft Access™ e, ap6s, exportado para uma planilha Microsoft
Excel™ para analise descritiva e identificacdo dos fatores de risco. As varidveis foram
ajustadas e expressas como continuas ou categdricas.

O intervalo de confianca (IC) para a frequencia de rebanho estimada para a populacao
alvo foi calculado pelo método exato binomial no software Epi Info™ 7 (Centers for Disease
Control and Prevention, CDC, Atlanta, GA, EUA). Foi utilizado o modelo de regressao de
Poisson modificada (Poisson with robust variance) para verificar a hipotese de associacao
entre a variavel resposta (nimero de aves positivas por domicilio) e as variaveis explanatorias
(respostas do questionario) e, assim, determinar os possiveis fatores de risco associados com a
positividade. Esta regressao de Poisson modificada foi selecionada, pois, segundo varios
autores (Barros & Hirakata, 2003; Dohoo et al., 2003; Jackson et al., 2014), ¢ um método
utilizado com o intuito de evitar uma over disper¢@o na variancia nos parametros estimados.
As analises foram realizadas utilizando o procedimento GENMOD no software SAS versao
9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). A variavel offset utilizada foi o logaritmo do
numero de aves coletadas em cada propriedade, e a robust variance pdde ser estimada pela
inclusdao de medidas repetidas do assunto (repeated subject).

Inicialmente, as varidveis independentes foram testadas utilizando uma regressao
univariada. Para inclusdo no modelo multivariado foram selecionadas as variaveis com p <
0,25 (Teste Wald-tipo III) na regressdo univariada. Todas as varidveis selecionadas foram
checadas quanto a colinearidade e confundimento e ofertadas ao modelo multivariado de
regressdo de Poisson. Para andlise de colinearidade entre as variaveis foram utilizados dois

métodos de verificagdo: a correlacdo de Spearman (> 0,70) ou o valor de p (p < 0,05). No
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caso de colinearidade, as varidveis eram escolhidas pela relevancia biologica. Para a andlise
de confundimento foi observada a variagdo na magnitude no valor dos parametros estimados
quando as variaveis eram testadas na regressao bivariada, sendo mantidas no modelo como
um confundidor a varidvel que afetasse em mais de 30% a magnitude do valor de outras
variaveis. Interacdes biologicamente plausiveis entre as variaveis adequadas ao modelo
multivariado foram testadas e, se significativas (p < 0,05), foram submetidas a analise.

No modelo multivariado foi utilizado o método de selecao manual backward, onde as
variaveis sao eliminadas a cada passo pelo maior valor de p como critério de eliminagdo. A
variavel com maior valor de p era removida e o modelo reiniciado até que todas as variaveis
sejam estatisticamente significativas (p < 0,05). O valor da razdo de prevaléncia (PR) e o
respectivo IC (95%) foram calculados pelo exponencial do resultado final dos parametros
estimados pelo modelo para as variaveis significativas. O valor de PR foi selecionado para
avaliacdo de fatores de risco por ser a representagdo preferivel em estudos transversais
(Dohoo et al.,, 2003). O melhor modelo de predicao foi escolhido usando a informacao de

Quasilikelihood under the Independence model Criterion (QIC) e o valor de deviance/degress

of freedom (DF).

5.1.2. Resultados
A) Andlise da populacao alvo

O inquérito foi realizado em 48 domicilios que criam aves de subsisténcia. Foram
coletadas 411 aves, sendo que a grande maioria (95%) das amostras era de galinha doméstica
(389 aves). As demais aves coletadas foram 17 marrecos ou patos (Anas platyrhynchos

domesticus e Cairina moschata domestica), trés gansos, um peru e uma galinha d’angola. As
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aves coletadas nao eram vacinadas contra nenhuma doenga, ndo apresentavam sinais clinicos
e eram, na grande maioria, adultas (acima de 3 meses).

Visualmente, as criagdes se caracterizavam pela auséncia de medidas de
biosseguranga. Isto pode ser confirmado pela mistura de aves de diferentes espécies e idades,
criacdo de aves soltas ou perto das lagoas, e pela presenga de outros animais juntamente com

a criacao das aves (Figura 7).

Figura 7- Caracteristicas das criacdes de aves de subsisténcia coletadas. Painel A: mistura
de aves de diferentes espécies e idades. Painel B: presenga de outros animais juntamente
com a criag¢do das aves. Painel C: criagdo de aves soltas. Painel D: criagdo de aves proéximas
de lagoas.
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O questionario foi aplicado ao responsavel do local em todos os domicilios. O niumero
médio de aves por domicilio era de 30,6 aves (variando de 2 a 300), com mediana de 23 aves
por domicilio, sendo que a maioria dos criadores (87,5%) possuia até 40 aves. As principais
espécies de aves criadas nestas propriedades sao da ordem dos galiformes (galinha, peru e
galinha d’angola) e dos anseriformes da familia dos anatideos (pato, marreco, ganso), porém a
grande maioria dos domicilios (70,8%) cria somente galiformes, principalmente a galinha
doméstica. A criacao de aves aquaticas (anatideos) sempre acontece juntamente com a criagao
dos galiformes. Nos domicilios que criam estas espécies de aves, a média ¢ de 14,2 anatideos
(variando de 3 a 50) e a mediana de 10 por domicilio.

Em relacdo a origem das aves, em 48% dos domicilios ela ocorre somente por
reposi¢do propria, e em 23% dos domicilios as aves sdo adquiridas somente através da compra
em agropecuarias locais. A reposicao propria € a compra em agropecuaria ocorrem juntas em
29% dos domicilios. De acordo com informagdes das autoridades veterinarias locais, as aves
adquiridas de agropecudrias sdo pintos ndo vacinados para NDV ou MG.

A compra das aves de vizinhos ¢ menos comum e ocorre juntamente com outros
métodos de reposicdo em 12,5% das propriedades, porém 45,8% dos criadores costumam
trocar aves ou ovos com outro produtor. Além disso, mais da metade dos domicilios (62,5%)
possuem vizinhos que também criam aves de subsisténcia, sendo que 31,3% dos criadores
possuem vizinhos com aves e também praticam a troca de produtos.

As aves tém o habito de circular fora do patio em quase 48% dos domicilios
amostrados, mas somente em cerca de 19% dos domicilios as aves tém acesso a banhados ou
lagoas (que podem servir de local de alimentacdo para as aves migrantes). Em 43,8% das
propriedades, os responsaveis afirmam ja terem avistado aves silvestres no seu patio

(inclusive migratorias), mas apenas 4,2% admitiram que costumam cacar essas aves
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silvestres. As principais espécies migratérias observadas sdo marrecos, magaricos € gargas.
Dentre as espécies residentes avistadas, sdo relatadas principalmente quero-quero, jodo-de-
barro, gavido carcara, garca vaqueira e caturritas.

A fonte de dgua das aves ¢ principalmente através de pogo artesiano (87,5%), sendo
que somente 10,4% dos criadores utilizam agua de fonte natural para as aves. No momento da
entrevista, 12,5% declaram que havia historico de aves doentes nos ultimos 30 dias, e 16,7%
que havia ocorrido morte de aves também nos ultimos 30 dias.

A criacdo de aves nos domicilios € geralmente associada a outros tipos de produgdes
animais, principalmente de equinos (90%), ruminantes (75%) e suinos (52%). Somado a isto,
ha a criagdo de animais de companhia, como cdes e/ou gatos, que ocorre em 94% dos
domicilios.

Além destas informagdes, os criadores também foram questionados sobre seu
conhecimento de influenza aviaria, e 95,8% responderam que j& ouviram falar na doenga.
Destes, as fontes de informacdo declaradas foram TV (84,8%), radio (67,4%), inspetoria
veterinaria (34,8%), vizinhos (32,6%), palestras desenvolvidas na regido (23,9%) e escola dos
filhos (6,5%).

A localizagdo geografica das propriedades também foi registrada nas visitas as
propriedades. Metade das propriedades se encontrava até 12 km do estudrio da LP (foz da
barra), onde a concentracdo de aves migratdrias ¢ significativamente maior que em outras

areas da regido do PNLP.

B) Influenza aviéria
Todas as 411 amostras de aves foram analisadas na sorologia para influenza aviaria.

Destas, seis aves apresentaram anticorpos contra influenza A (1,5%) em duas propriedades
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(4,2%; 95% IC: 0,5% — 14,3%) (Figura 8). Foram soropositivas, quatro galinhas domésticas e
dois anatideos (um pato e um marreco), sendo que uma propriedade apresentou uma galinha e

um marreco positivos € a outra apresentou trés galinhas e um pato positivos.
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Figura 8- Distribui¢do espacial das propriedades soropositivas para
AIV. As cruzes vermelhas indicam as propriedades positivas e os
pontos pretos indicam as propriedades amostradas negativas.

Os valores de S/N das amostras positivas variaram de 0,122 a 0,481. A frequéncia
intra-rebanho de aves soropositivas em cada propriedade foi de 22% (2/9) e 44% (4/9). A

descri¢dao das amostras soropositivas ¢ apresentada na Tabela 12.
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Tabela 12- Descri¢ao das amostras soropositivas para Influenza A no ELISA.

Propriedade = Amostra Espécie Valor S/N
02 2D Galinha doméstica 0,180
02 2F Marreco 0,481
35 35F Galinha doméstica 0,122
35 35G Galinha doméstica 0,274
35 35H Galinha doméstica 0,385
35 351 Pato 0,173

Para RT-PCR em tempo real, as amostras de suabe de traquéia e cloaca foram
agrupadas em 292 pools de acordo com o domicilio, tipo de suabe e espécie da ave. Todas as
amostras foram negativas pelo RT-PCR em tempo real aplicado neste trabalho.

Nao foi possivel realizar uma andlise de fatores de risco para presenga de anticorpos
contra influenza aviaria pelo baixo valor de propriedades positivas (4,2%, propriedades 2 e
35). Assim, somente uma analise descritiva das caracteristicas gerais de cada propriedade foi
realizada. O numero total de aves nas propriedades “2” e “35” era de 36 e 25 no momento da
visita, respectivamente. A propriedade “2” estd localizada na localidade de Capao Comprido e
a “35” no Posto, ambas no municipio de Tavares. Nas duas propriedades havia a presenca de
suinos, equinos, caes € gatos, € somente na propriedade “35” eram criados ruminantes (sete
bovinos). As duas propriedades fazem reposicdo propria € o proprietario da “2” também
afirmou comprar aves das agropecuarias locais, mas nenhum dos produtores troca aves ou
ovos com vizinhos. Apenas na propriedade “2” as aves t€ém acesso fora do patio e a banhados,
sendo que a fonte de 4gua para as aves nas duas ¢ através de pogo artesiano. Os dois criadores
responderam que ja ouviram falar de influenza aviaria, mas nenhum deles visualizou aves
doentes ou mortas nos 30 dias anteriores a coleta de dados e amostras. Além disso, somente

um declarou que avistava aves silvestres no seu patio.
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C) Doenca de Newcastle

Na sorologia, das 390 amostras de soro analisadas, 132 aves (33,8%) apresentaram
titulos considerados positivos para a presenca de anticorpos contra NDV, e 42 domicilios
(87,5%; 95% IC: 74,75% — 95,27%) apresentaram pelo menos uma ave positiva. Os titulos de
anticorpos das aves variaram de valores negativos (titulos menores que 396) a valores
superiores a 18.000. Considerando os domicilios positivos, o GMT variou entre 104,4 e
1.058, e o CV dos titulos teve alta dispersdo (acima de 60%). A distribuicdo espacial das

propriedades soropositivas ¢ mostrada na Figura 9.
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Figura 9- Distribuicdo espacial das propriedades soropositivas para
NDV. As cruzes vermelhas indicam as propriedades positivas e os
pontos pretos indicam as propriedades negativas.
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Para RT-PCR em tempo real, as amostras de suabe de traquéia e cloaca foram
agrupadas em 292 pools de acordo com o domicilio, tipo de suabe e espécie da ave. Todas as
amostras foram negativas pelo RT-PCR em tempo real utilizado neste trabalho.

Para avaliacdo dos fatores de risco, 19 variaveis foram ofertadas na regressao de
Poisson univariada (Tabela 13). Destas, sete foram selecionadas para a regressao
multivariada, apos andlise de confundidores e colinearidade (Tabela 13). O resultado final da
analise multivariada incluiu duas variaveis explanatorias (Tabela 14). O risco para a presenca
de aves soropositivas para NDV nas propriedades foi maior em estabelecimentos nos quais os
criadores adotam a pratica de reposi¢cdo propria para manter a criagdo (PR=1,64; 95% IC: 1,11
—2,42). Além disso, o aumento na distancia das granjas em relacdo ao estudrio da Laguna do

Peixe diminui a PR (PR=0,94; 95% IC: 0,90 — 0,99).
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Tabela 13- Resultados da regressdao de Poisson univariada quanto a soropositividade para

NDV das propriedades analisadas.

Variaveis Categoria N PR PR(95%IC) p°

Distancia do estuario da LP° NA 48 0,95 091-1,00 0,09

N° de aves/domicilio NA 48 1,00 1,00-1,00 0,38

N° de galiformesb NA 48 1,00 1,00-1,00 0,24

N° de habitantes >2 41 1,18 0,56 -2,50 0,63
<2 7 *

Presenca de anatideos Sim 14 0,93 0,63-1,38 0,75
Nao 34 *

Presenca de caes Sim 44 0,86 0,41-1,81 0,72
Nao 4 *

Presenca de gatosb Sim 30 1,29 0,86-1,95 0,19
Nao 18 *

Presenca de suinos Sim 25 1,25 0,86 -1,83 0,22
Nao 23 *

Presenca de equinos Sim 43 1,85 0,92 -3,69 0,09
Nao 5 *

Presenca de ruminantes Sim 36 1,73 1,06 -2,84 0,02
Nao 12 *

Faz reposicao pr()priab Sim 37 1,45 097-2,19 0,07
Nao 11 *

Compra aves Sim 24 0,87 0,60 -1,24 0,44
Nao 24 *

Aves tém acesso fora do patio Sim 23 0,97 0,67-1,38 0,87
Nao 25 *

Aves tém acesso a banhados Sim 9 0,92 0,57-1,51 0,76
Nao 39 *

Vizinhos possuem aves’ Sim 30 0,72 0,50-1,03 0,07
Nio 15 *

Troca aves ou ovos com outro produtorb Sim 22 0,72 0,51-1,02 0,08
Nio 26 *

Presenca de aves silvestres no domicilio® Sim 21 1,33 0,93-1,90 0,11
Nio 23 *

Presenca de aves doentes Sim 6 1,14 0,81 -1,60 0,47
Nio 42 *

Presenga de aves mortas Sim 8 1,12 0,77 -1,63 0,54
Nio 40 *

PR=Razdo de prevaléncia; NA=Variavel continua; *Wald-tipo III; °Variaveis incluidas no
modelo de regressdo multivariado; *Categoria referéncia.
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Tabela 14- Resultado final do modelo de regressao de Poisson multivariada para a presenca

de propriedades soropositivas para NDV'

Varidveis Categoria PR PR (95% IC) P’

Faz reposicao propria Sim 1,64 1,10 -2,42 0,02
Nao *

Distancia do estuario da LP Continuo 0,94 0,90 - 0,99 0,04

'Resultados do modelo: QIC=-11,73 e deviance/DF=1,29; *Wald-tipo III; *Categoria
referéncia.

D) Mycoplasma gallisepticum

Foram coletadas 411 aves de 48 propriedades que criam aves de subsisténcia, sendo
que 390 amostras eram de galinhas domésticas e uma de peru. Destas, 391 amostras
analisadas pelo ELISA, 14,3% (56 aves) foram soropositivas e 28 domicilios (58,3%; 95%
IC: 43,2% — 72,4%) apresentaram pelo menos uma ave com resultado positivo para presenca
de anticorpos anti-MG. Todas as aves coletadas ndo eram vacinadas para MG ou qualquer
outra espécie do género Mycoplasma.

Os titulos de anticorpos nas amostras individuais (aves) variaram de titulos
considerados negativos (< 1.076) até valores acima de 15.000. Nos domicilios amostrados, as
aves coletadas tiveram uma GMT que variou de 134,9 a 2630,5 (+59,2), sendo a GMT
minima nas propriedades positivas de 216,8. O CV nas propriedades soropositivas foi
altamente disperso, onde mais da metade (58,3%) tiveram um CV acima de 80%, indicando
fortemente a presenca da infec¢do no rebanho. A distribui¢do espacial dos domicilios

soropositivos ¢ demonstrada na Figura 10.
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Figura 10- Distribuicdo espacial das propriedades soropositivas para
MG. As cruzes vermelhas indicam as propriedades positivas e o0s
pontos pretos indicam as propriedades negativas.

Na analise dos fatores de risco, 18 variaveis foram ofertadas na regressdo univariada
(Tabela 15). Destas, quatro foram significativamente associadas (p < 0,25) com a
soropositividade das granjas para MG e incluidas no modelo multivariado. Ademais, cinco
interagdes entre variaveis biologicamente plausiveis também foram testadas na regressdao
univariada (Tabela 16), sendo que apenas uma foi significativa (p < 0,05) e também incluida

no modelo multivariado.
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Tabela 15- Resultados da regressao de Poisson univariada quanto a soropositividade para

MG das propriedades analisadas.

a

Variaveis Categoria N PR PR (95% IC) p

Distancia do estuario da LP NA 48 1,02 0,95-1,10 0,60

N° de aves/domicilio NA 48 1,00 0,99 — 1,01 0,66

N° de galiformes NA 48 1,00 0,99 - 1,01 0,68

N° de habitantes <2 41 0,66 0,29 - 1,50 0,41
>2 7 *

Presenca de anatideos Sim 14 1,11 0,55-2,27 0,77
Nio 34 x

Presenca de cées Sim 44 1,65 0,53 -5,20 0,35
Nio 4 =

Presenca de gatos Sim 30 0,69 0,34 -1,40 0,33
Nio 18 =

Presenca de suinos Sim 25 1,10 0,54 -2,22 0,80
Nio 23 =

Presenca de equinos Sim 43 1,54 0,62 — 3,85 0,34
Nio 5 =

Presenca de ruminantes’ Sim 36 1,70 0,87 —3,32 0,14
Nio 12 =

Faz reposi¢ao propria Sim 37 095 0,33 -2,76 0,93
Nio 11 =

Compra aves Sim 24 1,29 0,64 -2,61 0,49
Nio 24 *

Confina as aves® Sim 16 3,48 1,92 - 6,33 0,01
Nio 29 =

Aves tém acesso fora do patio Sim 23 0,81 0,40 -1,64 0,56
Nio 25 =«

Aves tém acesso a banhados Sim 9 1,03 0,41 -2,59 0,95
Nio 39

Vizinhos possuem aves’ Sim 30 1,54 0,79 — 3,01 0,23
Nio 15 =

Troca aves ou ovos com outro produtorb Sim 22 2,11 1,10 —4,03 0,06
Nio 26

Presenca de aves silvestres no domicilio  Sim 21 1,10 0,52 -2,33 0,80
Nio 23 =

PR=Raziio de prevaléncia; NA=Variavel continua; *“Wald-tipo III; °Variaveis incluidas no

modelo multivariado (p <0,25); *Categoria referéncia.
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Tabela 16- Resultados da regressao de Poisson univariada com as interagdes entre as

variaveis quanto a soropositividade para MG das propriedades analisadas.

Variaveis

PR

PR (95% IC) p

Presenca de anatideos x Presenca de aves silvestres

Acesso fora do patio x Acesso a banhados

Acesso fora do patio x Vizinhos possuem aves

Troca ave/ovo com outro produtor X Vizinhos possuem aves"

Distancia do estuario x Presenca de aves silvestres

0,45 0,20 -1,02 0,06

0,58 0,25-1,39 0,22

0,41

0,50 -2,29 0,87

2,48 1,27 - 4,83 0,01

1,02 0,96 — 1,08 0,53

PR=Razio de prevaléncia; *“Wald-tipo III; "Variaveis incluidas no modelo multivariado (p <0,05).

O modelo final da regressao de Poisson incluiu duas variaveis (Tabela 17). Foram

considerados fatores positivamente associados com a presenca de anticorpos anti-MG nas

propriedades a pratica de confinar as aves em algum momento do dia em galinheiros ou

galpoes (PR = 3,40, 95% IC: 1,93 — 5,99) e a interag¢do entre a troca de aves ou ovos com

outros produtores e o fato dos vizinhos também possuirem aves de subsisténcia (PR = 2,16,

95% IC: 1,24 —3,76).

Tabela 17- Resultado final do modelo de regressao de Poisson multivariada para a presenca

de propriedades soropositivas para MG'.

Variaveis Categoria PR PR (95% IC) p*

Confina as aves Sim 3,40 1,93-5,99 <0,01
Nao *

Troca ave/ovos com outro produtor x Vizinhos possuem aves  Sim 2,16 1,24-3,76 0,03
Nio *

"Valores do modelo: QIC=55,55 e deviance/DF=1,20; PR=Razio de prevaléncia; *Wald-tipo III; *Categoria

referéncia.
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5.1.3. Discussao e conclusoes

Este inquérito epidemiologico demonstrou a presenca de doengas infecciosas
respiratorias em propriedades que criam aves de subsisténcia na regido do PNLP, RS. O local
se caracteriza como um dos principais sitios de invernada de aves migratorias (Resende e
Leeuwenberg, 1987) e o tipo de criacdo amostrada apresenta caracteristicas importantes que
servem como potencial reservatorio e sentinela para patogenos carreados por estas aves
migratérias (Hernandez-Divers et al., 2006). Por isso, a regido do PNLP se caracteriza como
uma importante regiao de risco para introducao de patdogenos carreados por aves migratorias
em criagdes de aves domésticas, principalmente de subsisténcia (Corbellini et al., 2012).

Ja foi demonstrado previamente que granjas de aves de subsisténcia possuem maior
probabilidade de serem positivas para algumas doencas infecciosas do que granjas comerciais
(Soos et al., 2008; Molia et al., 2011; Andriamanivo et al., 2012). Este fato ¢ devido a
algumas caracteristicas destas granjas, como a auséncia de biosseguranga ¢ contato com
outras granjas e com aves silvestres (Akhtar & Zahid, 1995; East et al., 2006; Hernandez-
Divers et al., 2006; Andriamanivo et al., 2012). Além disso, a movimentacdo de pessoas e
animais também ¢ importante para disseminacdo de patogenos e ¢ facilitada pela auséncia de
biosseguranca nas criacdes (Schelling, 1999; Kleven 2003; Hamilton-West, 2011). Ou seja,
granjas com aves de subsisténcia servem como fonte de infecg¢do tanto para aves comerciais
como para espécies de aves silvestres que possam ter econtato (Hernandez-Divers et al.,
2008).

Apesar da amostragem ser direcionada para a detec¢do de AIV, o estudo foi capaz de
demonstrar a presenca de anticorpos contra AIV, NDV e MG nas aves de subsisténcia, o que
indica que ha circulacdo destes patdgenos neste ecotopo. Os resultados indicam que ha que os

patdgenos circulam conjuntamente nas propriedades (Apéndice D), cabendo destacar que as
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duas propriedades positivas para AIV foram também positivas para NDV e MG. Entre as
positivas para MG (28/48), apenas duas nao foram positivas para NDV. Nao houve a deteccao
de AIV e NDV pelo teste de RT-PCR em tempo real. Apesar disso, a detec¢ao de anticorpos €
uma forma efetiva de se avaliar o espalhamento e a presenca de doencgas infecciosas em um
grupo de aves nao vacinadas em uma determinada regido (McMartin et al. 1987; Soos et al.,
2008). Os resultados positivos na sorologia para AIV, NDV e MG nas propriedades
amostradas neste estudo demonstram que as aves de subsisténcia coletadas aleatoriamente
foram previamente expostas ao agente e que os patdgenos estdo presentes nas aves da regido,
apesar das aves nao estarem eliminando-os no momento da coleta. Além disso, cabe ressaltar
que a presenca de patogenos de baixa patogenicidade circulantes pode induzir a
soroconversao sem achados clinicos com rapida e/ou baixa excre¢do viral, o que
possivelmente reflete a situacao ecoldgica do PNLP. Este fato condiz com resultados prévios
de isolamento de cepas de AIV e NDV de baixa patogenicidade em aves migratorias da regido
do PNLP (Araujo et al., 2004; Orsi, 2010).

Viroses e doengas bacterianas sdo as causas de quase 90% das mortalidades de aves de
subsisténcia (Mete et al., 2013). Vérias doencas j& foram diagnosticadas neste tipo de criagdo,
incluindo ATV, NDV e MG (Kelly et al., 1994; Schelling et al., 1999; Hernadez-Divers et al.,
2006; Terregino et al., 2007; Hernadez-Divers et al., 2008; Biswas et al., 2009; Zheng et al.,
2010; Biswas et al., 2011; Xavier et al., 2011; Chaka et al., 2013; Madsen et al., 2013).

Nao hé evidéncias de AIV em granjas comerciais no Brasil, porém, cepas de baixa
patogenicidade (H3) ja foram isoladas de galinhas domésticas e aves silvestres da ordem
Charadriiformes na regido norte e nordeste do pais (Senne, 2010). Nas aves silvestres do
PNLP j4 foi relatado o isolamento viral dos subtipos H2 e H4, inclusive de espécies migrantes

do Hemisfério Norte (Aragjo et al., 2004). Outro estudo demonstrou que passaros migrantes
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residentes de Sao Paulo sdo transportadores do virus influenza (Kawamoto et al., 2005;
Soares et al., 2005). Além disso, foi verificada a presen¢a de anticorpos contra os subtipos
HS5, H7 e H9 em aves silvestres no estado de Sao Paulo (Sousa et al., 2013). Apesar de
existirem cepas dos subtipos H5 e H7 de baixa patogenicidade, até o momento, somente estes
subtipos tém o potencial para mutar e se tornar cepas de alta patogenicidade em espécies
suscetiveis (Alexander et al., 2007), e por isso fazem parte da lista de doencas da OIE e
devem ser notificados em caso de surto. J& o subtipo H9 possui um grande potencial
pandémico (Matrosovich et al., 2001; Wright et al., 2007).

Nossos resultados demonstraram que duas propriedades (4,2%) apresentaram aves
soropositivas para AIV. Este resultado indica a circulagdo de AIV em aves de subsisténcia da
regido. Como a amostra foi delineada para detectar a presenca do agente (em uma prevaléncia
de 5%), a deteccdo de propriedades positivas indica uma prevaléncia de AIV na regido maior
que 5% (valor considerado inicialmente para o calculo amostral). Neste contexto, caso ndo
tivessem sido detectadas propriedades positivas, isto indicaria que a prevaléncia seria menor
que 5%, e poderia-se considerar a regido livre de AIV.

A identificagdo dos subtipos de AIV nas amostras soropositivas ndo foi possivel, pois,
no Brasil, esta s6 pode ser realizada em um laboratério de biosseguranga nivel 3 (NB3) que
possua amostras referéncia viaveis de AIV de diferentes subtipos. Alternativamente, isto pode
ser realizado através de solicitagdo ao MAPA para tipificagdio em seu laboratdrio oficial.
Neste trabalho, a solicitacio ao MAPA nao foi atendida devido & auséncia de um termo de
colheita oficial, mesmo apo6s requerimento do mesmo as autoridades competentes. A
subtipificacdo tem importancia para identificagao da provavel origem do virus. Mesmo sem a
subtipificacdo de AIV, estes resultados ndo descartam a hipdtese de transmissdao do virus de

aves silvestres presentes na regido para as aves de subsisténcia, visto que os subtipos H2 e H4



89

ja foram detectados na regido (Araujo et al., 2004). Na regido de estudo ha uma grande
quantidade de aves aquaticas residentes ou migratorias das ordens Anseriformes e
Charadriiformes, principais reservatorios do AIV (Webster et al., 1992; Clark & Hall, 2006;
Stallknecht & Brown, 2009). Além disso, ha relatos de casos de AIV, incluindo subtipos de
alta patogenicidade, nas espécies que migram para a LP (Alexander, 2000; Hanson et al.,
2008; Feare, 2010; Reperant et al., 2011).

Apesar de ndo ser possivel a analise de fatores de risco para AIV, algumas
caracteristicas e praticas dos criadores das propriedades soropositivas podem indicar alguma
relagdo com o observado em outros estudos onde ha a presenca de AIV. As duas propriedades
positivas continham anatideos nas suas criagdes. Como ja mencionado, as aves aquaticas sao
considerados reservatorios de AIV e podem entrar mais facilmente em contato com aves
migratérias por ocuparem locais em comum. A criagao de anatideos juntamente ou préximos
as aves domésticas acabam por aumentar o risco da presenga de AIV (Hulse-Post et al., 2005;
Gilbert et al., 2006; Terregino et al., 2007; Ward et al., 2009). O contato de galinhas com
criagdes de aves aquaticas dos vizinhos ¢ um fator de risco para transmissdo de doencas
infecciosas, como AIV, em aves de subsisténcia na China (Wang et al., 2013). Além disso, ha
relatos que criagdes de aves de subsisténcia expostas a presenca de aves aquaticas tiveram
maior risco de ser soropositivas para AIV do que as ndo expostas nos EUA (Madsen et al.,
2013), e a separacdo dos anatideos das galinhas durante a noite dentro de uma mesma granja
serviria como um fator protetivo para presenca de AIV (Biswas et al., 2009).

A criagdo de outros animais também ocorre nas propriedades soropositivas para
influenza A. Alguns subtipos deste virus podem infectar, por exemplo, tanto aves como
suinos ou equinos (Webster et al., 1992). A presenca de AIV em granjas de aves ja foi

associada com a proximidade destas com criacdes de suinos (Corzo et al., 2012), e
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transmissao de AIV entre estas duas espécies ja foi documentada (Andral et al., 1985; Choi et
al., 2004).

A compra de aves em agropecuarias pode influenciar na presenca de AIV nas granjas
de aves subsisténcia em algumas regioes onde o virus esta presente de forma endémica ou em
surtos (Biswas et al., 2009; Biswas et al., 2011; Wang et al., 2013). Porém, ndo ha evidencia
da presenca de AIV em granjas comerciais do RS, possiveis fornecedoras de aves para as
agropecuarias da regido. Por isso, a reposi¢do propria que acontece nas duas propriedades
poderia ajudar na introdugdo constante de aves suscetiveis, favorecendo a persisténcia da
infeccdo na populacdo (Hernandez-Divers et al., 2006). A troca de aves entre vizinhos
também poderia aumentar o risco de AIV (Paul et al., 2011; Wang et al., 2013). Porém, esta
ndo ¢ uma pratica que acontece nas propriedades soropositivas.

Outro ponto importante € a possibilidade de acesso destas aves de subsisténcia a areas
de banhado/iimidas, que acontece em uma das propriedades. O acesso das aves a uma fonte de
agua, como lagoas, lagos, banhados, proxima a granjas de subsisténcia ¢ um fator de risco
para AIV (Biswas et al., 2009; Desvaux et al., 2011). Isto acontece pelo compartilhamento
destas areas alagadas por aves domésticas e aves silvestres (Biswas et al., 2009) e pelo
possivel papel desempenhado pela 4gua na transmissdo do virus ou como um reservatorio
temporario (Brown et al., 2007; Desvaux et al., 2011).

A presenca de aves silvestres foi relatada em apenas uma propriedade. Porém, este
fator parece ser o mais determinante para a introdugdo e manutencdo do AIV em granjas de
subsisténcia (Tracey et al., 2004; Terregino et al., 2007; Biswas et al., 2009; Feare, 2010;
Biswas et al., 2011; Keawcharoen et al., 2011; Wang et al., 2013; Sheta et al., 2014). Além de

a regido servir como sitio de invernada para aves migratorias, a disponibilidade de alimentos
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também poderia atrair aves silvestres as propriedades com aves de subsisténcia, resultando no
contato direto ou indireto (com as fezes) entre as aves (Terregino et al., 2007).

A transmissdo de AIV para aves domésticas através do contato com aves migratdrias ¢
conhecida e comprovada, e pelo fato do estudo estar concentrado em um sitio de migragao
(PNLP) acreditava-se que as aves migratdrias também poderiam ser uma fonte de infecgao
para as aves de subsisténcia na regido. Apesar de serem detectados anticorpos contra AIV nas
aves de subsisténcia, ndo foi possivel comprovar esta hipotese.

Além de ALV, 87,5% dos domicilios apresentaram pelo menos uma ave positiva para a
presenca de anticorpos contra NDV. A pratica de reposi¢ao propria do rebanho foi uma
variavel considerada fator de risco para soropositividade de NDV; ao passo que, o aumento na
distancia das propriedades ao estudrio da LP diminui o risco.

Apesar de varios trabalhos no mundo mostrarem a soroprevaléncia de NDV em
criacdes de aves de subsisténcia, ha poucas informagdes sobre os fatores de risco associados a
presenca do NDV nestas granjas. Em granjas comerciais, os principais fatores de risco
encontrados foram a proximidade com outras granjas, contato com aves silvestres, aumento
na idade das aves, auséncia de biossegurang¢a (incluindo manejo inadequado na limpeza, no
armazenamento da racdo e no controle da movimentacdo de pessoas e aves), € pouca
experiéncia na producdo de aves (East et al., 2006; Akhtar et al., 1995; Andriamanivo et al.,
2012).

Em estudos realizados com aves de subsisténcia, a soroprevaléncia de NDV foi
associada com a espécie de ave (maior em galinhas que patos) e idade (maior em adultos que
jovens) (Molia et al., 2011). Em criagdes de aves de subsisténcia na Suica, os rebanhos de
galinhas, patos ou gansos de raga pura foram mais propensos a conter pelo menos uma ave

soropositiva para NDV do que granjas com aves mesti¢as (Schelling et al., 1999). Na Etiopia,
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0 risco para a exposicdo de NDV foi aumentado em granjas de subsisténcia de grande porte,
nas quais havia uma frequéncia reduzida na limpeza de residuos e a compra era realizada para
reposicao do rebanho (Chaka et al., 2013).

O fato da reposigdo propria dentro da granja estar associada a presenca de NDV pode
estar relacionado com a perpetuacdo/manutencdo de aves e progénies infectadas dentro do
domicilio (Awan et al. 1994). Ou seja, a progé€nie de reposi¢ao propria tem grandes chances
de infectar-se logo ap6s o nascimento através do contato direto com os individuos
previamente expostos. Além disso, a reposi¢cdo propria torna impraticavel o all in all out, ja
que novas aves sdo constantemente adicionadas sem medidas preventivas a um ambiente em
que o virus estd circulando. Uma vez que o virus tenha entrado no rebanho, ¢ razoavel
hipotetizar que a reposicao propria seja possivelmente um dos mais importantes aspectos que
podem influenciar a permanéncia do virus.

Em um estudo epidemioldgico realizado na Etiopia, foi demonstrado que o uso de
reposi¢do propria como a unica estratégia era um fator protetivo em relacdo a outras praticas
de reposicdo, tais como a compra do mercado local (Chaka et al., 2013). E importante notar
que em exploracdes negativas para a presenca de NDV, esta estratégia pode evitar a infecgao,
no entanto, uma vez que o virus ja tenha sido introduzido na granja, a reposi¢ao propria tende
a favorecer a persisténcia do virus. No caso dos rebanhos de subsisténcia da Etidpia, a
reposi¢do com aves do proprio rebanho pode ter sido protetivo, pois, nesta area, os
agricultores compram aves nos mercados de aves vivas, onde as galinhas ndo-vacinadas sdo
soropositivas e reconhecidamente potenciais fontes de infec¢do de NDV e diversas outras
enfermidades (Chaka et al. , 2012). Este ¢ um exemplo das diferengas observadas entre
diferentes regides sobre fatores de risco e epidemiologia do virus, que indica a importancia de

estudos epidemioldgicos para cada regido.
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Neste estudo mostrou-se que a PR de NDV ¢ associada negativamente com o aumento
da distancia das propriedades com estudrio da LP, ou seja, o aumento na distancia das
propriedades em relagdo ao estuario diminui o risco de NDV. Na época em que o a LP estéd
ligada ao mar, a regido do estuario ¢ o local com a maior concentracao e diversidade de
espécies de aves (tanto de aves migratorias como de residentes), devido as suas caracteristicas
ambientais, como a disponibilidade de alimentos, a sua fauna e flora singulares, e abundancia
de locais de repouso em aguas rasas (Resende e Leeuwenberg, 1987; Knak, 1999; Gongalves,
2009). Assim, a proximidade com o estudrio favorece o acesso das aves silvestres nas
propriedades e seu contato com as aves de subsisténcia. Em um trabalho realizado na China, o
contato com aves silvestres foi associado com um risco aumentado para doengas infecciosas
em aves de subsisténcia (Wang et al. , 2013). Além disso, aves de subsisténcia infectadas
também poderiam atuar como potenciais disseminadores da infeccdo para as aves silvestres
migratérias, que podem espalhar o virus para outras regioes (Hernandez-Divers et al., 2008).

Quanto a presenga de MG, 58,3% das propriedades possuiam pelo menos uma ave
soropositiva, e 14,3% das aves testadas eram soropositivas para MG. A frequéncia de
anticorpos contra MG pode variar de acordo com a regido geografica e o desenho amostral.
Sdo poucos os estudos que avaliam a soropositividade de MG em criagcdes de aves de
subsisténcias no Brasil e no mundo, e geralmente ndo apresentam uma amostragem
probabilistica. No Brasil, um estudo realizado em criatorios de galinhas de “fundo de quintal”
proximos a matrizeiros em Sao Paulo mostrou que 73% dos criatorios e 30,3% das aves eram
soropositivas para MG (Buchala et al., 2006). Ainda na América do Sul, uma soroprevaléncia
animal de 26% e 73% foi encontrada em aves de subsisténcia no Paraguai ¢ Equador,
respectivamente (Herrero et al., 2009; Hernandez-Divers et al. 2006). Na provincia de Entre

Rios na Argentina a soroprevaléncia nos criatérios variou de 33 a 76% nos diferentes anos de
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coleta (Xavier et al. 2010). Demais estudos disponiveis demonstram uma frequéncia de
detec¢do de anticorpo contra MG em aves de subsisténcia que varia entre 25,7% a 78,7%
(McBride et al., 1991; Kelly et al., 1994; Thekisoe et al., 2003; Chaka et al., 2012).

E clara a importancia de estudos sobre a circulagdo ou detecgdo de anticorpos contra
MG em aves de subsisténcia, ja que ¢ demonstrado o papel destas aves como potenciais
reservatorios e disseminadores de MG para aves silvestres e outras aves domésticas
(Hernandez-Divers et al., 2008; Kelly et al., 1994). Porém, o conhecimento sobre os fatores
de risco associados com a presenca desta bactéria nas aves de subsisténcia também ¢ essencial
para melhoria nas estratégias de controle e prevencdo da doenca. Em relagdao a presenca de
MG, ndo ha nenhum trabalho na literatura que investigue possiveis fatores de risco associados
em aves domésticas de subsisténcia ou comerciais. Nas criacoes de aves de subsisténcia
estudadas, a probabilidade de encontrar anticorpos contra MG ¢ aumentada quando ha o
confinamento das aves e na interacdo entre as variaveis “troca de aves ¢ ovos com outros
produtores” e “vizinhos também possuirem aves de subsisténcia”.

O confinamento das aves pode estar associado com a elevada infecciosidade de MG
entre aves suscetiveis (McMartin et al., 1987) e a via de transmissdo. Considerando que as
principais vias de infec¢do de MG sdo através do trato respiratério e da conjuntiva, um
contato mais intenso € necessario para transmissdo (Kleven, 2003). Além disso, ¢ importante
notar que a transmissdo bacteriana por aerossdis ¢ favorecida entre aves em ambientes com
alta densidade animal, onde a circulagdo de ar ¢é restrita (Kleven, 2003), tal como em
galinheiros. Ademais, este processo de criacdo pode permitir a contaminacdo de alimentos,
agua e ambiente compartilhado por aves confinadas. Ja foi demonstrado que a infecg¢do de
MG em passariformes parece se espalhar mais rapidamente quando as aves ficam em bandos

agregados, pela transmissdo direta pelo contato e indiretamente pela contaminagdo de
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alimentos (Faustino et al., 2004). Em galinhas domésticas, foi relatado que a densidade
populacional aumenta a taxa de espalhamento de MG (McMartin et al., 1987), possivelmente
pelo aumento do niumero de contatos entre aves infectadas e suscetiveis.

A interagdo entre “troca de aves € ovos com outros produtores” e “vizinhos possuirem
aves” também foi considerada um fator de risco. A troca de aves com outros produtores pode
levar a introdugao tanto de aves suscetiveis como de aves infectadas. Este fator de risco ¢
importante, tendo em conta a elevada infecciosidade observada para MG, dado que uma vez
que este microorganismo ¢ introduzido numa populacao suscetivel a maioria das aves tende a
se infectar (McMartin et al., 1987). Além disso, a introdu¢dao de aves suscetiveis pode
favorecer a persisténcia da infec¢do numa populagdo (Hernandez-Divers et al., 2006), e pela
auséncia de monitoria e vigilancia do MG nas aves de subsisténcia, a doenca pode se manter
endémica na populacdo também através da transmissdo da bactéria pelo ovo (Hernandez-
Divers et al., 2006).

Além disso, aparentemente, o fato de vizinhos também possuirem aves pode aumentar
a possibilidade de troca de aves ou ovos com outros produtores vizinhos. Na regido estudada,
a troca de aves e ovos ocorre principalmente com os vizinhos ou parentes durante as visitas as
propriedades (dados ndo mostrados). Devido a isto, o aumento do risco associado com a troca
de aves e ovos com outro produtor pode estar relacionado também ao movimento de pessoas
entre as fazendas e a transmissdo da bactéria por fomites (Kleven, 2003). A proximidade e o
transito de pessoas entre propriedades foram sugeridos como um fator determinante para a
presenca MG em granjas comerciais e de subsisténcia nos EUA (McBride et al., 1991).

Os resultados suportam a hipotese de que ha circulacdo de patdégenos associados a
aves migratorias (AIV, NDV e MG) na regido do PNLP. Apesar de ndo ser possivel a

confirmagdo da hipdtese do contato das aves de subsisténcia com aves migratorias como fator
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de risco para presenca dos patdogenos pesquisados, nao se pode descartada-la completamente.
Cabe ressaltar que a identificacdo do aumento na distancia das granjas em relagdo ao estuario
da Laguna do Peixe como uma variavel que diminui a PR para NDV reforga a problematica
do papel das aves migratorias na disseminacao dos patogenos estudados na regido. Ademais,
os resultados revelam a importancia das criagdes de aves de subsisténcia da regido do PNLP
como potenciais reservatorios e fonte de infeccdo de doengas que podem afetar tanto aves
domésticas comerciais como aves silvestres migratérias que chegam ao local. O fato de
existirem propriedades soropositivas para AIV, NDV e MG indica que estes patdogenos estdo
circulando em criagdes de aves de subsisténcia, a0 menos na populagdo proxima a sitios de
aves silvestres. Os dados sobre fatores de risco associados a presenga de NDV e MG
aprimoram os conhecimentos sobre a dindmica das doengas em criacoes de aves de
subsisténcia e reforcam que caracteristicas comuns destas criacdes, como praticas de
biosseguranga insuficiente e manejo inadequado, devem ser revisadas e monitoradas para o
controle da introdugao e do espalhamento de doengas no Brasil.

Considerando que aves de subsisténcia s3o mais propensas a entrarem em contato com
aves migratdrias e silvestres, devido a falta de medidas de biosseguranga, elas podem servir
como sentinelas para a introdugdo e disseminacao de patdgenos dentro de uma regido e para
granjas de aves comerciais (Hernandez- Divers et al., 2008; Wang et al., 2013). Os resultados
deste inquérito validam a hipdtese da utilizacdo de aves de subsisténcia em areas imidas e de
migracdo como sentinelas das doencas de aves em uma regido e podem servir de base para

programas oficiais de vigilancia no Brasil.
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5.2. Capitulo II — Modelagem de espalhamento de HPAIV
Neste capitulo, descreve-se o modelo matematico de simulacdo realizado para avaliar
o espalhamento do virus da influenza aviaria de alta patogenicidade (HPAIV) em criagdes de

aves de subsisténcia localizadas na regido do Parque Nacional da Lagoa do Peixe (PNLP),

RS.

5.2.1. Metodologia
A) Area de estudo e populagio alvo

A populacdo alvo selecionada para simulacdo de espalhamento foram as 447
propriedades onde ha criagdo de aves de subsisténcia localizadas na regido do PNLP. Uma
lista contendo o nome dos moradores, juntamente com a coordenada geografica, numero de
aves criadas e a presenga ou ndo de anatideos em cada domicilio foi utilizada. A distribuig¢ao

geografica das propriedades pode ser visualizada na Figura 11.
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Figura 11- Distribuicdo geografica das 447 propriedades
que criam aves de subsisténcia na regiao de estudo.
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B) Modelo

A modelagem de espalhamento de HSN1 na regido do PNPL foi realizada através de
um modelo estocastico SIR (Suscetiveis — Infectados — Recuperados). Nele, considera-se que
uma propriedade infectada pode infectar uma propriedade suscetivel através de um contato
direto ou indireto, sendo que cada tipo de contato possui sua respectiva probabilidade de
transmissdo do virus. E, uma vez que uma propriedade se torna infectada, esta permanece
neste estado por um periodo, no qual pode transmitir o virus para outras propriedades
suscetiveis com a qual tenha contato e, finalizado o periodo em que a propriedade esta
infectada, esta passa para o estado recuperado, representando um periodo em que a
propriedade ndo pode adquirir o virus, seja por nao ter mais aves, ou por estas se tornarem
imunes. Este modelo de espalhamento foi aplicado em redes complexas ndo-direcionadas
através de algoritmos, previamente desenvolvidos por Ossada e colaboradores (2013) e Grisi-

Filho e colaboradores (2013a), utilizando o software R (http://www.r-project.org/) € o pacote

igraph (desenvolvido para andlise de rede e visualizagao).

Neste estudo, modelaram-se as relagdes entre as propriedades utilizando uma estrutura
de rede. Assim, as propriedades sdo representadas por vértices (ou nds) e os contatos (diretos
ou indiretos) realizados entre as propriedades sdo representados por arestas ndo-direcionadas
(por exemplo, se aves da propriedade A entram em contato com ave da propriedade B,
consequentemente, as aves da propriedade B também entraram em contato as aves da
propriedade A, caracterizando uma relacdo bilateral). Os vértices e as arestas formam as
redes, as quais sdo representadas por matrizes de adjacéncia, que demonstram quais vértices
entraram em contato (direto ou indireto) com outros vértices, e portanto podem ser
considerados adjacentes. Na matriz de adjacéncia, os valores a; iguais a 1 indicam a

ocorréncia de um contato (direto ou indireto) entre um vértice i e um vértice j, e valores iguais
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a 0 indicam a auséncia deste contato. Na Figura 12 estd um exemplo de uma rede ndo-

direcionada e sua respectiva matriz de adjacéncia.

Figura 12- Exemplo de uma rede ndo-direcionada
e sua respectiva matriz de adjacéncia. Fonte:
Caldarelli (2007).

Além disso, uma importante medida de rede ¢ o grau (k) de um vértice, que ¢ definido
como o numero de arestas que este possui, sendo que no caso de uma rede em que as arestas
sdo nao-direcionadas, o grau k de um vértice i pode ser calculado somando-se a linha ou a

coluna i da matriz de adjacéncia e ¢ definido, segundo Caldarelli (2007), como:

Ki: Z ajl-

j=1n

Uma vez que se tenha obtido o grau dos vértices, € possivel obter o grau médio da
rede, que pode ser definido como a média dos graus dos vértices da rede. A escolha dos
vértices ao qual o vértice i ird se conectar ¢ realizada de forma estocéstica entre aqueles nos
quais os valores a;, forem iguais a 1 nas matrizes de adjacéncia de contato direto ou indireto,
através de uma probabilidade de um vértice (n) se conectar ao vértice i (modificado de
Ossada, 2010).

Para a rede de contatos entre as propriedades com aves de subsisténcia na regido do

PNLP foram utilizadas 2 matrizes de adjacéncia, uma de contato direto entre os domicilios e
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outra de contato indireto, construidas a partir do calculo das distancias entre as propriedades e

dos parametros de entrada: distancia de contato direto e indireto, respectivamente.

C) Parametros de entrada

A fim de obter dados para parametros de entrada do modelo, dois questionarios
epidemiologicos foram realizados nas propriedades da regido do PNLP que criam aves de
subsisténcia. O primeiro questionario (ql) foi aplicado pelo servico veterinario oficial (SVO)
em 183 propriedades que criavam aves de subsisténcia. No ql os criadores foram
questionados sobre presenca e numero de espécies animais, aspectos soOcio-econémico €
praticas de criacdo (mais detalhes em Corbellini et al, 2012). O segundo questionario (q2) foi
aplicado em 56 propriedades com o intuito de colher informagdes detalhadas sobre o
deslocamento de pessoas e produtos (especialmente aves) entre as propriedades na regiao.

Os parametros de entrada utilizados foram: Ry, distancia de contato direto, distancia de
contato indireto, tempo de duracdo da infeccdo em cada propriedade, e probabilidade de
transmissdo do virus através do contato direto e indireto. Os valores de Ry (taxa reprodutiva
basica), ou seja, o nimero esperado de casos secundarios produzidos por um caso primario
em uma populacdo suscetivel, utilizado foi obtido através de dados de surtos de HPAIV
ocorridos em outros paises (Ward et al., 2008; Garske et al., 2007). A distdncia de contato
direto representa a distdncia (a partir de dados obtidos nos questionarios epidemioldgicos)
entre dois domicilios, nos quais o contato direto entre aves de rebanhos vizinhos foi relatado
pelo proprietario. A distancia de contato indireto, por sua vez, ¢ a distancia (a partir de dados
obtidos nos questionarios epidemioldgicos) entre dois domicilios em que ha contato através
de troca/comércio de aves ou movimentagdo de pessoas e fomites de acordo com o relato dos

entrevistados. O tempo de duracgdo da infeccdo em cada propriedade (ou seja, o tempo que um
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domicilio mantém-se classificado como infectado no modelo, pois apos este periodo sera
classificado como recuperado, nao retornando a ser suscetivel) foi determinado a partir dos
dados de 0,24 dias de periodo de laténcia; 2,1 dias de periodo infeccioso ¢ uma taxa de
transmissao S de 0,76 (Bouma et al., 2009), utilizando-se um modelo SLIR (MATLAB versao
6, Mathworks Inc., Natick, MA, EUA) (Amaku, comunicagao pessoal). As probabilidades de
transmissdo do virus através do contato direto ou indireto indicam a chance dos casos

secundarios terem sido infectados através de contato direto ou indireto.

D) Simulagdes e parametros de saida

Para as simulagdes, foram considerados os domicilios suscetiveis com pelo menos um
anatideo (patos, marrecos, gansos) na propriedade como pontos de entrada do virus na regido
do PNLP. Este critério foi determinado pelo fato destas aves representarem biologicamente
um maior risco por serem os reservatorios naturais do virus, ou seja, anatideos tendem a ser
mais suscetiveis, contudo apresentando infec¢des subclinicas (Kim et al., 2009). Além disso,
os resultados obtidos em nosso inquérito epidemioldgico (Capitulo I da tese), nas quais as
duas propriedades positivas para AIV apresentavam anatideos soropositivos, reforcam a
hipotese que propriedades onde ha anatideos na criag@o teriam uma maior probabilidade de se
infectar e disseminar o virus para outras propriedades (Gilbert et al., 2006). Assim, foram
determinados 92 domicilios como possiveis pontos de entrada do virus.

Uma vez determinados os vértices (propriedades) que iniciariam as simulac¢des
infectados, realizou-se 10 iteragdes para cada possivel ponto de entrada, totalizando 920
simulagdes. Cada uma das iteragdes resulta em resultados (epidemias) distintos, de acordo
com as redes e probabilidades fornecidas pelo modelo. Os resultados (parametros de saida)

obtidos foram a média e mediana do total e da propor¢cdo de rebanhos suscetiveis (S),
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infectados (I) e recuperados (R) em cada dia da simulacdao da epidemia durante um intervalo

simulado de 90 dias.

E) Anélise de cendrios e sensibilidade

Neste tipo de andlise sdo avaliados diferentes cendrios de incertezas nos parametros de
entrada, a partir de variagdes dos valores utilizados para constru¢do de um cenario de
referéncia. O cendrio de referéncia ¢ aquele na qual sdo utilizados os dados dos parametros de
entrada Ry, distancia de contato direto e distincia de contato indireto considerados mais
compativeis com a situacdo estudada. Neste caso, foram considerado para o cenario de
referéncia o unico valor de Ry para HSN1 entre rebanhos em aves de subsisténcia disponivel
na literatura (Ward et al., 2008) e os valores de distancia média de contato (direto ou indireto)
obtidos nos questionarios epidemiologicos.

Os cenarios de incerteza (variagdes nos parametros de entrada) foram definidos a fim
de se avaliar a sensibilidade destas variagdes no parametro de saida média do numero de
propriedades infectadas no dia 30. Nestes cenarios foram considerados os valores minimos e
maximos de Ry obtidos por Garske e colaboradores (2007) para HPAIV em aves de
subsisténcia. Para distancia de contato (direto ou indireto) foram utilizados os valores
minimos e maximos obtidos nos questionarios epidemioldgicos. Além disso, para permitir a
comparagdo do efeito da variagdo de cada parametro de entrada no parametro de saida (média
do numero de propriedades infectadas no dia 30), também foram considerados nestes cenarios
variagdes arbitrarias de 20% (para mais ou para menos) nos valores do cenario de referéncia.
Todos os cendrios de incerteza foram avaliados considerando-se apenas a variagdo de um

parametro de entrada por vez.
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A sensibilidade foi verificada pela alteracdo do parametro de saida, sendo possivel
calcular a porcentagem de mudanga deste parametro e o logaritmo do risco relativo (IogRR)
de casos para cada valor alterado. Além disso, o coeficiente de determinacao (R?) foi
calculado através de regressdo linear a fim de servir de indicativo para o quanto cada

parametro de entrada conseguiria explicar o valor do parametro de saida.

5.2.2. Resultados
A) Analise descritiva

No ql, 183 domicilios que possuiam aves de fundo de quintal foram questionados
quanto as praticas utilizadas na criacdo das aves. A média de aves criada foi de 22,7 por
domicilio. A maioria das criagdes (87,4%) possui até 40 aves e 77,6% criavam somente
galinha doméstica. Os anatideos (marreco, pato e ganso) estavam presentes em 20,8%
domicilios, mas somente em um domicilio a criagdo era exclusivamente deste tipo de aves.

Os moradores geralmente criavam aves para consumo proprio (96,7%) e faziam
reposicdo propria (86,3%) para manter a criagcdo. A troca e/ou venda de aves e/ou ovos
acontecia em 33,9% dos domicilios, sendo a maior parte (87,1%) realizada com os vizinhos.
A tendéncia observada nestes domicilios ¢ de uma leve diminui¢do (R?=0,10) da troca e/ou
venda dos produtos a medida que o numero de aves aumenta nos domicilios.

Aves com acesso fora do patio foram relatadas em 61,7% dos domicilios, sendo que a
maioria delas (96,7%) se desloca até 300 metros do domicilio e 32,2% tém contato com as
aves dos vizinhos. Em apenas 16,4% dos domicilios foi relatado aves com acesso a banhados
e/ou lagoas, porém houve uma associacio (X°=3,22) entre a presenca de anatideos e o livre
acesso a essas areas Umidas. Além disso, em cerca de 50% dos domicilios os moradores ja

avistaram aves silvestres proximas as aves domésticas.
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O g2 foi realizado com o objetivo de determinar detalhes do transito e contato de aves
entre propriedades. Entre os criadores que adquirem ou vendem aves para outros criadores,
34% declararam fazer isto com criadores proximos de suas propriedades (em média de 1 até 3
km). Quando havia compra de aves de outros criadores, esta era realizada principalmente de

duas propriedades. A localizagdo destas duas propriedades ¢ visualizada na Figura 13.
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Figura 13- Distribui¢do geografica das propriedades que
comercializam aves na regido de estudo. As estrelas verdes
indicam as duas principais propriedades que comercializam aves
com vizinhos. Os pontos vermelhos indicam todas as propriedades
da regido com aves de subsisténcia.

Cerca de 90% relataram visitar frequentemente vizinhos ou parentes que também

criam aves de subsisténcia. Em 37% das propriedades foi relatado que as aves costumam
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circular fora dos limites do patio e em 27% essas aves tem contato com as aves dos vizinhos,
sendo que a distancia para contato direto ¢ em torno de 200 a 500 metros. Além disso, 71%

dos criadores declararam visualizar aves silvestres em contato com suas aves domésticas.

B) Parametros

Foram estimados valores para o modelo referéncia e valores para a analise de cenarios.
O valor de Ry de 2,68 foi utilizado no modelo referéncia. Este valor foi observado por Ward e
colaboradores (2008) em uma investigacdo de surto de HSN1 em aves de subsisténcia na
Roménia. Os valores extremos para analise de sensibilidade (Ry de 1,4 e 3,6) foram o menor e
o maior valor encontrados por Garske e colaboradores (2006) em analise de surto de HPAIV
em aves de subsisténcia no Canada. Estes trabalhos foram selecionados por consistirem nos
unicos dois relatos com Ry calculado entre rebanhos em aves de subsisténcia.

Ja as distancias de contato direto ou indireto entre as propriedades foram estimados a
partir da andlise dos questiondrios. No modelo referéncia foi utilizado um valor de 0,3 km no
contato direto e 2 km para o contato indireto. Para a analise de cendrios os modelos foram
rodados com valores de 0,2 a 0,5 km para distancia de contato direto ¢ de 1 a 3 km para
distancia de contato indireto. O tempo de duragdo da infec¢do em cada propriedade foi
calculado em 30 dias. Os valores das probabilidades de transmissdo do virus através do

contato direto ou indireto foram estabelecidos arbitrariamente em 50%.

C) Simulagoes
Nas simulagdes (considerando 92 possibilidades de ponto de entrada em 10
simulagdes) utilizando-se os parametros do modelo referéncia, observou-se que cerca de 75%

(mediana) dos domicilios se tornam infectados até 31° dia de tempo de simulagdo (Figura
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14). Além disso, foi possivel observar que hd um rapido crescimento do nimero de casos

novos (novos domicilios infectados ao longo do tempo) atingindo um pico ao oitavo dia,

quando decai até estabilizar-se por volta do 18° dia (Figura 15).
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Figura 14- Propor¢do de propriedades infectadas ao longo do
tempo de simulacdo (10 simulagdes de 92 pontos de entrada).
Parametros: modelo referéncia. A linha dentro da barra indica a
mediana, as barras representam os valores do primeiro e terceiro
quartis, a linha tracejada indica os whiskers, e os pontos
representam os outliers.
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Figura 15- Numero de novos casos ao longo do tempo de simulacao
(10 simulagdes de 92 pontos de entrada). Parametros: modelo
referéncia. Cada ponto representa um domicilio em uma das 920
simulagdes avaliadas e a linha vermelha representa a média dos novos
casos.

A maior parte das simulagdes dos 92 possiveis pontos de entrada foi capaz de atingir,
em média, cerca de 80 a 90% dos domicilios suscetiveis, como evidenciado pela concentracao
de pontos de entrada proximos ao valor maximo da abscissa (Figura 16), Ademais, cerca de
35% dos pontos de entrada do virus estavam entre 20 a 25 km de distancia dos domicilios

mais distantes afetados (Figura 17).
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Figura 16- Tamanho da epidemia (média do numero de propriedades
infectadas ao final da simulagdo) decorrente de 10 simulagdes para cada um
dos 92 possiveis pontos de entrada. Parametros: modelo referéncia.
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Figura 17- Média da distancia entre o ponto de entrada ¢ a
propriedade infectada mais distantes considerando 10 simulagdes
para cada um dos 92 possiveis pontos de entrada. Parametros:
modelo referéncia.
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Na Figura 18 estd demonstrada graficamente a dindmica dos compartimentos SIR com a
propor¢ao das médias de propriedades em cada tempo de simulacdo. Ja a Figura 19 mostra o
exemplo de uma simulagdo de espalhamento do HS5NI1 utilizando um possivel ponto de
entrada (escolhido aleatoriamente entre os domicilios com anatideos) como caso inicial com

os parametros inseridos na modelagem de referéncia.
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Figura 18- Dindmica da média dos compartimentos SIR ao
longo do tempo de simulagdo. Linha I: propor¢cao média de
domicilios infectados, linha S: propor¢do média de suscetiveis
e linha R: propor¢do média de recuperados. Parametros:
modelo referéncia.
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Figura 19— Mapa da simulagdo da dindmica de espalhamento de HPAIV na regido de
estudo nos diferentes tempos de simulagdao (TSim) em dias. Pontos verdes representam os
domicilios suscetiveis, pontos vermelhos representam os domicilios infectados e os pontos
azuis representam os domicilios recuperados. O ponto de entrada foi escolhido
aleatoriamente nesta simulagao. Parametros: modelo referéncia.

D) Analise de cenarios e sensibilidade

Dos parametros de entrada do modelo investigado, a mudanca na distancia do contato
indireto entre as propriedades foi o que mais afetou a média do nimero de propriedades
infectadas no dia 30 (Tabela 18). Um aumento de 20%, por exemplo, no valor de Ry,
distancia de contato direto ou na distancia de contato indireto ocasiona um incremento de
3,5%, 1,4% ou 11,4% na média do nimero de propriedades infectadas no dia 30,
respectivamente, quando comparados ao modelo referéncia. A reducdo de 20% em algum

destes valores citados acima gera uma diminuicao de 4,8%, 0,9% ou 17,1% na média do
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numero de propriedades infectadas, respectivamente. O aumento da distancia de contato

indireto até 3 km pode aumentar cerca de 31% o numero de propriedades infectadas.

Tabela 18 — Andlise de cenarios e seu efeito sobre a média do numero de propriedades

infectadas em 30 dias.

Mudanca no

Mudang¢a na

Modelo 130" parimetro (%) mI30 (%) °ERR
Referéncia’ 228 - - 0

RO de 1,4 199 -47,76 -12,72 -0,06
RO de 2,14 217 -20% -4,82 -0,02
RO de 3,21 236 +20% +3,51 0,01
RO de 3,6 243 +34,33 +6,58 0,03
Contato direto de 0,2Km 226 -33,33% -0,88 -0,004
Contato direto de 0,24Km 226 -20% -0,88 -0,004
Contato direto de 0,36Km 231 +20% +1,36 0,01
Contato direto de 0,5Km 231 +66,66% +1,36 0,01
Contato indireto de 1Km 148 -50% -35,09 -0,20
Contato indireto de 1,6Km 189 -20% -17,11 -0,1
Contato indireto de 2,4Km 254 +20% +11,40 0,05
Contato indireto de 3Km 300 +50% +31,58 0,12

'mI30: média do ntimero de propriedades infectadas no dia 30.

*Modelo referéncia: RO de 2,68, distancia de contato direto de 300 m e distancia de

contato indireto de 2 km.
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A diferenca na capacidade de cada parametro modificar a propor¢do média de
infectados pode ser também observada na Figura 20. Os valores de R” para os parametros R,
contato direto e contato indireto foram 0,98 (p<0,01), 0,80 (p=0,03) e 0,99 (p<0,01),
respectivamente. Isto esta de acordo com o efeito das variagdes deste no parametro de saida

demonstrado na Figura 20.
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Figura 20— Andlise de cenarios dos parametros de entrada. Os graficos mostram a variagao
na média da propor¢ao de domicilios infectados ao longo do tempo quando se variam os
valores de Ry (A), distancia de contato indireto (B) e distancia de contato direto (C).
Grafico A: Ry de 3,6 (linha pontilhada), 2,68 (linha tracejada) e 1,4 (linha continua).
Grafico B: distancia de contato direto de 200m (linha pontilhada), 300m (linha tracejada) e
500m (linha continua). Grafico c: distancia de contato indireto de 3Km (linha pontilhada),
2km (linha tracejada) e 1km (linha continua).

5.2.3. Discussao e conclusoes

A modelagem de espalhamento de doencgas ¢ utilizada para simulagdes de cenarios e
consequéncias de um surto, facilitando o planejamento e preparacdo de estratégias de
controle. Isto € particularmente interessante em regides onde dados de surtos sao escassos ou
indisponiveis, ou onde a doenca € rara ou esta ausente (Patyk et al., 2013).

A utilizacao de um modelo em redes complexas fornece uma dimensao mais real deste

cenario por introduzir uma diferente probabilidade de contato entre as propriedades na
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simulacdo (Ossada et at., 2013). Além disso, em um modelo SIR estocastico ha a
incorporagdo de elementos de processos aleatdrios para a dinamica, onde a infeccdo e
transi¢do das propriedades de um estado para outro ¢ determinada probabilisticamente.

O espalhamento de uma doenga, como a influenza avidria, depende de fatores
regionais, como densidade de aves, tipo de produgdo, localizagdo e presenga de fatores de
risco para a introdugdo e transmissdo da doenca (Patyk et al., 2013). A regido de estudo se
caracteriza pela presencga de criagdes de aves de subsisténcia em uma das principais areas de
invernada de aves migratorias, € o risco de introdug¢dao de HSN1 e espalhamento deste virus na
regido ndo ¢ desprezivel (Corbellini et al., 2012). Isto ¢ reforcado pelo fato da deteccao de
aves soropositivas para AIV em nosso inquérito epidemiologico, o que torna o local um sitio
com comprovada introdu¢do de AIV e importante para aplicagdo da modelagem de
espalhamento da doenga.

Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que na regido estudada e nos parametros
analisados hd um numero alto de domicilios que se infectariam rapidamente. Com isso, o
numero de propriedades suscetiveis cairia e a propor¢do de recuperados comegaria a subir a
partir do dia 30 do modelo de referéncia, ou seja, apds o periodo maximo que um domicilio
poderia permanecer infectado. Pelo fato dos domicilios estarem proximos, ¢ possivel observar
uma disseminagdo do virus na regido muito rapida e que foi capaz de atingir em média 80 a
90% dos domicilios suscetiveis a cada simulacdo, e capaz de alcangar uma grande distancia
entre as propriedades infectadas.

A distancia de contato indireto tem papel determinante no modelo espalhamento de
H5N1 na regido de estudo, ou seja, mudangas neste parametro geram impactos consideraveis
nos resultados, sendo também o parametro que melhor consegue explicar as variagdes no

parametro de saida. Esta observacdo pode ser devida ao fato da simulacdo ocorrer em
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propriedades que criam aves de subsisténcia. Este tipo de criacao possibilita um aumento nos
contatos indiretos, principalmente pelas visitas entre vizinhos, contato com aves silvestres e
outros animais, € nenhuma aplicagdo de praticas de biosseguranca.

Este resultado reforca a importancia ja relatada dos fomites no espalhamento de
influenza (Alexander, 2003; Halvorson, 2009). Ademais, o contato indireto ¢ a disseminagao
a longa distancia também foi considerada um parametro importante na simulagdo de HPAIV
em criagdes de aves comercias e de subsisténcia na Italia e nos EUA (Dorigatti et al., 2010;
Patyk et al., 2013). Na Tailandia, a movimentacdo e atividades entre propriedades com aves
de subsisténcia ou entre mercados de aves vivas foram consideradas importantes na analise de
rede utilizada para avaliar o espalhamento de HSN1 (Poolkhet et al., 2013a; Poolkhet et al.,
2013b). A modelagem de espalhamento de doengas ndo prevé os resultados de um surto, € sim
¢ capaz de gerar informagodes e simular cendrios hipotéticos de um possivel surto (Keeling &
Rohani, 2007) servindo de suporte para uma decisao antecicipada, planejamento e preparagao
de estratégia de prevencao e controle.

A utilizacdo de uma regido especifica parece facilitar este tipo de modelagem pela
confiabilidade das informagdes incluidas no modelo. Além disso, esta estratégia gera

informacdes de mais facil aplicacdo para areas de risco, considerando suas particularidades.



115

6. CONSIDERACOES FINAIS

E notavel a importancia da avicultura na economia do pais e o impacto da circulagdo
de patdgenos de alta patogenicidade em aves domésticas. Os programas de monitoria em
granjas comerciais parecem ser uma estratégia imprescindivel para prevencao da introdugao e
disseminagdo de doencas. Porém, sabe-se que criagdes de aves de subsisténcia compdem uma
parcela relevante no cenario da avicultura, tornando necessario também uma vigilancia neste
tipo de criagdo. As aves de subsisténcia sdo criadas para consumo proprio ou venda informal
de aves ou ovos em ambientes sem biosseguranca e na auséncia de infraestrutura adequada.
Deviso a isto, estas aves de subsisténcia podem se tornar fonte de disseminagdo de agentes
causadores de doencas em aves.

Viérios patogenos se destacam por causar perdas severas quando introduzidos em um
plantel suscetivel. A introducdo nas aves domésticas de patdgenos associados a aves
migratérias parece ser facilitada na presenga de uma interface de aves migratorias e aves
domésticas. Pela adequagdo constante de granjas comerciais aos planos brasileiros de
prevencdo e controle de doengas, as aves de subsisténcia parecem ser as mais propensas ao
contato com aves silvestres e migratérias. Neste contexto, uma regido que serve como sitio de
invernada para aves migratérias e apresente criacdes de aves de subsisténcia se torna um
ambiente propicio para esta troca de patégenos. Este ¢ o caso da regido no entorno da Laguna
do Peixe, no PNLP. Devido a isto, o conhecimento sobre a circulacio de patdgenos
associados a aves migratorias na regido do PNLP contribui significativamente para o
planejamento e tomada de decisdes referentes ao controle e prevencao de doengas de aves.

Neste trabalho, buscamos avaliar a presenga em aves de subsisténcia na regido do
PNLP de trés microorganismos (AIV, NDV e MG) que causam doenga respiratdria em aves e

que sdo associados a aves migratorias. Todo o planejamento do estudo foi primeiramente
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direcionado ao inquérito de AIV, pois, apesar de ndo haver indicios da infeccdo em aves
comerciais, nosso grupo ja havia demonstrado em uma avaliacdo de risco qualitativa que o
risco de introducdo de HPAIV na regido através de aves migratdrias nao ¢ desprezivel.
Seguindo este raciocinio, além do inquérito para avaliar a presenca de AIV, uma simulagao do
espalhamento do virus se tornava necessaria para responder como o agente se disseminaria na
regido caso fosse introduzido. Ademais, considerando que ha risco de introdugao de AIV, nao
se pode descartar a introdugdo de outros patogenos associados a aves migratorias com vias de
disseminagao (respiratdria) similares.

Nossas hipoteses eram de que o AIV, assim como NDV e MG, estavam circulando no
ecotopo do PNLP, e por este motivo, as aves de subsisténcia poderiam servir como sentinelas
para estes agentes. Ademais, por se tratar de um inquérito de doengas associadas a aves
migratérias em um sitio de invernada, acreditava-se que a presenca das aves
migratérias/silvestres nas propriedades poderia ser um fator de risco para os patdogenos. Além
disso, consideramos a hipdtese de que na introducdo de um HPAIV, o espalhamento
aconteceria rapidamente e poderia comprometer toda a regido.

Esta tese foi dividida em duas partes para melhor compreensdo das hipoteses e
objetivos propostos. Na primeira parte, descrevemos o inquérito das doencas nas aves de
subsisténcia, juntamente com a avaliagdo de fatores de risco. Na segunda parte, demonstramos
o modelo de simulagdo de espalhamento e as consequéncias da introdugcdo de HS5N1 nas
criagdes com aves de subsisténcia da regido.

Os resultados do inquérito suportam a hipdtese de que ha circulagdo de patdgenos
associados a aves migratorias (AIV, NDV e MQG) na regido do PNLP, através da detec¢ao de
anticorpos contra estes patdgenos nas aves de subsisténcia. Este fato corrobora com a

proposicao de que as aves de subsisténcia da regido podem servir como sentinelas para
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circulacao de patdgenos no ecossistema estudado. Assim, € importante considerar que na
regido do PNLP, as aves de subsisténcia podem constituir um risco bioldgico para granjas
comerciais ¢ também para as aves migratorias e silvestres, pois podem funcionar com
disseminadores de patogenos. Este € outro aspecto da relacao ecologica entre aves silvestres e
de subsisténcia frequentemente negligenciado, e que aumenta o rol de impactos negativos ao
ecossistema local devido a exploragdo humana.

A avaliagdo de fatores de risco somente foi possivel para NDV e MG, nao sendo
possivel demonstrar que as aves silvestres constituiriam-se como fatores de risco para as
infeccgdes. Porém, o fato da soropositividade de NDV diminuir no aumento da distancia das
propriedades ao estuario da LP (area com maior concentragdo de aves migratérias na regido)
se configura como um indicio do possivel papel desta fonte de introdugao de patdégenos. Além
deste fator, a presenca de anticorpos contra NDV e MG estava associada as caracteristicas de
criacdo de aves de subsisténcia, onde ndo se segue procedimentos de biosseguranca. Este
trabalho ¢ o primeiro relato na literatura a realizar analise de fatores de risco para MG e o
primeiro a demonstrar fatores de risco associados a NDV em aves de subsisténcia do Brasil.

O achado de propriedades com aves soropositivas para AIV, somado a auséncia de
relatos de surtos ou deteccao direta, ¢ compativel com um ecossistema onde ha circulagdo de
virus de baixa patogenicidade. Isto pode significar que a circulagdo do agente ¢ subclinica,
passando incélume aos produtores e servico oficial. Contudo, comprova a hipdtese de
circulagdo do virus e de que a regido do PNLP pode servir como fonte de entrada e
disseminagdo de AIV. Isto serve de alerta para a real possibilidade de entrada de HPAIV no
Brasil através de aves desta regido e ressalta a importancia do modelo de espalhamento

estudado.
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A disseminagdo observada no modelo de simulagdo de espalhamento de HS5NI
demonstra o quao importante ¢ a preparagdo e treinamento em planos de contigéncia de AIV.
Isto porque, na introdug¢do do agente na regido, o virus tende a se espalhar rapidamente e
afetar a maior parte das propriedades com aves. Este padrao de disseminagdo parece estar
intimamente relacionado ao contato indireto entre as propriedades, devido a movimentagao de
aves, pessoas e fomites entre as propriedades.

O conjunto destes resultados reforca a idéia de que o conhecimento dos fenomenos
epidemiologicos locais ¢ de extrema importdncia cientifica, sem negligenciar a
responsabilidade social (aplicacdo) com a regido de estudo. Apesar de inquéritos e trabalhos
como este poderem ser considerados fora do escopo de uma audiéncia global, o conhecimento
de qualquer agente depende da caracterizacdo de sua ecologia nos diferentes locais de
ocorréncia. E isto serve tanto para modificar a realidade local, como entender a adaptagao dos
patogenos a diferentes ambientes e varidveis, tornando, assim, o escopo de estudos
epidemioldgicos global.

Espera-se que o conjunto dos dados desta tese forneca ndo somente respostas e
obtencdo de novos conhecimentos e informagdes cientificas, mas também gere novos
questionamentos € que possa servir como fonte de informagdo técnica para programas de
vigilancia. Nesse contexto, desde 2012, esta metodologia esta sendo aplicada pelo MAPA na

vigilancia epidemioldgica para AIV e NDV em sitios de aves migratdrias.
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