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RESUMO

A perda de habitats e espécies tem atingido cifras alarmantes; entretanto, as medidas
de conservagdao comegam a contrapor tais tendéncias. Ainda que ndo sejam os mais eficazes,
projetos de recuperagdo de aves silvestres em cativeiro tém, cada vez mais, auxiliado na luta
contra a extingdo de espécies. Nesse sentido, métodos aplicaveis em manejo de recintos,
nutri¢ao, sanidade e genética sdao prioritarios. Esse estudo inclui a pesquisa de Salmonella
spp., Mycoplasma gallisepticum (MG) e virus da doenca de Newcastle (DNC) em amostras
de passaros Paroaria coronata (Cardeal) e Saltator similis (Trinca-ferro), duas das espécies
mais traficadas e, portanto, mais apreendidas pela fiscalizacdo ambiental, no Rio Grande do
Sul (RS). Amostras de sangue, fezes e swabes de cloaca e orofaringe de cardeais e trinca-
ferros apreendidos, além de amostras de fezes de coespecificos de vida livre foram incluidas
no estudo. Amostras de 03 espécimes de cada espécie mantidos no plantel de chamas do
projeto e vacinados contra MG e DNC foram controles positivos. Os ensaios foram realizados
utilizando os métodos oficiais (adaptados) do Programa Nacional de Sanidade Avicola
(PNSA). Foram analisadas 138 amostras de fezes e/ou swabes de cloaca, e Salmonella
enterica Sorovar Cerro (Grupo K) foi isolada de um passaro de vida livre. A Soroaglutinacao
Répida (SAR) para MG foi positiva em 80,2% de 94 amostras, das quais 10,3% confirmaram
por reacao em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) para MG, em swabes orofaringeos.
Todas as 86 amostras foram negativas na inibi¢ao da hemaglutinagao (HI) para NC. Através
da amostragem e métodos aplicados, ndo foi possivel verificar evidéncia de exposi¢ao
relevante de cardeais e trinca-ferros apreendidos e de vida livre a Salmonella spp., bem como
de cardeais e trinca-ferros apreendidos ao virus da doenca de Newcastle. Entretanto, houve
evidéncia de exposicdo relevante de Paroaria coronata e Saltator similis apreendidos a
Mycoplasma gallisepticum. Ha necessidade de elevar os nimeros amostrais de passaros
apreendidos e coespecificos de vida livre.

Palavras chaves: passaros silvestres, conserva¢do, manejo sanitario, PNSA.
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SEARCH FOR Salmonella spp., Mycoplasma gallisepticum AND ANTIBODIES AGAISNT
THE NEWCASTLE DISEASE VIRUS IN SPECIMENS OF Paroaria coronata AND
Saltator similis SEIZED BY ENVIRONMENTAL RS SURVEILLANCE.?
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ABSTRACT

The habitats and species losses have reached catastrophic numbers; however,
conservation measures begin to counter such trends. Although not the most effective, captive
wild bird rescue projects have increasingly aided in the fight against species extinction. In
this sense, methodologies applicable to the management of enclosures, nutrition, sanitation
and genetics are priorities. This study searched Salmonella spp., Mycoplasma gallisepticum
(MG) and Newcastle Disease (NCD) disease virus in samples from birds Paroaria coronata
(Red crested Cardinal) e Saltator similis (Green-winged Saltator), two of the most common
species included in the illegal wildlife trade in Rio Grande do Sul, Brazil. Samples of blood,
feces and cloacal and oropharyngeal swabs from seized Red crested Cardinal and Green-
winged Saltator, apart of samples from free life conspecifics were included in the study.
Samples from 03 birds in each species previously vaccinated for MG and NCD were positive
controls. Tests were performed using the official methods (adapted) of the Nacional Poultry
Health Program (PNSA). In total, 138 feces samples /cloacal swabs were analyzed, and
Salmonella enterica Serovar Cerro (Group K) was isolated from one free living bird. Positive
Rapid Serum Agglutination (RSA) for MG were detected in 80.2% of 94 samples, of which
10.3% were confirmed by quantitative Polymerase Chain Reaction (qQPCR) for MG, as
positive in oropharyngeal swabs. All the 86 samples were negative in hemagglutination
inhibition (HI) test for NC. Using this sampling and methods, it was not possible verify
evidence of relevant exposure with Sa/monella spp. in seized and free living Red crested
Cardinal and Green winged Saltator, as well as of exposure to NC disease virus in seized Red
crested Cardinal and Green winged Saltator. However, consensus remains that Mycoplasma
gallisepticum may be an important pathogen or carried by seized Paroaria coronata and
Saltator similis. There is a need to increase the sample numbers of confiscated and
conspecific free-living birds.

Key words: wild birds, conservation, sanitary management, PNSA.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, embora a devolucdo das aves apreendidas a natureza seja solucao
frequente dos o6rgdos de fiscalizagdo e gestdo de fauna, estudos cientificos associados sdo
escassos, apesar de indispensaveis para o desenvolvimento de métodos diagndsticos
adequados (COIMBRA-FILHO, 2000; LIMA & SANTOS, 2005; CAVALCANTI,
2011). Além disso, a necessidade de observar critérios e diretrizes estabelecidos para
esses processos (IUCN, 1998 e 2000; EFE et al., 2006; BRASIL, 2015) depende do
conhecimento da dindmica populacional das espécies e da condi¢do sanitiria dos
individuos e das comunidades envolvidas (CUBAS, 1996; FERREIRA & GLOCK, 2004;
COSTA et al., 2010; GODOY & MATUSHIMA, 2010), ambos, em grande parte,
desconhecidos, em nosso meio.

As diretrizes aplicaveis para destinagdo de passaros apreendidos, conforme a
International Union for Conservation of Nature (IUCN, 2000) e a Sociedade Brasileira
de Ornitologia (EFE et al. 2006) incluem, basicamente, as opcdes de manutencdo em
cativeiro, libertagdo e eutandsia. Exceto pela aplicagdo da eutandsia, as demais
alternativas propostas dependem de investimentos consideraveis em infraestrutura,
nutricdo e mao-de-obra. Enfatiza-se que os programas de reabilitacdo e libertagdo sdo as
unicas alternativas que incluem chances adicionais a manutencdo da vida dessas espécies
em seu ambiente natural e, consequentemente, da biodiversidade. Entretanto, essa
alternativa tem sido alvo de ampla controvérsia devido as possibilidades de insucesso e
os riscos de disseminacao de doencas (WOODFORD, 2000; ALLEY et al., 2002).

Novamente, poucos recursos cientificos e tecnoldgicos t€ém sido destinados para
esclarecimento desses fatores em nosso pais. Além disso, a manuteng@o de espécimes em
zoologicos, parques, criagdes amadoras, comerciais e industriais sao riscos sanitarios
comparaveis aos supracitados a sanidade avicola e todas sdo atividades de longa data em
nosso pais. A instru¢do normativa ICMBio n°® 23, de 31 de dezembro de 2014, que define
diretrizes e procedimentos para destinagdo desses animais, ndo inclui a possibilidade de
eutanasia, a qual ¢, pelo menos, aparentemente, contraproducente, uma vez que o destino
da macica maioria dos espécimes incluidos no trafico ja é a morte.

Os animais apreendidos oriundos do comércio ilegal, normalmente estdo em
condigdes precarias, alojados em locais sem ventilagdo, em altas concentragdes e com

oferta de alimentos inadequada, o que resulta em elevada taxa de mortalidade. As aves



sobreviventes frequentemente desenvolvem doengas causadas por agentes etioldgicos que
podem estar presentes de forma subclinica. Desta forma, podem se tornar reservatorios e
disseminar agentes patogénicos na natureza, caso o processo de soltura ndo passe por um
rigido controle sanitario. Apesar da diversidade de infecgdes que pode acometer os
animais silvestres apreendidos, estas quase nunca sdo selecionadas para o isolamento de
patdgenos, tornando-se impossivel avaliar o verdadeiro risco de transmissdo de doengas
que representa o comércio ilegal de animais silvestres (ROSEN & SMITH, 2010).

Investigacdes associadas com prevaléncia de patdgenos, ou ocorréncia de doengas
(de interesse na avicultura industrial) em aves silvestres sdo escassas no Brasil (SOUZA
et al., 2010; CUNHA et al., 2016), como em outros paises (ALLEY et al., 2002;
PEDERSEN et al., 2003; DESVAUX et al., 2009; IBU et al., 2009). Similarmente, raros
sdo os estudos de causas de morte em aves silvestres e de vida livre no Brasil (SANCHES,
2008; GODOY & MATUSHIMA, 2010; OLIVEIRA et al., 2017a ¢ b). Usualmente,
fatores predisponentes adicionais, entre os quais se destacam as instalacdes e praticas de
manejo inadequadas (CUBAS, 1996; CRUZ et al., 2011) sdo determinantes na ocorréncia
das mortandades. H4 uma longa lista de patdgenos registrados em doengas de aves
silvestres (THOMAS et al., 2007), entre os quais merecem destaque os géneros
Salmonella, Mycoplasma, Chlamydia, Toxoplasma, Eimeria, Isospora, Candida,
Cryptosporidium, Aspergillus, Poxvirus, NewCastle e Influenza aviadria (ANDERSEN &
VANROMPAY, 2000; WOODFORD, 2000; SANCHES, 2008; GODOY &
MATUSHIMA, 2010; MAPA, 2012). A maioria do contingente de animais que chega as
instalacdes dos centros de triagem apresenta péssimas condi¢des de satude, o que favorece,
sobremaneira, a ocorréncia de doengas e baixas por mortes. Nesse contexto, a usual
auséncia de equipamentos e instalagdes adequados a manutencao desses animais durante
sua permanéncia em cativeiro sdo limitacdes adicionais. A mortalidade também ¢
associada com o estresse e as precarias condi¢des de cativeiro e transporte durante o
trafico. (PAGANO et al., 2009; GODOY & MATUSHIMA, 2010; OLIVEIRA et al.,
2017a e 2017b).

O Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), define estratégias de
vigilancia epidemioldgica para as doengas avicolas de controle oficial, destacando entre
elas a influenza aviaria, doenga de Newcastle, salmonelose ¢ micoplasmose (MAPA,
2002), porém tais estratégias de vigilancia ativa limitam-se a criagdes avicolas comercias,

ocorrendo de maneira eventual em criagdes de aves exoticas e em aves silvestres.
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Neste contexto, enfatiza-se a necessidade do desenvolvimento de protocolos
sanitarios aplicaveis em espécies de passaros apreendidos com vistas a reabilitacdo e
soltura, como medidas para diminuir riscos potenciais ao proprio plantel a ser reabilitado
e solto, as populagdes de vida livre e a avicultura industrial. As espécies foram escolhidas
pelo numerario disponivel nas apreensdes. Além das avaliagdes fisicas e
comportamentais, hd que definir prioridades quanto a triagem sanitaria e, nesse sentido,
optou-se pelos testes parasitologicos e pelas doencas do PNSA (Adaptado de IN N°23
ICMBio). Este estudo piloto inclui aplicabilidades/desenvolvimento de métodos
diagnosticos para salmonelose, micoplasmose e doenga de Newcastle em espécimes de

Trinca-ferro e Cardeal apreendidos pela fiscalizagao ambiental no RS.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Trafico de Aves Silvestres

Apesar de posicionada entre as trés mais diversificadas e numerosas do globo, a
fauna avicola brasileira tem sido, consideravelmente, afetada pela destruicao ambiental e
a caca para comércio ilegal. Estima-se que cerca de 20 milhdes de espécimes de aves
brasileiras sejam retirados da natureza, anualmente. Apenas cerca de 1% dos espécimes
capturados e incluidos no trafico ilegal sdo apreendidos e redirecionados aos centros de
triagem de vida silvestre. Esse numero depende das a¢des de fiscalizacdes, as quais sdo
limitadas, entre outros motivos, a escassez de centros para destino desses animais
(RENTCAS, 2001; DESTRO et al., 2012).

A ordem dos Passeriformes representa 80% das espécies traficadas e,
consequentemente, também das apreensdes no pais (RENCTAS, 2002; PAGANO et al.,
2009; DESTRO et al.,, 2012), mas apenas rarissimas iniciativas de programas de
reabilitacdo e libertacdo de péssaros confiscados tem sido divulgadas no Brasil. Esses
dados cientificos sdo imprescindiveis para o aprimoramento desses processos, com vistas
a conservagdo das espécies, especial e urgentemente, das ameagadas (COIMBRO-
FILHO, 2000; LIMA & SANTOS, 2005). As principais falhas e limitagdes desses
programas sao decorrentes do inadequado, ou insuficiente conhecimento das condi¢des
nas areas de soltura (genética, sanidade e biologia das populagdes locais, disponibilidade
de dieta, vegetagao, etc.) e monitoramento da eficiéncia dos programas de libertagdo.

Entretanto, fatores antecedentes a soltura tais como instalagdes e manejo (sanitario e
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nutricional) deficientes, reduzem as chances de sobrevivéncia dos animais (CATAO-
DIAS, 2003; MARINI & GARGIA, 2005; EFE et al. 2006; MARINI & MARINHO
FILHO, 2006; OLIVEIRA et al., 2017a). Condi¢des adequadas de manejo e nutri¢ao sdo
os dois alicerces de qualquer sistema de manutencao animal (CUBAS, 1996; CRUZ et
al.,2011). Na deficiéncia desses, os cuidados sanitarios sdo incapazes de preservar a vida.

O comércio ilegal, ou trafico de animais silvestres ¢ uma atividade altamente
lucrativa e € considerado o terceiro maior comércio ilicito no mundo, perdendo apenas
para o trafico de armas e drogas (LIMA, 2007). Estima-se que o comércio ilegal
represente de 10 a 20 US$ bilhdes/ano, dos quais, aproximadamente, 15% estejam
associados a participacdo do Brasil e que corresponda a retirada anual de 12 a 38 milhdes
de animais silvestres das matas brasileiras (RIBEIRO & SILVA, 2007). O cardeal ¢ o
trinca ferro estdo entre as principais espécies traficadas no RS (FELKER et al., 2013;
FERREIRA & GLOCK, 2004; SILVEIRA, 2015).

Nao ha davida de que a manutengao dos ambientes naturais e o controle do trafico
sdo as principais medidas para a conservacao desses animais. Entretanto, a viabilidade de
reutilizar essa parcela da biodiversidade recuperada do trafico merece a oportunidade de
ser analisada, adequada e consistentemente. O trafico de animais € estruturado sobre uma
rede formada por um emaranhado de rotas para o escoamento de animais no interior e
para fora do pais (HERNANDEZ & CARVALHO, 2006). As regides Norte, Nordeste e
Centro-Oeste do Brasil sdo responsaveis pela maioria dos animais silvestres
comercializados ilegalmente. As rodovias federais sdo utilizadas para a realizacao da
distribuicdo desses animais nas regides Sul e Sudeste. A regido Sudeste desempenha o
papel de grande consumidora e promotora do trafico nacional e internacional de animais
silvestres (RENCTAS, 2001).

O Rio Grande do Sul por fazer fronteira com paises do Mercado Comum do Sul
(MERCOSUL) tem importancia estratégica para o trafico, hd rotas que passam pelo
estado e seguem para os paises vizinhos (FERREIRA, 2004; RENCTAS, 2001). O
comércio ilegal desses animais no exterior encontra mercado em paises da América do
Norte, Europa e Asia (RENCTAS, 2001).

Além da ameaga ao futuro das espécies e ao equilibrio da biodiversidade pela
diminui¢ao do nimero de individuos na natureza, o trafico contribui para a introdugao de
espécies invasoras, o que leva a competicao por alimento com espécies endémicas,
alterando ecossistemas, ocupando nichos e desalojando espécies, ou destruindo culturas

e lavouras (SMITH et al., 2009). A reintrodu¢do de aves traficadas na natureza pode
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carrear patdogenos que representem ameagas a biodiversidade, a saude publica e a
produgdo agricola (SMITH et al., 2009; CUNHA et al., 2016). No Brasil, estima-se que
78% dos animais apreendidos sejam devolvidos a natureza sem critérios sanitarios
(GODOY & MATUSHIMA, 2010). Além disso, o papel dos passaros na transmissao de
doengas ¢ subestimado, visto que essas aves podem albergar patdgenos primarios ou
oportunistas (BENSKIN et al., 2009).

Conforme a ITUCN Redlist (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2016), Paroaria
coronata (Cardeal) e o Saltator similis (Trinca-ferro) sdo classificados como Least
Concern (menor preocupacdo), o que indica que sdo espécies abundantes e amplamente
distribuidas em seu ambiente natural e, portanto, ha pouca preocupagao em relagao a sua
conservagdo, em comparacao com espécies classificadas como vulneravel, em perigo e
criticamente em perigo. Entretanto, espécies consideradas comuns podem ser tdo
suscetiveis a declinios populacionais e risco de extingdo quanto aquelas consideradas
raras (LINDENMAYER et al., 2011). Considerando que o objetivo chave da biologia da
conservagao ¢ prevenir declinios populacionais ou extingdo das espécies (SODHI &
ERLICH, 2010), salienta-se a importancia das acdes que reconhegam e detectem
precocemente possiveis ameagas e alteragdes nos parametros populacionais também das
espécies que atualmente sdo consideradas comuns (LINDENMAYER et al., 2011).

Embora a destruicdo da biodiversidade mundial atinja cifras catastroficas
(BARNOSKY et al.,, 2011; HOFFMANN et al.,, 2010; PIMM & BOOKS, 1999;
JENKINS et al., 2003), os efeitos positivos das a¢des de conservagao também comegam
a se tornar evidentes (BUTCHART et al., 2006; HOFFMANN et al., 2015). As principais
acdes para conservacao de aves ameacadas sdo prote¢do e manejo de ambientes naturais,
controle de espécies invasoras e reprodugdo/recuperacdo de espécies em cativeiro para
soltura (BUTCHART et al., 2006). Consideraveis quantias tém sido investidas nessas
iniciativas, das quais, a conserva¢ao ambiental tem sido, expressivamente, a medida mais
efetiva, inclusive com potencial de conservar diversas espécies simultaneamente. As
demais tém representado 50% e 33% da efetividade dos projetos, respectivamente.
Entretanto, poucas informagdes tém sido divulgadas sobre efeitos positivos, ou negativos
das solturas sobre a conservacao das espécies, em nosso meio.

Ha consenso quanto a necessidade urgente de desenvolvimento de métodos
diagnosticos adequados para os processos de reintroducao ou soltura de passeriformes
apreendidos (COIMBRA-FILHO, 2000; LIMA & SANTOS, 2005; CAVALCANTI,

2011). Nesse sentido, os conhecimentos associados com a condi¢do sanitdria dos
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individuos e das comunidades envolvidas (CUBAS, 1996; FERREIRA & GLOCK, 2004;
COSTA et al, 2010; GODOY & MATUSHIMA, 2010), ainda que, amplamente
desconhecidos, sdo prioridades dos 6rgdos gestores de fauna, especialmente devido as
possibilidades de insucesso e os riscos de disseminacao de doengas (WOODFORD, 2000;
ALLEY et al., 2002). Os passaros apreendidos do comércio, ou manutencao ilegais,
normalmente sao mantidos em precarissimas condigdes, sem quaisquer atendimentos as
suas necessidades minimas e, portanto, sujeitas a altas taxas de enfermidade e
mortalidade. Parcelas expressivas das aves sobreviventes desenvolvem doengas
subclinicas e podem se tornar reservatorios e disseminadores de patdgenos nas areas de
soltura, caso o processo de soltura ndo passe por um rigido controle sanitario. Apesar da
diversidade de infeccdes que pode acometer os animais silvestres apreendidos, estudos
associados com prevaléncia de patogenos, ou ocorréncia de doencas de interesse na
avicultura industrial em aves silvestres sdo escassas no Brasil (SOUZA et al, 2010;
CUNHA et al., 2016), como em outros paises (ALLEY et al., 2002; PEDERSEN et al.,
2003; DESVAUX et al., 2009; IBU et al., 2009), tornando-se impossivel avaliar o
verdadeiro risco de transmissdo que representa o comércio ilegal de animais silvestres

(GODOY & MATUSHIMA, 2010; ROSEN & SMITH, 2010).

2.2 Paroaria coronata (Cardeal)

O Cardeal ¢ uma ave passeriforme da familia Thraupidae, também conhecida
como Cardeal-do-Sul, Cardeal-de-topete (ou crista) -vermelho, etc. Passaro de tamanho
médio, de coloragdao vermelho, cinza e branco. Tem ventre e peito brancos e dorso, asas
e cauda cinzas. As suas caracteristicas mais distintivas incluem cabeca e crista vermelhas.
O nome cientifico, Paroaria é Tupi e significa pequeno passaro vermelho e cinza,
enquanto coronata significa coroado, em latim (JOBLING, 2010).

Aparentemente, o Cardeal se assemelha com o Galo-de-Campina (Paroaria
dominicana) e o Cavalaria (Paroaria capitata), este ¢ menor, tem garganta preta e dorso
mais escuro que o Cardeal. Embora compartilhe seu alcance com Cardeal, tanto em
distribuicdo como em elevacao, o Cavalaria prefere habitats mais umidos, como os
pantanos e as margens, enquanto o Cardeal ndo se restringe as areas umidas (PAYNE &
WHITNEY, 2009). O Galo-de-Campina também ¢ menor, com mais contraste no bico e
dorso mais escuro. Ambos, Galo-de-Campina e Cavalaria ndo possuem a crista que

caracteriza o Cardeal (RIDGELY & TUDOR, 1989).
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2.2.1 Descricao detalhada

O Cardeal adulto ¢ facilmente identificado pela cabega, crista e garganta
vermelhos (Figura 1). Toda a cabeca tem cor escarlate brilhante, da crista e do rosto para
os auriculares at¢ um babador na garganta que se estende até o peito (RIDGELY &
TUDOR, 2009; JARAMILLO, 2011). A nuca, o peito, o ventre e o lado inferior da cauda
sdo brancos, com pontos pretos atrds dos auriculares e uma linha preta entre o branco e o
vermelho. As asas, o dorso e as pernas sao cinzentas, com algumas manchas brancas. Os
revestimentos das asas sdo de coloragdo cinzenta, mas as penas das asas primarias,
secundarias e retrizes sao de cor cinza mais escura com branco ao longo da borda principal
das primarias e secundarias. Os axilares sdo brancos, enquanto a parte inferior das penas
primarias e secundarias € cinza mais claro do que o lado dorsal (SHORT, 1975). Ambos
os sexos sao semelhantes ao olho humano (SHORT, 1975; JARAMILLO, 2011). A
espécie ¢ dicromatica, quando as cores da plumagem sdo quantificadas por um modelo
de visdo aviaria (BURNS & SHULTZ, 2012). Assim, os cardeais podem distinguir entre
machos e fémeas, mas os humanos niao percebem essas diferencas. Entretanto, o
comportamento e a vocalizacdo dos individuos, especialmente na época reprodutiva,
podem fornecer indicagdes do sexo desses passaros. A maxila varia de marrom a cinza
escuro, as vezes com borda branca. A mandibula varia de cinza claro a branco. Os tarsos
sdo negros ¢ a iris ¢ de cor marrom claro a vermelho palido (BELTON, 1985). O juvenil
¢ semelhante ao adulto, mas com a cabeca e o babador de coloragdo acastanhada (Figura
2), variando de tons de marrom a cinza no topo da cabega e com bico mais escuro

(BELTON, 1985; RIDGELY & TUDOR, 2009; JARAMILLO, 2011).
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Figura 1. Cardeal (Paroaria coronata).

Fonte: Site da Reserva Natural Educativa Montecito de Lovera. Disponivel em:
http://cerrito.gob.ar/reservalovera/?p=910

Figura 2. Cardeais juvenis nas laterais e adulto, ao centro.

Fonte: Silveira, L.F., 2015. Cardeal (Paroaria coronata): espécimes jovens (a
direita e a esquerda) e um adulto (ao centro).



16

2.2.2 Distribuicio

O Cardeal ocorre no nordeste e no leste da Bolivia (norte a Santa Cruz e Beni do
Sul), sudoeste e sul do Brasil (sudoeste de Mato Grosso, na regido do Pantanal e sul do
Rio Grande do Sul), oeste e regido central do Paraguai (rio Paraguai), do Uruguai e do
norte da Argentina (sul a norte de Mendoza, centro de La Pampa e Buenos Aires)
(SHORT, 1975; RIDGELY et al., 1989; SICK, 1993; JARAMILLO & JUANA, 2014;
LYNN, 2015 — Figura 3). Ocorre em toda a regido do Chaco, no Paraguai, com excecao
da franja do Norte (fronteira entre o Paraguai e a Bolivia) (SHORT, 1975). E comumente
encontrado em cativeiro e foram encontrados individuos, provavelmente provenientes de
fugas de cativeiro, nos parques da cidade de Sao Paulo (RIDGELY & TUDOR, 2009),
em Caracas, Venezuela (SICK, 1993), Santiago, Chile (IRIARTE et al., 2005), em Lima,
Peru (JARAMILLO & JUANA, 2014), em Porto Rico (AMERICAN
ORNITHOLOGISTS’ UNION, 1998) e no sul da Florida (LONG, 1981). O Cardeal nao
¢ migratorio (SHORT, 1975), ocorre do nivel do mar até¢ 500 m de altitude (RIDGELY
et al., 1989). A espécie ocorre nas regides zoogeograficas da América Central, do Sul e

Pampas (PARKER et al., 1997).

Figura 3. Distribuicao do cardeal.
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Fonte: Fonte: Neotropical Birds Online. Disponivel em:
https://neotropical.birds.cornell.edu/Species-Account/nb/species/reccar/overview
Nas ilhas havaianas, o Cardeal foi introduzido em Oahu em 1928, onde ¢ muito

difundido, mas ¢ menos comum em Kauai, Lanai, Molokai, Maui ¢ Havai (MOULTON
& PIMM, 1983; PRATT et al., 1987; KOOPMAN & PITT, 2007). Ocorre principalmente
nas terras baixas (JARAMILLO & JUANA, 2014) e outros habitats abaixo de 600 m de
altitude, bem como em parques urbanos (MOULTON & FERRIS, 1991). Populagdes
nascidas na natureza, descendentes de aves que escaparam do cativeiro, também foram

relatadas no centro de Honshu, no Japao e em Taiwan (BRAZIL, 2009).

2.2.3 Habitat

O Cardeal varia de comum a abundante, em areas semiabertas com arbustos e
arvores dispersas; muitas vezes ocorre perto de fontes de dgua, como rios, pantanos e
lagos, mas ndo se restringe a estes (RIDGELY et al., 1989; PERLO, 2009). Também ¢
encontrado ao longo das zonas arboreas e margens de bosques (SHORT, 1975), savanas
diversas com maior vegetacdo (SICK, 1993), bosques espinhosos, areas abertas dos
pampas, areas agricolas, parques e cidades (JARAMILLO & JUANA, 2014). Embora
viva principalmente em areas abertas e margens, durante a época de reprodugao, ele pode
ser encontrado na floresta densa, mas ainda utiliza, extensivamente, as areas abertas e

pastagens adjacentes a floresta (SEGURA & ARTURI, 2012).



18

2.2.4 Dieta

O Cardeal tem dieta variada, consistindo principalmente de sementes, frutas e
insetos, bem como brotos e bagas jovens. Ele se alimenta no chdo e em arvores baixas e
arbustos, em pares ou pequenos grupos (JARAMILLO, 2011). DE LE PENA &
PENSIERO (2003) observaram 22 individuos em Santa Fe, Argentina e detalharam nove
diferentes espécies de plantas onde frutas e sementes foram consumidas em varios meses.
A alimentacdo incluia frutos de Celtis tala, Grabowskia, Holmbergia tweedii, Morus
alba, Sapium haematospermum, ¢ sementes de Chloris virgata, Eleusine tristachya,

Setaria parviflora e Spergula villosa.

2.2.5 Comportamento

O Cardeal ¢ geralmente encontrado em pares ou em pequenos grupos de
aproximadamente 3 individuos (SEGURA et al., 2014) e durante os periodos da estacao
ndo reprodutiva, em bandos de 25 individuos (BELTON, 1985), ou mais. O modo
primario de forrageamento ¢ feito no solo, e ocorre em pares ou pequenos grupos,
juntamente, ou ndo com outras espécies locais (RIDGELY & TUDOR, 2009). Durante a
época de reproducdo, os pares sdo muito territoriais € defendem o local do ninho, com os
machos perseguindo outros membros da espécie ou potenciais predadores do ninho, mas
o tamanho do territério ¢ desconhecido (SEGURA & ARTURI, 2009; SEGURA et al.,
2015). Fora do periodo de reproducdo, o Cardeal coexiste com outras espécies
(KRATTER et al., 1993). Onde a area de P. coronata se sobrepde com P. capitata, as
duas espécies parecem competir e também ha relato de hibridizagdo com descendéncia
fértil (SICK, 1993).

A espécie € monogamica durante toda a temporada, € ambos os sexos vocalizam
para manter contato. Os comportamentos de cortejo observados incluem ambos os sexos
se pavoneando, abanando suas caudas e arqueando suas costas. Inicialmente, a fémea bate

o0 bico para expressar interesse no macho. O acasalamento ocorre como uma série rapida
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de ataques pelo macho, enquanto a fémea permanece no solo (PENDLETON, 1996,
citado em LINDHOLM, 2003).

Existem poucos dados sobre a predacdo contra os cardeais adultos. A maioria dos
registros de predagdes inclui o ataque de ninho e ovos por predadores aéreos (SEGURA

e BERKUNSKY, 2012).

2.2.6 Reproducio

A ¢época de reproducdo do cardeal-de-crista-vermelha ¢ de inicio de outubro a
meados de fevereiro (SEGURA & ARTUTI, 2009). Um ciclo completo, desde a
constru¢do do ninho até o ultimo cortejo tem média de 25,8 £ 0,1 dias, e os pares
reprodutores permaneceram juntos durante a temporada (SEGURA et al., 2015). Os
ninhos tém forma de tigela e sdo construidos com ramos finos de tala e hastes pequenas
de capim, enquanto a camara ¢ revestida com raizes finas, fibras vegetais e pélos bovinos
(SEGURA & REBOREDA, 2011). Os ninhos sdo construidos unicamente pelos machos
(PENDLETON, 1996, citado em LINDHOLM, 2003), em pequenos galhos de arvores a
2-6 m do solo (SEGURA & ARTURI, 2009). Os ovos do Cardeal sdo esverdeados com
marcas marrons uniformemente espalhadas, embora, as vezes eles tenham marcas ocres
ou pretas (JARAMILLO, 2011). A fémea inicia a incubacdo ap6s a postura do segundo
ovo (PENDLETON, 1996, citado em LINDHOLM, 2003; SEGURA & REBOREDA,
2012) e o incuba por cerca de 11-13 dias (SEGURA et al., 2015).

2.3 Saltator similis (Trinca-ferro)

O Trinca-ferro (Passeriformes: familia Thraupidae) conhecido também por
picharro ¢ uma ave onivora que vive em capoeiras, a beira das matas e clareiras,
geralmente nas formagdes secundarias (SICK, 1997 — Figura 4). Tornou-se substituto de
espécies que anteriormente eram visadas para a criacdo em cativeiro, mas que tiveram
suas populagdes reduzidas na natureza devido a captura descontrolada, como o azulao
(Cyanoloxia brissonii) e o curid (Sporophila angolensis). Seu canto forte ¢ melodioso,
além do comportamento agressivo (SICK, 1997) a tornam uma espécie muito apreciada
por criadores e requisitada em torneios e campeonatos de passaros (NARDY, 2006;

RAMIRO, 2008; MARQUES, 2009). O sexo, tipo de canto e agressividade sdo as
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principais caracteristicas que valorizam a espécie, sendo os machos mais caros e mais

visados que as fémeas devido ao canto (NARDY, 2006; RAMIRO, 2008).

Figura 4. Trinca-ferro (Saltator similis).

Fonte: Site da Confederagao Brasileira de Criadores de Passaros Nativos — COBRAP.
Disponivel em: http://www.cobrap.org.br/especie/3/trinca-ferro
2.3.1 Descricio Detalhada

O Trinca-ferro tem aproximadamente 20 cm de comprimento e pesa de 38 a 46 g.
Apresenta dorso verde, cauda e lados da cabeca acinzentados. A listra superciliar ¢
comprida na ave adulta, com o “bigode” preto e garganta branca. Ventralmente,
predomina o cinza nas laterais, tornando-se marrom alaranjado e brancacento no centro.
As asas sdo esverdeadas. O espécime juvenil ndo possui a listra superciliar tdo extensa,
ou ¢ falhada, ou inexistente, logo ap6s sairem do ninho. Em todo o género Saltator ha

variacao geografica e individual do canto (dialetos) (SICK, 1997).

2.3.2 Distribuicio
O Trinca-ferro distribui-se no Brasil este-meridional (da Bahia ao Rio Grande do
Sul) e central, além da Bolivia, Paraguai, Argentina e Uruguai (SICK, 1997; LINN, 2015

— Figura 5).

Figura 5. Distribuicao do Trinca-ferro.
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Fonte: Neotropical Birds Online. Disponivel em:
https://meotropical.birds.cornell.edu/Species-Account/nb/species/grwsall/overview

2.3.3 Dieta

O Trinca-ferro ¢ um tipico onivoro, alimentando-se de frutos, insetos, sementes,
folhas e flores (como as do ip€). Na infancia, seu regime alimentar ¢ predominantemente
animal e constitui-se de insetos variados. O macho costuma trazer alimento para sua

fémea (SICK, 1997).

2.3.4 Reproducio

O Trinca-ferro constréi seu ninho em forma de tigela em arbustos a alturas
de 1 a 2 m, os ovos sdo de tonalidade azul-esverdeado, normalmente, em nimero
de 2 a 3. No periodo de reprodugdo, o casal se torna mais territorialista e ndo aceita
nenhum individuo da mesma espécie no seu territdrio, o que determina a facilidade

de sua captura (SICK, 1997).

2.3. Patogenos do PNSA aplicaveis em protocolo sanitario / passaros silvestres

2.3.1. Salmonella spp.
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As bactérias pertencentes ao género Sa/monella nomeadas por seu descobridor,
Daniel Salmon, sdo bastonetes gram-negativos, anaerobicos facultativos e ndo
formadores de esporos. Seu habitat normal € o trato intestinal dos seres humanos e de
muitos animais. Todas as Salmonellas s3o consideradas patogé€nicas em algum grau,
causando salmonelose, ou gastrenterite por Salmonella (TORTORA et al., 2012). Desde
que a Salmonella foi descoberta em 1885 (SALMON & SMITH, 1886) tornou-se um dos
microrganismos mais estudados, especialmente por ser um patdégeno alimentar mundial e
o segundo responsavel por infec¢des gastrointestinais humanas, posicionado apods
Campylobacter spp. Em 2016, foram confirmados 94.530 casos de salmonelose em
humanos na Unido Europeia (EFSA & ECDC, 2017). Atualmente, o género Salmonella
¢ dividido em apenas 2 espécies: Salmonella enterica e Salmonella bongori, sendo
Salmonella enterica dividida em 6 subespécies adicionais. No passado, as subespécies de
Salmonella enterica foram classificadas como subgéneros e os sorovares/sorotipos de
Salmonella foram considerados espécies separadas. Se tal classificagdo ainda estivesse
vigente, haveria mais de 2600 espécies de Salmonella (ISSENHUTH-JEANJEAN et al.,
2014 — Figura 6).

As espécies e subespécies de Salmonella sdo fenotipicamente classificadas de
acordo com diferentes testes de crescimento bacteriano e diferenciacdo bioquimica,
enquanto sorovares ou sorotipos sao classificados com base no esquema de Kaufmann-
White. Primeiramente, ¢ determinado o antigeno "O", que ¢ baseado em polissacarideos
que estdo associados com lipopolissacarideos (LPS). Os diferentes antigenos "O" sdo
expressos em numeros. Em seguida, é expresso o antigeno —H, que ¢ determinado com
base nas proteinas flagelares. As salmonelas podem mudar de fase e se diferem por cepas
monofasicas (com uma fase) ou cepas bifasicas (com duas fases) e, ainda, em fenotipos
moveis ou imdveis (TERZOLO, 2011). Em decorréncia da perda economica que as
salmoneloses causam a avicultura e por afetar a exportacdo de produtos avicolas
brasileiros, o Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento, através da Instru¢do Normativa n® 78 de
03/11/2003, alterada pela Instru¢do Normativa n® 41 de 04/12/2017, contempla que toda
granja de reprodutoras de aves deve ser sorologica, bacterioldgica e molecularmente
monitorada para deteccao de Salmonella Pullorum, Salmonella Gallinarum, Salmonella

Enteritidis e Sa/monella Typhimurium (BRASIL, 2009; BRASIL, 2017).
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Figura 6. Numero de sorovares de acordo com espécie e subespécie de Salmonella.
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humanos e animais

Fonte: ISSENHUTH-JEANJEAN et al, 2014, adaptado.

Comumente encontrada no trato intestinal de aves silvestres, a Salmonella pode
ser uma fonte de infec¢do para humanos e animais domésticos, especialmente Salmonella
Typhimurium que possui uma ampla gama de hospedeiros e pode ser associada com
doenga em seres humanos, bovinos, suinos, roedores ¢ aves. O estudo de ocorréncia em
passaros silvestres como sentinelas para este patogeno alimentar também permite a
avaliacdo do seu papel na propagacao de resisténcia antimicrobiana no meio ambiente,
um problema emergente (MATIAS, 2016). Apos serem infectadas, as aves podem ser
portadoras do agente por periodo indeterminado, excretando intermitentemente a
bactéria, a qual pode permanecer viavel, por longos periodos, no interior dos macréfagos
e das células do sistema mononuclear fagocitario (TERZOLO, 2011). As zoonoses
(doencas que sdo transmitidas de animais para humanos, ou de humanos para os animais)
podem ameacar as populagdes de aves que compartilham habitat com seres humanos. As
salmonelas nao tifoides afetam humanos em todo o mundo (MAJOWICZ et al., 2010) e
multiplos hospedeiros animais, além de causar morbidade e mortalidade em aves sob
condigdes naturais, ou cativas (PENNYCOTT et al., 1998; VELARDE et al., 2012;
GIOVANNINI et al., 2013). Por exemplo, o aprovisionamento demonstrou atrair altas

densidades de aves em locais de alimentacdo levando a contaminacao fecal, transmissao
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de patdgenos e ressurgimento de salmoneloses (PENNYCOTT et al., 1998). A salmonella
também ¢ frequentemente isolada de aves detritivoras aparentemente sauddveis que siao
atraidas por aterros de residuos e exposi¢des de esgoto humano (BENSKIN et al., 2009).
As aves assintomaticas podem disseminar salmonelas para individuos suscetiveis através
de derramamentos fecais, ambientes compartilhados e via contato direto.

As aves silvestres estdo vulneraveis a infeccoes bacterianas durante todo o seu
ciclo de vida. Em espécies que vivem em colonias, onde o contato entre as aves € maior
e a densidade aumenta em certos periodos, as ocorréncias tendem a ser mais frequentes.
A transmissdo de agentes bacterianos pode ocorrer tanto através do contato direto entre
individuos ou pela ingestdo de alimento, ou &agua contaminados. Tanto aves
aparentemente sadias, carreadoras de uma menor propor¢ao de patdogenos em potencial,
quanto individuos doentes podem servir de fontes de infeccao (BENSKIN et al., 2009).

Estudos com foco em aves silvestres como transportadoras de Salmonella
mostraram que as espécies de aves que vivem perto de seres humanos e se alimentam em
lixo humano, ou esgoto tém maior probabilidade de transportar Salmonella, mas a
prevaléncia na populagdo de aves silvestres ¢ baixa (PALMGREN et al., 2006). Estudos
nos Estados Unidos, de 1985 até 2004, demonstraram que a infeccdo por Salmonella é
causa significativa da mortalidade em diversas espécies de aves, especialmente as
pertencentes a ordem Passeriforme, a qual apresentou 21,5% das mortes durante os
eventos analisados (TIZARD, 2004; HALL & SAITO, 2008). Em 2016, AFENE et al.,
detectou 18 sorovares diferentes em estudos de campo e encontrou uma série
diversificada de sorovares associados a passaros (n = 12) em comparagdo com estudos
anteriores que encontraram principalmente Sa/monella Typhimurium (HUGHES et al.,
2008; KITADAI et al., 2010). A prevaléncia de Salmonella spp. entre as amostras de aves
silvestres aparentemente saudaveis ¢ baixa, quando em comparacdo com estudos de
espécimes mortos ou moribundos. Entretanto, apesar da baixa taxa de detec¢do, esses
resultados assinalam que os sorovares isolados circulam na populacdo de aves (MATIAS
etal., 2016). Desta forma, as aves silvestres sdo mais propensas a ser agentes de dispersao
para Salmonela do que servir como fonte primaria, mas isso também depende das
caracteristicas particulares dos locais de alimentagdo utilizados pelas aves e alcance
territorial de cada espécie, sendo as espécies migratdrias as que geram maior preocupacao

neste sentido (HATCH, 1996).

2.3.2 Mycoplasma gallisepticum
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Os micoplasmas diferem de outras bactérias em seu tamanho pequeno e auséncia
total de parede celular, tais caracteristicas explicam a morfologia de coldnia do tipo “ovo
frito", com a resisténcia completa aos antibidticos que afetam a sintese da parede celular
e com seus complexos requisitos nutricionais. Eles tendem a ser hospedeiro-especificos;
os micoplasmas aviarios geralmente nao sao conhecidos por infectar mamiferos ou outras
espécies. O Mycoplasma meleagridis, por exemplo, apenas infecta perus, enquanto o
Mycoplasma gallisepticum pode infectar muitas espécies de aves, embora os galinidceos
sejam mais susceptiveis (KLEVEN, 1998). Eles pertencem a classe Mollicutes, familia
Mycoplasmataceae, frequentemente retratados como a mais simples forma de vida
autorreplicativa. O género Mycoplasma tem mais de 120 espécies, um teor de DNA G +
C de 23-40%, tamanho de genoma de 600-1350 kb, sendo o Mycoplasma gallisepticum
(MG) a espécie de micoplasma mais patogénica para aves e de maior importancia
econOmica na sanidade avicola. Infecgdes por MG também sdo conhecidas como doenca
respiratoria cronica de galinhas, sinusite infecciosa de perus, conjuntivite dos passaros e
complexo sinusite-conjuntivite em galiformes silvestres mantidos em cativeiro (CITTI,
2010; KLEVEN, 1998; KLEVEN, 2008; LEY, 2008; OLIVEIRA et al., 2017b).

Os mecanismos de patogenicidade dos micoplasmas sdo parcialmente atribuidos
a competicdo com suas células hospedeiras por substratos metabdlicos como precursores
lipidicos, purinas e pirimidinas; a capacidade de adesdao a células hospedeiras; a
capacidade de invadir as células hospedeiras; a variacao do seu fenotipo (variagao de fase,
antigénica e de tamanho), presumivelmente para evadir a resposta do sistema imune
(evasdo imunoldgica); e aos seus efeitos citopaticos (LUTTRELL & FISCHER, 2007).
Sugere-se também que a formagao de biofilmes por alguns micoplasmas desempenhe um
papel na sua patogénese e persisténcia no hospedeiro e / ou ambiente (McAULIFFE et
al., 2006).

As galinhas infectadas por MG geralmente desenvolvem sintomas respiratorios
que podem incluir ronqueira, tosse, espirros, descargas nasais e dispneia. A conjuntivite
com um exsudato ocular ¢ comum em perus e ocorre ocasionalmente em galinhas. Ha
queda no desempenho de lotes infectados com diminui¢dao do ganho de peso, eficiéncia
alimentar e producdo de ovos. Os sintomas da micoplasmose avidria se desenvolvem
lentamente e o curso da doenca pode ser prolongado (IOWA, 2007). Nas aves silvestres,
a micoplasmose avidria ¢ caracterizada por doenga respiratdria superior, letargia da

conjuntivite, perda de peso, diminui¢cdo da producdo de ovos e Obitos. Sinais clinicos
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como conjuntivite, as vezes acompanhada por inchago, rinite e descargas oculares e nasais
infraorbitarias, ocorre frequentemente em aves e passaros cativos infectados com MG,
evidenciando doenga clinica (IOWA, 2007; OLIVEIRA et al., 2017b). Embora as
infec¢des também possam permanecer sem sinais clinicos, essas podem tornar as aves
mais propensas as infecgdes secundarias por bactérias como Escherichia coli e
Haemophilus paragallinarum, e mesmo a alguns virus como o da doenca de Newcastle,
bronquite infecciosa e laringotraqueite infecciosa (KLEVEN, 1998).

A transmissdao dos Mycoplasmas pode acontecer de forma horizontal e vertical. A
transmissdo horizontal acontece pelo contato de aves susceptiveis com aves com infec¢ao
clinica ou subclinica, ou com fomites (alimentos, pessoas, equipamentos, entre outros)
contaminados, ja que a porta de entrada da bactéria ¢ principalmente pelo trato
respiratorio e/ou conjuntiva (SATO, 1996; KLEVEN, 2008). Desde 1994, apds o relato
de um surto de conjuntivite em House Finches (Carpadacus mexicanus) associada a
infec¢ao por MG (FISCHER et al., 1997), acumulam-se evidéncias que demonstram que
um numero maior de espécies de aves pode ser infectado por MG e, portanto,
potencialmente envolvidas na dinamica doenga-hospedeiro e dos niveis populacionais de
MG em aves silvestres.

Estudos de caracterizagao e evolugdo gendmica em diversas cepas de MG isoladas
a partir de espécies de House Finches, demonstraram uma rdpida evolucdo génica e
adaptagao do patdgeno ao novo hospedeiro (DELANEY etal.,2012). Na América
do Norte, MG foi isolado de 7 espécies de aves silvestres, e em 18 espécies foram
detectados anticorpos contra MG (DHONDT et al., 2014). Uma explicagdo alternativa
para a diversidade de hospedeiros pode ser que o MG esteve presente entre aves silvestres
sem ser detectado por um periodo prolongado. Os reservatérios de aves silvestres sdo
possiveis, embora estes também possam ter sido introduzidos de reservatorios da
avicultura. Por exemplo, nos Estados Unidos, em 2001, MG isolado de péssaros
demonstrou, por analises filogenéticas, associacdo com aves comercias, 0 que sugere a
introducao de uma cepa ndo mantida em passaros (HOCHACHKA et al., 2013).

Andlises filogenéticas indicam que ¢ possivel que as cepas de MG detectadas em
aves silvestres ao redor do mundo representem introducdes passadas ou recentes a partir
de galinhas de fundo de quintal, os reservatorios mais provaveis de uma diversidade de
cepas de MG, que sdo entdo mantidas nessas populagdes (DHONDT et al., 2014).
Micoplasmas sdo muito mais comensais do que patéogenos e, como muitas vezes se

apresentam de formas subclinicas, cronicas ou latentes, aliadas a dificuldades para
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cultivar, isolar e identifica-los, seu papel como organismos infecciosos tem sido

controverso e subestimado (DHONDT et al., 2014).

2.3.3 Doenca de Newcastle

A doenca de Newcastle (DNC) ocorre em aves e pode ter efeitos economicos
devastadores sobre producdo avicola e sao classificados como Paramixovirus aviarios
(APMV). Todos os APMV fazem parte do género Avulavirus, subfamilia
Paramyxovirinae, familia Paramyxoviridae, ordem Mononegavirales. Existem 9
sorotipos de APMV, mas todos os isolados do virus da DNV pertencem ao sorotipo 1
(APMV-1), portanto, o NDV ¢ sindnimo de APMV-1 (CATOLLI et al., 2011).

O virus da DNC possui RNA de cadeia simples, e ¢ capaz de infectar mais de 250
espécies de aves. Esse virus ¢ endémico em muitas partes do mundo e tem sido conhecido
por causar surtos de epizootias em aves domésticas em seis dos sete continentes
(BROWN, 2017). O genoma viral possui aproximadamente 15 kb e contém 6 genes, os
quais correspondem a proteinas estruturais: (1) uma proteina do nucleocapsideo (NP), (2)
a fosfoproteina (P), (3) uma proteina matriz (M), (4) uma fusao de proteinas (F), (5) uma
proteina hemaglutinina-neuraminidase (HN), e (6) uma RNA polimerase (L)
(CHAMBERS et al., 1986; SEAL et al., 2000).

Os surtos da DNC podem ser devastadores, com mortalidade proxima de 100%
em aves susceptiveis. Muitas vezes se espalha rapidamente durante epizootias na
avicultura, causando graves perdas econdmicas devido a doenga e, para paises
exportadores, perdas resultantes de restricdes comerciais e embargos (ALEXANDER et
al., 2012). De acordo com a Organizagao Mundial de Saude Animal (OIE), a DNC ¢ uma
doenga notificavel, quando atende a certos critérios de viruléncia. Essas cepas altamente
patogénicas podem causar enorme impacto econdmico, e assim o reconhecimento
imediato ¢ a confirmacao sdo fundamentais. No entanto, a falta de sinais clinicos
caracteristicos em muitas espécies de aves, as variagdes na viruléncia e sua variabilidade
genética representam sérios desafios para o diagnoéstico da infeccdo (CATOLLI et al.,
2011).

O virus da DNC infecta varios grupos taxonomicos diferentes de aves silvestres
parece capaz de infectar todas as espécies de aves e alguns outros vertebrados, inclusive
humanos (THOMAS et al., 2007). Embora todos os isolados do virus pertengam a um

unico sorotipo (APMV-1), existe grande variabilidade genética entre diferentes cepas.
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Com base na reconstrugdo filogenética, os virus podem ser divididos nas classes I e II.
(MILLER et al., 2010). Isolados da classe I pertencem a um Unico genotipo, enquanto
que os isolados da classe II estdo divididos em 18 genotipos (DIMITROV, 2016). Neste
sistema de classificacdo, isolados do virus da classe I sdo compostos principalmente por
virus que foram isolados de aves aquaticas e costeiras e, ocasionalmente, de amostras
coletadas em mercados de aves vivas em todo o mundo e aves silvestres capturadas (KIM
et al., 2007; MILLER et al., 2010). Os virus da classe II foram inicialmente agrupados
em 15 genotipos; no entanto, trés gendtipos adicionais foram adotados desde 2012
(COURTNEY et al., 2013; DIEL et al., 2012; SNOECK et al., 2013). Os virus da classe
IT estdo presentes em aves silvestres e aves domésticas, porém, as cepas mais virulentas
de Newcastle sao obtidas de aves domésticas e sao responsaveis por perdas econdmicas
significativas para a industria avicola em todo o mundo (MILLER et al., 2015).

Com base na gravidade da doenga clinica, as cepas do virus de Newcastle (NC)
foram classificadas em pat6tipos, com base em patogenicidade, do menos patogénico ao
mais patogénico, respectivamente, sendo: assintomadtica entérica ou lentogénica,
mesogenica e velogénica. As velogénicas foram divididas ainda em viscerotropica e
neurotropica, de acordo com sua capacidade de causar, principalmente, sinais viscerais
ou nervosos (ALEXANDER, 2003), caracterizados por lesdes hemorragicas encontradas
nos intestinos de aves mortas (velogénicas viscerotropicas) ou predominantemente
infecgdo respiratéria e neuroldgica (velogénicas neurotropicas) (MILLER et al., 2010).
Os sinais neuroldgicos geralmente incluem tremores, ataxia, torcicolo e paresia ou
paralisia das asas ou pernas que se desenvolvem varios dias ap6s a infec¢do. Ambas,
espécies silvestres e domésticas podem desenvolver sinais neurotropicos semelhantes
(BROWN, 2017). As cepas mesogénicas de NC, geralmente, causam doengas
respiratorias em galinhas adultas; enquanto, as cepas lentogénicas nao sdo patogénicas
(SCHIRRMACHER, 2017). Lesdes associadas tanto a cepas velogénicas como
mesogénicas de infecgdes pelo virus da DNC sdo mais frequentemente detectadas no
sistema nervoso central (SNC), trato digestivo, trato urinario, ou trato respiratorio de aves
domésticas e, em populagdes de aves silvestres, tendem a afetar o SNC, os rins, ou causar
doenga sistémica que resulta, rapidamente, em mortalidade e auséncia de sinais clinicos
ou lesdes histopatoldgicas (BROGGI et al., 2013).

O primeiro contato do virus em hospedeiros susceptiveis ocorre com células
epiteliais respiratorias. A adesdo viral ¢ mediada pela proteina hemaglutinina-

neuraminidase (HN) que se liga a gangliosidios e N-glicoproteinas contendo uma
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estrutura distinta de acido sidlico e agucares. A ligacao do virus a célula ¢ seguida pela
ativacdo da proteina de fusdo viral F. A fusdo do virus com a membrana celular
hospedeira, entdo, permite a transferéncia do genoma viral para o citoplasma da célula
hospedeira, onde o RNA de cadeia simples ndo segmentado de 15 kb (ssRNA) ¢ transcrito
em mRNAs e traduzido em proteinas virais (SCHIRRMACHER, 2017). O virus ¢
relativamente estavel fora de um hospedeiro e no ambiente, tornando possivel a
transmissao por fomites. O virus infectante foi encontrado em instalagdes contaminadas
por aves infectadas apds sobreviver 7 dias no verdo, 14 dias durante a primavera e 30 dias
no inverno (KINDE et al, 2004). Nos ultimos anos, houve um aumento de gendtipos
descobertos, alguns dos quais foram associados com aumento da viruléncia, ou ampliagao
do alcance do hospedeiro (LIU, 2008; WAN, 2010; ZOU, 2005).

Espécies de pombas (familia Columbidae) e Cormordo-marinho-de-orelhas
(Phalacrocorax auritus) foram implicados como espécies reservatdrias para cepas
virulentas de DNC na América do Norte (CROSS et al., 2013). Coletas em cisnes brancos
(Cygnus olor), na regido dos Grandes Lagos e ao longo da costa atlantica dos Estados
Unidos resultaram na detec¢do de virus e anticorpos do virus da DNC em 8,7% e 60%
das amostras, respectivamente (PEDERSEN et al., 2014). Avaliacdes de aves silvestres
em quatro continentes entre 1997 e 2014 resultaram no isolamento, repetidas vezes, do
NDV derivado da vacina (AYALA et al., 2016). Estes isolados vacinais foram
encontrados em 17 espécies com maior frequéncia em Columbiformes e Anseriformes,
sendo encontrados também em Passeriformes e Psitacideos. Nao surpreendentemente, as
cepas do virus encontrados corresponderam aqueles que sdo mais amplamente utilizados
como vacinas - La Sota e B1. Essas descobertas sdo preocupantes ja que a passagem do
virus por espécies de aves silvestres pode desencadear pressoes seletivas que podem levar
a deriva génica ou a um aumento em viruléncia. Embora preocupante, ndo ha registros
documentados de casos de cepas de vacina recombinando com cepas de tipo selvagem
em passaros silvestres; no entanto, pesquisas sobre a dindmica viral em aves silvestres da
DNC tém sido limitadas e investigacdes adicionais poderiam esclarecer adequadamente

tais aspectos.

3. OBJETIVOS

Este estudo piloto tem por objetivo desenvolver métodos aplicaveis para a

deteccao e estimativa de prevaléncia de patégenos de importancia na avicultura, como a
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Salmonella spp., Mycoplasma gallisepticum e virus da doenca de Newcastle, em
espécimes de Paroaria coronata (Cardeal) e Saltator similis (Trinca-ferro) apreendidos
pela fiscalizagdo ambiental no Rio Grande do Sul e encaminhados aos CETAS da regido
metropolitana de Porto Alegre, avaliando a exposicao destas aves a tais agentes, 0s riscos
associados a transmissdo de doengas dentro dos CETAS e o risco em potencial destes

espécimes servirem de reservatorio para tais agentes na natureza.

4. MATERIAL E METODOS

Para o estudo foram selecionados espécimes de Paroaria coronata (Cardeal, n =
64) e Saltator similis (Trinca-ferro, n = 74), apreendidos pela fiscalizagao ambiental em
diferentes pontos do estado do Rio Grande do Sul, no periodo de agosto/2017 a
fevereiro/2018 e enviados até os CETAS (Centros de Triagem de Animais Silvestres) da
regido metropolitana de Porto Alegre, ou espécimes de vida livre capturados em seu
territorio para realizacao das coletas de amostras (Tabela 1) e posteriormente devolvidos
a seu habitat. As coletas eram realizadas apds o recebimento dos animais nos CETAS,
que entdo eram encaminhados para soltura e/ou reabilitacdo seguindo as diretrizes de cada
CETAS.

Os ensaios microbiologicos, sorologicos e moleculares foram realizados no
Laboratorio Porto Belo (LPB), em Porto Alegre, credenciado ao MAPA para atendimento
do PNSA. Para deteccao de Salmonella spp. foram coletadas 138 amostras de fezes e/ou
swabs de cloaca (40 de vida livre e 98 de aves de CETAS), sendo 64 provenientes de
Cardeais e 74 de Trinca-ferros. O método utilizado para a deteccdo de Salmonella spp.
foi o da Portaria SDA N° 126 de 03/11/1995 adaptado (Substituindo o Caldo BHI
utilizado no enriquecimento ndo seletivo, por Agua Peptonada Tamponada 1%).
Colodnias suspeitas foram confirmadas e caracterizadas com antissoros especificos
(soroaglutina¢do em lamina) pelo (LPB e Fundagdo Oswaldo Cruz - Fiocruz) e também
molecularmente (Laboratério Simbios Biotecnologia).

Para a deteccao de anticorpos contra MG foram coletadas amostras de soro (total
de 94 amostras, sendo 43 de Cardeais e 51 de Trinca-ferros), além de swabs orofaringeos
(97 amostras, sendo 42 de Cardeais e 55 de Trinca-ferros) para realizacdo de analise
molecular por gPCR. Foi utilizado o método de Soroaglutinacdo Répida (SAR) segundo
a Instrugcdo Normativa SDA - N° 44 de 23/08/2001. E a detec¢ao de molecular de MG foi

realizada através de Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa, utilizando kit
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comercial de deteccao para MG NewGene® e os resultados positivos confirmados pelo
Laboratério Simbios Biotecnologia, também por analise molecular para MG, com gene
alvo para MG distinto.

Na deteccdo de anticorpos contra a DNC através da prova de Inibi¢do da
Hemaglutinag@o (HI) foi utilizado o método da Portaria SDA — N° 182, de 08/11/1994.
Para detec¢ao de anticorpos contra o virus da Doenca de Newcastle foram utilizadas
amostras de soro (86 amostras, sendo 37 de Cardeais ¢ 49 de Trinca-ferros) para
realizacdo de prova de HIL

Também foram coletadas amostras de 03 espécimes de Paroaria coronata e 03
espécimes de Saltator similis mantidos em plantel (chamas) controlado e submetidos a
vacinacao contra MG e NC, os quais serviram como controles para validagdo dos testes

de SAR para MG, qPCR para MG e HI para NC.

Tabela 1. Amostras coletadas de Cardeal e Trinca-ferro.

Amostras coletadas

Espécie /
. Fezes e/ou swabe de  Soro para Swabes Soro
Tipo de amostra . ,
() cloaca Pesquisade @ SAR MG orofaringeos para HI
Salmonella spp. para MG NDV
Cardeal 64 43 42 37
CETAS 42 37 42 37
Vida Livre 22 6 - -
Trinca-ferro 74 51 55 49
CETAS 56 51 55 49
Vida Livre 18 - - -
Total 138 94 97 86

As aves chamas sdo espécimes utilizados para atrair coespecificos de vida livre
para os métodos de captura. Devido a necessidade de transportar essas aves em seus
territorios, durante as expedigdes de captura, os chamas sao mantidos em gaiolas. Dessa
forma, ao serem introduzidos no territério de coespecificos de vida livre, estes,
imediatamente, vém para expulsar os intrusos e, usualmente, partem para combate, o que
cria a possibilidade de captura, em algapdes de rede, lagadas, ou redes de neblina.

Todos os passaros, ao ingressarem no plantel, tém amostras testadas para parasitas

(coccideos, helmintos, entre outros) e, se necessario, sao tratadas, com antiparasitarios.
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Todas ja tiveram, pelo menos, trés resultados negativos para parasitas em amostras de
fezes. As dietas desses passaros incluem misturas de sementes, ragdes comerciais
especificas para cada uma das duas espécies, frutas (maca, mamao papaia, goiaba e
jabuticaba), vegetais (alface, couve, espinafre, pepino, chuchu e, eventualmente, quiabo),
artropodes (tenébrios, tenébrios gigantes e gafanhotos, além de larvas de lepidopteros e
aranhas, ocasionalmente) e minerais. As bandejas das gaiolas sdo mantidas com areia,
tigelas de banho sdo oferecidas as aves em dias alternados. As gaiolas sdao recolhidas a
noite em sala fechada, para preven¢do de ataque por predadores e, ao amanhecer, sdo
recolocadas em area externa que permite insolagdo moderada. Fora da estacdao de captura
(outono-inverno), os passaros sao mantidos em recintos externos.

Os protocolos de vacinacao (Figura 7) incluiram 1 gota via ocular das vacinas
vivas para Mycoplasma gallisepticum (MYCOVAX-TS-11, MERIAL, cepa TS-11,
P.400/17, V.02/18, em 10/11/2017) e virus da DNC (MERIAL, cepa La Sota 004/16,
ND1873, P.004/16, V.04/18, em 01/12/2017), refor¢os com vacinas vivas para MG
(BIOCAMP, Camp VacMG-F, P.006/2016, V.11/19, em 23/02/2018) e DNC (BIOVET,
New-Vacin, La Sota, P.007/17, V.05/19, em 23/02/2018) e refor¢co com vacina inativada
oleosa para virus da DNC (BIOVET, New-BRONK-VET, P.003/17, V.08/19, virus B1
La Sota, titulo minimo antes da inativacdo de 10°>* DIOEs, em 23/03/2018). O protocolo
de vacinacao foi baseado em estudo prévio do grupo, com vacinagao para o virus da DNC
em aves ornamentais (GOMES et al. 2018). As aves foram testadas prévia (controles

negativos) e posteriormente a vacinagao (controles positivos).

Figura 7. Linha do tempo do protocolo de vacinagdo utilizado no plantel de chamas.
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5. RESULTADOS

Os resultados dos ensaios realizados nas amostras de ambos os espécimes podem
ser observados na Tabela 2. Na Pesquisa de Salmonella, amostras de somente 1 (um)
passaro teve resultado positivo para Salmonella spp. (Salmonella enterica Sorovar Cerro
— Grupo K). A soroaglutinacdo rapida foi positiva em 80,2% das amostras dos passaros.
A detecgdo molecular de MG nas amostras de swabs orofaringeos, houve 10,3% de
positividade. A detec¢do de anticorpos pela técnica de HI foi negativa em 100% das
amostras. Os resultados do grupo controle, prévia e posteriormente as vacinagdes podem
ser observados na Tabela 3. Inicialmente as aves foram testadas para todos os parametros
analisados, obtendo-se resultado negativo para todas as analises, garantindo assim a
viabilidade dos testes propostos. ApoOs a realizacdo da primeira vacina viva para MG,
observou-se resultado positivo em todas as aves na SAR e em 01 aves na PCR. Apos
realizagao de uma segunda dose de vacina viva para MG se obteve resultado positivo para
todas as aves do grupo controle. Na vacinagcdo para NC somente com a vacina viva,
nenhuma ave apresentou titulos de anticorpos apos o periodo avaliado (até 110 dias apos
a aplicagdo da vacina), positividade esta observada somente apos a aplicacdo de vacina

inativada para NC, na prova de HI.

Tabela 2. Resultados ensaios laboratoriais das amostras de Cardeal e Trinca-ferro.

Espécie Ensaios Laboratoriais
Pesquisa de SARMG PCRMG HINDV
Salmonela spp.

Cardeal (n) 64 43 46 37
n/% Positivas 1/1,5% 29/67,4% 6/13% 0/0%

Trinca-ferro (n) 74 51 55 49
n /% Positivas 0/0% 45/88,2%  4/7.2% 0/0%

Total 138 94 97 86

1/0,7% 77/81,9% 10/10,3%  0/0%
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Tabela 3. Resultados ensaios laboratoriais das amostras do grupo controle.

Ensaios Laboratoriais

Pesquisa de SARMG PCRMG HINDV
Salmonela spp.

, . 6 6 6 6
Pre-Vacina 0/0% 0/0% 0/0%  0/0%
1* dose - 6 6 -
vacina viva MG -/- 06/100% 01/16,6% - /-

2% dose - 6 6 -
vacina viva MG -/- 06/100% 06/100% -/-
1* dose - - - 6
Vacina viva NC -/- -/- -/- 0/0%
2% dose - - - 6
Vacina viva NC -/- -/- -/- 0/0%
. . - - - 6
Vacina Inativada NC e . . 6/ 100%

6. DISCUSSAO

Esse estudo piloto inclui o desenvolvimento de protocolos sanitarios aplicaveis
em espécies de passaros apreendidos com vistas a reabilitacao e soltura, como medidas
para diminuir riscos ao proprio plantel a ser reabilitado e solto, as populacdes de vida
livre e a avicultura industrial. Embora haja longa lista de enfermidades descritas em aves
silvestres (ANDERSEN & VANROMPAY, 2000; WOODFORD, 2000; THOMAS et al.,
2007; SANCHES, 2008; GODOY & MATUSHIMA, 2010; MAPA, 2012), por questdes
praticas, definimos como prioritarias as doencas do PNSA (Adaptado de IN N°23
ICMBio), especificamente, salmonelose, micoplasmose e doenga de Newcastle. Outras
praticas de manejo sanitario, como pesquisa e tratamento de outros potenciais patdgenos,
avaliacdes comportamentais, além de aplicacdo de periodo de quarentena adequado,
também serdo aplicadas aos lotes como tentativas para diminuir riscos potenciais
associados e garantir a biosseguranca dos processos, pois diversas outras condi¢des
podem acometer esses passaros.

Pesquisas de agentes patogénicos incluidos no PNSA, bem como diversos outros,
em passaros silvestres sao limitadas. Ainda mais escassos sao dados referentes as espécies
inclusas nesse estudo. Sabe-se que a prevaléncia de isolamento de salmonelas de amostras

de passaros silvestres tem sido variavel, usualmente, entre 1% e 7% (TIZARD, 2004;
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THOMAS et al., 2007), inclusive em amostras de passaros apreendidos do trafico ilegal
(MATIAS, 2014; BRACONARO et al., 2015; CUNHA et al., 2016).

O conhecimento sobre flora bacteriana digestiva, normal ou patogénica, de aves
silvestres € consideravelmente limitado e a maioria dos estudos ¢ associada com agentes
com potencial zoondtico, ou com importancia em espécies de interesse comercial.
Salmonella Typhimurium € o sorotipo mais comumente associado com doenga em
espécies de aves silvestres, enquanto Salmonella Enteritidis estd comumente presente nas
amostras dessas aves, mas sem correlagdo com doenca (CLARE et al., 2009). Apenas
uma amostra fecal (0,7%) foi positiva no cultivo e isolamento de Sal/monella, o que €
compativel com estudo prévio (CUNHA et al., 2016), os quais observaram apenas 2
positivos (4,0%) para o género em amostras fecais de Paroaria coronata e Paroaria
dominicana. Neste estudo, Escherichia coli e Klebsiella spp., entre outras foram
encontradas em numeros mais expressivos (85,7% e 57,1% respectivamente) que
Salmonella. A espécie aqui isolada foi Salmonella enterica Sorovar Cerro (Grupo K),
proveniente de passaro de vida livre e a significancia desse achado permanece por ser
esclarecida. A prevaléncia de Salmonella em aves silvestres ¢ baixa, porém estas podem
adquirir salmonelas apos exposi¢ao a ambientes contaminados pelo homem e/ou animais
domésticos (ABULREESH et al., 2007). O sorovar isolado neste trabalho (Salmonella
Cerro), possui registro de detecgdo em matérias-primas e ragdes para aves (HOFER et al,
1998), granjas de postura comercial (MORAES, 2014) e também tem sido associada a
bovinocultura, com alta taxa de prevaléncia nos rebanhos (CUMMINGS et al., 2010;
SILVA, 2012).

A SAR para MG resultou positiva em quantidade expressiva (mais de 80%) das
amostras testadas. O resultado ¢ similar aos observados em estudos de prevaléncia
soroldgica para MG no pais, especialmente em aves de postura comercial e aves de
subsisténcia, demonstram positividades variando de 42,9% a 88,2% das aves analisadas
(CORREZOLA et al., 2012; DE NARDI et al., 2013; DE SA et al., 2015; TEIXEIRA et
al., 2015). As dificuldades relacionadas a amostragem e obten¢ao de soro de qualidade,
além da baixa especificidade do ensaio, torna alto o risco de resultados falsos positivos,
mas ndo se pode excluir a possibilidade do contato com antigenos de MG e/ou similar.
Testes imunoldgicos de maior especificidade precisam ser desenvolvidos para a
confirmacao da presenca de anticorpos contra MG no soro dessas aves. Entretanto,
quando testadas pela técnica de qPCR para MG, houve reducdo para 10% de amostras

positivas, valor comparavel aos descritos em estudos prévios da diversificacdo de
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hospedeiros com resultado positivos para o microrganismo (CARVALHO, 2012;
DHONDT et al., 2014; HARTUP et al., 2001) e que expressa uma situacdo provavel,
devido a condicdo usual de pdassaros apreendidos. A susceptibilidade ao MG em
diferentes espécies de passaros também foi observada em infecgdes experimentais e
demonstraram além da capacidade de causar doenga clinica e possibilidade de infecg¢des
subclinicas (FARMER et al., 2005), como a observada nas aves deste estudo, onde nao
ha evidéncia clinica de infeccdo (sinais clinicos evidentes e/ou alteragdes
comportamentais), sugerindo o potencial reservatorio do patégeno na natureza.
Adicionalmente, a deteccdo de DNA ou anticorpos associados com MG em aves
silvestres demonstra tendéncias semelhantes (HIDASI, 2013; DHONDT, 2014; ORTIZ,
2014; MICHIELS et al., 2016); entretanto surtos da doenca em espécies silvestres cativas
ou de vida livre, nativas ou exoticas, t€ém sido descritos (FISHER et al., 1997;
PENNYCOTT et al., 1998; LUTTRELL et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2017b).

Os resultados positivos para MG obtidos ap6s vacinagdo no grupo controle,
associado aos achados positivos nas aves coletadas, reforgam evidéncias de que a anélise
molecular para MG a partir de swabes orofaringeos pode ser uma op¢ao de método
aplicavel para a pesquisa a deteccdo de MG e elucidar o papel deste patdgeno nestas e em
outras populagdes de aves.

A detecgdo de anticorpos contra o virus da DNC foi negativa em 100% das
amostras analisadas neste estudo. Prevaléncias comparaveis t€ém sido divulgadas em
deteccdes soroldgicas (HI) positivas do virus da doengca de Newcastle em aves
apreendidas (OLIVEIRA-JUNIOR, 2003), resultados que quando positivos sdo
representados por galiformes e outras ordens que ndo a dos passeriformes.
Monitoramentos de aves de vida livre t€m demonstrado a mesma tendéncia, ainda que
por métodos moleculares (CAMENISCH et al., 2008).

Ainda que a maioria dos achados do presente estudo possam representar baixas
prevaléncias, os riscos envolvidos, especialmente, durante o periodo em que esses
passaros serdo manejados em lotes e, portanto, permanecerdao em contato proximo, ou
mesmo apds sua soltura justificam e qualificam essas pesquisas como prioritarias, em

iniciativas afins.

7. CONCLUSOES
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Através da amostragem e métodos aplicados, nao foi possivel verificar evidéncia
de relevante exposi¢do de Paroaria coronata e Saltator similis apreendidos, ou de vida
livre a Salmonella spp. Também nado foi possivel verificar evidéncia de exposicao de
Paroaria coronata e Saltator similis apreendidos ao virus da doenga de Newcastle.
Entretanto, permanece o consenso de que Mycoplasma gallisepticum pode ser um
patdgeno relevante, ou mesmo ser carreado em Paroaria coronata e Saltator similis
apreendidos. H4 necessidade de elevar, consideravelmente os nimeros amostrais € em
proporgdes semelhantes de passaros apreendidos e coespecificos de vida livre, para
confirmar e circulagdo do patdgeno nestas e em outras espécies, € se pertinente, readequar

os procedimentos de avaliacao sanitaria e soltura de aves encaminhadas aos CETAS.

8. PERSPECTIVAS

Apds a demonstracdo da aplicabilidade dos métodos utilizados no presente
trabalho para a detec¢@o de Salmonella spp., MG e anticorpos contra o virus da DNC em
espécimes de Cardeal e Trinca-ferro apreendidos pela fiscalizacdo ambiental do RS e de
vida livre, espera-se ampliar o estudo buscando estes e outros patdgenos como a
Escherichia coli Patogénica Aviaria — APEC, Shigella spp., Campylobacter spp., virus
da Bronquite Aviaria, entre outros de importancia na avicultura, nestas e em outras
espécies de passeriformes que possam albergar tais patdgenos e representar riscos a

avicultura comercial, aos CETAS e a conservacao das proprias espécies estudadas.
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