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RESUMO

SILVA, RAIZZA BARROS SOUSA. Salmonelose e micoplasmose em aves domésticas
criadas em fundo de quintal no municipio de Patos - PB. Patos, UFCG. 2013 47p.
(Trabalho de Conclusio de Curso em Medicina Veterinaria).

Foi realizado um levantamento de salmonelose e micoplasmose em aves de “fundo de
quintal” procedente de 11 propriedades no Municipio de Patos, Estado da Paraiba. Para
tanto, foram coletadas 153 amostras de soro para o diagndstico soroldgico. Foram
utilizados os testes de Soroaglutinacio Rdapida (SAR) em placa e o Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA- indireto). Dentre as 153 aves examinadas, 112 (75,17%)
apresentaram sorologia positiva para Salmonella Pullorum (SP) com soro bruto e 108, na
diluicao de 1:10. Para Mycoplasma gallisepticum (MG), 128 (83,66%) reagiram a SAR e
56 (36,60%) ao ELISA e para M. synoviae (MS), 121 (79,08%) e 101 (66,01%) aves
reagiram para SAR e ELISA, respectivamente. Todas as propriedades estudadas
apresentaram animais sororreagentes ao SP, MG e MS na SAR. J4 no ELISA apenas uma
propriedade nio teve aves reagentes para MG. Os resultados indicaram que tais
microrganismos estdo amplamente difundidos nas cria¢des informais de aves.

Palavras-chave: aves, doencas, epidemiologia, sorologia.



ABSTRACT

SILVA, RAIZZA BARROS SOUSA. Salmonellosis and mycoplasmosis in backyard
poultry reared in the county of Patos - PB. Patos, UFCG. 2013 47p.
(Work Completion of Veterinary Medicine course)

A survey of salmonellosis and mycoplasmosis in "backyard" poultry derived from 11
properties in the county of Patos, Paraiba State. To this end, we collected 153 serum
samples for serological diagnosis. The samples were tested by Agglutination Test Rapid
(SAR) on board and Immunoenzymatic Assay (ELISA-Indirect). Among the 153 poultry
examined, 112 (75,17%) had a positive serology for Salmonella Pullorum (SP) with crude
serum and 108, in 1:10 dilution. For Mycoplasma gallisepticum (MG), 128 (83,66%)
responded to the SAR and 56 (36,60%) ELISA and M. synoviae (MS) 121 (79,08%) and
101 (66,01%) poultry responded for SAR and ELISA, respectively. All properties studied
had seropositive animals to SP, MG and MS by SAR. Only one property had no reagent
birds for MG by ELISA. The results indicated that such microorganisms are widespread in
poultry informal creations.

Key words: poultry, diseases, epidemiology, serology.



1. INTRODUCAO

Durante toda histéria do Brasil, sempre existiu uma avicultura tradicional e
familiar, conhecida popularmente como produgdo de “frango caipira" ou de “aves de fundo
de quintal”, com especial destaque para a regido do semidrido nordestino.

Segundo Albino et al. (2005), a produgdo de aves caipiras estd em torno de 80% das
propriedades rurais existentes no Brasil e em sua grande maioria sdo pequenos produtores
que produzem carne e ovos para consumo proprio, comercializando os excedentes.
Atualmente, essa produ¢do vem aumentando e se aperfeicoando cada vez mais, sendo uma
realidade nacional.

O Brasil € o terceiro maior produtor de frango do mundo, produzindo 13,058
milhdes de toneladas em 2011, apresentando um crescimento de 6,8% em relacdo a 2010
(UBABEF, 2012). Em 2002, o pais produziu 7,5 milhdes de toneladas de frango, enquanto
que em 2010 foi 12,3 milhdes de toneladas (ANUALPEC, 2011). Isto se deve a muitas
condi¢des que favorecem a atividade avicola como: clima tropical, disponibilidade de
terras agricultdveis para o plantio de grdos, mao-de-obra disponivel, ciéncia e tecnologia
voltadas para o setor, e mercado consumidor em expansao.

Em prol do crescimento da cadeia produtiva e a fim de garantir a seguranca
sanitdria e alimentar da populagdo o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) e as industrias trabalham com medidas de vigilancia para manter um bom status
sanitdrio. Porém estas medidas ndo abrangem as aves de fundo de quintal, animais que sao
criados geralmente para consumo préprio e comercializacdo local, podendo levar perigo as
criacdes industriais e a populagdo.

Os géneros Mycoplasma e Salmonella sao patdgenos bacterianos importantes nas
criacdes avicolas, pois sdo algumas das principais causas de perdas na produgdo brasileira.
Os prejuizos das micoplasmoses se resumem a queda na producdo e qualidade dos ovos,
baixa eclodibilidade, alta taxa de pintos desprezados, queda no ganho de peso, condenacao
de carcagas, resisténcia bacteriana e restricdes comerciais.

As salmoneloses avidrias ndo causam tantos prejuizos econdmicos quando
comparada com as micoplasmoses, porém como se trata de uma zoonose, se faz necessaria
a condenacdo das carcacas contaminadas devido ao risco de toxinfeccdo alimentar em

humanos.
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A micoplasmose e a salmonelose fazem parte do Programa Nacional de Sanidade
Avicola (PNSA), o qual preconiza acompanhamento sorolégico e periddico das granjas
através da Soroaglutinacdo Rédpida (SAR) em placa como teste de triagem para o
diagnéstico destas enfermidades (BRASIL, 2009).

O conhecimento da ocorréncia de infec¢des bacterianas em aves de “fundo de
quintal” pode ter grande utilidade para indicar a necessidade de medidas de controle e
prevengdo, visto que esses agentes disseminam-se por mecanismos de transmissao
horizontal e vertical infectando grande variedade de aves domésticas e de vida livre, com
ou sem manifestacdo clinica.

Devido aos prejuizos causados pelo Mycoplasma gallisepticum (MG), o
Mycoplasma synoviae (MS) e a Salmonella spp. na produgdo avicola e pela escassez de
dados sobre estes microrganismos no municipio de Patos, Estado da Paraiba, realizou-se

uma investigacdo a respeito da presencga de anticorpos contra estes trés microrganismos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Micoplasmose Aviaria: Mycoplasma gallisepticum (MG) e M. synoviae (MS)

A micoplasmose avidria consiste em um conjunto de enfermidades bacterianas
infectocontagiosas de cardter cronico e de distribuicdo mundial, que acomete
principalmente galinhas e perus, podendo acometer muitas outras espécies de aves
domésticas. Caracteriza-se por problemas respiratérios e articulares, gerando grandes
perdas na avicultura brasileira e mundial (CERDA, 2009; METTIFOGO; BUIM, 2009).

O primeiro micoplasma foi descoberto na Franca por Edward Nocard e Emile
Roux, em 1898, uma doenca respiratéria, a pleuropeneumonia contagiosa bovina
(NOCARD e ROUX, 1898). A partir de 1905 confirmaram a sua presenga também nas
aves, um provavel quadro de infeccdo conjugada de Mycoplasma gallisepticum e
Pasteurella multocida foi diagnosticado como "Pneumonia Enzodtica dos Perus". Na
década seguinte recebeu a denominagdo de sinusite infecciosa dos perus e doenca
respiratéria cronica (DRC) das galinhas, ambas causadas por M. gallisepticum
(METTIFOGO; FERREIRA, 2007).

As espécies Mycoplasma gallisepticum (MG) e M. synoviae (MS) sdo algumas das
mais importantes para a producdo avicola (SANTOS et al., 1995; FIORENTIN, 2000). O
primeiro € responsavel pela Doenga Respiratéria Cronica (DRC) das galinhas e pela
Sinusite Infecciosa dos perus. E o segundo causa tendinite e bursite de forma aguda e
crOnica, principalmente em galinhas e perus, a chamada Sinovite das Aves. Atualmente
tem causado com maior frequéncia infec¢do subclinica no trato respiratorio superior,

podendo evoluir para aerossaculite (AIELLO, 2001; CARDOSO et al., 2006).

2.1.1 Etiologia

O género Mycoplasma pertence a classe Mollicutes (pele macia) e a ordem

Mycoplasmatales. Sdo desprovidos de parede celular (HIRSH; ZEE, 2003), mas possuem
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tripla camada de membrana externa flexivel. Dessa forma sdo muito sensiveis a
detergentes e desinfetantes, porém ndo sofrem acdo de antibidticos que interferem na
sintese bacteriana da parede celular, como a penicilina (QUINN et al., 2005).

Sao bactérias que possuem vida extracelular e sdo diminutas, medindo de 0,3 a
0,8mm de didmetro. Sdo pleomoérficas, podendo apresentar-se na forma cocdide,
cocobacilares (AIELLO, 2001; SANTOS et al., 1995). Coram-se pelo Giemsa, adquirindo
a cor azul, ou por outros corantes similares e quando corados pelo método de Gram,
comportam-se como Gram-negativas.

Possui um genoma pequeno se comparado com outras bactérias, o que lhes da as
caracteristicas de ter o metabolismo reduzido e o crescimento lento. Por tanto, para o seu
cultivo, requerem um meio rico em proteinas, aminoécidos, dcidos nucleicos e soro animal
(REVOLEDO; FERREIRA, 2009). Formam uma coldnia caracteristica que apresenta uma
zona central densa, elevada e que penetra no meio de cultura, dando um aspecto mamilar

ou de “ovo frito”.

2.1.2 Epidemiologia

Segundo Revoledo e Ferreira (2009), a micoplasmose avidria possui distribui¢dao
mundial e seus agentes podem ser isolados de aves domésticas e silvestres. O MG e o MS
possuem como principais hospedeiros as galinhas e os perus, no entanto ja foram isolados
de patos, gansos, pombos, pardais, entre outros; demonstrando a habilidade dos mesmos
em se adaptar a outras espécies de hospedeiros.

O periodo de incubagdo da doenca, a morbidade e a mortalidade sao influenciados
pela viruléncia da cepa envolvida, pelo nimero de microrganismos presentes,
envolvimento de outros patégenos, pela porta de entrada, por caracteristicas do hospedeiro,
como idade e espécie, além de fatores como estresse € manejo.

Devido as formas de transmissdo, em geral, a micoplasmose possui uma alta
morbidade. J4 a mortalidade € relativamente baixa, ficando em torno de 5%, podendo
alcangar percentagens mais altas, por exemplo, 70 a 80% na enfermidade causada pelo MS
e a 30% quando causada pelo MG, assumindo um caréter mais grave. O periodo exato de

incubacdo € dificil determinar, porém, experimentalmente, pode variar de seis a 21 dias na
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DRC das galinhas e na sinusite infecciosa dos perus; e de 11 a 21 dias na sinovite das aves
(CERDA, 2009; METTIFOGO; BUIM, 2009).

O MG e MS podem ser transmitidos de forma horizontal e vertical. A forma
horizontal é a mais comum, podendo ocorrer diretamente por meio de aerosséis, de ave
para ave, ou indiretamente por fomites. A transmissdo também ocorre por meio de passaros
silvestres e de roedores. A forma vertical é por meio de ovos infectados, ocorrendo uma
transmissdo transovariana; motivo pelo qual € dificil conseguir controlar e erradicar essa

doenca (METTIFOGO; BUIM, 2009; CERDA, 2009; BUCHALA et al., 2006).

2.1.3 Patogenia

Os primeiros estdgios de interacdo entre o Mycoplasma e o hospedeiro incluem uma
série de eventos sequenciais: um primeiro contato ndo-especifico, a aderéncia especifica
aos receptores, a colonizagdo e os danos subsequentes a célula (METTIFOGO; BUIM,
2009).

Segundo Timenetsky (2009), Berchieri Junior e Macari (2000), os micoplasmas
preferem as superficies celulares, se aderem diretamente e intimamente as células da
mucosa respiratoria, digestiva, genito-urindrio e as células do tecido articular para obter os
nutrientes e, consequentemente, causam diversos tipos de alteracdes. Os metabdlitos
classicos como o perdéxido de hidrogénio e a amodnia sio suficientes para provocar danos

oxidativos aos constituintes vitais da célula hospedeira.

2.1.4 Sinais Clinicos

Os principais sintomas da DCR das galinhas sdo corrimento nasal, estertores
respiratorios (ronqueira), tosses, espirros e dificuldade respiratdria, acarretando perdas na
producdo devido ao baixo ganho de peso, queda na producdo e qualidade dos ovos, baixa
eclodibilidade, alta taxa de pintos desprezados, condenacdo de carcacas e resisténcia

bacteriana (DORN, 1973; GAMA et al., 2005). Em perus, na sinusite infecciosa, a
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inflamacdo dos seios infraorbitdrios € o mais caracteristico, podendo ocorrer tumefa¢do uni
ou bilateral com massas caseosas ou liquido fétido (METTIFOGO; BUIM, 2009).

De acordo com Aiello (2001), as aves doentes podem nao apresentar nenhum sinal,
exceto quando estdo estressadas ou acometidas com outras enfermidades. Podendo estar
associado com virus respiratérios e/ou Escherichia coli, recebendo a denominacao de DCR
complicada (BERCHIERI J [jNIOR; MACARI, 2000).

Na maioria dos casos de sinovite das aves a enfermidade € subclinica, afetando a
parte alta do aparelho respiratorio. Porém na forma septicémica os sinais exacerbam-se e €
possivel observar os transtornos locomotores tanto em galinhas como em perus, sendo o

inchaco das articulacdes e a claudicagio os sinais mais visiveis (CERDA, 2009).

2.1.5 Patologia

Macroscopicamente na micoplasmose avidria sdo encontrados sinusite, faringite,
traqueite, além de inflamacdo catarral nos bronquios e exsudato fibrino-caseoso nos sacos
aéreos, quando atingidos. Lesdes mais graves resultam em septicemia, com pericardite,
peri-hepatite e lesdes no sistema articular e reprodutor (CERDA, 2009; METTIFOGO);
BUIM, 2009).

Segundo Aiello (2001), as membranas mucosas ficam espessadas, hiperplésicas,
necrdticas e infiltradas com células inflamatérias. No sistema respiratério, observa-se
muco seguido de descamacdo do epitélio ciliado com perda dos cilios, como descrito por

Mettifogo e Buim (2009).

2.1.6 Diagnéstico

A SAR € um teste de grande sensibilidade para detectar os anticorpos, rapido,
pouco dispendioso e simples, mas que se caracteriza pela baixa especificidade

(METTIFOGO; BUIM, 2009). E o teste usado como procedimento sorolégico inicial e de
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predilecdo para aferir plantéis de aves livres de micoplasmoses, devido as dificuldades em
se isolar micoplasmas avidrios (CARDOSO et al., 2006).

Os testes de Inibicdo da hemaglutinacdo (HI) e de Ensaio Imunoenzimético
(ELISA) sao utilizados como confirmatdrios para resultados positivos na SAR (ROSSINI;
MONTEIRO, 2004). O isolamento e a identificacdo do microrganismo sdo realizados
através do cultivo em meio Frey e de testes bioquimicos, respectivamente. Para a
identificacdo, pode-se também utilizar a imunofluorescéncia direta ou a técnica de inibi¢ao
do crescimento (CERDA, 2009). A Reacdo em Cadeia de Polimerases (PCR) é o método
de predilecdao para o diagnéstico definitivo de organismos que sdo de dificil isolamento,

como € o caso dos micoplasmas (METTIFOGO; BUIM, 2009).

2.1.7 Diagnéstico Diferencial

Clinicamente a DCR das galinhas e a sinusite dos perus, causadas pelo MG, devem
ser diferenciadas de todas as outras enfermidades que afetam principalmente o trato
respiratdrio superior e inferior. Dentre os diagnésticos diferenciais deve-se considerar a
doenca de Newcastle, influenza avidria, bronquite, laringotraqueite e coriza infecciosa.

Laboratorialmente o MS causador da sinovite infecciosa deve ser diferenciado de
outros agentes bacterianos e virais causadores de artrite e sinovite, incluindo o MG
(CERDA, 2009). Dentre as enfermidades semelhantes estio a tenossinovite viral,

salmonelose e as infec¢des estafilocdcicas.

2.1.8 Tratamento, Prevencao e Controle

O tratamento da micoplasmose tem como base o uso de antibidticos, como:
macrolideos (tilosina), tetraciclinas, gentamicina, timulina e as fluorquinolonas
(enrofloxacina). Ou seja, todos os farmacos antimicrobianos que interferem na sintese dos
aminodcidos, 4cidos nucléicos e no metabolismo dos lipidios. Porém sua erradicagcdo

dificilmente ocorre, hd apenas reducdo da sintomatologia com eliminacdo do agente,
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transmitindo a enfermidade. E no caso de suspencdo do tratamento pode haver uma recaida
(METTIFOGO; BUIM, 2009). O MS ¢ naturalmente resistente a eritromicina e apresenta
perda de susceptibilidade  tetraciclina (CERDA, 2009).

Existe também o tratamento de ovos na pré-incubagdo, com antimicrobianos ou por
aquecimento, com a finalidade de reduzir o grau de infec¢do; porém isso leva a uma
diminui¢do na eclodibilidade (METTIFOGO; BUIM, 2009).

Visto a dificuldade de eliminar e controlar o micoplasma, a prevencdo é o método
de escolha, tendo como base a aquisi¢ao de animais a partir de reprodutores livres e adocao
de medidas de biosseguridade. Quando as medidas de biosseguranca ndo sdo suficientes
para evitar a infeccdo, o uso de antibiéticos de forma preventiva pode ser uma forma eficaz
para evitd-la; consiste em medicar as aves nos primeiros dias de vida com antibidtico.
Outro método preventivo € a vacinacao, que reduz os altos gastos com tratamento, diminui
as perdas de produgdo e minimiza as chances de infec¢des (METTIFOGO; BUIM, 2009;
CERDA, 2009).

O controle da infec¢do de um lote pode estd baseado na realizacdo de monitorias
sorolégicas constantes, como € preconizado pelo PNSA, MAPA (ROSSINI; MONTEIRO,
2004; BRASIL, 1994).

2.2 Salmonelose Aviaria - Salmonella spp.

O termo salmonelose avidria abrange varios grupos de doencas das aves causadas
por agentes do gé€nero Salmonella. Entre as salmoneloses mais comuns encontram-se a
pulorose, o tifo e o paratifo avidrio, sendo este ultimo de cardter zoondtico. Logo, a
salmonelose avidria é importante devido ao impacto econdmico na avicultura brasileira e
mundial, além do enfoque na sadde publica. E por tais motivos faz parte do Programa

Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) (ALBINO, 2005; ANDREATTI FILHO, 2009).
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2.2.1 Etiologia e Classificacao Taxonomica

Os agentes etiologicos da salmonelose sdo bactérias do género Salmonella,
pertencente a familia Enterobacteriaceae e contém aproximadamente 2500 sorotipos, que
podem provocar enfermidades em seres humanos e animais, sendo mais frequentemente
encontrados em aves (ANDREATTI FILHO, 2009).

Sdo bacilos gram-negativos, aerdébios ou anaerdbios facultativos. Possuem uma
complexa constituicao antigénica: antigeno somatico “O”, flagelar “H” e/ou capsular “K”.
Essas bactérias sdo destruidas pelo calor, 55°C por 1 hora ou 60°C durante 15 a 20 minutos
(SANTOS et al., 1995). As salmonelas sdo geralmente méveis, com exce¢do da Salmonella
Pullorum e Salmonella Gallinarum (QUINN et al., 2005). O pH 6timo de multiplicagdo
fica proximo de 7,0 e com temperatura entre 35 a 37°C, porém valores maximos € minimos
dependem muito do sorotipo (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

A classificagdo e nomenclatura do género Salmonella causa grande discussdo, no
entanto, na mais recomendada atualmente o género Salmonella esta classificado em apenas
duas espécies, enterica € bongori. A Salmonella bongori contém cerca de 20 sorotipos, é
extremamente rara e geralmente isolada de animais de sangue frio. J4 a Salmonella
enterica subespécie enterica contém 1435 sorotipos, entre os quais estdo aqueles de
interesse para a avicultura e para a satde publica (ANDREATTI FILHO, 2009).

Dentre as mais importantes estdo: Salmonella ent erica subsp. enterica sorovar
Pullorum (S. Pullorum), responsdvel pela pulorose; S. enterica subsp. enterica sorovar
Gallinarum (S. Gallinarum), causadora do tifo avidrio; S. enterica subsp. enterica sorovar
Enteritidis (S. Enteritidis) € um dos agentes etioldgicos do paratifo avidrio, assim como o

sorotipo Typhimurium (BERCHIERI JUNIOR; OLIVEIRA, 2009).

2.2.2 Pulorose

E uma salmonelose de distribuicio mundial, que tem como agente etiolégico a
Salmonella Pullorum (SP). Foi descrita pela primeira vez por Rettger em 1899, conhecida

7z

inicialmente como diarreia branca bacilar, porém esta nem sempre € um sinal clinico
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evidente. E uma doenca septicémica especifica de galinhas e perus, podendo afetar faisdes,
patos, codornas, além de outras espécies como chimpanzés, suinos, vacas e cachorros
(REVOLLEDO, 2009; ALBINO, 2005).

Em paises onde os programas de erradicacdo conseguiram um controle eficiente,
sua ocorréncia € rara. Caracterizada por um curso agudo em aves jovens € cronica em
adultos, apresentando morbidade elevada em ambos os casos. A mortalidade geralmente
esta restrita entre duas e trés semanas de idade (REVOLLEDO, 2009).

Pode ser transmitida tanto horizontal como vertical, porém as aves infectadas sdo a
fonte de infeccdo mais importante, pois contaminam o ambiente, as demais aves e seus
ovos, transmitindo para sua progénie (STERZO et al., 2008).

ApOs penetrar no organismo hospedeiro, a bactéria € fagocitada por macréfagos,
que servem de local de multiplicacdo e de disseminacdo da bactéria aos 6rgdos do sistema
reticuloendotelial e outros 6rgaos, resultando em uma doenga septicémica (REVOLLEDO,
2009).

Ainda segundo Revolledo (2009), frequentemente a pulorose acomete aves jovens e
a primeira indica¢do da doenca € um alto numero de embrides mortos dentro do ovo ou
apods o nascimento. As aves afetadas mostram sinais varidveis e ndo especificos, incluindo
depressao, dificuldade respiratdria, anorexia, diminuicdo na producdo e na eclodibilidade
dos ovos, excrementos brancos que se aderem ao redor da cloaca e nos perus essa diarreia
pode ser verde ou verde-amarelada (AIELLO, 2001; REVOLLEDO, 2009).

O diagndstico definitivo requer isolamento e identificacio do agente. Como
diagnésticos soroldgicos empregam-se a SAR, que é utilizada com sucesso como método
de triagem, a soroaglutinacdo lenta em tubos e a microaglutinacio (BERCHIERI JUNIOR;
MACARI, 2000).

O diagndstico diferencial inclui as outras salmonelas, Aspergillus e outros fungos,
que provocam lesdes pulmonares; Mycoplasma synoviae, Staphylococcus aureus e
Pasteurella multocida (doengas articulares), e outras infec¢des bacterianas, como
colibacilose, estafilococose ou estreptococose , observados através de lesdes nos ovéarios
(REVOLLEDO, 2009).

O tratamento com antibidtico ndo € eficiente, as aves tornam-se portadoras sas.
(AIELLO, 2001). Os programas de controle e erradicacdo das salmoneloses baseiam-se na

identificacdo e descarte de aves e até mesmo de lotes soropositivos, além de medidas de
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biosseguranca com manejo apropriado de acordo com o PNSA, Instru¢do Normativa/SDA

n°® 3 de 09 de janeiro de 2002 (IN 3) (BRASIL, 2002).

2.2.3 Tifo aviario

A primeira descri¢do do tifo avidrio ocorreu na Inglaterra, por Klein em 1889. A
sua denominacdo se deve a febre tiféide em humanos e para diferencid-la da célera avidria
(BERCHIERI JUNIOR; OLIVEIRA, 2009).

Tem como agente etiologico a Salmonella Gallinarum (SG), causando uma
septicemia aguda e cronica com alta morbidade e mortalidade varidvel. Ataca
principalmente galinhas e perus criados em alta densidade (ALBINO, 2005). Pode produzir
lesdes semelhantes as da pulorose em pintos € em perus jovens. Nas regides endémicas
ocorre morte subita em aves adultas, resultado da septicemia (QUINN et al., 2005).

A epidemiologia do tifo avidrio tem sido diretamente relacionada com a da
pulorose. Essas duas salmonelas sdo muito parecidas quanto as suas caracteristicas
antigénicas e bioquimicas, sendo passivel de confusdo no diagndstico bacterioldgico. No
entanto, quanto a relacdo parasito-hospedeiro, a SG pode ser encontrada nas aves por um
breve periodo, desde a infeccdo até a manifestacdo clinica, permanecendo na ave
sobrevivente por poucos dias (BERCHIERI JUNIOR; OLIVEIRA, 2009).

A transmissdo pode ocorrer pela via horizontal e vertical. A presenca de animais
mortos no ambiente desempenha importante papel na epidemiologia do tifo avidrio
(MENDES et al., 2004).

O diagnostico € semelhante ao da pulorose, com base nos achados clinicos,
anatomopatoldgicos e exames laboratoriais. O diagndstico diferencial deve ser feito com
relacdo as outras salmoneloses, com colibacilose, pasteurelose e micoplasmoses. O
tratamento pode reduzir a mortalidade, mas ndo elimina o portador. E como ja foi
observado resisténcia, o uso de antibidticos deve ser precedido com antibiogramas
(BERCHIERI JUNIOR; OLIVEIRA, 2009).

O controle e erradicagdo sdo baseados na vigilancia sanitdria, com a ado¢do de
medidas de biossegurancas, associada com exames soroldgicos e sacrificio compulsorio

para as aves infectadas por SP e SG (BRASIL, 2002).
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2.2.4 Paratifo aviario

O paratifo aviario € provocado por mais de 1200 sorotipos (ALBINO, 2005), sendo
os sorotipos Enteritidis e Typhimurium os principais responsaveis pela infec¢ao (STERZO
et al., 2008).

A presenga de Salmonella spp. € mais frequentemente descrita em aves e produtos
de origem avidria. Diante desse quadro, ndo hd surpresa ao relacionar a ingestdo desses
alimentos com surtos de toxinfeccdo alimentar em humanos, caracterizando uma
antropozoonose, representando importante influéncia na sadde putblica (ANDREATTI
FILHO, 2009).

A distribui¢do e a transmissdo do paratifo estdo relacionadas com o grande numero
de possiveis hospedeiros, como humanos, animais domésticos e silvestres. Tornando-a
amplamente distribuida em todo o mundo. Existem multiplas formas de contaminacao,
desde antes de nascer, através da transmissao transovariana, até o preparo de alimentos.
Porém, a principal forma € a horizontal (ALBINO, 2005; ANDREATTI FILHO, 2009).

E frequentemente subclinica em aves de postura (QUINN et al., 2005), afetando a
eclodibilidade e o desempenho das mesmas (ALBINO, 2005). E em aves jovens a
sintomatologia poderd ser semelhante a pulorose e ao tifo avidrio. Observa-se apatia,
anorexia, penas arrepiadas e diarreia profusa seguida de empastamento da cloaca.
Cegueira, conjuntivite e claudicagdo, também podem ser observadas (ANDREATTI
FILHO, 2009). Pintos ou aves estressadas podem apresentar septicemia fatal, mas a
mortalidade geralmente € rara em aves com mais de quatro semanas de vida (MENDES et
al., 2004).

O histdrico e os sinais clinicos sdo apenas indicativos de paratifo aviario. Testes
sorolégicos sdo utilizados na pesquisa de anticorpos em aves infectadas e o diagndstico de
positivo € confirmado por isolamento e identificacdo do sorovar de Salmonella envolvido.
O teste de SAR para pulorose é capaz de detectar galinhas infectadas com S. Enteritidis
porque pertencem ao mesmo sorogrupo (ANDREATTI FILHO, 2009).

Segundo Andreatti Filho (2009), a distribuicdo e as formas de contaminagdo torna
o controle dessa enfermidade extremamente dificil e oneroso, e como a bactéria pode
adentrar nos plantéis e se perpetuar, a erradicacdo dos sorovares paratiféides nas criagdes

avicolas ainda € impossivel.
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A medicacdo preventiva ou terapéutica de aves tem sido um dos processos mais
utilizados no controle da enfermidade, principalmente quando causada pelo sorovar
Enteritidis (ANDREATTI FILHO, 2009). Vale salientar que o uso de drogas reduz a
mortalidade e o ndmero de microrganismos, mas ndo elimina a infec¢do e as aves
permanecem portadoras. A enrofloxacina e as demais quinolonas de terceira geracdao € o
tratamento mais utilizado (MENDES et al, 2004).

O uso da vacina viva estd liberado pelo MAPA para aves de postura comercial.
Para matrizes de corte s6 ha liberagdo para uso de vacina morta. Segundo a IN 3 de 2002,
fica proibido o uso de vacinas de qualquer natureza contra as salmoneloses em plantéis de
aves de estabelecimentos com controle permanente do PNSA. E importante salientar que
somente a vacina tem eficdcia limitada no controle da salmonela, tendo a mesma que vir
como parte de um conjunto de medidas, principalmente as de biosseguridade (BACK,

2008; BRASIL, 2002).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Locais das Atividades

A coleta das amostras foi desenvolvida em propriedades rurais que criam aves de
“fundo de quintal” no municipio de Patos, Paraiba. Os exames foram realizados no
Laboratério de Vacinas e Diagndstico (LAVADI), Unidade Académica de Medicina
Veterindria, Centro de Saide e Tecnologia Rural, Universidade Federal de Campina

Grande, Campus de Patos — PB.

3.2 Amostragem

Para determinar o nimero de aves domésticas que participaram da pesquisa
utilizou-se a férmula para amostras simples aleatérias, segundo Thrusfield (2004), em que
foram considerados os seguintes parametros: prevaléncia esperada, erro absoluto e nivel de
confianca:

_Z’x p(1-p)
_ —

em que:
Z =1,96 (nivel de confianca de 95%);

p = prevaléncia esperada de 50% (maximizacdo de amostra);

d = erro absoluto de 8%.

O numero minimo de aves estimado para ser utilizado foi de 150, logo foi coletado
sangue de 153 aves criadas no sistema extensivo, semi- intensivo e intensivo de criacdo, de
distintas espécies, de ambos os sexos, de variadas idades (com mais de dois meses de
idade), independentemente da presenca de sinais clinicos, selecionadas aleatoriamente em

11 propriedades do municipio de Patos, Estado da Paraiba.
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3.3 Propriedades e Animais

O municipio de Patos estd localizado na microrregido de mesmo nome, mesorregiao
do Sertdo Paraibano. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica- IBGE
(2013), a sede do municipio fica distante cerca de 310 km da capital, Jodo Pessoa. Patos
esta localizada no centro do estado, determinada pelos paralelos 7° 01’ 28” de Latitude Sul
e 37° 16’ 48” Longitude Oeste.

As coletas foram distribuidas em quatro localidades diferentes no municipio de
Patos: o Distrito de Santa Gertrudes, a noroeste, com as propriedades A, B, C, D, E e F; ao
sul, o Bairro do Jatob4, propriedade G; ao norte, o Sitio Mucambo de Baixo, com as

propriedades H e I; e a oeste, o Bairro Maternidade, propriedades J e K (Figura 1).

Figura 1. Mapa do municipio de Patos-PB e a localiza¢do das regides onde houve coletas.
1- Distrito de Santa Gertrudes; 2- Sitio Mucambo de Baixo; 3- Bairro Maternidade; 4-
Bairro Jatoba.
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A escolha das propriedades foi realizada por amostragem ndo probabilistica por
conveniéncia e concordancia do proprietdrio. O critério de escolha foi a existéncia de
criacdo informal de aves, conhecidas como aves de “fundo de quintal”.

Foram coletadas amostras de 129 galindceos, dois guinés, dois patos, oito gansos e
12 perus, totalizando 153 aves provenientes de 11 propriedades com criacdo intensiva,
semi-intensiva ou extensiva. Sendo que em quatro dessas propriedades havia duas criagdes
distintas, como foi o caso das propriedades B, G, I, e K. O total de animais coletados por

propriedades e por espécie estd descrito no apéndice 1.

3.4 Coleta das Amostras

A coleta de sangue foi realizada através da punc¢do da veia umeral (asa) utilizando
seringas estéreis e descartdveis de trés mililitros e agulhas 21 x 0,7 mm, também estéreis e
descartdveis (Figuras 2 e 3). O excesso de penas foi retirado, quando necessdrio, e em
seguida procedido a assepsia com dlcool iodado. O sangue foi transferido para tubos de

vidro estéreis, mantido em repouso para dessoracao e encaminhado ao LAVADIL.

Figura 2. Contencao das aves. 2.a- Guiné; 2.b- Galinha.
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Figura 3. Coleta de sangue por meio da pun¢do da veia umeral em ave. 3.a- Veia umeral;
3.b- Coleta de sangue por pun¢do da veia umeral.

3.5 Questionario

Para o estudo de fatores de risco associados a disseminacao destes microrganismos,
foi aplicado um questiondrio epidemioldgico nas propriedades onde as coletas foram
realizadas (Apéndice II).

Coletou-se informacdes sobre a presenca de doencas, utilizacdo de medicamentos e
vacinas, nimero de animais na propriedade, origem das aves, finalidade da criacdo, manejo
sanitdrio, local de aquisicio de racdo e a presenca de outras espécies animais na

propriedade.

3.6 Exames Laboratoriais

No LAVADI realizou-se a centrifugacdo do sangue coletado para separacao do soro
que posteriormente foi armazenado em microtubos de 1,5 mL. Realizou-se a SAR, como
teste de triagem para pesquisa de anticorpos contra Mycoplasma gallisepticum,
Mycoplasma synoviae e Salmonella Pulorum. Posteriormente os soros foram armazenados
a temperatura de -20°C até a realizacdo do ELISA- indireto, como confirmatério para

Mycoplasma sp.



29

O SAR foi realizado conforme recomendacdes do PNSA (BRASIL, 2002). Antes
do teste, os soros foram submetidos a 56°C por 30 minutos em banho-maria para inativacao
do complemento. Para a prova de SAR foram utilizados antigenos comerciais corados
(Antigeno MS, MG e PUL), obtidos junto a laboratdrio privado’ licenciado junto ao
Ministério da Agricultura sob n° 9646/ 2011 em 20 de dezembro de 2011. Quantidades
iguais de soro e antigeno (30uL) foram homogeneizadas em placas de vidro com auxilio de
bastao durante dois minutos, ao final do qual se efetuou a leitura. O soro foi considerado
reagente quando houve a formacdo de grumos de qualquer intensidade. Os soros reagentes
para SP foram diluidos em solucdo salina tamponada na dilui¢do de 1:10, a fim de diminuir
as reacdes inespecificas, conforme preconizado para SAR, e somente o0s soros que
reagiram nessa diluicdo com a formacdo de grumos (aglutininas) foram considerados
positivos (Apéndice III).

Como preconizado pelo MAPA (BRASIL, 1994), para a confirmagdo da presenca
de anticorpos contra MG e MS foi utilizado o ELISA-indireto com kit de teste Flock Chek
Idexx® (Apéndice IV).

O calculo do ponto de corte do ELISA, da média geométrica dos titulos (GMT) e as
demais varidveis estatisticas (coeficiente de variacdo (CV), desvio padrao (DP) e os

valores méximos e minimos) foram realizados pelo software xCheck versao 3.3 da Idexx®.

3.7 Estatistica

Os dados foram tabulados e analisados com auxilio do programa BioEstat 5.0,

através do teste de qui-quadrado, com niveis de significancia de 1% e 5%.

'Laudo Laboratério Avicola Uberlandia Ltda S/A
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na municipio de Patos, Estado da Paraiba, considerando-se todas as propriedades
amostradas, havia elevada propor¢do de aves reagentes aos microrganismos estudados pela
SAR e pelo o ELISA- indireto, como demonstrado na Tabela 1.

Entre as 153 aves de “fundo de quintal” examinadas, 75,17% (112/153)
apresentaram sorologia positiva para SP na SAR com o soro bruto (SB), enquanto que
96,42% dessas (108/111) reagiram na dilui¢do de 1:10. Isso ndo corrobora com os achados
de Nunes (2008), que encontrou uma soroprevaléncia para SP de 28,2% em galinhas de
dez propriedades no Municipio de Sdo José do Egito, de Pessoa et al. (2006), que
observaram soropositividade para este agente em 11,4% das aves analisadas (12/105), e de
Buchala et al. (2006), que encontraram 16,5% de aves sororreagentes. Todos realizaram os
estudos com aves de “fundo de quintal”, utilizaram a SAR e apenas Buchala e

colaboradores (2006) realizaram a soroaglutinacao lenta como teste confirmatorio.

Tabela 1. Soroaglutinacdo Rdpida (SAR) em placa e Ensaio imunoenzimatico (ELISA-
indireto) para diagnéstico de Salmonella Pullorum, Mycoplasma gallisepticum e
Mycoplasma synoviae em aves de "fundo de quintal" criadas no municipio de Patos,
Paraiba.

Agentes/ Exames N° de Amostras Positivo (%) Negativo (%)
M. gallisepticum
SAR 153 128 (83,66%) 25 (16,34%)
ELISA 153 56 (36,60%) 97 (63,40%)
M. synoviae
SAR 153 121 (79,08 %) 32 (20,92%)
ELISA 153 101 (66,01%) 52 (33,99%)
S. Pullorum
SAR
Soro Bruto 149 112 (75,17%) 37 (24,83%)
1:10 112 108 (96,42%) 4 (3,58%)

Para MG, 83,66% (128/153) das aves reagiram ao antigeno na SAR, enquanto que
apenas 36,60% (56/ 153) apresentaram anticorpos no ELISA. Para MS, 79,08% (121/153)
das aves foram sororreagentes na SAR e 66,01% (101/153) no ELISA. Isto vai ao encontro
com os achados de Correzola et al. (2012) utilizando a SAR para MG, que encontraram

88,20% das aves de postura reagentes, mas ndo corrobora com os achados do mesmo
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estudo pelo ELISA para MG, que encontrou 89,80% positivas. A grande quantidade de
aves sororreagentes no ELISA neste estudo estd associada a disseminagcdo de cepas
vacinais utilizadas em criatérios de aves de postura. Buchala et al. (2006) observaram
30,30% de aves soropositivas para MG, e 40,60% para MS pela SAR. E no estudo
realizado por Nunes (2008), todas as aves foram sororreagentes para MG e MS na SAR.

Essas diferengas entre os resultados da SAR e do ELISA podem ser explicadas por
reacOes cruzadas que ocorrem na SAR, principalmente com M. meleagridis, M. iowae e/ou
M. imitans, ou com outras bactérias, além da relacdo antigénica entre MG e MS
(METTIFOGO; BUIM, 2009). Ocorrem também reacdes cruzadas na SAR entre
Salmonella e Mycoplasma, como relatado por Custédio (1998).

A criacao de aves de “fundo de quintal” desenvolve produtos que sdo fontes de
proteina para as pessoas de baixa renda e para as que preferem uma carne mais saborosa e
ovos com tonalidade de gema bem avermelhado, isto €, alimentos mais naturais. Além da
sustentabilidade na venda destes produtos ao mercado regional. Mas, em contra partida,
estas aves, no geral, s3o criadas com manejo sanitdrio deficitdrio, sem vacinacdo, sem
alimentacdo adequada e misturando-se diferentes espécies; expondo-as a inimeros agentes
bacterianos o que pode ocasionar reagdes cruzadas no teste soroldgico levando a resultados
falso-positivos.

Segundo Ahmad e colaboradores (1988), as reacdes falso-positivas também podem
ser atribuidas a presenca de globulinas ou outro componente do soro usado na cultura de
micoplasma para produgdo do antigeno para o teste SAR. Sabendo das diferencas
significativas na sensibilidade e na especificidade destes antigenos (ROSALES, 1999), na
variabilidade entre as partidas do mesmo fabricante e entre os laboratérios executores de
diagndstico (MIRANDA DOS SANTOS et al., 2007), utilizou-se antigenos do mesmo
fabricante e da mesma partida para a SAR em todos os soros testados, a fim de diminuir a
possibilidade de resultados divergentes. Também foi excluida a possibilidade de reagdes
falso-positivas por soros contaminados (METTIFOGO; BUIM, 2009), porque foram
utilizadas seringas e agulhas estéreis e individuais para cada ave.

Foi importante avaliar a resposta das aves considerando conjuntamente a SAR
(triagem) e o ELISA- indireto (confirmatdrio), pois a SAR detecta IgM de forma precoce
(7 a 10 dias pds-infeccao) e indica soroconversiao, enquanto que o ELISA detecta IgG de
forma mais tardia (15 a 21 dias) indicando infec¢@o cronica (CERDA, 2009; BUTCHER,
2009; NASCIMENTO, 2000).
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Como demonstrado nas tabelas 2 e 3, das 153 amostras analizadas, 50 (32,68%) e
78 (50,98%) apresentaram sororreatividade simultaneamente na SAR e no ELISA para MG
e MS, respectivamente, o que indica que esses animais estavam em estigio agudo da
infec¢do, pois ndo eram vacinadas contra micoplasmose. Porém, apenas trés aves
apresentavam sinais respiratdrios, dois tinham secrecdo traqueal e uma, espessamento da
glote. Uma das explicagdes € a infeccao por cepas de campo de baixa patogenicidade, que
colonizam as vias aéreas das aves e competem com as cepas mais patogénicas na ligagcdo
com os receptores do epitélio traqueal (METTIFOGO; BUIM, 2009). Correzola et al.
(2012) observaram que 84,30% (193/229) das aves ndo vacinadas apresentaram

sororreatividade simultaneamente a SAR e ao ELISA para MG.

Tabela 2. Sororreatividade das aves simultaneamente a Soroaglutinagdo rapida (SAR) em
placa e ao Ensaio imunoenzimdtico (ELISA) para diagndstico de Mycoplasma
gallisepticum (MG) no municipio de Patos, Paraiba.

SAR
ELISA Reagente Nao Reagente Total
(%) (%)
Positivo 50 (32,68%) 6 (3,92%) - FN 56
Negativo 78 (50,98%) - FP 19 (12,42%) 97
Total 128 25 153

FN- Falso- negativo; FP- Falso- positivo.

Tabela 3. Sororreatividade das aves simultaneamente a Soroaglutinagdo rapida (SAR) em
placa e ao Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para diagnostico de Mycoplasma synoviae
(MS) no municipio de Patos, Paraiba.

SAR
ELISA Reagente Nao Reagente Total
(%) (%)
Positivo 78 (50,98%) 23 (15,03%)- FN 101
Negativo 43 (28,11%)- FP 9 (5,88%) 52
Total 121 32 153

FN- Falso- negativo; FP- Falso- positivo.

Todas as propriedades avaliadas apresentaram animais sororreagentes ao MG, MS e
SP na SAR. Para MS no ELISA todas as propriedades apresentaram animais positivos
(Tabela 4, 5 e 6). Dez das 11 propriedades estudadas (90,91%) apresentaram anticorpos
anti- M. gallisepticum em pelo menos uma ave, apenas as duas criacdes da propriedade I
nido apresentaram sororreagentes, como estd demostrado na tabela 5. Isto pode esta

associado as boas condi¢des de criacdo e por ser a unica propriedade a fazer uso de
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antibidtico de forma preventiva. Buchala et al. (2006), no Estado de Sdo Paulo, relataram a
ocorréncia de MG em 73% (11/15) dos criatérios de aves de “fundo de quintal”, com pelo
menos uma ave sororreagente a prova de SAR e Nunes (2008) encontrou em 100% das
propriedades aves reagentes para MG e MS e oito das 10 propriedades estudadas
apresentaram anticorpos anti- S. Pullorum pela SAR.

As propriedades que participaram desta pesquisa tinham caracteristicas distintas
mesmo as que possuiam o mesmo tipo de criagdo.

As propriedades B;, C e F possuiam cria¢do intensiva. A criag¢do B; e F eram
compostas apenas de galindceos para corte, com aproximadamente dois meses de idade,
criadas em galinheiro suspenso, de concreto, com um lado ou mais lados fechados por tela
galvanizada, com bebedouros e comedouros suspensos. Na criagdo C, as aves tinham
idades variadas e eram presas em galinheiro de terra batida, cercado por tela galvanizada.

As criagdes By, I} e I, eram do tipo semi-intensiva. A criagdo na propriedade B, era
composta por galinhas de postura com idades variadas. As aves ficavam em um cercado de
terra batida e possuiam um galinheiro de madeira de meio metro de altura, onde as galinhas
chocavam. A comida e a 4gua eram colocadas em vasilhas.

Na propriedade I as criagdes (I; e I,) eram de corte, os galindceos estavam entre um
e trés meses. Viviam em um cercado de grama, arborizado e com um galinheiro de
concreto, com duas aberturas para que as aves tivessem acesso ao cercado. A comida era
racdo e xerém servidos a vontade, em comedouros suspensos.

As criagdes A, D, E, Gi, Gy, H, J, K; e K, eram do tipo extensiva. Quase todas as
propriedades de criagdo extensiva criavam mais de uma espécie de ave, com exce¢ao da A,
que so6 tinha galindceos. As aves eram criadas soltas pelo terreno que em sua maior parte
era de terra batida onde recebiam comida no chdo e 4gua em recipiente proprio.

A propriedade J ndo tinha saneamento basico e as aves tinham acesso ao esgoto,
sendo este a sua dgua de beber. Na propriedade K o terreno era parcialmente coberto por
gramado onde as aves podiam ciscar. Os animais da K, estavam presos em um galinheiro,
pois iam para o abate em breve, mas toda a sua criacao foi de modo extensivo.

A frequéncia de criatdrios com aves sororreagentes para o antigeno MS foi
estatisticamente superior a frequéncia de criatérios com aves sororreagentes para o
antigeno MG, quando avaliados pelo ELISA, que é um teste confirmatdrio.

Quando analisadas as amostras levando em consideragdo o tipo de criagdo,

observou-se que ndao houve diferenca estatistica entre a ocorréncia de salmonelose e
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micoplasmose em aves criadas soltas, presas em galinheiro ou em sistema semi-intensivo,
indicando que o manejo dessas aves ndao foi importante para a disseminacdo dos
microrganismos. No estudo realizado por Pessoa et al. (2006), também ndo houve
diferenga significativa na criag@o solta e presa em galinheiro para salmonelose. J4 Miranda
dos Santos et al. (2007) concluiram que os resultados do SAR variaram de acordo com o
tipo de criagc@o para micoplasmose.

Observou-se grande adensamento populacional nas criacdes de aves, com idades e
espécies variadas, além da existéncia de outros animais, o que pode ter contribuido para a
difusdo dos microrganismos e a elevada sororreatividade total na SAR e no ELISA.

Nascimento (2000) aponta que a multiplicidade de lotes de diferentes idades numa
mesma propriedade atua como agente facilitador do aparecimento de doencas e infeccdes
intercorrentes e da disseminacao de patdgenos entre as aves do mesmo lote e entre lotes.

A avaliacdo da presenca de fontes de infeccdo pela deteccdo de anticorpos
representa um rdpido e pratico instrumento de importincia epidemioldgica e
posteriormente para a prevencdo e o controle das enfermidades. A reacdo positiva nao
indica o nimero de aves doentes, mas revela o contato das aves com os respectivos
agentes, demonstrando a presenca ou a circulagdo de agentes etiolégicos na populacio

(METTIFOGO; BUIM, 2009; REVOLLEDO, 20009).

Tabela 4. Ocorréncia de aves de “fundo de quintal” sororreagentes para Mycoplasma
gallisepticum (MG), M. synoviae (MS) e Salmonella Pullorum (SP) em propriedades onde
as aves sdo criadas presas em galinheiros no Municipio de Patos, PB, utilizando a
Soroaglutinagdo rdpida (SAR) em placa e o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA).

Resultados Positivos

Criacao/ N° de aves MG MS PUL
Propriedade examinadas SAR ELISA SAR ELISA SAR SAR
(SB) (1:10)
Intensiva
B, 8 8 1 7 6 6/7 6/6
(100%)  (12,5%) (87,5%) (75%) (85,7%) (100%)
C 8 8 8 7 5 7 /7
(100%) (100%) (87,5%) (62,5%) (87,5%) (100%)
F 15 7 2 8 10 13 13/13
(46,67%) (13,33%) (53,33%) (67,67%) (86,67%) (100%)
Total 3 31 23 11 22 21 26/30 26/26

(74,19%) (35,48%) (70,97%) (67,74%) (90%)  (100%)

SB- Soro Bruto.
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Tabela 5. Ocorréncia de aves de “fundo de quintal” sororreagentes para Mycoplasma
gallisepticum (MG), M. synoviae (MS) e Salmonella Pullorum (SP) em propriedades onde
as aves sdo criadas em regime semi-intensivo no Municipio de Patos, PB, utilizando a
Soroaglutinagdo rapida (SAR) em placa e o Ensaio Imunoenzimético (ELISA).

Resultados Positivos

Criacao/ N° de aves MG MS PUL

Propriedade examinadas SAR ELISA SAR ELISA SAR SAR

(SB) (1:10)
B, 7 7 5 7 6 2/4 2/2

(100%) (71%) (100%) (86%) (50%) (100%)

I 12 11 0 11 7 11 11/11
(91,67%) (91,67%) (58,33%) (91,67%) (100%)

I, 12 11 0 12 3 10 9/10
(91,67%) (100%) (25%)  (83,33%)  (90%)

Total 3 31 29 5 30 16 23/28 22/23

(93,55%) (16,13%) (96,77%) (51,61%) (82,14%) (95,65%)

SB- Soro Bruto

Tabela 6. Ocorréncia de aves de “fundo de quintal” sororreagentes para Mycoplasma
gallisepticum (MG), M. synoviae (MS) e Salmonella Pullorum (SP) em propriedades onde
as aves sdo criadas soltas no Municipio de Patos, PB, utilizando a Soroaglutinacdo répida
(SAR) em placa e o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA-indireto).

Resultados Positivos

Criacao/ N° de aves MG MS PUL
Propriedade examinadas SAR ELISA SAR ELISA SAR SAR
(SB) (1:10)
Extensiva
A 15 15 9 15 9 14 14/14
(100%) (60%) (100%) (60%)  (93,33%) (100%)
D 4 4 3 3 3 2 2/2
(100%) (75%) (75%) (75%) (50%) (100%)
E 3 3 3 3 3 3 3/3
(100%)  (100%)  (100%)  (100%)  (100%)  (100%)
G, 15 10 7 13 10 10 9/10
(66,67%) (46,67%) (86,67%) (66,67%) (66,67%) (90%)
G, 17 10 9 11 12 9 8/9
(58,82%) (52,94%) (64,71%) (70,59%) (52,94%) (88,89%)
H 6 5 2 3 6 3 3/3
(83,33%) (33,33%) (50%) (100%) (50%) (100%)
J 11 11 3 8 8 9 8/9
(100%) (27,27%) (72,72%) (72,72%) (81,81%) (88,89%)
K, 10 8 3 6 7 6 6/6
(80%) (30%) (60%) (70%) (60%) (100%)
K, 10 10 1 7 6 7 717
(100%) (10%) (70%) (60%) (70%) (100%)
Total 9 91 76 40 69 64 63 60/63

(83,51%) (43,96%) (75,82%) (70,33%) (69,23%) (95,24%)

SB- Soro Bruto.
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5. CONCLUSAO

A alta frequéncia de aves sororreagentes aos antigenos testados, associada as
formas de transmissao dos microrganismos do Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae e
Salmonella Pullorum, permite-nos concluir que tais agentes encontram-se amplamente
distribuidos na natureza, infectando e disseminando-se nas criacdes de aves de "fundo de

quintal".
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APENDICE I

TOTAL DE AVES COLETADO POR PROPRIEDADES E POR ESPECIE E O
NUMERO ESTIMADO DE AVES EM CADA PROPRIEDADE

Propriedade/ Galinaceos Gansos Pato Peru Guiné
Espécie (Coletados/ (Coletados/ (Coletados/ (Coletados/ (Coletados/ Total
Total) Total) Total) Total) Total)
A 15/45 15/45
B.e B, 15/300 15/300
C 8/200 8/200
D 3/6 1/5 4/11
E 3/12 3/12
F 15/59 15/59
G e G, 18/100 3/10 11/30 32/140
H 3/10 3/3 6/13
Liel, 24/500 24/500
J 7/20 1/5 1/1 2/8 11/34
K; e K, 18/40 2/15 20/55

Total 129/1307 8/28 2/10 12/31 2/8 153/1384




APENDICE II

QUESTIONARIO
“Salmonelose e micoplasmose em aves domésticas criadas em fundo de quintal no

municipio de Patos - PB.”

42

PROPRIETARIO: DATA. [/ |

ENDERECO:

ANIMALIS (Coletado/Total): GALINHA(G)__ /  PERU®P)__ /

GANSO (Gs) __/  PATO(®PY)__ / GINE (Gn) __ /

OUTROS:

ORIGEM:

DESTINO:

QUEM CUIDA:

MEDICAMENTOS E VACINAS (QUAL/FINALIDADE):

RELATOS DE DOENCAS ANTERIORES:
AVES:

SINTOMAS:

TRATAMENTO:

DESTINO:

MANEJO SANITARIO:

ALIMENTACAO (Capim verde):

LOCAL DE AQUISICAO DE RACAO:
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APENDICE III

TESTE DE SOROAGLUTINACAO RAPIDA (SAR) EM PLACA (BRASIL, 2002).

MATERIAL:

- Placa de vidro para reacdo de soroaglutinagdo
- Bastao de vidro

- Pipeta monocanal de 5-50 "L

- Ponteira universal

- CronOmetro

PROCEDIMENTO:

- Retirar o antigeno, o soro a ser testado e os soros de controle positivo e negativo do
refrigerador e manté-los a temperatura ambiente por 30 minutos; ndo acelerar o processo
de aquecimento.

- Inativar o soro a ser testado em banho-maria a 56°C por 30 minutos.

- Pipetar uma gota de 30 puL do soro a ser testado, bem como os soros de controle positivo
e negativo e colocar sobre a placa de vidro.

- Agitar o frasco de antigeno, pipetar e colocar 30 pL ao lado de cada amostra de soro.

- Homogeneizar as gotas de soro e do antigeno com o bastdo formando um circulo de
aproximadamente 1,5 cm de diametro.

- Girar a placa suavemente e aguardar. No fim do primeiro minuto girar novamente a

placa, observar e anotar o resultado em dois minutos.

INTERPRETACAO DO TESTE:

As reacdes positivas sdo visiveis dentro de um intervalo de dois minutos e se
caracterizam pela presenca de grumos. O tamanho desses grumos € varidvel na
dependéncia da concentra¢do de anticorpos no soro. Uma reacdo s6 pode ser considerada

negativa depois de um periodo de observacio de dois minutos.
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OBS: O teste deve ser realizado entre 20°C e 25°C. Em temperaturas superiores podem
ocorrer falsas reacdes positivas de auto-aglutinacdo. A diluicdo das amostras de soro pode
indicar se a reacdo deve ser considerada falsa positiva ou ndo. Reagdes realmente positivas
aparecem em dilui¢des 1:10. Esta prova deve ser realizada com soro fresco, ndo sendo

indicado congela-los, pois favorecerd reacdes inespecificas.



45

APENDICE IV

KIT DE ELISA PARA DETECCAO DE ANTICORPOS CONTRA
Mycoplasma sp.

PREPARO DAS AMOSTRAS:

Diluir amostras em propor¢do 1:500 com Diluente de Amostra antes de ser ensaiada (por
exemplo, diluindo-se 1uL de amostra com 500 uL de Diluente de Amostra). NOTA: NAO
DILUIR CONTROLES. Certifique-se de trocar ponteiras para cada amostra. Amostras

devem ser totalmente misturadas antes de ser distribuidas nas placas revestidas.

PROCEDIMENTO DE TESTE:

Reagentes devem ser deixados a alcangar a temperatura ambiente, entdo misturado através
de inversdao e movimentos circulares suaves.

1. Obter placa revestida de antigeno e registra a posi¢cdo da amostra em uma folha de
trabalho FlockChek.

2. Distribuir 100 uL de Controle Negativo NAO DILUIDO nas cavidades Al e A2.

3. Distribuir 100 uL de Controle Positivo NAO DILUIDO nas cavidades A3 e A4.

4. Distribuir 100 pL de amostra diluida nas cavidades apropriadas. Todas as amostras
devem ser testadas em duplicatas.

5. Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

6. Lavar cada cavidade com aproximadamente 350 uL de dgua destilada ou deionizada 3-5
vezes.

7. Distribuir 100 puL de Conjugado HRPO: (cabra) Anti-Galinha/ (cabra) Anti-Peru em
cavidade.

8. Incubar por 30 minutos em temperatura ambiente.

9. Repetir passo 6.

10. Distribuir 100 uL de substrato TMB em cada cavidade.

11. Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente.

12. Distribuir 100 uL de Solu¢do de Interrup¢iao em cada cavidade para parar a reacio.
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13. Zerar leitor com ar.
14. Medir e registrar valores de absorbancia a 650 nm, A(650).40
RESULTADOS:

Para o ensaio ser valido, a diferenca entre a média do Controle Positivo e a média
do Controle Negativo (PCx — NCx) deve ser maior que 0,075.

A absorbancia media do Controle Negativo deve ser menor ou igual a 0,150. A
presenca ou auséncia de anticorpo contra M. gallisepticum ou M. synoviae € determinada
relacionando-se o valor A (650) do ndo conhecido com a media do Controle Positivo. O
Controle Positivo é padronizado e representa niveis significantes de anticorpo contra M.
gallisepticum ou M. synoviae em soro de galinha e peru. O nivel relativo de anticorpo no
nio conhecido é determinado calculando-se o coeficiente de amostra por positivo (S/P).

Titulagdes limites Sao calculadas usando a equacao descrita na secao de célculos.

INTERPRETACAO DE RESULTADOS:

Amostras de soro com coeficiente S/P menores ou iguais a 0,5 devem ser
consideradas negativas. Coeficientes maiores que 0,5 (titulacdes maiores que 1076) devem
ser considerados positivos e indicam vacinag¢do ou outra exposi¢do a M. gallisepticum ou
M. synoviae. Cada laboratorio deve estabelecer seus proprios critérios para imunidade com
respeito a titulacdo de anticorpo baseado em correlacdo de Flock Chek: M. gallisepticum
ou M. synoviae com metodologias atuais de teste de laboratério, e em histéricos de

respostas de anticorpo.
CALCULOS:
1. Média do Controle Negativo (NCx)

Cavidade Al A(650) + Cavidade A2 A(650) = NCx
2

2. Calculo da média do Controle Positivo (PCx)
Cavidade A3 A(650) + Cavidade A4 A(650) = PCx
2




3. Calculo do coeficiente S/P
Media da Amostra — NCx = S/P
PCx-NCx

4. Titulacdo — Relaciona S/P em uma diluicdo 1:500 com uma titulacao limite:

Log10 Titulagdo = 1,09 x (Log10 S/P) + 3,36
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