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PESQUISA DE AGENTES ETIOLOGICOS PATOGENICOS PARA GALINHAS DE
PRODUCAO, EM AVES SELVAGENS PROXIMAS AS INSTALACOES AVICOLAS

RESUMO - Aves selvagens podem ser consideradas portadores/carreadores de agentes
etiolégicos patogénicos para galinhas de producdo. O objetivo desse trabalho foi
verificar, em aves selvagens, a presenca de anticorpo contra: Mycoplasma gallisepticum
(MG), Mycoplasma sinoviae (MS), Salmonella Pullorum (SP), Salmonella Gallinarum
(SG), Virus da Doenca de Newcastle e Virus da Bronquite Infecciosa; bem como a
presenca de Salmonella sp. Foram utilizadas 82 aves selvagens, e todas foram
negativas na detec¢do de anticorpo anti-virus da Doengca de Newcastle e Bronquite
Infecciosa, usando as técnicas de Inibicdo de Hemaglutinacdo e Soroneutralizacao,
respectivamente. Para o diagnéstico de anticorpo anti Mycoplasma (MG e MS) foi
utilizado inicialmente a técnica de Soroaglutinacdo Rapida em Placa, sendo sete aves
positivas para MS e duas para MG. Amostras biolégicas dessas aves foram
posteriormente submetidas a técnicas de HI e/ou PCR, sendo todas negativas. Quanto
ao diagnéstico de Salmonella sp., foi isolado Salmonella Muenchen da cultura de suabe
de cloaca de uma curicaca; de uma seriema, foi isolado Salmonella Muenchen e
Salmonella Saintpaul da cultura de 6rgaos e conteudo intestinal, respectivamente; e do
conteudo intestinal de uma pomba foi isolado Salmonella Enteritidis. Apenas com 0s
resultados dessa pesquisa, nao foi possivel concluir que as aves selvagens possam
representar um risco sanitario para a avicultura. Sdo necessarios mais estudos
envolvendo um numero maior de aves e locais para elucidar o real potencial de
transmissdo e portador sdo das aves selvagens para 0S respectivos agentes

pesquisados.

Palavras-chave: Aves selvagens, galinha, Doenca de Newcastle, Bronquite Infecciosa,
Mycoplasma sp., Salmonella sp.
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RESEARCH OF CHICKEN PATOGENIC AGENTS IN WILD BIRDS, NEAR POULTRY
FACILITIES

SUMMARY- Wild birds can be considered carrier/transmitter of patogenic etiologic
agents for chickens. The objective of this work was to verify in wild birds the presence of
antibody Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplasma sinoviae (MS), Salmonella
Pullorum (SP), Salmonella Gallinarum (SG), Newcastle Disease Virus, and Infectious
Bronchitis Virus; as well as the presence of Salmonella sp. Eighty-two wild birds were
sampled, and all was negative for antibody anti-virus Newcastle Disease and Infectious
Bronchitis, using the techniques of Hemagglutination Inhibition and Seroneutralization,
respectively. For the detection of antibodies anti Mycoplasma (MG e MS) were used
initially the Fast Serum Agglutination on Plate method, seven birds were positive for MS
and two for MG. Subsequently the positive sera and/or traqueal swab were submitted for
HI and/or PCR techniques being all exams negative. Regarding the diagnosis of
Salmonella sp., Salmonella Muenchen was isolated from a culture of cloacal swab of a
buff-necked Ibis; from a red-legged seriema, Salmonella Muenchen and Salmonella
Saintpaul were isolated from culture of organs and intestinal content, respectively; and
Salmonella Enteritidis was isolated of intestinal content from a dove. It was not possible
to conclude that the wild birds can represent a sanitary risk for aviculture considering
only these results. More studies are necessary to elucidate the real potential of
transmission and carrier of wild birds for the researched agents.

Keywords: Wild birds, chicken, Newcastle Disease, Infectious Bronchitis, Mycoplasma

sp., Salmonella sp.



1. INTRODUGCAO

O Brasil é considerado atualmente o maior exportador de carne de frango do
mundo (FRANCA, 2007) e ocupa a sétima posicdo do ranking mundial de
producédo de ovos (UBA, 2007).

Para a manutencédo da avicultura brasileira e conservacdo dos seus altos
indices de producdo e exportacdo de produtos avicolas, sao exigidas medidas
sanitarias principalmente em relagdo a saude das galinhas, sendo necessario
utilizar rigoroso programa de controle de agentes patogénicos nos equipamentos,
instalac6es e nas pessoas que tenham contato com as aves.

Uma das medidas do programa de biosseguridade é a localizacao dos
galpbes avicolas longe das cidades e do fluxo de pessoas, ou seja, préximos as
matas, que atuam como barreiras, porém ao mesmo tempo este é o local habitado
naturalmente por aves selvagens, que por serem da mesma classe animal,
poderiam albergar agentes etiolégicos patogénicos para as galinhas.

Os agentes patogénicos podem ser carreados por aves
portadoras/reservatérios, disseminados pelos seus excrementos e secrecdes ou
ainda serem transportados nos ectoparasitas existentes nas aves (HUBALEK,
2004).

Na literatura sdo diversas as citacbes de aves selvagens transportando e
disseminando microrganismos, como por exemplo o virus do Oeste do Nilo (WNV)
na América do Norte e sendo responsaveis pela extensa distribuicdo geografica da
Influenza aviaria, Doenca de Newcastle, Salmonella sp., Mycoplasma sp. e
protozoarios (RAPPOLE & HUBALEK, 2000).

Estéo registradas perdas econ6micas, onde os lotes sdo sacrificados, devido
a Doenca de Newcastle, Micoplasma sp. (MOHAMMED et al., 1987) e Salmonella



sp. (BARROW, 1999). No caso de Bronquite Infecciosa, ha prejuizo pela
diminuicdo na producao de ovos e problemas respiratorios.

Considerando as diversas doengas, virais e bacterianas, que podem
acometer galinhas, gerando grandes prejuizos so6cio-econémicos e podem até
afetar a saude publica, o presente trabalho tem como objetivo elucidar quais
dessas doencas ou agentes etioldgicos sdo encontrados na populacdo de aves
selvagens que vivem préximas as instalacbes avicolas e dessa forma poderiam

representar uma fonte de infecgdo para as galinhas de producéo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2. 1. DOENGCA DE NEWCASTLE

A Doenca de Newcastle (DN) é uma doenca infecciosa que afeta aves e é
causada por um virus da familia Paramyxoviridae do género Rubulavirus. Nove
sorotipos de Paramyxovirus aviarios tém sido relatados: PMV-1 a PMV-9, destes
a DN é causada pelo PMV-1 (Paramyxovirus sorotipo 1) (ALEXANDER, 1997),
provocando indice de patogenicidade intracerebral (IPIC) igual ou maior 0,7 em
pintos SPF de 1 dia de idade (OIE, 2002).

E uma das doencas mais importantes em aves domésticas e ocorre
enzooticamente e epizooticamente, causando perdas econémicas consideraveis
(KHAN, 1994).

No final do ano de 1960, uma panzootia atingiu varios paises no Oriente
Médio, provavelmente pelo intenso comércio de espécies de psitacideos, oriundos
principalmente da América do Sul, América Central e Sudeste da Asia,
transportados por avides até seus destinos. Uma outra panzootia que emergiu em
1970, foi relatada em pombos-correio, sendo a forma de difusdo do agente por
meio da exposicado e comercializacdo dessa espécie aviaria. Na Inglaterra, em
1984, uma amostra viral de pombos foi responsavel por vinte surtos da doenca em
frangos de corte. Os pombos infectados contaminaram a ragdo que foi ingerida
pelos frangos (ALEXANDER, 1988).

Ha dois principais reservatorios do Virus da Doenca Newcastle (VDN), o
virus com baixa patogenicidade que é associado com aves aquaticas e o virus
com alta patogenicidade que é associado com aves selvagens, especialmente os
psitacideos. Algumas aves sdo mais susceptiveis a DN, tais como os galinaceos,
faisdes, papagaios e ratitas. Outras tém uma susceptibilidade intermediaria, entre
elas corujas, falcdes, aguias, cegonhas, pinglins, pardais e passaros. Outras



ainda apresentam pouca susceptibilidade, tais como aves aquéticas em geral,
pelicanos, gaivotas, grande garca azul (CROSS, 1991).
Conforme ALEXANDER (1997) o VDN foi encontrado em mais de 250
espécies de aves de 27 ordens, infectados natural ou experimentalmente.
Varios autores relataram a ocorréncia mundial do VDN em aves selvagens e
de cativeiro, tais como:
» abetarda (Chlamydotis undulata) (OSTROWSKI et al., 1995; BAILEY et al.,
1997);
= abutre quebra-ossos (Gypaetus barbatus) (LUBLIN et al., 2001);
» ratitas (HUCHZERMEYER & GERDES, 1993; JORGENSEN et al., 1998;
KING & SEAL, 1998);
= papagaio (Amazona aestiva), biguatinga (Anhinga anhinga) (KING & SEAL,
1998);
» bigua de crista (Phalacrocorax auritus) (KUIKEN, et al., 1998; FARLEY et
al., 2001);
= pombos (Columba livia) (PEARSON et al., 1987; BARTON et al., 1992);
» galinhas comerciais (Gallus gallus domesticus), (BRUGH & BEARD, 1984;
ONCEL et al., 1997; KOMMERS et al., 2001);
» galinhas de criacdo “caipira” (Gallus gallus domesticus) (CRESPO et al.,
1999).

No Brasil, o primeiro surto da DN ocorreu concomitantemente em Belém do
Para e Macapa, por volta de 1953 (SANTOS et al.,, 1954), sendo o primeiro
isolamento do virus realizado por Silva, 1954. A entrada do VDN no pais foi
atribuida a importacao de carcagas de aves contaminadas procedentes dos EUA,
para hotéis da capital paranaense (CUNHA & SILVA, 1955). Posteriormente,
foram isolados o VDN em aves ornamentais de cativeiro do estado do Rio de
Janeiro (COUCEIRO et al, 1990), em flamingo (Phoenicopterus ruber)
(DORETTO JR. et al., 1999 a) e avestruzes (Struthio camelus) (DORETTO JR. et
al., 1999 b; DORETTO JR. et al., 1999 c).



Segundo alguns autores, a DN ainda continua endémica no Brasil, bem
como em toda a América do Sul, servindo, por isso, como fonte constante de
disseminacdo do virus, principalmente por meio do trafico de aves silvestres
(CLAVIJO et al., 2000).

Em um estudo realizado por OLIVEIRA JR. et al. (2003), usando o método
HI, analisaram 837 soros provenientes de galinhas ndo vacinadas e de aves
silvestres tanto de vida livre quanto de cativeiro, dos municipios de Seropédica,
Japeri, Paulo de Frontin, Paracambi, Valenga, Barra do Pirai, Rio de Janeiro e
Nova Friburgo. O resultado revelou uma soropositividade de 1,43% para o VDN.

Em uma pesquisa realizada com amostras de soros de irerés (Dendrocygna
viduata), utilizando a técnica de HlI, foi detectada a presenca de anticorpo (85,7%)
contra 0 VDN. No entanto, a pesquisa de genoma viral por RT-PCR nao revelou a
presenca do agente nas amostras de suabes tragueais ou cloacais nessa espécie
(DEMETRIO, 2002).

Um estudo com pombos domésticos mostrou alta infectividade e rapida
disseminacgao do VDN entre essas aves. Foram utilizados dois grupos de aves, um
grupo infectado experimentalmente e outro grupo com aves sadias (sentinelas).
Quatro dias apdés infeccao os dois grupos foram colocados juntos. A eliminagéao do
genoma viral nas fezes foi detectado em algumas aves a partir do 5° DPI,
perdurando até o 24° DPI. Entre os 11° e 13° DPI todas as aves eliminavam o
virus. Ao final do experimento ambos 0s grupos de aves soroconverteram sem
apresentarem sintomatologia clinica da doencga. (CARRASCO, 2005).

Algumas aves apresentaram-se refratarias a doenca clinica apés infeccao
com o VDN, como as galinhas d' Angola (Numida meleagridis) (PAULILLO et al.,
2005 a), perdizes (Rhynchotus rufescens) (PAULILLO et al.,, 2005 b), pombas
(Columba livia) (CARRASCO, 2005), codornas (Coturnix coturnix japonica) (LIMA
et al., 2004) e patos (Anas platyrhynchos) (FRANZO et al., 2004; NISHIZAWA,
2007).

A transmissdo do VDN é via horizontal, pelas secrecbes e aerossois das

aves. A disseminagcdo do agente é favorecida pelo deslocamento de pessoas e



equipamentos ou pelo transporte de animais vivos ou mortos contaminados
(SALLE, 2002; BACK, 2004).

A técnica sorolégica para diagnéstico da DN mais utilizada é a inibicao da
hemaglutinagao (HI) (SALLE, 2002; BEARD, 1992), podendo também ser utilizada
a soroneutralizacdo (PAULILLO & DORETTO JR, 2000) e ELISA (SOUSA et al.,
2000), além da prova de PCR (BACK, 2004).

De acordo com BEARD (1992) o virus pode ser isolado a partir de fezes,
material cloacal, secrecOes respiratorias, macerados do bago, cérebro ou
pulmdes, sendo para isso cultivado na membrana alantéide de ovos embrionados
de 10 dias. Posteriormente ao cultivo é realizada a identificagdo pela técnica de
HI.

CADMAN et al. (1997) ao compararem os testes ELISA e HI para a deteccao
de anticorpos contra o VDN em avestruzes, concluiram que ambos os testes sdo
eficientes, porém esses dois testes nédo diferenciam entre as estirpes de baixa,
média ou alta viruléncia (DI FABIO, 2006).

Conforme a padronizacao do HI para o diagnéstico da DN em avestruzes
relatada por FERNANDES (2006), revelou a necessidade da utilizacdo de
hemaceas da mesma espécie ou, alternativamente, de perus.

Foi relatado que o RT-PCR (Reverse-transcriptase polymerase chain
reactions) duplex para o VDN, apresentou maior sensibilidade que o HI, sendo um
teste eficiente no monitoramento do virus em aves migratérias e silvestres
(SOARES, 2002).

Uma das formas de prevencdo da DN consiste na criacdo das aves em
galpbes fechados com tela a prova de passaros e aves migratérias. Outra forma é
restringir visitas e veiculos dentro da propriedade, evitando assim que o agente
seja carreado pelo homem (DI FABIO, 2006).

Vacinas sdao amplamente usadas na prevencdo da DN. O tipo de vacina
usado, a via e a freqiiéncia de aplicacdo dependem principalmente da espécie da
ave e dos aspectos epidemiolégicos geograficos. As mais comumente usadas sao
as amostras B1, La Sota e Clone 30 (BACK, 2004).

Em galinhas d’angola, os programas imunoprofilaticos ensaiados, mediante o



emprego das amostras vacinais Ulster 2C, B1 e LaSota (viva ou inativada) e
diferentes vias de aplicacdo, foram igualmente eficientes no estimulo da resposta
imune humoral (NISHIZAWA et al., 2006). Nessas aves vacinadas nao foi possivel
o reisolamento do VDN (LIMA et al., 2005).

No Brasil, 0 monitoramento dos plantéis de galinhas vacinadas contra o VDN
€ regulamentado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
através da instrucdo normativa/SDA n. 32, de 13 de maio de 2002, com o intuito
de controlar a doenga em nosso pais.

2. 2. MICOPLASMOSES

A micoplasmose aviaria é uma doenca infecciosa causada por
microrganismos do género Mycoplasma, da familia Mycoplasmatoceae (KREIG &
HOLT, 1984). Mycoplasma € a denominag¢ao para os microorganismos da classe
Mollicutes (Mollis= macio; cutis= pele), que sao caracterizados pela auséncia de
membrana celular, decorrente da falta de informacao genética para sua sintese,
fato este que mais os distingue das bactérias verdadeiras (NASCIMENTO, 2000).

Existem mais de vinte espécies de Micoplasma que infectam aves em geral,
porém apenas duas espécies tém significado econdmico para galinhas, sao elas:
Mycoplasma gallisepticum (MG) e Mycoplasma synoviae (MS) (KLEVEN, 1997).

A micoplasmose acarreta grandes perdas econémicas na avicultura brasileira
e mundial devido ao decréscimo na taxa de crescimento e no ganho de peso,
perdas por condenacdes de carcacgas, devido a doenca respiratoria cronica (DCR)
em frangos de corte, bem como redugdo na producédo e eclodibilidade de ovos,
além dos custos com profilaxia e uso de drogas terapéuticas (GAMA et al., 2005).

O Mycoplasma é transmitido verticalmente pelo ovo ou horizontalmente por
meio de aerossois e secregdes, inclusive sémen (LEY & YODER, 1997).

Pesquisadores relataram a ocorréncia de diferentes espécies de Mycoplasma

acometendo varias aves no mundo, entre eles:



» MS em faisbes (BRADBURY et al., 2001), patos (BENCINA et al., 1988a),
gansos (BENCINA et al., 1988b) e avestruzes (PECCATI et al., 1995);

» MG em passeriformes como os “house finches” (Carpodacus mexicanus) e
em “goldfinch” (Carduelis tristis) (LEY et al., 1996; DHONDT et al., 1998;
LUTTRELL et al., 1998; HARTUP & KOLLIAS, 1999; O'CONNOR et al.,
1999; ROBERTS et al., 2001; WELLEHAN et al., 2001; HARTUP et al.,
2001);

» MG em gralha americana (Cyanocitta cristata) (LEY et al., 1997), falcdes
peregrinos (Falco peregrinus), papagaio campeiro (Amazona ochrocephala)
(FRIEND & FRANSON, 1999), codornas (Coturnix coturnix japonica)
(MURAKAMI et al., 2002) e emas (Rhea americana) (PHALEN & WIGLE,
1994);

» MG e MI (Mycoplasma iowae), concomitantes em perdiz (Alectoris rufa)
(GANAPATHY & BRADBURY, 1998);

» MI em papagaio campeiro (Amazona ochrocephala) (BOZEMAN et al.,
1984);

= Mycoplasma buteonis em “saker falcon” (Falco cherrug) (ERDELYI et al.,
1999);

» Mycoplasma sturni em sabid poliglota (Mimus polyglottos) e gralha
americana (Cyanocitta cristata) (LEY et al., 1998).

No Brasil, foi realizado um estudo soroepidemiolégico da micoplasmose, por
meio da técnica de SAR, em plantéis de aves reprodutoras, mostrando resultados
negativos para MG e positivos (23 %) para MS (ORSI et al., 2004).

RAUBER et al. (2004) relataram a ocorréncia de MG em trés granjas (A, B e
C) de poedeiras comerciais no Rio Grande do Sul, utilizando o teste SAR. Das 27
amostras coletadas na Granja A, 7 foram positivas para MG (26 %), na Granja B,
34 (56,6 %) foram positivas, das 60 analisadas e na Granja C, das 149 amostras,
27 foram positivas (18,1%).

Numa pesquisa em passeriformes de um criadouro conservacionista, no

municipio de ltanhaém — SP, foram colhidos 24 suabes de traquéia e/ou de



cavidade oral das aves. A técnica de PCR multiplex revelou a presenca de
Mycoplasma spp. em 7 (29%) amostras (DUARTE et al., 2006).

Os testes de anticorpos anti Micoplasma utilizados no monitoramento sao:
Soroaglutinagcdo Rapida (SAR), Soroaglutinacdo Lenta (SAL), Inibicdo da
Hemaglutinagdo (HI) e ELISA. Além disso existe o diagnostico pelo isolamento e
tipificacdo e/ou deteccdo de material genético do agente pelo PCR
(NASCIMENTO, 2000; BACK, 2004).

A prova de SAR inicialmente empregada para evidenciacao de MG e MS tem
sido usada largamente como procedimento soroldgico para verificar a presenca
dos anticorpos dos agentes etiolégicos em criacées de frangos de corte, galinhas
e outras aves reprodutoras (MA/ Programa Nacional de Sanidade Avicola, 1994).
A prova de SAR se caracteriza pela baixa sensibilidade, devendo nao ser
empregada isoladamente (MENDONCA et al., 2003), sugerindo a realizacdo de HI
para a confirmacao dos resultados (MENDONCA et al., 2004). Em situac6es onde
nao necessite de rapido diagnostico, a microbiologia ou PCR podem ser usado.

WELLEHAN et al. (2001) & IKUTA et al. (2001) demonstraram que o PCR do
MG é um método mais efetivo quando comparado com a cultura, ao analisarem
“house finches”, onde em 67% dos casos foi detectado MG pelo PCR e apenas
33% foram positivos na cultura. FEBERWEE et al. (2005) ao comparar os testes
de diagnésticos usando cultura, PCR e sorologias (SAR, ELISA, HI), mostraram
resultados falso-positivos nos testes soroldgicos, recomendando a utilizacdo de
varias técnicas diagnéstica concomitantes.

BUIM (2005) padronizaram a técnica de PCR para deteccdo simultanea de
MS e MG, sendo assim um diagnéstico rapido e sensivel, auxiliando nos
programas de monitoramento das granjas.

De acordo com ITO et al. (2002) a principal e unica medida preventiva que
pode ser adotada para evitar a introducao do MG e MS em plantéis de galinhas é
a adogao de medidas de biosseguridade. Entre elas, evitar o contato com outras
espécies aviarias (aves de vida livre, galinhas caipiras, lotes vacinados com MG
vivo) e transito de pessoas e equipamentos que possam representar meios de
transporte do agente etiol6gico. Conforme BACK (2004) tanto o MG quanto o MS
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sao transmitidos verticalmente, portanto a forma mais efetiva de controle e
prevencao é a eliminagdo dos lotes positivos, efetuando a repopulacao da granja
com aves livres da doenca.

Os recentes avancos na prevengdo das micoplasmoses incluem o uso de
vacinas para MG (FIORENTIN, 2000) inativadas e vivas, existentes a disposicao
dos criadores de aves. A vacina viva é aconselhavel para galinhas poedeiras e
nao deve ser usada em aves reprodutoras (galinhas e perus) em virtude de
prejudicar o monitoramento da doenca (NASCIMENTO, 2000).

2. 3. SALMONELOSES

As salmoneloses sdo enfermidades provocadas por bactérias do género
Salmonella, da familia Enterobacteriaceae (GAST, 1997). A Salmonella pode ser
envolvida por macréfagos, ndo serem destruidas e ainda multiplicar, o que de
certa forma explicaria a resisténcia do microrganismo a fagocitose, refletindo uma
tendéncia de laténcia da doenca (GALAN et al., 1992).

Salmonella pode permanecer viavel no material fecal por longo periodo
(anos), particularmente em fezes secas, podendo resistir mais de 28 meses nas
fezes de aves, 30 meses em fezes de bovinos, 280 dias no solo cultivado e 120
dias na pastagem, sendo ainda encontrada em efluentes de agua de esgoto, como
resultado de contaminacéao fecal (RODRIGUES, 2005).

Conforme GERLACH (1994), muitos vertebrados podem ser infectados com
Salmonella sp., entretanto, a susceptibilidade do hospedeiro e o desenvolvimento
do estado de portador variam amplamente entre as espécies. Espécies de aves
desprovidas de ceco ou que apresentam involugcdo cecal, parecem ser mais
susceptiveis a infeccdo por Salmonella sp. do que aves com funcionamento
completo do ceco, ja que o0s microrganismos anaerdbios Gram-negativos
presentes na flora cecal, podem funcionar como antagonistas naturais para
Salmonella sp.

De acordo com BERCHIERI JR. (2000) sdo conhecidos mais de 2.500

sorotipos de Salmonella, contudo cerca de 80 a 90 sd0 0s mais comuns em casos



11

de infeccdo nos animais e em seres humanos. Nas galinhas podem causar trés
enfermidades distintas: a pulorose, cujo agente é a Salmonella Pullorum; o tifo
aviario, causado pela Salmonella Gallinarum; e o paratifo aviario, causado como
por exemplo pela Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis. Em humanos,
a ingestdo de alimentos de origem avicola contaminados com Salmonella sp.
podem causar toxinfecgao alimentar.

Em decorréncia da perda econbémica que estas doencas causam na
avicultura e por impedir a exportacao de produtos avicolas brasileiros, 0 Programa
Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) contemplam as Salmonella Gallinarum,
Salmonella Pullorum, Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis, visando o
controle dessa enfermidade em plantéis brasileiros (BRASIL, 2004).

Varios autores relataram a ocorréncia mundial de diversos subtipos de
Salmonella sp. em aves de varias espécies, entre eles:

» Salmonella Pullorum em cacatua de palma preta (Probosciger aterrimus)
(LIOW, 1978);

=  Salmonella Typhimurium em: “bullfinch” (Pyrrhula pyrrhula), “eurasian
siskin” (Carduelis spinus), “common redpoll” (Carduelis flammea) e
“eurasian greenfinch” (Carduelis chloris) (REFSUM et al., 2003), em
lorikeets e lories (WARD et al., 2003), codornas (Colinus virginianus)
(HELM et al., 1999) e pombos (Columba livia) (KIMPE et al., 2002);

» Salmonella sorotipo Typhimurium variante Copenhagen e Hadar em
codornas (Coturnix coturnix japonica) (SANDER et al., 2001);

» Salmonella arizonae em cacatua de penacho amarelo claro (Cacatua
galerita galerita) (OROS et al., 1998);

» Salmonella spp. em abetarda (Chlamydotis undulata) (D’ALOIA et al.,
1996);

» Salmonella enterica subespécie enterica serovar Kottbus em patos e
marrecos de um dia de idade (GALLETTI et al., 1999);

» S. havana, S. virchow, S. livingstone, S. hadar, S. paratyphi B e Salmonella

sp. em coruja orelhuda (Bubo bubo), falcbes peregrinos (Falco peregrinus),
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aguia dourada (Aquila chrysaetos), e gavides (Buteo buteo) (BATTISTI et
al., 1998).

No zooldgico infantil (local onde criangas tém contato com animais) de
Nagano (Japao), 11 aves domésticas entre eles 4 gansos da China (Anser
cygnoide), 1 ganso de Toulouse (Anser anser), 3 patos (Anas platyrhynchos) e 3
perus (Meleagris gallopavo) foram positivos quanto ao isolamento de Salmonella
Typhimurium (SATO et al., 1999).

GOPEE et al. (2000) analisaram 435 amostras de soros de aves, dentre os
quais 7% (2/30) em Ramphastidae (Ramphastos vitellinus), 6% (6/106) em aves
aquaticas, 6% (3/53) em aves de rapina e a freqiiéncia de menos de 1% (1/140)
em psitacideos (Pionus menstrus), mostrando que 12 (3%) das aves analisadas
foram positivos para Salmonella spp.

No Brasil, no zoolégico do Rio de Janeiro, FREITAS et al. (1977) isolaram S.
Typhimurium de garca-branca-grande (Casmerodius alba) e da agua do lago.
Anos mais tarde no mesmo zoolégico LEMOS et al. (1999) analisaram 78 suabes
de cloaca de 21 espécies de aves, obtendo resultados negativos para Salmonella
em todas as amostras analisadas.

Durante o controle sanitario realizado pelo LANAGRO/ Campinas, no
desembarque de filhotes de avestruzes (Struthio camelus) importados, foram
isolados varios sorotipos de Salmonella, entre S. Newport (35,48%), S. Mbandaka
(19,35%), S. Saintpaul (6,45%), S. Panama (6,45%), S. Typhimurium (6,45%) e S.
Enteritidis (6,45%) (RIBEIRO et al., 2002).

Em pombos domésticos capturados no municipio de Jaboticabal-SP foi
isolado Salmonella spp. de érgaos (pulmao, gbnadas e figado/baco) e conteudo
intestinal em dez (7,94%) de 126 pombos estudados. Dos dez pombos positivos
para Salmonella spp., em sete aves o agente foi isolado de apenas um 6rgao e,
em trés aves o isolamento ocorreu em mais de um 6rgao, concomitantemente. A
tipificagdo realizada pelo Instituto Adolfo Lutz revelou oito isolamentos
pertencentes ao sorotipo S. Typhimurium, um sorotipo S. enterica subsp. enterica
4,12 e um S. enterica subsp. enterica 4, 12, i (MARCIANO, 2004).
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BUCHALA et al. (2006) relataram uma resposta imune humoral contra
Salmonella Pullorum, em aves de fundo de quintal do estado de Sao Paulo.

Uma ave ou um lote de aves podem infectar-se com Salmonella sp. por meio
da ingestao de racdo ou agua contaminados, contato com equipamentos e seres
vivos contaminados (ndo necessariamente da mesma espécie), ou por
transmissao vertical (DORRESTEIN, 1997; BARROW, 2000).

A técnica de SAR é um método rapido no diagnostico de anticorpo de
Salmonella sp. (BACK, 2004), podendo também ser realizado a técnica ELISA
(OLIVEIRA et al., 2006).

Segundo a Portaria n°126 de 03/11/1995 da Secretaria de Defesa
Agropecuaria do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que
aprova as normas de Credenciamento e Monitoramento de Laboratérios para
diagnéstico da Pulorose e do Tifo aviario, o diagnéstico de Salmonella sp. deve
ser realizado por meio do método bacterioldgico tradicional, com isolamento e
identificacdo do agente (UBA, 2004). As pesquisas de NASCIMENTO et al. (2000)
e FERNANDES et al. (2004) mostraram que a utilizagdo de mais um meio de
enriguecimento e de plagueamento podem aumentar as chances de isolar
Salmonella sp.

Sao necessarias medidas de biosseguridade, tais como evitar a presenca de
passaros selvagens, roedores, animais domésticos e insetos, como também
criagcdes de aves de idade mdultipla em todas as etapas das operagdes avicolas,
principalmente em granjas reprodutoras e incubatérios, para evitar a transmissao
vertical e horizontal em salmoneloses (BERCHIERI JR. & BARROW, 1995;
BERCHIERI JR., 2000).

SILVA & DUARTE (2002) relataram que quando a SE (Salmonella Enteritidis)
esta presente num lote de aves, outra Salmonella sp. normalmente encontrada,
desaparece, podendo postular que a infeccdo por SE possui um excelente
mecanismo de competicdo com outra Salmonella.

A vacinacao com sorotipos homdlogas de Salmonella ajuda na reducéo da
colonizacdo intestinal e excrecdo fecal. As vacinas previnem a transmissao

transovariana e a contaminagdo da casca dos ovos por Salmonella. Em aves
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vacinadas para SE, observa-se pouco isolamento tanto em 6rgaos como fezes,
mas as aves permanecem sorologicamente positivas (BARROW et al., 1991).

PROUX et al. (1998) realizaram vacinacdo com S. Typhimurium inativada,
verificando que a vacina induz protecdo de 85% em pombos que tinham sido
vacinados em 7 e 11 semanas de idade e de 50% em pombos que tinham sido
vacinados em 11 semanas de idade, enquanto que todos os pombos do controle
nao vacinados morreram algumas semanas apdés o desafio. Nos pombos
vacinados, foram detectados anticorpos conta S. Typhimurium utilizando a técnica
de ELISA.

2. 4. BRONQUITE INFECCIOSA

A Bronquite Infecciosa (Bl) das Galinhas € uma doencga viral, de carater
agudo, altamente infecciosa, que acomete os tratos respiratérios e genito-urinario
das aves (CAVANAGH & NAQI, 1997).

O virus pertence ao género Coronavirus, da familia Coronaviridae, os quais
sdo estruturalmente e antigenicamente diferentes das espécies de Coronavirus
que infectam os mamiferos. Os Virus da Bronquite Infecciosa (VBI) das Galinhas
sdo geneticamente idénticos com os Coronavirus que infectam os perus e 0s
faisbes (CAVANAGH et al., 2002), no entanto sao considerados espécie
especificos, causando doencas principalmente em galinhas (CAVANAGH, 2003).

De acordo com BACK (2004) a morbidade geralmente é elevada podendo
chegar a 100%, causando impacto econémico devido a problemas reprodutivos ou
respiratérios. A mortalidade €é variavel, dependendo da cepa do virus, idade,
condicao imunitaria da ave e dos agentes etioldégicos secundarios presentes, como
por exemplo: E. coli, Mycoplasma gallisepticum e virus da doenca de Newcastle.

Foram isolados coronavirus de pombos na Australia, revelando uma relagao
antigénica com o VBI de galinhas, pois quando pintos SPF foram inoculados com
o virus de pombos, foram observados sinais respiratérios e producao de
anticorpos anti VBI nos pintos (BARR et al., 1988).

KARESK et al. (1999) relataram o primeiro caso de pinglins (Eudyptes

chrysocomes) soropositivos para o VBI das galinhas.
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Ha relatos de coronavirus causando Bl em perus (Meleagris gallopavo),
galinha-D’angola (Numida meleagridis), em psitaciformes, pombas, avestruzes
(GERLACH, 1994), em faisdo (Phasianus colchicus) (CAVANAGH et al., 2002),
cerceta (Anas crecca) e pavao (Pavo cristatus) (LIU et al., 2005). E a presenca de
coronavirus em Anser anser, Columba livia, Anas platyrhynchos (JONASSEN et
al., 2005) e Amazona viridigenalis Cassin (GOUGH et al., 2006).

No Brasil, foi diagnosticada pela primeira vez no ano de 1957 pelo professor
Hipdlito, no estado de Minas Gerais (HIPOLITO et al., 1979). Atualmente, em
galinhas estd amplamente distribuida em todas as regides, sendo mais prevalente
em locais com maiores concentragdes de criacbes de galinhas de producéo,
acometendo tanto aves jovens como aves adultas, sendo o sorotipo mais
prevalente o Massachusetts (BACK, 2004). Em aves exéticas, o VBI foi isolado
em galinhas d’ angola (ITO et al., 1991; MIYAJI, 1996) e de codornas japonesas
(DI FABIO et al, 2000).

O VBI das galinhas multiplica-se principalmente nas células epiteliais do trato
respiratério, intestinal, renal e oviduto. A disseminagédo do virus entre as aves do
mesmo lote e entre lotes é bastante rapida. Ocorre principalmente por inalacao de
particulas virais expelidas pelo trato respiratério ou eliminadas pelas fezes (BACK,
2004). Em geral, os portadores podem transmitir o virus até 2 meses depois da
infeccao inicial e as aves recuperadas da infeccdo permanecem susceptiveis a
infeccdo subsequente por outro sorotipo (DI FABIO & ROSSINI, 2000).

O diagndstico soroldgico do VBI das galinhas € convencionalmente realizado
pela Soroneutralizagdo (SN) (GELB JR. et al.,, 1991), porém é uma técnica
considerada onerosa e de dificil aplicacao por ser realizada em cultura de células
(DI FABIO & ROSSINI, 2000).

GARCIA & BANKOWSKI (1981) relataram o uso de ELISA para avaliar
anticorpos contra o VBI. No Brasil sdo utilizados kits de ELISA importados, o que
torna sua aplicacao onerosa.

No sentido de fornecer um método alternativo para a deteccao de anticorpos
anti o VBI das galinhas, SAKAI et al. (2000) desenvolveram e aplicaram um
método novo de ELISA que usa a lectina Concanavalina A (Con A) no sistema
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Competitivo-ELISA (C-ELISA). Estes pesquisadores demonstraram que a técnica
C-ELISA-Con A, pode ser um método alternativo, simples e de baixo custo para o
diagnoéstico da Bl das galinhas.

A melhor forma de prevenir a ocorréncia de Bl nas galinhas é associar
cuidados de biosseguridade, como controlar o fluxo de pessoas, o acesso de
veiculos de racdo e de ovos de areas nao infectadas para areas infectadas e
seguir um programa de vacinacdo em galinhas adequado para cada regido
(FABRICANT, 1998; BACK, 2004).

As vacinas inativadas nao provocam reagdao ou doenca, protegem a
integridade do aparelho reprodutor, porém nao impedem infeccao das vias
respiratérias superiores, necessitando de prévia sensibilizagdo por vacina viva dos
sorotipos Mass, Arkansas, D274 (DI FABIO & ROSSINI, 2000).



17

3. OBJETIVOS

3. 1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi pesquisar, em aves selvagens que vivem nas
proximidades de instalacbes avicolas, agentes etioldgicos considerados

patogénicos para galinhas e, eventualmente para seres humanos.

3. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3. 2. 1. Averiguar a presencga de agente etioldgico:
1. Salmonella sp.

3. 2. 2. Averiguar a presenca de anticorpos anti:

Salmonella Pullorum (SP),

Mycoplasma gallisepticum (MG) e Mycoplasma synoviae (MS),
Virus da doenca de Newcastle (VDN),

Wb

Virus da Bronquite infecciosa (VBI).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Locais
As aves utilizadas nesta pesquisa foram oriundas de dois locais diferentes.
LOCAL 1: Uma parte da pesquisa (colheita de material biol6gico) foi
realizada com o apoio logistico de uma empresa avicola, que gentiimente
disponibilizou o seu espaco fisico (Figura 1) (proximidades das instalagdes, fabrica
de ragobes, galpbes de crescimento e de producdo da fazenda de matrizes) para a
captura das aves.

Figura 1: Foto aérea da fazenda onde sdo visiveis varios nucleos e cada um
composto por 2 galpdes.
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A fazenda é constituida por 14 ndcleos, onde cada ndcleo compreende 2
galpbes que medem 125x10 metros, silos de racdo, vestuario, cozinha e
fumigador. A distancia entre os nucleos é de aproximadamente 500 metros.

A érea localizada ao redor de cada nucleo, foi dividida em Zonas |, Il e Il
(Figura 2), sendo que as Zonas | e Il (areas limpas) localizam em uma area de
200x60 metros. A Zona | compreendeu uma area gramada circunscrevendo 0s
galpdes. A Zona Il compreendeu uma area localizada ao redor da Zona | com
metragem de 5 a 10 metros de largura, onde nao existe nenhuma vegetacéao,
apenas terra. Ao redor da Zona |Il, existe vegetagcédo variada similar a do cerrado
com arvores, arbustos, gramineas, sendo uma parte vegetacao original e outra
parte reflorestada com mudas nativas e onde existe a presenca de gado. Esta
area foi denominada de Zona lll (area suja). Entre a Zona Il e Ill existe cerca
elétrica impedindo o acesso do gado as proximidades do galpao.

_I ' _ i
v G
-
G
R Cerca elétrica
I
1
-
Figura 2: Visualizacdo das limitacbes entre as Zonas |, Il e lll. G: galpdes, V:

vestuario, S: silo de ragéo.
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LOCAL 2: Ambulatério de Animais Silvestres, anexo ao Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel” (HVGLN), FCAV - UNESP, Campus Jaboticabal-SP.
Neste local sdo recebidas aves oriundas de vida livre encaminhadas por
bombeiros, policia florestal e pelas concessionarias de rodovias da regiao.

4. 2. Aves

Foram utilizadas nesta pesquisa 82 exemplares de aves selvagens.

Ao longo de um ano (2005-2006), foram capturadas nas instalagbes da
empresa avicola (Local 1) um total de 50 aves selvagens, denominadas de Grupo
1 (G1). Essas capturas e as respectivas colheitas de materiais biolégicos foram
devidamente autorizadas pelo IBAMA-SP (Processo n°02027.000775/2005-25;
licenca IBAMA n°500/2005).

Para a captura das aves selvagens, foram utilizadas diversas técnicas
descritas na literatura (BUB, 1995), porém também foi necessario desenvolver
técnicas de capturas adaptadas utilizando redes, gaiolas, armadilhas (Figura 3) de
acordo com a biologia e comportamento das diversas espécies em questao.

Figura 3: Modelo de armadilha tipo arapuca feita de ripas de madeira e com
atrativo de alimento no seu interior. (Foto: Eliane de Sousa).
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Do Ambulatério de Animais Silvestres do HVGLN (Local 2) foi colhido
material biolégico de 32 aves selvagens, denominadas de Grupo 2 (G2).

4. 3. Exame clinico

As aves foram identificadas, pesadas e examinadas clinicamente,
observando-se o estado nutricional, temperatura corporal, coloracdo de mucosas,
aspectos gerais de aberturas naturais (bico, olhos, ouvidos, cloaca) e presenca de

ectoparasitas.

4. 4. Colheita de material biologico

4.4.1. Sangue

A colheita de sangue foi realizada com a ave anestesiada com Tiletamina
associada a Zolazepan (Zoletil 50®), na dose 2-10 mg/Kg (variando de acordo
com a espécie aviaria) por via intramuscular (IM).

Dependendo do tamanho e da espécie da ave em questao, variou o volume
e o local da puncédo de sangue, podendo ser veia ulnar, braquial, jugular ou do
tarso. Foram utilizadas seringas de insulina ou de 3 mL e agulhas de calibre 13
x 4,5 ou 25 x 7. O sangue apo6s a colheita, foi centrifugado a 100 g por 10
minutos, o soro separado, fracionado e armazenado em tubos plasticos a -20 °C.

4.4.2. Suabes

Para a colheita de amostras de cloaca e de traquéia, foram utilizados suabes
estéreis nas 82 aves selvagens com o intuito de realizar, se necessario, exames
confirmatérios da técnica de sorologia. Os suabes foram identificados e
conservados em tubos plasticos a -20°C.

Apés a colheita de suabes e de sangue, as aves do G1 ja anestesiadas (item
4. 4. 1), receberam uma dose complementar do mesmo anestésico (Zoletil 50®,
40 mg/Kg), com o objetivo de eutanasiar as aves. Imediatamente foi realizada a
disseccao da veia jugular para sangria completa e colheita do maximo de sangue.
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4. 4. 3. Orgaos e conteldo intestinal

Foram colhidos assepticamente, logo apds a morte da ave, fragmentos de
figado, baco, gbnadas e conteudo intestinal, sendo colocados em tubos de ensaio
estéreis contendo solucdo de pré-enriquecimento (caldo nutriente Difco®). O
conteudo intestinal foi colocado em tubo separado do restante dos 6rgaos.

Os soros, suabes, érgaos e conteudo intestinal descritos no item 4. 4, foram

destinados para exames soroldgicos e cultura, conforme a Figura 4.

Salmonella (SP)
Micoplasma (MG, MS)
Soro Bronquite infecciosa

Doenga de Newcastle

82 aves traquéia

selvagens Suabes <: AN PCR
cloaca /

Orgﬁos e
conteudo intestinal — cultura para Salmonella sp.

Figura 4: Esquema mostrando as diversas etapas da colheita do material biolégico

€ seus respectivos destinos.
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4. 5. Técnicas laboratoriais

Os materiais biol6gicos obtidos das aves (item 4. 4.) foram destinados para o
laboratério de Ornitopatologia do Departamento de Patologia Veterinaria da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP-Jaboticabal, sob
orientagdo do prof. Dr. Angelo Berchieri Junior, para pesquisa de Salmonella sp.
em 0Orgdos e conteudo intestinal; e para um laboratério avicola particular para
deteccdo de anticorpos anti-Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae,
Salmonella, Virus da Doenca de Newcastle e Virus da Bronquite Infecciosa.

4. 5. 1. Teste de Inibicdo de Hemaglutininas (HI) para a deteccao de anticorpos
anti-VDN (anexo 1)

Para a deteccado de anticorpos anti o Virus da Doenca de Newcastle (VDN),
foi realizada a reacdo de Inibicdo da Hemaglutinacao (HI), sendo essa técnica
descrita por CUNNINGHAM (1971).

Inicialmente, foi determinada a atividade hemaglutinante (4UHA) da estirpe
vacinal lentogénica Lasota do VDN utilizada no teste. Tal estirpe era mantida por
passagens sucessivas na cavidade alantéide de ovos embrionados provenientes
de galinhas SPF, com 8 a 10 dias de desenvolvimento. Os soros utilizados na
reacao, foram inativados a 56°C durante 30 minutos e, novamente submetidos a
temperatura de 56°C por 10 minutos, para a remocao de possiveis inibidores nao
especificos da HA (atividade hemaglutinante viral). Com o auxilio de micropipetas
calibradas os soros foram submetidos a dilui¢bes seriadas de razdo 2 (1: 2 até 1:
2048) num volume de 25 pL por cavidade da microplaca. As diluicbes foram
realizadas com solucdo salina tamponada em fosfato (PBS: 0,01 MPO4= 0,14 M
Nacl pH 7,2). Este mesmo tampao também foi utilizado para o ajuste da
concentracdo constante do antigeno viral, ou seja, 4 UHA. A seguir, 25 uL da
suspensao de antigeno foi colocada em contato com as diferentes diluicdes dos
soros e incubados a temperatura ambiente por 15 minutos e, logo apos, foram
adicionados 25 pL da suspensdo de hemaceas de galinhas SPF, previamente
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padronizada com a solucao tampao PBS pH 7,2 a 1,0% (0,5 mL de heméaceas +
50 mL de PBS) padronizada em espectrofotémetro.

A leitura da reacao foi realizada apdés um periodo de incubacdo de 30
minutos a temperatura ambiente, tempo suficiente para ocorrer a deposi¢ao nitida
das hemaceas nas cavidades dos controles da reacdo. O titulo final do soro foi
expresso pela reciproca da maior diluicdo deste, capaz de inibir completamente a
atividade hemaglutinante viral. Obedecendo aos padrées e normas da OIE, no
caso da utilizacao de antigenos na concentracao de 4 UHA, amostras com titulo
igual ou superior a 16 foram considerados positivos.

4. 5. 2. Teste para diagnéstico de anticorpo anti-Mycoplasma

Todas as amostras submetidas a avaliacao sorologica para MG e MS foram
testadas pela técnica de SAR (Soroaglutinacdo Rapida em Placa), conforme
metodologia preconizada pela OIE (2007). A prova permite o reconhecimento
macroscopico (chamado aglutinacdo), resultante da unido de anticorpos
especificos das amostras dos soros teste e 0 antigeno.

A técnica de SAR consiste na homogenizacao de uma gota de antigeno (MG
ou MS) fabricado no préprio laboratério, com uma gota de soro a ser testado,
sendo realizado em placa de vidro e na temperatura ambiente de 20 a 25°C, pois
em temperaturas superiores pode ocorrer falsa reacdo positiva de auto-
aglutinacao.

A reacao positiva € caracterizada pela aglutinagdo no prazo de dois minutos
apods a mistura do soro com o antigeno, sendo cada teste realizado junto com
controles positivos e negativos, este Ultimo obtido pela reacdo de antigeno puro
misturado a solugéo salina tamponada.

As reacbes de SAR consideradas positivas para MS foram encaminhadas
para a realizacdo de HI, semelhante ao descrito no item 4. 5. 1. As reacbes de
SAR positivas para MG foram realizados PCR utilizando os suabes de traquéia.
Tanto a técnica de HI como o PCR foram realizadas para confirmar a positividade

da amostra.
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4. 5. 3. Teste para diagnéstico de anticorpo anti-Salmonella (teste de pulorose)

As amostras de soro foram encaminhadas para o teste SAR para SP
conforme metodologia preconizada pela OIE (2007), foram realizadas conforme
descrito na SAR para Micoplasma (item 4. 5. 2), sendo o antigeno utilizado a SP,

fabricado pelo laboratério avicola.

4. 5. 4. Teste de Soroneutralizacao (SN) em cultivo celular para pesquisar a

presencga de anticorpo anti-VBI (anexo Il)

A determinacao do titulo da suspensédo viral (200 doses infectantes) foi
previamente realizada pelo método de REED & MUENCH (1938).

O teste de Soroneutralizagao, foi realizado pelo procedimento (3, ou seja,
fazendo reagir varias diluicbes do soro teste, frente a diluicdo viral constante,
conforme WOOLEY et al. (1976). Foram adicionados 100 uL de meio de cultivo
celular (Eagle sem bicarbonato, com L Glutamina, acrescido de sulfato de
gentamicina e 1,5% de dextrose) em todas as cavidades da microplacas rigidas de
fundo chato. Em seguida, foram adicionados 50 uL das diferentes diluigdes dos
soros testes (diluidos em razdo 2) na microplaca, a partir da segunda coluna
(controle do soro), deixando a primeira coluna para o controle de células. A seguir
foi colocado 50 pL de suspensédo viral em todas as cavidades da microplaca a
partir da terceira coluna, seguida de incubacao por 30 minutos, a temperatura de
37°C. Imediatamente apo6s, foram adicionados em todas as cavidades da
microplaca, 100 pyL de suspensdo de células renais de pintos de 1 dia SPF
(800.000 células/1000 mL).

A seguir, as microplacas foram recobertas com tampas plasticas e deixadas
a incubar por 3 dias consecutivos em estufa de CO2. A leitura final da reagéao foi
realizada no ultimo dia com auxilio de microscépio invertido, para avaliar a

presenca ou ndo de efeito citopatico (EC).
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4. 5. 5. Cultura de 6rgaos e conteudo intestinal para Salmonella sp.

As etapas necessarias para o isolamento e identificacado de espécimes do
género Salmonella seguem uma sequéncia que inclui as etapas de pré-
enriguecimento, enriquecimento direto (seletivo), plagueamento em meios semi-
solidos, analise bioquimica e tipificagdo sorologica (LITCHFIELD, 1973).

Os orgaos (figado, baco e gbnadas) e conteudo intestinal coletados de
acordo com o item 4. 4. 3, foram destinados para a cultura de Salmonella, sendo
armazenados separadamente em frascos contendo solugdo de pré-
enriguecimento (caldo nutriente Difco®) e incubados por 24 horas a 37°C. Em
seguida, aliquotas de 0,1 mL desta solucao foi transferida para tubos contendo 10
mL de Rappaport (RP) e 1 mL da solu¢do dos 6rgaos e contetdo intestinal com o
caldo nutriente foi transferida para tubos contendo 10 mL de Selenito (SN) e
incubados a 37° C por 24 horas. Apds o0 enriquecimento seletivo, cada caldo foi
plaqueado em 2 diferentes meios de cultivo: Agar Verde Brilhante (OXOID CM
263) e Agar de MacConkey (OXOID CM 115), todas as placas foram incubadas a
37°C por 24 horas. De cada placa, 3 colénias sugestivas de pertencer ao género
Salmonella foram inoculadas em tubos contendo agar TSI (Triple Sugar Iron)
(OXOID CM 277) inclinado € em LIA (Lisina Iron Agar) (OXOID CM 381). As
colénias positivas no LIA e TSI foram submetidas ao teste de aglutinagdo em
lamina, com soro polivalente anti-antigenos somaticos (O) e soro polivalente anti-
antigenos flagelados (H) de Salmonella e posteriormente encaminhadas ao

Laboratério Adolfo Lutz, SP, para a tipificagao.
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5. RESULTADOS

No final deste item estdo todos os resultados copilados em duas tabelas.

5.1. Aves

No total foram analisadas 82 aves, sendo 50 capturadas (G1) e 32
encaminhadas (G2). Do G1, oito aves (16%) foram capturadas na zona Il e 42
animais (84%) na zona lll, ndo sendo nenhuma ave capturada na zona |. Quanto a
ocorréncia das espécies, foram capturados duas espécies, quero-quero e coruja
buraqueira, na zona Il. Na zona lll, ocorreu a captura de todas outras espécies
além de quero-quero e coruja buraqueira.

Foram capturadas 24 aves (48%) durante os meses de primavera, 16 aves
(32%) no outono, 6 aves (12%) no verao e 4 aves (8%) no inverno.

Todas as aves estudadas pertenciam a 11 ordens e 19 espécies. As ordens
com maior numero de representantes foram Columbiformes (19,51%),
Charadriiformes (18,29%) e Strigiformes (18,29%).

Os dados referentes as espécies capturadas (G1) e encaminhadas (G2) e
suas respectivas freqiiéncias, estao listadas na Tabela 1.

Das aves que foram sacrificadas do G1, 28 (56%) eram fémeas e 22 (44%)
eram machos, do G2, oito (57%) eram fémeas e seis (43%) eram machos, sendo
que a frequéncia de fémeas e machos, néo foi estatisticamente significativa (p=
0,325) pelo teste das proporcoes. Todas as aves eram adultas.
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Tabela 1: Relacdo da quantidade das ordens e espécies de aves estudadas e seu

respectivo local de origem G1 e

Ordem e espécies N°de aves
G1

Columbiformes (19,51%)

rolinha (Columbina talpacoti) 2 -

pomba doméstica (Columba livia) - 9

pomba avoante (Zenaida auriculata) 1 4
Charadriiformes (18,29%)

quero-quero (Vanellus chilensis) 15 (5+10)* -
Strigiformes (18,29%)

coruja buraqueira (Speotyto cunicularia) 9 (3+6)* 1

coruja suindara ( Tyto alba) 2 3
Gruiformes (10,97%)

seriema (Cariama cristata) 5 4
Passeriformes (10,97%)

sabia do campo (Mimus saturninus) 8 -

bem-te-vi (Pitangus sulphuratus) 1 -
Psittaciformes (7,32%)

maritaca (Aratinga leucophthalmus) - 5

periquito rei (Aratinga aurea) 1 -
Ciconiiformes (4,9%)

urubu (Coragyps atratus) - 2

socO (Nycticorax nycticorax) - 1

curicaca ( Theristicus caudatus) 1 -
Cuculiformes (3,65%)

anu branco (Guira guira) 2 1
Falconiformes (2,44%)

gaviao (Buteo magnirostris) 1 1
Piciformes (2,44%)

tucano (Ramphastos toco) - 1

—
1

pica-pau do campo (Colaptes campestris)
Apodiformes (1,22%)

beija-flor (Eupetomena macroura) 1 -
TOTAL 50 32

* A <
: Valores dentro do paréntese referem-se as aves capturadas na Zona Il e ll,
respectivamente.
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5. 2. Exame clinico

Em todas as aves examinadas foram considerados parametros como: estado
nutricional, coloracdo de mucosas e aberturas naturais. Apenas um quero-quero
(1,3%), que foi encontrado em uma fossa séptica, apresentou desidratagdo e mau
estado nutricional. A temperatura corpérea variou de 39° a 41,8°C, sendo
considerada dentro dos parametros de normalidade. Quanto a procura por

ectoparasitos, nenhum foi encontrado.

5. 3. Exames Soroldgicos
Das 82 amostras de soro, duas (n°5 e 10) hemolisaram, sendo descartadas

para esse exame.

5. 3. 1. Bronquite Infecciosa
Em relagdo ao diagnéstico de BI, todos os 80 soros testados foram

negativos.

5. 3. 2. Doenga de Newcastle
Para esse estudo foram utilizados 74 amostras, pois de seis aves o0 volume

de soro obtido foi insuficiente. Todos os soros testados foram negativos.

5. 3. 3. Mycoplasma sp.

Na SAR para Mycoplasma, foram analisados 80 soros tanto para MG como
MS. Seis soros (aves n° 8, 65, 68, 69, 73, 74) reagiram positivamente para MS,
sendo em seguida realizado o teste de HI e confirmadas negativas. Um soro (ave
n°19) reagiu positivamente para MG, sendo feito em seguida o controle pelo teste
de PCR do suabe de traquéia e o resultado foi negativo. Dois soros (aves n° 13,
45) reagiram tanto para MS como para MG e, ao serem submetidos aos testes de

confirmacéao os resultados foram negativos (Figura 5).
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6 soros (+) =MS — > HI (-)
80 aves analisadas
MG e MS
(SAR) 1soro(+)=MG — PCR(-) (suabe de traquéia)
2 soros (+) MS —*> HI()

MG —-» PCR (-) (suabe de traquéia)

Figura 5: Esquema mostrando o nimero de amostras de material biolégico colhido
e seus respectivos destinos quanto as técnicas laboratoriais empregadas para
pesquisa de Mycoplasma e/ou seu anticorpo.

5. 8. 4. Salmonella sp.
Foram realizados testes de SAR para SP em 80 soros e apenas uma ave n°
75 (curicaca - Theristicus caudatus) foi positiva, sendo o respectivo suabe de

cloaca encaminhado para a cultura microbiolédgica.

5. 4. Cultura microbiolégica

De cada uma das 64 aves estudadas foi realizada a cultura de 6rgaos e de
conteudo intestinal. Na ave n° 38 (seriema — Cariama cristata) foi isolada
Salmonella Muenchen dos 6rgaos e Salmonella Saintpaul do conteldo intestinal.
De uma outra ave n° 61 (pomba - Zenaida auriculata) foi isolada Salmonella
Enteritidis do conteudo intestinal.

Da ave n° 75, cuja sorologia foi positiva e a cultura de érgaos e contetudo
intestinal foi negativa, da cultura do suabe de cloaca foi isolada Salmonella
Muenchen (Figura 6).
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1 amostra (+) (1,25%) — Cultura de suabe —+» S. Muenchen
80 aves (ave n° 75- curicaca) de cloaca (+)
analisadas/
SP e SG
(SAR) \4

79 amostras (-)

1 amostra (+)
Orgaos (O) e conteudo
intestinal (Cl) — S. Muenchen (O) e
64 aves (ave n° 38- seriema) S. Saintpaul (ClI)
analisadas pela
cultura de 6rgaos
e conteudo intestinal (3,12%)

1 amostra (+)
Conteudo intestinal —> S Enteritidis
(ave n°61- pomba)

Figura 6: Esquema mostrando o numero de amostras de material bioldgico
colhidas, seus respectivos destinos quanto as técnicas laboratoriais empregadas
na cultura de Salmonella sp. e/ou no seu anticorpo pesquisado.

A seguir estdo apresentadas as tabelas 2 e 3 nas quais estdo detalhadas as
espécies das aves do G1 e G2, respectivamente, e os seus resultados dos

exames laboratoriais.




Tabela 2: Resultados dos testes realizados para Salmonella, Mycoplasma, Bl e DN das aves do G1.
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N°da ave/nome cientifico Salmonella Mycoplasma (SAR)  Mycoplasma Bl DN
ave SAR (SP) cultura (*) MG MS HI PCR (SN)  (HI)
1 coruja buraqueira (Speotyto cunicularia) neg. - neg. neg. - - neg. neg.
2 anu branco (Guira guira) neg. - neg. neg. - - neg. neg.
3 sabia do campo (Mimus saturninus) neg. - neg. neg. - - neg. neg.
4 sabia do campo (Mimus saturninus) neg. - neg. neg. - - neg. neg.
o quero-quero (Vanellus chilensis) - neg. - - - - - -
6 quero-quero (Vanellus chilensis) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
7 quero-quero (Vanellus chilensis) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
9 quero-quero (Vanellus chilensis) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
10 quero-quero (Vanellus chilensis) - neg. - - - - - -
13 coruja buraqueira (Speotyto cunicularia) neg. neg. POS. POS. neg. neg. neg. neg.
17 rolinha (Columbina talpacoti) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
18 coruja suindara (Tyto alba) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
19 rolinha (Columbina talpacoti) neg. neg. POS. neg. - neg. neg. neg.
20 seriema (Cariama cristata) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
21 seriema (Cariama cristata) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
22 anu branco (Guira guira) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
32 coruja buraqueira (Speotyto cunicularia) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
33 coruja buraqueira (Speotyto cunicularia) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
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35
36
37
38
39
40
49
50
51
52
53
54
57
58
59
60
61
65
66
67

quero-quero (Vanellus chilensis)

sabia do campo (Mimus saturninus)
sabia do campo (Mimus saturninus)
sabia do campo (Mimus saturninus)
seriema (Cariama cristata)

seriema (Cariama cristata)

seriema (Cariama cristata)

quero-quero (Vanellus chilensis)
quero-quero (Vanellus chilensis)
bem-te-vi (Pitangus sulphuratus)

sabia do campo (Mimus saturninus)
sabia do campo (Mimus saturninus)
sabia do campo (Mimus saturninus)
coruja buraqueira (Speotyto cunicularia)
coruja buraqueira (Speotyto cunicularia)
pica-pau-do-campo (Colaptes campestris)
coruja buraqueira (Speotyto cunicularia)
pomba de bando (Zenaida auriculata)
coruja suindara (Tyto alba)

periquito-rei (Aratinga aurea)

quero-quero (Vanellus chilensis)

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg.
neg.
neg.
neg.

POS.

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg.

POS.

neg.
neg.
neg.

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg. -
neg. -
neg. -
neg. -
neg. -
neg. -
neg. -
neg. -
neg. -
neg. -
neg. -
neg. -
neg. -
neg. -
neg. -
neg. -
neg. -
neg. -

POS. neg.

neg. -
neg. -

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
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neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.



68 quero-quero (Vanellus chilensis) neg. neg.
69 quero-quero (Vanellus chilensis) neg. neg.
70 quero-quero (Vanellus chilensis) neg. neg.
71 quero-quero (Vanellus chilensis) neg. neg.
72 quero-quero (Vanellus chilensis) neg. neg.
73 coruja buraqueira (Speotyto cunicularia) neg. neg.
74 coruja buraqueira (Speotyto cunicularia) neg. neg.
75 curicaca (Theristicus caudatus) POS. POS.
76 gavigo carijo (Buteo magnirostris) neg. neg.
77 quero-quero (Vanellus chilensis) neg. neg.
78 beija-flor (Eupetomena macroura) neg. -

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

POS.
POS.

neg.
neg.

neg.

POS.
POS.

neg.
neg.
neg.
neg.

neg.
neg.

neg.

neg.

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
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neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.: amostra negativa

POS.: amostra positiva

- amostra ndo analisada

(*): cultura para 6rgaos, conteudo intestinal, suabe

Bl: Bronquite Infecciosa SN: Soroneutralizagdo

DN: Doenca de Newcastle HI: Inibicdo de Hemaglutinacao



Tabela 3: Resultados dos testes realizados para Salmonella, Mycoplasma, Bl e DN das aves do G2.
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N°da ave/nome cientifico Salmonella Mycoplasma (SAR)  Mycoplasma Bl DN
ave SAR (SP) cultura (*) MG MS HI  PCR  (SN) (HI
8  gavido carijé (Buteo magnirostris) neg. - neg. POS. neg. - neg. neg.
11 coruja suindara (Tyto alba) neg. - neg. neg. - - neg. -
12 maritaca (Aratinga leucophthalmus) neg. - neg. neg. - - neg. neg.
14  maritaca (Aratinga leucophthalmus) neg. - neg. neg. - - neg. neg.
15  maritaca (Aratinga leucophthalmus) neg. - neg. neg. - - neg. neg.
16  seriema (Cariama cristata) neg. - neg. neg. - - neg. neg.
23 maritaca (Aratinga leucophthalmus) neg. neg. neg. neg. - - neg. -
24  coruja buraqueira (Speotyto cunicularia) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
25  tucano toco (Ramphastos toco) neg. - neg. neg. - - neg. neg.
26  pomba doméstica (Columba livia) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
27  pomba doméstica (Columba livia) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
28 pomba doméstica (Columba livia) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
29 pomba de bando (Zenaida auriculata) neg. neg. neg. neg. - - neg. -
30 pomba de bando (Zenaida auriculata) neg. neg. neg. neg. - - neg. -
31  pomba doméstica (Columba livia) neg. neg. neg. neg. - - neg. -
41  seriema (Cariama cristata) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
42  pomba doméstica (Columba livia) neg. neg. neg. neg. - - neg. neg.
43  urubu (Coragyps atratus) neg. - neg. neg. - - neg. neg.



44
45
46
47
48
55
56
62
63
64
79
80
81
82

pomba doméstica (Columba livia)
pomba doméstica (Columba livia)
urubu (Coragyps atratus)

pomba doméstica (Columba livia)
coruja suindara ( Tyto alba)

socO (Nycticorax nycticorax)

pomba doméstica (Columba livia)
coruja suindara ( Tyto alba)

pomba de bando (Zenaida auriculata)
pomba de bando (Zenaida auriculata)
maritaca (Aratinga leucophthalmus)
anu branco (Guira guira)

seriema (Cariama cristata)

seriema (Cariama cristata)

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg.
neg.
neg.

neg.

POS.

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.

neg. - -

POS. neg. neg.

neg. - -
neg. - -
neg. - -
neg. - -
neg. - -
neg. - -
neg. - -
neg. - -
neg. - -
neg. - -
neg. - -
neg. - -

neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
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neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.: amostra negativa

POS.: amostra positiva

-: amostra ndo analisada

(*): cultura para 6rgaos, conteudo intestinal, suabe
Bl: Bronquite Infecciosa SN: Soroneutralizagao
DN: Doenca de Newcastle HI: Inibicdo de Hemaglutinacao
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6. DISCUSSAO

A idéia dessa pesquisa surgiu a partir do interesse da empresa avicola. Para
manter a qualidade dos pintinhos comerciais, a empresa investe em medidas que
proporcionem saude aos seus plantéis e em medidas sanitarias dos funcionarios.
A preocupacéao teve como ponto de partida a presenca de varias espécies de aves
selvagens nas proximidades das instalacdes de galinhas poedeiras matrizes, e
que, eventualmente, poderiam transmitir agentes patogénicos para estas.

Na literatura, varios autores relataram que aves selvagens carreiam agentes
patogénicos (RAPPOLE & HUBALEK, 2000; HUBALEK, 2004; CARRASCO,
2005), podendo causar perdas econdémicas na avicultura (MOHAMMED et al.,
1987; HLINAK et al, 1998; CAVANAGH, 2007) ou afetando a saude publica
(BERCHIERI JR., 2000; RASO, 2006).

Neste trabalho a quantidade de aves selvagens capturadas (G1), variou nas
diferentes estacées do ano, ocorrendo mais capturas nos meses quentes,
coincidindo talvez com a maior oferta de alimentos (SIGRIST, 2006).

O sucesso na captura das aves (G1) foi freqientemente influenciada pelas
condicOes climaticas e problemas logisticos de transporte e de mao-de-obra. O
tamanho da granja dificultou o deslocamento para vistoriar a presenca de aves
selvagens dentro de armadilhas préximas aos 14 nucleos da fazenda.

A atividade e o transito dos funcionarios tanto nos galpdes e suas
proximidades, foi inversamente proporcional a quantidade de aves capturadas nas
diversas zonas (I, Il, 1ll), esses resultados corroboram com COSTA (2002), ao
pesquisar o comportamento de defesa entre quero-queros. Devido as zonas | e |l
serem consideradas areas limpas onde o acesso s6 foi permitido apés muda de
vestuarios e banhos, dificultou e tornou mais lento o acesso as armadilhas e
possiveis aves capturadas. Dessa maneira o indice de captura nas zonas | e Il foi,
0% e 16%, respectivamente. A maioria das aves (84%) foi capturada na zona lll,
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onde havia pouco transito de pessoas e existia vegetacdo mais abundante e
variada.

As espécies mais capturadas foram: quero-quero, coruja buraqueira e sabia
do campo, possivelmente por serem mais frequentes no local e devido a sua
distribuicdo endémica na regido sudeste (SIGRIST, 2006). Presenca de passaros,
corvos e pombos proximos as galinhas foram também descritos por SCHELLING
et al. (1999).

Além das aves capturadas, foram visualizadas durante o experimento, aves
migratérias, tais como: anatideos (Amazonetta brasiliensis e Dendrocygna
viduata), passeriformes (Notiochelidon cyanoleuca e Tyrannus savana) e
ciconiformes (Ardea alba), e que por motivos técnicos ndo foram possiveis suas
capturas.

No G2, as espécies mais encaminhadas foram: pomba doméstica e maritaca,
por habitar 4reas urbanas e terem comportamento sinantrépico (HOFLING &
CAMARGO, 1999; SIGRIST, 2006) e seriema, devido ao freqliente atropelamento
em rodovias e estradas. Nesse grupo, a quantidade de animais analisados
dependeu da casuistica dos acidentes e das pessoas para encaminha-los ao
hospital veterinario.

Quanto ao sexo das aves capturas (G1) e encaminhadas (G2) nao foi
observado uma diferenga estatisticamente significativa entre fémeas (56,25%) e
machos (43,75%).

Todas as aves consideradas nessa pesquisa eram adultas, possivelmente
pelo fato dessas aves sairem a procura de alimentos para os filhotes ou devido ao
comportamento de defesa territorial, principalmente observado em quero-queros
adultos, descrito por COSTA (2002). Essa foi a espécie mais numerosa (15
exemplares) entre as aves analisadas nesse experimento.

Em relagdo ao exame clinico, 98,7% das aves estudadas ndo apresentaram
sinais clinicos de doenca, inclusive as aves que foram positivas nos exames
posteriores. Resultados semelhantes foram descritos em pesquisas de campo,
nas quais foram pesquisadas diversas doencas em aves de diferentes espécies de
vida livre, tais como Chlamydophila psittaci em psitaciformes (RASO et al., 2006);



39

Salmonella sp. em pombos domésticos (MARCIANO, 2004) e Doenca de
Newcastle em pombos domésticos (CARRASCO, 2005) e em irerés (DEMETRIO,
2002).

6. 1. Bronquite Infecciosa

Em relacdo aos exames soroldgicos para detectar a presenca de anticorpos
contra o VBI, foram testados 80 soros de aves selvagens, pela técnica de SN e
todos foram negativos. Resultados semelhantes foram observados em codornas
(Coturnix japonica), no Parana e Sao Paulo, usando a técnica de ELISA
(TAMEHIRO et al., 2001). Os resultados sorolégicos negativos para o VBI
encontrados nessa pesquisa podem ser justificados possivelmente pela falta de
conhecimento da cinética de anticorpos nas diversas espécies de aves selvagens,
pois como é de conhecimento, nas galinhas por exemplo, a concentragdo maxima
ocorre por volta do sétimo dia p6s-infeccao, podendo persistir por 20 a 90 dias (DI
FABIO & ROSSINI, 2000). Dessa maneira no presente estudo as aves podem nio
mais apresentar anticorpos no momento da colheita do sangue, ou ainda nao ter
dado tempo de iniciar a resposta imune humoral.

Para complementar o resultado dessa pesquisa do VBI, seria interessante
realizar testes de PCR para esse agente, visto que pesquisadores usaram essa
técnica em faisdes e estorninhos e confirmaram a presencga do agente, embora
nao fizeram sorologia pos-infecgéo indicando a resposta humoral da ave frente ao
desafio (ALLRED et al., 1973, citado por CAVANAGH & NAQI, 1997).

No Brasil, embora o VBI das galinhas tenha sido isolado em galinhas d’
angola (ITO et al.,, 1991; MIYAJI, 1996) e codornas japonesas (DI FABIO et al,
2000), faltam pesquisas para relatar a presenga desse agente em aves selvagens.
Por outro lado, pesquisadores de varios paises relataram o isolamento de
coronavirus em: Anser anser, Columba livia, Anas platyrhynchos (JONASSEN et
al., 2005) e Amazona viridigenalis Cassin (GOUGH et al., 2006), mostrando que
essas aves sao susceptiveis ao agente e assim poderiam dissemina-lo. Do
mesmo modo faltam pesquisas no Brasil, que detectam a presenca de coronavirus

especifico de aves selvagens que poderiam ser patogénicos para as galinhas,
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como mostrou uma pesquisa realizada na China, onde foi inoculado coronavirus
de pombos em galinhas SPF, e essas desenvolveram pancreatite (QIAN et al.,
2006).

6. 2. Doenca de Newcastle

Nesse trabalho, todas as aves selvagens analisadas, quanto a presenca de
anticorpos contra o VDN, foram negativas na técnica de HI. Resultados
semelhantes foram descritos em uma pesquisa ao analisar codornas (Coturnix
japonica), utilizando a mesma técnica sorolégica (TAMEHIRO et al., 2001). Num
outro trabalho, utilizando a técnica (ELISA) em Egretta tricolor e Tyto alba
(AGUIRRE et al., 1992), e Buteo buteo, Columba livia, Passer domesticus e Pica
pica (SCHELLING et al, 1999), os resultados também foram negativos.

O resultado soroldégico negativo para o VDN, encontrado nessa pesquisa,
poderia ser explicado pela cinética e duracdao dos anticorpos na corrente
circulatéria (15 a 101 dias p6s-infeccao), observado em infeccao experimental de
pombas domésticas (CARRASCO, 2005), ou pelo fato, das aves nesse periodo
nao estarem disseminando o antigeno. No Brasil pesquisadores ja relataram a
presenca do VDN detectado pelo PCR, em aves selvagens (DEMETRIO, 2002) e
a presenca de anticorpo em galinhas domésticas nao vacinadas (OLIVEIRA JR. et
al., 2003). Por outro lado numa pesquisa realizada com amostras fecais de
diversas espécies de psitaciformes e passeriformes oriundos do tréafico e utilizando
a técnica de RT-PCR, nao houve amplificacdo de material genético desse agente
(SAIDENBERG et al., 2006). Um outro trabalho também relata o insucesso no
isolamento do virus a partir de aves de fauna nativa, tanto de cativeiro como de
vida livre (papagaios, cacatuas e periquitos), que conviviam com uma galinha
clinicamente doente, e da qual foi isolada uma amostra de alta patogenicidade do
agente, sugerindo que as aves silvestres eram refratarias (JOHNSON et al., 1986).

Para efeito de diagnostico, a sorologia apenas nao é suficiente, devendo ser
acompanhada de outras técnicas para verificar a presenga do material genético do
antigeno (PCR).
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6. 3. Mycoplasma sp.

Quanto a pesquisa de anticorpos anti Mycoplasma sp., foi utilizada a técnica
de SAR para MG e MS, preconizada pela OIE (2007), em seguida realizado HI
(MENDONGA et al., 2004) e/ou PCR (NASCIMENTO et al., 1998) para
confirmacdo das amostras positivas no SAR. Nesse experimento 9 aves (11,25%)
reagiram positivamente para MG e/ou MS, pela técnica de SAR, dentre elas: 1
gaviao (Buteo magnirostris), 3 corujas buraqueira (Speotyto cunicularia), 1 rolinha
(Columbina talpacoti), 1 pomba doméstica (Columba livia), 1 coruja suindara (Tyto
alba), 2 quero-quero (Vanellus chilensis).

Utilizando a mesma técnica soroldgica e algumas aves da mesma espécie,
entre elas: Speotyto cunicularia, Tyto alba, Columbina inca e Dendrocygna
autumnalis, um trabalho realizado no México mostrou que todas as aves foram
negativas para MG e MS (AGUIRRE et al., 1992). Da mesma forma, pesquisas
realizadas com canérios da terra (Sicalis flaveola) e pombas-rola (Columbina
picui), mostraram resultados negativos tanto na SAR, como no PCR (FIORENTIN,
2004).

Nessa pesquisa 0s soros que reagiram positivamente para MS pela técnica
de SAR, foram em seguida submetidos ao teste de HI, sendo confirmados
negativos. Das aves, cujos soros reagiram positivamente para MG, foram
realizados PCR do suabe de traquéia, sendo todas negativos.

Esses resultados aparentemente contraditérios foram também descritos na
literatura, em galinhas consideradas negativas no SAR tanto para MG e MS, mas
positivas pelo HI (NASCIMENTO et al., 1999) e galinhas negativas no SAR e
ELISA, mas positivas no HI e PCR (NASCIMENTO et al.,, 2005). Pesquisas
realizadas com codornas (Coturnix japonica), usando a técnica de SAR mostraram
que as aves reagiram positivamente (7%) para MG e negativamente para MS,
(TAMEHIRO et al., 2001). Outro estudo mostrou a presenca do Mycoplasma spp.
em 29% de passeriformes em cativeiro estudados, usando a técnica de PCR
multiplex (DUARTE et al., 2006).

A presenca de anticorpos contra Mycoplasma (MG e MS) e a auséncia de
isolamento desse patdgeno pela técnica de PCR em algumas aves selvagens



42

analisadas nesse experimento, pode ser explicado por um possivel contato dessas
aves com galinhas vacinadas ou somente em contato com a vacinagdo contra
esse agente. Outra possivel explicacdo seriam as reagdes falso-positivas nas
sorologias e os erros nos processamentos do PCR (FEBERWEE et al., 2005). A
partir dos resultados soroldgicos positivos obtidos nesse trabalho, seria importante
elucidar a origem dos anticorpos, quanto a sua origem vacinal ou de campo.

Considerando que aves de vida livre podem ser acometidas por outros tipos
de Mycoplasma como: Mycoplasma buteonis e Mycoplasma sturni, descritos por
varios autores em “saker falcon” (Falco cherrug) (ERDELYI et al., 1999) e sabia
poliglota (Mimus polyglottos) (LEY et al., 1998), ha uma necessidade de estudos
com Mycoplasma sp. em aves selvagens, pois ainda € desconhecida a
patogenicidade dos varios tipos desses agentes para as galinhas. Faltam
pesquisas relatando a melhor técnica a ser empregada para diagnosticar esses

agentes e seus respectivos anticorpos em aves selvagens.

6. 4. Salmonella sp.

Nesse estudo foi mostrado que tanto a ave com anticorpo anti-Salmonella,
e/ou com a presenca do agente isolado, ndo apresentaram sinais clinicos. Dados
semelhantes foram descritos em pombas. MARCIANO (2004) isolou Salmonella
sp. tanto de aves assintomaticas, como de aves com sintomas inespecificos.

Nesse experimento foram testadas 80 amostras de soros para a presenca de
anticorpo anti-Salmonella, pela técnica de SAR e apenas uma ave (curicaca-
Theristicus caudatus) foi positiva. Na cultura do suabe de cloaca dessa ave foi
isolado Salmonella Muenchen. A provavel explicacdo para que essa amostra
tenha sido positiva no SAR e o resultado na cultura ter revelado um outro sorotipo
nao a SP, deve-se ao fato, que a técnica sorolégica pode apresentar respostas
falso positivas ou reacdes cruzadas para outras salmonelas, especialmente as do
grupo D (BERCHIERI JR., 2000). A cultura de érgaos e conteudo intestinal dessa
ave foi negativo, sendo esse conteudo colhido em duas porgdes distintas do

intestino. Uma possivel explicagdo do nao isolamento a partir do conteddo
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intestinal seria, que a Salmonella isolada no suabe de cloaca talvez estivesse
restrita a porcao final do trato gastrointestinal.

A percentagem de aves positivas na SAR (1,25%) encontrada nesse trabalho
foi relativamente baixa, fato este também encontrado por TAMEHIRO et al. (2001)
que relataram 3,7% de positividade, nas amostras de codornas para Salmonella
Pullorum, utilizando a mesma técnica soroldgica.

Nesse experimento, o isolamento em 6érgaos e conteudo intestinal de
Salmonella sp. em 2/64 (3,1%) aves, condizem com GOPEE et al. (2000) que
também encontraram uma positividade de 3% para esse agente nas aves
selvagens analisadas em Trinidad.

No Brasil, outros autores tais como: MARCIANO (2004) e TAMEHIRO et al.
(2001), isolaram Salmonella sp. em pombos de vida livre (7,94%) e em codornas
(11%), respectivamente. Contrariamente, existem relatos onde nao foi possivel o
isolamento desse agente em aves provenientes de vida livre e cativeiro (LOPES et
al., 2005), em passeriformes de vida livre e oriundos do trafico (OLIVEIRA et al.,
2006) e em anseriformes (CORREA et al., 2006).

Nessa pesquisa, foi possivel isolar Salmonella Muenchen em érgaos e S.
Saintpaul no conteudo intestinal de uma seriema (Cariama cristata) e S. Enteritidis
(SE) do conteudo intestinal de uma pomba avoante (Zenaida auriculata). A
sorologia feita pelo SAR foi negativa nessas duas espécies, possivelmente pelo
fato das aves serem recém-infectadas e ainda n&o ter produzido anticorpo contra
o agente (BERCHIERI JR., 2000), ou também pode ter ocorrido reacdes falso
negativas na técnica sorolégica usada (SNOEYENBOS et al., 1969).

Na literatura, também ha relatos de isolamento de SE em pombos
(GEORGIADES & IORDANIDIS, 2002), e entre outras aves como: Amazona
finschi Schlater, Pyrrhura molinae (OROSZ et al., 1992) e coruja “eagle owl!” (Bubo
bubo) (KOCABIYIK, et al., 2006). No Brasil, pesquisadores relataram a
predominancia desse mesmo sorotipo (46,6%) entre todos os sorotipos isolados
entre os anos de 1994 e 1999 no Laboratério de Ornitopatologia da FMVZ de
Botucatu, SP (ANDREATTI FILHO et al., 2001) e de filhotes de avestruzes
(Struthio camelus) importados (RIBEIRO et al., 2002).
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O isolamento de SE em uma pomba avoante (Zenaida auriculata) nesse
experimento, pode ter duas explicagdes. A ave adquiriu esse agente com a
ingestdo de racdo destinada para as galinhas que estavam contaminadas. A
segunda possibilidade é da ave ter entrado em contato com o agente existente em
galpbes vazios contaminados. Considerando que galinhas positivas eliminam SE
pelas fezes e estas contaminam o ambiente (SILVA & DUARTE, 2002).

O isolamento de S. Saintpaul em aves selvagens, como neste trabalho em
uma seriema, também foi documentado por outros autores em: casuar (Casuarius
casuarius), avestruzes (Struthio camelus) (THOMAS et al., 2001) e filhotes de
avestruzes importados (RIBEIRO et al, 2002).

Nessa pesquisa, a S. Muenchen foi isolada em 2/3 (66,6%) aves positivas
para Salmonella sp. Contrariamente, HOFER et al. (1997) relataram a freqUéncia
de isolamento de S. Muenchen como “raras”. Sendo este fato possivelmente
explicado pela introdugéo desse sorotipo entre as aves, no decorrer dos anos.

Quanto as origens das S. Muenchen e/ou S. Saintpaul, isoladas nesse
experimento em seriema e curicaca, pode ser explicada pela possivel ingestao de
pequenos vertebrados, que fazem parte da dieta dessas aves (SIGRIST, 2006).
Sendo que esses sorotipos ja foram isolados em serpentes e anfibios (Bufo
marinus) (THOMAS et al., 2001), que sao presas dessas aves em vida livre.
Importante ressaltar que os répteis em geral sao considerados portadores saos de
Salmonella sp. (ZIMOVSKI et al., 2005).

Lembrando que aves selvagens podem ser portadoras e disseminadoras de
patdgenos, como descritos anteriormente, também podem representar foco de
infeccdo para os seres humanos. Na literatura ha descricbes de varios sorotipos
de Salmonella isolados em humanos com osteomielite (Salmonella Muenchen)
(MILLS, 1964), gastroenterites (S. Saintpaul) (TAYLOR, et al., 2000) e o sorotipo
Enteritidis sendo o responsavel por surtos de intoxicacdo alimentares (KAKU, et
al., 1995).

Existe um relato em que humano adquiriu Salmonella Typhimurium do seu

gato doméstico, que por sua vez se infectou com uma ave selvagem (TAUNI &
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OSTERLUND, 2000). Considerando assim, uma forma de transmissdo desses
agentes entre os animais e 0 homem.

Os fatores que podem influenciar a transmissao de patégenos, sdo entre
outros: a presenca do agente nas aves selvagens, a proximidade entre as aves
selvagens e domésticas, a via de transmissao do agente e sua patogenicidade
para as galinhas. A presenca do agente nas aves selvagens, pode ser influenciada
pela convivéncia interespécies, de aves de vida livre, aves de estimacao e aves

migratérias, sendo as duas ultimas tanto de origem nativa como exdtica.
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7. CONCLUSAO

Apenas com os achados desse experimento, ndo foi possivel concluir a
existéncia do risco de transmissdo de agentes etioldégicos de aves selvagens para
as galinhas de producao. Sao necessarias mais pesquisas para elucidar o papel
das aves selvagens como portadores e/ou transmissores dos agentes da
Bronquite Infecciosa e da Doenca de Newcastle, Mycoplasma sp e Salmonella sp.,
para galinhas de producgdo. A partir dos resultados aqui descritos, fica a sugestao
de uma maior barreira entre aves selvagens e/ou seus produtos biolégicos, e

funcionarios de granja e as aves de producao.
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