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RESUMO 

DINIZ, Marcus Vinícius Gonçalves Dias, Universidade Federal da Paraíba, Dezembro 2015. Frequência de Salmonella spp., Mycoplasma galissepticum E Mycoplasma synoviae em aves de postura do Setor de Avicultura do CCA-UFPB. Orientador: Oliveiro Caetano de Freitas Neto.

RESUMO – As salmoneloses e micoplasmoses estão entre as enfermidades que causam maiores perdas econômicas neste setor. Salmonella spp. é também um importante causador de infecções alimentares em seres humanos. O presente trabalho teve como objetivo pesquisar a frequência de Salmonella spp. em amostras de fezes cecais de aves Gallus gallus domesticus e  Coturnix coturnix japônica adultas, e analisar soroprevalência de Salmonella Pullorum, Mycoplasma galissepticum e M. synoviae de amostras de soro sanguíneo de aves para postura comercial (Gallus gallus domesticus) criadas no aviário da Universidade Federal da Paraíba – Campus II. Salmonella spp. foi isolada em 3,12% da amostras analisadas. Nos testes sorológicos observou-se soroprevalência de 4%, 28% e 100%, para S. Pullorum, M. galissepticum e M. synoviae, respectivamente. Os resultados obtidos nesta pesquisa comprovam a presença de Salmonella spp. e M. galissepticum e M. synoviae nas aves de postura examinadas. Portanto, é necessário reforçar as medidas gerais de biosseguridade na criação estudada.
Palavras chaves: Salmonella, Mycoplasma, aves de postura comercial.







ABSTRACT 
DINIZ, Marcus Vinícius Gonçalves Dias, Universidade Federal da Paraíba, Dezembro 2015.  Frequency of Salmonella spp. Mycoplasma galissepticum and Mycoplasma Synoviae in laying hens reared in the poultry Sector of CCA-UFPB. Orientador; Oliveiro Caetano freitas Neto.
ABSTRACT. Salmonellosis and mycoplasmosis are among the diseases that cause major economic losses in the poultry industry. In addition to this Salmonella spp.is a major cause of food poisoning in humans. This study aimed at investigating the frequency of Salmonella spp. in samples of cecal feces of adult Gallus gallus domesticus and Coturnix coturnix japonica. Serosurvey of Salmonella Pullorum, Mycoplasma galissepticum and M.synoviaein serum samples ofegg laying hens (Gallus gallus domesticus) reared in the poultry facility of the Federal University of Paraíba- Campus II. Salmonella spp. was recovered in 3.12% of fecal samples examined. A Total of 4%, 28% and 100% of the birds were serologic positive for S. Pullorum, M. galissepticum and M. synoviae, respectively. This study showedthat Salmonellaspp. M. galissepticum e M. synoviae were present in the examined birds. Therefore, the intensification of general biosecurity measures is necessary in the poultry farming studied. 
Key Words: Salmonella, Mycoplasma, commercial laying hens.
.








SUMÁRIO

1.	INTRODUÇÃO	12
2.	OBJETIVO	16
2.1 Objetivos específicos	16
3.	MATERIAIS E MÉTODOS	17
3.1. Amostragem	18
3.1.1. Fezes cecais	18
3.1.2. Sangue	18
3.2. Processamento das amostras	19
3.2.1. Fezes	19
3.2.2. Sangue	20
4.	RESULTADOS	22
5.	DISCUSSÃO	23
6.	CONSIDERAÇÕES FINAIS	26




1. [bookmark: _Toc435132342]INTRODUÇÃO	
O crescimento da Avicultura brasileira ocorrido nas últimas três décadaslevou o país a terceiro produtor e primeiro exportador mundial de carne de frango. A produção de ovos de mesa atingiu,no ano de 2014, 2.826 bilhões de dúzias, maior produção desde 1977, quando se iniciou essa estimativa. Sendo que a produção de codornas para postura e corte seria outra atividade avícola que vem ganhando importância no cenário nacional, tendo sofrido aumento de 20,2% de 2012 a 2013, chegando a 18.182 milhões de animais (IBGE, 2014).
Os investimentos em sanidade, nutrição, melhoramento genético e modernização de equipamentos foram conjuntamente responsáveis pelo avanço da produção avícola brasileira observada nas últimas décadas.O manejo sanitário realizado nas granjas é fundamental não só para o aumento na produção, mas também para permitiratender as exigências impostas por países importadores de produtos avícolas (GALDINO, 2010).
Em 1994, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) implantou o Programa Nacional de Sanidade Avícola (PNSA) (BRASIL, 1994). O PNSA delineou um conjunto de ações que visavam o controle e erradicação das salmoneloses aviárias, micoplasmoses, doença de Newcastle e prevenção da influenza aviária nos plantéis avícolas. Para se adequar às mudanças na Avicultura brasileira e ao mercado mundial de produtos avícolas, o conjunto de legislações que dá suporte ao PNSA sofreu várias alterações desde sua primeira versão. Considerando as características da epidemiologia das salmoneloses e micoplasmoses aviárias, a maioria das ações com propósito de controle dessas enfermidades ainda tem como alvo direto os plantéis de reprodução e indireto as aves de produção (BRASIL, 2001). 
Salmoneloses e micoplasmoses aviárias são enfermidades com impacto negativo na Avicultura e por isso foram contempladas no PNSA. Alguns dos micro-organismos causadores das salmoneloses aviárias, além de afetarem a produção, representam risco à saúde pública por serem responsáveis por surtos de infecção alimentar em humanos (BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009; CDC, 2014).As micoplasmoses são de fácil transmissão e disseminação nos plantéis. Afetam os índices de produção, reduzindo a produção de ovos, ganho de peso e aumentando a porcentagem de carcaças condenadas nos abatedouros (GUAHYBA, 2000). 
O gênero Salmonella é dividido em duas espécies: Salmonella entérica com seis subespécies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica) e cerca de 2500 sorovares e Salmonellabongori com 22 sorovares (GRIMONT & WEILL, 2007). A nomenclatura do gênero segue o esquema proposto por Popoffet al. (1996). Segundo este esquema, por exemplo, o sorovar Enteritidis seria descrito como Salmonella enterica subespécie entérica sorovar Enteritidis, ou de forma simplificada Salmonella Enteritidis (S. Enteritidis). Na classificação atual S. Gallinarum e S. Pullorum são considerados como variantes de um mesmo sorovar (Salmonella enterica subespécie entérica sorovar Gallinarum biovar Gallinarum e biovar Pullorum) (GRIMONT & WEILL, 2007). Com intuito de simplificar a descrição, os dois biovares serão aqui denominados como S. Gallinarum e S. Pullorum. 
Algumas bactérias do gênero Salmonella infectam as aves, podendo causar as salmoneloses aviárias, sendo constituídas por três enfermidades distintas. A pulorose, causada por S. Pullorum, o tifo aviário, provocado por S. Gallinarum e o paratifo aviário, causado por qualquer outro que não seja S. Pullorum ou S. Gallinarum (BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009; GAST, 2007). 
S. Gallinarum é responsável pelo tifo aviário, uma infecção septicêmica grave, com alta morbidade e mortalidade em aves de linhagens semi-pesadas e pesadas de qualquer idade, com pouco ou nenhum comprometimento intestinal, sendo transmitida horizontalmente. S. Pullorum, por sua vez, causa septicemia, quadro de diarréia branca, alta mortalidade e morbidade também em aves de linhagens semi-pesadas e pesadas infectadas nos primeiros dias de vida, com transmissão pelas vias vertical e horizontal, podendo ainda provocar infecção persistente em algumas aves que se recuperam. 
Dentre os sorovares causadores do paratifo aviário, S. Typhimurium e a S. Enteritidis seriam alguns dos mais frequentes. Sorovares causadores do paratifo acometem principalmente aves jovens, desencadeando sinais como diarreia, penas arrepiadas e mortalidade, piorando os índices zootécnicos (BARROW; WALLIS, 2000). Em aves adultas o quadro clínico pode passar despercebido, ou provocar sinais brandos de inapetência, queda de postura e diarreia (GAST, 2007). A infecção se inicia no trato digestivo, a Salmonella spp. passa pelo proventrículo e pela moela e coloniza o intestino, principalmente a região cecal (CHAPPELL et al., 2009). Alguns sorovares conseguem transpor a barreira intestinal e realizar infecção sistêmica, sobrevivendo no interior de fagócitos e podendo causar a morte das aves (OKAMURA et al., 2005). A colonização intestinal leva a intensa excreção fecal, favorecendo a disseminação dos sorovares causadores do paratifo no ambiente de criação (BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009).  	
Cerca de 25 espécies de Mycoplasma spp. foram isoladas em aves. Sendo que Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae, M. meleagridis e M. iowae são consideradas as mais importantes para galinhas e perus (NASCIMENTO, 2009). Dente estas, M. gallisepticum e M. synoviaesão as mais patogênicas (KLEVEN, 2008).O gênero pertence à classe dos molicutes, composta por microrganismos que não possuem parede celular e com predileção por membranas mucosas, serosas, presentes principalmente nos tratos respiratório e reprodutivo. Os principais danos das micoplasmoses a produção avícola estão relacionados com aumento na taxa de mortalidade, diminuição da conversão alimentar, aumento das condenações de carcaça no abatedouro por aerossaculite, diminuição da fertilidade eda produção de ovos (MORAES, 2000).
M. galissepticum é o causador da doença respiratória crônica. Em aves jovens causa descarga nasal, tosse e perda de peso; nas adultas leva a quedas na postura (LEY, 2008). M. synoviae provoca a sinovite infecciosa das galinhas, caracterizada principalmente por inflamação das articulações fêmur-tibiais, podendo também acometer os trato respiratório das aves. A transmissão das micoplasmoses ocorre pelas vias vertical e horizontal e atinge aves de todas as idades. Para monitoramento das micoplasmoses, a soroaglutinação rápida em placa éoteste mais utilizado (METTIFOGO; BUIM, 2009). Por ser considerado como teste de triagem, nas monitorias oficiais é complementado com isolamento bacteriológico ou reação em cadeia da polimerase (PCR) para detecção de material genético do patógeno (BRASIL, 2001).
Tendo em vista o incremento na produção e no consumo de carne de aves e produtos de origem avícola ocorridos nas últimas décadas e os prejuízos provocados pelas salmoneloses e micoplasmoses aviárias para a avicultura, estudos com propósito de pesquisar a presença destes agentes em criações de aves revestem-se de importância, pois permitem avaliar a condição sanitária da criação e também o manejo sanitário por esta adotado.
Considerando o acima exposto, realizou-se o presente estudo, o qual teve como objetivo a pesquisa de Salmonella spp.em fezes cecais de galinhas e codornas de postura comercial alojadas no Setor de Avicultura do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal da Paraíba, Campus II, Areia – PB. Aliado a isso, as galinhas de postura foram submetidas à sorologia para M. gallisepticum e M. synoviae e S. Pullorum.


























2. [bookmark: _Toc435132343]OBJETIVO
O presente estudo teve como objetivo a pesquisa de Salmonella spp., Mycoplasma synoviae e Mycoplasma gallissepticumem aves de postura comercial criadas no aviário da UFPB, Campus-II, Areia-PB.

[bookmark: _Toc435132344]2.1 Objetivos específicos
Pesquisar a presença de Salmonella spp. em fezes cecais de galinhas e codornas de postura comercial.
Pesquisar anticorpos contra Salmonella Pullorum, Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae em galinhas de postura comercial utilizando soroaglutinação rápida em placas.
















3. [bookmark: _Toc435132345]MATERIAIS E MÉTODOS
	No presente estudo, foram examinadas amostras de fezes cecais de galinhas e codornas de postura comercial e soro sanguíneo colhidos de aves de postura comercial de uma linhagem leve, produtora de ovos brancos de mesa,criadas no Setor de Avicultura (Figuras 1 e 2) do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal da Paraíba, Campus II, Areia – PB (CCA-UFPB). As amostras foram processadas no Laboratório de Medicina Veterinária Preventiva, localizado no Hospital Veterinário da mesma instituição. 

[image: C:\Users\Notebook\Desktop\Monografia - Fotos\IMG-20150525-WA0022.jpg]

FIGURA 1. Foto dos galpões de galinhas de postura do Setor de Avicultura do CCA-UFPB.
[image: C:\Users\Notebook\Desktop\Monografia - Fotos\IMG-20150525-WA0049.jpg]









FIGURA 2. Fotografia do galpão de codornas de postura do Setor de Avicultura do CCA-UFPB.
[bookmark: _Toc435132346]3.1. Amostragem
[bookmark: _Toc435132347]3.1.1. Fezes cecais
Foram realizadas quatro coletas de fezes no período de 05 de maio a 02 de junho de 2015. Em cada uma delas, quatro amostras de fezes de galinhas e quatro de fezes de codornas foram colhidas, totalizando 32 amostras. Cada amostra correspondeu a um “pool” de suabes (umedecidos em água peptonada) de fezes do lote examinado, colhidos de fezes cecais frescas (Figura 3). Os suabes foram colocados em um recipiente de vidro contendo 50 mL de Água Peptonada Tamponada a 1% v/v (APT 1%). Após a colheita o frasco foi armazenado em uma caixa térmica com gelo.
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FIGURA 3.Fezes cecais frescas abaixo de gaiola de galinhas poedeiras alojadas no Setor de Avicultura do CCA-UFPB. Note cor marrom esverdeado e consistência pastosa das fezes cecais.

[bookmark: _Toc435132348]3.1.2. Sangue
Foram colhidas amostras de sangue de 25 galinhas adultas, através de punção da veia ulnar cutânea localizada na asa, utilizando agulha hipodérmica 20 x 0,55 (Injex) e seringas de cinco mililitros (Descaparck), estéreis e descartáveis. Foram coletados em média três mililitros de sangue de cada ave. Esse volume foi então transferido para tubos de vidro com tampas. As amostras foram acondicionadas em caixa isotérmica e, em seguida, transportadas ao Laboratório de Medicina Veterinária Preventiva. 
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FIGURA 4. Colheita de sangue por meio de punção da veia ulnar cutânea.

[bookmark: _Toc435132349]3.2. Processamento das amostras
[bookmark: _Toc435132350]3.2.1. Fezes
Ao chegar ao Laboratório de Medicina Veterinária Preventiva, os tubos contendo as 32 amostras em APT 1% foram deixados à temperatura ambiente por uma hora. Após esse procedimento, foram incubados por 24 horas a 37ºC. Em seguida, alíquotas de 1,0 mL desta solução foram transferidas para tubos contendo 10mL dos caldos de enriquecimento Selenito (OXOID) e Tetrationato (HIMEDIA), acrescidos de Novobiocina (UNESP-0,4%). Os caldos foram incubados a 37º C por 24 horas (DAVIES & WRAY, 1994).
Posteriormente, cada caldo foi semeado em dois meios de cultivo em placa, que são: ágar verde brilhante e ágar de MacConkey (OXOID). Todas as placas foram incubadas por 24 horas a 37º C (DAVIES & WRAY, 1994). De cada placa, até cinco colônias sugestivas de pertencer ao gênero Salmonella foram inoculadas em tubos contendo ágar tríplice açúcar ferro (TSI) (OXOID) inclinado e ágar lisina ferro (LIA) (OXOID) inclinado, que foram incubados a37°C por 24h. Aquelas colônias que apresentaram resultados considerados sugestivos para Salmonellano TSI e no LIA foram submetidas ao teste de aglutinação em lâmina. Para esse teste utilizou-se o soro polivalente anti-Salmonella somático (PROBAC) (O) e o soro polivalente anti-Salmonella flagelar (PROBAC) (H). As colônias apresentaram aglutinação em contato com os dois soros (O e H) foram consideradas positivas.

[image: tccfoto]
FIGURA 5. Etapas de processamento das amostras de fezes cecais. A: Amostras de fezes cecais em pré-enriquecimento em temperatura ambiente. B:Semedura em placas de petri contendo meio ágar verde brilhante. C: Placas contendo colônias sugestivas de Salmonella spp. D: Colônias sugestivas de Salmonella spp. no TSI. E: Colônias sugestivas de Salmonella spp. no LIA. F: Teste de aglutinação em lâmina.

[bookmark: _Toc435132351]3.2.2. Sangue
	Ao chegar ao Laboratório de Medicina Veterinária Preventiva, as amostras de sangue foram deixadas a temperatura ambiente por duas horas para retração do coágulo e liberação de soro. Em seguida, o soro foi pipetado e transferido para microtubos de 1,5 mililitros, os quais foram centrifugados a 500 rpm por cinco minutos e posteriormente congelados à -20 °C até o momento dos testes.
	Os soros foram submetidos aos testes de soroaglutinação rápida em placa. Para isso, foram utilizados três antígenos comerciais distintos: Salmonella Pullorum, Mycoplasma galllisepticum e Mycoplasma synoviae (BIOVET). Os soros previamente congelados foram deixados à temperatura ambiente por uma hora, antes da realização do teste. Adicionou-se 50microlitros de soro e 50 microlitros do antígeno colorido em uma lâmina de vidro, os quais foram em seguida homogeneizados durante dois minutos. As amostras que apresentaram grumos foram consideradas positivas.


[image: Monografia - Foto]
FIGURA 6. Soroaglutinação rápida em placa. A: Amostras de sangue em temperatura ambiente para retração de coágulo. B: Amostras de soro. C: Homogeneização do soro com antígeno. D: Formação de grumos, evidenciando a positividade da amostra.








4. [bookmark: _Toc435132352]RESULTADOS
Das 32 amostras de fezes cecais colhidas, apenas uma de galinha (3,12%) foi positiva para o gênero Salmonella spp. (Tabela 1)


Tabela 1. Resultado de pesquisa de Salmonella spp. em fezes cecais frescas de aves de postura comercial criadas na UFPB, Campus II.
	Origem da amostra
	Número de amostras negativas
	Número de amostras positivas

	Fezes cecais de galinhas
	15
	1

	Fezes cecais de codornas
	16
	0

	TOTAL
	31
	1



Das 25 amostras de sangue submetidas aoteste de soroaglutinação rápida para S. Pullorum, M. galissepticum e M. synoviae, uma amostra (4%) foi positiva para S. Pullorum, sete (28%) foram positivas para M. galissepticum e 21 (100%) para M. synoviae (Tabela 2).

Tabela 2. Resultado de pesquisa de S. Pullorum, M. galissepticum e M. synoviae através de teste de soroaglutinação rápida em amostras de sangue de aves de postura comercial criadas na UFPB, Campus II.
	Agente
	Nº total de amostras
	Nº de Positivos
	Frequência %

	S. Pullorum
	25
	1
	4

	M. galissepticum
	25
	7
	28

	M. synoviae
	25
	25
	100





5. [bookmark: _Toc435132353]DISCUSSÃO
A frequência de Salmonella spp. em amostras de fezes cecais de aves de postura no presente estudo foi de 3,12%, resultado semelhante ao descrito por GALDINO (2010) que isolou o agente em cerca de 3 % (4/128) das amostras examinadas. SALLES et al. (2008) analisaram 32 amostras de pool de fezes cecais de poedeiras comercias na recria e também isolaram Salmonella spp. em duas amostras. Em estudo realizado por ANDRADE et al. (1995), 854 amostras de suabes cloacais de aves de postura, de granjas sem histórico de problemas sanitários, foram examinadas, sendo que  Salmonella spp. foi detectada em 3,98 % (38/854); resultados similares aos encontrados no presente estudo. 
Nas décadas de 80 e 90, do século passado, aumentos nas frequências de Salmonella spp. em plantéis avícolas foram registrados em diversos países (SCHULUNDT et al, 2004). Por exemplo, nos Estados Unidos da América, Ebel et al. (1992) isolaram Salmonella spp. em 27 % das aves de postura examinadas. Nos anos seguintes, a conscientização das autoridades de saúde a respeito dos riscos a saúde pública e animal, levaram a adoção de rigorosas medidas de controle que resultaram em reduções das frequências de Salmonella spp. em alguns países (SHLUNDT et al; 2004).
Embora a frequência de Salmonella spp. detectada no presente estudo pareça baixa, não pode ser negligenciada. A presença do microrganismo oferece risco potencial à saúde pública e pode piorar os índices zootécnicos, caso um número maior de aves ou lotes subsequentes sejam infectados (BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009).Portanto, a adoção de medidas como remoção periódica de excrementos, controle de moscas e de roedores, impedimento de acesso de aves silvestres no ambiente de criação e fornecimento de ração de boa qualidade microbiológica poderiam contribuir para manter ou até reduzir a frequência de Salmonella spp. observada no criação estudada (GAST, 2007). 
O teste da pulorose foi positivo em uma das 25 aves. Esse teste permite a detecção de anticorpos contra S. Pullorum, sendo mais adequado para identificação de frações de imunoglobulinas produzidas no início da infecção (SNOEYENBOS, 1991). No entanto, vale ressaltar que outros microrganismos do gênero Salmonella (ex: S. Gallinarum, S. Enteritidis) também compartilham antígenos somáticos (lipopolissacarídeos da parede celular) presentes em S. Pullorum (GRIMONT & WEILL, 2007). Portanto, podem induzir à positividade no teste da pulorose. É possível que a ave positiva no teste tenha sofrido infecção com qualquer um dos micro-organismos acima descritos. Neste caso, a confirmação do sorovar de Salmonella deve ser realizada por meio de sacrifício da ave positiva e posterior tentativa de isolamento a partir de amostras de órgãos como baço, fígado e ovário (BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009).
A micoplasmose aviária é uma doença crônica e atinge principalmente o sistema respiratório das aves, podendo desencadear alterações clínicas que levam a redução do ganho de peso, da produção de ovos, e aumentam a condenação de carcaça das aves infectadas, levando a perdas econômicas.
Das 25 amostras de soros testados, 100% foram positivas para Mycoplasma synoviae (MS) no presente trabalho. Resultados semelhantes aos encontrados por BENTES (2011) e NUNES (2008) que testaram a soroprevalência de MS em galinhas nos municípios de Manaus no Estado do Amazonas e São José do Egito no Estado de Pernambuco, respectivamente. Enquanto que na pesquisa de anticorpos contra Mycoplasma galissepticum, 28% (7/25) das aves estavam sorologicamente positivas no presente estudo. Buchala et al ., (2006) também relataram 30,6% de soropositividade para MG em amostras de soro de galinhas de postura em granjas do Estado de São Paulo.
O elevado número de aves sorologicamente positivas para MS poderia ter sido favorecido por ações preconizadas pelo PNSA, por meio da Instrução Normativa nº 44 de 23 de agosto de 2001 (BRASIL, 2001), a qual determinam que os estabelecimentos avícolas de matrizes devem ser livres apenas de MG, tolerando a presença de MS, desde que atendidas recomendações de tratamentos e reforço nas medidas de biosseguridade. Considerando que as micoplasmoses podem ser transmitidas também pela via vertical (NASCIMENTO et al., 2009), tais ações poderiam não impedir a disseminação de MS para aves de produção. Uma vez no plantel de produção, os micoplasmas seriam disseminados horizontalmente para outras aves.
Segundo SAIF (2003) e MORAES (2000),em condições naturais MG e MS foram isolados em patos, gansos, codornas, pavão, pombos, papagaios, faisões e de inúmeras aves silvestres. Como a estrutura da criação estudada permite o contato entres aves de postura e aves silvestres que rotineiramente visitam o ambiente da criação, é possível que a soropositividade encontrada no presente estudo também tenha sido favorecida por esse fator. Segundo NASCIMENTO (2000), medidas que impeça o contato de aves silvestres e a desinfecção de instalações da granja são primordiais para o controle das micoplasmoses aviárias. 



























6. [bookmark: _Toc435132354]CONSIDERAÇÕES FINAIS
Os resultados do presente estudo demonstraram que as salmoneloses e as micoplasmoses aviárias estariam presentes no plantel de galinhas poedeiras pesquisado. É difícil precisar como e quando esses agentes etológicos foram introduzidos na criação, mas intensificação de medidas gerais de biosseguridade poderia ajudar a evitar a disseminação ou, mesmo, a presença desses patógenos em futuros lotes da criação.
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