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RESUMO

No Brasil, um dos maiores exportadores de frangos do mundo, os estudos da epidemiologia da
salmonelose, Doenca de Newcastle e micoplasmose sdo muito importantes, pois estas enfermidades
causam grande impacto na avicultura e representam uma barreira sanitaria para a exportacédo de
aves e seus produtos. Alguns possiveis elos da cadeia epidemioldgica, dentre os quais se inclui o
pombo doméstico (Columba livia), tém sido pouco estudados. O presente estudo teve a finalidade de
avaliar o status sorolégico de uma populacdo de pombos domésticos, com relacdo as enfermidades
citadas e estudar o risco destas aves na transmissao de doencas para os plantéis avicolas. Para
tanto, amostras de soro sanguineo foram colhidas de 133 animais e submetidas a provas sorolégicas
como a Reacgdo de Inibicho da hemaglutinacdo (HI) para a presenca de anticorpos anti-VDN,
Soroaglutinacdo Rapida (SAR) em placa para a presenca de anticorpos anti - Salmonella sp e anti-
M. gallisepticum e M. sinoviae. Todas as amostras analisadas foram negativas para Mycoplasma e o
Virus da doenca de Newcastle. Apenas um animal foi positivo para Salmonella no teste realizado
com soro bruto, porém o resultado se tornou negativo na diluicdo do soro em 1:5. Com base nos
ensaios aplicados, a populacdo de pombos estudada parece ndo oferecer risco na transmissao
destas enfermidades. Todavia, outros estudos, empregando técnicas mais sensiveis e especificas
poderiam ser realizados, principalmente na avaliagao do risco de transmissao de salmonelas.

INTRODUCAO

Com relacéo as enfermidades contempladas pelo PNSA, as principais sdo as salmoneloses
(Salmonella Pullorum, Salmonella Gallinarum, Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis); as
micoplasmoses (Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae) e a Doenca de Newcastle (DN),
sendo que a legislacéo estabelece que empresas avicolas, devem ser livres dessas enfermidades.

Embora estas enfermidades sejam exaustivamente pesquisadas em aves comerciais de corte
e postura, alguns possiveis elos da cadeia epidemiologica, dentre os quais se inclui o pombo
doméstico (Columba livia), tém sido pouco estudados. No caso particular do Brasil, apesar do
elevado grau de desenvolvimento da avicultura, nenhum estudo tem sido realizado envolvendo a
participacdo de pombos na cadeia epidemiolégica da DN e também de outras enfermidades aviarias.

As salmoneloses séo distinguidas em pulorose . Pullorum), tifo aviario S. Gallinarum) e
paratifo aviario (S. Typhimurium e S. Enteritidis, principalmente), as micoplasmoses sdo causadas
por M. synoviae e M. gallisepticum e a Doenc¢a de Newcastle é causada pelo Virus da Doenca de
Newcastle (VDN), um paramyxovirus .

Os columbiformes, de vasta distribuicdo pelo planeta, provavelmente tenham se originado na
regido tropical do velho mundo e, dai, migrado para as Américas. Sao aves, na maioria granivoras e
frugivoras, descendo ao solo somente para se alimentarem. S&o excelentes voadores, 0s casais
formados sdo inseparaveis e, ap0s a reproducédo, tém a peculiaridade de se associarem em bandos
(SICK, 1992).

A partir do momento em que aves de vida livre podem ser responsabilizadas por ser a fonte
primaria de introducédo da doenca, estudos comparativos de patdgenos provenientes destas aves e



amostras provenientes de vacinas e/ou aviculturas comerciais tornaram-se de crucial importancia
(WOBESER et al., 1993; PANSHIN et al., 2002).

Tendo em vista a possibilidade de identificacdo de planteis e lotes de aves infectadas com
salmonela, provas sorologicas tém sido desenvolvidas. O teste de soroaglutinacdo que utiliza
antigeno corado e sangue total tem sido empregado com sucesso, na identificacéo de lotes de aves
infectadas por S. Pullorum (SP) ou S. Gallinarum (SG). Face ao compartilhamento do antigeno
somatico do grupo D entre S. Enteritidis (SE), S. Gallinarum e S. Pullorum, é possivel o emprego do
teste de aglutinacdo para o diagnostico das Salmonelo ses mencionadas (DAVIES, 1994).

O Mycoplasma gallisepticum causa uma doenca infecciosa denominada de doenca
respiratoria crénica (DCR), com manifestacdo de tosse e descargas nasais nas galinhas e sinusite
em perus. A evolucdo da doenca é geralmente lenta e de decurso longo. Infec¢des secundarias por
E. coli, principalmente, determinam um quadro de aerossaculite em galinhas e aerossaculite-sinusite
em perus (YODER JR, 1997).

Uma investigagao realizada entre 1997 e 1999, examinando 1.058 aves de 17 criagcOes e em
10 locais de alimentacédo de aves e passarinhos, observou, através de soroaglutinacdo em placa, de
PCR, cultura, HI e histopatologia, que os resultados foram positivos em 19,1% dos 671 tentilhdes
capturados e 11,6% das 387 aves capturadas junto a alimentadores, 40% dos Baeolophus bicolor
foram positivos para M. gallisepticum por PCR e cultura, revelando a existéncia de reservatorios de
vida livre (LUTRELL et al., 2001).

Com relacdo ao M. synoviae, a enfermidade causada por esse agente apresenta-se sob a
forma subclinica que acomete preferencialmente sacos aéreos e usualmente associados a doenca
de Newcastle, bronquite infecciosa, ou ambas. Raramente apresenta-se sob forma sistémica, que
resulta em sinovite, doenca de galinhas e perus que pode evoluir de um quadro agudo para cronico,
comprometendo inicialmente as membranas sinoviais das articulagbes e as bainhas de tenddes,
causando sinovite exsudativa, tendinite ou bursite.

Para o diagndstico soroldgico existem antigenos comerciais disponiveis para o teste de
soroaglutinacdo em placa, podendo-se obter reacdes cruzadas com Mycoplasma gallisepticum, mas
os titulos sdo mais baixos, e a reacdo, tardia (OLSON et al., 1965) a confirmacdo pode ser
conseguida pelo teste de inibicdo da hemaglutinacdo (VARDAMAN; YODER JR, 1969).

O virus da doenca de Newcastle (VDN) pertence a Ordem Mononegavirales, Familia
Paramyxoviridae, Subfamilia Paramyxovirinae e Género Avulavirus. Os virus pertencentes a familia
Paramyxoviridae sdo RNA virus de fita simples, com envoltério, e com genoma ndo segmentado e
de polaridade negativa (INTERNATIONAL COMMITEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2002).

Grande parte dos relatos da DN em pombos tem ocorrido de forma simultanea aos surtos da
doenca em aves comerciais, fato que levanta a suspeita de que a estirpe do VDN presente nos
pombos teriam originado de aves comerciais. Porém, na auséncia da doenca em aves comerciais,
estirpes lentogénicas do PPMV 1 tém sido isoladas de pombos apresentando sintomatologia
respiratoria (ALEXANDER, 1985; UJVARI, 2003).

O sorodiagndstico, usualmente realizado por meio das rea¢fes de inibicdo da hemaglutinagéo
(HI), virus neutralizagdo (VN) e ensaio imunoenzimético (ELISA), sdo os procedimentos de
diagnostico mais amplamente utilizado para a deteccdo e mensuragdo de anticorpos anti-VDN.
Dentre tais testes, o de HI tém por principio a deteccdo da presenca de anticorpos anti glicoproteina
e neuraminidase virais; a HN, que tem a funcdo de hemaglutinagdo e de neuraminidase,
respectivamente, é considerado internacionalmente o teste de referéncia para o diagnostico indireto
da DN (KOUWENHOVEN, 1993; RICHTZENHAIN et al., 1993; ALEXANDER, 1997; KHO et al.,
2000).

OBJETIVO



Pesquisar: 1. por meio da Reacdo de Inibicdo da hemaglutinacdo (HI), a presenca de
anticorpos anti-VDN em soros de pombos capturados em condi¢des naturais de campo; 2. por meio
da Soroaglutinacdo Répida (SAR) em placa, a presenca de anticorpos anti-Salmonella sp em soros
de pombos capturados em condicbes naturais de campo; 3. por meio da Soroaglutinacdo Réapida
(SAR) em placa, a presenga de anticorpos anti-M. gallisepticum e M. sinoviae em soros de pombos
capturados em condi¢des naturais de campo e avaliar a participagcdo do pombo domeéstico na cadeia
epidemiologica destas enfermidades, aquilatando informagdes acerca do seu papel nas respectivas
cadeias espidemiolégicas;

MATERIAL E METODOS
Avaliac&o do estado sorolégico da populacdo de pombos

Foram colhidas amostras de sangue de pombos capturados, de forma aleatéria, 133 pombos
da regido de Ribeirdo Preto. Tais capturas foram realizadas com autorizacdo do IBAMA (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — Escritério Regional de Ribeirdo
Preto). Todo o processo de captura e experimentacdo animal esta de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacéo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal.O soro
foi entdo separado do sangue total, inativado em banho maria a 56°C durante 30 minutos e
armazenados a temperatura de — 20°C em frascos estéreis, até 0 momento de uso.

Deteccéo de anticorpos contra Salmonefla sp (teste de pulorose)

Prova de soroaglutinacdo em placa, segundo Brasil (1994): foi utilizada uma gota de soro
sanguineo,dispensada em uma placa. A seguir, uma gota de antigeno corado Nobilis® foi adicionada
ao soro. Antigeno e soro foram misturados, com o auxilio de bastdo de vidro com movimentos
circulares, até a formacao de um circulo de aproximadamente 1,5 cm de didmetro, por dois minutos,
a temperatura ambiente superior a 20°C. Além desta analise com o soro bruto, foram realizadas 2
diluicdes do soro (1:5 e 1:10) em solucéo salina tamponada com fosfatos (PBS — 0,01 M PO,” 0,14
M NaCl, pH 7,2).

Deteccéo de anticorpos contra M. galliseptucm e M. synoviae

Prova de soroaglutinacdo em placa (SAR) segundo Brasil (1994): foi utilizada uma gota de
soro sanguineo, dispensada em uma placa. A seguir, uma gota de antigeno especifico corado
Nobilis® foi adicionada ao soro. O antigeno especifico e soro foram homogenizados, com o auxilio
de bastéo de vidro, com movimentos circulares, até a formagéo de um circulo de aproximadamente
1,5 cm de diametro, por dois minutos, a temperatura ambiente superior a 20° C. Foram realizadas 2
diluicbes do soro (1:5 e 1:10) em solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS 7,2), conforme
descrito anteriormente.

Reacdao de Inibicdo da Hemaglutinagéo (HI)

A reacéo de InibicAdo da Hemaglutinac&o (HI) foi realizada em microplacas de 96 cavidades,
com fundo em "U", pelo procedimento Beta (3) segundo técnica previamente descrita (BEARD &
WILKES, 1973). Foi utilizada como fonte de antigeno 4 UHA da estirpe vacinal lentogénica LaSota
do VDN. Os soros foram submetidos a diluicdes seriadas, em PBS pH 7,2, de razéo 2, de 1:2 até
1:2048, num volume de 25nL por cavidade da microplaca. Para a realizacdo da reacéo, 25ni de
antigeno foram colocados em contato com as diferentes diluicbes dos soros e incubados a
temperatura ambiente por 15 minutos. A seguir foram adicionadas 25niL da suspenséo de eritrocitos
oriundos de galinhas, previamente padronizada com a solugéo tampéo PBS pH 7,2 a 1,0% (0,5 mL
de hemacias + 50 mL de PBS pH 7,2), acima descrita, padronizada em espectrofotdmetro @=
545nm), com uma densidade optica desejada (D.O.) por volta de 0,33-0,35. A leitura da reacao foi
realizada ap6s um periodo de incubacdo de 30 minutos a temperatura ambiente, tempo em ocorria a
deposicao nitida das hemacias nas cavidades dos controles da reacao. O titulo final do soro foi
expresso pela reciproca da maior diluicdo deste, capaz de inibir completamente a atividade



hemaglutinante viral (HA). Obedecendo a padrées e normas da O.l.E., no caso da utilizacdo de
antigenos na concentragdo de 4 UHA, amostras com titulo igual ou superior a 16 foram consideradas
soro reagentes frente ao VDN.

Interpretacdo dos resultados das provas soroldgicas utilizadas

Para fins de classificacdo inequivoca dos soros das aves pela prova de soroaglutinacdo rapida,
foram considerados positivos, segundo Brasil (1994), para S. Pullorum, M. gallisepticum e M.
synoviae , aqueles que apresentaram titulo igual a 10, isto é, aglutinacdo na diluicdo 1:10 na
soroaglutinacdo rapida.

RESULTADOS E COMENTARIOS
Avaliacdo do estado imunologico da populacdo em estudo

Para tanto, amostras de soro sanguineo foram colhidas de 133 animais e submetidas a
provas sorologicas como a Reacdo de Inibicdo da hemaglutinacdo (HI) para a presenca de
anticorpos anti-VDN, Soroaglutinacdo Rapida (SAR) em placa para a presenca de anticorpos anti -
Salmonella sp e anti-M. gallisepticum e M. sinoviae.
Todas as amostras analisadas foram negativas para Mycoplasma e o Virus da doenca de Newcastle.
Apenas um animal foi positivo para Salmonella no teste realizado com soro bruto, porém o resultado
se tornou negativo na diluicao do soro em 1:5.
CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos ensaios aplicados, a populagdo de pombos estudada parece nao oferecer risco
na transmissdo destas enfermidades. Todavia, outros estudos, empregando técnicas mais sensiveis
e especificas poderiam ser realizados, principalmente na avaliacdo do risco de transmissdo de
salmonelas.
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