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Resumo

Pombos domésticos descendem dos pombos da regido tropical da Europa e, por possuirem boa habilidade de voo, migraram para as Américas
acompanhando as caravelas no momento da colonizagdo. Tais aves podem servir de reservatorios portadoras e transmissoras de diversos
agentes patogénicos de importancia para criagdes comerciais de aves ou ainda de risco para a saude publica. Dentre as principais enfermidades
que comprometem a avicultura comercial estdo as Salmoneloses, as Micoplasmoses ¢ a Doenga de Newcastle (DN), todas estas contempladas
no PNSA (Programa Nacional de Sanidade Avicola). Com base nestes aspectos, o presente trabalho teve como objetivo realizar um inquérito
sorologico avaliando a presenga de anticorpos anti VDN, anti Salmonella sp, e anti M. gallisepticum e M. synoviae em soros de pombos
capturados em condi¢des naturais de campo. Dos 133 animais capturados, apenas um se mostrou positivo sorologicamente para Salmonella.
Todas as amostras foram negativas para os demais patogenos. Desta forma, o presente estudo demonstra um retrato momentaneo destes agentes
na populacao em estudo, fornecendo indicios da auséncia de circulagdo dos agentes no momento da colheita das amostras.

Palavras Chave: Columbidae. Salmonella. Mycoplasma. Sorologia.
Abstract

Domestic pigeons descend from the tropical region of Europe, and as they have good flying skills, they migrated to America, following the
caravels, at colonization time. These birds can serve as reservoirs, carriers and transmitters of different pathogens of importance to poultry or
risk to public health. Among the main diseases that compromise the commercial poultry industry are the Salmonella, the Mycoplasmosis and
Newcastle Disease (ND), all covered in these PNSA (National Program for Avian Health). Based on these aspects, this work aims to perform a
serological survey, assessing the presence of antibodies against NDV, anti Salmonella and anti M. gallisepticum and M. synoviae in sera from
feral pigeons. Only one pigeon, out of the 133 animals captured, was serologically positive for Salmonella. All samples were negative for other
pathogens. Thus, the present study shows a momentary portray of these agents inside the population used in this research, giving traces of the
absent of the circulation of these agents in the moment of sample collection.
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1 Introducéo typhimurium, Salmonella enteritidis), as Micoplasmoses

(Mycoplasma  gallisepticum, — Mycoplasma  synoviae,

A avicultura comercial brasileira representa importante

setor na economia nacional, ocupando local de destaque no Mycoplasma meleagridis) ¢ a Doenga de Newcastle (DN),

Produto Interno Bruto (PIB) do Pais, tendo em vista que o
Brasil ¢ o maior exportador mundial de aves e subprodutos.
Desta forma, a avicultura brasileira recebe altos investimentos
em tecnologia, principalmente voltada a medidas sanitarias
dos plantéis. Se elas ndo forem tomadas corretamente, a
ocorréncia de algumas enfermidades pode acarretar grandes
prejuizos econdmicos, devido a interrup¢do do transito de
aves e subprodutos, tanto para o mercado nacional quanto
para o comércio internacional.

Dentre as principais enfermidades que comprometem
a avicultura comercial, podemos citar as Salmoneloses
(Salmonella pullorum, Salmonella gallinarum, Salmonella
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cujo controle destas enfermidades estd contemplado no
Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA)!. Tais
agentes infecciosos podem se perpetuar pela natureza,
infectando grande variedade de aves, domésticas e de vida
livre. Ainda existe a possibilidade da ocorréncia de animais
assintomaticos, possibilitando a disseminagdo na populagao
de aves por mecanismo de transmisséo horizontal e vertical®.
Ademais, a respectiva profilaxia ¢ diretamente dependente de
medidas de biosseguridade’.

Embora estas enfermidades sejam exaustivamente
pesquisadas em aves comerciais, alguns possiveis elos da

cadeia epidemiologica, dentre os quais se inclui o pombo
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doméstico (Columba livia), t€m sido pouco estudados.
No caso particular do Brasil, apesar do elevado grau
de desenvolvimento da avicultura, sdo raros os estudos
realizados envolvendo a participacdo de pombos na cadeia
epidemiologica das enfermidades aviarias a despeito que,
em muitos locais de produg@o avicola ocorre a presenca de
pombos ocupando o mesmo habitat de aves comerciais.

Pombos domésticos descendem dos pombos da regido
tropical do Velho Mundo que, por possuirem boa habilidade
de vO0o, migraram para as Américas acompanhando as
caravelas no momento da colonizagdo. Estas aves se
adaptaram perfeitamente ao ambiente urbano e ao convivio
com os seres humanos, encontrando alimento nas ruas e
habitagdo nas construgdes urbanas*. Com alimentagio e local
de refugio disponivel, a reprodugdo ¢ intensa, tornando essa
ave problema de saude publica. Tais aves podem servir de
reservatorios, portadoras e transmissoras de diversos agentes
patogénicos de importancia para avicultura ou ainda risco
para satde publica’.

Dentre os 2500 sorotipos descritos de Salmonella, a S.
pullorum (SP), S gallinarum (SG), agentes causadores da
pulorose ¢ do tifo aviario, respectivamente, a S. typhimurium
(ST) e S. enteritidis (SE), agentes causadores do paratifo
aviario sao os principais agentes de importancia da avicultura.
Provas sorologicas t€ém sido desenvolvidas objetivando a
possibilidade de identificagdo de planteis e lotes de aves
infectadas com Sal/monella. O teste de soroaglutinagcdo que
utiliza antigeno corado e soro tem sido empregado com
sucesso, devido a sua facilidade de execugdo. Desta forma,
torna-se possivel o emprego do teste de aglutinacdo para o
diagnostico das Salmoneloses mencionadas®.

As micoplasmoses sdo enfermidades causadas por M.
gallisepticum (MG), M. synoviae (MS) e M. meleagridis
(MM). O MG causa doenga respiratoria cronica (DCR) em
galinhas, com manifestacdo de dificuldade respiratéria e
descargas nasais. A evolucdo da doenca é geralmente lenta
e de curso longo. Podem ocorrer infecgdes secundarias,
causadas principalmente por E. coli’. O M. synoviae causa
enfermidade caracterizada por inflamagdo das membranas
sinoviais, tendinite exudativa ¢ bursite esternal, também pode
causar infecc¢ao subclinica no sistema reprodutor e no sistema
respiratorio superior. Geralmente a morbidade e a mortalidade
apresentam-se baixas®. O MM ¢ capaz de promover alta taxa
de aerossaculite em filhotes de perus, contudo ¢ raro seu
envolvimento em quadros da doenga em aves adultas®.

A Doenga de Newcastle (DN) ¢ causada pelo Virus da
Doenga de Newcastle (VDN), que sdo RNA virus de fita
simples, com envoltorio’. Grande parte dos relatos da DN
em pombos tem ocorrido de forma simultanea aos surtos da
doenga em aves comerciais, fato que levanta a suspeita de
que a estirpe do VDN presente nos pombos teria se originado
de aves comerciais. Porém, na auséncia da doenga em aves
comerciais, estirpes lentogénicas do VDN tém sido isoladas
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de pombos apresentando sinais respiratorios'®™ !,

Para o diagnoéstico sorolégico das Salmoneloses e
Micoplasmoses, existem antigenos comerciais disponiveis
para o teste de soroaglutinag@o em placa, os quais auxiliaram
na prevencao de surtos da enfermidade, bem como na adogao
de medidas de controle. No diagnostico das Salmoneloses,
o teste de soroaglutinagdo, que utiliza antigeno corado,
adicionado ao sangue total tem sido empregado com sucesso,
na identificacdo de lotes de aves infectadas por SP ou SG*.

Em alguns casos podem-se obter reagdes cruzadas MS
com MG. Contudo, os titulos sdo mais baixos e a reacdo
tardia'?. Desta forma, a confirmagéo pode ser conseguida pelo
teste de inibigdo da hemaglutinagdo'.

O sorodiagnéstico da DN ¢ usualmente realizado por
meio da reacdo de inibi¢do da hemaglutina¢ao (HI), tal
técnica ¢ considerada internacionalmente como referéncia
para o diagnostico indireto da DN'*'7. Todavia, a presenga
de anticorpos anti VDN em soros de pombos pode ser
identificada pelos testes de virus neutraliza¢ao (VN) e ensaio
imunoenzimatico (ELISA), contudo sem diferirem do ponto
de vista de sensibilidade e especificidade'®.

Com base nestes aspectos, o presente trabalho teve como
objetivo realizar um levantamento soroldgico de Mycoplasma
spp, Salmonella sp e do Virus da Doenca de Newcastle em
Pombos Domésticos de vida livre. Desta forma, avaliar a
participagdo do pombo doméstico na cadeia epidemioldgica
destas enfermidades objetivando a adogao de medidas eficazes
de controle e profilaxia.

2 Material e Métodos
2.1 Avaliacio do estado sorolégico da populacio de pombos

Foram capturados num periodo de 4 meses (junho a
setembro) 133 pombos de forma aleatoria em um parque da
regido central de Ribeirdo Preto, S0 Paulo, Brasil. Todas as
aves capturadas estavam clinicamente saudaveis no momento
da captura/colheita de materiais. As aves foram capturadas
com o uso de armadilhas e a cada coleta era recolhido da
armadilha um percentual de 5-6% de toda populagao residente
no local no momento da captura, constituindo dessa forma o
N amostral. Tais capturas foram realizadas com anuéncia do
IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis — Escritorio Regional de Ribeirao Preto),
embora estas aves sejam consideradas da fauna doméstica
do pais. Desta forma, torna-se necessario apenas o parecer
favoravel para a realizagdo do experimento, obtido junto a
Comissio de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA) da FCAV/
UNESP. Todo o processo de captura e experimentagdo
animal foi realizado de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimenta¢do Animal.

A colheita de sangue foi realizada nas aves por pungo
da veia braquial, a qual foi realizada com agulha (0,45 x 13 —
26QG) e seringa de 3 mL. O soro foi entdo separado do sangue
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total inativado em banho maria a 56 °C durante 30 minutos e
armazenado a temperatura de -20 °C em frascos estéreis, até
o momento de uso para a realizacdo da Reagdo de Inibigdo da
Hemaglutinagéo.

As amostras utilizadas nas provas de Soroaglutinacdo
Réapida (SAR), tanto para detecgdo de anticorpos anti
Salmonella, quanto para a deteccdo de anticorpos anti
Mycoplasma, foram utilizadas frescas, sem a inativagdo e sem
a realizag@o de congelamento.

2.2 Deteccao de anticorpos por Soroaglutinacio Rapida
(SAR)

A prova de soroaglutinacdo rapida (SAR) em placa de
vidro foi realizada segundo a Instrugdo Normativa 78 do
Programa Nacional de Sanidade Avicola. Para tanto, foi
utilizada uma 25 pL de soro sanguineo, dispensada em placa.
A seguir, uma 25 pL de antigeno corado especifico para cada
agente foi adicionado ao soro.

O antigeno e o soro foram misturados com o auxilio de
bastdo de vidro com movimentos circulares até a formagao
de um circulo de aproximadamente 1,5 cm de diametro por
2 minutos, a temperatura ambiente foi superior a 20°C. Além
desta analise com o soro bruto foram realizadas 2 dilui¢des do
soro (1:5 e 1:10) em solugdo salina tamponada com fosfatos
(PBS pH 7,2).

Para a deteccdo de anticorpos contra Salmonella sp foi
utilizado o antigeno Pulor Teste® (Laboratorio Biovet, Brasil)
e para deteccdo de anticorpos anti M. gallisepticum e M.
synoviae foram utilizados os antigenos especifico corados
Myco Galli Teste® e Synoviteste® (Laboratorio Biovet, Brasil).

2.4 Interpretacio dos resultados das
Soroaglutinacdo Rapida (SAR)

provas de

Para fins de classificacdo inequivoca dos soros das aves
pela prova de soroaglutinagdo rapida, foram considerados
positivos, segundo a Instrucdo Normativa 78, para M.
gallisepticum e M. synoviae, aqueles que apresentaram
titulo igual a 10, isto ¢é, aglutinagdo na dilui¢do 1:10 na
soroaglutinagdo rapida. Para classificacdo de Salmonella sp,
as amostras positivas na SAR realizada com soro bruto sdo
consideradas positivas'.

2.5 Reacao de Inibicdo da Hemaglutinacao (HI)

A reacdo de Inibi¢do da Hemaglutinacdo (HI) foi realizada
em microplacas de 96 cavidades, com fundo em “U”, pelo
procedimento Beta () segundo técnica previamente descrita®.
Foi utilizada como fonte de antigeno 4 UHA (Unidades
Hemaglutinantes) da estirpe vacinal lentogénica LaSota do
VDN. Os soros foram submetidos a dilui¢des seriadas, em
PBS pH 7,2, de razdo 2, de 1:2 até 1:2048, num volume
de 25uL por cavidade da microplaca. Para a realizagdo da
reagdo, 25uL de antigeno foram colocados em contato com
as diferentes diluicdes dos soros e incubados a temperatura
ambiente por 15 minutos. A seguir foram adicionadas 25uL
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da suspensao de eritrocitos oriundos de galinhas, previamente
padronizada com a solug@o tampao PBS pH 7,2 a 1,0% (0,5
mL de hemacias + 50 mL de PBS pH 7,2), acima descrita,
padronizada em espectrofotometro (545nm), com densidade
optica desejada (D.O.) por volta de 0,33-0,35. A leitura da
reacao foi realizada ap6s periodo de incubag@o de 30 minutos
a temperatura ambiente (25 °C), tempo em que ocorria a
deposi¢@o nitida das hemacias nas cavidades dos controles
da reag@o. O titulo final do soro foi expresso pela reciproca
da maior dilui¢do deste, capaz de inibir completamente a
atividade hemaglutinante viral (HA). Obedecendo a padrdes
e normas da O.LE., no caso da utilizagdo de antigenos na
concentragdo de 4 UHA, amostras com titulo igual ou superior
a 16 foram consideradas soro reagentes frente ao VDN.

3 Resultados

3.1 Avaliacdo do estado imunoldgico da populagio em
estudo

O resultado das amostras de soro sanguineo colhidas das
133 aves e submetidas as seguintes provas sorologicas: Reagao
de Inibi¢do da hemaglutinagdo (HI) para detectar a presenga
de anticorpos anti VDN, Soroaglutinacdo Rapida (SAR) em
placa para a presenca de anticorpos anti Salmonella e anti M.
gallisepticum e M. synoviae, estdo dispostos na tabela 01.

Todas as amostras analisadas foram negativas para
Mycoplasma e o Virus da doenga 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.

Tabela 1: Levantamento soroldgico realizado em pombos
domésticos (Columba livia) de vida livre, com seus respectivos
pontos de corte, patdogenos e técnicas utilizadas

Patogeno

. Teste Ponto de Corte Resultado
Avidrio
Soroaglutinagdo  Aglutinagdo em

Salmonella sp em Placa (SAR)  soro nao diluido 1133
Mycoplasma Soroaglutinagdo  Aglutinacao na 0/133

synoviae em Placa (SAR) diluicao 1:10
Mycoplasma Soroaglutinagdo  Aglutinacao na 0/133
gallisepticum  em Placa (SAR) diluigao 1:10

Virus da Inibicao da

doenca Hemaglutinagao Titulo > 16 0/133
de Newcastle (HI)

4 Discussao

Para avaliacdo do estado imunoldgico da populagdo em
estudo, foram colhidas amostras de soro sanguineo de 133 aves
e submetidas a provas sorologicas como a Reacdo de Inibi¢ao
da hemaglutinagdo (HI) para a presenca de anticorpos anti
VDN, Soroaglutinagdo Rapida (SAR) em placa para a presenca
de anticorpos anti Salmonella sp e anti M. gallisepticum e
M. synoviae. Os animais apresentavam clinicamente boa

25



Levantamento Sorologico de Mycoplasma spp, Salmonella sp e Doenga de Newcastle em Pombos Domésticos (Columba livia) de Vida Livre

satde, com auséncia de qualquer sinal sugestivo das doengas
aqui estudadas. Ademais, € importante ressaltar que, um
monitoramento soroldgico representa um estado momentaneo
daquela populac@o, confirmando ou ndo a ocorréncia da
circulagéo de agentes patogénicos em nestas aves?'.

A distribuicdo geografica do Mycoplasma spp ¢
cosmopolita e representa um dos mais importantes desafios
para a avicultura moderna. Apresenta alta endemicidade em
areas de criagdo de galinhas e perus, onde as aves doentes
e portadoras sdo as principais fontes de infeccdo. Todas as
amostras analisadas foram sorologicamente negativas para
Mycoplasma spp, contudo, estudos ecologicos tém revelado
que este agente pode ser capaz de infectar aves de vida livre,
existindo relagdo direta entre o tamanho da populagio dessas
aves e valores de prevaléncia em aves domésticas®.

De 1995 até 2005 nao foram notificados focos da Doenga
de Newcastle no Brasil provavelmente devido ao controle
sistematico e intensivo por meio de vacinas eficientes, além
da implantacdo pelo governo federal do PNSA — Programa
Nacional de Sanidade Avicola®’. Segundo autores®?!, a DN
ainda continua endémica no Brasil, bem como em toda a
América do Sul, servindo, por isso, como fonte constante de
disseminag¢do do virus, principalmente por meio do trafico de
aves silvestres. Todas as amostras desta populagdo de pombos
mostraram-se negativas para presenga de anticorpos anti VDN,
talvez porque a manutencao do virus em uma populagao aviaria
exija a necessidade de reservatorios, contudo, a participagdo e
a identificagdo destes reservatorios sdo pouco compreendida'®.
Em levantamento soroldgico realizado em uma populagdo de
pombos de um local proximo ao local de coleta utilizado no
presente estudo, foi observada positividade de 5,5%%.

A auséncia de amostras soro-reagente positiva nas
aves capturadas para o estudo, inferem o estado sorologico
momentaneo das populagdes avaliadas®. Ademais, estudos
relatam que, mesmo com o uso de técnicas moleculares podem
ocorrer falhas, tendo em vista que a eliminagdo do VDN ¢
intermitente®® Diante disso, os possiveis fatores envolvidos
na manutencdo do agente em uma populacdo sdo: presenga
de individuos portadores; introdugdo de aves susceptiveis;
multiplicidade de espécies avidrias (aves comerciais X aves
silvestres); heterogenicidade de estirpes do VDN,

Em oposi¢ao, um sorodiagndstico positivo ndo deixa de
ser sinal indicativo de que a ave teve contato prévio com o
agente, seja ele de natureza patogé€nica ou vacinal, porém
néo necessariamente indicativo da doenga?, particularmente
em se tratando de pombos, espécie sabidamente resistente a
determinadas estirpes de VDN'¢2527, Por seu turno, a presenga
de anticorpos em aves de vida livre também pode ser atribuida
a exposicao a estirpes vacinais lentogénicas, recuperagao de
infec¢do ocasionada por uma estirpe mesogénica do VDN ou
ainda, a anticorpos de origem materna.

A persisténcia da Salmonella na natureza tem sido
favorecida em face ao elevado nimero de espécies de aves
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hospedeiras (vida livre e fundo de quintal), o que dificulta a
erradicacdo, embora seja possivel conseguir planteis industriais
livres da mesma®. O pombo doméstico ¢ visto como um dos
principais disseminadores da Salmonella, mas esta doenca nao
€ somente interessante aos outros animais como também € uma
das principais zoonoses bacterianas transmitidas por pombos
domésticos com importantes implicagdes na satde publica®.
Entretanto, portadores eliminam agentes de doengas
por longo tempo na auséncia de sinais e, portanto, sao
identificados apenas por recursos laboratoriais (provas
sorologicas e/ou isolamento) ou pela andlise criteriosa dos
indicadores de saude®. Apenas um animal foi positivo para
Salmonella no teste realizado com soro bruto, indicando o
contato da ave com o agente. Infelizmente, ndo foi possivel
a realizagdo do isolamento do agente, o que traria mais
subsidios, confirmando a presenga do agente de forma
irrefutdvel. Porém, mesmo em estudos que avaliaram
a deteccdo direta de Salmonella em amostras teciduais
de 7,94%%.
aves que

de pombos, foi encontrada positividade

Todavia, devido ao fato das demais
compartilhavam o mesmo habitat com a ave positiva nio
apresentarem anticorpos anti Salmonella, nos direciona
que a ave infectada ndo estava eliminando o agente e,
consequentemente contaminando o ambiente. Tendo em
vista que a Salmonella ¢é transmitida aos pombos por meio de
ingestdo de agua e ra¢do contaminada ou ainda por contato

direto com penas, fezes e poeira infectados™.

5 Conclusao

Os resultados obtidos no presente trabalho remetem
a avaliar a necessidade de estudos mais abrangentes,
possibilitando talvez coletas durante o periodo de doze meses,
na tentativa de observar sazonalidade de ocorréncia e/ou
transmissao das enfermidades.

No estudo em tela, foi observada a auséncia de anticorpos
na grande maioria das amostras, demonstrando que, durante
o intervalo do periodo das coletas, a circulagdo do agente foi
insignificante, mesmo um animal apresentando anticorpos
anti Salmonella. Também existe a relevancia de se investigar
as populacdes de pombos em regides proximas aquele local,
bem como nas areas de criagdes comerciais, e/ou rotas de
aves migratorias, pois estes animais podem apresentar seu
real potencial como transmissores de doencgas e responsaveis
por prejuizos na avicultura. Somado a este fato, a realizag@o
de provas diagnosticas diretas podem possibilitar um melhor
embasamento técnico para a adogdo de medidas profilaticas.
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