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LOUREIRO, Rafaela da Silva Padronizacdo do teste ELISA indireto para o
diagnostico da Salmonelose Aviaria em Abatedouro Frigorifico no Recéncavo da
Bahia.

Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, 2023.

Orientador: Prof. Dr. Robson Bahia Cerqueira.

RESUMO

As salmoneloses aviarias sdo enfermidades provocadas por bactérias do género
Salmonella spp., cujo agente € o principal causador de toxinfeccdo em humanos,
tornando-se assim um grande problema de saude publica. O objetivo deste trabalho foi
padronizar o teste ELISA indireto para o diagnostico da salmonelose aviaria em aves de
producdo abatidos em um abatedouro frigorifico no Recdncavo da Bahia. A sua
metodologia baseou-se na busca para detec¢do de anticorpos anti-salmonela através do
meétodo diagndstico Elisa Indireto em 80 amostras de sangue coletadas no periodo de
novembro de 2022, de frangos de cortes, sendo destas amostras citadas, 40 de aves
com sintomatologia clinica e 40 de aves sadias. Obtendo como resultado da sensibilidade
e especificidade de 100% e 92,8% respectivamente. Esse achado caracteriza o teste
padronizado com eficiente desempenho para ser utilizado como técnica de diagndstico
da doenca. Conclui-se que o teste ELISA indireto € importancia na rotina das doencas
infecciosas, por oferecer um auxilio como ferramenta diagnostica. Realizou-se também,
para reforcar o achado do agente em linha de inspecdo, a comparacdo do diagndstico
anatomopatoldgico e bacteriolégico. Onde foram coletadas 50 amostras de visceras de
frango condenadas (25 de figado e 25 de coracdo) sugestivas da doenca para pesquisa
do agente. Obtendo como resultado o isolamento do microorganismo em 100% (25/25)
das amostras de figado e 92% (23/25) nas de coracdo. Confirmando assim, a presenca
da bactéria no plantel, em estudo, na regido no Recdncavo da Bahia.

Palavras-chave: Salmonelose, imunodiagnadstico, aves.



LOUREIRO, Rafaela da Silva Standardization of the indirect ELISA test for the
diagnosis in a slaughterhouse in the Reconcavo of Bahia.

Federal University of Reconcavo da Bahia, 2023.

Advisor: Prof. Doctor Robson Bahia Cerqueira.

ABSTRACT

Avian salmonellosis are diseases caused by bacteria of the genus Salmonella spp.,
whose agent is the main cause of toxinfection in humans, thus becoming a major public
health problem. The objective of this work was to standardize the indirect ELISA test for
the diagnosis of avian salmonellosis in poultry slaughtered in a slaughterhouse in
Reconcavo da Bahia. Its methodology was based on the search for detection of anti-
salmonella antibodies through the Indirect Elisa diagnostic method in 80 blood samples
collected in the period of November 2022, from broilers, of which 40 samples were cited
from birds with clinical symptoms. and 40 from healthy birds. Obtaining as a result the
sensitivity and specificity of 100% and 92.8% respectively. This finding characterizes the
standardized test with efficient performance to be used as a diagnostic technique for the
disease. It is concluded that the indirect ELISA test is important in the routine of infectious
diseases, as it offers assistance as a diagnostic tool. To reinforce the finding of the agent
in the inspection line, a comparison of the anatomopathological and bacteriological
diagnosis was also carried out. Where 50 samples of condemned chicken viscera were
collected (25 from liver and 25 from heart) suggestive of the disease for research of the
agent. Obtaining as a result the isolation of the microorganism in 100% (25/25) of liver
samples and 92% (23/25) of heart samples. Thus, confirming the presence of the bacteria
in the herd under study in the Recéncavo da Bahia region.

Key words: Salmonellosis, immunodiagnosis, birds
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1 INTRODUCAO

A producdo brasileira de frangos de corte tem sido uma das atividades
agropecudrias que mais se desenvolveu nas ultimas décadas, de forma que estratégias
para uma producdo mais eficiente estdo sendo buscadas cada vez mais (ASSUNCAO et
al., 2019). Atualmente, essa cadeia de producdo, apresenta-se como 0 segundo maior

produtor mundial e o primeiro em exportacdes (BARROS et al., 2020).

De acordo com Portela et al. (2019), infeccBes e mortes tém sido associadas a
ingestdo de patdgenos potenciais. E no cenario da avicultura mundial, a Salmonella spp.
€ um dos mais importantes patdégenos associados a carne de frango e seus derivados
(ISOLAN et al. 2019). E uma das zoonoses mais complexas que afetam a salde publica
mundial (MELO et al. 2020).

A salmonelose aviéria € um termo usado para se referir aos trés tipos diferentes
de doencas bacterianas causadas pelo género Salmonella spp. (pulorose, tifo aviario e
paratifo aviario) nas aves domésticas, onde a pulorose tem sua etiologia relacionada a
Salmonella pullorum, o tifo aviario a Salmonella gallinarum e o paratifo aviario a todos os

demais sorotipos patogénicos entéricos (STELLA et al. 2021).

Esta enfermidade pode atingir aves de todas as idades, sdo causas comuns de
epidemias e estdo distribuidas mundialmente. Aves portadoras de salmonelas sdo as
principais fontes de infeccéo, sendo transmitida de forma vertical e horizontal (ZANIELLI
et al. 2018). O diagnéstico presuntivo € realizado de acordo com os sinais clinicos, sendo
o padrdo ouro a cultura bacteriana com a identificagéo do agente etioldgico e a utilizacédo
da sorologia Elisa no diagnostico tem se tornado alvo de interesse como ferramenta

auxiliar no controle da enfermidade (RIBAS et al., 2018).

7

Contudo, a relevéancia dessa revisdo de literatura é conhecer a dinamica
comportamental do microorganismo causador das Salmoneloses aviarias, destacando o
seu diagnostico rapido através da padronizagéo do teste Elisa Indireto, para que medidas

de controle e prevencdo sejam tomadas com o intuito evitar disseminacdo da bactéria
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entre as aves, reduzindo as perdas econdmicas e evitando a propagacao das Doencas

Transmitidas por Alimentos, reduzindo assim as doencas que afetam a saude publica.
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2 OBJETVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar do teste ELISA Indireto para o diagnostico da Salmonelose Aviaria em
amostras de soro de frangos de corte coletadas em Abatedouro Frigorifico do Recéncavo
da Bahia.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

- Padronizar o teste ELISA Indireto para o diagnéstico da Salmonelose Aviaria em

aves de producéo.

- Isolar e identificar a Salmonella spp. em amostras de visceras de frangos
coletadas de abatedouros frigorificos.

- Estudar a eficicia do teste padronizado através da sensibilidade, especificidade

e ponto de corte.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CARACTERISTICAS DO AGENTE ETIOLOGICO

A Salmonelose Aviaria € um termo usado para se referir aos trés tipos diferentes
de doencas bacterianas causadas pelo género Salmonella spp. (pulorose, tifo aviario e

paratifo aviario) nas aves domeésticas (STELLA et al., 2021).

A bactéria Salmonela recebeu este nome em homenagem a Daniel EImer Salmon,
bacteriologista veterinario que, junto com Theobald Smith, isolaram e descreveram, pela

primeira vez, o que chamavam de bacilo da peste suina, em 1885 (BARROS et al, 2020).

Dentre os sorotipos existentes de salmonelas, alguns podem se disseminar e
provocar graves infeccdes zoonoticas pelas aves domésticas (RAPOSO et al., 2019). E
alguns sorotipos, conhecidos como paratipicos, podem nao causar doenca clinica em
aves (CARNEIRO et al., 2020).

Sao espécies de bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae
consideradas parte da microbiota autoctone intestinal de muitos mamiferos, incluidos os
seres humanos e algumas espécies de aves (LOPES et al., 2016). Podendo sobreviver

por semanas em ambiente seco e por meses na agua (SANDVIK et al., 2020).

As Salmonelas podem ser encontradas em duas formas: uma delas € virulenta e
conhecida como forma “lisa” e a outra é “rugosa”, onde sua diferenciacdo se faz por
analise das caracteristicas macroscopicas de suas coldnias, respectivamente (MUNIZ,
2021).

Barros et al. (2020) mencionam que a caracterizacdo dos sorovares ou sorotipos
tem por base a descri¢cdo dos antigenos sométicos (O), flagelares (H) e de envoltorio (Vi),
sendo numericamente reconhecidos mais de 2.600, contudo este numero aumenta

progressivamente.

O MAPA (2022) relata que esta bactéria esta caracterizada em um género de duas
espécies: Salmonella entérica e Salmonella bongori, sendo a espécie enterica
subdividida em seis subespécies sendo elas: enterica, salamar, arizonae, diarizonae,

hutnae e indica.
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A enterobacteriacea, de acordo com Takano et al. (2021), podem ser moveis ou
imoveis, no primeiro caso dotados de flagelos. E um bacilo Gram-negativo
enteropatogénico em forma de bastonete flagelado que é considerado a principal causa
de doenca entérica em todo o mundo (MOHAMMED, 2024).

De acordo com Santos & Neves (2022), as Salmonelas sdo relativamente
resistentes a varios fatores ambientais, onde sua adaptabilidade fisiol6gica é
demonstrada por sua habilidade para proliferar em valores de pH entre 7,0 e 7,5
(extremos 3,8 e 9,5), temperatura de 35°C a 43°C (extremos 5°C a 46°C) e uma atividade
de agua > 0,94.

Ehuwa et al. (2021) afirmaram que a Salmonella é conhecida por sobreviver por
longos periodos em produtos alimenticios de baixa umidade, tornando-se um problema
com especiariase ervas que sao utilizadas globalmente, pois podem viajar e quebrar

barreiras geograficas.

De acordo com Silva et al. (2018), as Salmonelas ndo toleram grandes
concentragdes de sais, com isso, concentracao de salmouras acima de 9% é considerada

bactericida, o nitrito € inibitério e seu efeito € acentuado pelo pH acido.

3.2 RESERVATORIO E TRANSMISSAO

3.2.1 Reservatorio

De acordo com Wei et al. (2020), as galinhas sdo hospedeiros naturais do agente
etiol6gico. Os mamiferos domésticos e selvagens também podem ser acometidos, porém
atuam mais como reservatorios da bactéria, servindo como fonte de infeccdo para as

aves de producéo Parvej et al. (2016).

As aves silvestres podem ser reservatorios de bactérias patogénicas, como a
Salmonella spp. e atuar como veiculadoras desses microrganismos para o ambiente, os

animais domésticos e o homem (DIAS et al. 2019).
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Shi et al. (2020) mencionam que répteis e insetos vetores, também podem servir
de fonte de infeccdo para as aves de producdo. Como exemplo, o inseto Alphitobius
diaperinus (cascudinho), muito comum nos aviérios, que é um potencial reservatério da
bactéria, e seu contato com a cama dos aviarios, assim como o habito deste se alimentar
de aves moribundas e mortas, o faz um veiculador de diversos patdégenos aviarios
(BOMFIM, 2015).

3.2.2 Transmissao

A transmissao ocorre tanto de forma vertical quanto horizontal em aves (DE CARLI
et al. 2017). E em humanos, na maioria dos casos, a transmissdo esta associada ao
consumo de alimentos ou agua contaminados, tratamento de carne crua contaminada,
contaminagdo cruzada e consumo de alimentos néo cozidos contendo Salmonella
(WANG et al. 2021).

Na forma vertical, Moraes et al. (2016) citam que sua disseminacédo no aviario pode
ocorrer através do alojamento de pintos de um dia infectados. De acordo com Ferraz
(2020), esses pintos podem ser infectados de dois modos: pelas excretas contaminadas,
pois a salmonella coloniza o ceco e contamina a casca do ovo durante a postura, ou pela
contaminacgdo interno do ovo, uma vez que a salmonella pode ir do intestino para os

ovarios (transmissao transovariana).

Na transmissdo horizontal, a via fecal-oral representa a principal via de
transmissdo e o desenvolvimento da doenca esta associado a eficiéncia bacteriana na
invasdo da mucosa intestinal, colonizacéo dos tecidos linfoides e a evasao da resposta
imune do hospedeiro (MOLOSSI; PAVARINI, 2021).

A disperséo via horizontal dentro do plantel pode ocorrer com o contato entre aves
acometidas e aves ndo acometidas via fezes contaminadas ou até mesmo por
comportamento canibal e ingestdo de alimento contaminado, ou pela forma vertical, por
matrizes que foram acometidas de forma branda e que por via transovariana transmitiram

aos ovos que darao origem a pintos infectados (COSTA, 2020).
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Quanto a sua transmissdo ao homem, segundo Nascimento et al. (2019), pode
ocorrer pelo contato direto com animais, tanto nas granjas quanto nos frigorificos, mas

ocorre principalmente através da ingestédo de alimentos contaminados com o patdgeno.

3.3 EPIDEMIOLOGIA

No Brasil os primeiros surtos da doenca datam da década de 90. Nessa época o
Brasil ja importava material genético principalmente dos EUA onde era grave o problema
de salmoneloses em aves e humanos (BRASIL, 2018).

De acordo com a Embrapa (2021), a cadeia produtiva de ovos e aves no Brasil é
bastante diversificada e complexa. E com o crescimento da avicultura e seu papel como
grande produtor e exportador global, apresenta a carne de frango como uma fonte de
proteina, em potencial, mais consumida no mundo (TAVARES, 2022).

A infeccéo por Salmonella spp. € uma das epidemias mais importantes no mundo
e representa uma grande ameaca a producdo animal e a saude publica (SHI et al. 2020).
Embora os humanos possam ser infectados por esta bactéria através de uma ampla
gama de produtos alimenticios, carne de aves e ovos estdo entre as fontes mais

frequentes implicadas em surtos de salmonelose humana (COELHO et al. 2021).

Santos et al. (2015) citam que infec¢des por este microrganismo estao associadas
a criacao intensiva e a surtos de salmonelose clinica, levando assim a contaminacéao para
as industrias, o que demonstra a importancia de os estudos epidemiol6gicos irem para
além das granjas, englobando todas as etapas da cadeia produtiva até o produto final.

O conhecimento dos sorotipos circulantes representa uma importante ferramenta
epidemiologica em qualquer pais (BAPTISTA et al. 2018). Tornando a sorotipificacao
necessaria na identificacdo da Salmonella, permitindo assim, determinar a
prevaléncia/emergéncia ou apontar tendéncias de um sorovar em distintas zonas
geograficas, bem com identificar surtos, conhecer as fontes de infeccdo e vias de
transmissado (CARDOSO; TESSARI 2015).

A Salmonelose Aviaria é uma doenca de distribuicdo mundial (LI et al. 2018). A

transmissao vertical € um importante fator epidemioldgico, pois a positividade de uma
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granja reprodutora pode resultar em sua ampla disseminacdo (TALAMINI; MARTINS,
2022). No Brasil, apesar dos esforcos de biosseguranca, varios casos foram relatados

nas ultimas duas décadas (OIE, 2020).

Anualmente aproximadamente 80,3 milhdes de casos de doengas humanas
transmitidas por alimentos em todo o mundo sdo causados por Salmonella,
especialmente a Salmonella enteritides e Salmonella typhimurium que sdo um dos
sorotipos mais prevalentes isolados de fontes humanas e ndo humanas (PAIVA et al.
2020; OKAN et al. 2021).

3.4 RESPOSTA IMUNE

O sistema imune de mucosa das aves ganha enorme notoriedade, pois é esse
sistema que realiza a defesa do organismo do hospedeiro contra a invasao do patdgeno
e no caso especifico da Salmonella, um género bacteriano da familia das
Enterobactérias, o trato gastrointestinal é a principal via de manutencdo e invasao
(MUNIZ, 2022).

O sistema imune inato das aves é ativado quando as células utilizam seus
receptores de reconhecimento de padrbes para detectar algum tipo de “anormalidade”
causada por invasores ou danos teciduais. Outro mecanismo utilizado é a imunidade
adaptativa, onde temos a ligacédo de antigenos a receptores especificos de célulasBe T
que desencadeiam fortes respostas defensivas acionadas num segundo momento
(Figura 1) (SALLES, 2021).



19

Figura 1 — Imunidade inata e adaptativa.
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Fonte: SALLES (2021).

De acordo com Muniz (2021), dentro da ampla resposta imune contra esse género
de bactérias podemos afirmar que o LPS da parede celular das Salmonelas constitui um
importante antigeno com propriedade polimérica e epitopos repetidos com capacidade
de ativar células B policlonais. Logo, sao classificados como antigenos T-independentes

e resultam em produc¢éo de anticorpos especificos.

O reconhecimento do LPS bacteriano por TLR4 faz com que essas células liberem
citocinas e quimiocinas que servem como sinal inicial para o recrutamento de células
fagociticas neutrdéfilos, células Natural Killer (NK), monécitos, macréfagos e células
dendriticas). Normalmente, a infeccdo por Salmonella é controlada e eliminada apés a
geracao de imunidade de células T e B especifica para o patégeno. Além disso, esses
tipos de respostas imunes sdo importantes para proteger o hospedeiro contra uma
infec¢@o secundaria (SALLES 2023).
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A capacidade dos sorovares de Salmonella spp. invadir 0 organismo da ave e
resistir a acdo do sistema imune € conferida por informacdes genéticas contidas no

genoma desses microrganismos (FREITAS NETO, 2015).

3.5 PATOGENIA

Mohammed (2024) afirma que, melhora na producao avicola sera alcancado por
uma melhor compreensédo do mecanismo molecular subjacente a patogenicidade da
Salmonella como resultado da estimulacéo dos diversos fatores de viruléncia das cepas

de salmonela.

Quando as aves entram em contato com Salmonella, a infeccdo geralmente ocorre
por via oral e depois de passar pelo trato intestinal, estabelece-se uma colonizagéo de
longo prazo no ceco, por meio de uma interagdo intima entre as bactérias e o epitélio
intestinal, onde essa interacdo é mediada pela expressao dos genes de patogenicidade
bacteriana 1 (SPI-1) (DUCATELLE, 2022).

Os fatores de viruléncia da Salmonella estdo relacionados a sua capacidade de
adesdo as células do hospedeiro, invasao, citotoxicidade, resisténcia a fagdcitos e o

somatorio dos mesmos (KICH et al. 2017).

Os mecanismos moleculares envolvidos na patogenicidade de Salmonella spp.
também sdo complexos, e investigacdes sobre fatores de viruléncia mostraram que
cepas patogénicas sao diferenciadas daquelas que ndo sao pela presenca de genes
especificos de patogenicidade, que estéo localizados nas llhas de Patogenicidade (PI).
(MENDONCGCA et al. 2020).

A patogenicidade da Salmonella € mediada pela interacdo de numerosos genes
de viruléncia, localizados nas ilhas de patogenia da Salmonella (SPIs), plasmideos,
lipopolissacarideos e enterotoxinas (WANG et al. 2021).

De acordo com Huberman & Terzolo (2015), ao penetrar no intestino, o agente é
capturado por células de defesa (macréfagos, fagécitos e células dendriticas), entretanto,
as bactérias dispdoem de mecanismos para impedir a acdo dessas células. Dentro dessas

células, as bactérias se replicam, bem como percorrem a corrente sanguinea do
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hospedeiro atingindo 6rgaos internos. A colonizacao inicial acontece no figado e baco, a
partir dai a doenca progride afetando principalmente o sistema reprodutivo e digestorio.
Apds esse periodo, os sintomas tém inicio e o ciclo completo se instala. Apenas por volta
do 5° dia pos-infec¢ao, quando a Salmonela coloniza o intestino, tem inicio a eliminagéo

do agente pelas fezes, levando a uma ampla contaminagcdo ambiental.

3.6 SINAIS CLINICOS

As trés doencas podem acometer aves domésticas de qualquer idade causando
sinais clinicos inespecificos e sistémicos, com quadros agudos e crénicos que podem ser

confundidos com outras bacterioses (STELLA et al. 2021).

Goncalves (2016) relata que, em relagcdo ao hospedeiro, quando acometido por
seu sorotipo especifico ocorre o quadro clinico conhecido como “ifo”, caracterizado
clinicamente por enterites e, quando acometido por um sorotipo ndo especifico ocorre o
quadro conhecido como “paratifo”, caracterizado clinicamente por septicemia e a ave uma
vez contaminada se torna portadora de Salmonella entérica para o resto da vida,
tornando-se um reservatorio em criagbes e um potencial risco de contaminagdo para

técnicos, veterinarios e/ou proprietarios.

Ja4 em humanos, de acordo com Carneiro et al. (2020), a infeccdo por salmonella
leva a diferentes sinais clinicos, sendo a infeccdo gastrointestinal a manifestacdo mais

comum e geralmente autolimitada.

3.6.1 Pulorose

Penha Filho et al. (2016) relatam que a Salmonella enterica sorovar pullorum é
uma doenca grave que causa alta morbidade e mortalidade em aves jovens,
especialmente pintos recém-nascidos, causando grande perdas aos avicultores.
Segundo Gongalves (2016), clinicamente ela é caracterizada por apatia, desidratacéo,

anorexia e diarreia branca.

Em aves adultas a doenca pode ser leve ou inaparente, ocasionando queda no

consumo de ragcdo, penas arrepiadas, crista palida e retraida, queda de postura,
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diminuicdo na fertilidade e eclodibilidade (OIE, 2018). As aves que resistem a doenca
tornam-se portadoras assintomaticas e crescem dentro dos parametros zootécnicos
esperados, produzindo ovos contaminados (CARDOSO; TESSARI 2015).

3.6.2 Tifo aviario

De acordo com Martins et al. (2017), o tifo aviario € a forma septicémica em
adultos, caracterizada pela morte subita de aves de aspecto prévio saudavel, contudo
pode ocorrer também em aves jovens e seus efeitos negativos serem importantes até a
eclosdo. Sendo, segundo Rocha-e-Silva et al. (2018) aves com 3 meses ou mais de idade
sdo mais frequentemente encontradas com a doenca, podendo também afetar aves de

todas as idades.

Ela é uma doenca altamente patogénica em aves comerciais, especialmente
galinhas poedeiras de linhagem vermelha e aves reprodutoras pesadas, causando
septicemia aguda, e consequentemente, alta morbidade e mortalidade (PENHA FILHO
et al. 2017). Clinicamente a doenca se caracteriza por apatia, desidratacdo, anorexia e
uma diarreia de coloragéo esverdeada (GONCALVES, 2016).

As aves com infeccdo mais prolongada podem apresentar ooforite, que
gradualmente as torna inférteis e durante o processo gradual desta infeccdo ha,
entretanto, a formacéao de foliculos normais e a geracao de progénie viavel, que garante
a transmissao vertical (MARTINS, 2017).

Ainda, segundo Estupifian (2016), os sinais clinicos de aves acometidas na forma
aguda incluem acumulo de liquido seroso em pericardio (hidropericardio) e inflamacdes

em baco, pulmdes, rins, moela, intestino em por¢ao duodeno-cecal e peritonite difusa.

3.6.3 Paratifo aviario e humano

z

Nas aves, o paratifo é capaz, em aves jovens, de colonizar o intestino e
estabelecer infeccao sistémica. Por outro lado, as infec¢gBes provocadas em aves adultas
geralmente ndo sdo graves, mas as aves se tornam portadoras e capazes de transmitir

vertical ou horizontalmente o microorganismo por longos periodos (PAIVA et al. 2020).
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Salem et al. (2017) citam que, em humanos, 0os mais acometidos sdo o0s
imunocomprometidos, idosos, criancas e gestantes, sendo clinicamente caracterizada
pela presenca de diarréia, nauseas, vomitos e coélicas abdominais, e geralmente € auto-

limitagc&o.

3.7 Diagnostico

A salmonelose pode ser suspeitada pelos dados epidemiol6gicos, achados
clinicos e de necropsia (RIBEIRO, 2017). Os exames laboratoriais como a identificacéo
dos agentes por meio de isolamento bacteriano, soroaglutinacdo rapida em placas,
soroaglutinacdo lenta em tubos e reacdo em cadeia da polimerase (PCR), também
podem ser realizados (STELLA et al. 2021).

3.7.1 Clinico

De acordo com Guastalli & Buim (2023), os sintomas apresentados pelas aves sao
inespecificos e seu diagndstico deve ser feito por isolamento dos érgdos acometidos na

fase aguda e sorologia na fase crénica.

Costa (2018) cita que, de um modo geral, 0s sintomas comuns apresentados pelas
em aves jovens sao prostracdo, asas caidas, anorexia, diarreia esbranquicada, perda de
peso, debilidade geral e penas ericadas, podendo apresentar artrite e dificuldade
respiratéria e em aves adultas portadoras assintomaticas, apresentando: diarreia,
refugos, falsas poedeiras, queda na producdo, anemia, anorexia, mal subito, fezes

esverdeadas ou amarelo-esverdeada.

No Paratifo, as aves apresentam retardo no crescimento, apatia, com as penas
arrepiadas e perdem o apetite e as taxas de mortalidade e morbidade dependem da
intensidade da infeccao e do sorotipo envolvido, no entanto, a taxa de mortalidade tende

a ser menor quando comparada com a pulorose ou o tifo aviario (KASMANAS, 2022).
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3.7.2 Anatomopatologico

A avaliacédo e o estudo de lesGes encontradas no campo e durante o abate de aves
em frigorificos sdo reconhecidos como um método importante de monitoramento de

enfermidade sem criagbes comerciais (CASAGRANDE et al. 2017).

De acordo com Lopes (2021) na Salmonelose Aviaria frequentemente séo
descritas alteraces no figado, como hepatomegalia, congestdo coloracéo variando de
vermelho-acobreado a verde-amarelado, além de areas milimétricas branco-amareladas
no parénquima. Outros tecidos também podem ser acometidos; no baco pode haver
esplenomegalia (além de areas brancas multifocais) e hiperemia. No coracdo, podem ser

observados nédulos brancos no epicéardio e no miocardio (Figura 2).

Figura 2 - Alteracdes macroscopicas em galinhas de postura de 77 semanas infectadas
por Salmonella gallinarum.

Fonte: LOPES (2021).
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Podem ocorrer, ooforite, salpingite, peritonite e perihepatite. Linhagens resistentes
demonstram menos lesbes post-mortem, ndo apresentando mudancas
anatomopatologicas significativas. As lesGes p6s mortem se localizavam principalmente
figado, que estava aumentado com coloragéo verde amarelado e de consisténcia friavel,

pode ser notado também baco aumentado e com congestdo (OLIVEIRA, 2014).

Em um trabalho realizado por Pinto et al. (2017), em aves de quintal com suspeita
de Salmonelose Aviéria, onde realizaram a necropsia de uma das aves do grupo para
avaliacdo de possiveis alteragbes macroscopicas nas estruturas internas. Diante do
exposto, foram detectadas lesfes sugestivas de Pulorose em aves adultas, como

demostrado nas Figuras 3 e 4.

Figura 3 — Nodulos de tamanhos variados sobre a serosa e mesentério do intestino

grosso e delgado.

Fonte: PINTO et al. (2017).
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Figura 4 — Foliculos atrofiados apresentando contorno irregular.

Fonte: PINTO et al. (2017).

3.7.3 Laboratorial
Mediante as dificuldades de identificagdo clinica, a Unica forma de se obter o
diagnéstico ou monitoramento da presenca de Salmonella entérica nos animais € pela

realizagéo de exames complementares laboratoriais (GONCALVES, 2020).

O método bacteriolégico recomendado para o diagnostico de Salmonella spp. €
trabalhoso e demorado (CORREA et al., 2018). Para realizar esta técnica, geralmente
sdo utilizadas algumas etapas fundamentais como: Pré enriquecimento; enriquecimento
seletivo; semeadura em placa; provas bioquimicas e sorotipificacdo (DUARTE et al.
2016).

Entre os testes de custo mais acessivel, o ELISA tem sido uma ferramenta Util para
monitorar a infec¢ao por Salmonella spp. em aves, uma vez que, embora a excre¢gao nao
seja constante, a resposta soroldgica persiste por varios meses (LOPES et al. 2016).
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A técnica de ELISA foi concebida e desenvolvida por Peter Perlmann, pesquisador
principal, e Eva Engvall na Universidade de Estocolmo, Suécia (POSSAS, 2012). Ela se
baseia na formacdo de um complexo antigeno-anticorpo, com atividade imunologica e
enzimatica que ao adicionar um substrato cromégeno ocorre o desenvolvimento de
coloracdo, que pode ser mensurado com o auxilio de um espectofotémetro (TOMICH,
2009).

Para realizagdo da técnica, de acordo com Nascimento et al. (2014), requer uma
estrutura laboratorial mais sofisticada, séo faceis de serem executados e passiveis de
automacdo, o que possibilita examinar um grande numero de amostras, além de

apresentarem estabilidade dos reagentes e o0 emprego destes em quantidades minimas.

O uso de metodologias que associam alta sensibilidade, especificidade e
velocidade do diagnéstico é extremamente importante (COELHO et al. 2021). E o ELISA
€ considerado sensivel, preciso e é capaz de detectar até mesmo quantidades infimas
de antigenos ou anticorpos e para que iSS0O ocorra € essencial que 0s reagentes e 0s
parametros das dosagens e andlises estejam bem padronizados e validados no
laboratorio (PEREIRA, 2019).

De acordo com Guimardes (2017), o ELISA baseia-se na imobilizacdo do
complexo antigeno-anticorpo em suporte (geralmente placa de 96 pocos) seguido de
lavagens ap0Os cada etapa para remocao de reacdes inespecificas, bloqueio de regibes
ndo ocupadas pelo antigeno ou anticorpo ligados a superficie da placa, ou ainda para
diminuir ligagbes ndo especificas e por fim serem analisadas por reagdo colorimétrica
através da adicdo de um anticorpo ou antigeno ligado a uma enzima, e por sua vez, um

substrato enzimatico para conseguir resultado colorimétrico.

A utilizacdo do ensaio imunoenzimatico (ELISA) para a deteccdo de proteinas
(antigenos ou anticorpos), € uma das ferramentas mais prontamente disponiveis em todo
o mundo e atualmente comumente utilizada na Medicina Veterinaria para realizar a
vigilancia e monitoramento de doencas, bem como uma ferramenta de diagndstico
(RAMIREZ, 2022).

A principal vantagem do ELISA é que ele pode fornecer uma duracéo de tempo

menor (menos de dois dias) para a detecgdo de Salmonella, em comparagdo com a
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cultura método (aproximadamente uma semana), e além disso, € um teste mais

especifico do que o método cultural convencional (TAN et al., 2022).

Na técnica ELISA, parte das reacdes ocorrem em meio sélido de maneira a
separar os imunocomplexos dos reagentes nao ligados, sendo utilizado uma placa
convencional que consiste em 96 pocos individuais dispostos em oito linhas e doze
colunas com dimens@es definidas pelo American National Standards Institute em 1996,
onde o material utilizado é poliestireno, de alta transparéncia e o fundo chato e plano
(Figura 5) (CARDOSO, 2016).

Figura 5 - Microplaca transparente de poliestereno com 96 pocos.

Fonte: CARDOSO (2016).

A Franco et al. (2021) citam que os testes Elisa apresentam 04 (quatro) tipos,
sendo estes: o direto; indireto, sanduiche e de competicao (Figura 6).
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Figura 6 — Tipos de Teste ELISA.
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Fonte: FRANCO et al. (2021).

De acordo com Bender & Von Muhhlen (2018), o ensaio imunométrico, mais
conhecido como ELISA indireto é capaz de identificar e quantificar anticorpos contidos

na amostra por meio da ligacdo com o antigeno adsorvido na fase sélida.

Segundo Franco et al. (2021), é muito utilizado para o diagndstico de doencas
infectocontagiosas, e sua técnica consiste em utilizar dois anticorpos, o primario e o
secundario. Uma amostra é preparada com o anticorpo primario na qual tem afinidade
para o antigeno que vai ser detectado. Dessa forma, ao introduzir o antigeno esse se
ligara ao seu alvo, o anticorpo primario. E realizada uma lavagem para retirada daqueles
gue nao tiveram afinidade e logo néo realizaram a ligacdo. Nesse momento o anticorpo
secundario é introduzido e ele se ligara aos anticorpos primarios (Figura 7). Isso permite

um aumento da especificidade do teste.
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Figura 7 — Exemplicacdo do ELISA indireto.
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Fonte: Franco et al. (2021).

De acordo com Crowther (2021), para realizar a sua padronizacéo, € necessario
achar os valores de especificidade, sensibilidade, valor preditivo positivo, valor preditivo
negativo e a precisao do teste (acuracia).

A validacédo de qualguer método analitico para quantificacdo de biomarcadores em
alguma matriz biolégica (como soro, por exemplo), € de bastante importancia para
estudos clinicos e de bancada, sendo critico para confiabilidade dos dados e assim da
seguranca dos resultados (MINIC; ZIVKOVIC, 2020).

Destes métodos, 0 ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA) e a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) mostram especificidade e sensibilidade comparavel aos
métodos convencionais, porém dependem em grande parte da microflora e matriz da
amostra, da presenca de células ndo cultivaveis e de substancias inibidoras, tais como
gorduras, proteinas, polissacarideos, metais pesados, antibidticos e compostos
organicos (BIER et al., 2017).
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Coelho et al. (2021) citam que a reacdo em cadeia polimerase (PCR), bem como
outros métodos rapidos representam alternativas cada vez mais utilizadas para detectar
patégenos entéricos. LOPES et al. (2016) corrobora, confirmando que o uso desta técnica

€ 0 modo mais rapido e sensivel para detectar fatores de viruléncia bacteriana.

3.8 TRATAMENTO

De acordo com Calagca et al. (2019), uma forma de tratamento para as
salmoneloses no Brasil, visando amenizar seus efeitos sobre o trato gastrintestinal das
aves, € 0 uso de antimicrobianos melhoradores de desempenho nas racdes, uma vez

gue ainda nao foram proibidos de serem utilizados no pais.

O tratamento com antibi6ticos para febre tiféide aviaria e pulorose no Brasil s6 é
permitida para galinhas podeiras comerciais e produtoras de carne de frango de corte e
nao aceitos para linhagens de matrizes, sendo necessario eliminar os bandos infectados
(PENA FILHO et al. 2016).

Lopes et al. (2016) citam que antibiéticos que agem em bactérias Gram-negativas
sdo os indicados no tratamento inicial das infeccdes de aves até que se disponha do
antibiograma, no entanto, utiliza-se de amplo espectro de ac¢éo, seguido do uso de

complexos vitaminicos, de dieta balanceada e de manejo sanitario adequado.

A Salmonella contribui para o aumento da resisténcia bacteriana, pois causam
doencas nas aves, 0 que requer maior uso de antimicrobianos para tratamento (MUNIZ
et al., 2022). Ainda, Assuncéo et al. (2019) mencionam que para alcancar altos niveis de
producdo e controle de patdgenos para frangos de corte, umas das alternativas é a

utilizacao de aditivos alimentares capazes de promover o crescimento.

3.9 MEDIDAS DE CONTROLE E PROFILAXIA

O integrado sistema de producéo e os inUmeros processos pelos quais o alimento
passa até chegar ao consumidor contribui para a salude precdaria das aves, e assim,

aumentar o risco de contaminagédo (SILVA et al. 2021).
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A microbiota patogénica na avicultura industrial denota preocupacéo com a saude
das aves, que podem desenvolver diferentes enfermidades, bem como a saude publica,
uma vez que 0S microrganismos patogénicos presentes no seu trato gastrointestinal
podem contaminar as carcacas nos abatedouros e propiciar doencas no homem (SOUZA
et al. 2020).

O Ministério da Saude (2022) relata que a Salmonella pode ser prevenida por
meio da adogdo de medidas de controle em todas as etapas da cadeia alimentar, desde
a producéo agricola até o processamento, fabricacdo e preparacdo de alimentos, tanto

em estabelecimentos comerciais quanto nas residéncias.

O controle de procedéncia das aves e seu status sanitario € importante para a
prevencdo e o controle da Salmonella spp. nos abatedouros, sendo indispensavel a
avaliacdo documental do boletim sanitario (BONFATI, 2018).

Dentre as legislacdes existentes, a Instrucdo Normativa SDA n° 20 de 21 de
outubro de 2016, com objetivo de reduzir a prevaléncia desse agente e estabelecer um
nivel adequado de protecdo ao consumidor, ajudam no auxilio do controle e

monitoramento da Salmonelose.

O Programa Nacional de Sanidade Avicola (PSNA), apresenta como objetivo,
prevenir e controlar as enfermidades de interesse em avicultura e saude publica; definir
acOes que possibilitem a certificacdo sanitaria do plantel avicola nacional; e favorecer a
elaboracdo de produtos avicolas saudaveis para o mercado interno e externo (MAPA,
2022).

Eno et al. (2016) mencionam que, em geral, a notificacdo de doencas em aves
causadas por Salmonella gallinarum e Salmonella pullorum e outras salmonelas é
obrigatdria. Microrganismo este contemplado na lista das doencas de notificacao
obrigatoria presente na Instrucdo Normativa n° 50 de 24 de setembro de 2013 - MAPA,
onde contempla a lista de Doencas de Notificacdo Obrigatéria ao Servigo Veterinario
Oficial.

Segundo Salles (2023) varias sao as ferramentas utilizadas para controle das

salmoneloses em aves, mas, nos ultimos anos, tém se destacado os programas de
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vacinacdo, cada vez mais amplos e eficientes, e que incluem desde as reprodutoras até

as aves comerciais, de modo a se evitar que essas moléstias se mantenham nos plantéis.

Perdigdn (2023) cita que, hoje o controle da gestédo sanitaria de uma granja esta
baseado no uso da BIOSSEGURIDADE, que nada mais é do que o acompanhamento
das normas de prevencdo de multiplas doencas transmitidas direta e indiretamente. E
Hofacre (2023) diz que um programa de biosseguridade deve incluir o gerenciamento de
fatores de risco, como movimentacao de pessoas e equipamentos, limpeza, desinfec¢ao,
controle de pragas (roedores/insetos), projeto e construcdo de edificios biosseguros,

entre outros.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 QUESTOES ETICAS

A coleta das amostras de sangue das aves para este estudo foi realizada seguindo
o fluxograma do processo de abate, na area de sangria, de acordo com a Portaria n° 210
de 10 de Novembro de 1998 — MAPA - Regulamento Técnico da Inspecao Tecnoldgica e
Higiénico-Sanitéria de Carne de Aves. Esta etapa ocorre logo apds a de insensibilizagéo,
onde através de um corte (manual) dos grandes vasos do pesco¢o, promove a
hipovolemia total da ave, para que entdo possa seguir para as demais etapas da
producdo. No exame pOs mortem realizado pela equipe de inspecédo, as visceras de
frango que seriam condenadas por apresentar lesées macroscépicas sugestivas de
Salmonella spp., foram cedidas para realizar o isolamento e identificacdo do

microrganismo.

Em decorréncia desses fatores, tornou-se desnecessaria a solicitacdo de protocolo

para liberacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA).

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

A coleta das amostras de sangue das aves para identificar anticorpos anti
salmonela através do teste ELISA indireto, foram realizadas em um Abatedouro
Frigorifico inspecionado pelo Servico de Inspecao Estadual (S.l.E) (Obedecendo aos
protocolos de biosseguranca determinados pelo estabelecimento e seguindo as normas

do RIISPOA), localizado na regido do recéncavo da Bahia.

Previamente ao dia de coleta das amostras, foi solicitado a equipe do Controle de
Qualidade da industria a programacao de abate para realizar a escolha do lote a ser

estudado. Sendo entédo escolhido um lote de 12000 aves com apenas um nucleo.

Ja na plataforma de recepcédo de aves vivas do Abatedouro Frigorifico, foi
verificado, juntamente com a equipe do Servi¢o de Inspecéo Estadual, os documentos
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de transito (Guia de transito animal) e o Boletim Sanitario para assegurar a procedéncia

dos animais.

De acordo com a Instrugdo Normativa n°® 20 de 21 de outubro de 2016, com
objetivo de reduzir a prevaléncia desse agente e estabelecer um nivel adequado de
protecdo ao consumidor, determina que realize ensaios laboratoriais em todos os lotes
de estabelecimentos avicolas para deteccdo de Salmonelas. Com isso, foi realizado a
busca desses dados no Boletim Sanitério, da presenca ou auséncia do microrganismo
no lote em estudo. Tendo como resultado, auséncia de Salmonella spp..

Apos escolher o lote (12.000 aves/nacleo Unico) e verificacdo da documentacao
exigida, o numero total de amostras a serem coletadas, foi definido de acordo com o
namero de aves detectadas com suspeita de Salmonelose aviaria. Do total deste lote, no
exame ante mortem realizado pelo Servico de Inspecdo Estadual, foram identificadas 44
aves com suspeita apresentando sintomatologia clinica e coletadas amostras de sangue
(controle positivo). Sendo também coletadas 42 amostras de sangue de aves

aparentemente sadias (controle negativo).

Como o percentual de aves suspeitas neste lote ficou abaixo do limite critico, foram
instituidos protocolos de medidas profilaticas de acordo com RIISPOA (ART. 91), onde o
abate foi realizado em separado dos demais animais. Sendo abatidos no final da matanca
normal, sob cuidados especiais e a dependendo do caso, as carnes poderdo ser

declaradas proprias ou impréprias para o consumo (PORTARIA 210 - AVES).

De acordo com o Programa de Autocontrole da Industria — PAC 14 — Bem Estar
Animal (obrigatério nos estabelecimentos industriais, de acordo com a Portaria n°144 de
05 de Junho de 2019 — Agéncia de Defesa Agropecuaria da Bahia), foi realizado o
controle de mortalidade deste lote, apresentando-se abaixo do valor estabelecido (valor
de referéncia: igual ou superior a 0,4%), em normas complementares, onde o fiscal
estadual optou em ndo realizar a necropsia desses animais (ART. 97, paragrafo 2° do
RIISPOA). Caso este quantitativo fosse superior, o Médico Veterinario do Servigo de
Inspecéo procedera com a apreenséo, isolamento de todo o lote e comunicagdo imediata

a Agencia de Defesa Agropecuaria da Bahia.



36

Como demonstrado na figura 8, os animais suspeitos foram abatidos em separado
dos demais e a coleta das amostras foi realizada no setor de sangria, logo apos a
insensibilizagdo das aves. E a coletada das amostras das aves aparentemente sadias

foram coletadas durante o fluxo normal de abate.

Figura 8 — Coleta de amostras de sangue das aves na area de sangria.

Dl 7

Por fim foi realizado a identificacdo das amostras, respectivamente,
acondicionadas em caixa isotérmica contendo gelo e transportadas ao LADI do Hospital
veterinério da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia — UFRB.
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4.3 LOCAL DE ESTUDO DAS AMOSTRAS

O processamento e analise das amostras coletadas para efetivar o experimento,
foi realizado na Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB), no Laboratério de
Doencas Infecciosas (LDI)- Hospital Universitario de Medicina veterinaria (HUMV),

localizado no municipio de Cruz das Almas — Bahia.

4.4 PRODUCAO DO ANTIGENO

O antigeno utilizado seguiu o protocolo estabelecido por ALMEIDA (2023) na qual
preconizou-se primariamente a producdo de um antigeno dialisado, nomeado
posteriormente de DAS. Para isso foram utilizados 1,1g de SS Agar diluido em um Becker
com 200ml de 4gua destilada, tal mistura foi aquecida até entra em ebulicdo com o auxilio
do agitador magnético.

Com o contetddo das placas em estado solido foram alocadas col6nias de
Salmonella spp. ja existentes no Laboratdério de Doencas Infecciosas - LDI para
replicacdo, com o uso de uma alca de platina esterilizada em bico de Bunsen, tais placas
foram alocadas em estufa com a temperatura de 37°C, tendo crescimento subsequente

das colbnias.

Testes de coloracao de laminas foram feitos para visualizar a bactéria e a presenca
de possiveis contaminac¢des que poderiam prejudicar o experimento, constando apenas
a presenca dos bacilos gran negativos em lamina. Apés a fase de crescimento em meio
sélido, preconizou-se a expansdo em meio liquido com o uso de EC Broth. Para isso
pesou-se 14,8 gramas do caldo, posteriormente misturados com 500 ml de agua
destilada em um Erlenmeyer e alocados no agitador magnético até o estado de

homogeneizacgéo e ebulicdo do liquido.

Apos ebulicéo e consecutivo resfriamento foi acrescentado ao Erlenmeyer parte
da cultura bacteriana presente na placa de petri com o uso da alga de platina e em
seguida a vidracaria foi alocada na estufa a 37 °C por 48 horas para expansao bacteriana.
Foram alocados dois lotes de seis tubos de 15 ml, uma pipeta de vidro de 20 ml, duas
galerias, peras, luvas e gazes. Ainda dentro do fluxo foram distribuidos cerca de 13 ml
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da solucdo bacteriana expandida presente no Erlenmeyer dentro de todos através de

pipetagem.

Os tubos foram entéo alocados na centrifuga, configurada em 3.000 rotagdes por
minuto (RPM), com tempo estipulado em 15 minutos, com o intuito de separar a massa
bacteriana do liquido. Apds o termino da centrifugacdo os tubos foram novamente

alocados no fluxo laminar, para que fosse feito o descarte do liquido.

Com o uso da pipeta e ponteira, foram acrescentados 500 microlitros de solugao
salina nos tubos de nimero um e por cerca de 10 vezes o mesmo liquido foi retirado e
realocado, afim de suspender a massa. O liquido dos tubos nimero um foram repassados
para os tubos numero dois, onde foram feitas as mesmas manobras para suspencéo da
massa e assim seguiu-se até os tubos de numero seis, acrescentou-se solucao salina

nos ultimos tubos até totalizar 10 ml, para potencializar a suspencao da massa.

O tubo restante de cada lote passou hovamente por centrifugacdo a 3.000 RPM
por 20 minutos e apoOs isso seguiram novamente para o fluxo laminar, onde foram
acrescentados 1.000 microlitros de solugcdo salina em cada tubo. Foi feita entdo a
homogeneizacdo com 0 uso da pipeta e ponteira por 10 vezes e em seguida o conteudo

de ambos os tubos foi armazenado em um tubo Unico.

O tubo que restou dos processos da lavagem foi alocado em banho-maria na
temperatura de 50°C por 30 minutos, sendo homogeneizado a cada 10 minutos,
subsequentemente foi alocada no congelador, onde passou 12 horas. Apés esse periodo
foi centrifugado e utilizado o sobrenadante.

4.5 PROTOCOLO DO ELISA indireto

O protocolo do ELISA indireto foi baseado e adaptado do protocolo de Fernandes
(2022), no qual o antigeno produzido passou por processo de determinacdo da

concentracéo a ser utilizada no teste ELISA indireto.

Primeiramente foi sensibilizada uma placa de poliestileno com 96 pogos (COSTAR
3590) para determinacdo da melhor titulag&o, utilizando tamp&o carbonato-bicarbonato e
diferentes diluicdes do antigeno, sendo na coluna 1 e 2, 1:200, na coluna 3 e 4, 1:400,
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na coluna 5 e 6, 1:800, na coluna 7 e 8, 1:1.600, na coluna 9 e 10, 3:200, e na coluna 11
e 12, 1:6.400. A placa foi deixada na geladeira over-night, por 20 horas (média) em uma

camara Umida. Posteriormente foi lavada duas vezes com PBS-T20.

Apés a lavagem, foi realizado o blogueio da placa, com leite desnatado em p6
diluido em PBS-T20 a 5% e deixada na estufa a 37°C por duas horas. Apds esse tempo,

a placa foi lavada novamente duas vezes.

Apbs a segunda lavagem foi distribuido na placa em duplicatas o branco - meio de
diluicdo dos soros (fileiras A e B), soro comprovadamente negativo (fileiras C e D), soro
comprovadamente positivo (fileiras E e F). A placa foi deixada na estufa a 37°C por uma

hora, foi lavada com PBS-T20 cinco vezes.

Posteriormente foi distribuido 100 microlitros dos soros testes, diluido em leite a
1% e incubado por 1h. Depois desse tempo foi realizada a lavagem com PBST20 cinco
vezes e acrescido o conjugado (imunoglobulina de coelho anti-IgG [molécula inteira -
H+L] de ave marcado com peroxidase - Sigma) por poco. A placa foi deixada na estufa a

37°C por uma hora e meia e retirada, lavada por cinco vezes com PBS-T20.

Em seguida, foi adicionada a solu¢do reveladora (10 ML Acido citrico + 60
microlitros H202 (30 volume) + 60 ug de OPD). A reacéo foi freada com acido sulfarico
(H2S04) ap6s média de 30 minutos e lida no espectrofotbmetro com filtro de 492 nm.
Dessa maneira, o processo para determinacdo da titulacdo do antigeno, definiu no
mesmo momento o protocolo ELISA indireto a ser utilizado. A definicAo da melhor
titulag&o foi 1:200, sendo 100 microlitros por poco.

4.6 ESTUDO DO PONTO DE CORTE, SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

O ponto de corte foi determinado através do calculo da média de animais nao
reagentes acrescido de trés vezes o desvio padréao populacional (Média aritmética de nao
reagentes + 3 ¢ Desvio padrao populacional) baseada em Frey; Di; Zurakowski (1998).
Para o estudo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo e
acuracia foram calculados com as formulas preconizadas por Soares et al. (2012), de
acordo com a Tabela 1.
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Tabela 1 — Representacéo do calculo da sensibilidade, especificidade, valores preditivos

positivos e negativos e acuracia.

Condicao do
Resultado do teste animal

Doente Nao-doente Total

. A B a+b
Positivo

_ C D c+d
Negativo

a+c b+d a+b+c+d
Total (N)
Formulas:

Sensibilidade: a/(a+c) X 100
Especificidade: d/(b+d) X 100
Valor preditivo positivo: a/a+b
Valor preditivo negativo: d/c+d
Acuracia: (a+d)/(a+b+c+d)
Soares et al. (2012).

4.7 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DA SALMONELLA SPP.

Com a finalidade de demonstrar a existéncia da Salmonella spp. de amostras de
visceras de frangos (mesmo lote em estudo) abatidas no abatedouro frigorifico com
inspecdo estadual. Foram coletadas amostras de figado e coracdo com lesbes de
necroses e/ou abscessos, condenadas na linha de abate para realizagcdo do isolamento
e identificagéo (figura 9). Para isso foram coletadas 50 amostras de visceras de frangos

abatidos, sendo 25 amostras de figado e 25 amostras de coracao.
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Figura 9 — LesBes macroscopicas em visceras condenadas pela Inspecéo Estadual.

O protocolo de isolamento das amostras foi realizado. O cultivo bacteriano seguiu
as normas estipuladas pelo Plano Nacional de Sanidade Avicola (BRASIL, MAPA, 2002)
com algumas modificacdes. O protocolo iniciou-se com o pré-enriqguecimento da seguinte
forma: uma vez no laboratério, as solucdes resultantes do processo de enxague foram

mantidas a temperatura de incubacéo a 37 °C por 24 h.

ApOs esse periodo, 0 passo seguinte foi de enriqguecimento seletivo, que consistia
na retirada de aliquotas do pré-enriquecimento para os meios Rappaport-vassiliadis na
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proporcao de 1:100 e Selenito Cistina na proporcdo de 1:10. De cada uma das culturas
de enriquecimento seletivo, utilizou-se uma alca de platina e aliquotas foram semeadas
de forma asséptica em placas contendo os meios agar Verde Brilhante, agar MacConkey
e agar Salmonella — Shigella. A temperatura de incubagéo foi padronizada em 37 °C por

um periodo de 24 h.

A identificacdo presuntiva foi realizada através das culturas obtidas do
plaqueamento seletivo. Dessa forma, foram colhidas, com auxilio de uma agulha de
platina previamente flambada, amostras de cada uma das placas semeadas, sendo
escolhidas entre duas e trés colonias sugestivas para Salmonella e incubadas em tubos
contendo agar inclinado Triplice Agucar Ferro (TSI) e agar inclinado LisinaFerro (LIA).
Para a realizacdo da prova do Indol, foi utilizado o meio SIM (Sulfeto, Indol e Motilidade)
que caracteriza as bactérias em relacdo a motilidade, a producéo de sulfeto e a reacéo

de Indol. A prova do Citrato também foi realizada.

A incubacao seguiu a temperatura de 37 °C por um periodo de 24 h. Assim sendo,
as bactérias foram classificadas quanto ao género de acordo com as caracteristicas
bioguimicas apresentadas nessas provas. As provas bioquimicas realizadas foram
provas de urease, sulfeto-indol-motilidade (SIM), Lisina, Citrato e desaminag¢do da

fenilalanina.
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5 RESULTADOS

A diluicdo 6tima do soro foi determinada pela diferenca entre as densidades
Opticas obtidas nas leituras dos soros positivos e negativos. Aquela que apresentou maior
diferenca nas diferentes concentracdes de antigeno foi escolhida (1:200). A partir dai, foi
determinado o ponto de corte do Elisa indireto os soros de aves sabidamente

soronegativos.

O ponto de corte foi 0,497 (0,23 + 3 * 0,154). A partir deste resultado foram
identificadas amostras positivas para presenca de anticorpos anti-salmonella em 100%
das amostras analisadas. Enquanto que, a analise da amostra negativa apresentou
92,85% de especificidade, sendo observado que alguns animais deram positivos (Tabela
2). Apresentando 100% de sensibilidade e 92,85% de especificidade.

Foram consideradas aves doentes aquelas com suspeita de Salmonelose Aviaria
através da inspecdo visual no exame ante mortem, na plataforma de recep¢éo de aves
vivas. Da mesma forma, foi definida as aves sadias, aquelas que se apresentavam

higidas.

Tabela 2 — Resultado do ponto de corte das amostras positivas e negativas.

Condicao do animal
Resultado do teste

Doente Nao-doente Total
Positivo 44 3 47
Negativo 0 39 39

Total 44 42 86
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Para validar o teste de ELISA indireto padronizado, foram calculados os valores
de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e a

preciséo do teste (acurdcia), utilizando as formulas abaixo:

Formulas:

Sensibilidade: a/(a+c) X 100 = 44/44 X 100 = 100%
Especificidade: d/(b+d) X 100 = 39/42 X 100 = 92,85%
Valor preditivo positivo: a/a+b = 44/47 = 0,94

Valor preditivo negativo: d/c+d =39/39 =1

Acuracia: (a+d)/(a+b+c+d) = 83/86 = 0,965

Na validagéo do teste ELISA indireto, das 42 amostras utilizadas como controle
negativo, apenas 39 ficaram acima do ponto de corte, indicando uma especificidade de
92,85%. Das 44 amostras suspeitas de Salmonelose Aviaria, todas apresentaram 100%
de sensibilidade. O valor preditivo positivo foi de 0,94 e o valor preditivo negativo foi de 1
e a precisdo do teste (acuracia) foi de 0,965. Estes valores de especificidade e
sensibilidade do ELISA indireto desenvolvido utilizando o antigeno, caracteriza como um
teste eficaz para avaliar a identificagdo de anticorpos em animais convalescentes,

podendo ser um indicador de imunidade humoral adquirida.
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Grafico 1 — Amostras negativas para Salmonella spp.
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Grafico 2 — Amostras positivas para Salmonella spp.
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Durante a realizacdo do teste, medidas foram tomadas para garantir a qualidade

do resultado, onde o armazenamento adequado principalmente o substrato, que deve ser

mantido em lugar privado de luz para evitar a foto decomposicéo, deve ser realizado a

manutenc¢dao periédica dos equipamentos de lavagem para evitar acamulos quimicos.

Os resultados obtidos no isolamento e identificagdo demonstraram que a

Salmonella spp. estava presente (no lote em estudo) na linha de abate de visceras

condenadas por lesbes caracteristicas da salmonelose. Das 25 amostras de figado com

lesdo foi isolado sugestivo de Salmonella spp.. Nas amostras de coragcdo foram

observadas que das 25, apenas trés amostras ndo apresentaram crescimento e 20

amostras apresentaram crescimento sugestivo de Salmonella spp..
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6 DISCUSSAO

A Salmonelose Avidria € uma zoonose que impacta negativamente a cadeia
produtiva de aves, e para manter o status sanitario adequado desses animais faz-se
necessario que se apliquem medidas de controle e prevencdo e busque métodos
diagnosticos rapidos e precisos. Barbosa et al. (2022), reforcam citando que, 0 sucesso
da cadeia produtiva esta relacionado a eficiéncia de producédo, além de qualidade e

seguranca do alimento, associadas as medidas de biosseguridade.

Ficou demonstrado neste estudo que € importante o uso de métodos diagnosticos
capazes de detectar a Salmonella spp., com efetividade e confiabilidade para instituir, de
forma precoce, o tratamento mais adequado. Estudos realizados por Vieira Junior (2022)
demonstrou que 0s ensaios imunoenzimaticos sdo importantes métodos para detec¢éo
de antigenos e anticorpos, podendo diagnosticar a doenca ativa ou pregressa. E Pereira
(2019) comprovou que o teste ELISA indireto € um método considerado sensivel, preciso

e capaz de detectar até mesmo quantidades infimas de antigenos ou anticorpos.

As amostras analisadas, neste estudo, através do teste ELISA indireto,
apresentaram em seus resultados alta sensibilidade e alta especificidade na deteccédo de
anticorpos anti Salmonella spp., presentes no soro sanguineo das aves testadas.
Resultados estes que foram comprovados por Franco et al. (2021), onde estudos
demonstram que a alta sensibilidade e especificidade associadas oferecem uma grande
seguranca diagnostica e compde uma das principais vantagens no uso do método.

Apesar do teste ELISA indireto poder apresentar reacfes cruzadas com outros
bactérias do mesmo género, fato que gera preocupacao, este estudo apresentou eficacia
segura em resposta ao resultado das amostras analisadas. Porém, Ullah & Zhang (2023),
devido a falsos resultados de precisdo, o método de PCR tem uma vantagem sobre
outras técnicas como ELISA, sendo uma ferramenta rapida e confiavel para diagnosticar,

identificar o gendtipo e quantificar o microorganismo.

Respectivamente, a sensibilidade e especificidade do teste ELISA indireto para
detecgéo de anticorpos anti-salmonella observada neste trabalho (100% e 92,85%) foi

semelhante aos dados obtidos por Oliveira (2004), que detectou resposta humoral contra
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sorotipos Gallinarum, Pullorum, Enteritidis e Typhimurium em amostras de soros de aves
comerciais, demonstrando ser um teste util, podendo ainda identificar aves com sorologia
positiva para S. gallinarum, S. pullorum sem que haja reacdo cruzada com amostras de
soro de aves vacinadas ou infectada por S. enteritidis.

Para garantia da qualidade dos resultados durante a realizacdo do teste ELISA
indireto, diversas medidas foram tomadas, como por exemplo: armazenamento
adequado do substrato, manutencdo periddica dos equipamentos utilizados e
treinamento técnico, para que pudéssemos validar o teste. Andreasson et al. (2015) citam
qgue a utilizacdo de um método néo validado pode levar a consequéncias desastrosas,
podendo ocorrer a interpretacdo de resultados errados, levar perda de recursos
financeiros, ao desperdicio ou perda de tempo, bem como colocar em duavida a
credibilidade do laboratério e dos profissionais envolvidos em todo processo.

No presente trabalho, foi observado na linha de inspecdo lesBes
anatomopatoldgicas mais comumente em figado e coracdo. Em estudos realizados por
Duarte & Santana (2019), durante a necropsia realizada em frangos de corte com
suspeita de Salmonelose Aviaria, as alteracfes anatomopatolégicas mais evidentes

foram observadas no figado, coracao, rins e intestino.

Com o intuito de reforgar a existéncia, neste estudo, do agente etioldgico em linha
de producéo, foi caracterizada as lesbes anatomopatoldgicas encontradas em coracédo e
figado de frangos de corte condenados com suspeita de Salmonelose aviaria e realizado
o isolamento bacteriano, onde foi identificado a Salmonella spp. em 23/25 amostras de
coracdo e 25/25 de figado. Entretanto, apesar deste resultado expressivo, Casagrande
et al. (2017), citam que no Brasil ndo ha estudos que correlacionem as lesbes
macroscopicas de causa infecciosa observadas em abatedouros de frango de corte com

a caracterizacao histolégica e o isolamento do agente presente nos 6rgaos lesionados.

Apesar do tempo gasto e demora no resultado, o teste microbiolégico é confiavel
e foi utilizado neste estudo, como auxilio diagndstico para confirmar a presenca da
Salmonella spp. dentro da producéo. Corroborando com Muhammad et al. (2021) onde
menciona que o diagnostico através do método convencional de cultura é um “padréo

ouro”, mas esta técnica é muito trabalhosa, cara, demorada devido ao crescimento lento
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e requer pessoal muito qualificado, podendo estes fatores levar a variacbes nos

resultados.

De acordo com o Regulamento de Inspecao Industrial de Produto de Origem
Animal (Decreto n° 10.468, de 18 agosto de 2020) e atualizada pela Portaria n® 210 de
10 de novembro de 1998 do MAPA, os critérios de condenacéo de visceras de frangos,
consideram o aspecto visual (cor, forma e tamanho), consisténcia e odor do o6rgao.
Porém, alteragBes macroscépicas presentes nas visceras de frangos condenadas em
linha de inspe¢do ndo podem ser consideradas como um diagnéstico definitivo da

enfermidade, pois as alteracdes podem ter etiologias variadas.

Ficou evidente, neste trabalho que, a avaliacdo e as lesbes encontradas em
visceras durante o exame pdés mortem das aves € um método importante de
monitoramento de enfermidades nos aviarios. Provando que, de acordo com Carneiro et
al. (2017), o diagnéstico anatomopatologico é uma ferramenta indispensavel na Medicina
Veterinaria. Contudo, faz-se necessario, de acordo com estudos realizados por
Casagrande et al. (2017) a correlagdo a caracterizacdo histolégica e o isolamento do
agente presente nos 6érgaos lesionados.
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7 CONCLUSAO

A ocorréncia da Salmonelose aviaria ficou comprovada através da deteccao de
anticorpos anti salmonella analisadas no soro sanguineo das aves estudadas através do
teste Elisa indireto associado ao isolamento e identificacdo do agente de amostras

condenadas de visceras de frangos.

Neste estudo, ficou demonstrado a importancia do diagndstico clinico associado
aos exames complementares para diagnoéstico definitivo da enfermidade, onde o teste
Elisa indireto confirmou a suspeita da Salmonelose Aviaria nas amostras de soro

analisadas.

Os valores encontrados de especificidade e sensibilidade no teste ELISA indireto
desenvolvido utilizando o antigeno, caracterizou-se eficaz para avaliar a identificacdo de
anticorpos em animais convalescentes, podendo ser padronizado para o diagndstico da

enfermidade e introduzido na rotina do Médico Veterinario.

E importante ressaltar que os dados de ocorréncia de Salmonella sdo a chave para
medir o impacto da doenca para que possa mitigar as intervencdes mais prudentes a
serem tomadas. Tornando-se com isso, o0 teste ELISA indireto, uma ferramenta
importante para rastreabilidade da Salmonella spp., sua epidemiologia e como auxilio
diagnostico.

Também foi proposto investigar a presenca da Salmonella spp. em amostras de
visceras de frango através do seu isolamento e identificacdo com o intuito de reforcar,
juntamente com o ensaio imunoenzimatico indireto, a presenca do microrganismo no lote

e na regiao estudada.

Com a positividade destes resultados, podemos evidenciar a presenca da bactéria
no ambiente estudado, configurando assim, a necessidade de um monitoramento
permanente para a doenca e consequente ado¢cdo de medidas de biosseguridade a fim
de preservar a sanidade da producéo.
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Portanto mais estudos devem ser conduzidos para determinar a real importancia
desse agente como fator desencadeante de processos infecciosos bacterianos em

frangos de corte.
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