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I-RELATORIO DE ESTAGIO
1.INTRODUCAO

O estagio curricular obrigatorio foi realizado no periodo de 14 de agosto a 22
de dezembro de 2023, totalizando 602 horas, como parte dos requisitos para a
conclusao do curso de Medicina Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias (Unesp/FCAV). O trabalho foi realizado sob orientacdo do Prof. Dr.
Angelo Berchieri Junior, em trés empresas do ramo avicola, voltadas a
experimentacdo, diagnoéstico e producdo de material genético, respectivamente. As
atividades foram desenvolvidas no CEAV-Centro Avancado de Pesquisa e
Desenvolvimento em Sanidade Avicola, em Descalvado-SP, sob supervisdo da Dr2.
Lais Rizotto; no Mercolab Laboratorios LTDA, situado em Cascavel-PR, sob a
supervisdo da Me. Rafaela Berto e na Granja n°06 da empresa Cobb Vantress
LTDA, alocada em Agua Clara-MS, sob supervisdo do M.V. Leonildo Turra Neto. >
EXPERIMENTACAO, DIAGNOSTICO DO RAMO AVICOLA

2.CEAV - CENTRO AVANCADO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM
SANIDADE AVICOLA

2.1.Descricdo da Empresa

O CEAV, laboratério mantido pelo Instituto Biolégico, da Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegécios (IB-APTA), esta localizado na Rua Bezzerra Paes
n°2278, na cidade de Descalvado-SP. A instituicdo atua no desenvolvimento de
pesquisas cientificas e é credenciada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) para realizar exames de monitoramento de doencas
contempladas no Plano Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), segundo a NBR
ISO/IEC 17025:2017. Aléem dessas atribuicbes, o laboratorio é acreditado pelo
Inmetro, em conformidade com a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT), para realizacdo de analises microbiolégicas de alimentos (ABNT, 2006).

A atividade cientifica do CEAV direciona-se a realizacdo de estudos nas areas
de sanidade avicola e qualidade microbiolégica de alimentos, como a pesquisa de
patdgenos em carnes de frango (TESSARI et al., 2003) e ovos comerciais
(CARDOSO et al., 2001).



2.1.1.Instalacdes

O CEAV possui quatro setores voltados a realizagdo de ensaios laboratoriais
(microbiologia de alimentos, sorologia, microbiologia de amostras de aves e biologia
molecular) e dois setores de apoio (preparo de meios de cultura e descontaminacao
de materiais). Todos contém uma antessala para paramentacao e desparamentacao
dos colaboradores.

2.1.1.1.Setor de preparo de meios de cultura

A pesagem de componentes e elaboracdo de meios de cultura ocorrem em
uma sala equipada com duas estufas de secagem (operando em temperatura de
36°C), dois deionizadores de agua, uma balanca de precisdo e dois fluxos laminares
com luz ultravioleta (UV). Além desse ambiente, o setor apresenta uma area
destinada a esterilizacdo de materiais utilizados na rotina laboratorial e de meios de

cultura, que conta com duas autoclaves.

2.1.1.2.Setor de microbiologia de alimentos

A infraestrutura projetada para execucdo de ensaios microbiologicos de
alimentos é composta por trés fluxos laminares com luz ultravioleta (UV), duas
estufas microbiolégicas (operando em temperatura de 36°C), um termociclador, uma
mesa agitadora e um refrigerador (operando em um intervalo de temperatura de 2 e
5°C) nesse ultimo equipamento, realiza-se a preservacgao de estirpes cultivadas para
validar os ensaios microbiolégicos (controles positivos), como Candida albicans,
Salmonella enterica sorovar Mbandaka, Escherichia coli e Clostridium perfringens
(C. perfringens). Em complemento, o setor possui uma sala anexa equipada com

balanca de precisdo, destinada a pesagem de amostras.

2.1.1.3.Setor de sorologia

As analises soroldgicas sdo conduzidas em um ambiente subdivido em duas
salas. Na primeira, estdo instaladas uma lavadora e uma leitora de microplacas,
equipamentos destinados a execucdo e analise dos resultados de ensaio
imunoenzimatico (ELISA). A segunda sala, especializada na realizacdo da prova de
imunodifusdo dupla em gel de agarose (IDGA), esta equipada com uma bomba de

vacuo e uma bancada com luz branca para a interpretacéo dos resultados.



2.1.1.4.Setor de microbiologia de amostras de aves

Neste setor, ha um laboratério no qual ocorre a investigagéo e o isolamento
de bactérias patogénicas, em especial do género Salmonella, a partir de material
bioldgico avicola. No laboratorio, encontram-se dois fluxos laminares providos de luz
ultravioleta (UV), duas estufas microbioldgicas (operando em temperaturas de 36°C
e 42°C) e um refrigerador (operando no intervalo de temperatura entre 2°C e 5°C),
destinado a preservacdo de amostras. Adicionalmente, o setor possui uma sala de

apoio destinada a colheita de amostras de 6rgaos e exame necroscopico em aves.

2.1.1.5.Setor de biologia molecular

O setor de biologia molecular € composto por quatro salas isoladas. Na
primeira, denominada “Sala de Preparo do mix”, procede-se a mensuracao e
armazenamento dos reagentes para realizacdo de ensaios moleculares, a qual é
equipada com um fluxo laminar com luz ultravioleta (UV) e um refrigerador
(operando no intervalo de temperatura entre 2°C e 5°C).

A segunda sala é dedicada a extracdo de material genético e contém um
refrigerador (operando no intervalo de temperatura entre 2°C e 5°C) para o
armazenamento de amostras que serdo analisadas, dois fluxos laminares com luz
ultravioleta (UV), uma centrifuga e um extrator semi-automatizadode material
genético.

A terceira sala, onde ocorrem ensaios moleculares, é equipada com um
freezer (operando em temperatura de -20°C) para o armazenamento de amostras ja
analisadas, um fluxo laminar com luz ultravioleta (UV), uma centrifuga e dois
termocicladores. A quarta sala é para a realizacéo de eletroforese em gel de agarose

e dispde de um fotodocumentador e dois computadores para analise de resultados.

2.1.2.6.Setor de descontaminagéo de materiais

O descarte e a descontaminacao de residuos laboratoriais ocorrem em um
espaco com duas autoclaves destinadas a esterilizacdo de vidrarias. Nesse
ambiente, armazenam-se ponteiras, objetos perfurocortantes e residuos quimicos
em recipientes especificos até o momento de descarte. Ademais, o setor possui uma
sala adjacente, equipada com dois ultra-freezers (operando em temperatura de -
80°C), onde sdo mantidas as contraprovas (soros e amostras de colheita de 6rgaos)

por até 60 dias até o descarte.



3.MERCOLAB LABORATORIOS LTDA

3.1.Descrigéo da Empresa

O Mercolab Laboratérios LTDA dispde de duas unidades, a primeira na
cidade de Cascavel — PR e a segunda situada em Chapecé — SC. A unidade em que
ocorreu o0 estagio curricular esta localizada na Rua Maringa n°2.388, em Cascavel -
PR. A empresa foi fundada em 2002 e oferece servi¢cos veterinarios nas areas de
microbiologia de alimentos, bromatologia, analise de agua e sanidade animal. O
escopo de analises inclui exames para aves, bovinos, equinos, suinos e peixes.

A instituicdo € credenciada pelo MAPA para realizar analises oficiais de
monitoramento para Salmonella spp. e Mycoplasma spp. em aves domésticas,

conforme o PNSA.

3.1.1. Instalacdes

As instalacbes da empresa dividem-se em cinco setores destinados a
execucao de ensaios laboratoriais (sorologia, biologia molecular, microbiologia, setor
de histopatologia e andlise de micotoxinas em alimentos) e dois setores de apoio
(preparo de meios de cultura e desinfecgcdo de materiais). Todos contém uma
antessala para paramentacdo e desparamentacéo dos colaboradores.

3.1.1.1.Setor de preparo de meios de cultura

O setor voltado a esterilizacdo de materiais e preparo de meios de cultura
estd organizado em trés salas distintas. A primeira sala destina-se a elaboracéo de
meios de cultura, a segunda a esterilizacdo de materiais e a terceira ao
armazenamento de meios de cultura. Esse ambiente contém uma sala equipada
com quatro autoclaves, outra com duas balancas de preciséo, dois fluxos laminares
com luz ultravioleta (UV) e uma camara fria (operando em temperatura de 4°C). A
infraestrutura dispde de um elevador para simplificar a entrega de materiais aos

laboratdrios microbiolégicos.

3.1.1.2.Setor de sorologia

O ambiente destinado a execucdo de testes sorologicos conta com uma
lavadora e uma leitora de placas de ELISA, uma bomba a vacuo e uma bancada de
marmore com luz branca para interpretacdo dos resultados de soroaglutinacao

rapida em placa (SAR) e imunodifusdo dupla em gel de agarose (IDGA). Os



reagentes (kits de ELISA, antigenos e antissoros comerciais) utilizados na rotina do
setor ficam armazenados em dois refrigeradores industriais (operando nol intervalo

de temperatura entre 2°C e 5°C).

3.1.1.3.Setor de biologia molecular

O setor de biologia molecular divide-se em trés areas. A primeira é destinada
a extracdo de &cidos nucleicos e encontra-se equipada com duas maquinas de
extracdo semiautomatizada de material genético A segunda éarea, destina-se a
realizacdo de ensaios moleculares, possui dois termocicladores e um fluxo laminar
com luz ultravioleta (UV). A terceira sala, denominada sala de preparo do mix, possui
quatro refrigeradores industriais para o armazenamento de insumos (operando no
intervalo de temperatura entre 2°C e 5°C) e um fluxo laminar com luz ultravioleta
(UV).

3.1.1.4.Setor de histopatologia
O setor de histopatologia esta equipado com uma capela de exaustdo de

gases. Equipamento empregado para evitar a exposicao direta do operador a
substancias toxicas e volateis. O ambiente possui um processador semiautomatico

de tecidos (Figura 1) e um micr6tomo manual.

Figura 1. Processador semiautomatico de tecidos. Fonte: Arquivo Mercolab
Laboratérios LTDA, 2023.



3.1.1.5.Setor de analise de micotoxinas em alimentos

O setor de analise de micotoxinas em alimentos possui um fluxo laminar com
luz ultravioleta (UV), um refrigerador para armazenamento dos reagentes (operando
no intervalo de temperatura de 2°C a 5°C), dois trituradores de grdos e um

equipamento para leitura de placas de ELISA.

3.1.1.6.Setor de microbiologia de amostras de aves

O setor de microbiologia de amostras de aves concentra suas atividades na
pesquisa de Salmonella spp., segundo o procedimento preconizado pela Portaria n°
126, de 03 de novembro de 1995, e esta dividido em cinco areas. A primeira destina-
se a colheita de amostras e ao exame necroscopico, esta equipada com quatro
bancadas de marmore que contam com Bicos de Bunsen e uma mesa de metal para

recepcao de amostras (Figura 2).

Figura 2. Sala de necropsias e colheita de amostras de origem animal. Fonte: Arquivo
Mercolab Laboratérios LTDA, 2023.

A segunda area, destinada ao pré-enriquecimento de amostras, possui quatro
bancadas com bico de Bunsen e dois refrigeradores (operando no intervalo de
temperatura entre 2°C e 5°C). A terceira sala centra suas atividades no cultivo
seletivo e no plaqueamento de amostras, possui vinte bancadas de marmore
equipadas com bicos de Bunsen e dois fluxos laminares equipados com luz
ultravioleta (UV). A quarta subdivisdo do setor esta equipada com quatro estufas
microbiolégicas (operando em temperaturas de 36°C e 42°C), de uso exclusivo para

a incubacgéo de placas de Petri e amostras enriquecidas com caldos. A quinta area,



projetada para a realizacdo do exame bioquimico complementar e a sorotipificacao
de estirpes do género Salmonella, dispbe de dois fluxos laminares equipados com

luz ultravioleta (UV) e uma bancada de marmore para a manipulagdo de amostras.

3.1.1.7.Setor de descontaminagcdo de materiais
A esterilizacdo de vidrarias para reutilizacao e o descarte de residuos ocorrem

em um ambiente equipado com quatro autoclaves.

4. Granja n°06 da Cobb-Vantress LTDA

4.1. Descri¢cao da Empresa

A Cobb-Vantress LTDA é uma empresa multinacional especializada no
desenvolvimento, producdo e venda de material genético de aves de corte.
Conhecida como a primeira empresa de genética avicola, fundada em 1916, com
sede na cidade de Siloam Springs, no estado de Arkansas nos Estado Unidos da
América (EUA). Atualmente, as principais unidades estdo distribuidas nos EUA,
Brasil, Nova Zelandia e Reino Unido, que séo responsaveis pelo abastecimento de
mais de 120 paises.

A empresa iniciou suas atividades no Brasil em 1995, com sede na cidade de
Guapiagu-SP. No Brasil, a Cobb-Vantress LTDA possui seis granjas em
funcionamento (Granja n°0l1l, em Guapiacu-SP; Granja n°02, em Palestina-SP;
Granja n° 03, em Paulo de Faria-SP; Granja n°04, em Uberlandia-MG; Granja n°05,
em Campina Verde-MG e Granja n°06, em Agua Clara-MS) e uma em construcéo
(Prata-MG). O estagio foi realizado na granja n°06, localizada na Rodovia
Benevenuto Ottoni, n°79.680 em Agua Clara-MS.

A empresa objetiva o desenvolvimento de solugfes inovadoras e sustentaveis
gue atendam as necessidades do mercado consumidor sem comprometer a

rentabilidade dos produtores.

4.1.1. Instalacdes

A granja n°06 é constituida por nove nucleos (Figura 3) contendo quatro
aviarios cada, todos possuem um sistema de pressdo negativa para garantir a
ambiéncia e o bem-estar das aves. A granja possui trés ndcleos de crescimento (A,

D e G) com capacidade de alojar 58.000 aves por ndcleo e seis nucleos de producéo



(B, C, E, F, H e I) com capacidade de alojar 38.700 aves por nucleo, totalizando a

lotacdo maxima da granja em 406.200 aves.

Figura 3. Vista panordmica da Granja n°06 da Cobb-Vantress LTDA. Fonte:
Arquivo Cobb-Vantress LTDA, 2023.

Os nucleos séo constituidos por uma estrutura que inclui a portaria, uma area
gue possui sanitarios e vestiarios internos e externos, area de banho, fumigador de
materiais, escritorio/refeitério e lavanderia. Nos nucleos de producdo encontra-se
ainda um depésito de maravalha, fumigador de ovos e sala de ovos.

Os aviérios de recria possuem pé direito de 2,3 metros de altura, 130 metros
de comprimento por 12 metros de largura, totalizando 1.560 m?. No meio do aviario
ha um deposito de racdo com 36 m?, permanecendo 1.524 m? disponiveis para as
aves. Os galpdes contam com sistemas automatizados para distribuicdo de racéo e
ambiéncia das aves (controle de umidade, temperatura, luminosidade e pressao).

Os aviéarios de produgéo possuem 145 metros de comprimento por 12 metros
de largura, totalizando 1.680 m2. Assim como na recria, ha um depdsito de racéo
com 60 m?, resultando em um espaco disponivel para as aves de 1.740 m2. O pé
direito da estrutura tem de 2,3 a 3,0 metros de altura (dependendo do nudcleo). Os
aviarios sdo construidos com materiais de facil higienizagdo (metal e concreto) e
cobertos com telhas isotérmicas. O piso de concreto possui uma camada de 8 cm de
espessura. Os galpbes contam com sistemas automatizados para distribuicdo de

racdo das aves, colheita de ovos e ambiéncia das aves.



Os nucleos possuem uma distancia minima de 300 metros, a distancia entre
os galpbes € de 15 metros na recria e 30 metros na producdo. O estabelecimento
avicola mais proximo (Incubatério Cobb de Matrizes — ICM) estd a 25 km de

distancia.

5.DESCRICAO DAS ATIVIDADES DO ESTAGIO

5.1. Padronizacéo de Procedimentos Laboratoriais Segundo o Plano Nacional
de Sanidade Avicola (PNSA)

As atividades acompanhadas no CEAV e no Mercolab Laboratorios LTDA
foram realizadas objetivando o0 monitoramento preventivo de enfermidades
contempladas no PNSA do MAPA.

O PNSA monitora Paramyxovirus tipo 1 (APMV-1), agente etiolégico da
Doenca de Newcastle; virus Influenza aviaria A (H5N1), agente etioldégico da
influenza aviaria; Mycoplasma gallisepticum, agente da doenca respiratéria cronica;
Mycoplasma synoviae, agente etiolégico da sinovite infecciosa aviaria; Mycoplasma
meleagridis, agente etiolégico da sinusite infecciosa em perus; Salmonella enterica
subespécie enterica sorovar Gallinarum biovar Gallinarum, agente etiolégico do tifo
aviario; Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Gallinarum biovar Pullorum,
agente etiolégico da pulorose; Salmonella enterica subespécie enterica sorovar
Typhimurium e Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Enteritidis,
causadores de doencas de transmissao hidrica e alimentar (DTHA) em humanos.

A metodologia empregada nos laboratérios credenciados € padronizada para
garantir que as condi¢cdes de analise sejam semelhantes. Os resultados de analises

oficiais (direcionadas ao monitoramento pelo MAPA) sé&o sigilosos.

5.2. Atividades desenvolvidas no CEAV

O estagio no CEAV foi realizado de 14 de agosto a 12 de outubro de 2023,
com carga horaria de 30 horas semanais, totalizando 252 horas de atividades. Neste
periodo, houve o acompanhamento da rotina nos setores de preparo de meios de
cultura, sorologia, microbiologia de alimentos, microbiologia de material de origem

animal e biologia molecular.
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5.2.1. Triagem de amostras para pesquisa de agentes etiolégicos
contemplados no PNSA

O CEAV avalia a integridade de amostras de origem animal para realizacao
de ensaios laboratoriais. Segundo as especificacbes do MAPA, as amostras devem
ser conservadas em temperaturas entre 2°C e 8°C, por no maximo 96h.

Durante o estagio, o laboratorio recebeu amostras de soro sanguineo de aves
comerciais, ovos bicados de pintos de um dia de vida, suabes de traqueia e
amostras de o6rgdos (fragmentos de traqueia e ceco). Um certificado indicando a
data, horario e local de colheita € enviado juntamente com a amostra. Apés a
verificacdo dos dados, realiza-se a afericAo da temperatura de preservacdo do
contedudo destinado aos ensaios laboratoriais.

5.2.2.Preparo de meios de cultura

O CEAV realiza o preparo de meios de cultura para utilizacdo no proprio
laboratério. Os meios de cultura séo sintéticos, sendo necesséria a realizacao dos
procedimentos de dissolucao e esterilizagao.

A pesagem dos componentes ocorre em balanca de precisdo e o volume de
agua deionizada € mensurado com auxilio de uma proveta volumétrica com
capacidade de 1L. A esterilizagdo dos meios de cultura ocorre em autoclaves,
segundo as especificagdes do fabricante.

Durante o estagio, foram preparados caldos nutrientes como agua peptonada
tamponada (APT) e caldo Brain Heart Infusion (BHI), também foram desenvolvidos
meios para a diluicdo de amostras, como a Phosphate-Buffered Saline (PBS). Para a
contagem microbiolégica, foram preparados os agares Sabouraud, dicloran com rosa
bengala e cloranfenicol (DRBC), plate count agar (PCA) e Shahadi-Ferguson
Perfringens (SPF). Ademais, foram elaborados caldos de enriquecimento, como
tetrationato e Rappaport-Vassiliadis, e agares seletivos, incluindo MacConkey (MAC)

e Desoxicolato-lisina-xilose (XLD), para a pesquisa de Salmonella spp.

5.2.3.Processamento de amostras de alimento para contagem microbiol6gica
O CEAV realiza a diluicdo seriada de amostras para estimar a concentragcéo
de microrganismos presentes em uma amostra desconhecida. O procedimento
inicia-se com a pesagem de 25g de alimento em balanca de preciséo, seguida pela
diluicdo da amostra em 225mL de PBS e homogeneizacdo em mesa agitadora por

dez minutos. Em seguida, transfere-se 1mL da amostra diluida, para um tubo de
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ensaio contendo 9mL de PBS, sucessivamente, obtendo-se as diluicées de 10 e
102 da amostra inicial para realizacdo das contagens microbiolégicas.

No decorrer do estagio, processaram-se amostras de alimentos para
consumo humano (ovos comerciais e confeitos para doces), ragao para pets, farinha

de visceras e farelo de soja.

5.2.4.Contagem de Escherichia coli

Mesofilos sdo microrganismos que apresentam multiplicacdo em
temperaturas entre 20°C e 45°C (ANVISA, 2020). O grupo inclui enterobactérias,
como Klebsiella spp., Citrobacter spp. e Escherichia coli (E. coli), coliformes totais
constituem uma subdivisdo do grupo de mesdfilos, podendo ter origem fecal ou nao.
Entre esses microrganismos, a espécie E. coli destaca-se como o melhor indicador
de contaminacéo fecal em produtos de origem animal, conforme estabelecido pela
Instrugcédo Normativa n°60, publicada em 23 de dezembro de 2019 (IN 60/2019).

Acompanhou-se o procedimento de pesquisa de E. coli para contagem de
unidades formadoras de colénias (UFC/mL), no qual 1mL de cada diluicdo decimal
da amostra (10! e 10%) foi adicionada em placas de Petri e coberto com 20mL do
meio agar PCA fundido e resfriado a 56°C. Apés a solidificacdo do agar, as amostras
foram incubadas a temperatura de 36°C/24h. Essa metodologia resulta no
desenvolvimento de colénias em suspensdo no meio de cultura, facilitando a
visualizagao de col6nias (TECKEMEYER et al., 2023).

Dessa forma, o numero de colbnias vegetadas (UFC/mL) foi enumerado apoés
o periodo de incubacédo e multiplicado pelo titulo de diluicdo, resultando no nimero
de bactérias presentes na amostra original.

Na avaliacdo da integridade do processo, sao incluidos controles obrigatorios,
sendo um controle positivo, que contém uma estirpe de E. coli conhecida e cultivada
no proprio laboratério, e um controle negativo, no qual a amostra € substituida por

agua deionizada e livre de contaminagdo microbioldgica.

5.2.5.Contagem de Clostridium sulfitorredutores e pesquisa de Clostridium
perfringens

Segundo o relatério divulgado pela Secretaria de Vigilancia em Saude e
Ambiente (SVSA, 2023), o género Clostridium € um dos principais causadores de

Doencas de Transmissdo Hidrica e Alimentar (DTHA) no Brasil. A espécie



12

Clostridium perfringens destaca-se por causar uma enterotoxemia, resultando em
quadros de enterite necrdtica em seres humanos e animais.

Diante dos riscos em saude Unica relacionados a essa bactéria, a ANVISA
tornou compulsoria a pesquisa da presenca de C. perfringens em todos os alimentos
nos quais forem identificados Clostridium sulfitorredutores (IN 60/2019). O
procedimento segue as orientacdes técnicas normatizadas pela 1ISO7937:2004, que
descreve um método para enumeracao de C. perfringens.

Acompanhou-se a pesquisa de estirpes do género Clostridium para contagem
microbiolégica. O procedimento foi realizado adicionando 1mL das amostras diluidas
(101 e 10?) nas placas de Petri, as aliquotas foram cobertas com 20mL do meio
agar SPF fundido e resfriado a 56°C. Para proporcionar condi¢Bes favoraveis a
proliferagéo de C. perfringens, as placas de Petri foram incubadas em condi¢des de
anaerobiose, obtidas com o auxilio do kit Anaerobac®-PROBAC, por 36°C/48h. O
namero de coldnias vegetadas foi enumerado apds o periodo de incubacdo e
multiplicado pelo titulo de diluicdo, resultando no nimero de bactérias, em UFC/mL,
presentes na amostra original.

Caso observe-se a reducdo de sulfito a sulfeto de hidrogénio no meio de
cultura, acompanhada do desenvolvimento de coldnias enegrecidas, procede-se a
identificacdo de C. perfringens. Neste processo, com o auxilio de uma pipeta
Pasteur, retira-se uma colonia da placa de SPF e deposita-se em um tubo contendo
caldo BHI, tampdes de vaselina e um tubo de Durham. A producéo de gas sulfidrico
no tubo de Durham permite classificar o microrganismo como C. perfringens.

Na avaliacdo integridade do processo sé&o incluidos controles obrigatorios,
sendo um controle positivo, que contém uma estirpe de C.perfringens (conhecida e
cultivada no proprio laboratorio), e um controle negativo, em que a amostra é

substituida por agua deionizada e livre de contaminacdo microbiologica.

5.2.6.Contagem de bolores e leveduras

Bolores e leveduras sdo organismos saprofitos responsaveis pela
deterioragcéo de alimentos e demandam controle rigoroso em produtos destinados ao
consumo humano, conforme estipulado pela ANVISA em 2020.

No CEAV, o isolamento de bolores é realizado por meio do cultivo em agar
Sabouraud (ACHARYA & HARE, 2022). Para leveduras, emprega-se o 4gar DRBC,

utilizados para favorecer a visualizagdo do citoplasma e inibir a proliferagdo de
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fungos filamentosos (PEREIRA et al., 2010). O procedimento de pesquisa de bolores
e leveduras foi realizado com a adicdo de 1mL de cada diluicdo da amostra inicial
(10! e 102 em placas de Petri. O plaqueamento ocorreu vertendo-se 20mL do
respectivo meio de cultura fundido e resfriado a 56°C sobre as aliquotas das
amostras, as placas foram incubadas a 36°C/120h. O numero de col6nias
vegetadas, em UFC/mL, foi enumerado apos o periodo de incubacdo e multiplicado
pelo titulo de diluicdo, resultando no numero de bactérias presentes na amostra
original.

Na avaliacdo da integridade do processo foram incluidos controles
obrigatoérios, sendo um controle positivo de Candida albicans, conhecida e cultivada
no proéprio laboratério, e um controle negativo, em que a amostra € substituida por

agua deionizada e livre de contaminag&o microbiologica.

5.2.7.Teste de soroaglutinacdo rapida em placa (SAR) e soroaglutinacdo lenta
em tubos (SAL) para deteccdo de anticorpos contra Mycoplasma spp. e
Salmonella spp.

O SAR é um exame de triagem para deteccao da resposta imunoldgica frente
a patégenos dos géneros Salmonella e Mycoplasma, agentes etioldgicos de doencas
avicolas de interesse no PNSA. Esse ensaio caracteriza-se por ser direto, qualitativo
e alta especificidade, conforme indicado pelo MAPA (2022).

No decorrer do estagio, efetuou-se o procedimento de SAR para triagem de
amostras sorologicas, visando verificar a resposta imunolégica de aves contra
patbgenos contemplados no PNSA. Foram pesquisados anticorpos contra S.
Pullorum, Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae.

O antigeno (SAR Pul Rapido® SAR MG® ou SAR MS® da Inata) é
homogeneizado para prevenir a precipitacdo durante a execucdo do ensaio. Em
seguida, depositam-se 30uL do soro animal e do antigeno utilizado no exame em
uma placa de vidro demarcada. Para uma visualizagéo precisa do resultado, agita-se
a placa por 2 minutos, realizando movimentos circulares. A ocorréncia de
aglutinagcdo (grumos) deve ser observada com o auxilio de uma fonte luminosa
branca, em fundo branco, conforme especificado pelo MAPA (2022). Assegurando-
se a integridade do teste sdo incluidos um soro controle positivo e um soro controle

negativo. Em caso de resultado positivo, o exame é repetido em triplicata.
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Resultados positivos no teste de SAR, tanto de Mycoplasma spp. quanto de
Salmonella spp., devem ser confirmados com outra técnica. Durante o periodo de
estagio acompanhou-se a metodologia empregada no CEAV, o teste de SAL. Antes
da realizagcdo do teste, o antigeno (SAR Pul Lento® da Inata) e as amostras sdo
mantidos a temperatura ambiente (23°C a 27°C) por 30 minutos. A técnica ocorre
com a adicdo de 40uL do soro positivo no SAR e de 1mL do antigeno em um tubo
de ensaio estéril (com capacidade de 10mL). O frasco é vedado com parafilme e
incubado a 36°C/24h. Os resultados positivos sédo indicados pela formacédo de
granulos quando observados na luz direta, em fundo escuro e devem ser
confirmados no Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria (LFDA), situado em

Campinas-SP.

5.2.8.Ensaio imunoenzimético (ELISA)

O ELISA é um exame imunolégico fundamentado na mensuracéo da atividade
enzimatica resultante da interacdo entre antigeno e anticorpo. A reacdo deve-se a
modificacdo que o0 complexo enzimatico provoca em um substrato, geralmente
manifestada por uma alteracdo na coloracdo da reacdo. Essa técnica é
caracterizada por sua alta especificidade e sensibilidade, sendo utilizada para
monitorar a exposicdo de aves a patégenos e mensurar a resposta imune vacinal.
Durante o estagio, acompanhou-se a determinac¢do quantitativa de anticorpos contra
o virus influenza aviaria A e o Paramyxovirus tipo 1 (APMV-1), M. gallisepticum e M.
synoviae por meio da técnica de ELISA Indireto.

Os antigenos empregados no método ELISA sdo impregnados em
microplacas de poliestireno com 96 cavidades. ApO0s a deposicdo dos soros
sanguineos, o material das placas seletivamente adsorve o0 anticorpo e as
substancias néo relacionadas ao complexo formado s&o removidas pelo
procedimento de lavagem (AYDIN, 2015). O complexo antigeno-anticorpo, retido nas
microplacas, interage com a antiglobulina quimicamente conjugada a enzima. Essa
antiglobulina se liga ao anticorpo e ao entrar em contato com um substrato
especifico resulta na mudanca de cor. Essa mudanca pode ser quantificada por meio
de andlise de densidade Optica em espectrofotdmetro, (TIZARD et al.,, 2017) ou
expressdo de um produto detectavel, como marcadores de fluorescentes (ZHAO et
al., 2022), no CEAV, acompanhou-se a mensuracgdo atraves de densidade optica.
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Os kits fornecem amostras contendo diferentes concentracdes de anticorpos,
as quais sdo empregadas para estabelecer uma curva padrdo. Ao comparar a
densidade éptica dos soros testados com essa curva, é possivel determinar a
titulacdo de anticorpos, adicionalmente, nos kits sdo incluidos controles positivos e
negativos para garantir a integridade dos ensaios. Os resultados positivos obtidos de
amostras oficiais sdo confirmados no Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria
(LFDA), situado em Campinas-SP.

5.2.9.Pesquisa de anticorpos contra os agentes etioldgicos da influenza aviéaria
e laringotraqueite infecciosa das aves por imunodifusdo dupla em gel-agar
(IDGA)

A técnica de imunodifusdo dupla em gel-agar (IDGA) avalia a presenca de
anticorpos antivirais, sendo possivel observar linhas (resultados negativos) ou arcos
(resultados positivos) de precipitacdo decorrentes da difusdo gradual do antigeno e
do anticorpo no meio de cultura em &gar. A técnica pode ser empregada para avaliar
a resposta imunoldgica do organismo. No entanto, a baixa sensibilidade inviabiliza a
deteccado de baixas concentracfes de anticorpos.

Durante o estagio, realizou-se o preparo das placas para a técnica de IDGA.
Nesse procedimento o meio agar tipo Il purificado (pH=7) foi cortado para criar seis
orificios periféricos e um central, formando uma figura denominada roseta. O
excedente do material foi eliminado com uma bomba a vacuo.

Antes de iniciar a prova de IDGA, os soros foram aquecidos por 30 minutos a
56°C em banho-maria. Em seguida, distribuiram-se 50uL de cada amostra em
posi¢des alternadas na periferia do hexagono. Nos demais pocos, adicionaram-se 0s
anticorpos comerciais, enquanto no centro do hexagono é colocado o antigeno. As
placas sdo mantidas a temperatura ambiente (23°C a 27°C) em um recipiente
plastico com tampa e os resultados sdo observados em 24h.

Durante o periodo de estagio, a técnica de IDGA foi empregada para
verificagdo da resposta imunologica de aves comerciais contra o virus influenza
aviaria A (H5N1) e Gallid herpesvirus tipo 1 (agente etiologico da laringotraqueite
infecciosa das aves). Os resultados foram reportados ao MAPA.

5.2.10.Processamento de amostras para ensaios moleculares
Executou-se o processamento de amostras de conteudo de cecal, fragmentos
de traqueia e suabes de traqueia para ensaios moleculares. O procedimento iniciou-
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se com a adicao de solucado fosfatada tamponada (PBS) na proporcéao de 1:1 (v:v)
nas amostras; esse conteudo foi homogeneizado em um vortex durante 30
segundos. Posteriormente, 2mL da amostra diluida foram transferidos para
microtubos tipo Eppendorf e centrifugados a 3.000 rotagbes por minuto (RPM)
durante 2 minutos. O sobrenadante resultante foi submetido a extracdo de material

genético.

5.2.11.Extracdo semiautomatizada de material genético de amostras de origem
animal

No CEAV, a extracdo e purificacdo de &cidos nucléicos ocorre através de
nanoparticulas magnéticas (MNPs). Durante o periodo de estagio, acompanhou-se o
procedimento de extracdo semiautomatizada de amostras processadas para
realizacdo da RT-PCR e RT-gPCR.

Os reagentes do kit de extracdo foram manipulados na sala de preparo do
mix, seguindo as orientacdes do fabricante. O protocolo iniciou-se com a adicdo de
uma solucéo contendo sais caotrépicos e Proteinase K, que promovem a lise celular.
Na etapa seguinte, as MNPs séo incorporadas ao contetdo lisado e ligam-se aos
acidos nucleicos. As nanoparticulas magnéticas sdo imobilizadas por imas externos
e, em seguida, passam por duas lavagens em solucdo de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). O material resultante foi submetido a um processo
de secagem e eluicéo, finalizando o procedimento de extracdo de material genético
(MA et al., 2013).

5.2.12.Ensaios moleculares para detec¢céo de agentes contemplados no PNSA

A utilizacdo de técnicas de diagnostico molecular é amplamente difundida na
medicina veterinaria, sendo consideradas padrédo-ouro para deteccdo de diversos
patogenos devido a alta especificidade. A técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) permite a quantificacdo dos acidos nucleicos,
oferecendo eficiéncia analitica quando comparada a PCR convencional.

A PCR convencional inicia-se com a separacdo das fitas de &cido
desoxirribonucleico (DNA) molde a 95°C. Em seguida, a 60°C, os iniciadores
(primers), pareiam-se a um gene especifico, indicando a regido a ser amplificada.
Sucede-se a etapa de extensdo, na qual a temperatura do dispositivo é reajustada a
70°C, para permitir a acdo da enzima Taq DNA-polimerase, que promove a extensao
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da fita de DNA complementar (MACKAY et al., 2004). Essas etapas sao repetidas
varias vezes, cada repeticdo representa um ciclo da PCR.

No inicio da reacdo, a abundéancia de reagentes permite uma amplificacdo
exponencial do material genético de interesse. Contudo, no decorrer do
procedimento, ocorre diminuicdo da eficiéncia de amplificacdo, devido a reducao de
componentes disponiveis, atingindo um platé. Na PCR convencional, a visualizacao
dos genes amplificados ocorre por eletroforese em gel de agarose, possibilitando
uma analise qualitativa ao final da reacdo. Enquanto na RT-PCR, a fase de
amplificacdo exponencial é monitorada por meio de marcadores fluorescentes
(SyberGreen® e Tagman®), permitindo uma andlise quantitativa baseada na
correlacao entre a velocidade de amplificacdo e a quantidade de material genético
amplificado.

A RT-PCR ¢é utilizada para detectar e quantificar genes de interesse de
patdgenos com DNA. Para a deteccdo de agentes etioldgicos que possuem o acido
ribonucleico (RNA) como material genético principal, € necessaria a combinacao da
transcricdo reversa do RNA para DNA com a técnica de RT-PCR. Essa combinacéo
caracteriza a RT-gPCR (GALLAGHER & WILEY, 2008).

Durante o periodo de estagio, acompanhou-se a execucdo da PCR
convencional para pesquisa de Mycoplasma meleagridis. Ademais, observou-se a
RT-PCR para pesquisa do Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae e a
RT-gPCR para pesquisa do virus da influenza aviaria A (H5N1) e Paramyxovirus tipo
1.

Na instituicdo, a pesquisa dos agentes virais contemplados no PNSA ocorre
por meio da localizacdo do gene M (codificador da matriz proteica), abordagem mais
sensivel que o isolamento viral convencional (FOUCHIER et al.,, 2000). O
Paramyxovirus tipo 1 € identificado pelo gene M, localizado nas posicoes
nucleotidicas de 3884 a 3903 ou 5054 a 5078 do DNA completo, obtido apos
transcricdo reversa (WISE et al., 2004). No virus da Influenza aviaria A (H5N1) o
gene M localiza-se nas posicOes nucleotidicas 26 a 784 ou 740 a 1.007 do DNA
completo pos-transcricdo reversa e, codifica as proteinas M1 (constituinte da matriz
viral) e M2 (constituinte do envelope viral) (FURUSE et al., 2009).

No CEAV, os reagentes e o material resultante da extragdo genética sdo

dispostos nas microplacas em fluxo laminar, em seguida, as amostras sé&o
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centrifugadas durante dois minutos e inseridas no termociclador, onde ocorre o
processo de amplificacdo do material genético.

Apés a analise dos resultados ocorre o diagnéstico, levando em consideracéo
que no Brasil a vacinagdo empregando-se vivas atenuadas contra a doenca de
Newcastle é permitida e ocorre circulacdo de virus nao-patogénico de Influenza
Aviéaria. Portanto, a deteccédo desses patdogenos em ensaios moleculares ndo indica
necessariamente a ocorréncia de doencgas. A identificacdo de agentes patogénicos
por técnicas moleculares é confirmada no LFDA, situado em Campinas-SP, os

resultados séo investigados pelo MAPA.

5.2.13.RT-PCR para pesquisa de Salmonella spp. em amostras de alimentos

No CEAV, a pesquisa de Salmonella spp. em amostras de alimentos ocorre
por RT-PCR. Segundo o fabricante, o procedimento deve incluir a realizagdo das
etapas de pré-enriquecimento e extracao térmica do material genético objetivando-
se otimizar os resultados da reacéo.

O pré-enriguecimento de amostras possibilita a recuperacao e a proliferacéo
de bactérias a niveis detectaveis nos ensaios laboratoriais (D’AOUST et al., 2007).
Esse procedimento inicia-se com a inoculacdo de 28,5g da amostra em saco plastico
estéril contendo 375mL de agua peptonada tamponada, seguido pela incubacéo a
36°C/24h. Posteriormente, executa-se o enriqguecimento de uma aliquota (100uL) da
amostra em 500pL BHI, o material é incubado a 36°C/3h.

A extracdo de material genético é conduzida com o auxilio de proteases e
oscilacdo de temperatura. As amostras pré-enriquecidas sdo submetidas a uma
solugéo de lise celular a 36°C/20 minutos, visando o rompimento da parede celular.
Na etapa seguinte, o conteudo lisado é transferido para um bloco aquecedor a
95°C/10 minutos para separacao dos componentes da matriz celular, esse processo
€ interrompido com o resfriamento a 5°C/5 minutos. As amostras resultantes séo
inseridas no termociclador, para amplificacdo do material genético, descritas no item

“5.2.11.” do presente documento.

5.2.14.Colheita de amostras bioldgicas para ensaios microbiolégicos

Realizou-se a colheita de 6rgéos provenientes de ovos bicados, pintos de um
dia de vida de frangos de corte e ovos bicados de perus para pesquisa de
Salmonella spp., segundo as especificacdes do MAPA (2022).
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O procedimento inicia-se com a desinfeccdo da regiao toracica e abdominal,
utilizando alcool 70%. Em seguida, realizou-se a seccédo do epitélio com tesoura
cirurgica estéril para a colheita de fragmentos de figado, bagco e coracdo. Depois,
procede-se a colheita do saco da gema e dos cecos, completando o processo de
amostragem. Todas as amostras sao dispostas em recipientes estéreis e
identificados antes dos ensaios e imediatamente direcionadas ao processamento no

setor de microbiologia de amostras de aves.

5.2.15.Pesquisa e isolamento microbiolégico de Salmonella spp.

Segundo a metodologia proposta pelo MAPA (2022), o procedimento de
pesquisa e isolamento microbiano deve abranger as etapas de pré-enriquecimento,
enriguecimento, plagueamento seletivo e sorotipificacdo no LFDA.

O pré-enriquecimento facilita a recuperacdo de microrganismos estressados
ou em pequenas quantidades na amostra e estabelece condi¢Bes propicias para
técnicas de isolamento subsequentes (JACOBSON et al., 2017). Durante o estagio,
realizou-se a etapa de pré-enriguecimento de amostras em de agua peptonada
tamponada a 1% (APT). O procedimento é realizado na proporcao de 1:10 (p:v), ou
seja, 2g em material biolégico em 20mL de APT, o cultivo foi incubado a 37°C/24h.

O enriquecimento, no qual a multiplicacdo do microrganismo de interesse é
favorecida e proliferacdo da microbiota acompanhante é inibida através da utilizacao
de meios de cultura elaborados com componentes seletivos (nutrientes e
antimicrobianos) (AVILA et al., 2012). Acompanhou-se 0 enriquecimento de
amostras para o isolamento de bactérias do género Salmonella. O procedimento
ocorreu, em duplicata, com a adigdo de 2mL de amostras pré-enriquecidas em tubos
de ensaio, contendo 20mL de caldo Rappaport-Vassiliadis e de caldo tetrationato
(enriquecido com 0,ImL de iodeto a 10% e 1mL de Novobiocina a 4%
imediatamente antes do uso). Esse contetdo é incubado a 36°C e 42°C por 24h.

Apds o enriguecimento as amostras passam pelo plagueamento seletivo,
técnica que permite a multiplicacdo de colbnias isoladas, facilitando o processo
subsequente de identificagcdo bacteriana. No procedimento, 10uL dos cultivos
enriquecidos sdo distribuidos em duplicata, com alcas plasticas descartaveis, nos
meios agares MAC e XLD, em seguida, as placas séo incubadas a temperaturas de
36°C e 42°C/24h.
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Em seguida, realizam-se o0s testes bioquimicos preliminares para
caracterizacdo de colbnias suspeitas. O teste consiste na inoculacdo de uma colbnia
isolada em placa nos meios meio &gar triplice acucar ferro (TSI), &gar de lisina ferro
(LIA), caldo ureia e meio SIM. Amostras com a caracterizacao bioquimica compativel
com estirpes de Salmonella contempladas no PNSA (Quadro 1) sdo enviadas para o
LFDA, situado em Campinas-SP, onde ocorre a identificacao.

Quadro 1. Comportamento bioquimico de estirpes de S. Pullorum,

S. Gallinarum, S. Typhimurium e S. Enteritidis em meio agar TSI,

agar LIA, caldo ureia e meio SIM.

S S. Typhimurium
Substrato S. Pullorum Gallinérum e
S. Enteritidis
Agar Base Gas + ou -* Gas -** Gas -+
IZS4I Bisel Vermelho Vermelho Vermelho
horas) H2S + 0U - + +
Agar Base Purpura CPurpura Purpura
I(_Zl’j: Bisel Parpura Pdrpura Parpura
horas) H2S + 0U - + +
Caldo Ureia - - -
Meio SIM - - +

+ = Ocorre reagao enzimatica; - = Nao ocorre reagao enzimatica.

S. Pullorum= Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Gallinarum biovar
Pullorum; S. Gallinarum = Salmonella enterica subespécie enterica sorovar
Gallinarum Biovar Gallinarum; S. Typhimurium = Salmonella enterica sorovar
Typhimurim; S. Enteritidis = Salmonella enterica sorovar Enteriditis. *G&s + ou - =
Ocorre ou ndo producdo gas no meio ** Gas + = Ocorre producao de gas no meio
***G4as - = Ndo ocorre producao de gas no meio.

Fonte: Manual de Consulta Publica, Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento (MAPA), 2022.

5.2.14. Visitas técnicas
Durante o periodo de estagio, realizou-se visitas técnicas para conhecer as

instalagdes da Granbiagi, em Descalvado-SP e da Globoaves em ltirapina-SP.

5.3.Atividades desenvolvidas no Mercolab Laboratérios LTDA
O estagio no Mercolab Laboratérios LTDA foi realizado de 27 de novembro a

22 de dezembro de 2023, com carga horaria de 40 horas semanais, totalizando 160
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horas de atividades. Neste periodo, acompanhou-se a rotina dos setores de preparo
de meios de cultura, sorologia, microbiologia de material de origem animal, biologia
molecular e andlises histopatoldgicas. O estagio foi direcionado para a realizagdo de
ensaios microbiolégicos para pesquisa de Salmonella spp. em amostras avicolas.

5.3.1.Preparo de meios de cultura utilizados em testes bioquimicos

O Mercolab Laboratorios LTDA prepara os meios de cultura sintéticos para
uso na propria instituicdo. A pesagem dos componentes ocorre em balanca de
precisdo e o volume de agua deionizada é mensurado com auxilio de uma proveta
volumétrica com capacidade de 1L. A esterilizacdo dos meios de cultura ocorre em
autoclaves, segundo as especificagdes do fabricante.

Durante o periodo de estagio, preparou-se substratos destinados a realizacdo
de testes bioquimicos como os caldos lactose, sacarose, dulcitol, manitol, maltose
glicose, arginina desidrolase, ornitina descarboxilase, lisina descarboxilase,
fenilalanina desaminase, citrato, malonato e, agares LIA e TSI. Os substratos foram
depositados em tubos de ensaio com capacidade de 10mL e conservados em

camara fria operando a temperatura de 4°C.

5.3.2.Esterilizacdo de materiais empregados na realizacdo de ensaios
microbiol6gicos

Acompanhou-se a esterilizacdo de alcas descartaveis para realizacdo de
analises microbiolégicas. O procedimento é realizado agrupando-se 120 unidades do
instrumento em pacotes de papel de gramatura de 120g/m?. Em cada pacote inclui-
se um fragmento de aproximadamente 2cm de fita adesiva de autoclave, para
verificar se a temperatura de esterilizagcdo foi atingida. A esterilizagdo ocorre em

autoclave, operando a 121°C, durante 20 minutos.

5.3.3.Processamento de tecidos para analise histopatolégica

O exame histopatologico avalia microscopicamente a morfologia celular e
identifica lesdes teciduais, auxiliando no diagnostico de enfermidades. No decorrer
do estagio, foi prestado auxilio no preparo de laminas histolégicas, em especial no
procedimento de inclusdo em parafina de fragmentos de baco, figado, coracéo,
intestino delgado, Bursa de Fabricius e cérebro de aves de producao.

A instituicdo recebe fragmentos de aproximadamente 2cm da amostra,

previamente conservados em solugdo de formol tamponado a 10% durante 24h.
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Esse tecido € desidratado e clarificado através de banhos com concentracdes
crescentes de solventes, como alcool e xilol.

No Mercolab Laboratérios LTDA, a desidratacdo e clarificacdo de tecidos €
realizada em um processador de tecidos semiautomatico. A amostra € submersa em
cada solvente durante 1h, sendo o primeiro deles o alcool, em concentracfes
crescentes (70%, 90% e 100%), seguido pelo xilol, em concentracdes crescentes
(70%, 90% e 100%).

A inclusdo em parafina permite a realizagdo de cortes finos e uniformes do
tecido, facilitando a analise microscopica. Durante o estagio, realizou-se essa
técnica adicionando parafina derretida aos fragmentos de tecidos dispostos em um
recipiente plastico, com volume de 2cm?3. Apds a solidificacdo da parafina, a amostra
era mantida a 4°C durante 20 minutos para facilitar o corte.

Em seguida, inicia-se a etapa de microtomia e insercdo do fragmento em
laminas de vidro. Os cortes, com espessura padronizada de 1pum, sdo obtidos com
microtomo manual. Segue-se para etapa de fixacdo, na qual as laminas recebem
banhos em concentragbes decrescentes de solventes, iniciados pela submersao das
laminas em xilol (100%, 90% e 70%) e em &alcool (100%, 90% e 70%).

A coloracéo do tecido é realizada com hematoxilina e eosina, que pigmentam
0 nucleo celular e o citoplasma, respectivamente. O exame histopatolégico nao
ocorre na unidade de Cascavel-PR, as placas coradas s&o enviadas a um
profissional terceirizado que faz a leitura e interpretacéo dos resultados na cidade de
Chapecé6-SC.

5.3.4.Processamento de amostras de sangue

As amostras de sangue destinadas a testes sorologicos chegam no
laboratorio em tubos do tipo Eppendorf, com capacidade de 2mL, sem adicao de
anticoagulante. O processamento da amostra inicia-se com a centrifugagdo da
amostra de sangue por 3.000 RPM/5min, em seguida, executa-se a colheita do
sobrenadante (soro sanguineo), com o auxilio de micropipetador e o coagulo

retraido é descartado.

5.3.5.SAR para deteccdo de anticorpos contra Mycoplasma spp. e Salmonella
spp.
Os ensaios de SAR sao utlizados como exames de triagem para o

monitoramento oficial de doencas contempladas no PNSA, segundo as
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especificacdes do MAPA (2022), descritas no item “5.2.7.” do presente documento.
Foram pesquisados anticorpos contra S. Pullorum, M. gallisepticum e M. synoviae.
Os resultados positivos ao SAR devem ser confirmados por outra técnica, no
Mercolab Laboratérios LTDA, utiliza-se o ELISA que fornece a titulacdo dos
anticorpos. Amostras positivas sdo enviadas ao LFDA, localizado em Campo Grande

- MS, para analise.

5.3.6.Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para titulacdo de anticorpos contra
doencas de aves comerciais

Acompanhou-se a execuc¢ao e interpretacéo de resultados obtidos no ELISA
para pesquisa de anticorpos contra o Gyrovirus (agente etiologico da anemia
infecciosa das aves), Aviadenovirus tipo 1 (agente etiolégico da adenovirose aviaria),
M. gallisepticum (agente etioldgico da doenca respiratéria cronica), Paramyxovirus
tipo 1 (agente etiolégico da Doenca de Newcastle) e Avibirnavirus tipo 1 (agente
eriolégico da doenca de Gumboro).

O procedimento ocorre segundo a descricdo do item “5.2.8.” deste
documento. Os titulos de anticorpos sé@o obtidos por espectrofotometria, sendo que
cada kit oferece um software especifico para avaliacdo da densidade Optica. A
interpretacdo dos resultados requer a andlise do titulo dos anticorpos e anamnese
dos animais (historico vacinal, idade e apresentacdo de sinais clinicos).

Os resultados positivos a analises oficiais sdo encaminhados ao LFDA,

localizado em Campo Grande-MS.

5.3.7.Colheita de 6rgéos para pesquisa de bactérias do género Salmonella
Durante o periodo de estagio, foi realizada a colheita de 6rgaos para pesquisa
de sorotipos de Salmonella de interesse no PNSA. A amostragem era proveniente
de ovos embrionados, ovos bicados e pintos de um dia de vida de Gallus gallus. O
procedimento segue as orientacdes do MAPA, descritas no item “5.2.12.”

5.3.8.Pesquisa Microbiol6gica de Salmonella spp. em Amostras Biologicas

A pesquisa de Salmonella ocorre seguindo as especificagbes do MAPA,
descritas no item “5.2.13.” do presente documento. No Mercolab Laboratérios LTDA,
a académica foi supervisionada na execucdo do pré-enriquecimento de amostras
biologicas (6rgaos e fezes) APT, acompanhou o procedimento de enriquecimento

seletivo em Rappaport- Vassiliadis e tetrationato (enriquecido com 0,1mL de iodeto a
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10% e 1mL de Novobiocina a 4% imediatamente antes do uso) e auxiliou no

plagueamento seletivo de amostras em agares verde brilhante (VB) e Hecktoen.

5.3.9.Anédlise bioquimica de sorovares de Salmonella spp. contemplados no
PNSA

A andlise de propriedades bioquimicas permite caracterizar e identificar uma
cultura bacteriana, em especial a diversidade de atividades enzimaticas. Para estas
analises, a cultura bacteriana é cultivada em substratos distintos e a detec¢do dos
produtos de degradacdo indica a presenca da enzima pesquisada (AVILA et al.,
2012).

Foram tipificados mais de 2.600 sorovares da espécie Salmonella enterica,
com 80 a 90 deles identificados em seres humanos e animais (ISSENHUTH et al.,
2014). O PNSA preconiza o monitoramento de estirpes relevantes no contexto de
salude avicola e salde humana, tornando compulsério o monitoramento de S.
Gallinarum (agente do tifo aviario), S. Pullorum (agente da pulorose), S.
Typhimurium e S. Enteritidis (potenciais causadores de DTHA).

No Mercolab Laboratérios LTDA, a caracterizacao bioquimica de colénias do
género Salmonella ocorre em duas etapas. Na primeira, denominada teste
bioquimico preliminar, busca-se identificar caracteristicas que direcionam a andlise
para um grupo especifico de bactérias. Os substratos utilizados séo os agares TSl e
LIA, caldo ureia e meio SIM (resultados descritos no Quadro 1, item “5.2.13.%).

Na segunda etapa, denominada teste bioquimico complementar, o objetivo é
confirmar o género do microrganismo, proporcionando uma abordagem mais
abrangente no processo de identificacdo bacteriana. A caracterizagdo dos
comportamentos bioquimicos das estirpes contempladas no PNSA esta descrita no
Quadro 2.

Quadro 2. Comportamento bioquimico dos sorovares S. Pullorum, S.

Gallinarum, S. Typhimurium e S. Enteritidis no teste bioguimico

complementar.

S. Typhimurium
e
S. Enteritidis

Caldo Lactose - - -

S

Substrato S. Pullorum NS
Gallinarum

Caldo Sacarose - - .
Caldo Dulcitol - + +
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Caldo Manitol + + +
Caldo Maltose - +

Caldo Glicose
(producéo de + + +
acido)
Caldo Glicose
(producéo de gas)
Caldo Arginina
desidrolase
Caldo Ornitina
descarboxilase
Caldo Lisina
descarboxilase
Agar Fenilalanina
desaminase
Caldo Citrato de
Simons
Caldo Malonato - - -
“+” = Ocorre reagao enzimatica, ” —“= Nao ocorre reagdo enzimatica.

S. Pullorum = Salmonella enterica sorovar Pullorum; S. Gallinarum = Salmonella
enterica sorovar Gallinarum; S. Typhimurium = Salmonella enterica sorovar
Typhimurim; S. Enteritidis = Salmonella enterica sorovar Enteriditis.

Fonte: Manual de Consulta Publica, Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), 2022.

Durante o periodo de estagio, realizou-se 0s exames bioquimicos
complementares, o procedimento ocorre com a inoculacdo do material proveniente
de uma coldnia suspeita nos caldos (lactose, sacarose, dulcitol, manitol, maltose
glicose, arginina desidrolase, ornitina descarboxilase, lisina descarboxilase,
fenilalanina desaminase, citrato e malonato). Os resultados compativeis com a
caracterizacdo bioguimica de estirpes de Salmonella spp. contempladas no PNSA
devem ser confirmados através de RT-PCR pelo LFDA, localizado em Campo
Grande- MS.

5.3.10.Processamento de amostras para ensaios biomoleculares

‘ No Mercolab Laboratérios LTDA, o processamento de amostras para ensaios
moleculares ocorre com a colheita de suabes estéreis do material destinado a
analise. A regidao contaminada do suabe é inserida em um tubo do tipo Eppendorf
com 1mL de PBS. O conteudo é homogeneizado em vortex por 30 segundos e

centrifugado a 3.000 RPM/5min. Durante o estagio, realizou-se o processamento de
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amostras de traqueia, pool de érgdos (coracao, figado e baco) e cecos para extracédo

genética por kits contendo BEADs magnéticas.

5.3.11.Pesquisa de micotoxinas em alimentos

Micotoxinas s&@o substancias resultantes do metabolismo secundario a
proliferacdo de fungos filamentosos, esses compostos nao possuem
imunogenicidade e causam um quadro téxico em seres humanos e animais. As
principais micotoxinas podem ser divididas em trés grupos, aflatoxinas (produzidas
pelo género Aspergillus), ocratoxinas (produzidas pelo género Penicillium) e as
fusariotoxinas (produzidas pelo género Fusarium). Durante o periodo de estagio
curricular, acompanhou-se a pesquisa de aflatoxina em amostra de milho por meio
de ELISA.

A técnica ELISA é empregada na pesquisa de micotoxinas por sua alta
especificidade e sensibilidade, permitindo a deteccdo de baixas concentracfes de
micotoxinas. Entretanto, a possibilidade de ocorréncia de reacéo cruzada é elevada
nesse método devido a semelhanca estrutural das moléculas, por isso, recomenda-
se que resultados positivos ao ELISA sejam confirmados por alguma técnica
cromatografica instrumental, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(MALLMANN & DILKIN, 2020).

No Mercolab Laboratérios LTDA, o procedimento inicia-se com a pesagem e
trituracdo de 25 g dos produtos destinados a analise. Em seguida, a amostra €
diluida em 100 mL de metanol (90%) e filtrada em filtro de papel. O ensaio ocorreu

segundo as orientacdes do kit AgraQuant® Aflatoxin M1 da Romer Labs.

5.4.Atividades Desenvolvidas na Granja n°06 da Cobb-Vantress LTDA

O estagio na Granja n°06 da empresa Cobb-Vantress LTDA foi realizado de
16 de outubro a 24 de novembro de 2023, com carga horaria de 30 horas semanais,
totalizando 190 horas. Durante o periodo de estagio, acompanhou-se o médico
veterinario responsavel pela gestao de qualidade e sanidade de uma granja de avos.
As atividades realizadas foram direcionadas a gestédo de qualidade.

5.4.1.Procedimento diario de biosseguranca
Os colaboradores que possuem contato direto com as aves podem

disseminar patdgenos nos aviarios. Por isso, diretrizes que proibem o contato com
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outras granjas, incubatorios ou criagcbes de aves por pelo menos 72 h antes da
entrada nos nucleos séo adotadas pela maioria das empresas do ramo avicola.

Para diminuir a transmissédo indireta de patdgenos, os colaboradores da
empresa tomam banhos supervisionados na portaria da unidade e antes de adentrar
cada setor. Na unidade, os colaboradores utilizam uniformes e calcados
desinfetados diariamente. Além disso, a utilizacdo de equipamentos de protecao
individual (mascara e 6culos de protecdo) é obrigatéria nos galpdes, objetivando a
seguranca das aves e dos colaboradores responsaveis pelo manejo. Na entrada de
cada galpdo ha um pedilivio com uma solucéo de desinfetante a base de aménia
guaternaria e glutaraldeido a 0,2ml/L.

Diariamente, os colaboradores devem preencher um formulario indicando a
data, o local e o numero do lote da ultima granja visitada. Os visitantes ou
colaboradores respondem 0 mesmo questionario e assinam um documento
atestando que nao tiveram contato com aves de vida livre no periodo de 72 h que
precedeu a visita a Granja n°06.

A utilizacdo de produtos quimicos com propriedades desinfetantes deve ser
documentada, indicando-se a origem do produto, o lote e a data de vencimento. E
responsabilidade do veterinario sanitarista conferir esses dados mensalmente, pois
sdo passiveis de auditoria pelo MAPA.

Durante o periodo de estagio, acompanhou-se a verificacdo da documentacgéo
referente ao fluxo de pessoas e 0s registros de utilizacdo de produtos quimicos na

unidade e em cada um dos nove nucleos da granja.

5.4.2.Controle de insetos

Insetos sdo vetores mecanicos de diversos patogenos, podendo facilitar a
transmissdo indireta de enfermidades para aves comerciais. Na avicultura, os
insetos de maior importancia sanitaria sdo o Alphitobius diaperinus e a Musca
domestica.

Alphitobius  diaperinus, popularmente conhecido como cascudinho,
desenvolve-se principalmente nas camas dos aviarios. Esse inseto é ingerido em
grandes quantidades pelas aves comerciais, o que gera desuniformidade no lote e a
transmissao indireta de patégenos como Salmonella spp., Eimeria spp. e Aspergillus

Spp.
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O controle populacional de Alphitobius diaperinus €é realizado com a
pulverizacdo de inseticidas piretréides que agem no sistema nervoso central dos
insetos, causando paralisia e mortalidade imediata (SANTOS et al., 2008).
Semanalmente, piretréides sdo pulverizados no perimetro externo dos aviarios.

Musca domestica, também possui um papel importante na propagacédo de
doencas entre aves, aumentando o risco de disseminacao de patégenos causadores
de enfermidades como salmoneloses, colibacilose e coccidiose. A infestacdo desse
inseto revela problemas de higiene e no manejo sanitario das granjas. O controle
populacional de Musca domestica ocorre principalmente com a utilizacdo de
armadilhas ecoldgicas com feromdnios sexuais sintéticos que atraem as fémeas da
espécie. Além disso, a ado¢do de medidas preventivas como o descarte correto de
animais mortos e de ovos trincados é essencial no controle desse inseto.

A utilizacdo de agentes quimicos para o controle de insetos deve ser
registrada, indicando-se o lote e a data de validade do produto. O registro deve
incluir o responsavel pela pulverizacdo, a concentracdo e a data de aplicacdo do
produto.

Na empresa em que se realizou o estagio, a supervisdo desses registros é de
responsabilidade do médico veterinario sanitarista. Acompanhou-se a verificacao
mensal da documentacdo do uso de agentes quimicos para o controle de insetos

dos nove nucleos da Granja n°06.

5.4.3.Controle de roedores

Os roedores podem atuar como reservatérios biolégicos de patégenos do
género Salmonella e Campylobacter (DOMANSKA-BLICHARZ et al.,, 2023). O
controle desse animal baseia-se na utilizacdo de barreiras fisicas e armadilhas
quimicas. Ao redor dos aviarios, sao distribuidas sete iscas rodenticidas do tipo
bloco parafinado e p6 de contato. Os pontos de controle de roedores internos e
externos nos nudcleos sao identificados seguindo a IN 56/2007. Além do controle
fisico e quimico, deve-se evitar a disponibilidade de alimento e abrigo para esses
animais dentro dos nucleos.

A utilizacdo de agentes quimicos para o controle de roedores deve ser
registrada, indicando-se o lote e a data de validade do produto. O registro deve

incluir o responsavel pela instalacdo de armadilhas quimicas.
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Durante o periodo de estagio, acompanhou-se a verificacdo mensal da
documentacdo do uso de agentes quimicos para o controle de roedores dos nove

nacleos da Granja n°06.

5.4.4.Auditoria interna de biosseguranca

As auditorias internas sado realizadas mensalmente pelo médico veterinario,
havendo avaliacdo de todos os setores dentro da granja, seguindo a sequéncia de
idade dos lotes. Durante o procedimento, 66 pontos de cada aviario sdo avaliados,
dando énfase na analise da estrutura dos galpdes visando detectar falhas de
vedacao. Verifica-se a presenca de ninhos de aves de vida livre, insetos e roedores.

Durante o periodo de estagio, acompanhou-se auditorias internas em trés
setores de producédo (setor F, H e I) e dois setores de recria (D e G). Ao final da
auditoria, os pontos que requerem melhoria sdo comunicados aos gerentes de

producéo para elaboracdo de um plano de acao para correcao da irregularidade.

5.4.5.Manejo de vazio sanitario

O vazio sanitario compreende o intervalo de 30 dias em que as instalacfes de
producdo avicola permanecem sem aves. O manejo adotado nesta etapa é
essencial para manter a biosseguranca nas operac¢des avicolas. Durante esse
periodo, os procedimentos de desinfeccdo reduzem a comunidade de
microrganismos ambientais, evitando a transmissdo de doencas entre lotes
sucessivos. No periodo de estagio, acompanhou-se o procedimento de limpeza e
desinfeccao do setor G, de recria.

ApoOs a retirada completa das aves e da cama, inicia-se a desmontagem e
desinfeccdo de todos o0s equipamentos com solucdo viricida e bactericida
(desinfetante a base de amébnia quaternaria e glutaraldeido). A limpeza e
desinfeccdo estende-se para as calgcadas, muretas, alambrado, patio e areas de
apoio do nucleo. Em seguida, adiciona-se maravalha nos boxes em que as aves
serdo alojadas. O maquinario € remontado e recebe a manutencdo necesséria.

O procedimento é finalizado com a colheita de suabes ambientais de 90
pontos ao longo de cada galpdo, esse material € enviado para pesquisa de
Salmonella spp. O ambiente livre de Salmonella spp. € considerado pronto para
recepcionar o novo lote. Caso o ambiente esteja contaminado ocorre um novo

protocolo de desinfeccgao.
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5.4.6.Manejo de alojamento de aves no setor de recria

As aves alojadas nos nucleos de recria sdo provenientes do Incubatério Cobb
de Avés (ICA). Na semana que precede a chegada das aves, realiza-se a
preparacao do aviario para garantir condicdes adequadas nos primeiros dias de vida.
Inicia-se 0 manejo de alojamento com a subdivisdo dos boxes onde as aves seréo
alojadas. A delimitacdo de cada divisoria é feita com papeldo. Essa configuracéo
mantém-se durante a primeira semana de vida dos animais e objetiva evitar a
mortalidade por amontoamento, além de facilitar o acesso a agua e alimento.

Na chegada das aves, realiza-se uma amostragem de peso de 240 animais
de cada galpdo, nesse momento sdo observados sinais de desidratacdo cutanea,
integridade do umbigo e debicagem. No primeiro dia de alojamento, administra-se o
probiotico FloraMax® via agua de bebida, para melhorar a qualidade intestinal dos
pintos. Durante os primeiros trés dias, a agua é oferecida em bebedouros do tipo
nipples e mini drinks. A ragéo € disponibilizada em comedouros infantis do tipo cone
com regulagem manual, havendo oferta de alimento ad libitum. O sistema
automatico de ambiéncia € configurado para manter uma temperatura de 32°C e
fornecer 23 h de luz as aves.

No curso do estagio, acompanhou-se o alojamento das aves do setor G de
recria e 0s manejos adotados nas duas primeiras semanas de vida, em especial a
administracdo do probidtico, amostragem de peso, oferta de racdo e estimulo ao

consumo de agua.

5.4.7.Manejo de cama

A cama do aviario é utilizada para melhorar as condi¢cdes sanitarias e de bem-
estar animal durante o periodo em que as aves estdo alojadas. Uma cama de
qualidade adequada pode prevenir a formagcdo de calos e proteger a ave de
oscilacbes de temperatura enquanto absorve as excretas, diminuindo a umidade
ambiental. A realizacdo de manejos periodicos ajuda a manté-las em boas
condicdes, sendo imprescindivel na prevencao de enfermidades.

O excesso de umidade e a temperatura dentro dos aviarios pode favorecer a
proliferacdo de fungos e bactérias, além disso, a amoénia proveniente das excretas
das aves diminui a qualidade do ar e aumenta 0s riscos de intoxicacao.

Na empresa, as camas sdo movimentadas com o auxilio de microtrator para

permitir a ventilagdo do material, facilitando a secagem e diminuindo a contaminagao
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por microrganismos. Caso a cama esteja molhada, ocorre a distribuicdo cal virgem

nas camas dos aviarios para favorecer a secagem.

5.4.8.Colheita e desinfeccdo de ovos férteis

Diariamente, realizam-se seis colheitas de ovos por meio de esteiras
autométicas acopladas aos ninhos e dez colheitas manuais de ovos de cama. Os
ovos passam por um processo de desinfeccdo para evitar a disseminacdo de
patdgenos. Além disso, a incubacdo de ovos contaminados diminui os indices de
ecloséo e pode resultar no nascimento de pintos com qualidade inferior, aumentando
a probabilidade de mortalidade precoce (VILELA, 2012).

Os ovos limpos séo fumigados com paraformaldeido na concentracdo de 7,5
g/m® durante 30 minutos. Ovos com fezes e sangue sdo lavados com solucédo
desinfetante a base de aménia quaternaria e glutaraldeido na concentracdo de 0,2
mL/L.

Executou-se a colheita e desinfeccdo de ovos férteis dos setores F, H e .
Durante o procedimento, houve a classificacdo de ovos impréprios para incubacéo,
nessa categoria incluem-se o0s ovos trincados, com gema dupla e ovos com
deformidades na casca (sem mineralizacdo da casca e com deposicao irregular de

calcio).

5.4.9.Monitoramento do peso de aves reprodutoras

Durante o estagio, foram realizadas trés pesagens nos setores D e G (recria)
e duas pesagens no setor | (producdo). O procedimento é realizado com auxilio de
uma balanga digital portatil com sistema de pendura. A pesagem ocorre em 3% das

fémeas e 3% dos machos selecionados aleatoriamente ao longo do galpao.

5.4.10.Avaliacéo de fertilidade em machos

Os galos apresentam caracteristicas sexuais secundarias relacionadas a
producdo de testosterona, horménio responsavel pela libido e qualidade
espermatica. Um galo acasala em média com dez fémeas. Para manter o indice de
fertilidade alto no plantel recomenda-se a substituicdo dos machos inférteis.

A avaliacdo de fertilidade inicia-se com a inspecdo do desenvolvimento e
coloracdo de crista e barbelas, que devem se encontrar bem desenvolvidas e

avermelhadas. Segundo Celeghini et al. (2001), galos com cristas e barbelas bem
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desenvolvidas tendem a apresentar melhor concentracdo e motilidade espermatica
favorecendo a fecundacao.

Machos com a musculatura peitoral muito desenvolvida ndo conseguem
realizar a copula e, pouco desenvolvida pode indicar deficiéncia nutricional, podendo
interferir na qualidade espermatica e diminuir os indices de fertilidade (Celeghini, et
al. 2001). Ao mesmo tempo, avalia-se a cloaca dos machos que deve encontrar-se
entumecida e Umida, indicando a ocorréncia de atividade sexual constante.

No estagio, foram realizadas duas avaliacdes de fertilidade dos machos
alojados no setor H e | (producado). As aves alojadas no setor H estavam com 26
semanas de vida, iniciando o periodo produtivo, enquanto as aves do setor |
encontravam-se com 38 semanas de vida, no pico de producao.

ApOs a avaliacdo, galos inférteis foram eutanasiados por deslocamento
cervical, segundo a Resolucdo Normativa do CONCEA n°37, de 15 de fevereiro de
2018. A reposicdo dos animais descartados ocorria no decorrer das trés semanas
seguintes, apdés a adaptacdo de galos provenientes dos nucleos de recria da
unidade.

5.4.11.Vacinacgéao

A vacinacdo de aves reprodutoras previne enfermidades e aumenta a
transmissao de anticorpos maternais a prole (JAENISCH, 2003).

Durante o estagio, acompanhou-se a elaboracdo do protocolo vacinal de aves
reprodutoras alojadas no setor G (Quadro 1 e Quadro 2). Nesse contexto, realizou-
se a vacinacdo das aves do mesmo setor, imunizando-as contra Doenca de
Newcastle, bronquite infecciosa das aves e Doenca de Gumboro.

Além disso, a discente participou da vacinacdo contra a sindrome da queda
de postura, Doenca de Gumboro, Doenca de Newcastle e bronquite infecciosa das
aves, administradas por via intramuscular no plantel alojado no setor A.

Quadro 3. Protocolo vacinal de aves reprodutoras na fase de recria.

Idade Idade Vacina contraa Nom_e Viade .
) . Comercial da - x Laboratério
(semanas) | (dias) enfermidade vacina administracéo
1 Doenca de Marek POULVAC In ovo Zoetis
(Herpesvirus tipo 1) OVOLINE
0 1 ?gggfn\r/lfs"’;' REO2177 | Subcutanea MSD
Coccidiose .

1 (Eimeria spp.) EVALON Spray Hipra
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Doenca de Newcastle | NEWCASTLE Ocular Boehringer
(Paramyxovirus tipo 1) HB1 9
Bronquite Infecciosa
1 7 das Aves BIORAL H Ocular Boehringer
(Coronavirus)
Doenca de Gumboro GUMBORO
(Avibirmavirus) D78 OCULAR Ocular MSD
Doenca de Newcastle | NEWCASTLE Boehringer
(Paramyxovirus tipo 1) LASOTA 9
Bronquite Infecciosa
4 28 das Aves BIORAL H- Spray Boehringer
) 120
(Coronavirus)
Doenca de Gumboro GUMBORO MSD
(Avibirnavirus) D78
Pneumovirose A.V'a”a NEMOVAC Ocular Boehringer
(Metapneumovirus)
Artrite Viral POULVAC Asa Zoetis
6 42 (Reovirus) REO
Bouba Aviaria DIFTOVAX Puncio de asa Boehringer
(Avipoxvirus) SUAVE & 9
Encefalom|ellt_e Aviéria PROVAC AE Ague_1 de Zoetis
(Hapatovirus) bebida
8 56 Anemia Infecciosa | v \ovAC Agua de Elanco
(Gyrovirus) bebida
Doenca de Newcastle | NEWCASTLE Boehringer
(Paramyxovirus tipo 1) LASOTA 9
Bronquite Infecciosa
9 63 das Aves BIORAL H- Spray Boehringer
) 120
(Coronavirus)
Doenga de Gumboro GUMBORO MSD
(Avibirnavirus) D78
Pneumovirose Aviéria POULVAC .
12 84 (Metapneumovirus) TRT Spray Zoetis
Encefalomielite Aviaria
Hapatovirus .
(Hap — _) POXINE-AE Puncéo de asa Zoetis
Bouba Aviaria
(Avipoxvirus)
Artrite Viral REOVIRUS IM Inata
(Reovirus)
Ad_enovwo_se A\_/lana ADENOVIRUS
(Aviadenovirus tipo 1)/ TIPO 1/ M Inata
15 105 Nefrite Aviaria ASTROVIRUS
(Astrovirus -CAstV)
TRT/IB/ND/BD IBMULTI IM Boehringer
Doenca de Newcastle | NEWCASTLE Spra Boehringer
(Paramyxovirus tipo 1) LASOTA bray 9
Bronquite Infecciosa
das Aves BIORAL Spray Boehringer
(Coronavirus)
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Adenovirose Aviaria
(Aviadenovirus tipo 1)/ | ADENOVIRUS
Nefrite Aviaria TIPO 1/ IM Inata
(Astrovirus -CAstV) ASTROVIRUS

20 140 Artrite Viral NOBILIS REO
(Reovirus) INAC M MSD
TRT/IB/ND/BD IB MULTI IM Boehringer
Pneumovirose Aviaria NEMOVAC Ocular Boehringer

(Metapneumovirus)
IM = Intramuscular em peito; TRT = Sindrome da queda de postura; IB= Doenca de Gumboro; ND=
Doenca de Newcastle; BD= Bronquite Infecciosa

Fonte: Arquivo Cobb-Vantress LTDA.

Quadro 4. Protocolo vacinal de aves reprodutoras na fase de producéo.

. Nome Viade
Idade Idade Vacina contra a c ial dmini N Lab L.
(Semanas) (Dias) enfermidade omercia administraca aboratorio
da vacina 0
Pneumovirose Agqua de
34 238 Aviaria HIPRAVIAR b%bi o Hipra
(Metapneumovirus)
36 252 Bronquite
40 260 Infecciosa dgs Aves | BIORAL H Spray Hipra
(Coronavirus)
Pneumovirose Aqua de
42 294 Aviéaria HIPRAVIAR bgebi da Hipra
(Metapneumovirus)
44 308 Bronquite
48 336 Infecciosa das Aves | BIORAL H Spray Hipra
(Coronavirus)
Pneumovirose Aqua de
50 350 Aviaria HIPRAVIAR bgebi a Hipra
(Metapneumovirus)
52 364 Bronquite
56 392 Infecciosa da_ls Aves | BIORAL H Spray Hipra
(Coronavirus)
Pneumovirose Aqua de
58 406 Aviaria HIPRAVIAR bgebi o Hipra
(Metapneumovirus)
Bronquite
60 420 Infecciosa das Aves | BIORAL H Spray Hipra
(Coronavirus)

Fonte: Arquivo Cobb-Vantress LTDA.

5.4.12.Necropsias

O exame necroscopico das aves € realizado pelo médico veterinario para
monitorar as condi¢des sanitarias do lote. A eutanasia de aves moribundas ou com
baixo desempenho zootécnico é realizada por deslocamento cervical para inicio dos
procedimentos. No periodo de estagio acompanhou-se a necropsia de aves

moribundas para verificar a ocorréncia de doencas no plantel de aves.
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Objetivando-se facilitar a visualizacdo de lesdes e evitar a contaminacéao de
amostras para ensaios microbiolégicos, 0 exame necroscopico segue uma ordem
pré-estabelecida. Inicialmente, avalia-se 0 papo para verificar se houve consumo de
adgua e alimento, seguida pela verificacdo de lesdes articulares. Posteriormente,
inicia-se a seccdo do epitélio da regido do pescoco a cavidade celomaética,
observando-se o estado da traqueia, coracéo, figado, baco e sacos aéreos. A seguir,
verifica-se o sistema digestorio, avaliando as condi¢des do intestino delgado e dos

cecos.

6.Discussao das Atividades

Durante o estagio, observou-se que o médico veterinario é responsavel pela
compreensao e execucdo de medidas que viabilizem a producdo segura e
sustentavel de produtos avicolas. Evidenciou-se a importancia da atuacdo dos
orgaos federais no monitoramento sanitério da avicultura.

As atividades praticas permitiram aprofundar os conhecimentos tedricos
adquiridos no decorrer do curso de Medicina Veterinaria e vivenciar os principais
desafios da profissdo nas granjas, em especial a conscientizagdo coletiva dos
colaboradores sobre medidas de bem-estar animal e biosseguranca. Foi possivel
compreender a execucdo dos principais exames disponiveis para 0 monitoramento
da saude de aves.

Ao acompanhar o cotidiano empresarial, ficou evidente a importancia do
desenvolvimento de habilidades interpessoais, como comunicagéo e liderancga, para

manter o engajamento da equipe.

7.Concluséo

As atividades desenvolvidas no estagio contribuiram para o entendimento
pratico da atuacdo do Médico Veterinario na area de sanidade avicola, desde as
granjas até a area laboratorial e cientifica.

Profissionalmente, foi possivel aprimorar os conhecimentos préaticos sobre
como o médico veterinario atua na cadeia avicola, objetivando-se a obtencdo de
aves cada vez mais saudaveis e livres de patdégenos de importancia, como
Salmonella spp., garantindo que o consumidor obtenha um produto de qualidade.

Além disso, a realizacdo de atividades em locais distintos contribuiu para o
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desenvolvimento de habilidades interpessoais e para o0 conhecimento de novas

culturas.
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II.LAssunto de Interesse: Enterite Necroética das Aves

l.Introducgéao

A Enterite Necrotica das Aves (ENA) é uma enterotoxemia aguda, néo
contagiosa, ocasionada pela proliferacdo rapida e exacerbada de Clostridium
perfringens (C. perfringens) no sistema digestério de aves comerciais (SCHOCKEN-
ITURRINO et al.,, 2020). Destaca-se como uma das principais enfermidades que
acometem as aves domésticas ao redor do mundo, acarretando perdas produtivas
devido as les@es intestinais que causam queda nos indicadores zootécnicos e
mortalidade subita.

A doenca foi relatada pela primeira vez em aves por Parish (1961) e passou a
ser controlada pelo uso de antimicrobianos promotores de crescimento adicionados
a racdo. No ano de 2006, a Unido Europeia aboliu essa prética, visando minimizar a
selecdo de estirpes bacterianas, de interesse em saude publica, resistentes a
antimicrobianos, levando a um aumento no numero de casos de doencas
relacionadas a patdgenos oportunistas, como C. perfringens. Dessa forma, os
pesquisadores passaram a buscar alternativas para minimizar 0s prejuizos
econdmicos oriundos da ENA de forma sustentavel, sem a utilizacdo dos promotores
de crescimento (DAHIYA et al. 2006).

Em frangos de corte, os surtos da doenca geralmente ocorrem entre duas e
cinco semanas de idade, causando desuniformidade e condenacdo de carcacas,
além da mortalidade em média de 15% do lote na forma clinica da enfermidade
(IMMERSEEL et al., 2004). Em poedeiras, as manifesta¢cdes ocorrem entre o terceiro
e o0 sexto més de idade (SCHOCKEN-ITURRINO et al., 2020). Apesar dos prejuizos
associados a apresentacdo clinica da doenca, as principais perdas produtivas
relacionam-se com a forma subclinica, que causa desuniformidade do lote e queda
de postura.

Nos Estados Unidos da América, o impacto econémico anual relacionado ao
C. perfringens na avicultura é estimado em 6 bilhdes de dolares (WADE &
KEYBURN, 2015) e o numero de internacdes pela ingestdo de produtos de origem
animal contaminados chega a 1 milhdo de casos por ano (USDA, 2021). No Brasil,
segundo o Informe de Surtos de DTHA de 2022 (SVSA, 2023), em 2022, cerca de
4,6% das internacdes relacionadas a DTHA foram causadas por C. perfringens.
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Diante da necessidade de atenuar 0s prejuizos econémicos associados a
ENA na avicultura. Dessa forma, ressalta-se a importancia de compreender 0s
aspectos epidemiologicos e preventivos dessa enfermidade que possui uma

epidemiologia complexa por tratar-se de um problema clinico secundario.

2.Agente Etioldgico

Clostridium perfringens € um bastonete Gram-positivo movel, por meio do
pilus tipo IV, integrante da familia Bacillaceae. Normalmente, encontra-se isolado ou
aos pares, assumindo a forma esporulada no ambiente. Apesar de caracterizar-se
como anaerdbico, ndo exige condi¢bes estritas de auséncia de oxigénio para
multiplicar-se, ao contrario demais espécies do género (SCHOCKEN-ITURRINO et
al., 2020).

O patogeno desenvolve-se em uma faixa de temperatura que varia de 6°C a
50°C, com a temperatura 6tima de proliferacdo entre 43°C e 47°C. A multiplicacéo
bacteriana ocorre preferencialmente em pH neutro (pH=7,0), mas a espécie
sobrevive a variacdes de pH de 5,0 a 9,0. A bactéria € capaz de fermentar glicose,
lactose, frutose, maltose, manose, galactose, sacarose, inositol e amido (FATHIMA
et al., 2022). A forma esporulada do C. perfringens pode sobreviver a temperaturas
acima de 100°C, radiacéo solar e desidratacdo, dificultando a sua remocao completa
do ambiente (SARKER et al., 2000).

Diante desses aspectos, fica evidente a dificuldade no controle e eliminacao
completa do microrganismo, ressaltando-se a necessidade de adotar manejos

integrados que minimizem o risco da bactéria se multiplicar de forma exacerbada.

3.Fatores de Viruléncia

A espécie C. perfringens é subdividida em sorotipos, classificados de acordo
com o perfil de producéo de toxinas (ENGSTROM et al., 2003). Estima-se que a
espécie produza cerca de 20 toxinas distintas (UZAL et al., 2014), caracterizando
cinco sorotipos oficiais (A, B, C, D e E). No entanto, estudos recentes conseguiram
associar as toxinas CpE e Net-B a novos sorogrupos que nao foram oficialmente
classificados até o presente momento, F e G, respectivamente, visando facilitar o
diagndstico e a avaliacédo epidemioldgica da enfermidade (ROOD et al., 2018).

A toxina alfa foi considerada durante décadas a principal causa de ENA.
Entretanto, observou-se que a atividade patogénica relacionada a forma subclinica



42

da enfermidade esta correlacionada a toxina Net-B, produzida apenas pelo sorotipo
G (MOHIUDDIN et al., 2021). Ademais, o sorotipo C pode infectar frangos de corte,

Quadro 1. Relagao entre sorotipos de C. Perfringens e a producao de toxinas
alfa, beta, épsilon, iota, CpE e Net-B

Toxina Produzida
Sorotipo .
Alfa Beta Epsilon lota CpE Net-B
A + - - - - -
B + + + - - -
C + + - - +/- -
D + - + - +/- -
E + - - + +/- -
F* + - - - + -
G* + - - - - +
O sinal “+” indica que o sorotipo de C. perfringens produz a toxina; enquanto o sinal “-“ indica que o

sorotipo ndo produz a toxina. *Sorotipos F e G ainda n&o foram oficialmente classificados, integrando
0 sorotipo A.
Fonte: Adaptado de Rood et al., 2018

3.1.Toxina Alfa

A toxina alfa esta presente em todos os sorotipos de C. perfringens e é
considerada o principal fator de viruléncia da espécie (TAKEHARA et al., 2020).
Classifica-se como uma lecitinase, apresentando atividade enzimatica relacionada a
hidrolise dos fosfolipidios fosfatidilcolina e esfingomielina, importantes constituintes
das membranas celulares de eucariotos, levando a morte celular (TITBALL et al.,
1899). A lise celular, oriunda desse processo, resulta no surgimento de lesdes nas
mucosas intestinais, inflamacdo e comprometimento da barreira epitelial que evolui
para um quadro ulcerativo e necrotico (TITBALL et al., 1989).

A atividade toxica relacionada a esse composto pode interferir na circulacao
periférica ao redor das lesdes necroticas, podendo evoluir para o0 estado de
mionecrose e interrupcdo do peristaltismo, quadro clinico observado nas formas
mais graves da enfermidade (ZUNIGA-PEREIRA et al., 2019).
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3.2.Toxina Beta

A toxina beta atua como uma neuraminidase, induzindo a formagé&o de poros
nas membranas plasmaticas através da ligacdo com as proteinas carreadoras
difusas na bicamada lipidica (LENCER, 2020). Esse mecanismo interfere no controle
do sistema nervoso autdnomo, elevando a presséo arterial e diminuindo a frequéncia
cardiaca. Além disso, causa edema e necrose no tecido epitelial que reveste o trato
digestorio (NAGAHAMA et al., 2015).

3.3.Toxina Epsilon

A toxina épsilon € secretada pelos sorotipos B e D. A molécula atua
via endocitose formando vacuolos ribossomais ou lisossomais e formando poros na
membrana plasmatica que alteram as o funcionamento da bomba de sdédio e
potadssio (SAKAGUCHI et al., 2023). Essa alteragdo metabdlica aumenta a
permeabilidade vascular, resultando no surgimento de edemas generalizados

(STILES et al., 2013).

3.4.Toxina lota

A toxina iota classifica-se como uma toxina ADP-ribosilantes, produzida
exclusivamente pelo sorotipo E de C. perfringes. Possui capacidade de formar poros
na membrana plastica e adentrar o citoplasma, destruindo o citoesqueleto e
inviabilizando a manutencdo da homeostase (SAKURAI et al., 2009). Esse
mecanismo degenera a mucosa e induz a necrose, resultando no acumulo de
liguidos no lumen do intestino delgado (REDONDO et al., 2017).

3.5.Toxina CpE

A toxina CpE é codificada por DNA plasmidial e atua nas juncdes
intracelulares das células intestinais, estruturas que mantém a aderéncia entre as
células formadoras do tecido. Essa toxina esta relacionada principalmente a
intoxicacdo alimentar humana e diarreia mediada por C. perfringens nao-alimentar,
normalmente associada ao uso de antimicrobianos que alteram a constituicdo da
flora intestinal (MCCLANE et al., 2012).

3.6.Toxina Net-B
A toxina Net-B foi descrita pela primeira vez em 2008 e, até o ano de 2018,
era associada ao sorotipo A de C. perfringens (MOHIUDDIN et al., 2021). Net-B
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classifica-se como uma toxina formadora de poros na membrana plasmatica,
possuindo similaridade molecular com a toxina beta de C. perfringens. Acredita-se
que esse composto cause lesbes na forma subclinica da ENA em frangos,
apresentacao da doengca com maior impacto econdomico (KEYBURN et al., 2008).

4.Epidemiologia e Fatores Predisponentes

A transmissdo de ENA nao ocorre de forma direta entre os animais, pois C.
perfringens é um microrganismo natural da microbiota de intestino grosso e cecos de
aves domésticas desde os primeiros dias de vida (SHANE et al., 1984). Além disso,
a bactéria é frequentemente encontrada nos produtos de origem animal utilizados na
formulacédo de racbes (UDHAYAVEL et al., 2017).

Dessa maneira, a ocorréncia de fatores predisponentes € necessaria para o
desenvolvimento do quadro enterotoxemico caracteristico da enfermidade (YANG et
al., 2019). Os surtos de ENA normalmente associam-se a formulag&o de dietas ricas
em componentes de absorcdo lenta, doencas imunossupressoras e outras

enfermidades, como a coccidiose.

4.1.Formulacédo de dieta

Os componentes da dieta interferem diretamente na microbiota e homeostasia
intestinal das aves (DAL PONT et al., 2023). Ra¢des formuladas com carboidratos
de baixa digestibilidade, como trigo e cevada, favorecem o aumento da viscosidade
e fermentacdo no trato digestério, resultando na proliferacdo de bactérias
fermentadoras como C. perfringens (RIDELL & KONG, 1992).

Outro componente associado a surtos de ENA sdo as proteinas de origem
animal, como farinha de peixe, 0ssos e carne, as quais caso encontrem-se
deterioradas podem causar lesbées no epitélio intestinal, favorecendo indiretamente a
proliferacdo de C. perfringens. Além disso, assim como nas aves, o C. perfringens
encontra-se naturalmente difundido na comunidade bacteriana do trato digestorio de
diversos animais de producdo. Dessa maneira, o risco de contaminacdo associado a
utilizacdo de subprodutos oriundos de visceras e 0ssos € elevado (UDHAYAVEL et
al., 2017).
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4.2.Fatores imunossupressores

Micotoxinas sdo substancias toxicas produzidas por fungos que podem
contaminar matérias-primas e ra¢des animais (MURUGESAN et al., 2015). No caso
da avicultura, as micotoxinas desoxinivalenol (DON), fumonisina (produzidas por
fungos do género Fusarium) e aflatoxina (produzida por fungos do género
Aspergillus) favorecem a proliferagéo de C. perfringens.

A aflatoxina reduz o consumo de racdo devido a ocorréncia de alteracfes
morfolégicas no intestino delgado e figado de aves domésticas. Ademais, a toxina
causa imunossupressao, favorecendo doencas oportunistas como a ENA
(CRAVENS et al., 2013).

A micotoxina DON altera a morfologia intestinal, diminuindo a altura das
vilosidades e aumentando a permeabilidade de jejuno e duodeno (GRENIER &
APPLEGATE, 2013). Por sua vez, a fumonisina reduz a altura das vilosidades e a
profundidade das criptas intestinais, favorecendo o deslocamento microbiano
(FATHIMA et al., 2022). Dessa maneira, a digestdo e absorcdo de proteinas fica
debilitada, tornando o nutriente disponivel para patégenos intestinais.

Ademais, doencgas imunossupressoras, como a Doenca de Gumboro, Marek e
anemia infecciosa das aves, também predispde a emergéncia de enfermidades
ocasionadas por patdgenos oportunistas, como o C. perfringens (TIMBERMONT et
al., 2011). A vulnerabilidade imunolégica nos primeiros dias apds a imunizagdo com
vacinas vivas, como ocorre nas vacinas que previnem a Doenca de Gumboro e
Coccidiose, também permite a proliferacdo do patdégeno causador da ENA, sendo
inclusive adotada como protocolo para desafios experimentais por C. perfringens
(JUSTINO et al., 2022).

4.3.Manejo da cama dos aviarios

A concentracdo elevada de excretas e microrganismos de origem fecal nas
camas do aviario favorece a ocorréncia de doencas entéricas, como a ENA. O
aumento da densidade populacional de aves agrava esse problema e gera um
estimulo de estresse continuo para 0s animais, causando imunossupressao
secundaria (SCANES, 2016). Adicionalmente, a umidade e as temperaturas nas
camas dos aviarios propiciam um ambiente ideal para proliferacdo de

microrganismos anaerébicos.
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A presenca do artropode Alphitobius diaperinus, popularmente conhecido
como cascudinho, na cama dos aviarios aumenta a probabilidade de surto de ENA,
pois o inseto é vetor mecanico do C. perfringens (VITTORI et al., 2007) e da Eimeria
spp. (GOODWIN & WALTMAN, 1996), patdgeno amplamente associado a

ocorréncia de ENA.

4.4.Coccidiose

Coccidiose é a doenca parasitaria intestinal de maior importancia em
avicultura, tendo como agente etiolégico Eimeria brunetti, E. maxima E. tenella,
E. acervulina e E. necatrix. Cerca de 75% dos casos de ENA ocorre de forma
secundéaria a coccidiose (LONG, 1973), principalmente aquelas causadas por
E. maxima e E. acervulina, que parasitam o intestino delgado, lesando a parede
intestinal e prejudicam a digestédo e absorcdo de alimentos (WILLIAMS, 2005).

O protozoario € responsavel pela invasdo da mucosa intestinal, causando
hemorragias que aumentam a concentracdo de proteinas plasmaticas e a oferta de
nutrientes disponiveis no lumen intestinal, favorecendo a proliferacdo de C.
perfringens (PETIT et al., 1999). Experimentalmente, a infeccdo por protozoarios do
género Eimeria € utilizada como forma de induzir a enterotoxemia por C. perfringens,
geralmente associada a vacina de Gumboro para imunossupressao (SHOJADOOST
et al., 2012; JANG et al., 2013).

5.Patogénese

5.1.Forma clinica

A manifestacdo clinica da ENA caracteriza-se principalmente por sinais
sistémicos inespecificos, como apatia, anorexia e penas arrepiadas (SCHOCKEN-
ITURRINO et al.,, 2020). Em manifestacdes clinicas com inicio subito e curso
hiperagudo, a mortalidade pode ocorrer de uma a duas horas ap6s o inicio da
proliferagdo dos microrganismos no trato intestinal, apresentando mortalidades
médias de 15%, com variagéo de 1 a 50% do lote de frangos de corte (IMMERSEEL
et al., 2004).

As fezes apresentam-se diarreicas, escurecidas (melena) e, em alguns casos,
com manchas de sangue. No exame necroscopico, ha maioria dos casos, é possivel
observar o escurecimento da musculatura peitoral. Na porcéo intestinal, verifica-se a

presenca de lesdes ulcerativas e necrose confluente (Figura 1), com a formacao de
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gas na regido de jejuno e ileo. Em intoxicagcbes mais graves, estas lesbes
encontram-se distribuidas no ceco (SCHOCKEN-ITURRINO et al.,, 2020). Na
apresentacao clinica, muitas vezes, 0s vasos sanguineos encontram-se ocluidos por
trombos hialinos. Outro sinal observado € a hepatomegalia com pontos
esbranquicados, que ocorre devido a deposicdo de fibrinogénio oriundo da leséo
necrotica (COOPER & SONGER, 2009).

S

Figura 1. Necrose confluente em jejuno. Fonte: Timbermont et al., 2011.

5.2.Forma subclinica

As manifestacdes subclinicas apresentam-se de forma inespecifica e cronica,
sem apresentar sinais clinicos. Essa manifestacdo caracteriza-se pela queda de
uniformidade e parametros zootécnicos do lote. Durante a avaliacdo de integridade
de visceras nos abatedouros, € possivel observar as lesfes intestinais provenientes
da forma subclinica da enfermidade.

Nestes casos, no exame necroscopico, observa-se a ocorréncia de lesbes
intestinais necréticas focais (Figura 2) e hepatite secundaria. Os pontos necroéticos
do intestino delgado sao circundados por depdsitos de fibrina, enquanto o figado
apresenta-se palido e aumentado. (LOVLAND & KALDHUSDAL, 1999). Com a
cronicidade da doenca, pode-se observar a formacdo de edemas nos membros
posteriores e a formacdo de lesGes gangrenosas, similares ao observado na
Gangrena gasosa (SCHOCKEN-ITURRINO et al., 2020).
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Figura 2. Necrose focal em intestino delgado de ave de corte. Fonte: Timbermont et
al., 2011.

5.3. Lesbes microscopicas

Microscopicamente, verifica-se a presenca de lesGes necréticas que se
estendem nos vilos e criptas intestinais, muitas vezes com a adesao de células
imunes mononucleares. Ha perda dos vilos e exposi¢cao da lamina propria, podendo
evoluir até a musculatura intestinal em casos mais graves (SCHOCKEN-ITURRINO
et al., 2020).

No figado, observa-se a hiperplasia de ductos biliares e necrose fibrinoide
(LOVLAND & KALDHUSDAL, 1999)

6.Diagndstico

O diagnostico da enfermidade ocorre pela observacdo dos sinais clinicos e de
lesbes macroscopicas em necropsia (COOPER et al.,, 2013). Na conducdo de
pesquisa cientifica, o patdégeno pode ser identificado laboratorialmente através do
cultivo seletivo de amostras oriundas do intestino de aves. O material € cultivado em
agar SPS para verificacdo de sulfitorreducdo e em agar sangue para avaliagdo de
hemodlise. A incubacao deve ocorrer em condicbes anaerébicas, por 24-48 horas a
37°C. A confirmacdo bioquimica ocorre com a execucdo do teste de catalase
(SCHOCKEN-ITURRINO et al., 2020).

A pesquisa de toxinas-alvo pode direcionar sorotipificagdo de C. perfringens.
Esse procedimento normalmente ocorre pelo método de neutralizacdo de toxinas,
teste realizado a partir da reacdo da antitoxina com a amostra (SCHOCKEN-

ITURRINO et al., 2020). Para fins cientificos, emprega-se a Reacdo em Cadeia da
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Polimerase Multiplex (PCR Multiplex), que identifica o gene codificador de toxinas-
alvo (BAUMS et al., 2004; HUSSAIN et al., 2021) e o ELISA (HALE & STILES,
1999).

7.Diagndstico diferencial

Os sinais clinicos e achados de necropsia da enterotoxemia causada por C.
perfringens sdo semelhantes ao encontrado na enterite ulcerativa, causada por
Clostridium colinum (C. colinum). Ambas as enfermidades causam lesfes ulcerativas
e necrbticas ao longo do intestino delgado, além do acumulo de gas e
hepatomegalia. No entanto, as lesdes associadas ao C. colinum normalmente
caracterizam-se pela presenca de mucosa diftérica, levemente amarelada e
estriacdes esbranquicadas no epitélio do intestino delgado. Além disso, na enterite
ulcerativa 0 bagco pode encontrar-se hemorragico, sinal clinico que ndo é observado
na ENA (SCHOCKEN-ITURRINO et al., 2020).

8.Prevencao e Controle de C. perfringens em Aves

O controle de surtos ocorre pela utilizacdo de antimicrobianos, como as
lincomicinas, bacitracinas e oxitetraciclinas, e de anticoccidianos quando a doenca
ocorre de forma secundaria a coccidiose (MCCLANE et al., 2012). Outra estratégia
qgue auxilia no controle da enfermidade é a utilizacdo de produtos de excluséo
competitiva, como o0s probidticos comerciais a base de Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp. (SCHOSTER et al., 2013) e Bacillus spp. (RAMLUCKEN et al.,
2020).

Por tratar-se de um patdégeno amplamente difundido no ambiente e natural do
microbioma intestinal das aves, medidas severas de biosseguranga ndo garantem a
prevencdo da ENA. Torna-se, assim, necessaria a adocao de estratégias de manejo
integradas que minimizem a ocorréncia de fatores predisponentes a ENA.

Dentre as recomendacdes praticas, destaca-se o controle do excesso de
umidade da cama, fator que favorece a proliferacdo de bactérias patogénicas e
fungos. Recomenda-se a troca ou tratamento da cama do aviario no periodo de
vazio sanitario para evitar contaminag&o cruzada entre os lotes (AVILA et al., 2007).

Em relacdo ao manejo nutricional, deve-se dar preferéncia a carboidratos
digestiveis para as aves, como é o caso do milho (PESSOA et al., 2012). Além

disso, a utilizagéo de proteinas de origem animal também se relaciona a ocorréncia
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de ENA. Neste aspecto, ressalta-se a necessidade de adquirir matérias-primas de

alta qualidade e baixos niveis de contaminacao microbioldgica.

9.Discussao

O Brasil lidera a exportacdo de carne de frango no mundo (ABPA, 2023),
levando a necessidade de intensificar a cadeia produtiva para atender a demanda de
mercado, agravando os problemas sanitarios como a ENA, enfermidade causada
pelo C. perfringens (MORA et al., 2020).

Esta bactéria é um patdgeno oportunista e amplamente distribuido no
ambiente e na microbiota das aves desde os primeiros dias de vida, tornando
necessaria a realizacdo do controle dos fatores predisponentes a ocorréncia da
doenca.

Na apresentacdo aguda da ENA, a mortalidade ocorre de forma massiva e
rapida sem sinais clinicos predisponentes (SKINNER et al., 2010), resultando em
perdas produtivas elevadas antes do inicio do tratamento das aves. Na manifestacao
clinica, a mortalidade significativa e a reducdo dos indices zootécnicos é elevada.
Caso nao ocorra tratamento, os sinais clinicos perduram duram em média até o
14°dia apo6s o inicio dos sintomas. A forma subclinica ndo apresenta sinais clinicos
evidentes, dificultando o diagnéstico. Nesse caso, observa-se a ocorréncia de
desuniformidade do lote e queda nos indices de producao decorrentes da diminui¢ao
da absorcéo de nutrientes (KALDHUSDAL & HOFSHAGEN, 1992). Estima-se que a
prevaléncia da forma subclinica de ENA seja o principal fator de perda econdmica
associado a C. perfringens na avicultura, afetando até 40% dos lotes e causando
uma diminuicdo do ganho de peso corporal de até 12%, além de um aumento da
taxa de conversao alimentar de 11% em frangos de corte (SKINNER et al., 2010).

Os prejuizos acerca da enfermidade ndo se limitam as perdas econémicas,
visto que alimentos contaminados com altas concentracdes de C. perfringens tém o
potencial de causar diarreias em humanos. Em idosos e imunossuprimidos o quadro
clinico pode se agravar e evoluir para o 6bito (MCCLANE et al., 2001).

O tratamento da apresentacao clinica de ENA em aves ocorre através de
antimicrobianos. No entanto, a existéncia de estirpes de C. perfringens resistentes a
esses farmacos foi relatada em diferentes nac¢des, como india (YADAV et al., 2017),
Bélgica (GHOLAMIANDEHKORDI et al.,, 2009), Estados Unidos da América
(WATKINS et al, 1997) e Brasil (SILVA et al, 2009). Diante disso, 0
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desenvolvimento de tratamentos alternativos que ndo favorecem a selecdo de
estirpes resistentes, como probiéticos (SCHOSTER et al., 2013; RAMLUCKEN et al.,
2020) e fitobioticos (HUSSEIN et al., 2020), tem sido aplicado no controle desse
patégeno. A utilizacdo de bacteri6fagos multivalentes (MILLER et al., 2010) e
especificos (VENHORST et al., 2022) também apresenta alta eficacia terapéutica.
Entretanto, o elevado custo financeiro atrelado a aplicacdo pratica desses
tratamentos limita sua utilizagao.

A coccidiose é o principal fator associado a ocorréncia de ENA. Dessa
maneira, a utilizacdo de anticoccidianos € adotada no tratamento do fator
predisponente a enterotoxemia causada por C. perfringens. Todavia, jA ha casos de
resisténcia dos protozoéarios a esses farmacos (USMAN et al., 2011), relatados
inclusive no Brasil (KRAIESKI et al., 2021). Neste sentido, é essencial a adocao de
manejos preventivos contra a coccidiose e, consequentemente, contra ENA. Dentre
esses, a estratégia mais eficaz € a vacinacdo (VERMEULEN et al., 2001), aliada a
adocdo de manejos que garantam boas condicbes de vida para as aves, como
oferecimento de agua limpa e condicbes sanitarias adequadas. Recentemente, a
utilizacdo de fitoterapicos tem apresentado sucesso terapéutico no tratamento de
coccidiose sem selecionar parasitas resistentes (NAHED et al., 2022). No entanto,
assim como no caso dos antimicrobianos, as estratégias alternativas sao dificilmente
adotadas por conta do custo associado.

Diante dessa realidade, fica evidente a necessidade de focar os esfor¢os no
manejo preventivo da ENA. Isso inclui fornecer uma dieta de qualidade
microbiolégica adequada, o que pode ocorrer com a acao de produtos desinfetantes
e com a analise microbiologica das matérias-primas utilizadas na formulacdo das
racoes (CASAGRANDE et al., 2013). O manejo nutricional com ingredientes de facil
digestdo para as aves é fundamental, visando evitar a fermentacdo devido ao
acumulo de matéria organica no lumen intestinal.

Outra estratégia nutricional que apresentou resultados positivos no controle
da ENA foi a restricdo alimentar temporaria (TSIOURIS, et al., 2014). A técnica
objetiva diminuir o consumo de ragéo de frangos e, assim, minimizar a quantidade
de alimento disponivel no trato gastrointestinal que ndo é aproveitada pelas aves e
nem pela microbiota benéfica (TSIOURIS et al., 2016). Essa metodologia obteve
sucesso na diminuicdo de doencas metabdlicas decorrentes do crescimento precoce

e garante boa converséo alimentar e taxa de crescimento em frangos.
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Os estudos que visam classificar de maneira especifica as estirpes de C.
perfringens, conforme a caracterizacdo genotipica, contribuem para o entendimento
dos aspectos epidemiologicos e patologicos da enfermidade. Assim como o
conhecimento acerca das particularidades e apresentacdo clinica das
enterotoxemias causadas por sorotipos distintos pode facilitar o desenvolvimento de

novas estratégias de controle.

10.Concluséao

Os surtos de ENA prejudicam o desempenho e a qualidade das aves,
causando prejuizos econémicos na avicultura, além de representar um risco a saude
humana.

Como a doenca é secundaria a fatores parasitarios, imunossupressores e/ou
dietéticos, a melhor estratégia para conter os surtos de ENA deve centrar-se no
manejo preventivo, evitando-se fatores predisponentes, especialmente lesbes
intestinais como as observadas na coccidiose. Neste contexto, € essencial que o
veterinario aprofunde seus conhecimentos acerca de manejo nutricional, ambiental e
sanitario das aves, visando prevenir a ocorréncia de fatores predisponentes para o
surto de ENA e prescrever um diagnostico preciso para controlar a causa primaria
associada a proliferacao exacerbada de C. perfringens.

Ademais, ressalta-se a importancia dos estudos que buscam caracterizar 0s
mecanismos de expressao e producao das toxinas causadoras de ENA para melhor
compreensao dos aspectos epidemiolégicos da enfermidade.
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