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Introducao

A avicultura de corte estad pautada na sustentabilida-
de econdbmica da atividade e na manutencao do sta-
tus sanitario do plantel nacional. A reutilizacdo da ca-
ma avidria entre lotes de frangos é um fator impor-
tante na viabilidade da producao e na reducéao de seu
impacto ambiental, devendo ser respaldada pela ado-
cao de procedimentos sanitarios adequados a ativida-
de avicola. O relso da cama aviaria nos estabeleci-
mentos comerciais de corte é previsto desde que epi-
sd6dios de maior impacto ao plantel avicola e de inte-
resse para a saude publica estejam ausentes nos lo-
tes. Todavia, na ocorréncia de episédios sanitarios,

a cama deve passar por tratamento capaz de inativar
agentes residuais de doencas antes de sua retirada
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do aviario (BRASIL, 2007). O estudo conduzido an-
teriormente pela Embrapa Suinos e Aves e seus par-
ceiros demonstrou que os tratamentos de cama avia-
ria mais comumente usados no Brasil sdo efetivos na
eliminacao de Sa/monella Enteritidis, como também
reduzem o nivel de enterobactérias totais e mesofi-
los aerébicos (VAZ et al., 2017). No entanto, outras
salmonelas paratificas, como S. Heidelberg, vém sen-
do relatadas com mais frequéncia na avicultura de
corte (VOSS-RECH et al., 2015) e parecem demons-
trar uma especial habilidade de persistir no ambiente
avicola.

Além disso, a Doenca de Newcastle e a Influenza
Aviaria (lA) sao enfermidades virais altamente conta-
giosas, cuja prevencao e controle estdo contempla-
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dos no Programa Nacional de Sanidade Avicola
(PNSA) do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA). O manejo preventivo e o
eventual contingenciamento desses virus na produ-
cao avicola incluem a sua inativacao na cama aviaria
usando método com comprovacao cientifica. Por ra-
z0es de biosseguridade, a experimentacdo com ce-
pas virulentas do virus da Doenca de Newcastle
(VDNC) e da IA é restrita, mas é possivel estabelecer
relacdes biolégicas utilizando-se modelo experimental
vacinal, ja que as propriedades fisico-quimicas sao
semelhantes. Nesse contexto, o virus da Doenca In-
fecciosa da Bursa (VDIB) ou Doenca de Gumboro,
que é endémico na avicultura e muito resistente ao
ambiente, apresenta caracteristicas desejaveis ao
uso como modelo viral; podendo ser indicador do
efeito do tratamento na cama aviaria (GUAN et al.,
2010).

O tratamento da cama aviaria pode causar danos aos
micro-organismos residuais, prejudicando sua de-
teccao direta. Ainda assim, tais micro-organismos
podem preservar a capacidade de multiplicacao quan-
do houver condicdes favoraveis, como, por exemplo,
frente a um novo hospedeiro (ISLAM et al., 2013).
Sendo assim, a deteccdo direta de micro-organismos
residuais associada ao uso de aves sentinelas é uma
estratégia a ser considerada na avaliacdo do trata-
mento da cama avidria. Essa pesquisa avaliou o efei-
to de tratamentos de cama avidria na viabilidade do
VDIB, VDNC e S. Heidelberg, associando um bioen-
saio com aves sentinelas para determinar a infectivi-
dade residual desses agentes.

Pesquisa desenvolvida

As aves utilizadas nesse estudo foram tratadas se-
guindo os principios de ética e bem-estar animal
aprovados no protocolo 003/2015 da Comisséo de
Etica no Uso de Animais da Embrapa Suinos e Aves.
Cama aviaria reutilizada por seis lotes de frangos de
corte que nao apresentaram problemas sanitarios foi
transportada as instalacées experimentais da Embra-
pa Suinos e Aves, e apresentou resultado negativo
para Salmonella spp., VDIB e VDNC. Em seguida, a
cama aviaria foi distribuida em 16 boxes experimen-
tais (2 m?) em volume suficiente para obter 10 cm
de altura. A seguir, foi realizada a contaminacao vi-
ral por meio de pintos SPF com 10 dias de idade,
inoculados com VDIB (10%’DIE,, cepa vacinal atenu-

ada intermediaria) e VDNC (10%®DIE__, cepa vacinal
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atenuada La Sota) e que foram alojados sobre a ca-
ma aviaria em cada box (10 pintos/m?). Apds seis
dias, os pintos foram retirados e um cultivo de S.
Heidelberg isolada de campo (VOSS-RECH et al.,
2015) foi aspergido sobre a cama aviaria (1,6x10°
UFC/m?2). A seguir (dia 0), a cama foi submetida aos
seguintes tratamentos experimentais, cada qual exe-
cutado em salas individuais e com quatro repeticoes,
durante 14 dias:

Fermentacéao plana (T1)

A cama avidria em cada box experimental foi ume-
decida com &gua (1,5 L/m?) e coberta em toda sua
extensao com lona plastica impermeavel de 200 ym
(Figura 1). As extremidades da lona foram inseridas
sob a camada de cama aviaria para impedir a tro-

ca de gases com o ambiente. No dia 12, a lona foi
removida e a cama foi mantida em repouso até o dia
14.

Tz,
gL 72

Figura 1. Fermentacdo plana da cama aviéria.

Adicao de cal (T2)

A cama aviéria foi mantida em repouso até o dia 12,
quando foi acrescida de 600 g/m? de cal (CaO) e re-
volvida para homogeneizagcao do produto (Figura 2),
permanecendo em repouso até o dia 14.

Fermentacao plana seguida de adicdo

de cal (T3)

A cama avidria foi manejada conforme descrito em
T1. Apés a retirada da lona no dia 12, foram adicio-
nados 600 g/m? de cal (Ca0O), que foi homogeneiza-
da na cama aviaria por meio de revolvimento, perma-
necendo em repouso até o dia 14.
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Figura 2. Adicdo de cal a cama aviéria.

Controle positivo (T4)
A cama aviaria foi mantida em repouso, sem inter-
vencdo, durante os 14 dias de tratamento.

Controle negativo (T5)

Composto de cama aviaria nova e ndo contaminada,
com o objetivo de detectar eventual contaminacao
cruzada entre os tratamentos durante o periodo de
avaliacéao.

Amostras de cama aviaria de todos os tratamentos
foram colhidas nos dias O, 6, 12 e 14; sendo subme-
tidas ao isolamento de Sa/monella spp., quantifica-
cao de enterobactérias totais, medida de pH, matéria
seca e teor de amébnia. A temperatura da cama avia-
ria foi medida ao longo de todos os tratamentos a ca-
da duas horas. Imediatamente ao término do periodo
de tratamento, foram alojados pintos sentinela SPF
com trés dias de idade (5 pintos/m?) sobre a cama
aviaria de todos os tratamentos. As aves foram mo-
nitoradas diariamente quanto a manifestacao de si-
nais clinicos de enfermidades ou mortalidade. Amos-
tras individuais foram colhidas de todas as aves na
12 e na 3% semana de alojamento, sendo submetidas
a pesquisa do RNA viral pelo método de RT-qPCR pa-
ra deteccao de VDIB (suabes de cloaca) e VDNC
(suabes de traqueia); e ao isolamento de Sa/monella
spp. (suabes de cloaca). Na 5* semana de alojamen-
to, as aves foram eutanasiadas, sendo colhidos sua-
bes de cloaca e de traqueia para analise por RT-gPCR
de VDIB e de VDNC, respectivamente; figado, baco
e tonsilas cecais para isolamento de Sa/monella spp.;
e sangue para deteccao de anticorpos contra VDIB e
de VDNC no soro por meio de ELISA (VOSS-RECH et
al., 2017). Os dados foram analisados utilizando-se

a teoria de modelos mistos para medidas repetidas e
15 tipos de estruturas de matriz de varidncias e co-
variancias, usando o PROC MIXED do SAS. O desdo-
bramento do efeito de tratamentos foi realizado atra-
vés do teste t protegido, sempre que o teste F detec-
tou efeito significativo (p < 0,05) de tratamento.

Resultados

Contaminacao experimental da cama aviaria
A contaminacdo da cama avidria antes dos tratamen-
tos foi comprovada por deteccao da replicacao viral
do VDIB e VDNC nos pintos inoculados e pelo isola-
mento de S. Heidelberg na cama aviéria.

Efeito do tratamento sobre cama aviaria
contaminada

A Tabela 1 apresenta os resultados observados na
cama aviaria ao longo do periodo de tratamento. Ao
final do periodo de avaliacdo, o T1 resultou em me-
nores niveis de enterobactérias totais na cama, dife-
rindo significativamente dos T2 e T4. A partir do
sexto dia, T1 e T3 apresentaram concentracoes sig-
nificativamente maiores de amoénia que os demais
tratamentos (Figura 3). S. Heidelberg foi detectada
na cama avidriaem T1, T2, T3 e T4 em todos os
dias de avaliacéao.
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T1: Fermentacdo plana; T2: Adicdo de cal; T3: Fermentagéo plana seguida
de adicao de cal; T4: Controle positivo.

Figura 3. Niveis de amoénia (N-NH,) na cama aviéria ao longo do

periodo de tratamento.
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Tabela 1. Médias e erros-padrao das varidveis medidas na cama aviaria reutilizada em funcao dos tratamentos e do tempo

de tratamento.

Enterobactérias totais (log,, UFC/g)

0 5,662+0,210 5,091 +0,427 5,864 +0,150 5,005+0,146 0,2747
6 4,096 +0,429 4,875+0,217 5,106 +0,321 4,919+0,260 0,2289
12 4,469 +0,309 4,062+0,597 4,898 + 0,304 4,742 +0,139 0,3981
14 3,435+0,254a 4,921+0,430b 4,375+0,256 ab 5,282+0,735 b 0,0060
Matéria seca (%)
0 73,10+0,66 b 79,52+0,38 a 73,24+0,70 b 78,91 +0,51 a <0,0001
6 72,16 £0,73 b 82,94+0,44 a 71,57+0,97 b 82,68+0,25 a <0,0001
12 73,96+0,65 b 82,45+0,33 a 73,61+0,46 b 81,13+0,38 a <0,0001
14 74,33+0,26 ¢ 81,86+0,35 a 74,96 +0,37 ¢ 80,87+0,27 b <0,0001
Teor de amoénia (mg/Kg)
0 1520+ 60 bec 1483+ 60 ¢ 1646+ 47 ab 1705+ 52 a 0,0221
6 2767+170 a 1256+ 68 b 2751+176 a 1319+ 68 b <0,0001
12 2828+ 163 a 1218+ 25 b 2541 +122 a 1455+106 b <0,0001
14 2178+ 94 a 1053+ 25 ¢ 1742+127 b 1175+ 26 ¢ <0,0001
Temperatura (°C)* *
0 21,40+0,23 a 20,80+0,11 b 21,37+0,13 a 19,93+0,21 ¢ 0,0002
6 19,38+0,37 a 17,07+0,20 b 19,47+0,33 a 15,46+0,62 c <0,0001
12 18,17+0,26 a 17,03+0,22 b 18,67+0,28 a 15,65+0,42 ¢ <0,0001
14 19,09+0,22 a 18,98 +0,26 a 19,48+0,18 a 17,48+0,31b 0,0005
pH
0 8,690+0,026 8,658 +0,046 8,545 +0,027 8,563 +0,060 0,1901
6 8,693 +0,095 8,693 +0,027 8,695 +0,057 8,5685+0,043 0,2776
12 8,8568+0,013 ¢ 10,01+0,06 a 9,423+0,067b 8,530+0,052d <0,0001
14 8,825+0,009b 9,275+0,063a 9,303+0,036a 8,488+0,074c <0,0001

*T1: Fermentacédo plana; T2: Adicdo de cal; T3: Fermentacdo plana seguida de adicdo de cal; T4: Controle positivo.

**Média das 12 leituras diérias realizadas em cada tratamento.

Médias seguidas por letras distintas nas linhas diferem significativamente pelo teste t (p<0,05).

Avaliacédo das aves sentinelas alojadas
sobre cama aviaria tratada
Os pintos SPF sentinelas alojados sobre a cama avia-
ria apds os tratamentos nao apresentaram sinais cli-

nicos de enfermidade ou mortalidade. A Figura 4

apresenta os percentuais de aves sentinelas positivas
para S. Heidelberg (A) e VDIB (B) durante o alojo-

S. Heidelberg (%)

T
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T2 T3

T4

Tratamentos

mento sobre a cama aviaria submetida aos tratamen-
tos. As aves sentinelas testadas para o VDNC nao

m1?sem ®3°sem M5%sem

apresentaram soroconversao, sendo também negati-
vas nas andlises de RT-qPCR em todos os tratamen-
tos. As aves sentinelas alojadas sobre a cama aviéria
do Tb permaneceram negativas para os agentes ana-
lisados durante todo o periodo experimental, confir-
mando que nao ocorreu contaminacao cruzada entre
os tratamentos avaliados.
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Figura 4. Frequéncia de aves sentinelas positivas para Sal/-
monella Heidelberg pelo isolamento bacteriolégico (A) e pa-
ra o virus da Doenca Infecciosa da Bursa — VDIB por RT-
-gPCR e ELISA (B).

Comentarios

Os resultados observados nas aves sentinelas indi-
cam que T1 e T3 inativaram o VDIB na cama aviéria.
No entanto, a partir da terceira semana de alojamen-
to, o VDIB foi detectado nas aves do T2 e T4, indi-
cando que o virus residual permaneceu infectante na
cama avidria submetida a esses tratamentos. Adicio-
nalmente, o T1 apresentou menores niveis de entero-
bactérias totais ao final do tratamento quando com-
parado ao T3, proporcionando uma melhor qualidade
microbioldgica da cama aviéria.

O teor de amoénia detectado na cama aviaria nos T1

e T3 foi maior a partir do 6° dia em relagado aos de-
mais tratamentos e essa maior concentracao foi pro-
vavelmente associada ao efeito antimicrobiano obser-
vado. A cobertura com lona usada em ambos os tra-
tamentos pode ter atuado como uma barreira imper-
-medvel que permitiu 0 acumulo da amdnia na cama.
Por outro lado, a amplitude de temperatura observa-
da nas 12 medidas diarias ao longo de todos os tra-
tamentos (12,6 - 25,1°C; dados nao apresentados)
nao atingiu niveis criticos para inativar os micro-orga-
nismos avaliados. A umidificacdo da cama aviaria em
T1 e T3 antes da cobertura com lona resultou em
menores niveis de matéria seca e, apesar disso, es-
tes tratamentos foram mais efetivos na reducao de
enterobactérias totais e na inativacdo do VDIB. Por
outro lado, houve aumento dos valores de pH no dia
12, ap6s a adicao da cal virgem, em T2 e T3. Entre-
tanto, esse aumento nao foi associado a reducao dos
micro-organismos avaliados.

As aves sentinelas alojadas sobre a cama aviaria de
todos os grupos experimentais apresentaram resulta-
do negativo para o VDNC nos testes de ELISA e RT-
-gPCR, indicando que o virus nao foi capaz de sobre-
viver na cama aviéria, independente do tratamento
avaliado. Houve variacdo na porcentagem de aves
sentinelas positivas para S. Heidelberg no T1, T2, T3
e T4 ao longo do tempo de alojamento sobre a cama
aviaria. Contudo, nenhum dos tratamentos avaliados
foi eficaz na eliminacao de S. Heidelberg na cama
aviaria. A deteccao de S. Heidelberg nas aves senti-
nelas demonstrou que a cama aviaria contaminada é
fonte potencial de infeccédo para o lote subsequente.

Recomendacdes

A fermentacao plana da cama de frangos antes do
redso entre lotes ou de sua retirada do aviario pode
ser recomendada para inativar virus com caracteris-
ticas de resisténcia equivalentes ao modelo usado
nesse estudo.

Outras estratégias devem ser consideradas para o
manejo da cama aviaria contaminada por S. Heidel-
berg.
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