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RESUMO

O objetivo do estudo foi realizar o levantamento da micoplasmose em poedeiras
comerciais na regido sudeste do Brasil, caracterizacdo genética de isolados e
relacionar essa infeccdo a qualidade de ovos comerciais. Em todas as granjas
estudadas houve a deteccdo de MS pela PCR e elevada prevaléncia nos lotes
estudados, com 93,3% (14/15) de positividade. Na analise individual, 50,7% das
galinhas foram positivas para MS (38/75). A PCR, 1,3% de positividade (1/75) e, ao
isolamento, Mycoplasma gallisepticum (MG) foi encontrado em 10,7% (8/75) das
galinhas e 36,4% (4/11) das granjas. Dos oito isolados de MG, dois foram
identificados como cepas de campo e seis como cepas vacinais pela analise
filogenética. Ao analisar os resultados de prevaléncia de EAA em ovos comerciais,
observou-se uma media total de 0,80% dos ovos com a anormalidade, variando de
0,17% a 2,48%. Comparacdes entre as médias dos parametros de qualidade de
todos os ovos normais e aqueles com EAA estudados revelaram diferenca
significativa em quase todos os parametros, com exce¢ao da cor da gema. Dentre
os parametros de qualidade estudados, aquele que mais sofreu influéncia da EAA foi
a forca da casca, que teve uma reducao média de 23,1%. Foi possivel determinar a
alta ocorréncia de MS pela PCR e pelo ELISA nos plantéis de poedeiras comerciais,
assim como detectar MG pelo isolamento e diferenciar as cepas vacinais daquelas
de campo, além de identificar isolados de Mycoplasma gallinaceum e M. pullorum
pelo sequenciamento. A ocorréncia de MS e a deteccao de ovos com EAA nos
plantéis de postura comercial na regido sudeste do Brasil, sugerem a ocorréncia
disseminada desta infeccédo e da lesdo nos ovos de plantéis de poedeiras comerciais
no sudeste do Brasil, regido de maior volume de produgdo de ovos. Ficou
demonstrado que a EAA afeta ndo s6 o apice da casca do ovo, mas também os
demais parametros de qualidade externa e interna. O sequenciamento da regiao
intergénica 16S-23S rDNA se mostrou uma boa alternativa para a identificagdo de
espécies de micoplasmas isoladas de amostras de campo, com resultados rapidos e
confiaveis, a custo relativamente baixo e para tipagem pela sequéncia de um unico

locus (single-locus sequence typing — SLST) de isolados de MG.

Palavras-chave: anormalidades no apice da casca, Mycoplasma gallisepticum,

prevaléncia, sequenciamento, regiao do espacador intergénico.



ABSTRACT

The aim of the study was to survey the mycoplasmosis in commercial layers in the
southeastern of Brazil, to genetically characterize isolates, and to relate this infection
to the quality of commercial eggs. In all studied farms MS was detected by PCR and
high prevalence was found in the flocks studied, with 93.3% (14/15) of positivity. By
individual analysis, 50.7% of the chickens were positive for MS (38/75). PCR for MG
yielded 1.3% positivity (1/75), while by isolation MG was found in 10.7% (8/75) of the
chickens and 36.4% (4/11) of the farms. Regarding the eight MG isolates, two were
identified as vaccine strains and two as field strains by phylogenetic analysis. When
analyzing the results of prevalence of EAA in commercial eggs, there was an overall
prevalence of 0.80% of the eggs with the abnormality, ranging from 0.17% to 2.48%.
Comparisons between the averages of the quality parameters of all normal eggs and
those with EAA studied showed significant differences in almost all parameters,
except for the yolk color. Eggshell strength was the most influenced quality
parameter by EAA, which had an average reduction of 23.1% on affected eggs. It
was possible to determine the high incidence of MS by PCR and by ELISA in laying
hen flocks, as well as detect MG by isolation and differentiate vaccine and field
strains, also to identify Mycoplasma gallinaceum and M. pullorum isolates by
sequencing. The occurrence of MS and the detection of eggs with EAA in
commercial laying flocks in southeastern Brazil, suggest the widespread occurrence
of this infection and alterations in eggs in the higher volume in egg production region
of the country. Also, it was showed that EAA not only affects the egg shell apex, but
also the other external and internal quality parameters. The sequencing of 16S-23S
rDNA intergenic region proved to be a good alternative for the identification of
Mycoplasma species isolated from field samples, with fast and reliable results at
relatively low cost. The results were also satisfactory for use in isolated MG strains
typing by the single-locus sequence typing method (SLST).

Key words: eggshell apex abnormalities, Mycoplasma gallisepticum, prevalence,
sequencing, intergenic spacer region.



1 INTRODUCAO

O ovo de galinha é o produto de origem animal que possui a proteina de
maior valor biolégico na alimentagdo humana, além de ser rico em vitaminas e
minerais. Apesar do alto valor nutricional e outros beneficios obtidos pelo seu
consumo, historicamente o produto nao vinha sendo valorizado, por supostamente
causar aumento nos niveis de colesterol e das taxas de infarto do miocardio. Esses
conceitos vem sendo modificados por estudos posteriores de grande abrangéncia
que provaram nao haver relacdo destas patologias com o nivel de consumo de ovos.

Além dos conceitos errbneos, ainda aceitos por muitos consumidores e
profissionais da saude, a legislacao brasileira sé exige o controle da qualidade do
ovo durante a sua producao e classificacao, nao havendo parametros de avaliacao
da qualidade minima para o consumo, como ocorre em outros paises.

Provavelmente por estes motivos, o Brasil foi o 64° no ranking mundial de
consumo de ovos per capta em 2011. Apesar disto, em 2013 foi o sexto maior
produtor de ovos comerciais, com producao de 43,43 bilhdes de ovos (FAO, 2015).
Dentro deste cenario, a regido sudeste tem especial destaque, pois somente os
estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo corresponderam a 55,38% da
producédo nacional de ovos comerciais em 2013. O estado do Rio de Janeiro tem
producédo inexpressiva frente aos demais estados da regido, no entanto, participa do
circuito de aves e produtos avicolas, sendo importante em relagéo a epidemiologia
das doengas aviarias (UBABEF, 2014).

Alteracdes na formacdo do ovo, com comprometimento do tamanho, peso,
casca, albume e gema podem ser resultantes da presenca de disturbios fisiol6gicos
ou lesao nos tecidos do sistema reprodutivo das galinhas. Entre as doencas aviarias
que causam impacto sobre a producdo e a qualidade dos ovos estdo as
micoplamoses, a bronquite infecciosa, a coriza infecciosa, a doengca de Newcastle, a
sindrome da queda de postura.

Em relacdo a micoplasmose, em 2009 foi publicado o primeiro relato da
ocorréncia de lesbes na casca de ovos comerciais denominadas de Anormalidades
no Apice da Casca ou “Eggshell Apex Abnormalities” (EAA), relacionadas com a
infeccdo por Mycoplasma synoviae (MS). As anormalidades foram caracterizadas
por determinar uma casca aspera e fina, com aumento da translucéncia, resultando

em rachaduras e quebras durante a coleta e o processamento dos ovos.
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Localizavam-se na ponta fina do ovo, de até aproximadamente dois centimetros do
apice e quase sempre possuem uma regiao bem delimitada (FEBERWEE et al.,
2009b). A proporcao de ovos afetados em um lote variou consideravelmente e, apos
o primeiro relato, foi registrada a ocorréncia de EAA em diversos paises
(FEBERWEE; LANDMAN, 2008; CATANIA et al.,, 2010; RANCK et al. 2010;
STRUGNELL et al., 2011; KOUTOULIS et al., 2013; JEON et al., 2014). No Brasil foi
descrita a ocorréncia de EAA em um plantel de aves caipiras no estado do Rio de
Janeiro (SANTOS et al., 2014).

A real prevaléncia da micoplasmose aviaria por MS nas criacées avicolas,
bem como seus efeitos econdmicos, ainda sdo pouco conhecidos, devido a
dificuldade na reproducdo da doenca e de diagnéstico, aliada a variacdo de
viruléncia entre as diferentes cepas de MS (NASCIMENTO et al.,, 2005).
Consequentemente, o controle e a erradicagdo de MS tém sido negligenciados,
favorecendo sua disseminacgao, inclusive nos lotes das criacdes de aves alternativas
(SANTOS et al., 2014).

O objetivo do estudo foi realizar o levantamento da micoplasmose em
poedeiras comerciais na regido sudeste do Brasil, caracterizacdo genética de
isolados e relacionar essa infecgéo a qualidade de ovos comerciais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO DE OVOS COMERCIAIS NO BRASIL

O ovo comercial é um produto de uma eficiente transformacgéo bioldgica feita
pela poedeira. Essa ave € capaz de transformar recursos alimentares de menor
valor biol6égico em um alimento com alta qualidade nutricional para o consumo
humano (BERTECHINI, 2003). Até a década de 1970, a Organizacdo das Nacdes
Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) tinha o ovo como referéncia para
estudos de necessidades nutricionais proteicas humanas. Neste periodo, foi entdo
substituido por uma proteina virtual, uma vez que foi elucidada a necessidade exata
de aminoacidos na dieta do homem (SRIKANTIA et al.,, 1981). Mas ainda persiste o
conhecimento de que a proteina da clara do ovo, a albumina, é a que possui maior
correspondéncia entre sua composi¢cdo de aminoacidos e a necessidade diaria do
homem, além de ser a proteina que possui melhor digestibilidade.

No passado o consumo de ovos ficou estigmatizado por causar problemas em
relacdo aos niveis de colesterol no sangue humano. Apesar deste mito estar
presente no imaginario de muitos leigos e até profissionais da area de saude,
diversos trabalhos cientificos ja comprovaram que o consumo de ovos nao tem
relacdo direta com a ocorréncia de doencgas cardiacas. Um estudo extremamente
relevante, com a participacdo de mais de 117 mil voluntarios, acompanhados
durante 8 a 14 anos, sugeriu que 0 consumo de sete ou mais ovos por semana nao
trouxe problemas de saude aquelas pessoas (HU et al., 1999). A partir desses dados
uma nova linha de pensamento esta sendo desenvolvida, com a utilizacdo de ovos
para formulacdo de dietas para emagrecimento, pois constituem um alimento
completo e que gera saciedade, diminuindo o apetite.

Frente a esse novo status e aos esforcos das organizacdes de produtores de
ovos na melhoria da imagem do produto pelo consumidor, &€ cada vez maior 0
consumo deste alimento no Brasil. Em 2010, o brasileiro consumiu 149 ovos/per
capta/ano e em 2013 atingiu a marca de 169 ovos/per capta/ano (UBABEF, 2014).
Esse consumo, entretanto, ainda é considerado muito baixo quando comparado com
outros paises. Segundo dados da International Egg Comission, em 2008, paises
como Franca, ltadlia, Alemanha, Suécia e Estados Unidos ja apresentavam um
consumo per capta anual superior a 200 unidades. Segundo a FAO, o Brasil esta
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classificado como o 64° no ranking mundial de consumo de ovos. Por isso, ha
grande possibilidade de crescimento para o setor, que pode ser alcancada com
acoes de marketing e oferta de produtos diversificados e, principalmente, de
qualidade. Apesar do baixo consumo per capta, quando comparado a outros paises,
o Brasil foi o sexto maior produtor mundial de ovos comerciais, com produgcédo de
43,43 bilhées de ovos em 2013 (FAO, 2015), sendo 99% desta producao destinada
ao consumo interno.

Dentro deste cenario, a regiao sudeste tem especial destaque, pois somente
os estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo corresponderam por
55,38% da producao nacional de ovos comerciais em 2013. O estado do Rio de
Janeiro tem producéao inexpressiva frente aos demais estados da regido, no entanto,
participa do circuito de aves e produtos avicolas, sendo importante em relacao a
epidemiologia das doencas aviarias (UBABEF, 2014).

2.2 FORMAGAO E ESTRUTURA DO OVO

Nas aves domésticas apenas o ovario e oviduto esquerdos sao normalmente
funcionais. O termo oviduto descreve a genitalia tubular completa da ave fémea,
composta por cinco regides funcionais: infundibulo, magno, istmo, utero (glandula da
casca) e vagina. Ap6s a ovulacado, o ovocito € captado pelo infundibulo, regido
aglandular onde ocorre a fertilizacdo quando a galinha é previamente inseminada, e
ha formacédo das calazas, que fixam a gema no centro do ovo. No magno ha
deposicao da maior parte das proteinas do albume, formando o albume denso,
utilizado nas analises de qualidade. No istmo é secretado o restante das proteinas
que forma o albume e a formagdo das membranas interna e externa da casca. Ao
chegar ao utero, a calcificacdo é iniciada pelos corpos mamilares na membrana
externa da casca e fluido é adicionado as proteinas do albume, fazendo o ovo
dobrar de tamanho, sendo este o estimulo para que ocorra uma calcificacdo mais
rapida. Ao fim da calcificacdo, no momento da oviposicao, o ovo passa pela vagina e
recebe uma camada de mucina que previne a entrada de microrganismos pelos
poros da casca (SWENSON; REECE, 1996).
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2.3 QUALIDADE DE OVOS COMERCIAIS

A qualidade do ovo é medida para descrever as diferengas entre 0os ovos
frescos, que apresentam caracteristicas relacionadas aos fatores genéticos,
nutricionais e ambientais aos quais as galinhas sdo submetidas, e a deterioracéo do
ovo, durante o periodo de armazenamento (ALLEONI; ANTUNES, 2001). A
preservagao da qualidade do ovo durante a manipulacdo e a distribuicdo depende
do cuidado constante das pessoas envolvidas nestas atividades. Depois da postura,
a qualidade do ovo nao pode ser melhorada (COUTTS; WILSON, 2007) e perdas na
qualidade dos ovos significam grandes prejuizos econémicos. As determinacdes da
qualidade do ovo sdo separadas como qualidade externa, da casca, e qualidade
interna, da clara e da gema.

2.3.1 Qualidade externa

A qualidade de casca é um aspecto extremamente importante para a
preservacao da qualidade e comercializacdo de ovos. O objetivo da avaliacdo da
qualidade da casca esta relacionado principalmente com a sua resisténcia. Isso
porque uma das principais perdas econémicas na producao de ovos ocorre devido
as quebras e rachaduras (SOLOMON, 1997). No México, em 2005, foi estimada uma
perda entre 30 a 35 milhdes de ddlares na industria de ovos, baseada na média de
4% de cascas frageis com os ovos removidos por possibilidades de ocorrerem
trincas e 2,5% de ovos quebrados. Foram contabilizadas apenas perdas entre a
postura e embalagem, ndo contando as perdas no transporte e na exposicao ao
consumidor (COUTTS; WILSON, 2007). Além das perdas econémicas diretas, as
trincas e quebras na casca favorecem a contaminagdo do produto por
microrganismos deteriorantes e patogénicos, aumentando os gastos do pais com a
saude publica.

Para a obtencdo de uma boa qualidade da casca, deve ser considerado um
conjunto de fatores ao longo da vida de uma poedeira, comecando pela linhagem,
manejo nutricional com niveis adequados de calcio e fésforo na racao; programa de
vacinacao, principalmente, para o controle de doencgas que afetam a qualidade dos
ovos, como a Sindrome da Queda de Postura, Bronquite Infecciosa das Galinhas,
Doenca de Newcastle e micoplasmoses, entre outras (SESTI; ITO, 2009); além do
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controle da temperatura ambiente, pois, o conforto térmico é um dos fatores que
influenciam a producdo da casca de ovo (OLIVEIRA et al., 2014). Estes autores
observaram que a exposicdo a altas temperaturas ambientais (32°C) levou a
alteracées no equilibrio acido basico das aves, provocando queda acentuada no
valor médio da espessura de casca dos ovos. Isso ocorre porque, a galinha provoca
uma hiperventilacdo na tentativa de se resfriar, reduzindo a concentragdo de CO; e
acido carbdnico (CO, dissolvido em agua) sérico, o que dificulta a formacao de ions
bicarbonato necessarios para a formagcdo do carbonato de calcio, principal
componente da casca do ovo.

Para determinar a qualidade externa podem ser avaliados: forma e gravidade
especifica do ovo, tamanho e peso da casca, percentual, textura, espessura e cor da
casca, resisténcia da casca a quebra. Aspectos relacionados apés a formacado da
casca e da postura, como limpeza e integridade da casca, também sdo aspectos
importantes de qualidade externa que devem ser avaliados. Antes mesmo da
classificacao dos ovos, é feita uma pré-selecao, excluindo aqueles com excessiva
sujidade e quebrados. Durante a ovoscopia € possivel avaliar, a textura da casca, o
tamanho da camara de ar, presenca de trincas e quebras, falhas na calcificacédo e
particulas de sangue (COUTTS; WILSON, 2007).

Evidentemente, como Ultima etapa na producdo do ovo pela galinha, o
tamanho da casca sera proporcional ao seu conteddo. O mesmo nao ocorre em
relacdo ao peso da casca, o0 que significa que todo calcio utilizado para a sua
formacao precisa ser distribuido por uma superficie maior nos ovos mais pesados.
Assim, ovos maiores possuem menor percentual de casca, tornando-os mais frageis
(ROBERTS, 2004). Ja foi observado que a resisténcia € maior em ovos de galinha
postos até as 42 semanas de idade, seguida de valores mais baixos de forca para
romper a casca a partir desta idade (RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 2002). A forma
do ovo também esta diretamente relacionada com sua resisténcia.

Em relacdo a espessura, foi observado que, em geral, as regides do apice,
lateral e fundo da casca ndo apresentam a mesma espessura e, por isso, é
importante a anélise da média entre os trés pontos (BRANDAO et al., 2014). Cascas
mais espessas contribuem para preservacado da qualidade interna, pois a perda de
umidade e CO, para o ambiente é dificultada e, com isso, ndo ocorrera alteracéo do
pH interno dos ovos, retardando as reacdes quimicas que degradam o albume ao
longo do armazenamento (SOLOMON, 1997).
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A qualidade da casca também interfere na qualidade microbiolégica do ovo. O
principal fator que facilita a penetracéo bacteriana no ovo é a presenca de trincas. O
tempo de armazenamento e as condi¢cées de temperatura e umidade relativa do ar
no ambiente de estocagem por sua vez, influenciam na viabilidade e taxa de

multiplicacdo dessas bactérias (DE REU et al., 2006).

2.3.2 Qualidade interna

Para determinar a qualidade interna sao avaliados o tamanho e integridade da
camara de ar; pH, percentagem e altura do albume (unidade Haugh - UH); pH,
percentagem, altura e cor da gema; e se ha presenca de manchas no albume e na
gema (COUTTS; WILSON, 2007).

De acordo com a legislacéo brasileira as qualidades internas desejaveis para
0 ovo sao: gema translicida, consistente, centralizada e sem desenvolvimento de
germe; albume transparente, consistente, limpido, com calazas integras e sem
manchas e tamanho da camara de ar (BRASIL, 1952).

Na sala de classificacdo de ovos, é possivel observar pela ovoscopia, além
das caracteristicas de qualidade da casca, os parametros da qualidade interna em
ovos inteiros, pela incidéncia de um foco de luz. Pode ser visualizada a presenca de
‘manchas de sangue”, como resultado da ruptura de pequenos vasos enquanto o
ovo esta se formando; e “manchas de carne”, como resultado de descamacdes do
ovario e oviduto ou oxidagdo da mancha de sangue. Também é possivel observar
outros defeitos como deslocamento da camara de ar, podriddo, mumificagdo e
rompimento da gema (BRASIL, 1952).

Ap6és a postura, naturalmente, inicia-se o declinio da qualidade interna do ovo
e os fatores que mais afetam nesta dindmica sao temperatura, umidade e tempo de
armazenamento. As perdas de CO, e de umidade ocorrem pelas modificacdes
fisico-quimicas ocorridas no albume causando a fluidificacdo do albume e perda de
peso do ovo, respectivamente, e sdo aceleradas em altas temperaturas e baixa
umidade relativa no ambiente (COUTTS; WILSON, 2007). A perda de CO- pelo ovo
€ um fendbmeno importante para a qualidade. O mesmo esta dissolvido no albume na
forma de acido carbbnico, que gradativamente vai sendo liberado na forma de gas. A
reducdo da acidez altera o sistema tampé&o, havendo aumento do pH do albume. A
alcalinidade leva a uma alteragdo na estrutura do gel do albume, com diminui¢do da
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viscosidade, tornando-o fluidificado e com alteracdo das propriedades
organolépticas e tecnoldgicas do ovo (SCOTT; SILVERSIDES, 2000). Isso acontece
pela aproximacao do ponto isoelétrico das proteinas do albume com a elevagao do
pH, com isso menos agua fica retida as proteinas, havendo a fluidificagdo do albume
(CARBO, 1987). Portanto, & medida que o ovo envelhece, diminui a altura da
camada densa, sendo este um dos sinais visiveis da perda de qualidade interna.

Como nao se pode comparar a altura do albume de ovos de diferentes
tamanhos, foi desenvolvida uma féormula para corrigir as diferencas e trazer todos os
valores a uma mesma escala de comparacbes, a UH. A escala leva em
consideracao a altura do albume espesso, 0 peso do ovo e a constante
gravitacional, portanto, quanto maior for o valor desta escala, melhor a qualidade do
ovo (EISEN et al., 1962).

O servico de inspecdao de alimentos dos Estados Unidos (United States
Department of Agriculture - USDA) adota esta escala como padrdao para a
classificacao dos ovos. Ovos com UH superiores a 72 sao classificados como AA; de
71 a 60, como A; de menores que 60, como B (USDA, 2005).

2.3.3 Peso de ovos

No Brasil a classificacao dos ovos para comércio é feita pelo peso dos ovos.
O peso do ovo é um parametro de qualidade global, que pode variar conforme a
raca e sofre alteracdes de acordo com a idade da poedeira. Em aves mais velhas,
ocorre aumento de até 20% no peso do ovo (SCOTT e SILVERSIDES, 2000;
ROBERTS, 2004).

A tipificacao de ovos por peso € um método utilizado em todo o mundo, que
garante um método facil para a comercializacdo de produtos de diferentes faixas de
peso em um padrdo comum a todos, desde fornecedores ao consumidor final. No
Brasil, 0 ovo comercial é tipificado como Extra (minimo de 60g/unidade), Grande
(minimo de 55g/unidade), Médio (minimo de 50g/unidade) e Pequeno (minimo de
45g/unidade). Os ovos com pesos inferiores a 45g devem ser destinados ao
aproveitamento industrial (BRASIL, 1965).

A casca do ovo possui poros que sdo parcialmente selados pela cuticula,
dificultando a penetracdo de bactérias, mas facilitando as trocas gasosas. Além

disso, ha passagem de vapor de dgua do albume para o meio externo, causando a
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perda de peso ao longo do tempo de armazenamento. Este processo acontece de
forma continua, logo apés a postura, e a velocidade dessas reacdes também é
acelerada pelas temperaturas mais altas de estocagem, assim como pela baixa
umidade (VERAS et al., 2000).

A perda de peso pode ser verificada pelo aumento da camara de ar do ovo.
Este fendmeno é utilizado pela inspecao brasileira para classificar os ovos. Ovos
que possuam até 4mm de altura da camara de ar séao classificados com “A”; altura
da camara de ar até 6mm classifica os ovos como “B”; e altura da camara de ar até
10mm classifica os ovos como “C” (BRASIL, 1952). No Brasil, praticamente todos os
ovos sao classificados como “A”, pois passam pelo processo logo apds sua
producdo. Por isso, durante o periodo de comercializagdo os ovos tendem a ter a
altura da camara de ar aumentada, mas como foram classificados logo apds
producgéo, permanecem com em embalagens indicando a classificacao “A”.

2.3.4 Qualidade microbiolégica

Como destacado anteriormente, a qualidade externa esta diretamente ligada
a qualidade microbiolégica. Ovos com cascas mais frageis possuem maior
probabilidade de sofrerem trincas, que por sua vez estdo mais propensas a terem
seu conteudo contaminado (WIDDICOMBE et al., 2009). Além da qualidade do
produto propriamente dito, 0 modo como 0s ovos sdo produzidos, processados e
armazenados esta também relacionado com sua qualidade microbiolégica. A grande
maioria dos ovos é estéril no momento da oviposicdo, quando potenciais fontes de
microrganismos como poeira, material do ninho, maos do granjeiro, esteira de
coleta, insetos e fezes os contamina. O numero de bactérias presente nos ovos
pode ter grandes variacdes, de zero a centenas ou milhdes, e costuma ser de
aproximadamente 100.000 por casca de ovos ndo lavados. Diferentes bactérias,
muitos delas potencialmente patogénicas, ja foram descritas contaminando ovos
como as dos géneros Micrococcus, Staphylococcus, Bacillus, Pseudomonas,
Acinetobacter,  Flavobacterium,  Escherichia, = Enterobacter,  Streptococcus,
Aeromonas, Proteus, e Serratia. Também foram isoladas bactérias
reconhecidamente deteriorantes de alimentos como Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, Xanthomonas maltophilia, e outras

dos géneros Proteus, Escherichia, Serratia, Xanthomonas maltophilia, Aeromonas,
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Enterobacter e Achromobacter. Também ja foram identificadas 380 espécies de
fungos e leveduras, dentre estas dos géneros Candida, Cryptococcus, Rhodotorula e
Sporobolomyces (VAN IMMERSEEL et al., 2011).

Em relagdo a contaminacdo de ovos por Salmonella spp., a quantidade de
bactérias inicial logo apds a postura nao representa risco, uma vez que é estimado
que esteja entre 1 a 100 unidades formadoras de col6nia (UFC) por ovo. O maior
risco é atribuido a multiplicagdo deste patégeno durante as etapas de
processamento, transporte e estocagem. Alguns autores estimam que reduzindo a
validade dos ovos para sete dias, ou conservando a temperatura de no maximo
7,7°C, o risco de infecgao seria diminuido em 60% (WHO/FAQ, 2002). No entanto, a
agéncia de alimentos europeia (European Food Safety Authority - EFSA) ao analisar
0s riscos na quebra da cadeia de frio entre produgcdo e consumo, percebeu que néao
havia vantagens frente a andlise de risco/beneficio, devido a ocorréncia de trincas e
condensacao de umidade quando o frio ndo era mantido (EFSA, 2009).

Outro ponto importante na multiplicacao das salmonelas é a idade dos ovos.
Em experimento com inoculagdo de 500 UFC da bactéria no albume de ovos com
menos de 28 dias da postura, mantidos a 20 °C por cinco dias, ndo houve
multiplicacdo significativa da bactéria. Todavia, quando inoculados ovos com 42 dias
da postura, sob as mesmas condicdes, foram detectadas 10° UFC. (HUMPHREY;
WHITEHEAD, 1993). Em outro estudo, foram analisados 5700 ovos de 15 granjas
sabidamente positivas para Salmonella spp. Somente 32 ovos estavam
contaminados com o patdgeno e, destes, apenas trés continham mais de 100
bactérias, todos com mais de 21 dias de estocagem em temperatura ambiente
(HUMPHREY et al., 1991). Estes resultados levaram a crer que com o tempo de
estocagem, poderia haver rompimento parcial da membrana vitelina, liberando
conteudo da gema, gerando um fendmeno de quimiotaxia das bactérias para a
gema, com subsequente multiplicacdo, pois a gema contém todas as moléculas
necessarias para a sobrevivéncia e multiplicacdo das salmonelas (COGAN et al.,
2004).

2.4 MICOPLASMOSES AVIARIAS E A QUALIDADE DE OVOS COMERCIAIS

Os micoplasmas sdo os menores procariontes conhecidos e assemelham-se

em tamanho (entre 200 e 400 nm) aos grandes virus. Estes microrganismos
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apresentam algumas particularidades que os diferem das bactérias comuns como
crescimento de colbnias na forma mamilar ou de ovo frito em agar, que variam de 0,1
a 1,0 mm de didametro quando cultivados em meio sélido; crescimento para dentro do
agar, com inicio na parte central da colénia; filtrabilidade a 450 nm de poro;
neutralizacao por anticorpos especificos em cultivo, 0 que permite sua identificacao
por soroneutralizacdo; e necessidade de colesterol, para o crescimento (RAZIN;
TULLY, 1983). Os micoplasmas sao desprovidos de parede celular e foram
considerados, por muito tempo, parasitas exclusivos do ambiente extracelular.
Atualmente, admite-se a existéncia de espécies de vida intracelular e outras que o
fazem opcionalmente.

A auséncia de parede celular nos micoplasmas os torna naturalmente
resistentes aos antibiéticos que atuam impedindo a sintese da parede celular das
bactérias, a exemplo das penicilinas (RAZIN; TULLY, 1995). Apesar da auséncia de
parede celular, os micoplasmas podem sobreviver sob forma desidratada por varios
dias, desde que protegidos da luz solar (CHRISTENSEN et al., 1994) O congelamento
a -70°C ou a liofilizagdo sdo as melhores formas de manutengdo dos micoplasmas,
contudo, podem ser mantidos por varios anos em cultivo liquido adicionado de 50% de
glicerina, estocados em congelador comum (-20°C) (NASCIMENTO; NASCIMENTO,
1984).

A micoplasmose é considerada uma das doencgas respiratérias de maior
impacto econdmico na Avicultura Industrial. As micoplasmoses aviarias estao entre
as enfermidades com prioridade na abordagem no Programa Nacional de Sanidade
Avicola (PNSA), pelos prejuizos que causam a atividade avicola e também por
representar fator de embargo a exportacdo dos produtos de origem avicola
(BRASIL, 1994; BRASIL, 2001). As trés espécies classicamente patogénicas para as
aves sao MG, MS e Mycoplasma meleagridis (MM). As perdas econémicas atribuidas
a esses microrganismos sao devidas a queda na producédo e qualidade dos ovos, a
ma eclodibilidade (alta mortalidade embrionaria), alta taxa de pintos refugos, a queda
na eficiéncia alimentar, as altas taxas de mortalidade e condenacao de carcacas e ao
alto custo da medicagéo (KLEVEN, 2003; NASCIMENTO et al., 2005; NASCIMENTO;
PEREIRA, 2009).

MG, MS e MM tém distribuicdo mundial e podem causar doengas subclinicas
ou aparentes em galinhas, perus e em outras aves (KLEVEN, 2003). Esses

organismos tém predilecdo pelas membranas mucosas e serosas das aves, onde
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provocam problemas respiratérios, articulares e urogenitais. Existem varias cepas de
MG, MS e MM, diferenciadas fenotipica e genotipicamente, que apresentam graus
diferentes de patogenicidade, viruléncia e imunogenicidade (NASCIMENTO et al,,
2005).

A transmissao dos micoplasmas pode ocorrer horizontalmente por aerossois,
durante o acasalamento ou inseminacao artificial, por contato direto com outras aves
ou contato indireto por intermédio de pessoas, animais, ragdao, agua e
equipamentos, ou ainda, pelo ovo, caracterizando a transmissao vertical (KLEVEN,
2003; NASCIMENTO; PEREIRA, 2009). Existem duas hipoteses para explicar a
transmissao vertical dos micoplasmas em galinhas, ou seja, como se da a infeccao
da galinha e consequente contaminacdo dos tecidos reprodutivos e ovo. As
hipoteses seriam via bacteremia ou por contato direto dos sacos aéreos com o
ovario. Por bacteremia, apds a infeccao inicial do trato respiratério, 0 micoplasma
ganharia a circulagao, atingindo 6rgaos distantes como os do trato reprodutivo. Na
hipotese por contato direto, apds infeccao inicial do trato respiratério, pelo contato
intimo dos sacos aéreos abdominais com o ovario, haveria a passagem da bactéria
para o ovario que, entdo, contaminaria o restante do trato reprodutivo com a
passagem da gema contaminada (ROBERTS; McDANIEL, 1967). Provavelmente as
duas formas ocorrem em maior ou menor grau. Em trabalho com infeccéao
experimental do MS, houve maior taxa de recuperagédo do MS no oviduto quando as
aves foram contaminadas pela via traqueal do que pela via intravenosa, no entanto,
houve recuperacao em ambas (FEBERWEE et al., 2009b).

As lesbes e sinais clinicos das micoplasmoses em aves estdo primeiramente
confinados ao trato respiratério, seguido do sistema articular e, menos
frequentemente, de outras regides do organismo da ave. As doengas classicamente
conhecidas sado: Doenca Crénica Respiratéria das galinhas e Sinusite Infecciosa em
perus, causadas por MG; Sinovite Infecciosa, causada por MS e aerossaculite em
galinhas por MG e MS, além de aerossaculite em perus por MM, MG e MS. As
infecgdes por micoplasmas podem se manifestar de forma aguda, mas normalmente
sdo crbnicas, inaparentes, somente evidenciada por andlises laboratoriais.

Existem vacinas comerciais inativadas e vivas como medida preventiva contra
MG e MS. As vacinas inativadas sdo indicadas pela inexisténcia de risco de
transmissdo para aves nao vacinadas, nao dificultarem o diagnéstico etiolégico e

nunca apresentarem problema de reversao de patogenicidade. As vacinas vivas tém
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sido usadas como instrumento de exclusdo competitiva as cepas de campo nas
granjas avicolas com excelentes resultados e sdo recomendadas para uso em
poedeiras comerciais, mas ndo em reprodutoras (galinhas e perus), para nao
prejudicar o diagnéstico e o monitoramento epidemiolégico (BALEM et al., 1992;
NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

Além das espécies notadamente patogénicas, existem outras 20 espécies de
micoplasmas capazes de infectar aves. Sao espécies tidas como nao patogénicas,
no entanto, ja foram relatados alguns casos nos quais algumas dessas espécies
causaram doencas nas aves. Mycoplasma imitans causou doenca respiratéria
quando associado ao virus da rinotraqueite e bronquite infecciosa das galinhas
(GANAPATHY et al., 1998); Mycoplasma gallinarum causou aerossaculite quando
associado a vacina contra doenca de Newcastle (KLEVEN et al., 1978) e sinais
respiratérios com complicagdes inflamatorias (SILVA et al., 2014); Mycoplasma
gallinaceum causando efeito sinergético com MS para sinovite (YAGIHASHI et al.,
1993) e com Coriza Infecciosa (GOMES, 2013); e Mycoplasma pullorum foi
identificado como patogénico para embrides de galinha e peru (MOALIC et al.,
1997).

2.4.1 Mycoplasma synoviae

Na avicultura moderna, as micoplasmoses aviarias determinadas por MS tém
grande importancia, devido a sua distribuicao e patogenicidade. A infec¢do por MS
ocorre mais frequentemente como infecgado subclinica do trato respiratério superior.
Também pode ocorrer 0 quadro sistémico que resulta em sinovite infecciosa, uma
doenca de galinhas e perus que vai de aguda a crbnica, envolvendo primariamente
membranas sinoviais dos ligamentos e bainhas dos tenddes produzindo sinovite
exsudativa, tenovaginite ou bursite (KLEVEN, 2003).

Nas décadas de 70 e 80, nas infeccoes por MS, era mais comum o
envolvimento articular com sinovite e artrite. Posteriormente, a forma mais comum
de micoplasmose se tornou a respiratéria (KLEVEN, 2003; NASCIMENTO et al.,
2005). As perdas econbmicas atribuidas a infeccdo sdo imunodepressao temporaria,
elevagao de 1 a 4% da taxa de mortalidade na fase final de producao (SHAPIRO,
1994; DUFOUR-GESBERT et al., 2006), queda de 5 a 10% na postura e de 5 a 7%
na eclodibilidade, quadros de doenca respiratéria (MORROW et al.,, 1990;
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STIPOKVITS; KEMPF, 1996; NASCIMENTO et al., 2005; DUFOUR-GESBERT et al.,
2006), bem como diminuicdo do peso médio e do numero de ovos classificados
como extra e grande (CATANIA et al., 2010). Ainda, foi observada uma relagéao
direta entre a infeccao por MS e consequente producao de ovos com anormalidades
no apice da casca, que gerou menor resisténcia dos mesmos a quebra (FEBERWEE
et al., 2009Db).

Ao infectar o hospedeiro, os micoplasmas se fixam a receptores celulares do
trato respiratério e mantém-se intimamente ligado as células, principalmente
eritrécitos (LOCKABY; HOERR, 1999). Deste modo, pode ocorrer lise celular pela
acao dos anticorpos especificos . Além disso, eles podem ainda estimular a
proliferacao de linfécitos B e T (poder mitogénico), determinando o aparecimento de
infiltrados linfocitarios nos tecidos do trato respiratério e das articulagcdes. Em
seguida pode ocorrer entre outros, a inibicdo funcional dos linfécitos T e/ou a
producdo de linfécitos T citotoxicos, Esse mecanismo pode explicar a
imunossupressao temporaria da resposta imune humoral e celular durante a
infeccao (YAMAMOTO, 1990; RAZIN; TULLY, 1995; RAZIN et al., 1998).

Na histopatologia, pode-se observar na infeccao respiratéria por MS, acumulo
de heterdfilos focal ou local, necrose caseosa e infiltrados linfociticos na lamina
prépria da traqueia, parede dos sacos aéreos e ao redor dos brénquios secundarios.
Ainda podem ser encontradas lesdes de pericardite, miocardite multifocal, vasculite
e hepatite focal. No comprometimento articular podem ser encontrados infiltrados
linfociticos e de heterdfilos na membrana sinovial e tenddes flexores, que pode se
estender as visceras como coracao, figado, baco, rins, sacos aéreos e pulmao. Com
a evolucao da lesao, ocorre necrose e hiperplasia epitelial nas membranas sinoviais
e fibrose dos tenddes (LOCKABY et al.,1998; KLEVEN, 2003).

A real situacdo da prevaléncia da micoplasmose por MS no plantel avicola
brasileiro é desconhecida. Para Balen e Fiorentin (1990), desde os anos 80 e, em
1990 a prevaléncia de MS em frangos aumentou, chegando a ultrapassar a do MG
em lotes de reprodutoras. Extraoficialmente, técnicos e produtores tendem a aceitar
o0 comentario de que a grande maioria dos sistemas de producdo da moderna
avicultura industrial é livre de MG e muitos sdo positivos para MS (SESTI, 2001;
BUIM et al., 2009). A pouca atencao para a infeccao por MS foi induzida pela
dificuldade na reproducdo desta enfermidade em galinhas, grande variacdo de
viruléncia e de patogenicidade das cepas envolvidas, bem como pela atribuicdo de
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manifestacdes tipicas do MS (anemia hemolitica e imunodepressado temporaria) a
outros agentes (NASCIMENTO, 2001).

No Brasil, o PNSA promove, entre outras doencas, 0 controle e/ou
erradicacdo das micoplasmoses, em estabelecimentos avicolas de aves
reprodutoras (BRASIL, 2001). A condicao de aves livres de micoplasmas tem sido
obtida ao longo do tempo pelo tratamento dos plantéis de linhas puras com
antimicrobianos dos ovos a serem incubados (NASCIMENTO, 2006). De acordo com
o PNSA, linhagens puras, bisavos e avés de galinhas, tém que ser livres de MG e
MS. Entretanto, as galinhas matrizes tém que ser livres de MG, mas ndo de MS.
Nesses estabelecimentos avicolas de reproducédo esta prevista apenas a vigilancia,
com acompanhamento do MS (BRASIL, 2001). Consequentemente, o controle e a
erradicacao de MS estavam sendo negligenciados, favorecendo sua disseminacéo,
inclusive nos lotes das criacdes de aves alternativas (MACHADO et al., 2009).

2.4.2 Anormalidades no apice da casca

Em 2009 foi publicado o primeiro relato da ocorréncia de novas lesdes na
casca em ovos comerciais denominadas de EAA. Foi descrita a reproducao da nova
patologia em aves experimentalmente infectadas com cepa autéctone de MS,
comprovando a relacdo de causalidade entre a infecgdo pelo MS e o surgimento de
EAA. As anormalidades sao caracterizadas por determinarem uma casca aspera e
fina, com aumento da translucéncia, resultando em rachaduras e quebras durante a
coleta e processamento dos ovos. Localizam-se na ponta fina do ovo, de até
aproximadamente dois centimetros do apice e quase sempre possuem uma regiao
bem delimitada (FEBERWEE et al., 2009b).

Primeiramente esta patologia foi descrita em poedeiras brancas mantidas em
gaiolas, mas depois houve a descricdo em poedeiras marrons em gaiolas e de
ambas as linhagens em outros sistemas de producdo (FEBERWEE et al., 2009b). A
proporcao de ovos afetados em um lote variou de 0,1% a 25%. (FEBERWEE et al.,
2009b; CATANIA et al., 2010). EAA também foi relatada em outros paises como
Japdo, Africa do Sul, ltalia, Alemanha, Inglaterra, Chipre e Coreia (FEBERWEE;
LANDMAN, 2008; CATANIA et al., 2010; RANCK et al. 2010; STRUGNELL et al.,
2011; KOUTOULIS et al., 2013; JEON et al., 2014).
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Como a ocorréncia de EAA em ovos comerciais € um evento recente, os
estudos até o momento foram direcionados na investigacdo da epidemiologia e
etiologia da doenca (FEBERWEE et al., 2009b; FEBERWEE et al., 2009a; CATANIA
et al., 2010).

Assim como alteracdes especificamente em uma regido do oviduto podem
afetar na fisiologia de formacao da casca do ovo, causando a EAA, também podem
afetar outras regides ou mesmo a galinha, sistemicamente, determinando alteragdes
em outras regides da casca, nela como um todo, ou mesmo na formagao do albume.
Diversos estudos foram realizados para investigar o problema. Inicialmente, dois
estudos de campo determinaram a associacao entre a infecgéo do oviduto por MS e
a producao de ovos anormais. Subsequentemente, a relacdo causal entre a infeccao
dos ovidutos com MS e EAA foi comprovada com a infeccdo experimental de aves
com a cepa de MS isolada dos primeiros estudos. Também foi observado que,
independentemente de haver sorologia positiva, somente foi isolado MS de ovidutos
de aves que produziram ovos com EAA (FEBERWEE et al., 2009b). A hip6tese mais
aceita para a causa do problema, corroborada pelos trabalhos de Feberwee et al.
(2009b) e Jeon et al. (2014), é de que houvesse uma alteracdo na camada mamilar
da casca que prejudicaria a calcificagdo do ovo.

Posteriormente, demonstrou-se que a associacdo com outras doengas como
bronquite infecciosa aumentavam a frequéncia e intensidade do problema. Também
ficou demonstrado que a resisténcia da casca de ovos com EAA foi até 44% menor
qgue a de ovos provenientes de aves nao desafiadas por MS, e que ovos normais de
aves desafiadas possuiram cascas mais frageis quando comparadas com as cascas
dos ovos de aves nao desafiadas (FEBERWEE et al., 2009a).

Em um relato de caso, Catania et al. (2010) observaram correlacéo positiva
entre uma maior taxa de deteccao de MS em ovidutos e a taxa de producao de ovos
com EAA. Os mesmos autores também relataram diminuicdo significativa dos ovos
com EAA apds tratamento com tilosina, melhorando a qualidade de casca e peso
médio dos ovos. Feberwee et al. (2009b) ja haviam demonstrado que o tratamento
com oxitetraciclina havia melhorado a qualidade da casca em lotes com EAA, no
entanto, o efeito foi temporario, revelando que a antibioticoterapia ndo era capaz de
eliminar o agente. Catania et al. (2010) detectaram MS pela técnica de PCR da
gema de ovos afetados, mas nao pela técnica de cultivo. Ranck et al. (2010)
detectaram MS no albume em 98% (n=48) dos ovos testados pela técnica de PCR.
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A principal causa das perdas econémicas devido a EAA se deve a fragilidade
da casca e consequente aumento nas quebras e trincas . Em lotes afetados houve
perda de 2 a 3 ovos por galinha e diminuicdo na postura de ovos de maior tamanho.
Estima-se que em um lote com 5% de ovos com EAA haja uma perda de 3% nos
ganhos em um periodo produtivo de 30 a 75 semanas (FEBERWEE; LANDMAN,
2008). Koutoulis et al. (2013) verificaram uma queda na porcentagem de ovos
trincados de 3,7% para 1,98% apds tratamento e Jeon et al. (2014) verificaram um
aumento de 2,6% para 8,3% com a instalacao da doenca.

2.4.3 Caracterizacao genotipica dos micoplasmas

A reacdo da polimerase em cadeia (polymerase chain reaction — PCR) foi
desenvolvida nos anos 80 por Kary Mullis e outros. Por esta técnica, é possivel
multiplicar determinada regido do material genético em milhares de copias, utilizando
iniciadores (primers) que se ligam nas duas extremidades dos fragmentos e servem
de base para o inicio da polimerizacao do DNA. Desta forma desenvolveu-se uma
técnica que, além de outras aplicacbes, serve como método diagnostico de grande
sensibilidade e especificidades, capaz de detectar pequenas quantidades de DNA
em uma determinada amostra (WEAVER, 2008). Mais tarde, foram desenvolvidos os
testes de PCR para deteccdo de micoplasmas aviarios, como Mycoplasma
gallisepticum (MG) (NASCIMENTO et al.,, 1991), Mycoplasma synoviae (MS)
(LAUERMAN et al., 1998), Mycoplasma meleagridis (MM) (ZHAO; YAMAMOTO,
1993a) e Mycoplasma iowae (Ml) (ZHAO; YAMAMOTO, 1993b).

Uma variacao da PCR convencional é a PCR multiplex, que nada mais é que
a adicao, em uma mesma reacao de PCR, dois ou mais pares “primers” capazes de
amplificar diferentes regides do DNA. Ja foram desenvolvidos diversos testes de
PCR multiplex diversas combinacdes de “primers” para deteccdo simultanea de
diferentes espécies de micoplasmas. Como exemplos existem testes multiplex para
duas cepas de MG, vacinal e de campo (NASCIMENTO et al., 2011); para trés
espécies, MS, MG e Mycoplasma gallinarum (SOARES et al., 2013); e para quatro
micoplasmas (MG, MS, MM e MI) (WANG et al., 1997).

Outra variacao da PCR convencional é a PCR em tempo real. Nesta técnica a
reacdo de PCR acontece da mesma maneira que ocorre na PCR convencional,
inclusive podendo ser utilizado o multiplex (SPYRIGIN et al., 2010; FRAGA et al.,
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2013), com a diferenca da utilizacdo de marcadores de DNA que medem a
amplificagdo enquanto ocorre, por isso 0 nome “tempo real”. Existem dois métodos
para fazer esta quantificacdo do DNA, por sonda com marcadores fluorescentes ou
por um fluoréforo intercalante de DNA. A sonda no inicio da reagdo possui um
fluoréforo que esta ligado a um bloqueador. E desenhada de modo similar a um
primer, que ira ligar em uma regido intermediéria do produto da PCR. Quando uma
nova fita de DNA é produzida, a sonda se liga a esta fita, na proxima reagao o
processo de polimerizacdo destréi a sonda e libera a substancia fluorescente,
gerando a fluorescéncia que é medida pelo equipamento. O fluoréforo intercalante
se liga as pontes que sdo formadas entre as fitas de DNA, indicando a quantidade
de material genético. Ou seja, pelos dois métodos, a medida que o material genético
€ multiplicado ha aumento na fluorescéncia da amostra. No entanto, o segundo
método apresenta uma vantagem em relacdo ao primeiro por ser uma reacao
reversivel. Desta forma, pode ser extraida mais uma informacdo, a curva de
separacao das fitas de DNA, o chamado “melting curve” ou curva de melting. Com a
separacao das fitas, o fluoréforo se desliga da fita de DNA fazendo diminuir a
fluorescéncia, e como a temperatura de separacao das fitas de DNA depende do
tamanho e conteudo de nucleotideos na fita, pode ser inferido pela analise da curva
se houveram mudancas no DNA em relacdo a uma amostra padrdo. Portanto, com
essa analise é possivel em poucas horas saber se ha presenga ou nao de um
agente e se este pertence a uma cepa nova ou conhecida (WEAVER, 2008).

O sequenciamento das bases exatas de DNA foi desenvolvido
simultaneamente por dois grupos, Sanger e colaboradores e Alan Maxan e Walter
Gilbert na década de 1970, com a descricdo de dois métodos. O sequenciamento
moderno de DNA ¢é derivado do método de Sanger, que consiste na utilizacao de
nucleotideos marcados terminadores de reacdo. No método original eram utilizados
nucleotideos radioativos, que eram detectados apds corrida de eletroforese em gel
de agarose e exposicao de filme de raios-X ao gel. Atualmente, os marcadores séo
substancias fluorescentes que sao detectadas apds emissdo de luz pelos
equipamentos de sequenciamento (WEAVER, 2008).

Além de ser utilizado para conhecer as estruturas que compde o0s
organismos, o sequenciamento é muito utilizado para deteccdo de mutagdes
pontuais no genoma. Essas muta¢cdes podem indicar alteracbes na patogenicidade
de determinada cepa, se perdeu, ganhou ou teve alterado um determinado fator de
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viruléncia. A analise das mutagdes também é utilizada para estabelecer uma arvore
evolutiva, determinando as distancias filogenéticas entre cepas isoladas de
diferentes regides, surtos ou mesmo locais de infec¢do na ave (WEAVER, 2008).

Uma classificacdo dos isolados de MS pela analise da parte do DNA foi
proposta utilizando o gene vhlA, que traduz dois antigenos de importancia, uma
lipoproteina (MSPA) e uma hemaglutinina (MSPB) (NOORMOHAMMADI et al.,
2000). Como o gene é responsavel por determinar um fator de viruléncia, que
promove adesdao do microrganismo em determinado tipo celular, e é um gene
altamente mutavel, observou-se grande utilidade na andlise da sua sequéncia de
nucleotideos ou mesmo da “melting-curve” para estudos epidemiolégicos e da
diferenciacao de cepas de campo da cepa vacinal MS-H (NOORMOHAMMADI et al.,
2000; JEFFERY et al., 2007). Na analise comparativa entre as cepas causadoras de
EAA e cepas padrdo, observou-se diferenca tanto nas sequencias de nucleotideos
quanto na “melting-curve” (FEBERWEE et al., 2009a). Para a classificacdo de
amostras de MG, Ferguson et al. (2005) descreveram um método com alto poder
discriminatério pelo sequenciamento de quatro regides da bactéria que codificam
proteinas de superficie. Posteriormente, Raviv et al. (2007) conseguiram bons
resultados pelo sequenciamento de somente uma regido, a do espacador
intergénico 16S-23S rDNA.

Pela analise de pequenas alteracbes, como a de um Uunico nucleotideo,
podemos ter uma resolugdo muito grande das diferencas que existem entre as
bactérias e estabelecer um provavel fluxo evolutivo do material genético. Segundo
Prof. Lee Riley (informagao verbal'), “mesmo casos considerados endemias em uma
populacao, podem ser compostas por diversas e pequenas epidemias. Ou seja,
quando nao conseguimos distinguir bem os agentes causadores de um determinado
agravo, todos parecem iguais, assemelhando-se a um quadro de endemia. Mas
quando dispomos de ferramentas que separam estes agentes em espécies, cepas,
sorotipos, patotipos, genodtipos, etc., percebemos que na verdade podem ser
diferentes agentes, cada um em seu tempo, portanto, caracterizando quadros
isolados de epidemias. Isto € bem percebido nos casos de salmoneloses, pois
quando se classificam os casos por sorotipos, é possivel se notar grandes variacdes

nos sorotipos causadores de patologias ao longo do ano, por isso, nada mais sao

! Comunicagdo feita pelo Prof. Lee Riley em 11-12-2013 no Molecular Epidemiology Course, UFF, Niter6i.
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que diversos eventos epidémicos, que se forem somente identificados somente ao
nivel de espécie, se somam, e dao a impressao de se tratar de uma endemia. Deste
modo, a utilizacdo da biologia molecular na classificacdo das cepas de micoplasma
pode trazer uma nova perspectiva para entendimento da dindmica que ocorre nos
plantéis de diferentes regides do Brasil”.

Outra importante ferramenta desenvolvida pelo uso da biologia molecular foi a
identificacdo de espécies de micoplasmas aviarios pela caracterizacdo da sequéncia
do espacador genético existente entre os genes 16S e 23S (RAMIREZ et al., 2008).
Percebeu-se que além do uso para estudo filogenético de cepas de MG (RAVIV et
al., 2007), a sequencia deste espacador genético era Unica para cada espécie de
micoplasma aviario, ou seja, sequenciando esta regidao pode se saber a espécie
(RAMIREZ et al., 2008). Como atualmente o sequenciamento é rapido e a custo
acessivel, a identificacdo de espécies por esta técnica se tornou uma boa alternativa
aos métodos convencionais, que demandam muito tempo e existéncia de bancos

com soros especificos para todas as espécies a serem testadas.



3 DESENVOLVIMENTO

3.1 ARTIGO 1 - Qualidade de ovos comerciais — Uma reviséo

Artigo a ser enviado para o periddico Revista CFMV ISSN 1517-6959, classificado
como B5 no Qualis/CAPES.



31

ARTIGOS DE REVISAO E DE EDUCACAO CONTINUADA

QUALIDADE DE OVOS COMERCIAIS - UMA REVISAO

Felipe Faccini dos Santos - CRMV-AM 0811
Médico Veterindrio

Discente Universidade Federal Fluminense (UFF)
Niteroi, RJ

felipefaccini @ vm.uff.br

Haruo Takatani - CRMV-AM 0269

Médico Veterindrio

Agéncia de Defesa Agropecudria e Florestal do Estado do Amazonas (ADAF)
Manaus, AM

Mariza Dinah Manes Brandao - CRMV-AM 0812
Meédica Veterinaria
Niteroi, RJ

Virginia Léo de Almeida Pereira - CRMV-RJ 5028
Médica Veterindria

Docente Universidade Federal Fluminense (UFF)
Niter6i, RJ

RESUMO

A qualidade do ovo, além dos aspectos econdomicos com perdas do produto, defeitos na
qualidade pode significar riscos para a saide publica. Como € um produto rico em nutrientes,
pode favorecer o desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos, quando
ocorrem trincas, quebras ou manuseio incorreto._As determinacdes da qualidade do ovo sdo
separadas como qualidade externa, da casca, e qualidade interna, da clara e da gema. A
legislacdo brasileira classifica os ovos conforme a altura da camara de ar, mas ndo determina
prazos para sua comercializacdo. Baseados na falta de legislacdo especifica no Brasil que
determine prazos de validade comercial de ovo, nas condicdes climdticas e mercadoldgicas
proprias dos estados brasileiros, em especial no Norte e Nordeste do Brasil, e até que sejam
realizados trabalhos especificos nessas regides, recomenda-se que as condi¢des de
temperatura e umidade em locais de armazenamento sejam monitoradas diariamente; que os
ovos sejam comercializados até 28 dias da data da postura, quando estocados em temperatura
ambiente; que seja dada a preferéncia a exposi¢do dos ovos em regides mais frescas do
estabelecimento, como perto de geladeiras de verduras e ilhas de frio; que seja feita a
verificacdo e o recolhimento frequente de caixas que contenham ovos visivelmente alterados,
sejam eles trincados ou contaminados por bactérias e fungos e, principalmente, que a presenca
do médico veterinario em toda a cadeia de producdo e comercializacao de ovos. Desta forma,
poderdo ser aplicados os conhecimentos técnicos que garantam ao consumidor um produto de
qualidade funcional, nutricional e microbioldgica.

Palavras-chave: qualidade interna, qualidade externa, validade, conservagao
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TABLE EGG QUALITY- A REVIEW

ABSTRACT

When we refer to egg quality, besides the economic aspects with product losses, quality
defects can pose risks to public health. As a product rich in nutrients, it can promote the
development of spoilage and pathogenic microorganisms when there are cracks, breaks or
mishandling. The egg quality determinations are divided as external quality, of the shell, and
internal quality, of the white and the yolk. Brazilian law classifies eggs according to the
height of the air space, but does not determine time limits for their marketing. Based on the
lack of specific legislation in Brazil that determine maximum expiry dates for eggs, in their
own climate and market conditions of the Brazilian states; especially in the North and
Northeast of Brazil; and until specific studies be carried out in these areas, it is recommended
that: the conditions of temperature and humidity in storage sites are monitored daily; the eggs
are sold up to 28 days from the date of laying, when stored at room temperature; be given
preference to exposure of eggs in cooler regions of the establishment, as close to refrigerators
of vegetables and cold islands; that the verification and frequent gathering boxes containing
visibly altered eggs is made, whether cracked or contaminated by bacteria and fungi; and
mainly the presence of the veterinarian in the whole chain of production and marketing of
eggs. This way they can be applied technical knowledge to ensure the consumer a product of
functional, nutritional and microbiological quality.

Keywords: internal quality, external quality, expiry date, conservation
INTRODUCAO

O ovo comercial € um produto de uma eficiente transformacgdo bioldgica feita pela
poedeira. Essa ave € capaz de transformar recursos alimentares de menor valor biolégico em
um alimento com alta qualidade nutricional para o consumo humano (BERTECHINI, 2003).
Até a década de 1970, a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura
(FAO) tinha o ovo como referéncia para estudos de necessidades nutricionais, que entdo foi
substituido por uma proteina abstrata, uma vez que ja se sabia exatamente a necessidade de
aminodcidos na dieta do homem (SRIKANTIA et al., 1981). Isso porque a proteina da clara
do ovo, albumina, é a que possui maior correspondéncia entre sua composicio de
aminodcidos e a necessidade didria do homem, além de ser a proteina que possui melhor
digestibilidade.

No passado o consumo de ovos ficou estigmatizado por causar problemas em relacio
aos niveis de colesterol no sangue. No entanto, apesar deste mito estar presente no imaginario
de muitos leigos e até de alguns profissionais, diversos trabalhos cientificos j4 comprovaram
que o consumo de ovos ndo tem relacdo direta com a ocorréncia de doengas cardiacas. Um
estudo extremamente relevante que utilizou mais de 117 mil voluntdrios, acompanhados
durante 8 a 14 anos, foi concluido em 1999 e sugeriu que o consumo de sete ou mais ovos por
semana ndo estd associado a aumento de risco de doencas coronarianas ou vasculares em
homens e mulheres saudaveis (HU et al., 1999). Atualmente existe uma nova linha de
pensamento, utilizando esses dados, de ovos na formulacdo de dietas para emagrecimento,
pois € um alimento completo e que gera saciedade, diminuindo o apetite.

Frente a esse novo status e aos esforcos das organizacdes de produtores de ovos na
melhoria da imagem do produto para o consumidor, € cada vez maior o consumo deste
alimento no Brasil, de 149 ovos/per capta/ano em 2010 para 169 ovos/per capta/ano em 2013
(UBABEF, 2014). Esse consumo, entretanto, ainda é considerado muito baixo quando
comparado com outros paises. Segundo dados da International Egg Comission, em 2008,
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paises como Franca, Itdlia, Alemanha, Suécia e Estados Unidos j4 apresentavam um consumo
per capta anual superior a 200 unidades. O dltimo dado da FAO sobre consumo de ovos nos
paises foi de 2011 e aponta o Brasil como o 64°, com 8,8 kg/per captalano. Isso demonstra
uma grande possibilidade de crescimento para o setor, que pode ser alcancada com acdes de
marketing e oferta de produtos diversificados e, principalmente, de qualidade.

A qualidade do ovo € motivo de preocupagdo ndo s6 para as granjas comerciais, mas
também para comerciantes e consumidores. Além dos aspectos econdmicos com perdas do
produto, defeitos na qualidade podem significar riscos para a saide publica. Como é um
produto rico em nutrientes, pode favorecer o desenvolvimento de microrganismos
deteriorantes e patogénicos quando ocorrem trincas, quebras ou manuseio incorreto.

QUALIDADE DE OVOS

A qualidade do ovo é medida para descrever as diferencgas entre os ovos frescos, que
apresentam caracteristicas relacionadas aos fatores genéticos, nutricionais e ambientais aos
quais as galinhas sdo submetidas e a deterioracio do produto durante o periodo de
armazenamento (ALLEONI e ANTUNES, 2001). A preservacdo da qualidade do ovo durante
a manipulacdo e a distribui¢cdo depende do cuidado constante das pessoas envolvidas nestas
atividades. Depois da postura, a qualidade do ovo ndo pode ser melhorada (COUTTS e
WILSON, 2007) e problemas no armazenamento e transporte até o consumidor podem
significar grandes prejuizos econdomicos. As determinagdes da qualidade do ovo s@o separadas
como qualidade externa, da casca, e qualidade interna, da clara e da gema.

e QUALIDADE EXTERNA

A qualidade de casca € um aspecto extremamente importante para a comercializacao
de ovos. O objetivo da avaliacdo da qualidade da casca esta relacionado principalmente com a
sua resisténcia. Isso porque uma das principais perdas econdmicas na producdo de ovos
ocorre devido as quebras e rachaduras (SOLOMON, 1997). No México, em 2005, foi
estimada uma perda entre 30 a 35 milhdes de ddlares na industria de ovos, baseada na média
de 4% de cascas frageis com os ovos removidos por possibilidades de ocorrerem trincas e
2,5% de ovos quebrados. Foram contabilizadas apenas perdas entre a postura e embalagem,
ndo contando as perdas no transporte e na exposi¢dao ao consumidor (COUTTS e WILSON,
2007). Além das perdas econdOmicas diretas, as trincas e quebras na casca favorecem a
contaminacdo do produto por microrganismos deteriorantes e patogénicos, aumentando os
gastos do pais com a satde publica.

Para a obtencdo de uma boa qualidade da casca, deve ser considerado um conjunto de
fatores ao longo da vida de uma poedeira, comec¢ando pela linhagem, manejo nutricional com
niveis adequados de célcio e fésforo na ragcdo; programa de vacinagdo, principalmente, para o
controle de doengas que podem afetar a qualidade dos ovos, como a Sindrome da Queda de
Postura, Bronquite Infecciosa das Galinhas, Doenca de Newcastle e micoplasmoses, entre
outras (SESTI e ITO, 2009); além do controle da temperatura ambiente, pois o conforto
térmico € um dos fatores que influenciam a producdo da casca de ovo (OLIVEIRA et al.,
2014). Estes autores observaram que a exposicao a altas temperaturas ambientais (32°C) levou
a alteragdes no equilibrio dcido bdsico das aves, provocando queda acentuada no valor médio
da espessura de casca dos ovos. Isso ocorre porque, a galinha provoca uma hiperventilacdo na
tentativa de se resfriar, reduzindo a concentracdo de CO; e 4cido carbdnico (CO, dissolvido
em dgua) sérico o que dificulta a formacdo de fons bicarbonato necessérios para a formacado
do carbonato de cdlcio, principal componente da casca do ovo.
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Para determinar a qualidade externa podem ser avaliados: forma e gravidade
especifica do ovo; tamanho e peso da casca; percentual, textura, espessura e cor da casca;
resisténcia da casca a quebra. Aspectos relacionados apds a formacao da casca e da postura,
como limpeza e integridade da casca, também sdo aspectos importantes de qualidade externa
que devem ser avaliados.

Antes mesmo da classificagdo dos ovos, € feita uma pré-selecdo, excluindo aqueles
com excessiva sujidade e quebrados. Durante a ovoscopia € possivel avaliar a textura da
casca, o tamanho da cdmara de ar, presenca de trincas e quebras, falhas na calcificacdo e
particulas de sangue.

Evidentemente, como € a tultima etapa na produ¢do do ovo pela galinha, o tamanho da
casca serd proporcional ao seu conteido. Porém, o mesmo nao ocorre em relagdo ao peso da
casca, o que significa que todo célcio utilizado para formagdo da casca do ovo precisa ser
distribuido por uma superficie maior nos ovos mais pesados. Assim, ovos maiores possuem
menor percentual de casca, tornando-os mais frageis (ROBERTS, 2004). Ja foi observado que
a resisténcia € maior nos ovos de galinhas com até as 42 semanas de idade, seguida de valores
mais baixos de for¢a para romper a casca em ovos postos a partir desta idade (RODRIGUEZ-
NAVARRO et al., 2002). A forma do ovo também estd diretamente relacionada com sua
resisténcia.

Em relagdo a espessura, foi observado que, em geral, as regides do dpice, lateral e
fundo da casca ndo apresentam a mesma espessura e, por isso, € importante a analise da média
entre os trés pontos (BRANDAO et al., 2014). Cascas mais espessas contribuem para
preservacdo da qualidade interna, pois a perda de umidade e CO, para o ambiente é
dificultada e, com isso, ndo ocorrerd alteracdo do pH interno dos ovos, retardando as reagdes
quimicas que degradam o albume ao longo do armazenamento (SOLOMON, 1997).

A qualidade da casca também interfere na qualidade microbiolégica do ovo. Os
principais fatores que facilitam a penetracdo bacteriana no ovo sdo: a presenca de defeitos de
casca, o tempo de armazenamento e as condi¢des de temperatura e umidade relativa do ar no
ambiente de estocagem (DE REU, 2006).

e QUALIDADE INTERNA

Para determinar a qualidade interna sdo avaliados o tamanho e integridade da camara
de ar; pH, percentagem e altura do albume (Unidade Haugh - UH); pH, percentagem, altura e
cor da gema; e se hd presenca de manchas no albume e na gema (COUTTS e WILSON,
2007).

De acordo com a legislacdo brasileira a qualidade interna desejavel para o ovo inclui:
gema translicida, consistente, centralizada e sem desenvolvimento de germe; albume
transparente, consistente, limpido, com calazas integras e sem manchas e tamanho da camara
de ar (BRASIL, 1952).

Na sala de classificagdo de ovos, € possivel observar pela ovoscopia, além das
caracteristicas de qualidade da casca, os pardmetros da qualidade interna em ovos inteiros,
pela incidéncia de um foco de luz. Pode ser visualizada a presenca de “manchas de sangue”,
como resultado da ruptura de pequenos vasos enquanto o ovo estd se formando; e “manchas
de carne”, como resultado de descamagdes do ovdrio e oviduto ou oxidagdo da mancha de
sangue. Também é possivel observar outros defeitos como deslocamento da camara de ar,
podridao, mumifica¢do e rompimento da gema (COUTTS e WILSON, 2007).

Apés a postura, naturalmente, inicia-se o declinio da qualidade interna do ovo e os
fatores que mais afetam nesta dindmica sio temperatura, umidade e tempo de armazenamento.
As perdas de gas carbonico (CO,) e de umidade ocorrem pelas modificagdes fisico-quimicas
ocorridas no albume causando a fluidificagdo do albume e perda de peso do ovo,
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respectivamente, e sdo aceleradas em altas temperaturas e baixa umidade relativa no ambiente
(COUTTS e WILSON, 2007).

A perda de CO; pelo ovo é um fendmeno importante para a qualidade, pois estd
dissolvido no albume na forma de 4cido carbonico, que gradativamente vai sendo liberado na
forma de gés. A reducdo da acidez altera o sistema tampao, havendo aumento do pH do
albume. A alcalinidade leva a uma alteragdo na estrutura do gel do albume, com diminui¢ao
da viscosidade, tornando-o fluidificado e com alteracdo das propriedades organolépticas e
tecnolégicas do ovo (SCOTT e SILVERSIDES, 2000). Isso acontece pela aproximagdo do
ponto isoelétrico das proteinas do albume com a elevacdo do pH, com isso menos dgua fica
retida as proteinas, havendo a fluidificacdo do albume (CARBO, 1987). Assim, 2 medida que
o ovo envelhece, diminui a altura da camada densa, sendo este um dos sinais visiveis da perda
de qualidade interna.

Como nao se pode comparar de alturas de albume de ovos com diferentes tamanhos,
foi desenvolvida uma férmula para corrigir as diferencas e trazer todos os valores a uma
mesma escala de comparacdes, a UH. A escala leva em consideracdo a altura do albume
espesso, 0 peso do ovo e a constante gravitacional, e quanto maior for o valor desta escala,
melhor a qualidade do ovo (EISEN et al., 1962).

O servigo de inspe¢do de alimentos dos Estados Unidos (United States Department of
Agriculture - USDA) adota esta escala como padrao para a classificacdo dos ovos. Ovos com
UH superiores a 72 sado classificados como AA; de 71 a 60, como A; de menores que 60,
como B (USDA, 2000).

e PESO DE OVOS

No Brasil a classificacdo dos ovos para comércio € feita pelo peso dos ovos. O peso do
ovo é um parametro de qualidade global, que pode variar conforme a raca e sofre alteracdes
de acordo com a idade da poedeira. Em aves mais velhas, ocorre aumento de até 20% no peso
do ovo (SCOTT e SILVERSIDES, 2000; ROBERTS, 2004).

A tipificacdo de ovos por peso é um método utilizado em todo o mundo, que garante
um método fécil para a comercializacdo de produtos de diferentes faixas de peso em um
padrao comum a todos, desde fornecedores ao consumidor final. No Brasil, o ovo comercial é
tipificado como Extra (minimo de 60g/unidade), Grande (minimo de 55g/unidade), Médio
(minimo de 50g/unidade) e Pequeno (minimo de 45g/unidade). Os ovos com pesos inferiores
a 45g devem ser destinados ao aproveitamento industrial (BRASIL, 1965).

A casca do ovo possui poros que sdo parcialmente selados pela cuticula, dificultando a
penetracdo de bactérias, mas facilitando as trocas gasosas. Além disso, hd passagem de vapor
de dgua do albume para o meio externo, causando a perda de peso ao longo do tempo de
armazenamento. Este processo acontece de forma continua, logo apds a postura, e a
velocidade dessas reacdes também € acelerada pelas temperaturas mais altas de estocagem,
assim como pela baixa umidade (VERAS et al., 2000).

A perda de peso pode ser verificada pelo aumento da camara de ar do ovo. Este
fenomeno € utilizado pela inspec¢do brasileira para classificar os ovos. Ovos que possuam até
4mm de altura da camara de ar sdo classificados com “A’; altura da cimara de ar até 6mm
classifica os ovos como “B”’; e altura da cimara de ar até 10mm classifica os ovos como “C”
(BRASIL, 1952). No Brasil, praticamente todos os ovos sdo classificados como “A”, pois
passam pelo processo logo apds sua producdo, uma vez que ndo € tradicdo no Brasil a
estocagem de ovos. Por isso, durante o periodo de comercializacdo os ovos tendem a ter a
altura da camara de ar aumentada, mas como foram classificados logo apds produgdo,
permanecem com em embalagens indicando a classificagao “A”.
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e ANALISE SENSORIAL

Outra ferramenta para realizar a avaliacdo de ovos é a Andlise Sensorial. Andlise
Sensorial € a disciplina cientifica usada para evocar, medir, analisar e interpretar reacdes as
caracteristicas dos alimentos e materiais, como sdo percebidas pelos sentidos da visdo, olfato,
gosto, tato e audicao (ABNT, 1993). Esta ferramenta j4 estd incluida na legislagao de inspecao
de ovos quando se coloca que o0 ovo € imprdprio para o consumo quando apresenta cor, odor e
sabor anormais (BRASIL, 1952). Entretanto, mais do que simples pardmetros para
condenacdo de ovos imprdprios ao consumo, atualmente a andlise sensorial tem sido
empregada no desenvolvimento de novos produtos, como na avaliacio de sabor de ovos
alternativos (MIZUMOTO et al., 2008; SANTOS et al., 2012) e efeitos da inclusao de acidos
graxos 6mega-3 no sabor dos ovos (LAWLOR , et al., 2010; SANTOS et al., 2012).

ARMAZENAMENTO DE OVOS COMERCIAIS

A temperatura e a umidade relativa do ar s@o os fatores mais importantes, que afetam a
qualidade dos ovos, durante o armazenamento. Quanto maior for a temperatura, maior sera
velocidade da perda de qualidade interna, em um determinado tempo de estocagem, com a
perda de CO, e umidade (SCOTT e SILVERSIDES, 2000). Além de ser perdida através dos
poros, parte da umidade passa para a gema durante o periodo de armazenamento do ovo,
devido a maior pressio osmética da mesma. O excesso de dgua na gema ocasiona um
aumento, levando a um enfraquecimento da membrana vitelinica (LEANDRO et al., 2005).

Diversos autores investigaram a influéncia da temperatura e tempo durante a
estocagem na evolucdo dos valores de UH. Alleoni e Antunes (2001) constataram que a UH
diminuiu de 83,66 no dia da postura para 41,71 quando armazenados durante sete dias a uma
temperatura de 25°C. Samli et al. (2006) verificaram que ovos estocados por 10 dias tiveram
uma queda na UH de 91,37 para 76,27; 53,74 e 40,57 quando estacados a 5°C, 21°C e 29°C,
respectivamente. Nesse trabalho, o ovo mantido apenas por dois dias a temperatura de 29°C
teve menores valores de UH (64,84) que aqueles mantidos por 10 dias a temperatura de 5°C
(76,27). Em trabalho similar, Jin et al. (2011) observaram diferencas apds 10 dias de
estocagem da UH de 88,79 para 87,63 a temperatura de 5°C, enquanto para a temperatura de
29°C verificou-se uma queda de 87,62 para 60,92. Outro dado interessante foi que mesmo na
temperatura intermediéria de 21°C, bastaram dois dias para que a queda no valor de UH fosse
superior ao da estocagem por 10 dias a 5°C. Segundo consta no Manual de Classificag¢do de
ovos dos Estados Unidos (USDA, 2005), um dia com o ovo em temperatura ambiente
equivale a uma semana do ovo refrigerado.

Estes dados sdo muito importantes ao se analisar o risco a qualidade dos ovos que sdo
estocados e comercializados em regides de temperaturas elevadas, como Norte ou Nordeste.
Por exemplo, a cidade de Manaus/AM, que possui temperatura média de 26,7°C e temperatura
maxima média de 31,4°C (INSTITUTO NACIONAL DE METEOROLOGIA, 2015).

e CONDICOES DE ARMAZENAMENTO E COMERCIALIZACAO NO BRASIL E NO
MUNDO

A legislacdo brasileira classifica os ovos conforme a altura da cdmara de ar, mas nao
determina prazos para sua comercializacdo (BRASIL, 1991). A Portaria n°01/90 do MAPA,
traz duas defini¢des no que tange a conservagao dos ovos, o mesmo pode ser definido como
“Ovo fresco” ou “Ovo frigorificado”. Para o “Ovo fresco” ndo se admite qualquer processo de
conservagdo, mas se refere na verdade ao processo de resfriamento, pois recomenda o
armazenamento destes ovos a uma temperatura entre 8°C e 15°C com umidade relativa do ar
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entre 70 a 90% e, caso seja armazanado a temperaturas inferiores a 8°C, o ovo perde esta
classificacdo. “Ovo frigorificado” é aquele que seja armazenado a temperatura de 0°C a 1°C
(BRASIL, 1990). A Portaria também ndo define prazos maximos para comercializacio destes
OVOsSs.

Como nao ha legislacdo que exija a refrigeragao dos ovos comerciais para venda em
comércio e ndo ha prazo de validade miximo estabelecido, a maior parte desse produto é
mantida em temperatura ambiente, desde a producao até a distribuicao final.

- Estados Unidos da América

Devido a grande preocupaciao com a ocorréncia de salmoneloses, o setor responsavel
pela segurancga dos alimentos dos Estados Unidos (US Food and Drug Administration - FDA)
determinou que todos os ovos fossem frigorificados até no méximo 36 horas apds a postura a
temperatura maxima de 15,6°C para ovos ainda ndo processados e de 7,2°C para ovos
processados. O USDA também obriga os produtores a colocar data de validade nas caixas de
ovos, que deve ser de no maximo 15 dias para ovos AA e 30 dias para ovos A e B, a partir do
dia de embalagem (USDA, 2005).

- EUROPA

A Europa classifica seus ovos de modo similar ao brasileiro, em relagdo ao tamanho
da camara de ar. A ordem de classificacdo é dada por “A extra”, “A” e “B”, ovos com altura
da camara de ar de 4mm, 6mm e 8mm, respectivamente. Porém, além desta classificacdo, os
ovos devem ter datas mdximas de validade de nove dias para ovos “A extra” e de 28 dias para
os demais, contados a partir do dia da postura. A legislacdo europeia diverge da americana em
relacdo a frigorificacdo dos ovos, pelo risco de trincas e quebras da casca caso a cadeia de frio
fosse interrompida em algum ponto. No entanto, hd possibilidade de manter ovos da classe
“B” sob refrigeracdo, se mantidos a no méaximo 5°C (CE, 2008).

- OUTROS PAISES

A legislacdo da Nova Zelandia determina uma validade de 35 dias, se os ovos forem
mantidos a uma temperatura de até 15°C, e de 21 dias, se mantidos em temperaturas
superiores a esta, contados a partir do dia da postura (NZFSA, 2009).

No México, os ovos frescos devem ser consumidos em até 15 dias. Para ovos
refrigerados, com temperatura maxima de 7°C, néo hd limite de dias de armazenamento, mas
somente podem ser consumidos se a camara de ar nao ultrapassar 9mm. O ultimo critério para
consumo também & aplicado para ovos frescos (MEXICO, 1996).

No Chile, denomina-se “ovos frescos” aquele que forem armazenados por até oito dias
e a camara de ar ndo pode ultrapassar 8mm; “ovos conservados” sdo aqueles armazenados por
até 30 dias refrigerados ou em local fresco; e “ovos refrigerados” sdo aqueles que podem ser
armazenados por mais de 30 dias, desde que permanecam a até 2°C, que o pH da clara e gema
nao seja maior que 8,8 e 6,9, respectivamente, e a cimara de ar ndo ultrapasse 10mm (CHILE,
1997).

SEGURANCA DO ALIMENTO

Além da qualidade do produto propriamente dito, 0 modo como 0s 0OvOS sao
produzidos, processados e armazenados estd também relacionado com sua qualidade
microbiolégica. A grande maioria dos ovos € estéril no momento da oviposi¢cdo, quando
potenciais fontes de microrganismos como poeira, material do ninho, maos do granjeiro,
esteira de coleta, insetos e fezes os contamina. O nimero de bactérias presente nos ovos pode
ter grandes variagcdes, de zero a centenas ou milhdes e costuma ser de aproximadamente
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100.000 por casca de ovos ndo lavados. Diferentes bactérias, muitos delas potencialmente
patogénicas, ja foram descritas contaminando ovos como as dos géneros Micrococcus,
Staphylococcus, Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium, Escherichia,
Enterobacter, Streptococcus, Aeromonas, Proteus, e Serratia. Também foram isoladas
bactérias reconhecidamente deteriorantes de alimentos como Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, Xanthomonas maltophilia, e outras dos
géneros Proteus, Escherichia, Serratia, Aeromonas, Enterobacter € Achromobacter. Também
jéa foram identificadas 380 espécies de fungos e leveduras, dentre estas dos géneros Candida,
Cryptococcus, Rhodotorula e Sporobolomyces (VAN IMMERSEL et al., 2011).

Em relagdo a contaminacdo de ovos por Salmonella spp., a quantidade de bactérias
inicial logo apés a postura ndo representa risco, uma vez que é estimado que esteja entre 1 a
100 unidades formadoras de colonia (UFC) por ovo. O maior risco € atribuido a multiplicacdo
deste patégeno durante as etapas de processamento, transporte e estocagem. Autores estimam
que reduzindo a validade dos ovos para 7 dias, ou conservando a temperatura de no maximo
7,7°C, o risco de infec¢do seria diminuido em 60% (WHO/FAO, 2002). No entanto, a agéncia
de alimentos europeia (European Food Safety Authority - EFSA) ao analisar os riscos na
quebra da cadeia de frio entre producdo e consumo, percebeu que nao havia vantagens frente
a andlise de risco/beneficio, devido a ocorréncia de trincas e condensacdo de umidade quando
o frio ndo era mantido (EFSA, 2009).

Outro ponto importante na multiplicacdo das salmonelas ¢ a idade dos ovos. Em
experimento com inoculacdo de 500 UFC da bactéria no albume de ovos com menos de 28
dias da postura, mantidos a 20 °C por cinco dias, ndo houve multiplicacdo significativa da
bactéria. Todavia, quando inoculados ovos com 42 dias da postura, sob as mesmas condicoes,
foram detectadas 106 UFC. (HUMPHREY; WHITEHEAD, 1993). Em outro estudo, foram
analisados 5700 ovos de 15 granjas sabidamente positivas para Salmonella spp. Somente 32
ovos estavam contaminados com o patégeno e, destes, apenas trés continham mais de 100
bactérias, todos com mais de 21 dias de estocagem em temperatura ambiente (HUMPHREY
et al., 1991). Estes resultados levaram a crer que com o tempo de estocagem, poderia haver
rompimento parcial da membrana vitelina, liberando conteido da gema, gerando um
fenomeno de quimiotaxia das bactérias para a gema, com subsequente multiplicacdo, pois a
gema contém todas as moléculas necessdrias para a sobrevivéncia e multiplicacdo das
salmonelas (COGAN et al., 2004).

2.3.4 Doencas que afetam na qualidade dos ovos

Algumas doencas das aves estdo classicamente relacionadas por causar problemas
diretamente na qualidade dos ovos, sdo elas a Bronquite Infeciosa das Galinhas (IBV),
Sindrome da Queda de Postura (EDS), Doenca de Newcastle (ND) e as micoplasmoses.

A IBV causa alteracdes inflamatoérias em todo oviduto e, por isso, 0os ovos produzidos
por galinhas doentes apresentam alteragdes na qualidade interna, com albume liquido, e
externa, com cascas rugosas, deformadas, finas, despigmentadas ou até mesmo sem casca. A
EDS causa problemas semelhantes a IBV com relagdo a qualidade da casca, no entendo,
estudos divergem sobre a possibilidade de causar problemas na qualidade interna. A ND pode
causar hemorragias no trato reprodutivo devido a intensa respota imunoldgica, que resultam
principalmente em problemas de casca (SAIF, 2003).

Nas micoplasmoses, a infec¢dao pelo Mycoplasma gallisepticum (MG) sempre gerou
preocupacdo entre os produtores por diversos prejuizos causados e, por isso, € feita a
vacinagdo com cepas vivas na maioria da criacdes. Entretanto, atualmente a infec¢io pelo M.
synoviae (MS) tem recebido destaque, pois recentemente foi relatada uma nova patologia
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afetando ovos e que gera especificamente fragilidade na casca, causando prejuizos
principalmente pelo aumento na perda de ovos trincados e quebrados (FEBERWEE et al.,
2009; SANTOS et al., 2014). A micoplasmose por MS se torna ainda mais preocupante pelo
fato da bactéria ser altamente prevalente nos plantéis nacionais (SANTOS, 2015).

CONCLUSAO

Considerando os fatos apresentados, a falta de legislacdo especifica no Brasil que
determine prazos de validade comercial de ovo, as condi¢des climéticas e mercadoldgicas
atuais proprias dos estados brasileiros, em especial no Norte e Nordeste do Brasil, até que
sejam realizados trabalhos especificos nessas regides, recomenda-se:

- que sejam monitoradas diariamente as condi¢des de temperatura e umidade em locais
de armazenamento;

- que os ovos sejam comercializados até 28 dias da data da postura, quando estocados
em temperatura ambiente;

- que seja dada a preferéncia a exposicdo dos ovos em regides mais frescas do
estabelecimento, como perto de geladeiras de verduras e ilhas de frio;

- que seja feita a verificac@o e o recolhimento frequente de caixas que contenham ovos
visivelmente alterados, sejam eles trincados ou contaminados por bactérias e fungos.

E de suma importéncia a presenca do médico veterinario em toda a cadeia de produgdo
e comercializacdo de ovos. Desta forma, poderao ser aplicados os conhecimentos técnicos que
garantam ao consumidor um produto de qualidade funcional, nutricional e microbioldgica.
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ABSTRACT

A farm of 3,000 free-range hens, ranging from 24 to 65 weeks of age was investigated.
These hens were separated in small flocks of 400 to 700 birds, which showed a decline in egg
production of 10 up to 23%. Twenty serum samples were collected during the period of drop
in production, and three weeks later for investigation of Mycoplasma synoviae (MS) and
Infectious Bronchitis Virus (IBV) antibodies by ELISA. At the time of the second collection,
egg production had already came to normal, however, it became evident the presence of
10.23% of eggs with abnormalities limited to the apex of the shell. There was a significant
difference between eggshell strength of normal and eggs with eggshell apex abnormalities,
but not for the other egg quality parameters. ELISA tests have showed MS and IBV titers
increase in the period studied. MS infection was confirmed by culturing and PCR from
tracheal swabs. Further studies with larger sampling to ascertain the occurrence of this disease

in intensive layer flocks in Brazil are under way.

KEY WORDS: eggs, mycoplasms, egg defects, MS, IBV

IINTRODUCTION

Since 2008, a new abnormality in the shell of chicken eggs has been identified in The
Netherlands (Feberwee et al., 2008), followed by reports of the same abnormalities occurring
in Italy (Catania et al., 2010), Germany (Ranck et al., 2010) and England (Strugnell et al.,
2011). These egg abnormalities are characterized by a roughened shell surface, shell thinning
and increased translucency, which leads to an increase in the incidence of cracks and breaks.
The abnormalities are confined to the top cone of the egg, up to approximately 2 cm from the
apex and almost always have a very clear demarcation zone. For this reason it was called

eggshell apex abnormalities (EAA). These abnormalities were related to the infection by
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Mycoplasma synoviae (MS). A MS strain originated from the oviduct of hens producing eggs
with EAA was isolated and yielded the same abnormalities after experimental infection
(Feberwee et al., 2009a). It was also shown that antibiotic treatment and vaccination against
MS is able to reduce EAA incidence ((Feberwee et al., 2009a; Feberwee et al., 2009b;
Catania et al., 2010). Nevertheless, even with these very distinctive characteristics, EAA may
not necessarily be pathognomonic for any pathogen (Strugnell et al., 2011). This case report
describes the occurrence of eggs with EAA in a free-range hen farm positive to MS and

Infectious Bronchitis virus (IBV) in Brazil.

MATERIAL AND METHODS

A farm of 3,000 free-range hens, ranging from 24 to 65 weeks of age was investigated.
These hens were separated in small flocks of 400 to 700 birds. No vaccination program was
being done to that moment. The affected flocks showed 10 up to 23% drop in production.

After observation of the eggs produced by these flocks, we detected abnormalities
compatible with those previously reported by Feberwee et al. (2009a). A total of 718 eggs
were analyzed for quantification of abnormal eggs laid. Of these, 46 eggs with EAA and other
60 normal were investigated for quality tests with approximate weights. The 46 eggs cases
and 60 controls were analyzed for the parameters of Haugh units (HU), yolk color, egg
weight, eggshell strength and eggshell thickness, measured at the bottom, side and apex.

Twenty blood samples were collected at the moment of higher drop in production and
five weeks later for investigation of antibodies against MS, Mycoplasma gallisepticum (MQG)
and IBV by ELISA (IDEXX Laboratories, Westbrook, ME, USA). It were collected 10
tracheal swabs at the farm and five hens taken to the Laboratério de Sanidade Avicola da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense, where they were submitted to

euthanasia by atlanto-occiptal dis-articulation followed by necropsy, for collection of the
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trachea and oviduct (magnum and shell gland) with the help of swabs. Mycoplasma culturing
was performed using modified agar and broth Frey Medium, incubated at 37°C under
microaerophilic conditions and examined for growth for up to 21 days. PCR was done with
procedures described by Lauerman (1998) for MS using specific primers which amplify a 207
bp amplicon and by Nascimento et al. (2005) for MG using specific primers which amplify a
481 bp amplicon. DNA extraction was performed using the phenol/chloroform method

(Sambrook et al., 1989).

RESULTS AND DISCUSSION
On the evaluation of the eggs from affected flocks, 7.52 % had EAA (Figure 1).
Previous studies reported a variation on EAA incidence from 1.3% on intensive layer farm in

Italy (Catania et al., 2010) to 25% on layers housed on the floor in The Netherlands

(Feberwee et al., 2009a).

Figure 1- A. Egg with rough and thin shell limited to the apex. B. Candling of the egg in Figure 1A,
noting an increase on translucency at the apex of the shell. C. Eggs with alterations compatible to

eggshell apex abnormalities (EAA).

It were not found significant differences between the quality of normal and abnormal
eggs for the parameters of egg weight, Haugh units, yolk color and eggshell thickness.
Regarding eggshell strength, it was observed a significant difference (P<0.0001) between
normal eggs (39.67+7.3N) and abnormal eggs (33.96+7.3N) (Table 1). Ferberwee et al.
(2009a) compared the eggshell strength and Haugh units of eggs from farms with and without

the abnormalities and also found differences in eggshell strength but not in Haugh units.
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Table 1 - Means (£ Standard Deviation) of the results obtained from quality tests of
normal and eggs with Eggshell Apex Abnormalities (EAA) collected in a free-range
hen farm in Rio de Janeiro — Brazil

Egg Eggshell Thickness

group EW AH @mm) UH YCL Str(N) Apex Side Bottom
62.68 6.25 76.67 12.15 39.67 0.37 0.37 0.35
(5.0)a (1.3)a  (10.2)a (1.2)a (7.3)a (0.04)a (0.03)a (0.03)a
BAA 63.89 6.09 75.43 1222 3396 036  0.37 0.34

(4.9)a (12)a (@&3)a (09a ((73)b (0.04)a (0.03)a (0.03)a

EW= Egg Weight, AH= Albumen Height; UH= Haugh units; YCL= Yolk color; Str=
Eggshell strength; N= Newton unit. Means with different letters within the same
column are significantly different (P<0.05; two-tailed unpaired t test).

Normal

By ELISA, the hens probably experienced an acute infection of both MS and IBV. It
was observed an increase in the titers from the first to the second analysis. No serologic
reaction to MG was found in the sera collected. At the moment of the second sampling the
egg production was normalized, however, the frequency of abnormal eggs increased to
10.23%. After experimental infections, Feberwee et al. (2009a) concluded that hens infected
with MS and IBV produced more eggs with EAA than birds infected only with MS.

MS was isolated from 33% (5/15) tracheal samples and not from the reproductive tract
samples, but by PCR, MS was detected in 73% (11/15) of tracheal samples and 80% (4/5) of
reproductive tract samples. None of samples were positive to MG, confirming that hens were
infected just with MS.

The observation of abnormal eggs in free-range hen flocks affected by MS and IBV,
confirmed by PCR, culturing and serology with decrease in eggshell strength, suggests the
presence of EAA in Brazil. Further studies with larger sampling to ascertain the occurrence of

this disease in intensive layer flocks in Brazil are under way.
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Resumo
O objetivo do estudo foi realizar o levantamento da micoplasmose em poedeiras comerciais a
regido sudeste do Brasil, por PCR e ELISA, e relacionar essa infeccdo a qualidade de ovos
comerciais. Em todas as granjas estudadas houve a deteccio de MS pela PCR e elevada
prevaléncia nos lotes estudados, com 93,3% (14/15) de positividade. Na anélise individual,
50,7% das galinhas foram positivas para MS (38/75). A PCR, 1,3% de positividade (1/75) e
ao isolamento MG foi encontrado em 10,7% (8/75) das galinhas e 36,4% (4/11) das granjas.
Dos oito isolados de MG, duas foram identificadas como cepas de campo e seis como cepas
vacinais. Ao analisar os resultados de prevaléncia de Anormalidades no Apice da Casca
(EAA) em ovos comerciais, observou-se uma média global de 0,80% dos ovos com a
anormalidade, variando de 0,17% a 2,48%. Ao realizar as comparagdes entre as médias dos
parametros de qualidade de todos os ovos normais e aqueles com EAA estudados, houve
diferenca significativa em quase todos os parametros, com excecao da cor da gema. Dentre os
parametros de qualidade estudados, aquele que mais sofreu influéncia da EAA foi a forca da
casca, que teve uma reducdo média de 23,1%. Foi possivel determinar a alta ocorréncia de
MS pela PCR e pelo ELISA nos plantéis de poedeiras comerciais, assim como detectar MG
pelo isolamento e diferenciar as cepas vacinais e daquelas de campo. A ocorréncia de MS e a
deteccao de ovos com EAA nos plantéis de postura comercial na regido sudeste do Brasil,

sugerem a ocorréncia disseminada desta infec¢do e da lesao nos ovos de plantéis comerciais
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no sudeste do Brasil, regido de maior volume de produ¢do de ovos. Ficou demonstrado que a
EAA afeta ndo s6 o dpice da casca do ovo, mas também os demais parametros de qualidade
externa e de qualidade interna.

Palavras-chave: anormalidades no dpice da casca, EAA, Mycoplasma gallisepticum,

prevaléncia

Abstract

The aim of the study was to survey the mycoplasmosis in commercial layers in the
southeastern of Brazil, by PCR and ELISA, and relate this infection to the quality of
commercial eggs. In all studied farms MS was detected by PCR and high prevalence was
found in the flocks studied, with 93.3% (14/15) of positivity. By individual analysis, 50.7% of
the chickens were positive for MS (38/75). PCR for MG yielded 1.3% positivity (1/75), while
by isolation MG was found in 10.7% (8/75) of the chickens and 36.4% (4/11) of the farms.
Regarding the eight MG isolates, two were identified as vaccine strains and two as field
strains. When analyzing the results of prevalence of Eggshell Apex Abnormalities (EAA) in
commercial eggs, there was an overall prevalence of 0.80% of the eggs with the abnormality,
ranging from 0.17% to 2.48%. Comparisons between the averages of the quality parameters
of all normal eggs and those with EAA studied showed significant differences in almost all
parameters, except for the yolk color. Eggshell strength was the most influenced quality
parameter by EAA, which had an average reduction of 23.1% on affected eggs. It was
possible to determine the high incidence of MS by PCR and by ELISA in laying hen flocks,
as well as detect MG by isolation and differentiate vaccine and field strains. The occurrence
of MS and the detection of eggs with EAA in commercial laying flocks in southeastern Brazil,
suggest the widespread occurrence of this infection and alterations in eggs of the region of
higher volume in egg production. Also, it was showed that EAA not only affects the egg shell
apex, but also the other external and internal quality parameters.

Keywords: eggshell apex abnormalities, EAA, Mycoplasma gallisepticum, prevalence

Introducao
O Brasil foi o sexto maior produtor mundial de ovos comerciais em 2013, com
producdo de 43,43 bilhdes de ovos (FAO, 2015), sendo 99% desta produgdo destinada para
consumo interno. Dentro deste cendrio, a regido sudeste do Brasil tem especial destaque, pois
somente os estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo corresponderam por 55,38%

da produc¢do nacional de ovos comerciais em 2013. O estado do Rio de Janeiro tem producido
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inexpressiva frente aos demais estados da regido, no entanto, participa do circuito de aves e é
um importante mercado de produtos avicolas, sendo importante em relagdo a epidemiologia
das doencas avidrias (UBABEF, 2014).

Alteragdes na formacdo do ovo, com comprometimento do tamanho, peso, casca,
albume e gema podem ser resultantes da presenca de distdrbios fisiolégicos ou lesdo nos
tecidos do sistema reprodutivo das galinhas. Entre as doencgas avidrias que podem causar
impacto sobre a produgdo e a qualidade dos ovos estdo as micoplamoses, a Bronquite
Infecciosa das Galinhas, a doenca de Newcastle e a Sindrome da Queda de Postura (Sesti; Ito,
2009).

Em 2009 foi publicado o primeiro relato da ocorréncia de lesdes na casca em ovos
comerciais, denominadas de anormalidades no dpice da casca ou ‘“eggshell apex
abnormalities” (EAA), relacionada a infeccdo por Mycoplasma synoviae (MS). As
anormalidades foram caracterizadas por determinar uma casca aspera e fina, com aumento da
translucéncia, resultando em rachaduras e quebras durante a coleta e processamento dos ovos.
Localizavam-se na ponta fina do ovo, de até aproximadamente dois centimetros do dpice e
quase sempre possuem uma regido bem delimitada (Feberwee et al., 2009b).

A ocorréncia das anormalidades ja foi relatada em paises como Holanda, Itdlia, Japao,
Africa do Sul, Itdlia, Alemanha, Inglaterra, Chipre e Coreia (Feberwee; Landman, 2008;
Catania et al., 2010; Ranck et al. 2010; Strugnell et al., 2011; Koutoulis et al., 2013; Jeon et
al., 2014). No Brasil foi descrita a ocorréncia de EAA em um plantel de aves caipiras no
estado do Rio de Janeiro (Santos et al., 2014). A principal causa das perdas econdmicas
devido a EAA se deve a fragilidade da casca e consequente aumento nas quebras, com a perda
do produto. E importante frisar que além das perdas econdmicas, as trincas e quebras na casca
favorecem contaminagio do produto por microrganismos deteriorantes e patogénicos.

A real prevaléncia da micoplasmose avidria por MS nas criagdes avicolas, bem como
seus efeitos econdmicos, ainda sdo pouco conhecidos, devido a dificuldade de diagndstico e
na reproducdo da doenga, aliada a variacdo de viruléncia entre as diferentes cepas de MS
(Nascimento et al., 2005b). Consequentemente, o controle e a erradicacdo de MS tém sido
negligenciados, favorecendo sua disseminag@o, inclusive nos lotes das criacdes de aves
alternativas (Santos et al., 2014). Desde os anos 80 e, em 1990 a prevaléncia de MS em
frangos aumentou, chegando a ultrapassar a de Mycoplasma gallisepticum (MG) em lotes de
reprodutoras (Balen; Fiorentin, 1990). Profissionais em avicultura e produtores tendem a

aceitar o comentario de que a grande maioria dos sistemas de producdo da moderna avicultura
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industrial € controlada contra MG e muitos sdo positivos para MS (Sesti, 2001; Buim et al.,
2009).

O objetivo do estudo foi realizar o levantamento da micoplasmose em poedeiras
comerciais na regido sudeste do Brasil e relacionar essa infec¢do a qualidade de ovos

comerciais.

Material e Métodos

Foi realizado de um estudo observacional transversal para o levantamento
epidemiolégico das micoplasmoses avidrias em galinhas de postura comercial na regidao
sudeste do Brasil e um estudo de caso-controle para analisar os efeitos das EAA na qualidade
de ovos comerciais dessas criagdes pela comparagdo de ovos normais e afetados, provenientes
de um mesmo lote.

O estudo transversal foi realizado pela anédlise de 14 lotes de poedeiras comerciais,
sendo cinco lotes em Sao Paulo, quatro lotes em Minas Gerais, quatro lotes no Espirito Santo
e dois lotes no Rio de Janeiro. De cada lote, foram coletadas 15 amostras de sangue e
obtencdo de soro para sorologia e cinco aves submetidas a necropsia para coleta de amostras
com finalidade de detectar micoplasmas pela PCR e isolamento. As granjas e lotes de origem
das amostras foram identificadas com cédigos para garantir o sigilo das informagdes. Todos
os lotes estudados faziam vacinagdo regular durante a recria contra MG com uma a duas doses
de vacinas vivas e contra o virus da Bronquite Infeciosa das Galinhas (IBV) com trés a cinco
doses de vacinas vivas e uma inativada. Em nenhuma granja era adotada a vacinagao contra
MS.

Para a obten¢do do soro, as aves foram sangradas por puncao da veia braquial (asa) e
durante a necropsia foram coletados fragmento de ovdrio, suabes de traqueia e glandula da
casca. Os suabes e fragmento de ovdrio foram acondicionados em criotubos contendo meio
liquido de Frey modificado com 50% de soro suino e 50% de soro equino (Frey et al., 1968),
sob refrigeracdo, para o isolamento e a PCR. Todos os procedimentos de coleta utilizando
animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
Fluminense sob numero 199, do dia 17 de maio de 2012.

As amostras de soro foram analisadas pelo ELISA para MS, MG e IBV pela utilizacao
de kits comerciais (IDEXX, Maine, USA), conforme as instru¢des do fabricante.

Para o isolamento, 0,2 mL de cada amostra foram inoculadas em 1,8 mL de caldo de
meio Frey e 0,2 mL semeado por espalhamento em meio Frey sélido, sendo o restante

acondicionado em glicerina a 50% e estocado a —20°C para uso na PCR. Todos os tubos e as
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placas foram incubados a 37°C, em ambiente de microaerofilia. A verificacdo de crescimento
foi indicada pela alteracdo da cor vermelha para amarelo no caldo e pela verificacdo do
crescimento de coldnias tipicas de micoplasma nas placas, em forma de ovo frito, visualizadas
em microscopio estereoscopico com aumento de 100X por um prazo de até 21 dias de
incubacdo (Whitford et al.,1994).

Para o diagnostico pela PCR, foi extraido o DNA de 0,5mL de cada amostra ou cultivo
pelo método de fenol-cloroférmio (Sambrook et al., 1989). A PCR para MS foi realizada de
acordo com a metodologia de Lauerman (1998) e para MG de acordo com a metodologia de
Nascimento et al. (2005a).

A prevaléncia de EAA foi determinada pela observagdao dos ovos nos entrepostos de
cada granja. Os ovos considerados do tipo EAA, ou seja, com alteracdes no apice da casca,
apresentaram superficie rugosa, com casca fina e maior translucéncia no dpice. A
contabilizacdo ocorreu na sala de classificacdo, apds a etapa de lavagem, durante a ovoscopia,
e parte destes foi acondicionada em cartelas de papeldo para as andlises de qualidade. Foram
coletados 30 ovos com EAA (caso) e outros 30 do tipo Normal (controle), oriundos do mesmo
lote, com peso similar. Os parametros de qualidade analisados foram: peso do ovo (g);
resisténcia da casca (N); altura do albume (mm); unidades Haugh (UH); espessura da casca
medida em trés pontos, dpice, meio e fundo (mm) e porcentagem de casca (%). Todas as
andlises foram realizadas e registradas pelo equipamento Digital Egg Tester 6000 (Nabel). Os
valores de UH foram obtidos pela medi¢ao da altura do albume no ponto médio entre a gema
e o limite do albume denso e do peso, utilizando a férmula simplificada, UH= 100 x Log(H —
1.7W*7 +7.57) (Eisen et al., 1962).

Comparacgdes entre duas médias para os parametros de qualidade entre os ovos EAA e
normais foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney. Foi utilizado o programa GraphPad

InStat® versao 3.10 (GraphPad Software, La Jolla, CA) nas anélises.

Resultados e Discussao
Em todas as granjas estudadas houve a detec¢io de MS pela PCR e elevada
prevaléncia nos lotes estudados, com 92,9% (13/14) de positividade. Na anélise individual,
48,6% das galinhas foram positivas para MS (34/70). Houve grande importancia da traqueia
como material de diagndstico da infeccdo por MS, 47,1% dos suabes de traqueia foram
positivos e 10,0% dos fragmentos de ovérios. Nenhum suabe de glandula da casca foi positivo
(Tab. 1). Mesmo o tnico lote que foi negativo para MS pela PCR, G10-L1, apresentou média

de titulo para MS ao ELISA trés vezes maior que o segundo lote da mesma granja, G10-L2
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(Tab. 2), que teve todas as galinhas analisadas positivas para MS pela PCR, podendo entdo, o
lote G10-L1 ser considerado infectado por MS. Destaca-se que em nenhuma granja foi feita
vacinagdo contra MS. Apesar da alta prevaléncia de MS detectada pela PCR, ndo houve

nenhum isolamento da bactéria a partir destas amostras.

Tabela 1. Resultados por método de deteccao de micoplasmas em poedeiras comerciais no
sudeste do Brasil divididos por local de coleta do material na galinha e total de galinhas

positivas por lote.

Isolamento de

. Isolamento de MG PCR - MS PCR - MG
Extado Origem da micoplasmas
amostra
TQ OV GC G+ TQ OV GC G+ TQ OV GC G+ TQ OV GC G+
Séao Paulo Gl-L1 1 0 0 1 1 0 0 1 4 0 0 4 1 0 0 1
G2-L1 0 0 0 0 o 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
G3-L1 2 0 0 2 2 0 0 2 2 0 0 2 0 0 0 0
G4-L1 3 32 4 o 0 0 0 3 0 0 3 0 0 0 O
G4 -12 0 0 0 0 o 0 O 0 2 0 0 2 0 0 0 0
Rio de Janeiro G5 - L1 1 0o 0 1 o 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 O
G6 - L1 0 0 0 0 o 0 O 0 4 3 0 4 0 0 0 0
Minas Gerais  G7 - L1 0 0o 0 0 o 0 0 0 3 2 0 4 0 0 0 O
G7-12 0 0 0 0 o 0 O 0 2 0 0 2 0 0 0 0
G8-L1 0 0o 0 0 o 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 O
Espirito Santo  G9 - L1 0 0 0 0 o 0 O 0 4 0 0 4 0 0 0 0
G9-L2 1 0 2 2 1 0o 2 2 1 0 0 1 0 0 0 O
G10-L1 1 2 2 3 1 2 2 3 0 0 0 0 0 0 0 0
G10-L2 0 1 0 1 o 0 0 0 5 0 0 5 0 0 0 O
G10 - L3* - - - - - - - - - - - - - - -
TOTAL 9 6 6 14 5 2 4 8 33 7 0 34 1 0 o0 1
ggiﬁz‘ﬁ%‘;‘)ﬂ 129 8,6 8,6 20,0 7,1 29 57 114 47,1 10,0 0,0 48,6 14 0,0 00 14

* Dados ndo coletados.
Legenda: TQ=traqueia; OV=ovirio; GC=glandula da casca; G+=ndmero de galinhas positivas

no teste.

Entre os anos de 2001 e 2004 a prevaléncia de MS nos estados de Sao Paulo, Parand e
Pernambuco, foi estimada em 33,3% (11/33) das granjas, 32,8% (23/70) dos lotes e 20,8%
(218/1046) das galinhas (Buim et al., 2009). Mais tarde, outro levantamento realizado entre os
anos de 2012 e 2013, no estado de Minas Gerais, revelou uma prevaléncia de 50,3% (80/159)
de positividade para MS nas galinhas (Couto, 2014). O presente estudo, juntamente com o0s

estudos anteriores permitiu identificar uma ascendéncia na prevaléncia de MS nos plantéis de
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poedeiras comerciais no Brasil. Apesar da relativa baixa prevaléncia de ovos com EAA, a
prevaléncia de 100% de MS nas granjas estudadas preocupa ndo s pela ocorréncia deste
defeito nos ovos, mas também por outros problemas que sdo inerentes ao MS e que podem

causar grandes prejuizos na producao avicola.

Tabela 2. Resultados de ELISA para deteccdo de anticorpos contra Mycoplasma synoviae
(MS); Mycoplasma gallisepticum (MG) e Bronquite Infecciosa das Galinhas em lotes de

poedeiras comerciais no sudeste do Brasil.

Idade Meédia Média Cepa da
das geométrica CvV Média CvV geométrica CvV vacina contra
Estado Granja/ Lote  aves 1BV (%) geométrica MS (%) MG (%) MG
Sao Paulo GI1-LI1 33 4123 322 16876 234 10711 332 70
G2-L1 38 16842 31,2 27880 24,5 12139 35,9 70
G3-L1 38 4774 40 28544 29,2 6515 57,9
G4-L11 36 2007 42,6 16842 25,9 12251 30,8
G4-12 40 10041 29,7 14345 34,2 1326 38,6
Rio de
Janeiro G5-L1 40 4030 70 8819 40,6 3392 34
G6-L1 73 3648 39 13341 28,1 7102 26,6
Minas
Gerais G7-11 75 3479 35,8 15914 19,5 9130 30,3 F
G7-12 45 2327 67,1 12910 32 13821 28,2 F
G8-L1 50 898 64 14896 27,7 11018 49,3 F
Espirito
Santo GY-L1 53 5112 41 3116 80 95 194,2 F
G9 -L2 44 1399 67,6 5941 66,6 501 49,3 F
G10-L1 24 3895 49,7 3435 57,7 1779 62,7 F
G10-L2 34 87 133,2 1098 80,7 79 144,6 F

G10 - L3* - - - - - - - -

N

Por outro lado, os resultados referentes a infeccdo pelo MG foram bem inferiores. A
PCR, somente 1,4% de positividade (1/70), no entanto, foi isolado MG a partir de 11,4%
(8/70) das galinhas e de 40,0% (4/10) das granjas. A baixa positividade pela PCR pode ter
ocorrido devido a um nimero baixo de organismos na amostra, que dificulta a detec¢do pela
técnica. Pela andlise da sequencia genética do espacador intergene 16S-23S dos isolados,
verificou-se que somente duas destas se tratavam de cepas selvagens (Santos et al., 2015,
dados ndo publicados). Buim et al. (2009) obtiveram resultados semelhantes pela PCR para
individuos, com 1,1% (12/1046), e para granjas, com 18,2% (6/33), no entanto, Couto (2014)
obteve resultados superiores, com 48,4% (77/159) de positividade para MG em individuos.
Como os resultados da PCR (Tab. 1) e sorologia (Tab. 2) para MG foram sempre inferiores
aos de MS e considerando que os lotes sdo vacinados, admite-se que estes lotes tenham uma

infec¢do por MG controlada.
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Ao analisar os resultados de prevaléncia de EAA em ovos comerciais, observou-se
uma média global de 0,80% dos ovos com a anormalidade, que dependendo do lote analisado
variou entre 0,17% a 2,48% (Tab. 3). As EAA foram encontradas em ovos brancos e
vermelhos, ndo tendo havido influéncia da cor sobre a prevaléncia das anormalidades nos
ovos. Este nimero provavelmente estd subestimado, pois nido foi possivel contabilizar a
incidéncia das anormalidades em ovos quebrados no trajeto granja-entreposto e aqueles
retirados antes da ovoscopia por quebras e trincas evidentes. Como a EAA € justamente um
fator que predispde ao aumento de quebras e trincas, a ocorréncia nestes ovos pode ser muito
mais elevada que naqueles integros que passam pela ovoscopia. O aumento da incidéncia de
trincas em lotes produzindo ovos com EAA quantificado por alguns pesquisadores. Koutoulis
et al. (2013) verificaram uma queda na porcentagem de ovos trincados de 3,7% para 1,98%
apoés tratamento com antibidticos e Jeon et al. (2014) verificaram um aumento de 2,6% para

8,3% apos instalacdo da doencga.

Tabela 3. Prevaléncia de Anormalidades no Apice da Casca de Ovos (Eggshell Apex

Abnormalities - EAA) em granjas comerciais no sudeste do Brasil.

Sao Paulo Gl -L1 B 43200 167 0,39%
G2-L1 v 8280 102 1,23%
G3-L1 B 16200 27 0,17%
G4-11 B 35890 889 2,48%
G4-12 v 25200 191 0,76%
Rio de Janeiro G5 - L1 B 6690 64 0,96%
G6-L1 B 6180 16 0,26%
Minas Gerais G7 - L1* v - - -
G7 - L2* B - - -
G8-L1 B 105000 286 0,27%
Espirito Santo  G9 - L1 B 8100 102 1,26%
G9 - L2 v 26640 420 1,58%
G10-L1 B 19500 140 0,72%
G10-L2 B 10165 94 0,92%
G10-L3* B 6322 37 0,59%
MEDIA 317367 2535 0,80%

*Dados nao coletados.

Legenda: B=casca branca; V=casca vermelha.

Feberwee et al. (2009b) no primeiro relato da EAA, descreveram a possibilidade da

ocorréncia de anormalidades em até 25% dos ovos, no entanto, estudos posteriores revelaram
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valores de prevaléncia mais baixos. Aquela encontrada no presente trabalho foi similar a
relatada por Catania et al. (2010), que obtiveram em dois lotes de 0,1% e 1,3% a 1,8% dos
ovos com a doenca. Estes autores ainda estimaram perdas econdmicas por ovos com em
média trés gramas mais leves. Strugnell et al. (2011) estimaram uma prevaléncia de 5% dos
ovos com EAA, um aumento de 10% nas perdas por quebras e ovos rejeitados e queda de 5%
na producdo de ovos. Jeon et al. (2014) observaram uma queda de 7% na producdo de ovos
por aves contaminadas por MS e Santos et al. (2014) estimaram uma queda de 10% a 23% em
um lote produzindo ovos com EAA e coinfec¢do por MS e IBV.

Na comparacdo dos parametros de qualidade obtidos dos ovos normais e com EAA
houve variacdo daqueles que foram diferentes estatisticamente, dependendo do lote analisado.
Dos 15 lotes de ovos analisados, destacam-se as diferencas na forca da casca que diferiu em
13 deles; na espessura do fundo da casca em oito deles; na média de espessura da casca em
sete deles; e na porcentagem de casca em seis dos lotes. Apesar da caracteristica dos ovos
com EAA ser de uma regido bem delimitada e de casca fina no 4pice, houve um maior
nimero de lotes com diferengas entre ovos normais e com EAA quando analisada a regido do
fundo da casca que propriamente o dpice (Tab. 4). Uma possivel explicagdo é que os ovos
afetados, além de mais finos, possuem o dpice rugoso, que pode aumentar artificialmente a
espessura pela irregularidade da casca.

Ao realizar as comparagdes entre as médias de todos os ovos normais e aqueles com
EAA estudados, houve diferenca significativa em quase todos os parametros, com excecao da
cor da gema. Desta forma, apesar de a EAA estar localizada em um ponto especifico da casca
do ovo, influenciou tanto na qualidade externa, quanto interna do ovo. Houve também
diferenca estatistica para o peso dos ovos. A coleta foi direcionada para obten¢do de ovos com
pesos similares, apesar disto houve diferencga significativa entre os ovos normais e com EAA,
ainda assim, provavelmente a diferenca de 1,4% entre os pesos nao influenciou nos demais
parametros analisados (Tab. 4).

Dentre os pardmetros de qualidade estudados, aquele que mais sofreu influéncia da
EAA foi a forca da casca, que teve uma reducao média de 23,1% (Tab. 4). Destaca-se que este
resultado foi obtido pela comparagdo entre ovos com EAA e ovos normais, de lotes com
galinhas que produziram ovos com EAA, por isso, as diferencas poderiam ser maiores se
comparados com ovos normais de lotes ndo produtores de ovos com EAA, como evidenciado
por Feberwee et al. (2009b). Uma reducao similar na forca da casca pela presenca de EAA foi
encontrada por Jeon et al. (2014), com uma reducdo de 22,0% quando comparado a ovos

normais de lotes afetados e de 27,1% quando comparado a ovos de lotes ndao afetados.
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Brandao et al. (2014) verificaram uma reducao de 16,6% no verdo e de 18,8% no inverno
quando analisaram ovos com e sem EAA do mesmo lote e Santos et al. (2014) uma redugdo

na resisténcia de 14,4%.

Tabela 4. Valores médios obtidos para os parametros de qualidade de ovos normais e com
Anormalidades no Apice da Casca de Ovos (Eggshell Apex Abnormalities - EAA) e diferenca

percentual entre as médias.

Tipo do ovo  Diferenga
Normal EAA percentual

Parametro de qualidade

Peso do ovo (g) 61,20b 62,05a 1,4%

Altura do albume (mm) 6,47a  5,96b -7,8%
Unidades Haugh 78,65a 74,67b  -5,1%
Cor da gema 7,10a  6,99a -1,5%
Forga de resisténcia da casa (N) 38,56a 29,64b  -23,1%
Peso da casca (g) 5,76a  5,62b -2,5%
Percentagem de casca 9,4%a 9,1%b -3,9%
Espessura do dpice (mm) 37,6la 36,45b  -3,1%
Espessura da lateral (mm) 38,62a 37.44b  -3,0%
Espessura do fundo (mm) 37,70a 35,95b  -4,6%
Médias das espessuras (mm) 37,98a 36,62b  -3,6%

a,b: Médias com letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa (p<0.05; teste de Mann-Whitney).

Segundo o estudo de Feberwee et al. (2009b), a presenca de EAA ndo afetou a medida
de UH, assim como da altura do albume, apesar das diferencas, talvez pelo pequeno niimero
de amostras analisadas. No presente trabalho a diferenca foi significativa para este parametro,
com reducdo de 5,1% para UH e de 7,8% na altura do albume de ovos com EAA em relacdo
aos ovos normais (Tab. 4). Brandao et al. (2014) também verificaram diferengas entre as
médias de UH de ovos normais e com EAA coletados no periodo do inverno, mas ndo
naqueles coletados no periodo do ver@o.

Assim como neste estudo, Jeon et al. (2014) também encontraram diferenca
significativa em relacdo a espessura média de casca, apesar de bem superior, com redugao
15% contra os 3,6% verificados neste trabalho. Brandao et al. (2014) encontraram diferencgas
significativas para as médias de espessura do dpice da casca nos periodos do verdo e inverno e
para espessura da lateral e média das espessuras no inverno.

A hipétese mais aceita para a ocorréncia de EAA nos ovos, corroborada pelos
trabalhos de Feberwee et al. (2009b) e Jeon et al. (2014), é a de que ha uma alteracdo na

camada mamilar da casca que prejudica a calcificagdo do ovo. No entanto, as alteracdes
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patoldgicas tanto podem ser limitadas a uma regido do oviduto afetando a fisiologia de
formacdo do ovo, causando a EAA, como podem afetar outras regides ou mesmo a galinha,
sistemicamente, determinando alteracdes em outras regides da casca, nela como um todo, ou
mesmo na formagdo do albume. Como no presente trabalho, houve alteracdes tanto na
qualidade externa quanto na qualidade interna, provavelmente a infec¢do por MS afetou toda

a fisiologia de formacdo do ovo.

Conclusoes

Foi possivel determinar a alta ocorréncia de MS pela PCR e pelo ELISA nos plantéis
de poedeiras comerciais, assim como detectar MG pelo isolamento e diferenciar as cepas
vacinais e daquelas de campo.

A ocorréncia de MS e a deteccdo de ovos com EAA nos plantéis de postura comercial
na regido sudeste do Brasil, sugerem a infec¢do disseminada e presenca da alteracdo nos ovos
de plantéis comerciais no sudeste do Brasil, regido de maior volume de producao de ovos.

Ficou demonstrado que a EAA afeta ndo sé o dpice da casca do ovo, mas também os

demais parametros de qualidade externa e de qualidade interna.
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ANEXO 1 — Valores médios obtidos para os pardmetros de qualidade interna de ovos normais e com Anormalidades no Apice da Casca de Ovos

(Eggshell Apex Abnormalities - EAA) e diferenca percentual entre os valores.

Estado G;f?tj: / CCZE Cdaa n Peso do ovo (g) Altura do albume (mm) Cor da gema Unidades Haugh
Normal EAA Normal EAA % Normal EAA % Normal EAA % Normal EAA %
Sao Paulo Gl -L1 B 27 29 62,672  62,80a 0,2% 6,71a  5,67b -15,5% 6,072  6,1la  0,7% 80,52a 72,04b -10,5%
G2-L1 A% 30 29 67,02a  62,25b  -7,1% 738a 593b -19,6% 14,44a 14,082 -2,5% 83,15a 74,45b -10,5%
G3-L1 B 30 28 59,05b  62,80a 6,4% 44la  406la  45% 556a  529a -49% 62,682 62,85a 0,3%
G4-L1 B 30 30 63,092 60,75b -3,7% 597a  5/70a -4,5% 6,79a  598b -12,0% 75,02a 73,232 -2,4%
G4-12 \% 29 30 59,382 619la 4,3% 527a 4,.83a -83% 6,58a 7,06 7,3% 70,45a  64,20a  -8,9%
Rio de Janeiro G5 -L1 B 35 33 6391la 64,7la 1.3% 6,082 6,20a 2,1% 538a  529a -1,7% 75,17a 76,152  1,3%
G6-L1 B 10 10 6426a  6297a -2,0% 756a  7,33a -3,0% 5,152 50la -2,7% 85,62a 84,682 -1,1%
Minas Gerais  G7-L1 v 23 17 62,35a 60,452 -3,0% 6,78a  6,16a -9,2% 739a  736a -0,4% 81,04a 77,15a -4,8%
G7-12 B 25 25 60,31a  62,40a 3,5% 824a 691b -162% 6,74a  6,70a  -0,6% 90,55a  82,17b  -9,3%
G8-L1 B 30 30 61,58a  61,19a -0,6% 733a  6,25b -14,8% 6,20a  5,67b  -85% 84,78a  77,55b  -8,5%
Espirito Santo  G9 - L1 B 30 29 63,732 63,78a  0,1% 6,852 6492 -52% 6,60a 6,59 -0,3% 81,32a 78,692 -3,2%
G9 - L2 v 30 28 59,14a 61,582 4,1% 69la 7,042 2,0% 11,06a 11,332 2,5% 82,12a 82,14a  0,0%
G10-L1 B 26 30 58,62b  63,3la  8,0% 6,10a 5,692 -6,7% 6,38  6,0la -58% 77,38a 72,74a  -6,0%
G10-L2 B 30 29 63,96a 634la -0,9% 6,132 5,50a -10,3% 6,292 598a -5,0% 75,37a  71,16a  -5,6%
G10-L3 B 27 30 62,46a 63,02a 0,9% 5,62a  5,62a 0,0% 6,092 622a 23% 72,44a  72,38a -0,1%
MEDIA 412 407 61,20b  62,05a  1,4% 6,47a  596b -7,8% 7,00a  6,99a -1,5% 78,65a  74,67b  -5,1%

a,b: Médias com letras diferentes na mesma linha, por parametro de qualidade, representam diferenca significativa (p<0.05; teste de Mann-Whitney).

Legenda: B=casca branca; V=casca vermelha.
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ANEXO 2 — Valores médios obtidos para os valores de espessura da casca de ovos normais e com Anormalidades no Apice da Casca de Ovos

(Eggshell Apex Abnormalities - EAA) e diferencga percentual entre os valores.

n

Espessura do Apice (mm)

Espessura da Lateral (mm)

Espessura do Fundo (mm)

Média das Espessuras (mm)

Estado Granja/  Corda
Lote €ascd  Normal EAA Normal ~EAA % Normal ~ EAA % Normal ~EAA % Normal ~EAA %
Sdo Paulo Gl-L1 B 27 29 36,152 30,24b -16,30% 37.89a 33,38  -11,90% 35,11a  3121b -11,10% 36,382 31,61b  -13,10%
G2-L1 \% 30 29 3731a 36,142 -3,10% 39.83a  383la  -3,80% 3821a  35,03b -8,30% 38,452 36,49  -5,10%
G3-L1 B 30 28 4047a  4l11a  1,60% 42472 42,002 -1,10% 38,732 37,39a -3,50% 40,56a 40,172 -1,00%
G4-L1 B 30 30 36,102 34,802 -3,60% 35.66a  35.87a  0,60% 35,14a  35,50a  1,00% 35,63a 3539a  -0,70%
G4-12 v 29 30 38,76a 36,792 -5,10% 3924a  3890a  -0,90% 3931a  36,69b -6,70% 39,10a 37462  -4,20%
Rio de Janeiro G5 - L1 B 35 33 36,692 36,66a -0,10% 38,86a  38,63a  -0,60% 37.17a  37.66a 1,30% 37,57a 37,652  020%
G6 - L1 B 10 10 37,10a 37402 0,80% 36,202 36,20a  0,00% 36,40a  36,20a -0,50% 36,57a  36,60a  0,10%
Minas Gerais ~ G7 - L1 \% 23 17 39.65a  34,72b -12.40% 41,30a  37,22b  -9,90% 3891a 33,28b -14,50% 39.96a  3507b  -12,20%
G7-12 B 25 25 36,48a 3748a 2,70% 3724a  3736a  030% 3724a 37.44a  0,50% 36,992 3743a  120%
G8-Ll B 30 30 35,50a  35.83a 0,90% 36,47a 37,132 1,80% 36,67a 37,37a  1,90% 3621a 36,78  1,60%
Espirito Santo  G9 - L1 B 30 29 38,03a 36,302 -4,60% 40,50a 39,002  -3,70% 40,332 36,37b  -9,80% 39,62a  37,22b  -6,10%
G9-12 \% 30 28 37.83a  3553b -6,10% 38,53a  35.80b  -7,10% 3890a 36,03b -7,40% 3842a 3579  -6,90%
G10-L1 B 26 30 37.92a  3597b -520% 3856a  36,30b  -5,90% 37.84a 35,67b -5,70% 38,11a 3598  -5,60%
G10-12 B 30 29 37,07a 37,032 -0,10% 37,102 36,60a  -1,30% 3697a 3580a -3,20% 37,04a 36482  -1,50%
G10-L3 B 27 30 3848a 37,00a -3,80% 38592  3620a  -6,20% 38,63a 36,13b  -6,50% 38,57a 3644b  -5,50%
MEDIA 412 407 37,61a  3645b -3,10% 38,62a 3744b  -3,00% 37,70a  3595b -4,60% 37,982 36,62b -3,60%

a,b: Médias com letras diferentes na mesma linha, por pardmetro de qualidade, representam diferenca significativa (p<0.05; teste de Mann-Whitney).

Legenda: B=casca branca; V=casca vermelha.
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ANEXO 3 — Valores médios obtidos para os parimetros de forca, peso e percentagem de casca de ovos normais e com Anormalidades no Apice

da Casca de Ovos (Eggshell Apex Abnormalities - EAA) e diferenca percentual entre os valores.

Eetado Granja / Cor da n Forca da casca (N) Peso da casca Percentagem de casca
Lote €a5¢4  Normal — EAA Normal EAA % Normal EAA % Normal EAA %
Sao Paulo Gl-L1 B 27 29 43,52a 21,05b -51,60% 5,76a 5,04b -12,5% 9,2%a 8,0%b -12,60%
G2-L1 v 30 29 33,95a 21,11b -37,80% 6,29a 5,62b -10,6% 9,4%a 9,0%a -3,70%
G3-L1 B 30 28 43,83a 37,17b -15,20% 6,18a 6,33a 2,30% 10,5%a 10,1%b -3,80%
G4-L1 B 30 30 36,40a 34,75a -4,50% 5,67a 5,68a 0,20% 9,0%a 9,3%a 4,10%
G4 -12 v 29 30 41,52a 33,97b -18,20% 6,05a 6,03a -0,30% 10,2%a 9,7%a -4,40%
Er?e(ijri) G5-L1 B 35 33 33,89a 29,36b -13,40% 5,98a 5.97a -0,10% 9,4%a 9,2%a -1,30%
G6 - L1 B 10 10 44,68a 39,33b -12,00% 6,01a 5,88a -2,10% 9,3%a 9,3%a -0,10%
g;?;ss G7-L1 v 23 17 36,32a 30,12a -20,40% 6,21a 5,47b -11,9% 10,0%a 9,0%b -9,10%
G7-12 B 25 25 35,54a 28,10b -20,90% 5.42a 5,57a 2,710% 9,0%a 8,9%a -0,70%
G8-L1 B 30 30 35,31a 26,01b -26,30% 5,43a 527a -3,10% 8,8%a 8,6%a -2,40%
EZE{?O G9-L1 B 30 29 35,42a 27,62b -22,00% 5.81a 5,66a -2,50% 9,8%a 9,2%b -6,40%
G9-12 \% 30 28 42,54a 31,44b -26,10% 5,60a 5,36a -4,30% 8,8%a 8,4%a -4,40%
G10-L1 B 26 30 40,07a 27,63b -31,00% 5,43a 5,50a 1,30% 9,3%a 8,7%b -6,20%
G10-L2 B 30 29 35,63a 27,24b -23,60% 5.61a 5,60a -0,20% 8,8%a 8,8%a 0,70%
G10-L3 B 27 30 38,77a 29,95b -22,80% 5,82a 5,50a -5,50% 9,3%a 8,7%b -6,30%
MEDIA 412 407 38,56a 29,64b -23,1% 5,76a 5,62b -2,50% 9,4%a 9,1%b -3,90%

a,b: Médias com letras diferentes na mesma linha, por parametro de qualidade, representam diferenca significativa (p<0.05; teste de Mann-Whitney).

Legenda: B=casca branca; V=casca vermelha.
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3.4 ARTIGO 4 — Use of 16S-23S rDNA Intergenic Spacer Region sequencing for
characterization and differentiation of chicken trachea and reproductive tract

mycoplasma isolates.
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ABSTRACT

The objective of this study was to identify the species and characterize the genetic relation amongst
mycoplasma isolates from commercial layer hen flocks by 16S-23S rDNA IGSR sequencing.
Mycoplasma isolation was performed on commercial layer flocks of four Brazilian states, Sao Paulo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro and Espirito Santo. Sampling was done in 15 flocks and each flock had
five hens necropsied for trachea and shell gland swabs and ovary fragment collection, with a total of
225 samples. The 16S-23S rDNA IGSR of isolates were amplified by PCR. The consensus of each
isolate obtained were compared to those available using Nucleotide BLAST® to determinate the
mycoplasma species. MG sequences were compared for phylogenetic analyses. Twenty one (10.7%)
isolates were obtained, 11 isolates from trachea, five from the ovary and five from shell gland. The
isolates were recovered from seven different flocks of Sdo Paulo, Rio de Janeiro and Espirito Santo
states. Minas Gerais state did not yield any isolate. Pairwise analysis have shown homologies of 99% to
100% with previously characterized sequences on GenBank®. Non-pathogenic mycoplasmas were
isolated from three flocks, one at Sdo Paulo and two at Rio de Janeiro. All other 11 isolates were
identified as MG, obtained from two flocks of Sdo Paulo and two flocks of Espirito Santo. The 16S-
23S rDNA IGSR sequencing have shown to be a good alternative for identification of Mycoplasma
species isolated from field samples, giving fast and reliable results, at relatively low costs. The results

were also satisfactory for SLST of MG isolates.

KEYWORDS: Mycoplasma gallinaceum, Mycoplasma pullorum, Mycoplasma gallisepticum,

mycoplasmas, sequencing.

INTRODUCTION

Mycoplasma infections are highly prevalent amongst poultry flocks and three species are
considered pathogenic, Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplasma synoviae (MS) e Mycoplasma
meleagridis (MM). Economic losses attributed to mycoplasmosis are due to drop in egg production and
quality, poor hatchability and feed efficiency, high mortality rates and carcass condemnation rates on
slaughter (Kleven, 2003; Nascimento et al., 2005; Nascimento; Pereira, 2009). These microorganisms
have preference for mucous and serous membranes of the birds, causing respiratory, joint and urogenital
pathologies. There are several strains of MG, MS and MM, phenotypic and genotypically different,
which have diverse degrees of pathogenicity, virulence and immunogenicity (Kleven, 2003;

Nascimento et al., 2005). The transmission of mycoplasmas can occur horizontally by aerosols, by
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sexual contact or artificial insemination, by direct contact with contaminated birds and indirect contact
through people, other animals, food, water and equipment; or vertically by egg transmission (Kleven,
2003; Nascimento; Pereira, 2009). In addition to notably pathogenic species, other 20 Mycoplasma
species infects birds. They are regarded as nonpathogenic species; however, some cases have been
reported in which these species caused diseases (Ganapathy et al., 1998; Kleven et al., 1978; Yagihashi
et al., 1993; Moalic et al., 1997; Silva et al., 2014; Gomes, 2013).

Identification of Mycoplasma species with conventional techniques can be very laborious,
demanding use of biochemical and serological tests. Ferguson et al. (2005) have described a method
with high discriminatory power amongst MG isolates by sequencing four regions of the bacteria that
encode surface proteins. Shortly later, Raviv et al. (2007) had similar results by sequencing the 16S-
23S rDNA intergenic spacer region, using it as a single-locus sequence typing (SLST) tool for MG
1solate differentiation in diagnostic cases and epizootiological studies. With the same method, Ramirez
et al. (2008) found that the 16S—23S rDNA intergenic spacer regions (IGSR) of avian mycoplasmas
could be used to differentiate species, since this region of the DNA had a low homology inter-species,
with a maximum (90.5%) and minimum (7.9%) percent of homology. New techniques for DNA
sequencing allows its use in routine tests, with relatively low costs and much faster results, making
16S-23S rDNA IGSR a good alternative for species identification and typing of mycoplasmas
recovered from field samples.

The objective of this study was to identify the species and characterize the genetic relation

amongst mycoplasma isolates from commercial layer hen flocks by 16S-23S rDNA IGSR sequencing.

MATERIAL AND METHODS

The isolation of Mycoplasma was performed on commercial layer flocks of four Brazilian
states, Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro and Espirito Santo. Sampling was done in 15 flocks and
each flock had five hens necropsied for trachea and shell gland swabs and ovary fragment collection,
with a total of 225 samples. Swabs and fragments were processed for mycoplasma culture using
modified Frey broth medium (Frey et al., 1968). Sampling was previously approved by the Ethics
Committee on Use of Animals of the Universidade Federal Fluminense under registry number 199, on
May 17, 2012.

DNA was extracted by phenol-chloroform method from ImL of media that had the color
changed. The 16S-23S rDNA IGSR of isolates were amplified by PCR as described by Ramirez et al.
(2008), using the forward primer 5°-CGT TCT CGG GTC TTG TAC AC-3" and the reverse primer 5°-
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CGC AGG TTT GCA CGT CCT TCA TCG-3". Sequencing was conducted in Funda¢do Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) and was determined for each strand of DNA, using Applied Biosystems 3730x] DNA
Analyzer. The resulting chromatograms were examined and the forward sequence and reverse
complimented sequences of all the isolates were compared to produce a consensus sequence using in
Lasergene SeqMan (Version 7.2.1; DNASTAR, Australia).

The consensus of each isolate obtained were compared to those available using Nucleotide
BLAST® to determinate the mycoplasma species. Reference samples used were from isolates obtained
by Couto (2014) in Minas Gerais state and from other countries available in GenBank® with the
following accession numbers: KJ019166 (UFMG 2011-1); KJ019167 (UFMG 2011-2); KJ019168
(UEMG 2011-3); KJ019169 (UFMG 2012); KJ019170 (MG 70); HQ143383 (MG F USA); JQ770172
(MG S6); KC247865 (MG 6-85); JN935873 (MG PG31); KC247863 (MG USA-R-CK60); and
KC247864 (MG TS-11). IGSR isolate sequences and reference sequences were aligned by Clustal-W
method, and the dendogram was constructed by the neighbour-joining method with 1000-bootstrap

replicates. Phylogenetic analysis were conducted using MEGA version 6 (TAMURA et al., 2013).

RESULTS AND DISCUSSION

From the 225 samples, 21 (10.7%) isolates were obtained, 11 isolates from trachea, five from
the ovary and five from shell gland. The isolates were recovered from seven different flocks of Sao
Paulo, Rio de Janeiro and Espirito Santo states. Minas Gerais state did not yield any isolate (Table 1).

Pairwise analysis carried out to compare nucleotide sequences allowed the species identification
with homologies of 99% to 100% of previously characterized sequences on GenBank®. Non-
pathogenic mycoplasmas were isolated from three flocks, one at Sdo Paulo and two at Rio de Janeiro.
Regarding Flock 2, M. pullorum was isolated from four hens from all sites of sampling, trachea, shell
gland and ovary and M. gallinaceum was found in the shell gland of one bird. From Flocks 4 and 5, the
only mycoplasma isolated was M. gallinaceum. It shows that despite of not being pathogenic, these
species can easily colonize different parts of the hen. Also, it have been shown that the interaction of
M. gallinaceum with MS can exacerbate synovitis (Yagihashi et al., 1993), and was associated to a
higher prevalence of Infectious Coryza (Gomes, 2013). It was also shown that M. pullorum and M.
gallinaceum can act as pathogens (Moalic et al., 1997; Silva et al., 2014), it was not yet studied the
interactions of these species with MG.

All other 11 isolates were identified as MG, obtained from two flocks of Sdo Paulo and two

flocks of Espirito Santo. All the isolates from Espirito Santo flocks clustered together with UFMG2012
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and the reference strain MG F. Samples isolated from Flock 3 were similar to MG S6, but also closely
related to vaccine strain MG 70, which was used in the Flock. The sample isolated from Flock 1 was
similar to vaccine strain MG 6/85, despite the use of MG 70 vaccine strain in this flock (Figure 1). This
could be due to contamination between other flocks that uses this vaccine. Also, isolates from each
state were almost always separated from one another and isolates from the same state were always
together. The Figure 2 shows the nucleotide differences amongst MG isolates from Brazil, vaccine and
reference strains.

The 16S-23S rDNA IGSR sequencing have shown to be a good alternative for identification of
Mycoplasma species isolated from field samples, giving fast and reliable results, at relatively low costs.

The results were also satisfactory for SLST of MG isolates.

REFERENCES

Couto, RM. Caracterizacdo patoldgica e molecular do virus da laringotraqueite infecciosa e diagnostico
diferencial em aves comerciais no estado de Minas Gerais. [Dissertacdo]. Belo Horizonte (MG):

Universidade Federal de Minas Gerais; 2014.

Ferguson NM, Hepp H, Sun S, Ikuta N, Levisohn S, Kleven SH, Garcia M. Use of molecular diversity
of Mycoplasma gallisepticum by gene-targeted sequencing (GTS) and random amplified polymorphic
DNA (RAPD) analysis for epidemiological studies. Microbiology 2005; 151:1883—1893.

Frey ML, Hanson RP, Anderson DP. A medium for the isolation of avian Mycoplasmas. American

Journal of Veterinary Research 1968; 29:2163-2171.

Ganapathy K, Jones RC, Bradbury JM. Pathogenicity of in vivo-passaged Mycoplasma imitans in
turkey poults in single infection and in dual infection with rhinotracheitis virus. Avian Pathology 1998;

27:80-89.

GENBANK. National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine.
Available in: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Gomes AM. Caracterizacdo molecular de Mycoplasma da avicultura industrial dos estados de Minas

Gerais e Espirito Santo. [Tese] Belo Horizonte (MG): Universidade Federal de Minas Gerais; 2013.



74

Kleven SH, Eidson CS, Fletcher OJ. Airsacculitis induced in broilers with a combination of

Mycoplasma gallinarum and respiratory viruses. Avian Diseases 1978, 22:707-716.

Kleven SH. Micoplasmosis. In: Saif YM, Blarnes HJ, Fadly AM, Glisson JR, McDougald LR, Swayne
DE. Diseases of poultry. Ames: Iowa State University Press, 11th, p. 719-21. 2003.

Moalic PY, Kempf I, Gesbert F, Laigret F. Identification of two pathogenic mycoplasmas as strains of

Mycoplasma pullorum. International Journal of Systematic Bacteriology 1997, 47:171-174.

Nascimento ER, Pereira VLA, Nascimento MGF, Barreto ML. Avian mycoplasmosis update. Revista

Brasileira de Ciéncia Avicola 2005, 7(1):1-9.

Nascimento ER, Pereira VLA. Micoplasmoses. IN: Berchieri Jr. A, Silva EN, Di Fabio J, Sesti L,
Zuanaze MAF. Doencgas das aves, Campinas : FACTA, 1104p., 2009, 485-502p.

Ramirez AS, Naylor CJ, Pitcher DG, Bradbury JM. High inter-species and low intra-species variation
in 16S-23S rDNA spacer sequences of pathogenic avian mycoplasmas offers potential use as a

diagnostic tool. Veterinary Microbiology 2008, 128:279-287.

Raviv Z, Callison S, Ferguson-Noel N, Laibinis V, Wooten R, Kleven SH. The Mycoplasma
gallisepticum 16S-23S rRNA Intergenic Spacer Region Sequence as a Novel Tool for Epizootiological
Studies. Avian Diseases 2007, 51(2):555-560.

Silva CC, Brandao MDM, Nascimento ER, Almeida JF, Abreu DLC, Barreto ML, Soares MV,
Machado LS, Pereira VLA. Mycoplasma gallinarum in laying hens with respiratory disease. Revista

Brasileira de Medicina Veterinaria 2014, 36(4):347-350.

Tamura K, Stecher G, Peterson D, Filipski A, Kumar S. MEGAG6: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis version 6.0. Molecular Biology and Evolution 2013, 30:2725-2729.

Yagihashi T, Nunoya T, Otaki Y. Effects of dual infection of chickens with Mycoplasma synoviae and
Mycoplasma gallinaceum or Infectious Bursal Disease virus on infectious synovitis. Japan Journal of

Veterinary Science 1993, 45(4):529-532.



75

Table 1. Flock location where mycoplasmas were isolated, flock identification, number of the hen, site

where the hen was sampled, species name and sample identification.

Flock location Flock Hen ID Site of the Species Sample ID
(State) ID hen sampled
Sao Paulo Flock 1 B Trachea M gallisepticum LSA UFF 001
Flock 2 B Trachea M pullorum LSA UFF 002
Flock 2 B Shell gland M gallinaceum  LSA UFF 003
Flock 2 B Ovary M pullorum LSA UFF 004
Flock 2 C Trachea M pullorum LSA UFF 005
Flock 2 D Trachea M pullorum LSA UFF 006
Flock 2 D Ovary M pullorum LSA UFF 007
Flock 2 E Shell gland M pullorum LSA UFF 008
Flock 2 E Ovary M pullorum LSA UFF 009
Flock 3 A Trachea M gallisepticum LSA UFF 010
Flock 3 D Trachea M gallisepticum LSA UFF 011
Rio de Janeiro Flock 4 D Trachea M gallinaceum  LSA UFF 012
Flock 5 A Trachea M gallinaceum  LSA UFF 013
Flock 5 B Trachea M gallinaceum  LSA UFF 014
Espirito Santo Flock 6 A Shell gland M gallisepticum LSA UFF 015
Flock 6 A Ovary M gallisepticum LSA UFF 016
Flock 6 C Ovary M gallisepticum LSA UFF 017
Flock 6 E Shell gland M gallisepticum LSA UFF 018
Flock 7 A Trachea M gallisepticum LSA UFF 019
Flock 7 B Trachea M gallisepticum  LSA UFF 020
Flock 7 B Shell gland M gallisepticum  LSA UFF 021
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Figure 1. Dendrogram of M. gallisepticum isolates from Brazil, with vaccine and reference strains,

constructed by Clustal-W alignment of IGSR sequences by the neighbour-joining method with 1000-

bootstrap replicates using MEGA 6.0 (http://www.megasoftware.net).
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Figure 2. Representation of differences amongst M. gallisepticum isolates from Brazil, vaccine and reference strains. Positions where nucleotide

differences exist in one sequence are denoted with the ambiguity setter code according to IUB.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel determinar a alta ocorréncia de MS pela PCR e pelo ELISA nos plantéis
de poedeiras comerciais, assim como detectar MG pelo isolamento e diferenciar as cepas
vacinais daquelas de campo.

A ocorréncia de MS e a deteccdo de ovos com EAA nos plantéis de postura comercial
na regido sudeste do Brasil, sugerem a disseminacdo desta infec¢do e da anormalidade nos
ovos de plantéis comerciais no sudeste do Brasil, regido de maior volume de producdo de
OVOsS.

Ficou demonstrado que a EAA afeta ndo s6 o dpice da casca, mas também os demais
parametros de qualidade externa e de qualidade interna dos ovos comerciais.

O sequenciamento da regido do epacgador intergénico 16S-23S rDNA se mostrou uma
boa alternativa para a identificagdo de espécies de Mycoplasma isoladas de amostras de
campo, com resultados rdpidos e confidveis, de custo relativamente baixo.

Os resultados foram também satisfatorios usando a regido do espacador intergénico
16S-23S rDNA como uma ferramenta para tipagem dos isolados de MG pelo sequenciamento

de um tunico locus (single-locus sequence typing — SLST).
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6 ANEXO
6.1 PARECER DO COMITE DE ETICA

Servico Publico Federal
Universidade Federal Fluminense
Pro-Reitoria de Pesquisa, Pds-Graduacgio e Inovacio
Comité de Eticano Uso de Animais

Certificamos que o projeto n° 199, intitulado “Mycoplasma synoviae como
fator de risco no aparecimento de anormalidades no apice da casca de ovos de
galinha na regido Sudeste” sob a orientagdo do Prof*. Di*. Virginia Léo de Almeida
Pereira do Departamento de Saude Coletiva Veterinaria estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagio Animal da SBCAL e obteve a aprovagio do
Comité de Etica no Uso de Animais em 17 de maio de 2012.

Niteroi, 17 de maio de 2012.
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