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RESUMO

A Industria avicola brasileira cresce anualmente e se torna cada vez mais
representativa na producédo e exportacdo dos seus produtos. Os cuidados com a
sanidade avicola tém acompanhado e favorecido essa evolugao, entretanto, agentes
respiratorios que afetam o peso e a qualidade da carcaca, continuam a provocar
grandes prejuizos a avicultura industrial. Na regido sul, sudeste e centro-oeste do
Brasil, a aerossaculite € considerada a principal causa da condenacgao total e parcial
de carcacgas de frangos de corte, e tem sido atribuida as Micoplasmoses, causadas
principalmente pelo Mycoplasma gallisepticum (MG) e/ou em a associacdo com
Escherichia coli (E.coli) patogénica para aves (APEC). Este estudo objetivou
detectar MG e E.coli patogénica pela “Reacdo em Cadeia da Polimerase” (PCR) e
relacionar a positividade para estes agentes com a queda de peso em frangos de
corte provenientes de lotes com condenacéao por aerossaculite na Inspecao Sanitaria
Federal, e comparar como técnicas de coleta para PCR suabe e escarificagcado de
traquéia. Foram estudados 40 lotes de frangos de corte abatidos em um matadouro
avicola sob Inspecéo Sanitaria Federal, localizado no Estado do Rio Grande do Sul.
Foram coletados aleatoriamente trés frangos e obtidos “pools” de trés traquéias em
cada um deles. A cada coleta, reunidas em “pool”, as traquéias foram submetidas a
suabe e escarificacdo para obtengao de material para PCR. O DNA foi extraido pelo
meétodo de fenol-cloroférmio e amplificado com pares de “primers” especificos para
MG e E.coli gene fel A. Dos 40 lotes analisados pela PCR, 37.5% (15/40) foram
positivos para MG e/ou E.coli. Dos positivos, um foi somente para MG; sete somente
para E.coli e sete apresentaram infecgdo mista (MG e E.coli). Houve relagao entre a
positividade para MG e/ou E.coli com a queda de peso. Além disso, ndo houve
diferenca significativa entre os métodos de coleta (suabe e escarificagcdo de
traquéia) na PCR.

Palavras-chave: Frangos de corte, Aerossaculite, Micoplasmas, Escherichia coli,
PCR



ABSTRACT

The Brazilian poultry industry improves annually and is more representative on
production and exportation of their products. Care on health poultry cooperates to
these developments, however, respiratory agents that affect weight and carcass
quality, continue to cause great damage to the poultry industry. In the South,
Southeast and Midwest in Brasil, the airsacculitis is considered the main cause of
total or partial condemnation of broilers carcasses, and it has been attributed to
Mycoplasmosis, mainly due to Mycoplasma gallisepticum (MG) and/or in association
with pathogenic Escherichia coli (E.coli) for poultry (APEC). This study objectives to
detect MG and pathogenic E. coli by "Polymerase Chain Reaction” (PCR) and to
correlate the positivity to these agents to weight losses in condemnated broilers with
airsacculitis by Federal Sanitary Inspection, and to compare by PCR, the swab and
the scrape of trachea as techniques of sampling collection. A total of 40 batches of
slaughtered broilers at a poultry slaughterhouse under Federal Inspection at Rio
Grande do Sul, where there were randomly collected three chickens and obtained a
pool of three tracheas of each. In each pool, the tracheas were subjected to swab
and scrape to obtain material to PCR. DNA was extracted by the method of phenol-
chloroform and amplified with pairs of specific primers for MG and E. coli, gene fel A.
On the 40 batches analyzed by PCR, 37.5% (15/40) were positive for MG and/or
E.coli. On all positives, one was only for MG, seven only for E. coli and seven had
mixed infection (MG and E.coli). There were a positive correlation for MG and/or E.
coli with weight losses. Furthermore, there were no significant difference between the
techniques of swab and scrape of the trachea in the PCR.

Keywords: Broilers, airsacculitis, Mycoplasma, Escherichia coli, PCR



1 INTRODUCAO

Mesmo sob o impacto da crise econbémica que se abateu sobre os cinco
continentes em outubro de 2008, a produ¢do mundial de carne de frango registrou
crescimento de 4,5%, pouco abaixo dos 6,2% registrados em 2007, totalizando 71,2
milhdes de toneladas, segundo dados do United States Department of Agriculture
(USDA) e participacéo préxima de 63,2% nas exportagdes do pais em relagdo as
carnes bovina, suina e de peru, com embarques de 8,4 milhdes de toneladas. O
crescimento de 13,7% no volume de exportagbes mundiais mostra que o setor néo
se deixou abater pela crise.

O Brasil segue como terceiro produtor e maior exportador mundial de carne
de frango e a entrada do produto brasileiro no mercado mundial foi devido a uma
busca constante de evolugdo de qualidade e manutengdo da sanidade avicola. A
presenga continua do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e
das Secretarias de Agricultura dos Estados produtores, bem como a participagéo
ativa do setor privado, permitiu aos plantéis brasileiros alcangar a biosseguridade
desejada. Em funcdo desse grande desenvolvimento no setor avicola, a
preocupacao com os aspectos higiénico-sanitarios dos produtos também evoluiu. Os
mais exigentes mercados mundiais importadores reconhecem os altos padrbes de
qualidade e seguranga sanitaria dos produtos e subprodutos avicolas brasileiros.

A importancia econémica e social da avicultura brasileira estimulou o governo
a elaborar normas que estabelecessem diretrizes para o controle de diversas
doencas das aves visando a melhor aceitagdo de produtos e subprodutos avicolas
no mercado interno e externo. Desta forma, tanto o setor privado como os governos

federal, estadual e municipal demonstraram essa preocupagao, desenvolvendo
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agdes que favoreceram a implantagdo do Programa Nacional de Sanidade Avicola
(PNSA), instituido em 1994 pelo MAPA e da adesdo dos estados ao Plano de
Regionalizagdo. Este ultimo permite que os estados com grande produgao
mantenham-se ativos, exportando continuamente, mesmo na hipotese de surgirem
problemas localizados em regides distantes dos polos de produgao do pais.

Os produtores e os especialistas em sanidade avicola consideram as doencas
respiratorias, como as de maior significado econdmico, por serem as principais
responsaveis por grandes perdas na industria avicola. Segundo os dados do Servigo
de Inspecao Federal (SIF), no ano de 1994 ocorreu uma perda de 34 mil toneladas
de carne de frangos, na fase final de producdo, por problemas respiratorios,
acarretando prejuizo de 30 milhdes de ddlares.

No Brasil, existem relatos do aumento das condenacbes de aves em
matadouros pela presenca de aerossaculite e septicemia, que na sua maioria,
podem ser decorrentes de infecgao pela Escherichia coli (E.coli) de forma simples ou
associadas a outros microrganismos, como o Mycoplasma gallisepticum (MG). No
PNSA, as micoplasmoses sédo consideradas como doencgas prioritarias com vistas ao
controle e/ou erradicagao nos planteis avicolas.

A importancia do MG e E.coli patogénica para aves (APEC) como agente
etiologico de doengas em frangos de corte desperta a preocupacgéo de técnicos e
produtores, assim como diversas empresas ligadas a cadeia produtiva da avicultura
nacional e internacional.

O objetivo do presente estudo foi detectar MG e APEC pela Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) como fator de risco no peso vivo de lotes de frangos de
corte condenados por aerossaculite na Inspeg¢ao Sanitaria Federal. Foram ainda
comparadas as técnicas de coleta com suabe e por escarificacdo de traquéia na

obtencao de material para a PCR.



15

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO E COMERCIALIZAGAO DE CARNE DE FRANGO

No cenario mundial, a carne de frango brasileira encontra-se em posi¢cao de
destaque, colocando o frango como o terceiro produto da pauta agricola de
exportagdes brasileiras. Em termos de qualidade e competitividade, o pais produz o
frango mais barato do mundo e o de melhor qualidade. O agronegocio avicola
brasileiro movimenta em torno de 10 bilhdes de ddlares ao ano, representando 2%
do produto interno bruto (PIB) do pais (MENDES, 2004).

O sucesso da cadeia produtiva de carne de frango brasileira é fruto de um
intenso trabalho de selegcdo e melhoramento genético, da adogdo de modernas
técnicas de manejo e de medidas de biosseguridade (MARTINS; TALAMINI;
NOVAES, 2006). Da mesma forma, o processamento industrial, a inspe¢ao industrial
e sanitaria, os sistemas de transporte e comercializagdo e os mercados atacadista e
varejista sofreram enormes avangos para adequar os produtos avicolas as
exigéncias do mercado (OLIVEIRA, 1995). A avicultura de porte empresarial é
importante para a geragao de renda, emprego e divisas para o pais (FIGUEIREDO,
2009).

O consumo de carne de frango teve um aumento significativo, apesar do
habito do brasileiro de consumir carne bovina. Na verdade foram os planos
econdmicos dos governos os grandes responsaveis pela mudanca desse habito.
Além do custo da carne de frango ter caido em relagdo as outras carnes, ao longo
dos anos, a tecnologia da produgédo foi incrementada, colocando no mercado
produtos como hamburguer, salsicha, linguiga, alméndegas, nuggets e outros

produtos pos processados, que atendem as necessidades de praticidade e
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conveniéncia de consumidores domeésticos e externos. Outros fatores como
0 crescente e acelerado processo de urbanizagdo da populagédo brasileira
permitindo maior acesso da populagdo a alimentos mais ricos em proteinas e a
preferéncia pela carne branca de aves, considerada por seu menor teor de colesterol
e gordura, baixo preco, facilidade de distribuicdo, acondicionamento e exposi¢do nos
pontos de venda também devem ser considerados (MENDES, 2004).

A condigéo de grande produtor e exportador mundial de frango coloca o Brasil
como um competidor no mercado mundial de produtos avicolas, sendo visto como
uma ameacga pelos paises produtores de grdos e de proteina animal, e alvo de
continuos ataques de concorrentes das diferentes areas produtivas (MARTINS,
2001). A alteragéao nos padrdes de qualidade pode representar perdas significativas
no mercado de exportacdo e na imagem mundial de nossa avicultura. Neste
contexto a saude animal € uma das principais barreiras nao tarifarias para o

embargo de nossas exportagdes ao resto do mundo (SESTI, 2001).

2.2 IMPORTANCIA DOS PROBLEMAS RESPIRATORIOS EM FRANGOS DE
CORTE

A principal fungao do sistema respiratorio das aves é a troca gasosa entre o
ar atmosférico e a corrente sanguinea. Este sistema também esta envolvido com a
regulacdo da temperatura corporal e possui caracteristicas em comum com o
sistema respiratério dos mamiferos, entretanto difere em sua anatomia e fisiologia,
principalmente, em relagdo aos sacos aéreos. Os frangos possuem nove sacos
aeéreos de paredes finas que n&o participam da troca gasosa com o0 sangue, mas
que conduzem o ar para os pulmdes e ocupam todos 0s espacos vazios da cavidade
celomatica. Eles participam da inalagado, da manutengao do ar e seu direcionamento
através dos pulmdes, o que os torna mais vulneraveis as particulas inaladas,
inclusive bactérias, que se depositam na sua superficie (FEDDE, 1998; WEEBADDA
et al., 2001).

Quando os sacos aéreos sofrem danos, eles tornam-se espessos,
esbranquicados, com infiltrados de células inflamatérias e exsudato caseoso. Essas

lesbes de sacos aéreos, responsaveis por uma série de prejuizos financeiros no
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setor avicola, podem ocasionar a condenacgao parcial ou total das carcacas pelo SIF
durante o abate (FICKEN, 1996; BRASIL, 1998).

A producgao intensiva no setor avicola cria condicbes que permitem a
ocorréncia e a disseminacdo de doencgas infecciosas no trato respiratério
(MINHARRO et al., 2001). Atualmente, a industria avicola é viavel apenas por meio
da criagdo em alta densidade. Como consequéncia, a qualidade do ar respirado
piora causando lesdo do trato respiratério e criam-se condi¢des ideais para a
instalagdo e a multiplicagado de agentes infecciosos respiratérios (GAMA, 2004).

As industrias avicolas apresentam-se preocupadas com a prevencado das
doencgas das aves, pois este € um aspecto de carater econdmico que se constitui em
ameaca as criacdes modernas. Em especial, as doencas respiratorias e entéricas
sdo reconhecidamente as principais responsaveis por grandes prejuizos financeiros
(DEKICH, 1998). A diminuicdo do ganho de peso, o custo do tratamento, os efeitos
na conversao alimentar, a mortalidade e as condenagdes durante o processamento
influenciam o impacto econdmico das infecgdes respiratérias e, consequentemente,
o custo de producdo de frangos de corte (ROSALES, 1991; MENDES; PATRICIO,
2004).

Os fatores ambientais como a temperatura, a umidade, a poeira e os gases, a
presenca de patdgenos no trato respiratério, as infecgdes por microrganismos
oportunistas e a imunossupressao, associados as caracteristicas genéticas da ave,
influenciam na sua susceptibilidade ou resisténcia as doencgas. As doencgas
respiratorias sao resultados das combinagbes que ocorrem entre estes fatores
(NCRA, 2005). As bactérias patogénicas possuem um papel fundamental nas
doencas respiratérias das aves domésticas, pois atuam como invasoras secundarias
ou podem ser o fator primario responsavel pela doencga respiratoria (GLISSON,
1998).

Na maior parte dos casos, os problemas respiratorios diagnosticados em
frangos de corte ndo envolvem apenas um agente. Diversos patégenos podem estar
implicados com as enfermidades respiratérias em frangos, porém a E.coli participa
com frequéncia de tais enfermidades em associagao ou nao com outras bactérias,
como os micoplasmas. Os virus respiratorios, 0s imunossupressores, os fungos e as
bactérias como a E.coli se inter-relacionam de modo complexo. Até mesmo as
reagdes pods-vacinais contra a Doenca de Newcastle (DN) e a Bronquite Infecciosa

(Bl) tornam os pintos mais susceptiveis as infeccdes secundarias respiratorias,
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principalmente pela E.coli, devido a redugao da atividade mucociliar. Os agentes
imunossupressores, como o virus da Doenga Infecciosa da Bursa (DIB) e as
micotoxinas também facilitam a invasdo do trato respiratério pela E.coli e outros
patégenos (MARTINS, 1991; NASCIMENTO; PEREIRA, 2009; MINHARRO et al.,
2001).

Uma série de doengas nas aves pode ser induzida pela Escherichia coli
patogénica para aves (APEC) como a aerossaculite, a pericardite e a salpingite. A
infeccdo mais comum é a do trato respiratorio seguida por septicemia (JANBEN et
al., 2001).

A aerossaculite € uma lesao freqlientemente associada a micoplasmose e a
colibacilose, embora possa estar presente em outras doencgas respiratorias
(ALENCAR et al., 1998; NASCIMENTO; PEREIRA, 2009). A E.coli é considerada um
dos principais agentes bacterianos da aerossaculite, estando presente em 80% dos
casos, e de quadros septicémicos nas aves (MINHARRO et al., 2001). Neves (2006)
afirma que problemas como aerossaculites causadas por colibaciloses representam
um valor bastante consideravel de prejuizos econémicos que acometem o segmento
avicola do pais como um todo.

A aerossaculite, juntamente com as fraturas e os hematomas, esta entre as
principais causas de condenagdo parcial e total de carcacas (MENDES, 2004). A
perda de peso pelas aves, causada pela aerossaculite, pode ocasionar uma série de
falhas tecnoldgicas durante o abate, como cortes no trato digestivo, pois os
equipamentos na linha de abate ndo se ajustam ao tamanho menor das carcacgas.
Este erro tecnologico leva a um aumento no percentual de contaminagao fecal das
carcagas e, portanto, ha um maior risco de contaminagcdo das mesmas por bactérias
patogénicas (BRANCO, 2004).

2.3 QUALIDADE DA CARNE DE FRANGO

A qualidade geral da carne de frango depende de varios fatores, entre eles o
efeito das doencgas infecciosas. Parte das condenagdes durante o processo de abate
e processamento das aves tem origem no manejo. A identificagao, caracterizacao e
registro de processos patoldgicos dos animais abatidos nos matadouros constituem

fonte de dados para a avaliagcado da condigdo sanitaria das granjas (PINTO, 2003).
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Para garantir a qualidade e confiabilidade dos produtos e subprodutos no
mercado globalizado é necessaria a implementacdo de medidas sanitarias, que
serdo responsaveis por proporcionar ao consumidor um produto final isento de
microrganismos e toxinas prejudiciais a saude (QUEVEDO, 2005).

A inspecao e controle sanitario dos plantéis de aves, bem como de ovos e
carne de aves, sao realizados pela Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA) e pelo
Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA), érgédos do
MAPA. Eles sdo responsaveis pela aplicagdo das normas e regulamento que
compdem a moderna legislagado brasileira de sanidade animal, em total consonéancia
com as normas internacionais de referéncia. As acgbes de governo sao
complementadas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA),
que fornece suporte na pesquisa de modernas praticas de manejo e de novas
tecnologias voltadas ao controle e erradicacao de enfermidades (AVILA, 2006).

Programas de pesquisas na area de sanidade tém sido priorizados para
diminuir as perdas dos produtores e da industria e atender as exigéncias do
mercado internacional (SILVA, 2004). Governo e empresas investem na
implementacdo de programas como as Boas Praticas de Fabricagdao (BPF),
Programa Padrao de Higiene Operacional (PPHO) e na Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC) para garantir a qualidade dos produtos avicolas
(MENDES; MOREIRA, 2003).

Silva (2004) classificou as doengas respiratérias como uma das razbes que
podem comprometer em menor ou maior grau a qualidade da carne de frango, por
serem responsaveis por problemas como aerossaculite, pericardite fibrinosa,
pericardite de aderéncia, pneumonias, salpingite, septicemia, ascite, e caquexia.

Nas aves, as doengas respiratorias comumente afetam os sacos aéreos
devido ao seu posicionamento ventral, sendo que os pulmdes sdao menos afetados,
pela sua extensa vascularizagdo. Os fatores primarios associados a etiologia da
aerossaculite sdo a ma qualidade do ar e a poeira do ambiente juntamente com
outros agentes (HERENDA; FRANCO, 1996).

De acordo com o Regulamento de Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos
de Origem Animal (RIISPOA) e o Técnico de Inspegdo Tecnologica e Higiénico-
Sanitaria de Carne de Aves (BRASIL, 1998) as carcagas de aves com processo
intenso de aerossaculite ou evidéncia de processo sistémico deverdo ser

condenadas totalmente, enquanto as que apresentam um quadro mais discreto
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serao rejeitadas parcialmente apds a remogao e condenagao dos tecidos envolvidos
com a lesdo. As visceras sempre serao condenadas totalmente, em caso de

aerossaculite.

2.4 MICOPLASMOSES AVIARIAS

2.4.1 Caracteristicas Gerais

Os Micoplasmas sao enfermidades causadas pelos menores procariontes
(bactérias) conhecidos, que se assemelham, em tamanho, aos grandes virus (cerca
de 300nm). Esses microrganismos tém predilecdo pelas membranas mucosas e
serosas das aves, onde provocam problemas respiratérios, articulares e urogenitais.
A Doenca Crénica Respiratéria (DCR) das galinhas causada por MG, a Sinuvite
Infecciosa dos Perus causada por Mycoplasma synoviae (MS), a Sinovite Infecciosa
e Aerossaculite das Aves causada por MG e MS, sdo as formas classicas da
infecgdo (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

A palavra micoplasma tem sua origem no grego: mykes, que significa fungos,
e plasma, que diz respeito a forma ou ao molde das células. Ao serem observados
pela primeira vez ao microscopio 6ptico, estes microrganismos foram associados a
pequenos fungos por apresentarem a forma de filamentos. Pertencem a divisdo
Tenericutes e a classe Mollicutes (mollis / macio e cutis / pele), ordem
Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae e género Mycoplasma e diferem das
bactérias convencionais por ndo possuirem parede celular, sendo o seu citoplasma
envolvido somente por uma membrana trilaminar (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).
A auséncia desta estrutura celular evidencia plasticidade em sua morfologia,
dependendo de seu estagio fisiolégico (TIMENETSKY, 2009); além de torna-los
naturalmente resistentes aos antibidticos que atuam impedindo a sintese da parede
celular das bactérias, a exemplo das penicilinas (RAZIN; TULLY, 1995). Apesar da
auséncia de parede celular, podem sobreviver sob forma desidratada por varios
dias, desde que protegidos da luz solar (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009). A
membrana possui também colesterol que estabiliza a fluidez desta nas variacbes
ambientais e geralmente é adicionado ao meio de cultura pelo soro animal. Esses
organismos crescem produzindo colénias em forma de “ovo frito”, e ndo turvam
caldos, mesmo com 10% células/ mL (TIMENETSKY, 2009). Sdo Gram negativos,
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mas se coram pelo Giemsa ou outros corantes similares, possuem a capacidade de
reter o corante de Dienes ao contrario das outras bactérias. Quando cultivados em
meio solido, apresentam colénias que variam de 0,1 a 1,0 mm de didmetro com
crescimento para dentro do Agar, iniciando pela parte central da colbnia.
Apresentam filtrabilidade em presenca de poros de 300 a 450 nm e sao
neutralizados em cultivo por anticorpos especificos, o que permite sua identificagao
por soroneutralizagdo, cujo teste € denominado de Inibicdo de Crescimento ou
Inibicdo de Metabolismo (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009). Os micoplasmas
possuem metabolismo reduzido, pois o genoma varia de 580 (corresponde a 20% do
genoma da E.coli) a 2200 kbp, e, portanto, crescem mais lentamente do que a
maioria das bactérias de interesse humano e animal; a relagdo citosina (C) e
guanina (G) esta entre 23 e 43%, e possuem uma a duas copias de “Ribonucleic
Acid” (RNA) 16S; portanto proteinas, aminoacidos, acidos nucléicos e soro animal
devem ser adicionados para o crescimento do microrganismo. Certas células
infectadas por micoplasmas n&o morrem, mas ficam estressadas, portanto mais
sensiveis a outros agentes infecciosos, fator esse que pode interferir no diagnostico
clinico (TIMENETSKY, 2009).

As bactérias da classe Mollicutes, que compreende distintas ordens, familias,
géneros e aproximadamente 200 espécies definidas, se distribuem entre o homem,
animais, insetos e plantas. As diferentes espécies de micoplasmas apresentam
usualmente uma especificidade em relagédo ao hospedeiro, com algumas excegoes.
Até o momento, foram isoladas e caracterizadas 25 espécies de micoplasmas nas
aves. Em relagdo a capacidade de provocar doencgas, pode ser observada uma
especificidade em relacdo ao hospedeiro. Destacam-se como patdégenos
indiscutiveis e de preocupacgdo para a industria avicola o MG, MS e Mycoplasma
meleagridis (MM), enquanto Mycoplasma iowae (Ml) é considerado um agente
emergente. Todos esses podem causar doengas subclinicas ou aparentes em
galinhas, perus e em outras aves (KLEVEN, 2003). As aves silvestres sao pouco
susceptiveis a contrair a enfermidade e podem atuar como vetores ou transmissores
das micoplasmoses entre as granjas, através do contato direto com as aves de
produgéo ou com a &gua e/ou alimentos (CERDA, 2007).

A transmissao de MG e MS pode ocorrer de forma horizontal mediante o
contato direto com secregcbes respiratorias ou verticalmente pelo oviduto
(NASCIMENTO; PEREIRA, 2009). A disseminacao horizontal da infecgao € em geral
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muito rapida entre as aves de um mesmo galpao alcangando 100% das mesmas em
poucas semanas. A transmissao vertical em aves comerciais € uma das principais
razbes da dificuldade em controlar e erradicar a enfermidade. Normalmente as aves
infectadas e em estado agudo transmitem a sua progénie uma alta concentragao de
micoplasmas, e a taxa de transmissdo pode variar entre 10 e 40%. A porcentagem
minima de transmissao pela via vertical é suficiente para que nas nascedoras e
durante os primeiros dias de vida os micoplasmas se disseminem a todo o lote de
pintinhos. A transmissao pode ocorre durante as primeiras seis a oito semanas
depois da infecgdo quando as aves estdo em producédo, cessar por alguns periodos
e reiniciar-se em qualquer momento conjuntamente com uma situagao de estresse
(CERDA, 2007).

O periodo de incubacdo de MG e MS é similar e depende da viruléncia das
cepas (LOCKABY; HOERR, 1999), da concentragdo das mesmas, dos fatores de
estresse ambiental e do manejo dos lotes de aves (YODER et al., 1977). Geralmente
€ de 11 a 21 dias depois da exposi¢ao pelo contato direto. Em aves infectadas pela
transmissao vertical o periodo de incubagao pode ser mais curto e ja foram relatados

casos de sinuvite em pintinhos com seis dias de idade.

2.4.2 Mycoplasma gallisepticum

O MG causa doencas nas aves domésticas e naquelas de interesse
econdmico, porém ja foi isolado de aves como passaros silvestres com conjuntivite,
indicando capacidade de adaptar-se a outro hospedeiro (LEY et al., 1997). Segundo
classificagao filogenética baseada na sequéncia parcial dos genes conservados do
RNA ribossémico 16S, o MG pertence ao grupo do M.pneumoniae, juntamente com
M.genitalium, M.imitans, M.penetrans, M.iowae (MI) e Ureaplasma urealyticum (VAN
KUPPEVELD et al., 1992).

Os estudos de microscopia eletrénica demonstraram que este microrganismo
€ pleomorfico, com dimensdes variando entre 0,25 e 0,5 ym de diametro e,
apresentando a forma de “garrafa”, “péra” ou “clava”, com estruturas terminais em
forma de bolha ou vesicula (bleb). Essa estrutura tem papel na aderéncia ao tecido

do hospedeiro e na motilidade ou deslizamento (METTIFOGO; BUIM, 2009).
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Os estagios de interagdao entre MG e hospedeiro incluem uma série de
eventos sequenciais: o primeiro contato ndo especifico, a aderéncia especifica aos
receptores, a colonizagdo e os danos subsequentes a célula. A aderéncia do MG as
células epiteliais no trato respiratério do hospedeiro por meio de proteinas de
adesdo é essencial para a colonizagao e infecgdo. Uma vez que os micoplasmas
nao possuem parede celular, eles aderem-se diretamente a membrana da célula do
hospedeiro (METTIFOGO; BUIM, 2009). Os determinantes antigénicos encontram-
se na membrana trilaminar, que serdao capazes de estimular o sistema imune do
hospedeiro, bem como de funcionar como fatores toxicos e mitogénicos
(YAMAMOTO, 1990).

A estrutura terminal é composta por proteinas interativas, denominadas
adesinas, e proteinas acessoérias, permitindo dessa forma a adesdo (METTIFOGO;
BUIM, 2009). A associacao intima proporciona um microambiente, no qual ocorre a
concentracdo de produtos téxicos excretados pelo parasita, como peroxido de
hidrogénio (H.O,) e amobnia, que se acumulam e causam danos aos tecidos do
hospedeiro. Os micoplasmas sdo mais suscetiveis a mutagdes que outras bactérias
(WOESE et al., 1985), e isso pode ser explicado pela deficiéncia no sistema de
reparo do “Deoxyribonucleic Acid” (DNA) desses Mollicutes (GHOSH et al, 1977). A
motilidade, apesar de ser muito lenta, pode ser considerada uma das estratégias
desenvolvidas pelos micoplasmas para alcangar o local especifico no hospedeiro e
replicar-se causando a agao patolégica (METTIFOGO; BUIM, 2009).

As manifestagdes clinicas de MG sao tosse, corrimento, descarga ocular e
nasal, decréscimo no consumo de alimentacdo, retardo de crescimento e lotes
desiguais e queda na produgdo de ovos e mortalidade variavel (NASCIMENTO;
PEREIRA, 2009). As infecgdes por MS sao, na maioria, subclinicas afetando o trato
respiratorio superior. Nas aves adultas reprodutoras, ocorre a forma crénica ou
subclinica com baixo impacto nos indices produtivos. Por outro lado, a progénie
costuma ser muito afetada, com descartes em raz&o de sacos aéreos lesados,
ganho de peso reduzido e indices de conversao alimentar negativos (METTIFOGO;
FERREIRA, 2006).

Em aves jovens, os sintomas podem se manifestar por uma ligeira conjuntivite
e uma quantidade muito pequena de secreg¢ao nasal de natureza serosa. Pode
haver colabamento das palpebras em fungcdo da secrecdo. Ruidos respiratorios

também podem ser ouvidos. As aves diminuem o consumo de ragao, com aumento
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da conversao alimentar (MENDES, 2004). Quando os sacos aéreos sao atingidos e
apresentam depésitos de fibrina, quer pelo envolvimento de outros agentes, como
virus respiratérios da DN, Bl, Influenza, Laringotraqueite e outros ou bactérias (E.coli
e MS), usa-se a denominagdo da DCR Complicada. Entretanto, as infecgbes
inaparentes sdo as mais comuns e mais preocupantes, devido aos prejuizos que
causam (YODER JR.,1991a, 1991b; KLEVEN, 2003; LEY, 2003). Fatores como
baixa temperatura, amoniaco, estresse e associacdo com virus imunodepressores
como o de DIB, Anemia, Reovirus e outros podem também influenciar na severidade
das infeccdes (CERDA, 2007).

2.4.3 Diagnostico da micoplasmose aviaria

O diagndstico clinico desta enfermidade apesar de ser um bom orientador
nao é confirmativo devido a impossibilidade de diferenciar os outros agente virais ou
bacterianos com apresentagao clinica similar. Por este motivo € indispensavel o uso
das técnicas de diagnodstico laboratoriais. Existem importantes diferengas de
sensibilidade e especificidade entre as distintas técnicas pela qual é fundamental
saber interpreta-las e combina-las para se obter um resultado correto (CERDA,
2007).

O diagnostico epidemiolégico em frangos de corte em idade de abate pode
ser realizado por monitoramento soroldgico e/ou etiolégico (cultivo e/ou PCR)
seguindo procedimentos epidemiolégicos de amostragem e periodicidade
recomendados pelo PNSA (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009). No primeiro, a
soroaglutinagcado rapida em placa (SAR), a inibigdo da hemaglutinagdo (HI) e o
“‘Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (ELISA) sédo os testes recomendados pelos
programas sanitarios governamentais para os estabelecimentos avicolas, por serem
baratos e faceis de desenvolver e a sua validade tem sido confirmada
(NASCIMENTO et al., 2005 a; NASCIMENTO et al., 2006). Para o isolamento, o
meio de cultura utilizado é o meio de Frey modificado. Apds o isolamento, a amostra
de micoplasma isolada deve ser submetida as provas bioquimicas e as de
tipificagdo: imunofluorescéncia direta ou indireta de colénias, imunoperoxidase e
inibicao de crescimento e a PCR (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).
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Para o cultivo e/ou PCR coletam-se fragmentos de tecidos lesados,
principalmente sacos aéreos e traquéias, exsudato sinovial e ocular, suabes da
traquéia, sacos aéreos, liquido sinovial e exsudato dos seios nasais
(NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

Os testes baseados em Biologia Molecular como a PCR podem tanto
detectar, quanto tipificar o agente sem a necessidade de um cultivo prévio e por isso
passou a desempenhar um papel de grande importancia no diagndéstico laboratorial
(MADIGAN, 2004). Entre as vantagens do diagnodstico molecular, é possivel citar a
rapidez, a especificidade, a segurancga dos resultados, a possibilidade de deteccao
de agentes de dificil cultivo ou de crescimento muito lento. A utilizacdo de tipagem
molecular, ou genotipagem apresenta também vantagens relacionadas a menor
influéncia de fatores ambientais nas caracteristicas dos agentes. Quando métodos
fenotipicos de tipagem como expressdo de proteinas, producdo de toxinas ou
presenca de antigenos capsulares sao utilizados para caracterizagao de agentes
microbianos, ha risco da ndo-expressédo do gene codificador em fungdo da agéo de
fatores relacionados ao cultivo in vitro. Sob esse aspecto, a caracterizagao
genotipica apresenta menor variabilidade e maior reprodutibilidade que os métodos
fenotipicos tradicionais. A sensibilidade observada na PCR é muito util para a
detecgdo de agentes patogénicos em amostras clinicas de animais assintomaticos
ou em tratamento com antibioticos. Além disso, € possivel detectar um organismo
patogénico antes que este induza uma resposta imunoldgica, ou entdo em
hospedeiros imunocomprometidos, demonstrando também vantagens sobre os
testes sorolégicos (MORENO, 2009).

Diversos trabalhos demonstram a eficiéncia do diagndstico molecular na
deteccdo das micoplasmoses, entretanto em relagdo as micoplasmoses aviarias os
diagnodsticos pela PCR tém sido motivo de discussao, desta forma ainda se faz
necessaria o uso associado das demais técnicas para a deteccdo de lotes de
frangos de corte positivos (BRANTON et al., 2002; BUIM et al., 2008; CARLI et al.,
2003; EVANS et al., 2008; FEBERWEE et al., 2005; GARCIA et al., 2005; HONG et
al.,, 2005; KLEVEN et al., 2004; LYSNYANSKY et al., 2005; NASCIMENTO et al.,
2005b; PANG et al., 2002; PILLAI et al., 2003; RAVIV et al., 2007; SPENCER et al.,
2002; STEINLAGE et al., 2003).
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2.4.4 Prevencao e Controle

Os prejuizos ocasionados pelas infecgdes micoplasmaticas provocaram a
adogao de estratégias de controle. Tornou-se imprescindivel a aquisigdo de aves de
um dia ou ovos férteis livres de MG, MS e/ou MM para os sistemas de engorda,
postura e reproducdo (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

Em sistemas de produgdo de frangos de corte, nos quais as aves de
reposicdo sao livres de micoplasma, basta o criador cumprir as medidas de
biosseguridade preconizadas para avicultura e fazer uso de antibioticoterapia, caso
surjam lotes com micoplasmose. Em sistemas fechados de produgado, onde se tém
aves de reproducdo que geram os pintos de corte utilizados para engorda, pode-se
optar por programas de vacinagdo ou tratamento das matrizes, associados ao
tratamento preventivo dos frangos obtidos de maes infectadas com micoplasma,
desde que este procedimento seja economicamente viavel (KLEVEN, 2003).

O tratamento da infeccdo das aves por micoplasmas com antimicrobianos
diminui o indice de manifestacbes clinicas e consequentemente o risco de
transmissdo transovariana para um nivel inferior a 0,1% (ORTIZ et al., 1995).
Micoplasmas sao resistentes a antibidticos p-lactdmicos que atuam na parede
celular, como a penicilina e a cefalosporina (KLEVEN, 2008), mas sao sensiveis a
tetraciclinas, macrolideos, quinolonas ou tialumin. Procedimentos para o teste da
sensibilidade in vitro dos micoplasmas foram publicados por Hannan (2000). Drogas
que se acumulam em alta concentragcao nas membranas mucosas dos tratos
respiratério e genitourinario, como tialumin e enrofloxacina (NASCIMENTO;
PEREIRA, 2009), sado frequentemente preferidos (STIPKOVITS; KEMPF, 1996). A
enrofloxacina é altamente eficiente na redugao e eliminagao da infeccao respiratéria
por MG, mas tem efeito reduzido sobre a populagdo de MS. O tratamento com
antimicrobianos pode reduzir a populagao de MG no trato respiratério e os sinais
clinicos, desta forma podendo reduzir o risco de disseminacdo da doenga. Em
contrapartida, o uso deste medicamento pode causar erros de diagndstico e nao
elimina o agente, além de poder gerar resisténcia (KLEVEN, 2008).

O diagndstico etiolégico das micoplasmoses € comprometido por estes
antimicrobianos potentes, porque eles bloqueiam ou reduzem a resposta imune e

forcam os micoplasmas a escaparem ou esconderem-se em tecidos infectados,
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tornando-os nao detectaveis por cultura e PCR. Esta situagado pode ser revertida
pela suspensao do tratamento com as drogas (KEMPF, 1991; NASCIMENTO et al.,
1999 a).

A vacinagdo € realizada com o objetivo de reduzir os altos custos dos
tratamentos com antibiéticos e, ao longo do tempo, minimizar as novas infecg¢des.
Existem no mercado dois grupos de vacinas: as inativadas e as atenuadas. As
vacinas inativadas sdo mais seguras por ndo causarem a doenga nas galinhas e em
espécies mais suscetiveis, como os perus (METTIFOGO; FERREIRA, 2006). As
vacinas inativadas para MG, bacterinas, ndo lograram boa aceitagao devido ao alto
custo de produgdo, aplicagdo individual nas aves, baixa antigenicidade e
persisténcia de anticorpos vacinais (METTIFOGO; FERREIRA, 2006), mas
atualmente s&o recomendadas em determinadas situagdes, principalmente pela
inexisténcia de riscos, por ndo serem infecciosas para aves nao vacinadas, nao
dificultarem o diagnéstico micoplasmoldgico e nunca apresentarem problema de
reversdo de patogenicidade (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009). Contra o MG,
existem trés vacinas vivas disponiveis no mercado: a cepa Conn-F (MG-F), ts-11 e
6/85, que apesar de nao evitar a transmissao transovariana podem diminuir a queda
na produc¢ao de ovos.

A vacina viva é aconselhavel para poedeiras e ndo deve ser usada em
reprodutoras por prejudicar o diagndstico e, principalmente, o monitoramento
epidemioldgico (BRASIL, 1994; BRASIL, 2001). A eficiéncia das vacinas vivas reside
no estimulo de respostas imunes de base celular e humoral e como instrumento de
exclusdo competitiva em relacdo a cepas de campo nas granjas avicolas
(NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

Um consistente sistema de monitoramento é essencial para a prevencao de
infeccdo por micoplasma. Para implementacdo do controle da infecgao
micoplasmica, assim como de outras enfermidades aviarias importantes, programas
voluntarios para criadores de aves reprodutoras tém sido desenvolvidos por 6rgaos
governamentais em parceria com a iniciativa privada, a exemplo do National Poultry
Improvement Plan (NPIP) nos EUA e do PNSA em nosso Pais (BRASIL, 1994).
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2.5 COLIBACILOSE

2.5.1 Etiologia

A E.coli € uma enterobacteria pertencente a familia Enterobacteriaceae,
género Escherichia. E um bastonete curto Gram negativo, ndo esporulado,
anaerobios facultativos geralmente s&o moveis pela presenca de flagelos
peritriquios, existindo também cepas imoéveis (FERREIRA; KNOBL, 2009). Nessa
familia encontram-se géneros pertencentes a microbiota do trato intestinal dos
animais e do homem, de forma comensal ou patogénica (DOYLE; CLIVER, 1990;
HOLT et al., 1994).

No género Escherichia sao classificadas cinco espécies: E.coli, E. blattae, E.
fergusonii, E. hermannii e E. vulneris, porém a espécie E.coli € considerada a
especie de importancia do género (CAMPOS; TRABULSI, 1999). Souza (2006) cita
ainda a existéncia das espécies E. adecarboxylata e E. vulneris.

As estirpes diarreiogénicas de E.coli podem ser diferenciadas com base em
dados epidemioldgicos, sinais e sintomas de suas respectivas doencas,
observacdes microscopicas de sua interagdo com células hospedeiras, sorotipos e
marcadores genéticos. Essas estirpes correspondem a seis categorias distintas, ou
patotipos: enterotoxigénica (ETEC), enteropatogénica (EPEC), enterohemorragica
(EHEC), enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC) e difusamente aderente
(DAEC) (SOUZA, 2006). Esses patotipos raramente determinam infecgcbes extra-
intestinais no homem (TRABULSI; TOLEDO, 1991). No entanto essas infec¢des
podem ocorrer se as estirpes de E.coli da microbiota normal do intestino adquirirem

fatores que as capacitem a sobreviver a acao litica do soro (PICARD et al., 1999).

2.5.2 Escherichia coli patogénica para aves

A E.coli patogénica para aves, a APEC, pertence ao grupo das E.coli
patogénicas extra-intestinais. Nas aves causa a colibacilose que pode estar
associada aos quadros de: colisepticemia, peritonite, pneumonia, pleuropneumonia,
aerossaculite, pericardite, celulite, coligranuloma, DCR complicada, onfalite,

salpingite, sindrome da cabecga Inchada, panoftalmia, osteomielite, ooforite e sinovite
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(FERREIRA; KNOBL, 2009). A maior parte dos sorotipos de E.coli isolados de
galinhas é patogéncia somente para aves, ndo causando infeccdo no homem, nem
em outros mamiferos (MENAO et al., 2002).

As cepas pertencentes aos sorogrupos O1, O2 e O78 sdo as principais
responsaveis por doencgas respiratorias e pela celulite aviaria. A distribuicdo e a
freqUéncia dos sorogrupos podem variar devido aos fatores geograficos e temporais
(PEIGHAMBARI et al., 1995; DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999; YANG et al.,
2004).

As aves, durante o seu ciclo de vida, adquirem diferentes cepas de E.coli por
contaminagao vertical ou horizontal. A contaminagao vertical pode ocorrer como
consequéncia de uma salpingite ou durante a postura pela contaminagdo da casca
do ovo. A contaminacao horizontal ocorre por meio do contato com outras aves, com
fezes, com agua ou ragao contaminados e, frequentemente, por via inalatéria (DHO-
MOULIN; FAIRBROTHER, 1999).

A E.coli também pode ser o patégeno primario, embora seja com maior
frequéncia um agente infeccioso secundario em frangos (JEFFREY et al., 2002). Por
ser uma bactéria encontrada, normalmente, na microbiota de aves sadias, a
diferenciagdo das amostras patogénicas das nao patogénicas deve ser feita. A
identificacdo dos fatores de viruléncia das APEC colabora para o conhecimento dos
seus mecanismos de patogenicidade (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999).

As cepas de APEC possuem fatores de viruléncia especificos e sdo capazes
de causar a colibacilose aviaria (CARDOSO et al., 2002; DELICATO et al., 2003). A
adaptacao ao hospedeiro e a viruléncia de alguns patotipos de E.coli sdo atribuidos
a aquisi¢cao horizontal de genes especificos por cepas ndo patogénicas que, entao,
tornam-se patogénicas (DOZOIS et al., 2003).

Varios fatores de viruléncia ja foram identificados na APEC, e as propriedades
bacterianas associadas a essa viruléncia incluem a resisténcia as defesas
imunoldgicas, aderéncia ao trato respiratorio e efeitos citotéxicos (DHO-MOULIN;
FAIRBROTHER, 1999; DELICATO et al., 2003).

Uma das classes de determinantes de viruléncia da E.coli de relevancia sao
os fatores de adesao representados pela presenga de fimbrias, responsaveis pela
aderéncia na mucosa em diferentes estagios da doenga (KUHNERT et al., 2000). Os
fatores de viruléncia e seus genes responsaveis identificados em amostras de E.coli

isoladas de aves, comumente encontrados sado: capacidade de adesao pela fimbria
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P (pap C) e fimbria F11 (fel A), produgdo de colicina (cva C), produgcdo de
aerobactina (iut A), presenca dos antigenos capsulares K1 e K5 (kpsll), resisténcia
sérica (iss), hemaglutinina sensivel a temperatura (tsh) (LA RAGIONE;
WOODWARD, 2002). No estudo de Dozois et al. (1996) 12 em 13 cepas de E.coli
aviarias isoladas de aves com colisepticemia exibiram a sequéncia génica

relacionada com gene fel A codificada na fimbria F11.

2.5.3 Colibacilose na avicultura

As infecgdes causadas por E.coli comumente sdo chamadas de colibacilose.
Mundialmente, é considerada uma das principais doenga da industria avicola
moderna, devido aos grandes prejuizos econdmicos causados (FERREIRA; KNOBL,
2009). A E.coli contribui ndo s6 para a doenga em si, mas também como agente
sinérgico quando associada a outros agentes (EL TAYEB; HANSON, 2002).

Os principais fatores ambientais predisponentes a esta enfermidade sao altas
concentragcbes de amodnia no galpao, deficiéncia na ventilagdo de ambientes
avicolas, extremos de temperatura, umidade da cama, criagcbes com alta densidade
e deficiéncia no processo de desinfeccdo (FERREIRA; KNOBL, 2009).

Nas aves, a colibacilose inicia-se no epitélio traqueal, em contraste com a
maioria das doencas causadas pela E.coli em humanos e outros mamiferos,
afetados inicialmente no epitélio intestinal e urinario (VIDOTTO et al., 1997).

Dependendo de fatores inerentes ao hospedeiro, como “status” imunolégico, a
ocorréncia de alteracbes microscopicas ou lesbdes predisponentes no trato
respiratorio superior e ao agente, como fatores de adesdo ou dose infectante, os
mecanismos de defesa do hospedeiro ndo sdo capazes de bloquear a multiplicagcao
de E.coli e assim favorecer a agdao de cepas de E.coli ndo patogénicas
(POURBAKHSH et al., 1997).

Dentre os principais agentes infecciosos associados a colibacilose avaria
podemos citar: MG, MS, Pasteurella multocida, Avibacterium paragallinarum,
Pneumovirus e virus da Bl (incluindo virus vacinal), da Doenga de Marek e da DN,
da DIB, além da presenga de micotoxinas (aflatoxina) na racdo (FERREIRA;
KNOBL, 2009).
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As doencas respiratorias, frequientes entre as alteragdes causadas pela E.coli,
determinam as aerossaculites, que sao causas constantes de condenagdo em
carcagas de aves. Mas, além das infecgbes do trato respiratorio, outras sao
responsaveis por condenacgdes parciais ou totais das carcacas. Entre os critérios de
condenacao utilizados pelo SIF (BRASIL, 1998), processos inflamatorios
constantemente implicados com a E.coli (artrites, celulites, dermatites e salpingites)
sao listados como causas de condenacdo parcial ou total. Nas lesdes post-mortem
de colibacilose aparecem pericardite fibrinosa, perihepatite fibrosa com aumento do

figado, congestao hepatica e inflamagao dos sacos aéreos (CALDEIRA, 2008).

2.5.4 Diagnostico da colibacilose

Fragmentos ou suabes de 6rgdos acometidos devem ser cultivados em
caldos nutrientes e incubados a 37°C por 24 horas, e em seguida semeados em
meios seletivos. A E.coli cresce bem em Agar Mac Conkey, Agar eosina azul de
metileno (EMB), Agar Hoekten, Agar Verde Brilhante (AVB). Apds o crescimento nos
meios seletivos, selecionam-se trés a cinco colbnias para a identificagdo bioquimica.
Utilizam-se rotineiramente os testes bioquimicos que indiquem a produgao de acido
e gas a partir da glicose. E.coli ndo produz H,S e urease, L-triptofano desaminase,
nao utiliza o citrato como fonte de carbono, mas utiliza a lisina e produz indol. Apés a
identificacdo bacteriolégica, pode-se estabelecer a determinagdo dos sorogrupos
com antisoros especificos que contribuirdo para a determinacdo dos fatores de
viruléncia (FERREIRA; KNOBL, 2009).

As técnicas de PCR e as sondas de DNA tém sido muito uteis na pesquisa de

genes que codificam varios fatores de viruléncia (FERREIRA et al., 2009).

2.5.5 Diferenciacado das cepas de Escherichia coli quanto a patogenicidade

2.5.5.1 Métodos fenotipicos

Nem todas as amostras de E. coli sdo capazes de causar doengas. Assim,
apo6s a caracterizagdo bioquimica da espécie, sua patogenicidade deve ser

caracterizada. A sorotipagem, baseada no reconhecimento dos antigenos de
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superficie, € muito utilizada para a diferenciacdo entre amostras patogénicas e
comensais, e é sustentada pelos antigenos somaticos (O) e os flagelares (H). Os
antigenos O identificam os sorogrupos das amostras, e as combinagdes entre os
antigenos O e H identificam os sorotipos (MENG et al., 2001).

Além da investigagao da estrutura antigénica, a patogenicidade das amostras
desta bactéria também pode ser evidenciada de acordo com seus determinantes
especificos de viruléncia (virotipagem). Esses determinantes concedem a cada
patotipo a capacidade de causar uma sindrome clinica com caracteristicas
epidemioldgicas e patoldgicas tipicas (NATARO; KEPER, 1998). As cepas de E.coli
que causam as enfermidades intestinais sao caracterizadas por fatores de viruléncia
diferentes daqueles encontrados nas enfermidades extraintestinais (ORSKOV;
ORSKOV, 1992).

2.5.5.2 Métodos genéticos

Devido ao consumo de tempo e consideragdes éticas em relagédo ao uso de
animais para experimentagdo, os modelos de caracterizagdo de viruléncia
exemplificados anteriormente tendem a ser substituidos por técnicas mais rapidas e
aceitaveis, como as técnicas moleculares (KUHNERT et al., 2000).

A identificagdo de genes de viruléncia e resisténcia em E.coli pode ser
realizada por técnicas de demonstracdo do DNA bacteriano, através da hibridacao
com sondas genéticas ou amplificagdo de segmentos de DNA, através da PCR. As
sondas genéticas consistem em segmentos especificos de DNA de fita simples que
podem ser utilizados para a pesquisa de sequéncias homodlogas presentes no
genoma de um microganismo. O método de hibridagdo baseia-se na propriedade de
as fitas complementares de acidos nucléicos anelarem-se (hibridarem-se) através do
pareamento de bases complementares, formando moléculas hibridas de fita dupla
(TRABULSI; TOLEDO, 1991).

Na técnica da PCR permite-se a amplificagcdo de um segmento especifico do
genoma do agente, permitindo a obtengao in vitro de varias cépias de determinada
regidao do DNA. Uma variagdo da PCR, a técnica Multiplex PCR, usa multiplos pares
de “primers” dirigidos a varios genes e amplificam fragmentos de tamanhos

diferentes. Permite-se, inclusive, o emprego da Multiplex PCR com “primers”
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direcionados a genes de viruléncia, plasmidiais e cromossémicos (EWERS et al.
2005). Picard et al. (1999) caracterizaram varios determinantes de patogenicidade
de E.coli, considerados relevantes para o estabelecimento de doenga extraintestinal,

através dessa técnica.

2.5.6 Transmissao

E.coli € um microrganismo frequente nos ambientes avicolas. Uma das fontes
de infec¢do para as aves é a agua, que pode se contaminar ainda nos reservatorios,
antes de passarem pelos bebedouros (AMARAL et al., 2001). Outra fonte importante
€ a “cama”, uma vez que a E.coli é eliminada constantemente através das fezes
(ELFADIL et al., 1996). A existéncia de insetos, como o Alphitobius diaperinus,
servindo como vetores mecanicos tém sido relacionados com a contaminacédo das
aves (CHERNAKI-LEFFER et al., 2002). A ma qualidade do ar também pode por em
risco a saude das aves e favorecer a instalacdo de doengas respiratérias pela
presenca de amoénia ou do proprio agente da colibacilose em suspensdo (DAVIS;
MORISHITA, 2005).

A peletizagdo das ragdes, a eliminagao de vetores, a cloragdo da agua, o
controle de agentes concomitantes, como os micoplasmas, e a ventilagdo adequada
dos galpbes sao agdes desejaveis para o controle da colibacilose (BARNES et al.,
2003).

2.5.7 Tratamento e controle

O tratamento de eleicdo contra a colibacilose aviaria inclui a utilizacdo de
diversos antimicrobianos, entre os quais a ampicilina, os nitrofuranos, a gentamicina,
o acido nalidixico, a polimixina B, as fluoroquinolonas e as sulfas (BARNES et al.,
2003).

As principais medidas de controle em criacbes de frangos de corte s&o
melhorias nas condi¢gbes de ventilacdo dos galpdes,da concentracdo de gases de
amoOnia e redugao da poeira em suspensao; desinfecg¢ao; uso de bebedouros do tipo

(Nipple); aumento do intervalo entre lotes; utilizagdo de probidticos e produtos de
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exclusao competitiva e utilizacdo de vacinas inativadas (bacterinas) (FERREIRA;
KNOBL, 2009).



3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado através de um estudo epidemioldgico

observacional transversal.

3.1 AMOSTRAS CLINICAS

Foram coletadas aleatoriamente, na area de pendura trés aves de cada lote,
no total de 40 lotes distintos de frangos de corte abatidos num matadouro avicola
sob Inspecao Sanitaria Federal localizado no Estado do Rio Grande do Sul.

Na sala de necrépsia, foi feita a coleta da traquéia de cada ave selecionada,
totalizando 40 amostras, cada uma constituida por um “pool” de trés traquéias. Cada
amostra foi identificada (Quadro 1), acondicionada em saco plastico estéril e

congelada para o seu transporte.



Quadro 1 Lotes, identificagdo e municipios de origem de

condenados por aerossaculite.

36

frangos de corte

Lote | Identificacdo | Municipios Lote Identificagcdo | Municipios
1 L1 Iraceminha 21 L21 Riqueza
2 L2 Caibi 22 L22 Cunha Pora
3 L3 Iraceminha 23 L23 Flor Sertdo
4 L4 Maravilha 24 L24 Riqueza
5 LS Iraceminha 25 L25 Cunha Pora
6 L6 Iraceminha 26 L26 Mondai
7 L7 Cunha Pora 27 L27 Palmitos
8 L8 Tigrinhos 28 L28 Cunha Pora
9 L9 Tigrinhos 29 L29 Mondai
10 L10 Cunha Pora 30 L30 Palmitos
11 L11 Iraceminha 31 L31 Palmitos
12 L12 Flor Sertéo 32 L32 Palmitos
13 L13 Palmitos 33 L33 Iraceminha
14 L14 Palmitos 34 L34 Mondai
15 L15 Maravilha 35 L35 Cunha Pora
16 L16 Mondai 36 L36 Iraceminha
17 L17 Cunha Pora 37 L37 Tigrinhos
18 L18 Cunhatai 38 L38 Maravilha
19 L19 Mondai 39 L39 Iraceminha
20 L20 Cunha Pora 40 L40 Maravilha

3.2 DIAGNOSTICO

3.2.1 Processamento das amostras

Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense (UFF).

As amostras foram processadas no Laboratério de Epidemiologia Molecular da

No laboratério, antes do processamento de cada amostra, procedeu-se a

desinfecgdo periddica do fluxo laminar e a separagédo de todo o material cirurgico e
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vidraria esterilizados a ser utilizado nesta etapa do estudo. Paralelamente as
amostras de traquéias congeladas foram colocadas em banho de gelo para
descongelamento lento.

No fluxo, “pools” de trés traquéias de cada lote foram colocadas em placa de
Petri estéril e abertas com o auxilio de uma tesoura ponta reta. Em seguida foi feita
em cada traquéia do “pool” um suabe e depois a escarificagdo com o auxilio de
laminas de bisturi. Os “pools” de suabe e de escarificado foram adicionados
respectivamente em dois tubos de rosca com 2,0 mL de “Phosphated Buffered
Saline” (PBS) pH 7,4. De cada tubo foi retirado uma aliquota de 1,0 mL e colocado

em tubo graduado de 1,5 mL para extragdo do DNA.

3.2.2 PCR

3.2.2.1 Extracdo do DNA

A extracdo de DNA foi realizada diretamente das amostras coletadas pelo
suabe e escarificagao da traquéia, sem a realizacado de pré-enriquecimento. Utilizou-
se 0 método de fenol/cloroféormio para MG e E.coli, adaptada de Sambrook et al.
(1989), em capela de exaustdo. Na sala de extragdo, cada tubo graduado contendo
as amostras foi homogeneizado por cinco segundos e em seguida centrifugado
(ALC-PK 121R-Annita IIR-Processing & Control Interface) por 20 minutos a 13.500
rotagdes por minuto (rpm) a 10°C. De cada tubo foi retirado o sobrenadante e ao
sedimento de aproximadamente 40 uL foi adicionado de 400 pL de TE dextrose
(ANEXO 8.1), 30 yL de solugdo aquosa de Proteinase K (240ug /mL) e 30 pL de
solugdo de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10% (ANEXO 8.2). Essa reagéo
realizou-se por 30 minutos em bloco térmico (QUIMIS) a 50°C e em seguida parada
em banho de gelo por cinco minutos. O DNA de cada amostra foi extraido pela
adicado de 500 pL de fenol ao tubo com os reagentes, homogeneizando por inverséo
por 15 minutos e depois centrifugando o material por 30 minutos a 13.500 rpm a
10°C. Apds a centrifugacao, retirou-se o sobrenadante e descartou em novo tubo
graduado, onde se adicionou 0 mesmo volume de cloroférmio. Homogeneizou-se
suavemente por trés minutos e o material centrifugado nas mesmas condigdes

anteriores. Depois se retirou o sobrenadante e adicionou-se em novos tubos
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contendo 1mL de alcool etilico. O DNA precipitado em alcool etilico “overnight” foi
centrifugado por 20 minutos a 13.500 rpm, a 10°C. O sedimento foi ressuspendido

em 100 pL de tampéo TE (anexo 8.3) e estocado a -20°C até o seu uso na PCR.

3.2.22PCR

A reacado de PCR para MG foi realizada nas seguintes condi¢bes: 56 pL de
agua ultrapura (Milli-Q), 10 yL de Tampao PCR 10X, 8 uL de MgCl, (25mM), 5 yL de
dNTP mix (0,25 mM de cada), 2 yL de cada “primer’ (100 pmol), 2 uL de Taq
Polimerase (2,5U/uL) e 15 pyL do DNA extraido, obtendo-se um volume final de 100
ML. Foi utilizado o par de “primer” especifico obtido da porgéo interna do fragmento
de 732 pb de DNA de MG que produzem “amplicons” de 481 pb denominado MG-
PCR/481 conforme Nascimento et al.(2005b) e as condi¢gbes de amplificagdo para
MG foram feitas conforme Buim et al. (2009) (Quadro 2). Como controle positivo
utilizou-se a cepa padrao “American Type Culture Collection” (ATTCC) de MG.

Para E. coli patogénica (APEC) gene fel A, a reacao foi feita nas seguintes
condigbes: 12,75 pyL de agua ultrapura (Milli-Q), 2,5 yL de Tampéo PCR 10X, 1,25
ML de MgCl; (25 mM), 1,25 yL de dNTP mix (0,25 mM de cada), 1 pyL de cada
“primer”, 0,25 yL de Taq Polimerase (2,5U/uL) e 5 pyL do DNA extraido, obtendo-se
um volume final de 25 L. O par de “primer” especifico para gene fel A de E.coli e as
condigdes da reagao se basearam em Rocha et al.(2008) (Quadro 2). Como controle
positivo utilizou-se amostra de E.coli fornecida pelo Dr° Silvio Luis da Silveira Rocha
do Centro de Diagnéstico e Pesquisa em Patologia Aviaria da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul.
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Quadro 2 Sequéncia dos “primers”, tamanho dos fragmentos amplificados (pares de
base/pb) e condi¢des usadas na PCR para detec¢cdo de Mycoplasma gallisepticum
e gene fel A de Escherichia coli.

SEQUENCIA DOS “PRIMERS” TAMANHO CONDICOES
(5-3) FRAGMENTO PCR*

MG-1 CGT GGATATCTT
5 min 94°C / 35 ciclos
TAG TTC CAG CTGC (1 min 94°C, 1 min

MG-2 | GTA GCA AGT TAT 481 pb 55°C e 2 min 72°C) /
H 0
AAT TTC CAG GCA T 10 min 72°C

Fel A-1 GGC AGT GGT GTC
5 min 94°C / 35 ciclos

TTTTGG TG o & .
(1 min 94°C, 1 min
Fel A-2 | GGC CCA GTA AAA 270 pb 63°C e 2 min 72°C) /
H (o]
GAT AAT TGA ACC 10 min 72°C

* Reagao feita em termociclador PTC-100 (PELTIER-EFFECT CYCLING-MJ Reasearch, Inc.).

3.2.2.3 Eletroforese em Gel de Agarose 1,5%

Terminada a reagcdo de amplificagdo, homogeneizou-se 10 pyL de cada
amostra com 2 pL de tampao de arrasto (ANEXO 8.4), aplicou-se em gel de agarose
a 1,5% (ANEXO 8.5) submerso em Tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X (ANEXO
8.6) e por fim submeteu-se a eletroforese (MODEL 250-Life Technologies/Gibco BRL

Electrophoresis Power Supply) em condigdes baseadas em Sambrook et al. (1989).

3.2.2.4 Visualizagao dos “amplicons” no gel

Apds a corrida eletroforética, corou-se o gel em brometo de etidio (ANEXO
8.7) e a procedeu-se a visualizagdo dos “amplicons”, sob luz ultravioleta em

transiluminador (EB-20E-Ultra-Lum, Inc.Carson, California).

3.2.3 Analise Estatistica

Nos estudos analiticos foram utilizados os seguintes testes estatisticos
(THRUSFIELD, 2003):



40

- Teste de Qui-quadrado para avaliar a influéncia do método de coleta na
positividade para PCR.

- Analise de Regressao Logistica Simples para verificar se o peso vivo das aves é
preditivo da positividade na PCR.



4 RESULTADOS

Dos 40 lotes analisados pela PCR, 37,5% (15/40) foram positivos para MG
el/ou E.coli, sendo que em sete deles houve infeccédo mista (MG e E.coli). Um lote foi
positivo somente para MG pelo aparecimento de “amplicon” de 481 pares de base
(pb) (Figura 1) e sete foram positivos somente para E.coli, com “amplicons”

esperados de 270 pb caracteristicos de gene fel A (Figuras 2 e 3).

M L18e L20s L20e L21e L22e L23s L23e L24s L27s L31s C+

|

500pb - S G W W = . - - o 481pb

| —
1 —
- .
-
-
e
| —

Figura 1. Gel de agarose com os “amplicons” de 481 pb referentes aos lotes
L19, L20, L21, L22, L23, L24, L27, L31 positivos para MG pela PCR. M -
Marcador de DNA de 100pb, L - lote; e - escarificado; s - suabe; C+ - controle
positivo.
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Figura 2. Gel de agarose com o lote L20 positivo e lotes L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7,
L8, L9, L10, L11, L12, L13, L14, L15, L16, L17, L18, L19 negativos na PCR para o
gene fel A. M - Marcador de DNA de 100pb, L - lote; e - escarificado; s - suabe; C+ -
controle positivo.

"270pb

Y

Y g Snsesen

L§27 35 L34 L35 L36 M L37 L38 139 L40 c+
s e s e s e

s e e s e 's w e w® s e

Figura 3. Gel de agarose com os lotes L21, L22, L23, L24, L25, L26, L27, L28, L29,
L30, L31, L36, L37 positivos e L32, L33, L34, L35, L38, L39, L40 negativos na PCR
para o gene fel A. M Marcador de DNA de 100pb, L - lote; e - escarificado; s - suabe;
C+ - controle positivo.
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Em todos os lotes estudados observou-se uma taxa de condenagao por
aerossaculite, variando de 0,0179 a 0,9435 % (Tabela 1 e 2).

A amplitude de variagdo dos pesos foi de 2,58 a 3,26. Da relagdo entre
positividade na PCR para MG e/ou E.coli com peso vivo das aves obteve-se pela
Regresséao Logistica Simples a equagao Logit Pi= 15,8761 — (5,7 x X1), significando
que a positividade esta relacionada com a queda de peso (p<0,05). O risco dos lotes
positivos na PCR apresentarem peso meédio baixo foi de 0,33%. “Odds ratio” =
0,0033 (0,33%) (IC = 0,00 - 0,59) (Tabela 1 e 2).

Tabela 1 Lotes negativos na PCR, niumero de aves abatidas, numero e percentual
de condenagdes por aerossaculite, peso médio.

Condenacgdes por

Lotes (L) N° total de aves aerossaculite Peso médio*

(N°) (%) (Kg)
L1 8.456 09 0,1064 3,10
L2 8.434 56 0,6640 2,95
L3 11.656 34 0,2917 3,11
L4 11.112 07 0,0630 3,26
L5 11.465 12 0,1047 3,16
L6 11.456 09 0,0786 3,23
L7 11.196 38 0,3394 3,10
L8 11.568 15 0,1297 3,02
L9 14.535 16 0,1101 2,97
L10 9.568 04 0,0418 2,73
L11 6.366 19 0,2985 2,77
L12 12.536 41 0,3271 2,95
L13 11.662 14 0,1200 3,04
L14 11.688 06 0,0513 3,04
L15 11.520 08 0,0694 3,09
L16 13.800 57 0,4130 2,82
L17 11.661 83 0,7118 2,58
L18 9.221 87 0,9435 2,76
32 5.728 25 0,4365 2,89
L33 5.792 10 0,1727 2,81
L34 11.598 05 0,0431 2,75
L35 11.480 18 0,1568 2,83
38 11.504 49 0,4259 2,83
39 11.634 38 0,3266 2,81
L40 11.560 04 0,0346 2,86

TOTAL 267.196 664 6,4602

*Regressao Logistica Simples e “Odds ratio” realizados pela analise do peso médio e dos resultados
na PCR
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Tabela 2 Lotes positivos na PCR, numero de aves abatidas, numero e percentual de
condenacdes por aerossaculite, peso médio.

Lotes N° total Condenacdes por Peso Resultados PCR*
(L) de aves aerossaculite meédio* MG E.coli MG +
(N°) (%) (K9) E.coli
L19 11.112 29 0,2610 294 Pos. Neg. Neg.
L20 5.774 12 0,2078 2,64 Neg. Neg. Pos.
L21 13.749 15 0,1091 296 Neg. Neg. Pos.
L22 11.579 13 0,1123 2,76 Neg. Neg. Pos.
L23 14.068 15 0,1066 2,85 Neg. Neg. Pos.
L24 11.577 26 0,2246 290 Neg. Neg. Pos.
L25 5.696 01 0,0176 284 Neg. Pos. Neg.
L26 11.368 16 0,1407 2,87 Neg. Pos. Neg.
L27 11.676 09 0,0771 2,78 Neg. Neg. Pos.
L28 11.552 05 0,0433 2,74 Neg. Pos. Neg.
L29 11.392 22 0,1931 295 Neg. Pos. Neg.
L30 5.728 07 0,1222 288 Neg. Pos. Neg.
L31 14.507 82 0,5652 2,77 Neg. Neg. Pos.
L36 14.328 35 0,2443 2,79 Neg. Pos. Neg.
L37 8.584 24 0,2796 260 Neg. Pos. Neg.
TOTAL 162.690 311 2,7045

*Regressao Logistica Simples e “Odds ratio” realizados pela analise do peso médio e dos resultados

na PCR

Tabela 3 Estatistica descritiva do peso médio dos lotes de frangos de corte

Valores numéricos

Maximo 3,2600
Minimo 2,5800
Mediana 2,8650

Média 2,8932
Variancia 0,0260
Coeficiente de variagao 5,5700
Desvio padrao 0,1612

Pela analise do teste de Qui-Quadrado, comparando-se a coleta de material

por suabe e pela escarificacdo de traquéia para PCR (MG e gene fel A de E.coli)

obteve-se um p>0,05, portanto ndo existindo diferenga significativa entre as duas

técnicas (Tabela 4 € 5).
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Tabela 4 Positivos e negativos para MG por suabe e escarificagdo como técnicas de
coleta*

Técnicas de PCR MG
coleta POSITIVO NEGATIVO TOTAL
suabe 05 35 40
escarificado 05 35 40
TOTAL 10 70 80

*Qui-quadrado, 1C=95%, (p>0,05)

Tabela 5 Positivos e negativos para E.coli gene fel A por suabe e escarificagdo como
técnicas de coleta*

Técnicas de PCR E.coli gene fel A
coleta POSITIVO NEGATIVO TOTAL
suabe 13 27 40
escarificado 11 29 40
TOTAL 24 56 80

*Qui-quadrado, IC=95%, (p>0,05)



46

5 DISCUSSAO

A escolha da PCR como método nesse estudo deveu-se a possibilidade de
obtencao eficiente de resultados com rapidez e especificidade, permitindo uma
tomada de decisbes em relacdo as medidas sanitarias a serem adotadas na
empresa e na industria. Segundo Callison et al (2006), esta técnica apresenta uma
sensibilidade analitica equivalente ou até mesmo superior a outras provas
diagnosticas. Como houve casos de condenagao por aerossaculite, era esperada a
presenca nas aves de MG e/ou E.coli dentre outros agentes respiratorios, o que foi
confirmado pela PCR. O presente estudo demonstrou que o par de “primers”
utilizado foi uma boa opgao para o diagndstico molecular da infeccédo por MG pela
sua elevada sensibilidade. A sensibilidade do par de “primer” MG-PCR/481
corrobora com os resultados de Nascimento et al. (2005b) que ao compararem a
eficacia do “primer” MG-PCR/481 com o MG-PCR/732, obtiveram um logaritmo mais
sensivel em relagado ao segundo na detecgdo de MG nos espécimes testados. Além
disso, os mesmos autores, demonstraram que ao realizar a coleta com o suabe de
traquéia, o MG-PCR/481 amplificou o fragmento de DNA esperado em 70% (7/10)
das aves testadas, ao contrario deste estudo em que a técnica nao interferiu no
resultado.

A presenca do gene fel A de E.coli nos isolados de frangos de corte no
presente estudo, é fato que merece ser considerado de grande importancia, pois
pode comprometer a saude das aves, por ser considerado um marcador de
patogenicidade. Segundo Gyimah e Panigrahy (1988) e Eisenstein (1987), o gene
fel A é um dos fatores relacionados com a aderéncia, permitindo assim a interagao
entre as bactérias e as células do hospedeiro. Sua especificidade para receptores

das células do hospedeiro capacita as bactérias a superacao dos mecanismos
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fisioldgicos de defesa, permitindo a colonizagdo e multiplicagdo com ou sem invasao
subsequente.

A deteccdo do gene fel A de E.coli no presente estudo esta de acordo com os
resultados de Rocha et al (2008) que detectaram em 61 cepas de E. coli, isoladas de
frangos de corte com problemas respiratérios, testadas por PCR utilizando o mesmo
par de “primers” utilizado neste estudo, os seguintes resultados para os genes
fimbriais: fel A em 39,3% das amostras testadas e pap C em 24,3%. Pourbakhsh et
al. (1997) sugeriram em seus estudos que a fimbria P pode estar envolvida na
colonizagao de érgaos sistémicos, com subsequente septicemia, em desacordo com
Dozois et al (1995) que encontraram como resultados que as traquéias de aves nao
apresentam receptores para a fimbria P.

A infeccdo associada de micoplasma e E.coli deste trabalho encontra
respaldo em estudos prévios. A participagdo da E.coli, em infecgbes simples ou
associadas as infecgdes respiratorias por MG foi relatada no estudo de Yang-Rende
et al. (1996), no qual a E.coli estava associada em 37% dos casos a Mycoplasma
spp.. Linzitto e Menendez (1996) mostraram a importancia econémica e sanitaria da
presenca destes microorganismos nas exploragdes avicolas intensivas na Argentina.
Em 66,6 % das lesbes de traquéia, seios nasais e pulmdes foram isoladas bactérias
do género Mycoplasma e 33,3 % E.coli.

Aerossaculite sem a presenca de MG e/ou E.coli ndo descarta a possibilidade
de envolvimento por outros agentes respiratérios, portanto uma analise mais
apurada englobando varios agentes seria ideal. O estudo realizado por Yang-Rende
et al. (1996), demonstrou que a E.coli estava associada em 37% dos casos a
presenca de Mycoplasma spp., DN e a Bl.

A presencga de aerossaculite neste estudo esta de acordo com Minharro et al
(1999), Assis et al. (2003) e Branco (2004), que apontaram a aerossaculite como
uma das principais causas de condenagdes de carcagas em matadouros brasileiros.
Linzitto e Menéndez (1996) observaram um porcentual maior para as lesbes por
Mycoplasma spp., quando comparadas aquelas ocasionadas por E.coli, ao contrario
dos resultados do presente trabalho, em que foi observado um maior niumero de
lotes acometidos por E.coli. Minharro et al. (2001), estudando causas de
condenagado em frangos no estado de Goias, observaram a presenca de E.coli por
cultivo e identificacédo em 80,64% (25/31) dos galpdes estudados e de MG por PCR
em 32,25% (10/31) sendo que em 38,7% (12/31) dos lotes a associagédo de
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microrganismos foi encontrada e destes, 12,9% (4/31) eram MG e E.coli. O presente
estudo concorda com a maior freqiéncia de deteccdo de E.coli em relagdo ao MG,
por outro lado, houve mais casos de associagédo destes dois agentes que no estudo
de Minharro et al. (2001).

Os resultados vao ao encontro aos de Rosales (1991), Minharro et al. (2001)
e Neves (2006), nos quais problemas como aerossaculites associadas a colibacilose
representaram prejuizos econdmicos. A presenca de MG e/ou E.coli patogénica
pode induzir a redugcao de peso das aves, causando desuniformidade das aves por
lotes com prejuizos ocasionados tanto na granja quanto no matadouro na linha de
abate, como relatado por Russel (2003) e Branco (2004). Tais afirmativas estdo de
acordo com o trabalho, ja que foi encontrada uma diferenga estatistica significativa
entre a positividade para a presenga dos dois agentes e o peso vivo dos frangos
estudados.

No presente estudo, as técnicas de coleta de material propostas néao
influenciaram os resultados da PCR, corroborando com os resultados de Toledo et
al. (2009) que compararam as mesmas técnicas em 60 aves para detec¢do de MG e
MS.



6 CONCLUSAO

e Lotes de frangos de corte condenados por aerossaculite foram positivos para
MG e gene fel A de E.coli pela PCR;

e O par de “primers” MG-PCR/481 foi capaz de detectar somente MG em lotes
de frangos de corte com condenagdes por aerossaculite;

e A positividade para MG e/ou E.coli em lotes de frangos de corte condenados
por aerossaculite pode interferir no peso vivo das aves;

e Os métodos de coleta com o auxilio de suabe e por escarificagdo da traquéia

apresentaram eficacia semelhante na deteccdo de MG e/ou E.coli por PCR.
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8 ANEXOS

8.1 TAMPAO TE DEXTROSE
Tampao TE pH 7,6 20,0mL
Dextrose 2,09

8.2 SOLUCAO DE SODIO DODECIL SULFATO (SDS) 10%

SDS 20,0g
Agua destilada 150,0mL

Ajustar o pH para 7,2 com HCI concentrado.

8.3 TAMPAO TRIS-EDTA (TE) pH 7,6

Tris 0,211g (10mM)
Agua destilada 400,0mL

Ajustar o pH para 7,6 com HCI concentrado.

EDTA 0,3622g (1mM)
Agua destilada 400,0mL
Ajustar o pH para 8,0 com NaOH sdlido.

Unir as duas solugdes, completando com agua destilada gsp 1000 mL.

8.4 TAMPAO DE ARRASTO

Azul de bromofenol 0,25mL
Sucrose 40,09
Agua destilada 100,0mL
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Armazenar a 4°C.

8.5 GEL DE AGAROSE 1,5%

Agarose Ultra Pura 3,759

Agua destilada 22mL

Levar esta solugdo ao microondas até derreter todo o Agar.
Adicionar 25,0 mL de Tampé&o Tris-borato-EDTA 5X (TBE).

8.6 TAMPAO TRIS-BORATO-EDTA 0,5X (TBE)
Tris base 54,09

Acido bérico 27,59

EDTA 0,5M (pH 8,0) 20,0mL

Agua destilada q.s.p 1000,0 mL

8.7 SOLUCAO DE BROMETO DE ETIDIO 5ug/mL
Brometo de etidio (10mg/mL)  100uL
Agua destilada q.s.p. 200mL



