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RESUMO

A avicultura brasileira é considerada a maior do mundo em exportacdo e a terceira em
producdo de carne de frango. Os avangos no manejo, genética e biosseguridade contribuiram
para 0 aumento da produtividade no setor avicola, mas a acentuada produgdo elevou o risco
de disseminacdo de doengas respiratdrias, como as micoplasmoses aviarias e a Bronquite
Infecciosa das Galinhas. Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplasma synoviae (MS) e
Mycoplasma meleagridis (MM) sdo patdgenos indiscutiveis e de preocupacao para a Industria
Auvicola, entretanto M. gallinarum (MGA) tem sido considerado comensal. O objetivo deste
estudo foi avaliar a qualidade de frangos de corte infectados com cepa autoctone de MGA
isoladamente ou em combinagdo com o virus vacinal (cepa H120) da Bronquite Infecciosa das
Galinhas (BIG). Foram criados 96 pintos de corte desde um dia de idade da linhagem Cobb,
livres de micoplasmas. Foram utilizados quatro grupos de 24 frangos, mantidos em unidades
isoladoras: Grupo 1 (G1), ndo infectados, nem vacinados; Grupo 2 (G2), infectados com cepa
autoctone de MGA; Grupo 3 (G3), vacinados contra BIG com vacina comercial cepa H120
(Bio-bronk-vet®, Biovet,SP), Grupo 4 (G4), infectados com cepa autéctone de MGA e
vacinados contra BIG. A infecgdo por MGA foi monitorada pela PCR e a vacinagio contra
BIG, confirmada pela RT-PCR. Foi feito o registro do consumo de racdo pelo periodo do
experimento. Semanalmente foram retirados aleatoriamente quatro frangos de cada grupo,
pesados individualmente e submetidos a coleta de sangue e a necropsia para a obtencdo de
amostras para analises laboratoriais. Foram coletados fragmentos de traqueia, pulmé&o, sacos
aéreos, figado, coracdo, musculatura do peito, rins e trato digestivo, acondicionados em
formol a 10% para histopatologia. As amostras de raspado de traqueias foram reunidas em
“pools” por grupo e submetidas & deteccdo de MGA, MG, MS por isolamento e pela PCR e
de virus da BIG pela RT-PCR. As amostras de soros, obtidas a partir do sangue, foram
submetidas ao ELISA para MG, MS e BIG. O ganho de peso diario foi calculado a partir do
peso médio obtido dividido pelo nimero de dias de idade dos frangos. O consumo de racdo
entre os grupos estudados foi similar até aos 42 dias de idade. As diferencas para peso médio
final e ganho de peso entre os grupos estudados ndo foram significativas (ANOVA, p>0,05).
Todas as amostras foram negativas para micoplasmas ao isolamento. A PCR todas as
amostras analisadas foram negativas para MG e MS. Ja& para MGA as amostras foram
positivas em G2 (no 35° dia de idade) e em G4 (14°, 35°, e 42° dias de idade) e negativas, em
G1 e G3. A RT-PCR, as amostras foram positivas nos grupos vacinados contra BIG, em G3
no sétimo e no 42° dia de idade e em G4, no sétimo, 14°, 35° e 42° dias de idade. Ao ELISA,
todos os grupos foram negativos para MG e MS e para BIG obtiveram titulos nas analises de
primeiro dia, creditados a anticorpos maternos, decrescendo no sétimo dia e negativos a partir
do 14° dia de idade em todos os grupos. A necropsia, em G1 e G3 ndo foram observadas
lesbes dignas de nota. Nos demais grupos foram observados ascite, exsudato catarral na
traqueia, aerossaculite, hidropericardio, pneumonia, sinovite, e miopatia peitoral em numero
variavel de aves entre os grupos e de acordo com as idades estudadas. As diferencas nas
frequéncias de lesbes macroscopicas entre os grupos foram significativas (Teste Mann-
Whitney, p<0,05). Ao exame histopatoldgico, nas aves de G2, foi observada pneumonia, com
nodulos multiplos peribronquiais de caracteristica linfoide e didmetros variaveis e em G4,
foram observados miodegenera¢do vacuolar acompanhada de atrofia e necrose muscular do
peito e reagdo inflamatoria focal associada a necrose no pulméo. O MGA isoladamente ndo se
mostrou capaz de provocar doenga aparente nos frangos de corte infectados, embora tivesse
produzido lesdes pulmonares na etapa final de criacdo e quando associado a vacina contra a
BIG houve o aparecimento de lesdes passiveis de condenagdo que podem comprometer a
qualidade dos frangos de corte ao abate.

Palavras chave: Micoplasmas, frango de corte, Histopatologia



ABSTRACT

Brazil is the world's largest exporter and third largest producer of poultry meat. Advances in
management, biosecurity and genetics have contributed to the increase in productivity of the
poultry industry, which was responsible for the pronounced production, increasing the risk of
respiratory diseases spreading, such as avian mycoplasmosis and Infectious Bronchitis.
Mycoplasma gallisepticum (MG), M. synoviae (MS) and M. meleagridis (MM) are recognized
as indisputable pathogens for the poultry industry, however M. gallinarum (MGA) has been
considered commensal. The aim of this study was to evaluate broilers quality when infected
with autochthonous MGA strain, alone or in combination with Infectious Bronchitis (IBV)
vaccine. There were raised 96 mycoplasma free Cobb broiler birds since one day of age. They
were separated out into four groups of 24 birds and kept in isolation units: Group 1 (G1),
uninfected and unvaccinated; Group 2 (G2), infected with autochthonous MGA strain; Group
3 (G3), vaccinated with commercial IBV strain H120 (Bio-bronk-vet ®, Biovet, SP); Group 4
(G4), infected with MGA and vaccinated with commercial IBV. The infection was monitored
for MGA by PCR and IBV vaccination was confirmed by RT-PCR. The feed intake record
was taken for the entire period of the experiment. Weekly, four broilers were randomly taken
from each group, individually weighed and submitted for blood sampling and necropsy for the
obtaintion of samples for laboratory analysis. There were collected fragments of trachea,
lungs, air sacs, liver, heart, chest muscles, kidneys and digestive tract and fixed in 10%
formalin for histopathology. Tracheal scrapings were pooled for each group and subjected to
detection of MGA, MG, MS by isolation and PCR and IBV detection by RT-PCR. Serum
samples were subjected to ELISA for MG, MS and IBV. Weight gain was calculated by
weight mean divided by the number of days of the birds life. Feed intake among groups were
similar up to 42 days of age. The differences in final weight mean and weight gain among
groups were not significant (ANOVA, p> 0.05). All samples were negative for mycoplasma
isolation. By PCR all samples were negative for MG and MS. As for MGA, samples were
positive in G2 (at the 35" day of age) and G4 (14™, 35", and 42* days of age) and negative in
G1 and G3. By RT-PCR, the samples were positive in groups vaccinated against IBV in G3
(at the 7™ and 42 days of age) and G4 (7, 14™ 35" and 42% days of age). By ELISA, all
groups were negative for MG and MS whereas for 1BV, the reaction titles obtained at first,
were credited to maternal antibodies, mainly because they decreased seven days later and
became negative at 14 days of age in all groups. At necropsy, the gross lesions were not
noteworthy in G1 and G3, but on the other groups it was observed ascitis, catarrhal exsudate
in the trachea, airsacculitis, hydropericardium, pneumonia, synovitis, and pectoral myopathy
in variable number of birds among groups and according to bird age. The differences in the
frequencies of gross lesions among groups were significant (Mann-Whitney test, p <0.05). By
histopathology, it was observed pneumonia with multiple nodules in G2 while in G4, it
observed characteristic peribronchial lymphoid with variable diameters, vacuolar muscle
degeneration accompanied by muscle atrophy and breast necrosis, and inflammation
associated with focal necrosis in the lung. The MGA alone was not capable of causing
apparent disease in infected broilers, although it yielded pulmonary lesions in the final stage
of rearing. When associated with BIG vaccine MGA caused lesions capable of condemnation,
that may compromise the quality of broilers at slaughter.

Keywords: Mycoplasmas, Broiler, Histopathology
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira, com décadas de crescimento intenso, tornou-se a maior do
mundo em exportacdo e a terceira em producdo de carne de frango. E isso se deve a
articulacdo entre os diferentes elos da cadeia produtiva, destacando-se o investimento em
biosseguridade nos plantéis do Brasil, que é reconhecido internacionalmente pelos altos
padrdes de qualidade e sanidade dos produtos e subprodutos avicolas (UBABEF, 2012). Por
isso a preocupacado do governo frente as questdes sanitarias é constante. Em 1994 o Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) instituiu o Programa Nacional de
Sanidade Avicola (PNSA) cujas acGes em conjunto com as empresas do setor garantem a
seguranca dos plantéis, potencializando e refor¢ando ainda mais o aumento da produtividade
para 0 mercado externo (BRASIL, 1994).

A intensificacdo da producdo contribuiu para a produtividade e eficiéncia da industria
avicola, porém como consequéncia aumentou o risco de disseminacdo das doencas infecciosas
e a necessidade de um maior controle da qualidade dos produtos. Dentre as doencas
importantes em avicultura destacam-se, especialmente, as que afetam o sistema respiratorio
das aves, por causarem um impacto sobre o custo de producédo de frangos (GAMA, 2004).

Dentre as doencas respiratorias, as micoplasmoses sao consideradas como doencas
prioritarias no PNSA quanto ao controle e/ou erradicacdo nos plantéis avicolas. Em aves, as
infeccdes micoplasmicas tém sido reconhecidas pelas formas classicas de enfermidades:
Doenca Respiratoria Cronica (DRC) das galinhas, Sinusite infecciosa dos perus, Sinovite
infecciosa e Aerossaculite das aves (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009). Essas enfermidades
sdo fequentemente associadas a infeccdo por Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplasma
synoviae (MS) e Mycoplasma meleagridis (MM). Estes agentes sdo admitidos como
patogénicos e de preocupacdo para a Industria Avicola por causarem doencas agudas ou
cronicas, e infeccdo inaparente em galinhas, perus e em outras aves. A doenca respiratoria
crénica em frangos de corte provoca decréscimo na taxa de crescimento e no ganho de peso,
perdas por condenagdes de carcagas. Outras espécies de micoplasmas ndo sdo comumente
relacionadas a doencas e a prejuizos econdémicos (KLEVEN, 2008).

O Mycoplasma gallinarum (MGA), por ser considerado um microrganismo com
aparente apatogenicidade, ndo é comumente pesquisado e sdo poucos 0s estudos sobre essa
espécie de micoplasma. Entretanto, algumas pesquisas associaram o MGA as doengas
respiratérias nas aves, principalmente quando em combinagdo com virus respiratorios

patogénicos, incluindo os virus vacinais da Doenca de Newcastle (DN) e da Bronquite
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Infecciosa das Galinhas (BIG) ou autoctone da BIG em frangos de corte, comprometendo o
desempenho das aves (KLEVEN et al., 1978; SHAD-MAJID, 1996). Além desses relatos
prévios, em 2011 houve um caso de doenca respiratoria em poedeiras comerciais no Estado
do Rio de Janeiro, negativas para MG e MS, em que o0 Unico agente detectado foi MGA,
sugerindo que as manifestacBes clinicas, bem como as lesdes observadas, poderiam estar
relacionadas a sua presenca (PEREIRA et al., 2011).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a qualidade de frangos de corte infectados

com cepa autdctone de MGA isoladamente ou em combinagdo com o virus vacinal da BIG.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO E COMERCIALIZACAO DE CARNE DE FRANGO NO BRASIL

A producéo de carne de frango chegou a 13,058 milhdes de toneladas em 2011, em um
crescimento de 6,8% em relacdo a 2010. Com este desempenho o Brasil se aproxima da
China, hoje o segundo maior produtor mundial, cuja producdo de 2011 teria somado 13,2
milhdes de toneladas, abaixo apenas dos Estados Unidos, com 16,757 milhdes de toneladas
(UBABEF, 2012).

A cada ano, a participacdo brasileira no comércio internacional vem crescendo.
Segundo o Ministério da Agricultura, até 2020, a expectativa é que a producdo nacional de
carnes suprird 44,5% do mercado mundial, a carne de frango terd 48,1% das exportacGes
mundiais. Essas estimativas indicam que o Brasil pode manter posi¢do de primeiro exportador
mundial de carnes bovina e de frango (MAPA, 2012).

A condic¢éo de grande produtor e exportador mundial de frango coloca o Brasil como
competidor no mercado mundial de produtores avicolas (MARTINS, 2001). Para que o Brasil
consiga manter esse patamar é imprescindivel o investimento em pesquisa e desenvolvimento
gue incluam técnicas de manejo e introducdo de novas tecnologias, capacitacao profissional e
fortalecimento de politicas publicas que visem a sanidade animal, sustentabilidade,
rastreabilidade e seguranga alimentar s&o cruciais para atender mercados com exigéncias mais
rigorosas (LIMA et al., 2012).

De acordo com Sesti (2001) a alteracdo nos padrdes de qualidade pode representar
perdas significativas no mercado de exportagdo e na imagem da avicultura nacional, sendo
que a saude animal é uma das principais barreiras ndo tarifarias para o embargo das
exportacGes do Brasil ao resto do mundo. A intensificacdo da producdo contribuiu para a
produtividade e eficiéncia da industria avicola, porém como consequéncia aumentou 0 risco
de disseminacgéo das doengas infecciosas e a necessidade de um maior controle da qualidade
dos produtos. Dentre as doencas importantes em avicultura destacam-se, especialmente, as
que afetam o sistema respiratorio das aves, por causarem um impacto sobre a qualidade e o
custo na producéo de frangos (GAMA, 2004).
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2.2 IMPORTANCIA DOS PROBLEMAS RESPIRATORIOS EM FRANGOS DE CORTE

As doencas infecciosas na avicultura, particularmente, as doencas respiratorias de
etiologia viral exercem um impacto econdmico significativo no mundo todo, relacionados a
diminuicdo do crescimento, comprometimento da qualidade e da producdo de ovos,
mortalidade, condenacdo no abate e gastos com insumos incluindo diagnéstico, vacinas e
antimicrobianos usados para eliminar infeccdes bacterianas intercorrentes (ASSIS et al., 2003;
MORETTI, 2006).

A principal fungdo do sistema respiratorio das aves é a troca gasosa entre o ar
atmosférico e a corrente sangliinea (FEDDE, 1998). Relacionam-se ainda a esse sistema, a
regulacao térmica e fonacdo. A narina € a porta de entrada do trato respiratorio, seguindo pela
laringe e traqueia (INOUE; CASTRO, 2009). O sistema respiratério das aves possui
mecanismos de defesa contra particulas inaladas que devem ser preservados para 0 melhor
combate as enfermidades desses 6rgdos (FEDDE, 1998; MACARI; GIVISIEZ, 2002). Nos
meses frios, a doenca respiratoria é mais frequente e severa em aves jovens, enquanto que nas
adultas esta relacionada com queda da postura (METTIFOGO; FERREIRA, 2007).

Os sacos aéreos sdo 0s Orgdos mais suscetiveis as enfermidades do sistema
respiratério. No processo de respiracdo das aves, 0s sacos aéreos filtram as particulas
presentes no ar atmosférico e parte do gas inalado move-se diretamente para 0s sacos aéreos
craniais (MACARI; GIVISIEZ, 2002). Quando os mecanismos de defesa naturais, como a
presenca de muco e o batimento dos cilios traqueais, sdo vencidos, o trato respiratério das
aves torna-se susceptivel a acdo dos patdgenos (INOUE; CASTRO, 2009).

Quando os sacos aéreos sofrem danos, tornam-se espessos, esbranquicados, exsudato
caseoso e microscopicamente observam-se infiltrados de células inflamatérias (FICKEN,
1996). As carcacas de aves com evidéncia de envolvimento extensivo dos sacos aéreos com
aerossaculite ou aquelas com comprometimento sistémico, deverdo ser condenadas
totalmente. As carcacas menos afetadas podem ser rejeitadas parcialmente apds a remocao e
condenacgédo completa de todos os tecidos envolvidos com a lesdo, incluindo o exsudato. As
visceras sempre serdo condenadas totalmente, em caso de aerossaculite (BRASIL, 1998).

A aerossaculite é uma lesdo frequentemente associada a micoplasmose e a
colibacilose, embora possa estar presente em outras doencas respiratorias (ALENCAR et al.,
1998; NASCIMENTO; PEREIRA, 2009). Dentre as doengas com grande potencial de
ocasionar as mais severas perdas em termos de mortalidade, estdo aquelas causadas por

estirpes de alta viruléncia do virus da DN e do virus da Influenza Aviaria. Além dessas, trés
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outras doencas respiratorias virais também possuem significativa importancia em termos de
severidade de lesGes produzidas, tal como a Laringotraqueite Infecciosa, a Sindrome da
Cabeca Inchada por metapneumovirus aviaria e a BIG, sendo que todas essas enfermidades

virais podem ser prevenidas através da utilizacdo de vacinas (MONTASSIER, 2012).

2.3 MICOPLASMOSES AVIARIAS

2.3.1 Caracteristicas gerais

Micoplasmas sdo microrganismos caracterizados pela auséncia de parede celular,
decorrente da falta de informacdo genética para sua sintese, fato este que distingue das
bactérias verdadeiras. Os micoplasmas pertencem a classe Mollicutes, familia
Mycoplasmataceae, género Mycoplasma (JORDAN; PATTISON, 1996; TIMENETSKY,
2009).

Os microrganismos do género Mycoplasma tém formato cocdide, cocobacilar ou
pleomorficos, medem 200 a 300 nm e tém outras particularidades, como col6nias na forma
mamilar ou de ovo frito, capacidade de reter o corante Dienes ao contrario das outras
bactérias (KLEVEN, 2008; NASCIMENTO; PEREIRA, 2009). Além disso, esses
microrganismos tendem a crescer muito lentamente, geralmente se desenvolvendo em
temperaturas entre 37-38°C em até 21 dias e sdo bastante resistentes ao acetato de talio e
penicilina, os quais sdo empregados usualmente nos meios de cultura para retardar o
crescimento de bactérias e fungos contaminantes (KLEVEN, 2008).

As micoplasmoses aviarias sdo enfermidades causadas por micoplasmas, os 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 respiratorios, articulares e urogenitais. As formas cléssicas
dessas enfermidades sdo a DCR das galinhas, a Sinusite Infecciosa dos perus, a Sinusite
Infecciosa e Aerossaculite das aves (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

Algumas espécies tém importancia econdmica para a inddstria avicola por causarem
doencas, quer como 0 Unico agente patogénico ou, mais frequentemente, em associa¢do com
outros agentes patogénicos (JORDAN; PATTISON, 1996, TIMENETSKY, 2009).

Existem 22 espécies do género Mycoplasma reconhecidas como infecciosas para aves,
mas somente 0s MG e MS em galinhas e perus e também o MM e MI em perus foram

estabelecidas como patogenos das aves domesticas. A patogenicidade de outras espécies ndo
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tem sido demonstrada, exceto em condigdes experimentais como MGA associado com
agentes virais infecciosos como o virus da BIG, podendo causar aerossaculite em frangos de
corte (JORDAN; PATTISON, 1996; TIMENETSKY, 2009).

Os micoplasmas sdo transmitidos horizontalmente por aerosséis, por via venérea,
durante o acasalamento ou inseminacgdo artificial, por contagio direto com outras aves ou
indireto por intermédio de pessoas, animais e fomites. Verticalmente, esses microrganismos
sdo transmitidos pelo ovo. Apos a liberacdo pelos foliculos maduros no ovario, os odcitos se
contaminam ap0s 0 contato com 0s sacos aéreos abdominais afetados, antes de atingirem o
infundibulo. Subsequentemente pode haver a contamina¢do do oviduto pelo ovo infectado,
ocasionando a infeccdo de outros ovos (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

As doencas causadas por micoplasmas podem ser agudas, mas sdo normalmente
crénicas e € comum a infeccdo inaparente, somente evidenciada por testes diagnosticos
(NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

A micoplasmose acarreta grandes perdas econémicas na avicultura brasileira e
mundial devido a doenca respiratéria cronica em frangos de corte que provoca decréscimo na
taxa de crescimento e no ganho de peso, perdas por condenacBes de carcacas, bem como
custos com profilaxia e uso de drogas terapéuticas. Em reprodutoras provoca redugdo na
producdo e eclodibilidade de ovos e nas poedeiras comerciais reducdo na producéo e perda na
qualidade dos ovos (GAMA et al., 2005).

2.3.2 Mycoplasma gallinarum

O MGA foi a primeira espécie de micoplasma a ser descrita (EDWARD; FREUNDT,
1956) e designado sorotipo B aviario (DIERKS et al., 1967; EDWARD; FREUNDT, 1956).
Essa espécie cresce bem em todos os meios de cultura utilizados no isolamento de
micoplasmas aviarios, e tém todas as caracteristicas comuns ao género Mycoplasma,
incluindo morfologia celular, aspecto de coldnia, auséncia de parede celular e requerimento
de colesterol para sobreviver. Ele ndo fermenta glicose, mas reduz tetrazélio e hidrolisa
arginina (KLEVEN et al., 2008).

Esse agente acomete uma ampla diversidade de hospedeiros, como suinos, ovinos e
bovinos; embora, este microrganismo seja geralmente associado as aves (BENCINA et al.,
1987; DOVC et al., 1991; ROBINSON; DIENTER, 1968; ROBINSON et al., 1968; SINGH;
UPPAL, 1987; WANG et al., 1990). A colonizacéo persistente e distribuigéo entre diferentes

espécies de animais demonstram que essa espécie tem um mecanismo exclusivo de adaptagéo.
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A baixa patogenicidade e as fracas respostas imunoldgicas do hospedeiro sugerem que 0
MGA apresenta um mecanismo Unico para escapar da resposta imune do hospedeiro.
Diferentemente das outras espécies de micoplasmas, esse microrganismo tem um perfil Unico
de proteina quanto a adesdo celular e aquisicdo de nutrientes. MGA seria potencialmente
capaz de adaptar-se em diferentes tipos de hospedeiros devido a presenca de maltiplas copias
de aminopeptidases, catabolismo de &cidos orgénicos associados a proteinas e uma grande
quantidade de proteinas transportadoras (WAN et al., 2010).

O MGA é considerado de distribuicdo mundial (KLEVEN et al., 2008). Poveda et al.
(1990) em um estudo epizootioldgico no sul da Espanha detectaram o0 MGA como a espécie
de Mycoplasma com maior freqiiéncia durante uma investigacdo realizada com diferentes
espécies de aves. Ha relatos de isolamento de MGA no trato respiratério de frangos de corte
(KLEVEN et al., 1978) e de galinhas caipiras (SHAD-MAJID, 1996) e em embrides de
galinha (SHAD-MAIJID, 1994). No trato reprodutivo de aves, o MGA ja foi isolado do
infundibulo magno, istmo e glandula da casca, sugerindo a possibilidade de transmissdo pelo
ovo (WANG et al., 1990). Varley e Jordan (1978) observaram lesGes articulares em perus
infectados experimentalmente com MGA na fase embrionaria.

MGA nédo tem sido considerado uma espécie patogénica de micoplasma aviério,
embora esta espécie seja frequentemente isolada do trato respiratorio de frangos de todas as
idades (JORDAN, 1979) e existam relatos consistentes de isolamento de MGA em sacos
aéreos e traqueias de frangos de corte que foram condenados por aerossaculites (KLEVEN et
al., 2008).

Alguns estudos sugerem um papel benéfico de MGA para seu hospedeiro aviario.
Taylor-Robinson e Cherry (1971) relataram que culturas de MGA produziram um efeito
protetor no epitélio traqueal, pois retardaram a perda de células ciliadas desenvolvidas pelo
MG em comparagdo com o controle, ndo tratado. Além disso, foi sugerido que o0 MGA exerce
uma inerente atividade probidtica, influenciando outros microrganismos, e retardaria o
aparecimento da Sindrome do Figado Gordo e Hemorragico em poedeiras comerciais
(BRANTON et al., 2003).

Kleven et al. (1978) investigaram pela primeira vez o potencial de patogenicidade do
MGA em combinacdo com virus respiratorios patogénicos, incluindo os virus vacinais de DN
e BIG e/lou com o virus autoctone de BIG. Os resultados revelaram que os frangos
desenvolveram aerossaculites, comprometendo o desempenho das aves.

Shah-Majid (1996) pesquisou os efeitos da associagdo entre virus de DN (cepa F) com

0 MGA e as possiveis alteracdes no epitélio da traqueia de frangos de corte atraves de
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microscopia eletronica. Neste estudo o epitélio traqueal dos frangos com trés dias de idade,
vacinados contra DN e infectadas com MGA, no mesmo dia, apresentaram alteragdes
significativas como: perda de células ciliadas, presenca de muco e fibrina e as aves que foram
desafiadas mais tardiamente ndo apresentaram alteracdes relevantes. O efeito isolado do
MGA no epitélio traqueal ndo foi avaliado, necessitando de maiores investigagdes.

Em 2011, houve um caso de doenca respiratdria em poedeiras comerciais no Estado do
Rio de Janeiro, negativas para MG e MS, em que o Unico agente detectado foi MGA,
sugerindo que as manifestacdes clinicas e as lesdes observadas, como conjuntivite, traqueite,
aerossaculite, perihepatite e, em alguns casos, peritonite, poderiam estar relacionadas a sua
presenca (PEREIRA et al., 2011).

Técnicas laboratoriais mais modernas foram aplicadas na deteccdo do MGA como
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), andlise do Polimorfismo no Comprimento de
Fragmentos de Restricdo (RFLP) (LAUERMAN et al., 1995), PCR em Tempo Real (LEIGH;
EVANS, 2009). Contudo, poucas pesquisas sdo encontradas sobre MGA, porque este
microrganismo é usualmente considerado como uma espécie ndo patogénica. A atual falta de
informacdes sobre MGA requer um estudo mais aprofundado para avaliar a sua importancia

nas criacOes avicolas.

2.3.3 Diagnostico das Micoplasmoses aviarias

O diagnostico presuntivo da infeccdo por micoplasmas pode ser: epidemioldgico, pela
analise dos dados concernentes a morbidade, mortalidade e parametros de producdo, coletados
durante a investigacdo de um surto ou em um monitoramento; clinico, pela observacdo dos
sinais e sintomas; anatomopatoldgico, através da interpretacdo das lesdes macro e
microscopicas e etioldgico, feito pelo isolamento e tipificacdo sorolégica com anti-soro para
cada espécie de micoplasma por métodos de imunofluorescéncia ou imunoperoxidase ou
técnicas moleculares, como a “Polymerase Chain Reaction” — PCR (CHARLTON et al.,
1996; NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

A Soroaglutinagdo Répida (SAR), a Soroaglutinacdo Lenta (SAL), o teste de Reacédo
da Inibicdo da Hemaglutinagdo (HI) e “Enzyme-linked Immunosorbent Assay” (ELISA) sdo
métodos soroldgicos que podem ser empregados no diagnostico das micoplasmoses. Para o
isolamento, coletam-se fragmentos de tecidos lesados, principalmente sacos aéreos e traqueias,
exsudato sinovial e ocular, suabes de traqueia ou da fenda palatina, imersos em cerca de 1,5 mL em

meio Frey liquido. Essas amostras sdo muito utilizadas em cultivo, também utilizando o meio Frey,

e/ou PCR para auxiliar os testes de SAR e HI no monitoramento da infec¢do por MG ou MS. Além
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disso, podem ser realizadas provas de tipificagdo, imunofluorescéncia direta ou indireta de col6nias,
imunoperoxidase e inibicdo de crescimento para a tipificacdo das espécies (NASCIMENTO;
PEREIRA, 2009).

Os testes baseados em biologia molecular como a PCR podem tanto detectar quanto
tipificar o agente, sem necessidade de um cultivo prévio, e por isso passou a desempenhar um
papel de grande importancia no diagnéstico laboratorial (MADIGAN et al., 2004). Entre as
vantagens do diagndstico molecular, destacam-se a rapidez, a especificidade, a seguranca dos
resultados, a possibilidade de detecgdo de agentes de dificil cultivo ou de crescimento muito
lento, deteccdo de agentes patogénicos em amostras clinicas de animais assintomaticos ou em
tratamento com antibidticos, deteccdo antes da inducdo de uma resposta imunologica e em
hospedeiros imunocomprometidos, demonstrando vantagens sobre os testes soroldgicos
(MORENO, 2009).

2.3.4 Controle das Micoplasmoses aviarias

No Brasil, o Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) apresenta nos seus
objetivos especificos o controle e/ou erradicacdo da micoplasmose aviaria por ser esta uma
das enfermidades que representa barreira sanitaria na comercializacdo dos produtos avicolas.
O PNSA define medidas de monitoramento da micoplasmose em estabelecimento avicolas, de
controles permanentes e eventuais, que realizam o comércio ou a transferéncia nacional e
internacional de seus produtos destinados a reproducdo e producdo de aves e ovos férteis. No
caso do comércio internacional, os estabelecimentos avicolas devem estar certificados como
livres de micoplasmose aviaria (BRASIL, 2001).

Apesar da adocdo de tais programas, as infec¢des por MG, MS e MM, especialmente
MG e MS, continuam a ocorrer em frangos de corte, galinhas poedeiras, perus e aves
reprodutoras (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

Os micoplasmas sdo sensiveis a maioria dos desinfetantes (aménia quaternaria,
compostos iodados, fenolicos, alcool), bem como aos antimicrobianos que interferem na
sintese de aminoacidos, acidos nucléicos e metabolismo dos lipidios (KLEVEN, 2008).

Existem vacinas comerciais contra MG e MS, inativadas e vivas, a disposicdo dos
criadores de aves (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009). A vacina viva € aconselhavel para
poedeiras e ndo deve ser usada em reprodutoras (galinhas e perus) por prejudicar o
diagndstico e, principalmente, o monitoramento epidemioldgico (BALEM et al., 1992;

BRASIL, 1994). O maior inconveniente no uso de vacinas vivas é que confundem o



21

diagnostico soroldgico e podem dificultar a pesquisa etioldgica, aspectos relacionados aos
programas de controle governamentais (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

A terapia com antimicrobianos, principalmente com aqueles que se acumulam em altas
concentracdes nas membranas mucosas do trato respiratorio, como tiamulin e enrofloxacina ,
afeta o diagndstico etioldgico da micoplasmose aviaria, por inibir ou reduzir a resposta imune
e por indisponibilizar os micoplasmas do trato respiratério superior, chegando, em muitos
casos, a niveis zero de anticorpos e isolamento tanto em frangos de corte quanto em aves de
reproducédo ou postura (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

2.4 BRONQUITE INFECCIOSA DAS GALINHAS

A BIG ¢é uma doenca viral altamente contagiosa e de curto periodo de incubacéo, que
acomete aves da espécie Gallus gallus. O agente etioldgico da BIG é um RNA virus, que
pertence a familia Coronaviridae e ao género Coronavirus (MONTASSIER, 2012).

Trés diferentes genes sdo responsaveis por codificar as principais proteinas estruturais
do virus da BIG, que séo a glicoproteina de superficie (S), da matriz (M) e a proteina do
nucleocapsideo (N), sendo que a classificacdo soroldgica ou genotipica do virus é baseada nas
caracteristicas da glicoproteina S (CALLISON et al., 2006).

A importancia da BIG se deve as perdas econdmicas como retardo no crescimento,
aumento na susceptibilidade a infeccdes secundarias, infertilidade, diminui¢do na producédo de
ovos, e em alguns casos, mortalidade moderada a severa (DI FABIO; BUITRAGO, 2009).

Os sinais clinicos da BIG ocorrem predominantemente no trato respiratorio e
reprodutivo das aves. A manifestacdo clinica da doenca no trato respiratorio é caracterizada
principalmente por espirros e estertores traqueo-bronquiolares, conjuntivite e sinusite. Em
relacdo as lesbes macroscopicas mis comuns provocadas pelo virus sdo a presenca de
exsudato seroso, catarral ucaseoso na traqueia, aerossaculite pneumonia e as vezes, na
dependéncia especialmente da viruléncia e do patotipo da estirpe do virus da BIG envolvida,
podem surgir alteraces patologicas como nefrite, nefrose, epididimite e oofortite e salpingite.
Todas essas lesbes podem ser confirmadas a microscopia, mas ndo sdo patognomonicas da
doenca. S&o encontradas na traqueia, perda dos cilios, infiltrados de heterofilos e linfocitos.
Se 0s sacos aéreos sdo envolvidos, podem ser observados edema, descamacdo epitelial e
exsudato fibrinoso. Nos rins, as lesfes sdo principalmente aquelas de nefrite intersticial, com

degenaracgéo granular, vaucolizacdo e descamacao no epitelio tubular. No ovido ocorre perda
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de cilios, infiltracdo por linfocitos e outras células mononucleares, edema e fibroplasia de
mucosa em todas as regides do 6rgdo (CAVANAGH; GELB JR, 2008).

O controle da BIG ¢ obtido por vacinacdo das aves atraves do uso de vacinas vivas
atenuadas e inativadas (DI FABIO; BUITRAGO, 2009). A cepa Masssachusetts (M41), H120
e outras vacinas do sorotipo Massachusetts sdo amplamente utilizadas em todo o mundo.
Novos tipos posteriormente podem ser incluidos quando a prevaléncia do novo tipo é
estabelecida (CAVANAGH; GELB JR, 2008). No desenvolvimento de vacinas contra BIG,
ndo se usaram muitas cepas, inicialmente Massachusetts e Conecticut, e desde 1983
agregaram-se trés sorotipos Arkansas, Florida e JMK; vacinas elaboradas com estas trés cepas
podem ser utilizadas somente na forma restrita, nos estados onde sua aplicacdo foi
especialmente autorizada (CUBILLOS, 2009). No Brasil é permitido apenas o uso do sorotipo
viral Massachusetts (MONTASSIER, 2012). A prevencado da BIG é um problema para a
indUstria avicola mundial, pois a protecdo cruzada contra o desafio com diferentes sorotipos
ndo é eficiente, os quais induzem pouca ou nenhuma protecdo cruzada entre si (CALLISON et
al., 2006).

O tecido respiratorio € um importante mecanismo de protecdo local a resposta imune
ao virus da BIG. No entanto, a presenca de anticorpos locais na prevencao de re-infeccdo é
incerta (CAVANAGH; GELB JR, 2008). A infecgédo ou a vacinagdo contra BIG estimulam a
producdo de anticorpos IgG, IgM e IgA. Além dos anticorpos, sdo desencadeados processos
de proliferacdo e ativacdo de células T efetoras que secretam citocinas com acoes
moduladoras de linfécitos T e B (MONTASSIER, 2012).

Os anticorpos maternos podem reduzir tanto a severidade da reacdo vacinal como a
eficacia da vacina contra BIG, se a cepa vacinal for a mesma utilizada na imunizacdo das
matrizes. Apesar disso os pintos de um dia de idade sdo vacinados rotineiramente
(CAVANAGH; GELB JR, 2008).

2.5 QUALIDADE DA CARNE DE FRANGO

A qualidade geral da carne de frango depende de varios fatores, entre eles o efeito das
doengas infecciosas que podem afetd-la em diferentes graus. Em funcdo do grande
desenvolvimento no setor avicola, a preocupacdo com 0s aspectos higiénico-sanitarios dos
produtos é fundamental (SILVA, 2004). O cuidado e a adocdo de corretas préaticas de higiene
em todas as etapas do processo produtivo, passando pelas de criacdo, transporte,

processamento industrial, distribuicdo, armazenamento, até atingir o consumidor final do
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alimento, influenciam a qualidade e a seguranca do produto final oferecido ao consumidor. E
importante destacar que a presenca de patdgenos nas carcacas de aves € originaria,
fundamentalmente, da ave viva e ndo do ambiente industrial (LEITAO, 2001).

Para garantir a qualidade e confiabilidade dos produtos e subprodutos no mercado
globalizado, é necesséria a implementacdo de medidas sanitérias, que serdo responsaveis por
proporcionar ao consumidor um produto final isento de microrganismos e toxinas prejudiciais
a satde (QUEVEDO, 2005).

No Brasil, todos os processos de abate e industrializacdo de aves, sob o controle do
Servigo de Inspecdo Federal (SIF), devem ser baseados nos planos de Procedimento Padrdo
de Higiene Operacional (PPHO) e nos planos de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC) (DELAZARI, 2001). O Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA) estabelece os procedimentos higiénico-sanitarios e as
especificacbes de localizagdo, detalhes construtivos e operacionais dos matadouros avicolas
(SILVA, 2005).

As causas patologicas especificas de condenacdo podem ser de origem infecciosa ou
ndo (PONTES, 2004). E incluem inimeras doencas e sindromes que deixam lesGes, quase
nunca patognomaonicas, generalizadas, ou simplesmente, reduzem o rendimento das aves sem,
necessariamente representar riscos a satde do consumidor (BARCELOS, 2005). A Portaria n°
210 de 1998 estabelece os critérios técnicos da inspecdo tecnoldgica e higiénico-sanitaria de
carne de aves, determinando as lesbes que causam condenacdo das aves durante o abate
(BRASIL, 1998).

Os fiscais sanitarios removem da linha de abate as carcagas que apresentam qualquer
sinal de doenca ou outra condi¢cdo que afete a sua aparéncia. Para efeito de classificacdo de
causas de condenacao, os inspetores sdo treinados para o reconhecimento visual dos seguintes
problemas na linha de inspecdo dos abatedouros: abscessos, aerossaculite, artrite, aspecto
repugnante, caquexia, celulite, colibacilose, neoplasias, salpingite, septicemia, ascite e
sindrome hemorragica. Dependendo da lesdo, os inspetores executam a condenacao parcial ou
total das carcacas afetadas (BRASIL, 1998; PONTES, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado um estudo experimental, submetido e aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da UFF (projeto n°181/2012), no Biotério Experimental do Laboratorio de
Sanidade Avicola da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense (UFF).
As amostras foram processadas no Laboratorio de Sanidade Avicola e no Laboratorio de
Epidemiologia Molecular da Faculdade de Veterinaria da UFF.

Foram criados 96 pintos de corte de um dia de idade, da linhagem Cobb, livres de
micoplasmas, divididos em 04 grupos de 24 aves mantidas em unidades isoladoras com ar
filtrado e presséo positiva (FIGURA 1). Os grupos foram definidos e identificados como:
Grupo 1 (G1), ndo infectados, nem vacinados; Grupo 2 (G2), infectados com cepa autoctone
de MGA; Grupo 3 (G3), vacinados contra BIG com vacina comercial cepa H120 (Bio-Bronk-
vet®, Biovet,SP); Grupo 4 (G4), infectados com cepa autéctone de MGA e vacinados contra
BIG. A cepa autoctone de MGA foi isolada de poedeiras comerciais de uma granja industrial
no Estado do Rio de Janeiro. No primeiro dia de idade por via intranasal (2x10® CCU
MGA/0,05mL) os frangos de corte dos grupos G2 e G4 foram infectados com a MGA. Em G3
e G4 os frangos também foram vacinados contra BIG no primeiro dia de idade por via ocular.

Durante todo o experimento foram fornecidas as aves, racdo e agua a vontade. O tipo de

racao respeitou o periodo de cria¢do dos frangos, inicial, crescimento e final.

FIGURA 1 Unidades isoladoras localizadas no Biotério Experimental do Laboratério de
Sanidade Avicola da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense (UFF)
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3.2 PESAGEM DOS FRANGOS

Os frangos de todos os grupos foram pesados semanalmente, aos 14, 21, 28, 35 e 42
dias de idade, individualmente, em balanca graduada com 40 g de intervalo. Dos pesos
obtidos foi calculado o peso médio dos frangos e registrados em fichas proprias. O Célculo do
ganho de peso diério foi realizado a partir do peso médio obtido em cada pesagem dividido
pelo numero de dias de idade dos frangos (MENDES E PATRICIO, 2004). As racOes
fornecidas para cada grupo foram semanalmente pesadas, em balanca graduada com 40 g de

intervalo, para calculo do consumo de ragdo do inicio até o final do experimento.

3.3 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Semanalmente, a partir dos sete dias de idade, eram retirados, aleatoriamente, quatro
frangos de corte de cada grupo e coletadas 10 amostras de sangue para obtencdo do soro. Os
frangos de corte eram sangrados por puncdo da veia braquial, com auxilio de seringas e
agulhas descartaveis, e coletado um volume de 2,5 mL de sangue. Os soros obtidos eram
acondicionados em microtubos, inativados a 56° C por 30 minutos e estocados a -20°C até
serem submetidos ao ELISA para MG, MS e BIG.

Em seguida, os quatro frangos de corte de cada grupo foram eutanasiados por
desarticulacdo atlanto-occipital e necropsiados em capela de fluxo laminar com auxilio de
materiais cirdrgicos esterilizados para coleta da porc¢do inicial da traqueia de cada grupo. As
amostras de traqueias foram colocadas em placas de Petri estéreis e abertas com auxilio de
tesoura ponta reta e pinca estéreis. Foi feito o raspado dessas traqueias com auxilio de lamina
de bisturi para formagdo de um “pool” das amostras de cada grupo. Cada “pool” foi
acondicionado em tubo com tampa de rosca contendo 4,0 mL de meio Frey. Foi retirada uma
aliquota de 1,0 mL, acondicionada em microtubo com volume para 1,5 mL encaminhado para
deteccdo de micoplasmas pela PCR e virus de BIG pela RT-PCR. O restante (3,0mL) do
“pool” de traqueia foi utilizado para o isolamento de micoplasmas. Fragmentos de 6rgdos de
traqueia, pulm&o, sacos aéreos, figado, coracdo e de lesbes macroscopicas observadas na
musculatura do peito, rins e sistema digestorio foram acondicionados em frascos contendo

formol a 10% e encaminhados para exame histopatologico.
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3.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

3.4.1 Isolamento de Mycoplasma spp

Para o isolamento de micoplasmas, as amostras foram diluidas até 10> em meio de
Frey modificado 200 pL da amostra na maior diluicdo foram semeados em 2 mL de meio
liqguido de Frey modificado e em meio sélido. Os cultivos foram incubados em estufa
bacterioldgica sob microaerofilia a 37°C e observados diariamente por 21 dias com o intuito
de visualizar a mudanca de cor do meio liquido e crescimento de colonias em forma de “ovo

frito”, tipicas de micoplasmas ao microscopio estereoscopio.

3.4.2 PCR para detec¢do de Micoplasmas

Os “pools” de amostras de raspado de traqueia de todos os grupos foram submetidos a
PCR para deteccdo de MG, MS e MGA. Essas analises foram realizadas para monitoramento
da auséncia de MG e MS em todos os grupos e para confirmar a infeccdo por MGA em G2 e

G4 e ausénciaem G1 e G3.

3.4.2.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das amostras de traqueia foi realizada pelo método de
fenol/cloroférmio (adaptado de SAMBROOK et al., 1989). As amostras foram
homogeneizadas por cinco segundos e depois centrifugadas por 20 minutos, a 13.500 rota¢oes
por minuto (rpm) a 10°C em centrifuga refrigerada (Thermo Electron Corporation PK121R).
O sobrenadante de cada microtubo foi descartado e utilizou-se o sedimento de 40 pL que foi
adicionado de 400 pL de tampéo Tris-ETA dextrose, 30 uL de solucdo aquosa de Proteinase
K e 30 pL de solugdo Dodecil Sulfato de Sddio (SDS) a 10%. As amostras foram colocadas
em bloco térmico (QUIMIS) a uma temperatura de 50°C a 55°C por 30 minutos e
posteriormente banhadas em gelo por cinco minutos para parar a rea¢cdo. Em seguida, foram
adicionadas de 500 pL de fenol e homogeneizadas por inversdo por 15 minutos. Depois foram
centrifugadas por 30 minutos, a 13.500 rpm, a 10°C. Na sequencia, 0 sobrenadante foi
retirado e transferido para um novo microtubo, ao qual foram adicionados 500 pL de
cloroférmio. As amostras foram homogeneizadas suavemente por trés minutos e centrifugadas

novamente nas mesmas condi¢Ges ja descritas. Depois, 0 sobrenadante foi retirado e
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transferido para um novo microtubo, adicionado de 1,0 mL de &lcool etilico e mantido a -
20°C “overnight”. No dia seguinte, essas amostras foram centrifugadas por 20 minutos em
13.500 rpm a 10°C e o alcool foi descartado. Apos a secagem dos microtubos, o sedimento foi
ressuspendido em 100 pL de tampédo Tris-ETA (TE), pH 7,6 e estocados no freezer a -20°C
até a utilizagdo na PCR.

3.4.2.2 PCR para M. gallisepticum, Mycoplasma synoviae e M. gallinarum

Foram utilizados “primers” especificos de micoplasmas (QUADRO 1), amostras
padroes de MG (ATCC 19610), MS (WVU 1853) e MGA (GM67StrainPG16) foram
utilizadas como controles positivos (QUADRO 3). A PCR foi preparada em microtubo que
continha: 61,5uL de 4gua Mili-Q; 10uL de tampédo PCR 10X; 4uL de MgCl, (50 mM); 5uL
de dNTP mix (0,25 mM de cada), 2L de cada “primer”, 15uL de amostra de DNA e 0,5uL
(5U/uL) de Tag Polimerase, totalizando 100 pL.

O ciclo para reacdo foi programado em termociclador (“Thermo Electron Corpotation
PX2 Thermal Cycler”) e realizado nas seguintes condi¢des: 94°C por 5 minutos, sendo
seqguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C/ 1 minuto, anelamento a 55°C/ 1 minuto e
extensdo a 72°C/ 2 minutos, seguindo-se uma extensdo final de 72°C/ 10 minutos. Para
obtencdo dos resultados, as amostras foram submetidas a corrida eletroforética a 94V em gel
de agarose a 1,5% submerso em Tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X e posteriormente
corado em brometo de etidio. Os resultados foram visualizados em transiluminador (EB-20E-
Ultra-Lum, Inc.Carson, California) de luz ultravioleta.

QUADRO 1 “Primers” utilizados na PCR para deteccdo de Mycoplasma gallisepticum, M.
synoviae e M. gallinarum, sequéncia, tamanho do produto amplificado e referéncia

“Primer”™* | Sequéncia Produto | Referéncia

MG B1 5’CGTGGATATCTTTAGTTCCAGCTGC3’ Nascimento et al.,
MG B2 5’GTAGCAAGTTATAATTTCCAGGCAT3’ | 481pb 1991

MS-f 5’GAGAAGCAAAATAGTGATATCA3’ Lauerman, et al,
MS-r 5’CAGTCGTCTCCGAAGTTAACAAY 207pb 1993

MGA-f 5’ATAGCAGTTGGAAACAACTAT 3’ Lauerman et al,
MGAT |5 AGTTTACAACCCATAGGGCC 3 2P | 1903; 1905

* MG B1, MG B2-Mycoplasma gallisepticum, MS-f, MS-r-Mycoplasma synoviae e MGA-f,
MGA-r-Mycoplasma gallinarum
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3.4.3 RT-PCR para deteccdo do virus da Bronquite Infecciosa das Galinhas

As mesmas amostras de raspado de traqueia foram submetidas a RT-PCR para
recuperacdo do virus vacinal da BIG. Essa andlise foi realizada para detectar o virus vacinal
da BIG em G3 e G4 e sua ausénciaem G1 e G2.

3.4.3.1 Extracdo de RNA

A extracdo de RNA foi realizada pelo método do Trizol®, seguindo a orientacdo do
fabricante. O RNA viral foi extraido a partir de 300 uL do “pool” de raspado de traqueia. A
essas amostras foram adicionados 700 pL de Trizol® Reagent (Invitrogen) que foram
homogeneizadas rapidamente durante cinco minutos a temperatura ambiente. A seguir, foram
adicionados 200 pL de cloroférmio. As amostras foram homogeneizadas por 15 segundos e
incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos. Ap6s o periodo de incubacdo foram
centrifugadas em 13.500 rpm a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo e foram precipitadas com 500 pL de isopropanol, homogeneizadas
brevemente e incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos. Novamente, as amostras
foram centrifugadas nas mesmas condicdes ja descritas e 0 sobrenadante foi descartado
cuidadosamente. A seguir, as amostras foram lavadas lentamente com 200 pL de etanol 75%
e centrifugadas em 13.500 rpm a 4°C por 2 minutos. Logo apés a centrifugacdo, o etanol
75% foi descartado, as amostras foram lavadas cuidadosamente com 200 pL de etanol
absoluto, foram centrifugadas nas mesmas condicdes ja descritas e o etanol absoluto foi
descartado. ApOs estes procedimentos, os microtubos foram secos, o sedimento foi
ressuspendido em 25 pL de &gua ultrapura estéril livre de nuclease e as amostras foram
estocadas no freezer a -20°C ate serem utilizados na RT-PCR.

3.4.3.2 RT-PCR

Para deteccdo da BIG foi utilizado o seguinte par de “primers”: IBV5SGLS533 reverse
5> GCC ATG TTG TCA CTG TCT ATT 3’ ¢ IBV5GU391 forward 5> GCT TTT GAG CCT
AGC GTT 3’, que amplificam um segmento de 143 pb da regido 5’UTR dos coronavirus
aviarios (CALLISON, 2006). A RT-PCR foi realizada com o Kit Access Quick™ RT-PCR
System (Promega) conforme as instrugdes do fabricante. A reacao foi preparada em microtubo
que continha: 18 pL de agua Mili-Q; 25 pL de Access Quick™ , 1,5 pL de cada primer, 1 pL
de AMVr e 3 pL de RNA, totalizando 50 pL.
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O ciclo para reacdo da RT-PCR foi programado em termociclador (“Thermo Electron
Corpotation PX2 Thermal Cycler”) e realizado nas seguintes condigdes: 40°C por 50 minutos,
seguido de desnaturagdo inicial de 95°C/ 2 minutos, 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C/ 1
minuto, anelamento a 55°C/ 1 minuto e extensdo a 72°C/ 30 segundos, depois extensdo final
de 72°C/ 10 minutos.

Para obtencdo dos resultados, as amostras foram submetidas aos mesmos

procedimentos realizados na PCR.

3.4.4 ELISA

O ELISA foi realizado para a detec¢do de anticorpos especificos nos soros obtidos,
com o objetivo de monitorar a auséncia de resposta contra MG e MS e conferir a resposta
soroldgica para o virus da BIG durante o experimento. Foram utilizados os “kits” comerciais
da série Flock Chek® (IDEXX Laboratories, Inc., EUA), conforme as instrucdes do
fabricante.

Os reagentes foram deixados até alcancarem a temperatura ambiente (18°C a 25°C) e
entdo foram homogeneizados através de inversdo e movimentos circulares suaves. As
amostras de soro foram diluidas em proporcdo 1:500 com Diluente de Amostra antes de serem
testadas, os controles ndo foram diluidos. Foi utilizada uma ponteira para cada amostra, as
amostras foram homogeneizadas antes de serem distribuidas nas placas impregnadas com o
antigeno especifico.

Foi desenhado um modelo da microplaca e a posicdo das amostras de soro em cada
cavidade da microplaca foi registrada por escrito. Foram transferidos 100 pL de Controle
Negativo ndo diluido para as cavidades Al e A2, 100 pL de Controle Positivo ndo diluido
para as cavidades A3 e A4 e 100 uL de cada amostra diluida para as cavidades previamente
definidas e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Foi realizada a etapa de
lavagem das cavidades adicionando aproximadamente 350 pL de &gua destilada e
desprezando o contetdo por trés a cinco vezes. Apés a lavagem, 100 pL de conjugado anti-
galinha em cada cavidade e as microplacas foram incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente. Ap6s a reacdo, 100 pL de Solucdo de Interrupcdo foram distribuidos em cada
cavidade para parar a reacdo. Em seguida, a leitora foi zerada com ar e a placa foi colocada no
aparelho para medicdo dos valores de absorbancia com comprimento de onda de 650 nm -
A(650).
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Para validacéo do ensaio, a diferencga entre a média do Controle Positivo e a média do
Controle Negativo (PCx — NCx) deve ser maior que 0,075. O Controle Positivo, padronizado,
representa niveis significantes de anticorpos contra MG, MS e BIG em soro de galinha. A
absorbancia media do Controle Negativo deve ser menor ou igual a 0,150. A presenca ou
auséncia de anticorpos contra MG, MS e o virus da BIG foi determinada pela relagdo do valor
A(650) da amostra com a média do Controle Positivo (S/P). Coeficientes maiores que 0,5
foram considerados positivos e indicaram exposicdo aos antigenos testados. Os titulos
relacionaram S/P em uma diluicdo 1:500 e foram calculados através do programa fornecido
pelo fabricante, pela formula: Log10 "™° = 1,09 x (Log10 5*) + 3,36

3.5 AVALIACAO DAS ALTERACOES ANATOMOPATOLOGICAS
3.5.1 AlteracGes macroscopicas

Todos os oOrgaos foram observados detalhadamente e as alteracBes macroscopicas
detectadas foram registradas em fichas individuais de cada grupo. Essas alteracdes foram

avaliadas e a frequéncia foram analisadas por grupo.

3.5.2 Exame histopatolégico

Fragmentos de traqueia, pulmao, sacos aéreos, figado, coracdo, musculatura do peito,
rins e intestino foram acondicionados em frascos contendo formol a 10% e encaminhados
para processamento histopatologico pelas técnicas usuais (inclusdo em parafina, cortadas em
micrétomo, montagem em lamina de vidro e coloracdo pela técnica da Hematoxilina-Eosina
(HE) (LUNA, 1968). Posteriormente foram examinadas ao microscopio Optico para deteccdo

ou ndo de lesBes compativeis as micoplasmoses aviarias.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA
3.6.1 Estatistica Descritiva

Os dados de peso final, ganho de peso e consumo de racdo foram expressos em
médias. As lesbes macroscopicas respiratdrias foram expressas em freqiiéncia nos grupos no
dia da necropsia.
3.6.2 Estatistica Analitica

As diferencas entre peso final e ganho de peso por grupo foram obtidas pela analise de

variancia (ANOVA) enquanto que as diferencas nas frequéncias de lesGes macroscépicas

entre os grupos foram obtidas pelo Teste Mann-Whitney, p<0,05), ao nivel de erro a. = 0,5%.



32

4 RESULTADOS

As diferencas nos pesos medios finais e no ganho de peso entre 0s grupos estudados
ndo foram significativas ao longo do experimento (ANOVA, p>0,05) (TABELA 1). Os pesos
meédios dos frangos de corte atingiram ao final do estudo experimental, 2.306 g em G1, 2.268
gem G2, 2.519 g em G3 e 2.625 g em G4. Apenas em G4 os frangos de corte alcangcaram o
padrdo de peso médio sugerido pelo fornecedor da linhagem utilizada neste estudo. O mesmo
ocorreu em relacdo ao ganho de peso diario dos frangos com 42 dias de idade, somente G4

atingiu 62,5 g, valor sugerido como padrdo para a linhagem.

TABELA 1 Peso médio e ganho de peso diario de frangos de corte ndo vacinados nem
infectados (G1); infectados com MGA (G2); vacinados contra BIG (G3) e infectados com
MGA e vacinados contra BIG (G4)

Idade G1 G2 G3 G4 Padrédo COBB
(dias) ~PESO GPD PESO GPD PESO GPD PESO GPD PESO GPD
(9) (9) (9 (9) (9) C)] C)] (9) C)] (9)

7 NR NR NR NR NR NR NR NR 164 234
14 387 NR 346 NR 395 NR 431 NR 430 30,7
21 756 36,0 790 37,6 756 36,0 862 41,0 843 40,1
28 1.273 455 1.383 494 1296 46,3 1.360 486 1397 49,9
35 1.950 55,7 1.906 545 2000 571 1.850 528 2017 57,6
42 2.306 54,9 2268 540 2519 600 2625 625 2626 62,5

GPD= ganho de peso diario; NR= Nao realizado

O consumo de racgdo entre as aves dos grupos estudados foi similar desde os sete até
aos 42 dias de idade, com um consumo final de 48,96 Kg por G1, 46,6 Kg por G2, 44,96 Kg
por G3 e 47,6 Kg por G4.

Todas as amostras foram negativas para micoplasmas ao isolamento.

A PCR todas as amostras analisadas foram negativas para MG e MS. As amostras dos
frangos de G2 foram positivas para MGA, aos 35 dias de idade e de G4, no 14°, 35° e 42° dias
de idade. Nas aves de G1 e G3 todas as amostras foram negativas para MGA.

A RT-PCR, as amostras de frangos de G3 foram positivas a partir dos sete dias e aos
42 dias de idade e os de G4, no sétimo, 14°, 35° e 42° dias de idade.

Ao ELISA, as amostras de soros de todos os grupos foram negativas para deteccao de

anticorpos contra MG e MS. Para o virus da BIG, na chegada os frangos de corte
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apresentaram titulos médios de anticorpos de 1000, com coeficiente de varia¢do de 32%. Com
sete dias de idade esses titulos cairam em todos os grupos e foram negativos a partir da 14°
dia de idade até o fim do experimento.

Clinicamente os frangos ndo apresentaram sinais respiratorios evidentes em nenhum
dos grupos estudados.

A necropsia, nas aves do G1, ndo foram observadas lesdes dignas de nota. No G2,
houve a presenca de hidropericardio e ascite (FIGURA 2) aos 21 dias de idade em apenas um
dos quatro frangos de cortes; e aos 42 dias de idade, dois frangos com pneumonia e transudato

gelatinoso nos pulmdes, além de exsudato catarral na traqueia (FIGURA 3).

FIGURA 3 Traqueia com exsudato catarral observado no grupo infectado com MGA (G2) aos
42 dias de idade
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No G3 foi também nédo foram observadas lesdes relevantes.

Em G4, no 28° dia de idade foi observada sinovite (FIGURA 4) em um frango de
corte, hidropericardio em dois frangos de corte e pneumonia em duas aves avaliadas no 35°
dia de idade. No 42° dia em G4, além da pneumonia em todas as aves, um dos frangos
apresentou musculo do peito com coloracdo verde (FIGURA 5), rim aumentado e
aerossaculite (FIGURA 6).

04/06/2012 10:16:01

FIGURA 4 Sinovite observada no grupo infectado com MGA e vacinado contra BIG (G4) aos
28 dias de idade

FIGURA 5 Miopatia peitoral observado no grupo infectado com MGA e vacinado contra BIG
(G4) aos 42 dias de idade
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FIGURA 6 Aerossaculite e pneumonia observado no grupo infectado com MGA e vacinado
contra BIG (G4) aos 42 dias de idade

As lesBes macroscopicas foram observadas com mais frequéncias nos frangos de corte
com 42 dias de idade (TABELA 2), nos grupos apenas inoculado com MGA (G2) e
infectados com MGA e vacinado contra BIG (G4). As diferengas nas frequéncias de lesdes
macroscopicas entre os grupos foram significativas (Teste Mann-Whitney, p<0,05) (TABELA
2).
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TABELA 2 Frequéncia de lesbes macroscopicas observadas em frangos de corte néo
vacinados nem infectados (G1); infectados com MGA (G2); vacinados contra BIG (G3) e
infectados com MGA e vacinados contra BIG (G4)

Grupo Idade Ascite Exsudato Mdsculo

(dias) Tragueal Aerossaculite  Pneumonia verde Total
[ 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
14 0/4 0/ 0/ 0/ 0/4 0/4
21 0/4 0/ 0/ 0/ 0/4 0/4
Gl 0/4
28 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
35 0/4 0/ 0/ 0/ 0/ 0/4
42 0/4 0/ 0/ 0/ 0/4 0/4
Total 0/24 024 024 024 0/24 024
; 0/4 o4 0/4 0/4 0/4 0/4
y 0/4 o4 0/4 0/4 0/4 0/4
01 1/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
G2
28 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
%5 0/4 o4 0/4 o4 0/4 0/4
42 0/4 U4 0/4 ” 0/4 3/4
Total 1724 1724 0/24 2124 024 424
7 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
1 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
21 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
G3
)8 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
35 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
42 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
Total 0124 024 024 024 0/24 024
7 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
1 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
1 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
G4
08 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
35 0/4 1/4 0/4 2/4 0/4 3/4
42 0/4 1/4 1/4 4/4 1/4 714
Total 0/24 2124 1724 6/24 124 1024
Total 01/24 3/24 1/24 8/24 124 14/96
Geral

Teste Mann-Whitney ao nivel de erro o= 0,5%, p<0,05
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A microscopia, ndo foram encontradas lesdes dignas de nota em G1 e G3. Nas aves de
G2, foi observada pneumonia, com nédulos multiplos peribronquiais de caracteristica linfoide
e diametros variaveis (FIGURA 7A e 7B). E em G4, foi descrita no pulméo reacdo
inflamatdria focal associada a multiplas areas de necrose bronquiolar (FIGURA 8A e 8B) e
em um dos frangos de corte e uma grave e extensa miodegeneragdo vacuolar acompanhada de
atrofia e necrose no masculo do peito (masculo verde) (FIGURA 9). Em corte transversal a
fibra apresentava vacuolos pequenos isolados ora multiplos de pequeno didmetro, acentuada

destruicdo muscular com granulacdo basofilica, focos de calcificacdo e infiltrados

heterofilicos.

FIGURA 7 Frango de corte. Nodulos multiplos peribronquiolar de caracteristica linfoide e
didametros variados. Observado no grupo infectado com MGA (G2) aos 42 dias de idade. H.E.
A. 100X. B. Detalhe da figura anterior. 400X

FIGURA 8 Frango de corte. Broncopneumonia focal. Multiplas areas de necrose bronquiolar
(SETA) observado no grupo infectado com MGA e vacinado contra BIG (G4) aos 42 dias de
idade. H.E. A. 100X. B. Detalhe da figura anterior. 400X
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FIGURA 9 Frango de corte. Miopatia peitoral. Miodegeneracdo vacuolar acompanhada de
atrofia e necrose muscular observado no grupo infectado com MGA e vacinado contra BIG
(G4) aos 42 dias de idade. H.E. 100X
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5 DISCUSSAO

A infeccdo por MGA foi confirmada pela PCR com a deteccdo do agente nos grupos
infectados, embora ndo se tenha obtido isolamento positivo. De acordo com Salisch et al.
(1998) a sensibilidade de PCR para deteccdo de MG e MS pode ser considerada maior em
comparacdo com o isolamento e isso pode ser levado em consideracdo na avaliacdo deste
trabalho na deteccdo de MGA.

A positividade a PCR nas amostras de G4 ocorreu com mais freqiiéncia do que nas de
G2, grupo apenas infectado com a cepa autdctone de MGA, sugerindo que a vacinagao contra
a BIG em G4 pode ter influenciado a infectividade de MGA proporcionando uma maior taxa
de deteccdo neste grupo.

O resultado negativo para MG e MS ao ELISA comprovou que os frangos de corte
eram livres desses patdgenos.

Os resultados ao ELISA para deteccdo de anticorpos para BIG foram positivos nas
aves avaliadas com um dia de idade, 0 que provavelmente se deveu a presenca de anticorpos
materno. A partir de sete dias de idade, os titulos de anticorpos decresceram mesmo nos
grupos em que as aves foram vacinadas. A provavel explicacdo para o fato seria devido a
interferéncia dos anticorpos maternos aliado ao tempo insuficiente para soroconversdo das
aves vacinadas contra BIG (CAVANAGH; GELB JR, 2008).

Houve a deteccdo pela PCR e RT-PCR, respectivamente, de MGA e virus da BIG nas
primeiras semanas apds inoculagcdo nas aves dos grupos infectados com MGA ou vacinados
contra a BIG isoladamente (G2 e G3) e no grupo onde houve a associacdo desses agentes
(G4). Esses microrganismos se ligam aos sitios de infeccdo (membranas mucosas e serosas da
traqueia) e ainda estavam presentes nesses locais. Nas semanas seguintes 0s agentes
possivelmente estavam em processo de infec¢do que incluia a interacdo com células alvos,
tornando a detecgdo mais dificil. Os micoplasmas podem ativar as células do sistema imune,
induzindo imunossupressdo ou estimulacdo de linfocitos B e T, e as citocinas indutoras
(KLEVEN, 2008). Esse agente pode passar a forma latente e aguardar um estado de
debilitacdo do hospedeiro ou outro fator predisponente para iniciar um quadro morbido
(NASCIMENTO; PEREIRA, 2009). Este fato pode justificar a deteccdo do MGA pela PCR
nas mucosas do trato respiratdrio superior a partir do 35° dia de idade, precedida de resultado
negativo até esta idade em G3 e no 21° e 28° dia em G4.

N&o foram encontradas lesbes macroscopicas e microscopicas significativas nos

grupos controle e no grupo apenas vacinado contra a BIG o que caracterizou a inocuidade da
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vacina. Entretanto, no grupo infectado com MGA e no grupo infectado com MGA e vacinado
contra a BIG foi encontrado maior nimero de lesbes macroscopicas, sendo as lesdes mais
significativas observadas no grupo que recebeu a associagdo dos dois agentes, no qual foram
descritas aerossaculite, pneumonia, sinovite e miopatia peitoral profunda. As lesdes
pulmonares e de miopatia peitoral foram confirmadas & microscopia. Shad-Majid (1996)
avaliou os efeitos da associacéo entre o virus de DN com o MGA e as alteragdes no epitélio
traqueal dos frangos de corte a microscopia eletrénica, e observou perda de células ciliadas,
presenca de muco e fibrina no epitélio traqueal em frangos com trés dias de idade vacinados
contra DN e infectados com MGA, no mesmo dia, porém o efeito isolado do MGA no epitélio
traqueal ndo foi avaliado, necessitando de maiores investigacoes.

Kleven et al. (1978) em um estudo em frangos infectados somente com MGA ou
associado a um virus de campo da BIG ou a uma vacina combinada contra BIG e DN, avaliou
apenas as lesdes nos sacos aéreos e encontrou a maioria das lesdes na primeira semana pos-
inoculacdo, diferente deste estudo, em que foram encontradas lesdes nos sacos aéreos apenas
em um frango de corte com 42 dias de idade no grupo infectado com MGA e vacinado contra
a BIG (G4). No presente estudo, foram encontradas nos frangos de G4 lesdes passiveis de
comprometimento no desempenho dessas aves e que favorecem depreciacdo da carcaca
constituindo, inclusive, causas de condenagdo (BRASIL 1998).

A cepa de MGA utilizada neste experimento foi proveniente de um caso clinico de
doenca respiratdria em poedeiras comerciais, em que muitas lesdes macroscopicas foram
descritas nas aves e ndo foram encontrados outros agentes respiratorios (PEREIRA et al.,
2011). No presente estudo, a cepa de MGA ndo se mostrou um agente infeccioso patogénico
quando presente nos frangos isoladamente, mas o seu efeito sinérgico ficou evidente quando
associado a vacina contra a BIG, ampliando as lesdes no trato respiratorio das aves e
contribuindo para o aparecimento de lesbes na musculatura de uma das aves (miopatia
peitoral profunda), o que tem sido amplamente relacionado a infeccdo pelo virus da BIG
(BENTRANO et al., 2005; ALMEIDA et al., 2012).

Em relagdo as outras espécies de micoplasmas, Stipkovits e Kempf (1996) concluiram
que o sinergismo do MS com agentes causadores de infecgdes intercorrentes como 0s virus da
BIG, da DN e da Influenza A e as bactérias Escherichia coli, MG e MM, podem modificar a
disseminagéo da infeccdo por MS. Minharro et al. (2001) relataram uma elevada freqiéncia
de infec¢des mistas envolvendo Mycoplasma spp em lesGes de sacos aéreos em frangos de
corte, revelaram que 100% das infec¢bes foram devidas & presenca de MS e 70% a presenca

MG em associacdo com E. coli. Os micoplasmas MG e MS sem a intervencdo de outros
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agentes podem causar infeccbes brandas e subclinicas (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).
Porém, apos a infeccdo por MG e/ou MS, as aves tornam-se mais susceptiveis as infeccoes
secundarias por outros agentes como virus e/ou a E. coli (ALENCAR et al., 1998). Ha poucas
informacdes sobre MGA e o seu potencial patogénico, sendo necesséria a realizacdo de mais
estudos a cerca da associacdo de MGA com agentes infecciosos do sistema respiratorio,

outros micoplasmas, E. coli e virus respiratorios.
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6 CONCLUSAO

A presenca do Mycoplasma gallinarum e/ou a vacinagédo contra a Bronquite Infecciosa
das Galinhas ndo afetaram o peso medio final e ganho de peso e o consumo de racdo dos
frangos de corte entre os grupos estudados.

A freqliiéncia na deteccdo do MGA pela PCR foi maior em frangos do grupo
experimental em que houve associagéo a cepa vacinal de BIG.

O MGA isoladamente ndo se mostrou capaz de provocar doenca aparente nos frangos
de corte infectados, embora tivesse produzido lesdes pulmonares na etapa final de criacéo e
quando associado a vacina contra a BIG houve o aparecimento de lesbes passiveis de

condenacdo que podem comprometer a qualidade dos frangos de corte ao abate.
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