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1. INTRODUCAO

Os Micoplasmas sdo procariotos desprovidos de paredes celulares, pertencentes a classe das
Mollicutes, classe Tenericutes e sdo caracterizados taxonomicamente pelo fendtipo, sorologia
e sequéncia dos rRNA 16S (BROWN et al., 2007). Cerca de 120 espécies diferentes de
Mycoplasma ja foram identificados infectando diferentes organismos, destes, apenas 20 séo
adaptados para as aves (KLEVEN, 2008). Duas dessas, Mycoplasma sinoviae (MS) e
Mycoplasma gallisepticum (MG) séo considerados importantes patégenos que causam doenca
respiratoria, sinovites e aerossaculites em frangos comerciais (NASCIMENTO & PEREIRA,
2009). Mycoplasma synoviae tem sido considerado menos importante que o Mycoplasma
galliselticum em aves, mas sua importancia tem sido destacada em varios estudos (FEBERWEE
et al., 2008; LANDMAN, 2014).

O controle de infeccdo para M.gallisepticum e M. synoviae € essencial em todas as fases da
cadeia de producdo da industria para evitar a perda de produtividade devido a diminui¢do da
producdo/qualidade dos ovos, diminuicdo da eficiéncia alimentar e altas condenagbes de
carcacas (KLEVEN, 2008; NASCIMENTO & PEREIRA, 2009). As micoplasmoses causadas
por ambos os agentes fazem parte da lista de doencas de notificacdo obrigatdria exigida pela
OIE (Organizagédo Internacional de Epizootias) e da lista de doencas animais de notificacdo
obrigatdria ao Servigo Veterinario Oficial (BRASIL, 2013).

Com a promoc¢do da biosseguranca, foram adotados programas preventivos, 0s quais
realizam testes sorolégicos e / ou bacterioldgicos (KLEVEN, 2003). Entretanto o crescimento
lento do Mycoplasma no cultivo dificulta o isolamento (KLEVEN, 2008). Neste sentido a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido um método mais rapido, efetivo, sensivel e
econémico do que a técnica de cultura padrdo, que tem sido adotada como uma alternativa a
cultura tradicional (HACHBIN et al., 2010; HASS et al., 2007; GARCIA et al., 2005).
HAGHBIN et al., 2010). Outra importante vantagem dessa técnica é a possibilidade de detec¢do
simultdnea de dois ou mais patdgenos em uma unica reacdo (multiplex) (SPRYGIN et al.,
2010).

A historia da micoplasmose aviaria no Brasil teve inicio em meados da década de 50, sendo
relatada pela primeira vez por Reis e Ndbrega (1955) em S&o Paulo, a partir de casos de
aerossaculite em galinhas e sinusite infecciosa em perus. Garust e Nobrega (1956) fizeram os
primeiros isolamentos em aves com doenca respiratoria cronica. Em um estudo realizado no

estado do Rio de Janeiro, as micoplasmoses ocuparam o primeiro lugar entre as doencas



diagnosticadas pela area de Ornitopatologia da Embrapa, sendo isolado Mycoplasma
galliseptcum de ovos bicados e ndo nascidos, de galinhas, perus e codornas (METTIFOGO &
BUIM, 2009).

Os micoplasmas sdo parasitas obrigatorios, considerados 0s menores procariotos ja
estudados com habilidade de auto-replicacdo (RAZIN et al., 1998). Possuem um genoma muito
pequeno, envolvendo perda de genes ndo essenciais, incluindo genes de sintese de parede celular,
catabolismo e passos metabolicos (BORGES et al., 2007). Sua limitada capacidade genética e a
falta de proteinas regulatorias sugere que existem outros meios envolvidos na adaptacdo e
sobrevivéncia na mudanca de hospedeiros (DAVIS &WISE, 2002).

Apesar do genoma simples dos Mollicutes, as enfermidades provocadas pelos Mycoplasmas
sd0 extremamente complexas e relativamente desconhecidas (BAILAO et al., 2007). Os
Mycoplasmas colonizam o tecido do hospedeiro provocando resposta imune sistémica e local,
algumas vezes causam imunodepressdo e doencas autoimunes (RAZIN et al., 1998). Os
principais determinantes antigénicos dos Mycoplasmas estdo localizados na membrana
(KAHANE & RAZIN, 1969). Esses microrganismos possuem fatores mitogénicos para linfdcitos
0 que leva a hiperplasia linfoide peribronquiolar caracteristica da doenca (MESSIER & ROSS,
1991).

Sdo também considerados superantigenos (MIMS et al., 1995) capazes de estimular um
namero excessivo de células B e T pela exposicdo a varios epitopos simultaneamente, além de
se fixarem firmemente a mucosa respiratoria do hospedeiro e escapar das defesas
(YAMAMOTO, 1994), podendo estar localizado no Iimen, mas ser dificil de ser eliminado
(DONE, 1996). Segundo Rottem e Naot (1998), a evasdo do sistema imune do hospedeiro é um
mecanismo essencial para a sobrevivéncia do micoplasma. As aves silvestres sdo pouco
susceptiveis a contrair e enfermidade e podem atuar como vetores ou transmissores das
micoplasmoses entre as granjas, através do contato direto com as aves de producdo ou com a
agua e/ou alimentos (CERDA, 2007).

A aderéncia do micoplasma as células do hospedeiro é fundamental para o
desenvolvimento da infeccdo (ZIELINSKI & ROSS, 1993; RAZIN, 1998). Micoplasmas
mutantes que apresentam deficiéncia na ades@o perdem a capacidade de infectar o hospedeiro
(RAZIN, 1999). As proteinas de membrana presentes nos micoplasmas possuem diversas
fungdes, sendo uma delas a adesdo (MACHER & YEN, 2007) sendo muitas dessas proteinas

consideradas imunogénicas para as galinhas (PYROWOLAKIS et al., 1998). A principal
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lipoproteina imunogénica presente em M. synoviae é a hemaglutinina VIhA, que quando clivada
gera dois fragmentos, as proteinas MSPB e MSPA, sendo estas altamente imunogénicas e
indutoras da resposta imune sistémica e local na fase aguda da infeccdo (LAVRIC et al., 2007).

A transmiss@o de MG ocorre através da forma horizontal através do contato direto com
secrecOes respiratoria de forma réapida entre aves de um mesmo galpéo chegando a 100% em
poucas semanas, e pela forma vertical através do oviduto principalmente em aves comerciais
dificultando a erradicacdo dessa enfermidade (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009). Nas aves
domesticas, o reservatorio natural de MG e MS séo as membranas mucosas do trato respiratorio
superior e urogenital, respectivamente, das galinhas e perus, enquanto o M. meliagridis esteja
presente naturalmente nas membranas mucosas do trato genital (cloaca e oviduto) e respiratorio
dos perus (NASCIMENTO, 2000), caracterizando os problemas, e consequentemente, 0s sinais

clinicos respiratérios, articulares e urogenitais (KLEVEN, 2008).

A disseminacdo horizontal da infeccdo é em geral muito rapida entre as aves de um
mesmo galpdo alcancando 100% das mesmas em poucas semanas (CERDA, 2007). A
transmissdo vertical em aves comerciais € uma das principais razdes pela dificuldade em
controlar e erradicar a enfermidade (CERDA, 2007). As manifestacBes clinicas de M.
gallisepticum sdo tosse, corrimento, descarga ocular e nasal, decréscimo no consumo de
alimentacdo, lotes desiguais, queda na producdo de ovos e variavel mortalidade (Nascimento&
Pereira 2009). Nas aves reprodutoras adultas, ocorre a forma cronica ou subclinica com baixo
impacto nos indices produtivos (METTIFOGO & FERREIRA, 2006) por outro lado,
normalmente as aves infectadas e em estado agudo transmitem a sua progénie uma alta
concentracdo de micoplasmas, e a taxa de transmissdo pode variar entre 10 a 40% (CERDA,
2007).

No Brasil, o Plano Nacional de Sanidade Avicola (PNSA — 2006) recomenda varios
procedimentos de campo e laboratorio para o controle eficaz desses patdgenos em criacdes de
aves comerciais. Estes procedimentos incluem o monitoramento soroldgico regular nos
rebanhos usando placa rapida de Teste de Aglutinagdo (RPA), ELISA ou inibicdo da
hemaglutinacdo (HI) (KLEVEN, 2008). Como estes testes de rotina tém limitagdes de preciséo,
é necessario para confirmar os resultados com procedimentos mais especializados, como o
isolamento microbioldgico e ensaio de Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (KLEVEN,
2008).
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O Brasil ocupa a segunda posicao no ranking mundial dos maiores produtores de carnes de
frango, sendo superado apenas por Estados Unidos (ABPA, 2018). Segundo o IBGE (2018) no
Distrito Federal o nimero de aves alojadas em dezembro de 2018 era de aproximadamente
9.032.684 aves, entre matrizes, frangos de corte, poedeiras, codornas e angolas. Por estes
motivos torna-se relevante estudos que envolvem a sanidade avicola, estando as micoplasmoses
entre as enfermidades de interesse com relagdo ao controle sanitario dos lotes de frangos de
corte, sendo a detecgédo dos agentes envolvidos nessa enfermidade de grande importancia para

maior contribuicdo do desenvolvimento da avicultura do Distrito Federal e Entorno.
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CAPITULO 1
ARTIGO 1

CARACTERIZACAO HISTOPATOLOGICA E MICROBIOLOGICA DE LESOES DE
AEROSSACULITE EM FRANGOS DE CORTE PROVENIENTES DE ABATEDOURO
FRIGORIFICO LOCALIZADO NO DISTRITO FEDERAL E ENTORNO.

RESUMO

A aerossaculite é uma das principais causas de condenac@es de carcagas na industria da carne
avicola. Numerosas espécies sao responsaveis pelo desenvolvimento desta leséo, entre elas a
Escherichia coli, Mycoplasma gallisepticum (MG) e Mycoplasma synoviae (MS). O objetivo
deste estudo foi realizar a caracterizacao histopatologica e microbiolégica, bem como detectar
por PCR os agentes Mycoplasma gallisepticum e M. synoviae em lesdes de aerossaculites de
amostras de frangos de corte da regido do Distrito Federal. Foram coletadas 15 amostras
compostas por lesdes de aerossaculites, classificadas pelo servico Inspecdo Sanitaria Federal,
em abatedouro localizado no Distrito Federal para realizacdo da caracterizacdo histopatologica,
microbioldgica e PCR para MG e MS. As amostras eram compostas por fragmentos de pulméo,
traqueias e sacos aéreos. Um total de 32 cepas bacterianas foram detectados, e o isolamento de
dois ou mais géneros bacterianos na mesma amostra foi observado. Os microrganismos isolados
foram Escherichia coli 59,38% (15/15), seguido por Staphylococcus coagulase negativa 25%
(8/15), Enterobacter agglomerans 9,38% (3/15) e Pasteurella multocida 6,25% (2/15). Nas
quatro lesdes de sacos aéreos consideradas severas pelo servico de inspecdo oficial e na
caracterizacdo histopatoldgica, mais de um microrganismo foi isolado. Foi observado
resisténcia antimicrobiana em todos os géneros bacterianos isolados. Em nenhuma das amostras
foi detectada a presenca de MG e / ou MS por PCR. Esses resultados chamam a atencéo para o
provavel uso inadequado de agentes antimicrobianos em frangos do presente estudo. Estudos
adicionais devem ser realizados na associa¢do desses microrganismos com esse tipo de leséo

respiratoria, que tem importante impacto econdmico e sanitario na avicultura.
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1. INTRODUCAO

O Brasil alcancou a posi¢do de segundo maior produtor mundial de carne de frango,
com 13,05 milhdes de toneladas produzidas em 2017, e o maior exportador mundial, exportando
4.320 mil toneladas no mesmo ano, de acordo com a Associacdo Brasileira de Proteina Animal
(ABPA, 2018). E estimado que mais de 90% da produco Brasileira de carne de frango esteja
ligado a esse sistema de integracdo e de cooperativas, que vai desde a producédo do ovo fértil
até o abate, onde o produtor e a empresa Sao responsaveis por suas partes no processo produtivo
(MENDES & SALDANHA, 2004).

Com a alta do setor avicola no contexto nacional e mundial, houve a necessidade da
padronizacdo e normatizacdo das acdes de acompanhamento sanitario pela Portaria Ministerial
n° 193 de 19 de setembro de 1994, que consolidou o Programa Nacional de Sanidade Avicola
(PNSA), do Ministério da Agricultura Pecuéria e do Abastecimento (MAPA, 2017). Os
cuidados com a sanidade acompanham esse crescimento anual da industria avicola brasileira,
mas apesar de toda essa atencdo, agentes respiratorios que afetam o peso e a qualidade da
carcaga, continuam a provocar grandes prejuizos a avicultura industrial (MACHADO et al.,
2014).

Um dos maiores desafios para os produtores de frango brasileiros é reduzir as perdas
econdmicas causadas pela condenacdo de carcacas em matadouros frigorificos, dentre elas a
aerossaculite (KABIR, 2010). Inimeras espécies de microrganismos sdo responsaveis pela
aerossaculite, incluindo a Escherichia coli, e € comum a identificacdo de mais de um agente
infeccioso em um surto (ZUQO et al., 2018). De acordo com Machado et al (2014) a presenca de
Escherichia coli pode ser suficiente para causar problemas no sistema respiratério de frangos
de corte. A colibacilose em frangos pode ser sistémica ou localizada, e as cepas envolvidas sdo
designadas como patogénica aviaria (APEC) (NOLAN et al., 2009). A pericardite, aerossaculite
e perihepatite associadas a septicemia por APEC tem a via respiratoria como a principal forma

de contaminagdo destes animais (DZIVA et al., 2008).

E importante ressaltar duas espécies de Mycoplasma, sendo o M. synoviae e M.
gallisepticum considerados importantes agentes causadores de doengas respiratorias, sinovite e
aerossaculite em frangos comerciais, sendo essencial o controle desses agentes
(NASCIMENTO & PEREREIA, 2000). Tambem é de grande importancia o controle das
micoplasmoses causadas por ambos os agentes, pois os mesmos fazem parte da lista de doencas

de notificacdo obrigatoria exigida pela OIE (Organizagdo Internacional de Epizootias) e da lista
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de doencas animais de notificacdo obrigatoria ao Servigo Veterinario Oficial (BRASIL, 2013).
As progénies de aves reprodutoras afetadas por M. gallispeticum e M. synoviae costumam ser
descartadas devido a lesdes em sacos aéreos (METTIFOGO & FERREIRA, 2006).

As aves com aerossaculite apresentam baixo peso o que leva a desuniformidade dos lotes
na linha de abate, e consequentemente aumentam os riscos de contaminacdo das carcacas
durante a evisceracdo (RUSSEL, 2003). A portaria n° 210 de 10 de novembro de 1998 do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e do Abastecimento, estabelece que as carcacas que tiverem
0 acometimento extensivo dos sacos aéreos por aerossaculite devem ser condenadas totalmente,
e as carcacas menos afetadas podem ser condenadas parcialmente apds a remocao de todo o
exsudato e tecidos envolvidos (BRASIL, 1998).

Em um estudo realizado em abatedouro frigorifico localizado no estado de S&o Paulo, entre
1996 e 2005, foi identificada a aerossaculite como uma das causas de condenagfes em carcacas
de frangos de corte (MORETTI et al., 2010), outro estudo realizado nos estados do Rio de
Janeiro, Bahia, Parana e Santa Catarina também apaontaram a aerossaculite como uma das
principais causas de condenagdes de carcacas em matadouros frigorificos (EBLING &
BASURCO 2016; MACHADO et al., 2014; PASCHOAL 2012). No Brasil, existem relatos do
aumento das condenacdes de aves em matadouros pela presencga de aerossaculite, que na sua
maioria, pode ser decorrente de infeccdo pelo M. gallispeticum e M. synoviae e/ou em
associacdo principalmente com Escherichia coli (MINHARRO et al., 2001; BRANCO 2004).
Na regido Centro Oeste, Minharro et al (2001) relatam que durante o periodo de janeiro a agosto
de 1999, em dois dos trés abatedouros frigorificos registrados do estado de Goiés a presenca de
M. gallisepticum, M. synoviae e a presenca de Escherichia em sacos aéreos.

N&o ha estudos sobre a caracterizacdo histopatolégica e microbioldgica de aerossaculite na
regido do Distrito Federal e Entorno, considerando que esta regido representa 1,16% (ABPA,
2018) das exportacdes de carne de frango do pais, e sendo a aerossaculite uma doenca de grande
importancia econbmica no de avicultura, este estudo teve como objetivo realizar a
caracterizacdo histopatoldgica, promover o isolamento microbiolégico e a deteccao pela reacédo
em cadeia da polimerase (PCR) para Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae em
lesGes de aerossaculite em frangos de corte provenientes de abatedouro frigorifico localizado

na regido do Distrito Federal e Entorno.

22



2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Origem das amostras de aerossaculite de frangos de corte

Foram coletadas 15 amostras de lesdes de aerossaculites que ocorreram durante o
periodo de observacdo em abatedouro frigorifico localizado na regido do Distrito Federal. As
lesGes foram classificadas segundo o servico de Inspecdo Oficial da industria. As coletas foram
realizadas nas carcacas retiradas da linha de abate, para inspecdo e posterior condenacao das
partes afetadas de acordo com a portaria de ne 210 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 1998), que ocorreram entre os meses de outubro de 2017 a margo de
2018. As mesmas eram compostas por fragmentos de pulmao, traqueia e sacos aereos, que
foram devidamente identificadas, posteriormente acondicionadas em caixas isotérmicas e
transportadas para os Laboratdrios de Microbiologia de Alimentos da FAV/ UnB e Laboratério
de Patologia Veterinaria da Faculdade de Agronomia e Veterinaria (FAV/UnB).

2.2 Histopatologia das amostras de aerossaculite

As quatro (4) amostras colhidas no momento do descarte das carcagas das aves
condenadas por aerossaculite pelo servico de Inspecdo Oficial e consideradas severas pelo
mesmo, foram fixadas em formalina tamponada a 10% e encaminhadas ao Laboratério de
Patologia Veterinaria, para serem processadas e incluidas em blocos de parafina, seccionadas a

5 um de espessura e as laminas coradas por hematoxilina-eosina (HE).
2.3 Isolamento microbiano e antibiograma das amostras de aerossaculite

A metodologia utilizada para o isolamento microbiolégico foi descrita por Konemman
et al. (2001) e por Oliveira (2000). As 15 amostras de sacos aéreos foram devidamente
identificadas e plaqueadas direta e individualmente no meio de cultivo Agar Sangue (BioRad®)
e incubadas a 37°C em estufas bacterioldgicas (Quimis®) por 24 horas. Posteriormente, as
coldnias distintas foram separadas e plaqueadas individualmente em placas de Agar nutriente
(Acumedia®) para a identificacdo bioguimica, utilizando-se para isto os seguintes meios de
cultivo e testes bioquimicos: teste de oxidase, catalase, analise pelo método de GRAM e teste
de KOH a 3%, TSI (Triple Sugar Iron), uréia, fenilalanina, citrato, indol, vermelho metila,
arginina, lisina, gelatina, manitol, trealose, glicose e sacarose. Para as colénias GRAM
positivas, foi utilizado o meio de cultura Baird-Parker (HIMEDIA®). Foram entdo realizadas
leitura e interpretacdo das provas bioquimicas de acordo com Oliveira (2000) e Koneman et al.

(2001) para a identificacdo das espécies.
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Para cada colonia isolada e identificada foi realizado o teste de antibiograma, através do
método de disco de difusdo, conforme recomendado por “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI, 2016). As bases farmacoldgicas analisadas foram Amoxicilina (10mcg),
Ampicilina (10mcg), Acido Nalidixico (30mcg), Cefalexina (30mcg), Cefalotina (30mcg),
Cefazolina (30mcg), Ceftazidima (30mcg), Ciprofloxacina (5mcg), Cloranfenicol (30mcg),
Doxiciclina (30mcg), Enrofloxacina (5mcg), Eritromicina (15mcg), Estreptomicina (10mcg),
Gentamicina (10mcg), Neomicina (30mcg), Sulfonamida (300mcg), Teicoplamina (30mcg),

Tetraciclina (30mcg) e Vancomicina (30mcg), sendo todas da marca SENSIFAR®.

Para a realizagdo do inoculo, foram selecionadas de trés a cinco coldnias isoladas e
identificadas em &gar nutriente, e em seguida transferidas para um tubo contendo entre 4 e 5
mL do caldo TSB (Caldo triptona de soja; HIMEDIA®), sendo incubado a 35°C até alcancar a
turbidez de 0,5 na escala padrdo McFarland (Nefelobac — Probac do Brasil). Apds esse periodo,
um swab estéril foi mergulhado no caldo TSB e posteriormente 0 mesmo foi plaqueado em &gar
Mdeller-Hinton (HIMEDIA®), esfregando-se o swab em toda a superficie do agar. Em seguida,
com o uso de uma pinga anatdmica esterilizada, foram distribuidos os discos de antimicrobianos
por igual em cada placa de 100x20mm, de maneira que o centro dos discos de antibidticos entre
um e outro ndo exceda 24 mm, conforme previamente recomendado por CLSI (2016). Apo6s
este procedimento, as mesmas foram incubadas sob a temperatura de 35°C por 18 horas.

2.4 Deteccdo por PCR de M. gallisepticum e M. synoviae por PCR

Para a deteccdo de MG e de MS, foi utilizado uma aliquota de 10u de cada amostra de
aerossaculite maseradas em cadinhos com auxilio de um pistilo estéreis em 1ml de caldo PPLO
(Rimedia®). A extracdo do DNA foi feita por fervura a 100°Ce o DNA foi quantificado em 10
ng. Empregou-se a técnica de PCR, utilizando-se oligonucleotideos espécie-especificos, cujas
sequéncias de pares de bases foram previamente selecionadas e validadas por Lauerman (1995)
para a amplificacdo de fragmentos do gene que codifica o gene 16S rRNA. Portanto, para o
MG, utilizaram-se os primers B1 “Forward” (5’-CGTGGATATCTTTAGTTCCAGCTGC-3"),
e 0 B2 “Reverse” (5’- GTAGCAAGTTATAATTTCCAGGCAT - 3”), para a amplificagdo de
fragmento de 481 pares de bases. Para o MS, utilizaram-se os primers MS-f “Forward” (5’
GAGAAGCAAAATAGTGATATCA -3’) e o MS-r “Reverse” (5’- CAG TCG TCT CCG AAG
TTA ACA A -3’) para a amplificacdo de fragmento de 207 pares de bases.
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A reagdo da PCR foi realizada em um volume total de 25 pl de reagao contendo 10 ng de
DNA extraido de cada amostra isolada, com concentragéo final de 3,0 mM MgCI2. Utilizou-se
a concentracéo final de dNTP 2,0 mM, com 10 pmol de cada primer reverso e forward e 1 U de
polimerase Taq (Invitrogen®). As condi¢des de amplificacdo para o0 MG foram baseadas no
protocolo de Lauerman (1995) onde a temperatura de desnaturacdo a 95°C por 5 minutos,
seguidas por 30 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 55 °C por 1 minuto
e extensdo a 72°C por 2 minutos e um ciclo final de amplificagédo a 72°C por 5 minutos. E as
condicdes de amplificacdo para MS foi de sendo a temperatura de desnaturacdo a 95°C por 5
minutos, seguidas por 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 54°C por
1 minuto e extensdo a 72°C por 5 minuto e um ciclo final de amplificagéo a 72°C por 5 minutos.
Os produtos de PCR foram visualizados e foto-documentados em aparelho transiluminador
(Biorad®).

Para o controle positivo, foram utilizadas cepas de M. synoviae e M. gallisepticum
gentilmente fornecidas pela professora Dra. Maria Lucia Barreto responsavel nucleo de
Animais de Laboratorio da Universidade Federal Fluminense, os quais foram inoculadas em
meio Frey modificado e incubadas a 37°C por 48 horas no Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos da FAV\UNB, para verificacdo da viabilidade do cultivo e qualidade do meio Frey

modificado.

3. RESULTADOS
3.1 Anélise histopatol6gica das amostras de aerossaculite

Macroscopicamente, das quinze (15) lesdes observadas em sacos aéreos observadas,
quatro (4) foram caracterizadas por formac6es nodulares, macias, branco-amareladas, e ao corte
0 material caseoso apresentava-se em lamelas concéntricas (Fig 1). As demais onze (11)
amostras das lesfes dos sacos aéreos apresentaram coloragfes esbranquicadas e espessamentos
dos sacos aéreos. Os pulmdes se apresentavam coloracdo difusamente vermelho-acastanhados,
com pontos brancos milimétricos multifocais. Microscopicamente, as 4 lesdes dos sacos aéreos
consideradas mais severas foram caracterizadas por debris celulares dispostos em camadas,
caracterizando necrose, com heterofilos integros e degenerados, macrofagos e células gigantes
multinucleadas. Nos pulmdes destas 4 amostras (consideradas severas pelo servigo de inspec¢ao
oficial) observaram-se restos celulares e infiltrado heterofilicos e ocasionais macréfagos no
limen de parabronquios. No parénquima adjacente observou-se infiltrado heterofilico
acentuado difuso que por vezes substitui o tecido (Fig 2 e 3).

25



Figura 1 — Aerossaculite em carcacga de frango de corte condenada pelo
Servico de Inspecdo Oficial. Formagdes nodulares, macias, branco-
amareladas (seta).

Figura 2 — Inflamagdo heterofilica multifocal dos sacos aéreos na parede e
no tecido adiposo caracterizado por debris celulares dispostos em camadas
(necrose), heterofilos integros e degenerados, macrdofagos e células gigantes
multinucleadas (setas).
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Figura 3 — Inflamacéo heterofilica difusa no parénquima pulmonar.
Presenca de restos celulares e ocasionais macrdfagos no Iimen de
parabrénquios. No parénquima adjacente observou-se infiltrado
heterofilico acentuado difuso, que por vezes, substitui o tecido (setas).

3.2 Isolamento microbioldgico das amostras de aerossaculite

Na caracterizacdo microbioldgica das quinze (15) amostras de sacos aéreos analisadas
no presente estudo, encontrou-se um total de trinta e duas (32) cepas bacterianas, sendo
frequente o isolamento de dois ou mais géneros bacterianos na mesma amostra. Os
microrganismos isolados foram Escherichia coli 59,38% (15/15), seguido por Staphylococcus
Coagulase negativo 25% (8/15), Enterobacter agglomerans 9,38% (3/15) e Pasteurella
multocida 6,25% (2/15). Nas quatro lesdes de sacos aéreos consideradas severas descritas na
histopatologia foram isolados mais de um microrganismo e em todas as amostras foi isolada a
E.coli (Tabela 1).
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Tabela 1 — Caracterizacdo microbioldgica das lesGes de aerossaculite condenadas pelo servigo de inspecao oficial

de um abatedouro frigorifico localizado no Distrito Federal.

Amostras Composi¢do das amostras Microsganismos isolados

Lesdo severa 1

Lesao severa 2

Lesad severa 3

Lesao severa 4

Lesdo 5

Lesdo 6

Lesdo 7

Lesdo 8

Lesdo 9

LesGes de 10 a 15

Sacos aéreos
Pulmao

Traqueia

Sacos aéreos
Pulmao
Traqueia

Sacos aéreos
Pulmao
Traqueia
Sacos aéreos
Pulméo

Traqueia

Saco aéreo

Saco aéreo

Saco aéreo

Saco aéreo

Saco aéreo

Sacos aéreos

2 isolados de E. coli
1 isolado de Staphyloccocus sp
1 isolado de Enterobacter agglomerans

1 isolado de Pasteurella multocida

2 isolados de E. coli

1 isolado de Staphyloccocus sp

1 isolado de Enterobacter agglomerans
1 cepa de Pasteurella multocida

2 isolados de E. coli

1 isolado de Staphyloccocus sp

1 isolado de Enterobacter agglomerans

2 isolados de E. coli

1 isolado de Staphyloccocus sp

2 isolados de E. coli

1 isolados de Staphyloccocus sp

2 isolados de E. coli

1 isolado de Staphyloccocus sp

2 isolados de E. coli

2 isolados de E. coli

1 isolado de Staphyloccocus sp

2 isolados de E. coli

1 isolado de Staphyloccocus sp

1 isolado de E.coli
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3.3 Perfil de resisténcia antimicrobiana dos microrganismos isolados das amostras de

aerossaculite

Foi observada resisténcia antimicrobiana a 8/19 bases nos trés (3) isolados de
Enterobacter agglomerans, sendo 100% paras as seguintes bases: amoxicilina, ampicilina,
acido nalidixico, ciprofloxacina, eritromicina, enrofloxacina, estreptomicina e a teicoplamina.
Dos oito (8) isolados de Staphylococcus sp., quatro (4) apresentaram resisténcia a 10/19 bases
sendo elas a amoxicilina (76%), ampicilina (76%), acido nalidixico (100%), doxiciclina (50%),
tetraciclina (50%), eritromicina (100%), enrofloxacina (25%), vancomicina (25%) e
sulfonamida (50%). Dos dois (2) isolados testados de Pasteurella multocida, um foi resistente
a 4/19 das bases testadas sendo elas a doxiciclina (50%), tetraciclina (50%), neomicina (50%)
e teicoplamina (50%). Com relacdo aos 24 isolados de Escherichia coli, todos foram resistentes

a pelo menos uma ou mais das 19 bases testadas.

Tabela 2 — Perfil de resisténcia antimicrobiana dos microrganismos isolados (em percentual) em amostras de
aerossaculite de carcacas de frango condenadas pelo servigco de inspecdo oficial em abatedouro figorifico do
Distrito Federal e Entorno.

Escherichia coli Staphyloccocus sp Enterobacter Pasteurella
BASE % % agglomerans % multocida %
n=24 n=8 n=3 n=2
R I S R [ S R I S R I S

AMO 62,5 375 76 25 100 100
AMP 58,33 41,67 25 76 100 100
NAL 50 20,83 29,17 100 100 100
CFE 50 12,5 37,5 100 100 100
CFZ 50 50 100 100 100
CFL 70,83 20,83 834 25 76 100 100
CAZ 16,67 20,83 62,5 50 50 100 100
CIP 375 833 54,17 25 76 100 100
DOX 4583 12,5 4167 50 50 100 50 50
TET 70,83 4,17 25 50 50 100 50 50
cLO 20,83 1833 60,84 100 100 100
ERI 66,67 29,16 417 100 100 100
ENO 333 375 2917 25 76 100 100
EST 75 5,83 19,17 100 100 100
GEN 4167 417 54,17 100 100 100
NEO 3333 1667 50 100 100 50 50

VAN 91,66 8,34 25 25 50 100 100
SuL 87,5 125 50 50 100 100
TEC 100 100 100 50 50

AMO: amoxicilina; AMP: ampicilina; NAL: acido nalidixico; CFE: cefalexina; CFZ: cefazolina; CFL: cefalotina; CAZ: ceftazidima; CIP:
ciprofloxacina; DOX: doxiciclina; TET: tetraciclina; CLO: cloranfenicol; ERI: eritromicina; ENO: enrofloxacina; EST: estreptomicina; GEN:

gentamicina; NEO: neomicina; VAN: vancomicina; SUL: sulfonamida; TEC: teicoplamina; R :resistente; |: intermediario; S: sensivel.
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3.4 Deteccdo de M. synoviae e M. gallisepticum por PCR

Nas quinze (15) amostras de lesdes de aerossaculite, ndo foram detectadas por meio da

PCR as presencas de Mycoplasma synoviae e M. gallisepticum.
4. DISCUSSAO

A aerossaculite é uma doenca comum que afeta as aves e sua incidéncia esta relacionada
a exposicdo dos frangos & muitos patdgenos, como Mycoplasma e Escherichia coli e 0 mau
manejo dos lotes avicolas pode ser considerado um fator chave no fornecimento de condi¢des
para a ocorréncia desta enfermidade (SILVA et al., 2011; KHALDA et al., 2012 e LANDMAN
etal., 2014).

A coleta das amostras severas de aerossaculite realizada neste estudo ocorreu no periodo
dos meses de julho a novembro de 2017, estando de acordo com Moretti et al. (2010) que no
estudo realizado no estado de S&o Paulo, descrevem a ocorréncia de aerossaculite apresentando-
se de forma ciclica e sazonal, ocorrendo em maior nimero nos meses de setembro a janeiro,
periodo semelhante ao do presente estudo. J& Minharro et al. (2001) realizaram as coletas de
aerossaculites no estado de Goias entre os meses de janeiro a agosto de 1999, observando um
pico em janeiro e outro em julho, sendo esse aumento atribuido a condicdes climaticas

observadas nessas épocas associadas ou nao a outros fatores como problemas de manejo.

No presente estudo, as lesbes observadas de aerossaculite apresentaram
macroscopicamente alteracdes condizentes com a literatura em relacdo a esta enfermidade
(BACK et al., 2004; BERCHIERI JUNIOR et al., 2000). As carcagas condenadas apresentaram
grau variado de severidade, sendo o padrdo mostrado na Figura 1 relacionado a severo
comprometimento dos sacos aéreos (BRASIL, 1998). Nao foi relatado por parte dos produtores
integrados responsaveis pelo lote acometido nenhum sinal clinico das aves afetadas,
concordando o que foi observado por Casagrande et al. (2017) em um estudo realizado com
carcacas totalmente condenadas que apresentaram aerossaculite e auséncia de sinais clinicos
em um abatedouro sob o Servico de Inspecdo Federal, localizado no Estado do Rio Grande do
Sul. Ja em outro estudo, Casagrande et al. (2014) relataram a ocorréncia de galinhas de
subsisténcia que apresentavam sinais clinicos respiratorios e ao realizarem a necropsia foi

observado a presenca de aerossaculite.

As lesdes macro e microscopicas da andlise histopatoldgica das lesdes dos pulmdes das

4 lesbes consideradas severas pelo servico de inspecdo oficial do estabelecimento frigorifico
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em estudo sao distintas das encontradas por Casagrande et al. (2017), onde macroscopicamente
ndo apresentaram alteracbes, mas microscopicamente apresentaram bronquite e
broncopneumonia fibrino-heterofilica, ja nesse estudo, os pulmdes analisados apresentaram
lesbes macroscopicas (congestdo e pontos brancos milimétricos e multifocais) e
microscopicamente apresentaram restos celulares e infiltrado heterofilico e ocasionais
macrofagos no limen de parabrénquios e no parénquima adjacente observou-se infiltrado

heterofilico acentuado difuso, que por vezes, substituiu o tecido.

Em um estudo realizado por Aljoburi (2018) foram diagnosticados casos de
aerossaculite (12%) dependendo dos sinais respiratorios apresentados, como espirros,
dificuldade respiratdria e inalacdo, e quando na condugdo da necropsia para os casos infectados
foi observada congestdo da membrana que cobria 0s sacos de ar estando de acordo com outros
autores (BUTCHER et al., 2015; MICHIELS et al., 2016). Os resultados deste presente estudo
sdo os primeiros relatos relacionados a caracterizagdo microbioldgica e histopatologica de
aerossaculite na regido do Distrito Federal.

No isolamento e caracterizacdo microbioldgica das lesdes de aerossaculite analisadas,
os isolados observados foram de E. coli e Staphyloccocus sp, Enterobacter agglomerans e
Pasteurella multocida estando em concordancia com Casagrande et al. (2017) que também
isolaram E.coli e Staphylococcus sp, alem de isolados de Streptococcus sp e Enteroccocus sp,
e com Minharro et al. (2001) que descreveram a E. coli como o microrganismo mais frequente

(80,64%) em lesdes de sacos aéreos.

O perfil de resisténcia antimicrobiana da Escherichia coli apresentou uma alta
porcentagem apresentando isolados resistentes a mais de trés classes de antibidticos sendo
definidos como multirresistentes, estando em concordancia com o estudo realizado por Braga
et al. (2016) no Estado de Minas Gerais, que obtiveram resultados semelhantes em amostras de
osteomielite vertebral e artrites em frangos com relacdo a resisténcia a amoxicilina (100%),

enrofloxacina (54,5%) e &cido nalidixico (80%).

A resisténcia a tetraciclina das cepas de E. coli estudadas foi maior (70,83%) em
comparacdo com o estudo (54,5%) de Braga et al. (2016). mas em concordancia com estudos
descritos em outras regides do Brasil (BARBIERI et al., 2015; KORB et al., 2015) e em outros
paises, como a China, onde a resisténcia a tetraciclina atingiu 90% (ZHANG et al., 2012).

Cunha et al. (2014) também relataram multirresisténcia e alta resisténcia de cepas de E.

coli a tetraciclina (83%) e também a estreptomicina (60,4%), gentamicina (60,4%) e
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eritromicina (82,6%) em aerossaculites em perus no Estado de Sao Paulo. Por muitos anos, a
tetraciclina foi utilizada como prevencao e como promotora de crescimento em aves, mas 0 USO
de antibioticos com esses fins foi proibido desde 2009 no Brasil de acordo com a Instrugéo
Normativa n°26 que aprova o Regulamento Técnico para a Fabricacdo, o Controle de
Qualidade, a Comercializacdo e 0 Emprego de Produtos Antimicrobianos de Uso Veterinario
(MAPA, 2013). No estado de Minas Gerais 0 uso de tetraciclinas ndo € mais recomendado por
veterinarios de aves devido a sua proibicdo e a resisténcia bacteriana (BRAGA et al., 2016). O
numero de isolados de E. coli sensiveis a tetraciclina (25%) no presente estudo pode ter ocorrido

pelo uso descontinuado de tetraciclina em aves na regido.

A multirresisténcia observada em um isolado de Pasteurella multocida assemelha-se
com o estudo realizado por Sellyei et al. (2017) na Hungria em amostras de diversas espécies
de aves domeésticas (perus, patos, galinha, faisdo e guiné) sendo observada uma multiresisténcia
semelhante ao presente estudo a doxiciclina, tetraciclina e neomicina. Com relacéo a resisténcia
encontrada nos isolados de Staphyloccocus sp coagulase negativa, alguns dos resultados estdo
em concordancia com os resultados encontrados por Aarestrup et al. (2000) no estudo sobre a
susceptibilidade antimicrobiana e a presenca de genes em Sthaphyloccus sp provenientes de
frangos na Dinamarca, onde os isolados foram resistentes a eritromicina (24%) e a tetraciclina
(47%), esta ultima correlacionada a presenca do gene Tet (k). A verificacdo da resisténcia

antimicrobiana se torna importante devido aos riscos que podem implicar na satde pablica.

A auséncia de deteccdo de Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae por meio
da PCR também condiz com os estudos de Casagrande et al. (2017) no estado do Rio de Janeiro
e com Machado et al. (2014) também no estado do Rio de Janeiro. Ja Minharro et al. (2001)
em um estudo realizado no estado do Rio grande do Sul, detectaram por meio de PCR o M.
gallisepticum (32,25%) e 0 M. synoviae (25,80%) em lesGes de sacos aereos. Casagrande et al.
(2014) detectaram também a presenca de MG e MS por meio de PCR em tempo real
correlacionando os resultados desta com a imuno-histoquimica (IHQ) em amostras de suabes
de traqueia provenientes de galinhas de criacdo tipo subsisténcia, assim como Fraga et al.
(2013) também detectaram por meio de PCR multiplex em tempo real em amostras de traqueia

e suabes de traqueias de poedeiras, frangos e reprodutores.

A auséncia de deteccdo por PCR destes microrganismos neste estudo ndo permite
afirmar que ndo exista a ocorréncia dos géneros de Mycoplasma na regido do Distrito Federal,

0 que infere que maiores estudos devem ser conduzidos para se verificar a real presenca ou ndo
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destes agentes devido a importancia sanitaria e econémica do envolvimento dos mesmos com

a sanidade avicola.
5. CONCLUSAO

O presente estudo apresentou a primeira caracterizacao histopatoldgica e microbioldgica
de amostras de lesdes de aerossaculite em frango de corte no Distrito Federal, em que o0s
principais isolados foram os géneros Escherichia coli, Staphylococcus sp, Enterobacter
agglomerans e Pasteurella multocida. Foi constatado a presenca de multirresisténcia
antimicrobiana em todos os géneros bacterianos isolados. Estes resultados chamam atencdo
para a provavel utilizacdo inadequada dos agentes antimicrobianos nas criagdes de frangos do
presente estudo, ou a permanéncia destes genes nos isolados, sendo necessario mais estudos
para a real verificacdo da origem da resisténcia observada. O estudo também demonstrou a
auséncia de deteccdo de Mycoplasma gallisepticum e M. synoviae nas amostras analisadas. No
entanto, maiores estudos devem ser realizados na associacao desses microrganismos a esse tipo

de lesdo respiratdria que possui grande impacto econdémico e sanitario na avicultura.
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CAPITULO 2
ARTIGO 2

INCIDENCIA DE LOTES DE FRANGOS DE CORTE ACOMETIDOS POR
MYCOPLASMA GALLISEPTICUM E MYCOPLASMA SYNOVIAE NO DISTRITO
FEDERAL E ENTORNO

RESUMO

Os micoplasmas sdo importantes patdgenos aviarios, que podem causar tanto doenca
respiratoria como sinovite em aves que resultam em perdas econémicas consideraveis para a
industria avicola em todo o mundo. O objetivo deste estudo foi determinar a incidéncia de
Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae em lotes de frangos de corte oriundos da
regido do Distrito Federal e Entorno pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Foram
analisados todos os lotes abatidos (57 lotes) durante os meses de julho a novembro, em um dos
dois abatedouros frigorificos do Distrito Federal com Servi¢o de Inspecdo Federal. Foram
coletadas, na linha de evisceracdo, em torno de 10 amostras de traqueias de frangos de corte
por lote abatido. Os resultados obtidos da incidéncia acumulada ao longo do periodo do estudo
foram de 7.02% para Mycoplasma gallisepticum e de 35,09% para M. synoviae. Observou-se
uma concentracdo maior de nimero de lotes acometidos por M. synoviae durante o més de
outubro. O delinemamento amostral, bem como a técnica de PCR permitiram a deteccdo de
ambos 0s agentes nos lotes de frangos de corte analisados, sendo este o primeiro relato da
presenca destes dois agentes na regido.
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1. INTRODUCAO

Os Micoplasmas sdo procariotos desprovidos de paredes celulares que pertencem a classe
dos Mollicutes, filo Tenericutes e sdo caracterizados taxonomicamente pelo fenétipo, sorologia
e sequéncia dos rRNA 16S (BROWN et al., 2007). Cerca de 120 espécies diferentes de
Mycoplasma ja foram identificados infectando diferentes organismos, destes, mais de 25
espécies foram isoladas em aves (KLEVEN, 2008). Trés delas, o0 Mycoplasma gallisepticum
(MG), Mycoplasma synoviae (MS) e Mycoplasma meleagridis (MM) s&o agentes patogénicos
importantes que causam doenca respiratdria, sinovite e aerossaculite em aves comerciais, perus
dentre outras espécies de animais (KLEVEN, 2008; KLEVEN, 2003). Diagnosticos
laboratoriais confirmam o M. gallisepticum como o patdgeno mais economicamente
significativo em frangos (BRADBURY et al., 2005; SCHERER et al., 2011 ), e a significancia
da presenca de M. synoviae vem se intensificando em varios estudos no mundo (FEBERWEE
et al., 2008; LANDMAN, 2014).

As aves silvestres sdo pouco susceptiveis ao contrair a enfermidade e podem atuar como
vetores ou transmissores das micoplasmoses entre as granjas, através do contato direto com as
aves de producio ou com a agua e/ou alimentos (CERDA, 2007). O controle de infeccdo para
M. gallisepticum e M. synoviae é essencial em todas as fases da cadeia de producéo da industria,
para evitar a perda de produtividade devido a diminuicéo da producdo, da qualidade dos ovos,
diminuicdo da eficiéncia alimentar e altas condenacdes de carcacas (KLEVEN, 2008;
NASCIMENTO & PEREIRA, 2009).

A historia de deteccdo da micoplasmose aviaria no Brasil teve inicio em meados da década
de 50, sendo relatada pela primeira vez por Reis e Nébrega (1955) em Sé&o Paulo, a partir de
casos de aerossaculite em galinhas e sinusite infecciosa em perus. Garust e Nobrega (1956)
fizeram os primeiros isolamentos em aves com doenca respiratdria crénica. Em um estudo
realizado no estado do Rio de Janeiro, as micoplasmoses ocuparam o primeiro lugar entre as
doencas diagnosticadas pelo Setor de Ornitopatologia da Embrapa, sendo isolado Mycoplasma
gallisepticum de ovos bicados e ndo nascidos, de galinhas, perus e codornas (METTIFOGO &
BUIM, 2009).

Ao considerarmos a posicdo do Brasil como o segundo produtor e o maior exportador
mundial de carne de frango, concluimos que esta condicao foi alcancada devido ao crescimento

do setor de avicultura, na qualidade e manutencéo da sanidade avicola, onde a preocupagdo com
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0s aspectos higiénico-sanitarios dos produtos também aumentaram no setor de avicultura
(MACHADO et al., 2014).

Nas aves domésticas, o M. gallisepticum e M. synoviae tem predilecéo pelas membranas
das mucosas do trato respiratdrio superior e urogenital das galinhas e perus (NASCIMENTO,
2000), caracterizando os sinais clinicos respiratorios, articulares e urogenitais (KLEVEN,
2008). O Plano Nacional de Sanidade Avicola (BRASIL, 1994) recomenda Varios
procedimentos de campo e laboratorio para o controle eficaz desses patdgenos em criagdes de
aves comerciais. Estes procedimentos incluem o monitoramento soroldgico regular nos
rebanhos usando placa rapida de Teste de Aglutinagdo (RPA), ELISA ou inibicdo da
hemaglutinacdo (HI) (KLEVEN, 2008).

O sucesso dos programas de controle de M. gallisepticum e M. synoviae depende da
acuracia e de técnicas mais rapidas de diagnostico, sendo a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) a mais recomendada (SPRYGIN et al., 2010; FRAGA et al., 2013). Pesquisas desses
dois agentes tem sido realizadas no Brasil e no mundo, seja pela sua deteccéo de forma direta
ou indireta. Na regido do Distrito Federal e Entorno ndo ha relatos de trabalhos de deteccédo
desses agentes, sendo que esta regido tem aumentado a producdo de frangos de corte,
representando 1,28% da exportagdo avicola do pais (EMBRAPA, 2019).

A reacdo em cadeia da polimeras possui vantagens sobre as técnicas soroldgicas pois
possibilita tanto a deteccdo como também a tipificacdo do agente, em amostras clinicas de
animais assintomaticos ou em tratamento com antimicrobianos, deteccdo de agentes antes da
resposta imunoldgica e em imunocomprometidos, isso sem a necessidade de cultivo prévio,
principalmente ao se tratar de bactérias de dificil cultivo ou que apresentam crescimento lento
(MORENO, 2009).

Levando-se em consideracdo a importancia da micoplasmose na producdo avicola,
relacionada as perdas geradas nos lotes acometidos por esta enfermidade, os poucos trabalhos
de deteccdo direta na regido Centro Oeste, no Estado de Goias e a auséncia de trabalhos sobre
a presenca de M. gallisepticum e M. synoviae em lotes de frangos de corte na regido do Distrito
Federal e Entorno, esse estudo teve como objetivo estimar a incidéncia de Mycoplasma
gallisepticum e de Mycoplasma synoviae por PCR, em lotes de frangos de corte abatidos na

regido do Distrito Federal e Entorno.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Origem e tamanho da amostra

Foram coletadas amostras de todos os lotes de frangos de corte abatidos durante os
meses de julho a novembro de 2017, em um frigorifico com servigo de inspecdo federal,
localizado na regi&o do Distrito Federal. Cabe ressaltar que este estabelecimento abate frangos
provenientes de granjas localizadas no DF e na regido do Entorno. Foram um total de 10
traquéias coletadas por dia de forma aleatoria, na linha de evisceracdo, apos a realizacdo da

inspecdo federal. Ao todo foram 57 dias de coleta, totalizando 604 amostras de traqueia.

Considerando que o tamanho medio dos lotes da localidade atendida pelo abatedouro
frigorifico, era de 57 mil aves, e a capacidade média de abate diaria da inddstria na época era
de 51 mil aves, considerou-se 1 lote/dia, e assumiu-se a independéncia dos lotes durante esse
periodo de observacdo. Foi considerado para o delinemamento amostral a exigéncia de vazio
sanitario e desinfeccdo dos galpbes e o controle de recepcdo de pintinhos de 1 dia. O
planejamento amostral, para o nimero de amostras por lote a serem coletadas, visou estimar
um numero minimo de aves a serem examinadas dentro de cada lote, de forma a permitir a sua
classificagdo como infectado ou ndo infectado por micoplasmas. Para tanto, foi utilizado o
conceito de sensibilidade e especificidade agregadas (DOHOO et al., 2003). Para efeito dos
calculos foram adotados os valores de 90% e 100% respectivamente, para a sensibilidade e
especificidade dos testes diagnosticos utilizados (PCR-MG e PCR-MS) e uma estimativa
minima de 30% para a prevaléncia intra-lote, caso estivesse contaminado. O tamanho da
amostra escolhido foi o que permitiu valores de sensibilidade e especificidade de lote iguais ou

superiores a 95%.

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa STATA® (Statacorp,
2011).

2.2. Deteccéo de M. gallisepticum e M. synoviae por PCR

Para a deteccdo de MG e de MS foi utilizado uma aliquota de 10ul de cada amostra de
traqueia escarificada com o auxilio de um bisturi. O escarificado foi colocado em eppendorfs
com 50 ul de agua Milli-Q. Para a extracédo foi utilizado o método de fervura a 100°C por 10
minutos. Apods a extracdo o DNA foi quantificado em 10 ng.

Empregou-se a técnica de PCR, utilizando-se pares de oligonucleotideos espécie-
especificos, cujas sequéncias de pares de bases foram previamente selecionadas e validadas por

Lauerman (1995), para a amplificacdo de fragmentos do gene que codifica 0 16SS rRNA.
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Portanto, para o MG  utilizou-se os primers Bl  “Forward” (5-

CGTGGATATCTTTAGTTCCAGCTGC-3%), e 0 B2 “Reverse” (5°-
GTAGCAAGTTATAATTTCCAGGCAT - 3”), para a amplificagdo de fragmento de 481 pares
de base. Para o MS utilizou-se os primers MS-f “Forward” (5’

GAGAAGCAAAATAGTGATATCA -3’) e o MS-r “Reverse” (5’- CAG TCG TCT CCG AAG
TTA ACA A -3’) para a amplificacdo de fragmento de 207 pares de base.

A reag¢do da PCR foi realizada em um volume total de 25 pl de reagdo contendo 10 ng de
DNA extraido de cada amostra isolada e 2ul de tamplate, com concentracédo final de 3,0 mM
MgCI2. Utilizou-se a concentragdo final de dNTP 2,0 mM, com 10 pmol de cada primer reverso
e forward e 1 U de polimerase Taq (Invitrogen®). As condic¢des de amplificacdo para 0 MG
foram baseadas no protocolo de Lauerman (1995) com a temperatura de desnaturacdo a 95°C
por 5 minutos, seguidas por 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 55
°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos e um ciclo final de amplificacdo a 72°C por
5 minutos. E as condic¢des de amplificacdo para MS foi de sendo a temperatura de desnaturagéo
a 95°C por 5 minutos, seguidas por 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento
a 54°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 5 minuto e um ciclo final de amplificacdo a 72°C
por 5 minutos. Os produtos de PCR foram visualizados e foto-documentados em aparelho
transiluminador (Biorad®).

Para o controle positivo, foram utilizadas cepas de M. synoviae e M. gallisepticum
gentilmente fornecidas pela professora Dra. Maria Lucia Barreto responsavel pelo ndcleo de
Animais de Laboratério da Universidade Federal Fluminense, os quais por sua vez foram
inoculadas em meio Frey modificado e incubadas a 37°C por 48 horas no Laboratdrio de
Microbiologia de Alimentos da FAV\UnB, para verificagdo da viabilidade do cultivo e

qualidade do meio Frey modificado.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Detecgdo de Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma. synoviae

Um total de 28 amostras foram positivas para M. synoviae e 5 amostras foram positvas
para M. gallispeticum. A incidéncia acumulada de lotes acometidos por Mycoplasma synoviae
ao longo do periodo de acompanhamento foi de 35,9% (1C95%: 22,91% - 48,90%) e por M.
gallisepticum foi de 7,2% (1C95%: 1,95% - 17.00%). Nenhum lote foi positivo para ambos 0s
agentes simultaneamente. No Distrito Federal existem dois abatedouros frigorificos que
apresentam Servico Inspecdo Federal, logo este estudo da deteccdo de MG e MS em frangos de
corte realizado em um dos frigorificos, que apresenta um alojamento mensal aproximado de
1.150.000 de frangos de corte, é representativo para a regido, levando em consideracdo que no
Distrito Federal o alojamento total aproximado de frangos de corte no més de dezembro de
2018 foi de 8.388.258 aves (IBGE, 2018).

Em um estudo epidemioldgico realizado por Haesendonck et al (2014) na Europa sobre
a prevaléncia de M. gallisepticum e M. synoviae, foram encontrados valores elevados de
prevaléncia, sendo 73,2% para MG e 96,4% para MS em rebanhos de aves caipiras, sugerindo
que esse grupo de aves possa atuar como um potencial reservatério para Mycoplasma. Este
resultado difere do presente estudo principalmente com relacdo ao tipo de amostra (aves
caipiras), onde os resultados para M. gallisepticum foram em maior nimero, comparado aos
resultados do presente estudo realizado em amostras de lotes de frangos de corte. Esta diferenca
pode estar relacionada com a presenca de controle sanitario dos lotes de frangos de corte
comerciais.

No Egito, um estudo em lotes de frangos de corte com 57 semanas de idade e com sinais
de artrite, detectou em 87,5% das amostras de articulacdes por meio da PCR a presenca de
Mycoplasma synoviae (AMER et al., 2019), assim como no presente estudo, em que se detectou
0 MS (35,09%) em frangos de corte. E importante ressaltar que as micoplasmoses podem se
espalhar por rotas aéreas ou por contato direto ou indireto, sendo a proximidade do local de
criacdo de galinhas de outros Galliformes, como aves de quintal e galinhas caipiras, uma
possivel ameaca em potencial de propagacdo de infecces em exploragbes comerciais
(MICHIELS et al., 2016).

Na Bélgica, um estudo com amostras de frangos e perus comerciais foi observado uma
maior prevaléncia de M. synoviae (12,9%) com relacdo ao M. gallispeticum (2,7%), sendo que

ambos foram detectados por meio da PCR, estando estes resultados semelhantes aos
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encontrados neste estudo (MICHIELS et al., 2016). Um estudo realizado no Instituto de
Pesquisa Agropecuaria da Etidpia em frangos de corte detectou também por meio da PCR o M.
gallisepticum e 0 M. synoviae além de outros agentes causadores de doenca respiratoria em
frangos (HUTTON et al., 2017).

No Ird, um estudo também detectou através da PCR a presenca de M. synoviae e M.
gallisepticum em amostras de lotes de frangos de corte, sendo o M. synoviae (100%) em maior
nimero de amostras em comparacdo com o M. gallisepticum (25%), sendo esse resultado
semelhante ao do presente estudo (GHARIBI et al., 2018).

No Brasil, também existem estudos de detec¢do dos agentes com resultados semelhantes
aos encontrados no presente estudo. Machado et al (2014) em uma pesquisa com 40 lotes
distintos de frangos de corte, os quais foram abatidos em abatedouro sob Inspecdo Federal
localizado no Estado do Rio Grande do Sul, detectaram também por PCR o Mycoplasma
gallisepticum em 37,5% de amostras de pools de traqueias, sendo a diferenca apenas nas
amostras, ja que o presente estudo a PCR foi realizada em amostras de traqueias individuais.

O resultado obtido para deteccdo de MG também se assemelha com o estudo realizado
no Estado de Pernambuco, em que onze granjas de frangos de corte e de poedeiras comerciais,
apresentaram PCR e nested PCR positivos para a presenca de M. gallisepticum em 7 amostras
(33,33%) (BARROS et al., 2014), no entanto neste estudo alguns lotes apresentavam sinais
clinicos respiratorios, diferente dos lotes do presente estudo que ndo apresentavam sinais
clinicos evidentes na inspecdo ante mortem.

No estado de Goias, Minharo et al (2001) também detectaram por meio da PCR o M.
gallisepticum em 10 (32,25%) e 0 M. synoviae em 8 (25,80%) amostras de swabs de lesdes de
sacos aéreos, em frangos de corte abatidos em frigorificos localizados nos municipios de
Itaberai e Pires do Rio, sob o servico de Inspecdo Federal do MAPA. Fraga et al (2013)
analisaram um multiplex PCR para a deteccao de ambos 0os mycoplasmas e obtiveram 100% de
especificidade e de sensibilidade na analise para MG e 94.7% de especificidade e 100% de
sensibilidade para MS. A escolha da PCR como teste diagdstico para MG e MS no presente
estudo levou em consideracdo a sua capacidade em permitir a observacdo de possiveis
variagcOes génicas em isolados do género Mycoplasma, por meio de visualizagdo de fragmentos
de variados tamanhos (Figura 1 e 2). Neste estudo ndo houve a detec¢do de variagdes nos
tamanhos de fragmentos da PCR tanto para MG quanto para MS.

Segundo Nascimento e Pereira (2009) e Kleven (2008) se faz necessario confirmar 0s
resultados com procedimentos especializados mais adequados como o isolamento e

identificacdo microbiolégico e ou por Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). Entretanto,
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0s micoplasmas sdo microrganismos que possuem um crescimento lento sendo considerados
fastidiosos e além disso, € comum o desenvolvimento de outras bactérias comensais do mesmo
género (como M. gallinaceum e M. gallinrum) no procedimento de isolamento de MG e MS
(KLEVEN, 2008).

No presente estudo ndo foi realizado o cultivo microbiol6gico dos agentes detectados,
para verificar a viabilidade dos mesmos nas amostras positivas para PCR, mas de acordo com
um estudo realizado no Paquistio por MUHAMMAD et al (2017), que realizaram a
comparacdo da técnica da PCR com a cultura de MS e MG em amostras de traqueias de aves
com lesdes respiratdrias crénicas post mortem, concluiram que a PCR é uma ferramenta
sensivel e confiavel para o diagndstico de micoplasmose aviaria em amostras de campo estando
quase 100% em acordo com o cultivo dos microrganismos, sendo que a PCR (52%) foi mais
eficiente para a detec¢do de MS do que o cultivo (47%). Consequentemente, a PCR vem sendo
significativamente usada como teste alternativo para deteccéo direta de MG e MS em amostras
clinicas e outros procedimentos estando presente na literatura cientifica na Gltima década
(RASOULINEZHAD et al., 2018, HESS et al., 2007).

Nos resultados observados para cada més de coleta de amostras de lotes para detec¢éo
de M. synoviae, foi observado um aumento progressivo de lotes positivos (Tabela 1), sendo o
maior nimero de lotes positivos observado no més de outubro. Esse aumento do nimero de
lotes positivos pode ter sido influenciado por caracteristicas climaticas, sendo de setembro a
janeiro a umidade mais elevada, o que predispGe a problemas respiratdrios, reduzindo a
imunidade das aves (D’ Arc MORETTIL,, et al. 2010). J& para o M. gallisepticum, ndo houve um
aumento progressivo como se observou para o0 M. synoviae.
Tabela 1 — Numero de lotes de frangos de corte acometidos por Mycoplasma synoviae e Mycoplasma

gallisepticum, detectado por PCR, ao longo dos meses de julho a novembro do ano de 2017, em abatedouro
frigorifico localizado no Distrito federal e Entorno.

LOTES MESES
Julho Agosto Setembro Outubro Novembro
MG/MS MG/MS MG/MS MG/MS MG/MS
Negativo 10/10 11/11 10/10 5/5 1/1
Positivo 0/0 2/1 412 13/2 1/0
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Minharro et al (2001) em um estudo com amostras de aerossaculites provenientes de
carcagas condenadas em abatedouros frigorificos localizados no estado de Goias, observou uma
maior frequéncia da enfermidade nos meses de julho e janeiro (INMET, 2019). J&, no presente
estudo, os resultados positivos foram detectados nos meses de agosto, setembro e outubro,
estando de acordo com Lovatto (1985) e Minharro et al. (1999), que consideram periodos de
chuvas intensas com alta umidade e temperaturas elevadas e épocas de maiores oscilagdes entre
temperaturas méaxima e minima, em associagdo com a baixa umidade relativa do ar, condi¢es
favoraveis a ocorréncia da enfermidade, por facilitar a inalagdo de po e substancias quimicas

como a amonia, que agridem o trato respiratorio.

Os resultados de M. gallisepticum deste estudo e dos demais estudos relatados, onde se
detectou a presenca deste agente estdo em desconformidade com a legislacdo, pois as
micoplasmoses causadas por ambos os agentes fazem parte da lista de doencas de notificacdo
obrigatdria exigida pela OIE (Organizagdo Internacional de Epizootias) e da lista de doengas
animais de notificacdo obrigatdria ao Servico Veterinario Oficial (BRASIL, 2013).

Neste estudo o delineamento amostral permitiu que os dois agentes, tanto o M.
gallisepticum como o M. synoviae fossem detectados nos lotes de frangos de corte abatidos no
abatedouro frigorifico, localizado na regido do Distrito Federal e Entorno. Sabendo que na
regido existem apenas dois abatedouros frigorificos com servico de Inspecdo Federal, este
estudo de incidéncia se torna representativo com relacao a situacao da presenca dos dois agentes
em frangos de corte da regido do Distrito Federal e Entorno. Existem estudos que detectaram
estes agentes no Brasil e no estado de Goias (Minharro et al, 2001), no entanto este é o primeiro

relato destes agentes na regido do Distrito Federal e Entorno.
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Figura 1 — Visualizacdo da PCR para a identificacdo de M. gallisepticum em
gel de agarose a 1.5%.M= marcadro molecular 100bp; + - controle

positivo (fragmento de 481pb); - = controle negativo; 4,5,6,8,12 (setas) = amos-
tras postivas.
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Figura 2 — PCR usado para a identificacdo de M. synoviae em gel de agarose a
1.5%. M= marcadro molecular 100bp; + = controle positivo (fragmento de 481
pb); - = controle negativo; 1,2,3,6,8,9,10 (setas) = amostras postivas.

4. CONCLUSAO

O Mycoplasma gallisepticum e 0 M. synoviae foram detectados em lotes de frangos de
corte abatidos no Distrito Federal e Entorno. Na analise foi estimada a incidéncia acumulada
de 7.02% e 35.9% de lotes positivos para 0 MG e para 0 MS, sendo o estudo realizado entre 0s
meses de julho a novembro de 2017. O maior numero de lotes positivos para M. synoviae foi
observado no més de outubro, coincidindo com o inicio do periodo de maior umidade na regido
em estudo. O uso da PCR como diagndstico para MG e MS se mostrou uma técnica rapida e
sensivel para a deteccdo desses agentes, estando em acordo com a literutura cientifica. Este

estudo tem grande importancia pois é o primeiro que relata a presenca desses agentes na regido.
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