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“A verdadeira dificuldade ndo estd em aceitar
ideias novas, mas escapar das antigas.”

(John Maynard Keynes)

“Presente, passado e futuro? Tolice. N&o
existem. A vida € uma ponte interminavel. Vai-
se construindo e destruindo. O que vai ficando
para trds com o passado é a morte. O que esta
vivo vai adiante.”

(Darcy Ribeiro)



RESUMO

Objetivou-se com este trabalho detectar molecularmente a presencga de Leishmania
spp., no sangue de poedeiras comerciais e diagnosticar e avaliar
epidemiologicamente a infeccdo por Mycoplasma spp. em poedeiras comerciais e
frangos de corte de granjas avicolas do Estado de Pernambuco. As amostras foram
provenientes de 22 lotes oriundos de nove granjas, sendo seis de poedeiras
comerciais e trés de criacdes de frangos de corte. De cada lote foram colhidas
amostras de sangue para obtencdo de soro e posterior realizacdo de testes
sorolégicos como soroaglutingdo rapida (SAR), inibicdo da hemaglutinacdo (HI) e
Ensaio de imunoabsorcdo enzimatico (ELISA), com soros (n=344); sangue total
(n=120), suabes de traqueias (n=220) e traqueia (n=66) para a realizacado da Reacao
em Cadeira da Polimerase (PCR). Do total de amostras submetidas a PCR,
nenhuma apresentou positividade para Leishmania spp. Nos questionarios
investigativos realizados, nos seis lotes amostrados, ja foram observadas outras
espécies de animais, sendo aves silvestres e ratos presentes em todos os lotes e
cées e bovinos em dois lotes. Em relagéo ao esterco, todas as granjas realizavam a
retirada, quando o mesmo chegava proximo a altura das gaiolas de aviarios do tipo
californiano, com excecéo do lote em galpdo automatizado, no qual as fezes eram
separadas por esteiras automaticas. Foi relatado em todos os lotes grande presenca
de moscas e mosquitos nos arredores e no interior dos aviarios. Todas as granjas
realizavam o controle de moscas e mosquitos através do controle quimico, pela
aplicacdo de produtos adulticidas e larvicidas. No diagndstico sorologico de
Mycoplasma spp., 14,82% (51/344) foram positivas para MG, enquanto que 28,49%
(98/344) para MS na SAR, diluicdo de 1:10. E no teste de HI, 8,72% (30/344) e
20,35% (70/344) foram positivos para MG e MS, respectivamente, e no ELISA
45,64% (177/344) apresentaram soropositividade para MG e 57,26% (189/344) para
MS. Entretanto, das amostras de suabe de traqueia e traqueia submetidas a PCR,
25,9% (57/220) e 42,27% (31/67) foram positivas para MG, respectivamente. 10%
(22/220) das amostras de suabe de traqueia, enquanto 18,2% (12/66) de traqueia
apresentaram positividade para MS. Na PCR vacinal, 56,14% (32/57) das amostras
de suabe de traqueia positivas para MG foram oriundas da cepa vacinal MG-F,
enquanto que das tragueias positivas 40,62% (13/32) foram da cepa MG-F. Com
base nos questionarios investigativos realizados nas granjas pode-se observar a
presenca de varios fatores de atracdo do vetor, sendo importante o aprofundamento
sobre o papel da criacdo comercial de aves na epidemiologia da Leishmaniose.
Ressalta-se a importancia do uso de ferramentas soroldgicas e moleculares na
deteccdo de MG e MS, visto que foi possivel detectar o DNA do agente em lotes que
nao apresentaram soroconversao nos testes soroldgicos e vice e versa. Além da
PCR convencional, a PCR de diferenciacado de cepas de campo de cepa vacinal se
mostra fundamental por conta da capacidade de detectar diferentes cepas em um
lote de aves.

Palavras-chave: Avicultura, Leishmaniose, Micoplasmose, Sorologia, Biologia
molecular.



ABSTRACT

The objective of this work was to detect molecularly the presence of Leishmania spp.
in the blood of commercial laying hens and to diagnose and epidemiologically
evaluate Mycoplasma spp. in commercial laying hens and broiler chickens from
poultry farms in the State of Pernambuco. Samples were obtained from 22 lots from
nine farms, three from broiler chickens and six from commercial laying hens. From
each flock, blood samples were obtained for serological tests (n = 344) serological
such as, Rapid Plate Agglutination (RPA), Hemagglutination inhibition (HI) e Enzyme
Linked ImmunonoSorbent Assay (ELISA); whole blood (n = 120), tracheal swabs (n =
220) and trachea (n = 66) were used to perform molecular tests (PCR). None
sample, submitted to PCR, showed positivity for Leishmania spp. In the
guestionnaires carried out, other animals’ species were observed in the six sampled
flocks, being wild birds and rats present in all flocks and dogs and cattle in two flocks.
As far as manure was concerned, all the farms carried out the removal when it
reached the height of the cages in the Californian type aviaries, except for the
automated shed in which the feces were separated by automatic mats. Many flies
and mosquitoes were reported in the surroundings and inside the aviaries. All farms
carried out control of flies and mosquitoes through chemical control, by the
application of adulticides and larvicides. In the Mycoplasma spp. serology diagnosis,
14.82% (51/344) of the samples were positive for MG, whereas 28,4% (98/344)
samples were positive for MS in the SAR, 1:10 dilution. In the HI test, 8.72% (30/344)
and 20.35% (70/344) were positive for MG and MS, respectively. In ELISA, 45,64%
(177/344) presented seropositivity for MG and 57,26% (189/344) for MS. Of the
trachea and trachea swab samples submitted to PCR, 25.9% (57/220) and 42.27%
(31/67) were positive for MG, respectively. 10% (22/220) of the tracheal swab
specimens, while 18.2% (12/66) of the trachea had MS positivity. In the vaccine
PCR, 56.14% (32/57) of the MG tracheal swab samples were from the MG-F strain,
whereas 40.62% (13/32) of the positive trachea were vaccine strains. Based on the
research questionnaires carried out on the farms, we could observe the presence of
several vector attraction factors, being important new researches on the role of
commercial poultry production in the epidemiology of Leishmaniasis. Was observed
the importance of the use of serological and molecular tools in the diagnosis of MG
and MS, as it was possible to detect the DNA of the agent in flocks that did not
seroconverted in the serological tests and vice versa. In addition to conventional
PCR, the vaccine differentiation PCR is fundamental because of the ability to detect
different strains in a flock of birds.

Keywords: Poultry production, Leishmaniasis, Micoplasmosis, Serology, Molecular
biology.
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1. INTRODUCAO

A avicultura € uma das atividades agropecuarias que mais tem se
desenvolvido, aumentando exponencialmente a producdo de ovos e de aves
abatidas, possibilitando a producdo de fontes proteicas a baixo custo, saudaveis e
de alta qualidade (BOLIS et al., 2001).

Na producéo de carne de frango, o estado de Pernambuco é o segundo maior
produtor da regido Nordeste. Em 2017 a avicultura pernambucana produziu
aproximadamente 140 mil toneladas de carne de frango em estabelecimentos sob
inspecdo, representando 29,5% do que € produzido no Nordeste e 1,03% da
producdo brasileira (IBGE, 2017a). No que diz respeito a producdo de ovos para
consumo, € o maior produtor da regido Norte e Nordeste produzindo em 2017
aproximadamente 231.494 mil duzias de ovos, o que representa 4,96% em relacéo a
producéo do Brasil. Assim, o Estado ocupa a sétima posi¢cédo no ranking nacional da
producéo de ovos (IBGE, 2017b).

A avicultura de Pernambuco é uma cadeia bastante consolidada, que atende
as exigéncias do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o que
a habilita para a comercializacdo nos mercados nacional e internacional
demonstrando a importancia de pesquisas sobre fatores, saude animal ou saude
publica, que podem influenciar negativamente a industria avicola (SEBRAE, 2008).

A importancia das Leishmanioses se observa nas potenciais consequéncias
gue produzem na saude publica devido a alta letalidade, incidéncia e implicacfes
econdmico-sociais que ocorrem pela debilitacdo do trabalhador (BORASCHI;
NUNES, 2007).

A proximidade de habitacdes humanas a criagdes de galinhas € reconhecida
como possivel fator de risco ambiental em estudos de Leishmaniose visceral,
principalmente associado a preferéncia alimentar do vetor (ARIAS et al.,, 1996;
GENARO et al.,, 1990). Contudo, segundo Alexandre et al. (2012), as galinhas
podem ser um fator de risco principalmente pela manutencédo de vetores proximos
as habitacBes, entretanto, a mesma ndo consegue sustentar infec¢des, sendo
refrataria.

Outra enfermidade que pode causar prejuizos significativos a avicultura, nao
por afetar a saude dos trabalhadores, mas por estar relacionada com queda na

postura, reducdo de desempenho, condenacdo de carcacas, aumento da
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mortalidade, gastos com programas de controle e medicamentos, sdo as
micoplasmoses (NASCIMENTO et al., 2005).

Em 1994, o MAPA implantou o Programa Nacional de Sanidade Avicola
(PNSA) no Brasil, que inclui as micoplasmoses entre as doengas de controle e
erradicacdo em plantéis avicolas (BRASIL, 1994). Portanto, a rapida deteccao,
utilizando diferentes métodos de diagnéstico, da infeccdo por Mycoplasma
gallisepticum e Mycoplasma synoviae € de suma importancia para a industria
avicola, permitindo a implementacdo de programas de controle e monitoramento
eficazes (KEMPF, 1998).

Tendo em vista a representatividade econémica da avicultura para o Brasil,
objetivou-se com este trabalho detectar molecularmente Leishmania spp. no sangue
de poedeiras comerciais, além de diagnosticar e avaliar epidemiologicamente a
infeccdo por Mycoplasma spp. em poedeiras comerciais e frangos de corte de

granjas avicolas do Estado de Pernambuco.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Leishmaniose

E uma doenca causada por parasitos intracelulares obrigatorios, pertencentes
a Familia Trypanosomatidae, Género Leishmaniae Subgéneros Leishmaniae Viannia
as quais completam seu ciclo de vida em dois diferentes hospedeiros (BEDOR,
2003).

Leishmania spp. apresenta duas formas distintas ao longo do seu ciclo
biolégico heteroxeno: a primeira denominada amastigota, encontrada no hospedeiro
vertebrado medindo entre 2 a 5 uym, podendo em sua célula ser diferenciado o
citoplasma e o cinetoplasto (SUNDAR;RAI, 2002), e a segunda denominada
promastigota com 10 a 15 pm que se encontra no inseto vetor (NOLI, 1999).

Mais de cinco espécies do género Leishmania sdo conhecidas no Brasil,
sendo duas agrupadas no subgénero Leishmania, como Leishmania (Leishmania)
infantumchagasie Leishmania (Leishmania) amazonensis; e seis no subgénero
Viannia: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) lindenbergi, Leishmania
(Viannia) naiffie Leishmania (Viannia) shawi (LAINSON; SHAW, 1998; SILVEIRA et
al., 2002; FREITAS, 2010).

A Leishmaniose Visceral (LV) ou Calazar € uma doenca parasitaria de carater
zoonotico e distribuicdo cosmopolita (WHO, 1996), sendo que cinco paises
concentram 90% dos casos de LV, sdo eles: Bangladesh, india, Suddo, Sud&o do
Sul e o Brasil (DAVIDSON, 1999), em que das 27 unidades federativas, 19 destas
relataram casos da doenca, incluindo o estado de Pernambuco (BRASIL, 2004)

Atualmente a enfermidade passa por um processo de urbanizacdo, apesar de
ocorrer primariamente em meio rural (BRASIL, 2004). O Nordeste, entre as diversas
areas da Federacdo Brasileira, é a regido que detém a maior parte dos casos
humanos (TAVARES e TAVARES, 1999), sendo sua ocorréncia relacionada com
problemas sanitarios e a subnutricdo (ALVES; FAUSTINO, 2005), além presenca do
reservatorio canino e da alta densidade do vetor (BADARO et al., 1996).

Lutzomyia longipalpis pertence a familia Psychodidae, sub-familia
Phlebotominae, sendo o diptero responsavel pela transmissdo da agente nas
Américas (ROSARIO et al., 2005) e caracteriza-se por habitar locais variados e ter o

periodo de maior atividade entre 18 e 22 horas. Entretanto, as formas imaturas
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desenvolvem-se em ambientes de baixa incidéncia luminosa, ricos em matéria
organica e Umidos (THOME, 1999; FEITOSA et al., 2000) o que torna dificil o
controle dos seus criadouros (THOME, 1999).

A transmissdo da Leishmania spp. ocorre devido a inoculacdo de
promastigotas durante o hematofagismo (RAMOS et al., 2004). No hospedeiro
vertebrado as formas promastigotas invadem macréfagos e iniciam o processo de
replicacdo para assim infectar outras células e disseminar-se pelo organismo. Em
alguns casos a multiplicacdo do parasito nos hospedeiros vertebrados sofre
influéncia da resposta imune protetora em que o parasito pode ser destruido em
funcdo da acao dos linfécitos T (ROITT et al., 1999; GAMA et al., 2004; MURRAY et
al., 2005; CAMPOS, 2007).

A ocorréncia da doenca em uma determinada area depende basicamente da
presenca de um vetor bioldgico para a transmissdo do parasito e de um

hospedeiro/reservatorio igualmente susceptivel (GONTIJO; MELO, 2004).

2.1.1. A galinha doméstica (Gallus gallus) e a Leishmaniose

A utilizacdo de galinhas como animais sentinela tem sido descrita em diversas
doencas tais como West NileVirus (WNV) nos Estados Unidos (REISEN et al., 2009),
Avian Influenza na Franca e Holanda e St. Louis encephalitis nos Estados Unidos
(RACLOZ et al., 2007), sendo utilizadas em programas de controle epidemiolégico.

Estes animais auxiliam na investigacdo das mudancas que ocorrem ha
prevaléncia ou incidéncia de uma determinada doenca, identificacdo ou
monitoramento de epidemias causadas por agentes infecciosos, além de avaliar a
eficacia de programas de controle epidemiolégico instituido em determinada area
(RACLOZ et al., 2007).

Além de apresentarem anticorpos contra antigenos de patdgenos, as galinhas
também sdo usadas como sentinelas em programas de monitoramento de
infestacdo de vetores. Na Bolivia, essas aves tém se mostrado eficientes no controle
de vigilancia epidemiolégica, uma vez que apesar de ndo se infectarem por
Tripanossoma cruzi, sdo capazes de desenvolver rapidamente resposta imune
detectavel contra componentes da saliva do vetor, os triatomineos (SCHWARZ et al.,
2009a).
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Atualmente ja se sabe que aves expostas a picadas de artrépodes
hemat6fagos desenvolvem anticorpos contra componentes da saliva desses vetores
(SCHWARZ et al., 2009a). Entretanto, apesar da importancia epidemioldgica de
galinhas como sentinelas em diferentes doencas, ndo existem estudos que
evidenciem o papel dessas aves sentinelas para Leishmaniose (SOARES, 2012).

De maneira geral, as aves apresentam caracteristicas fisioldgicas como a
temperatura corporal de 41,0°C e pela atividade do sistema complemento que
impede o desenvolvimento do protozoario, impedindo-as de manter essas infec¢cdes
por um periodo prolongado (ZILBERSTEIN; SHAPIRA, 1994; OTRANTO, et al.,
2009).

A proximidade das criagcbes de galinhas em locais peridomiciliares pode
aumentar o risco de infeccbes, pois mantem uma populacdo de mosquito palha
elevada através da provisdo de fontes alimentares. Ainda, ao contrario da maioria
das espécies, as galinhas apresentam-se inativas durante o periodo da noite e
apresentam grandes areas de pele exposta (no qual o fleb6tomo pode se alimentar),
além de possuir menores niveis de hemoglobina (FREEMAN, 1984). A crista e as
barbelas séo ricas em capilares e a epiderme € muito mais fina (0,02 mm), além das
areas emplumadas do corpo, que poderiam assim ser perfuradas mais facilmente
pela probdscide (ALEXANDER, 2002). Além disso, espécies sinantropicas que
invadem  galinheiros, como a raposa (Cerdocyonthous), o gamba
(Didelphisalbiventris) e o rato preto (Rattusrattus), sdo potenciais reservatorios de L.
infantum (SHERLOCK, 1996).

Em um estudo realizado por Rodrigues et al. (1999) na Bahia, foi constatado
gue pessoas que possuem criacdes de galinhas no quintal possuem 4,21 vezes
mais chances de terem LV quando comparado com pessoas que nao criam. Esse
fator potencial de atracdo do vetor ao ambiente avicola também pode ser justificado
com relacdo a producdo de biomassa, perda de calor (uma funcdo da relacéo
superficie/volume) e producéo de CO2 (KELLY; MUSTAFA; DYE, 1996) das aves. As
galinhas produzem 19-26 m%kg de peso corporal de CO2 por minuto (FEDDE;
WEIGLE; WIDEMAN, 1998), valor superior quando comparado com caes (13-17
m3/kg) e humanos (8-11 m%kg) (PETERS, 1983).

Portanto, a relacdo entre galinhas e os fleb6tomos se da principalmente

devido ao grande fator atrativo que aviarios e galinheiros sdo para o L. longipalpis, o
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qual encontra neste local, abundancia de alimento e matéria organica umida para
seus criadouros (TEODORO et al., 1999).

2.1.2. Diagndstico molecular de Leishmania spp.

Varias técnicas moleculares vém sendo desenvolvidas desde a década de 80
com a intencdo de detectar e identificar de forma precisa os parasitas do género
Leishmania, sem o isolamento em cultura de células ser necessario (GONTIJO;
MELO, 2004).

Técnicas que visam a amplificacdo de areas do DNA estdo disponiveis para
identificacdo e caracterizacdo do parasita. InUmeros tipos de amostras biolégicas
tais como aspirados de medula Ossea, esplénicos, de linfonodos, camada
leucocitariae sangue total, podem ser empregados como fonte de material para a
Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) (TAVARES et al., 2003).

Em estudos realizados por Schallinge Oskan, (2002) varios métodos
baseados na PCR tém sido desenvolvidos em estudos com LV, a técnica tem sido
usada com varias aplicacbes além do diagnostico do agente, tais como estudos
epidemiologicos e monitoramento do tratamento.

A PCR tem sido descrita como uma técnica sensivel para a identificacdo de
Leishmania spp. (WEISS, 1995). Muitos centros de pesquisas tém avaliado o uso da
PCR para o diagnostico de LV utilizando o sangue periférico de animais, pela
facilidade de coleta (LACHAUD et al., 2001).

2.2. Micoplasmose na avicultura

Na década de 60 a denominacdo de Mycoplasma gallisepticum (MG) e
Mycoplasma synoviae (MS) foi proposta por Edward e Kanarek (1960) e Olson et al.
(1964), respectivamente. Nesse mesmo periodo, por volta de 1955 e 1965,
conceitos importantes e fundamentais foram convencionados como: ambos agentes
podem ser transmitidos verticalmente e lotes de aves livres desses microrganismos
sdo mais produtivos quando comparados com lotes positivos (LANCASTER;
FABRICANT, 1988). Ainda, percebeu-se que bactérias desse género estdo
dispersos pelos diferentes ambientes infectando diversas espécies de peixes,
répteis, aves e mamiferos (ELGNAY; AZWAI, 2013).
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Os micoplasmas fazem parte da classe das Mollicutes, ordem
Mycoplasmatales e familia Mycoplasmataceae (BROWN et al., 2007). As principais
Mollicutes de interesse aviario medem 200 a 300nm, tém formato pleomoérficos,
cocobacilar ou coctide e sdo Gram negativos (KLEVEN, 2003a). Aproximadamente
20 espécies, dentro da classe Mollicutes com caracteristicas individuais e
pertencentes a trés diferentes géneros (Acholeplasma, Mycoplasma e Ureaplasma),
ja foram isoladas de aves (NASCIMENTO et al., 1982b; KLEVEN, 2003a).

Existem diversas cepas de Mycoplasma gallisepticum, diferenciadas
genotipica e fenotipicamente (KHAN et al.,, 1987, 1989; KLEVEN, et al., 1990;
NASCIMENTO et al., 1991), que apresentam graus variados de viruléncia e
patogenicidade entre elas e influenciando, portanto, no estimulo imunogénico nas
aves. Assim como MG, também € possivel constatar em MS uma grande
variabilidade de cepas e diferentes graus de patogenicidade (KLEVEN, 1991,
YAMAMOTO, 1991; CHIN et al., 1993).

A transmissdo pode ocorrer de forma horizontal por contato direto (aerossois
ou venérea) ou indireto (racdo, agua, pessoas, aves silvestres e fomites) e por via
vertical, sendo transmitido pelo contato direto do Ovulo com 0s sacos aéreos
abdominais afetados, infectando posteriormente o infundibulo e futuros ovos
(NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

O Mycoplasma gallisepticum é o agente etiolégico da doenca crbnica
respiratéria (DCR) e pode causar sinais clinicos variados como dificuldade
respiratoria, secrecao nasal, sinusite, aerossaculite, diminuicdo da producao de ovos
e aumento da mortalidade embrionaria (MOHAMMED et al., 1987). Também séo
relatadas reducdo do ganho de peso e a degradacdo da qualidade da carcaca em
frangos de corte (STIPKOVITS; KEMPF, 1996; BRADBURY, 2007).

O trato respiratério superior atua como principal porta de entrada para a
infeccdo natural por MG, sendo a traqueia o local preferencial de infeccdo para a
maioria das cepas. Embora, os sinais de doenca geralmente se manifestam em
outras partes do sistema respiratdrio (sacos aéreos ou seios nasais), a tragueia
funciona como reservatério do agente, sendo possivel detectar sua presenca antes
mesmo da primeira resposta sorolégica (LEVISOHN; DYKSTRA, 1987; YAGIHASHI;
TAJIMA, 1986).

Uma caracteristica particular da patogénese de MG é a sua habilidade de

alterar seu perfil antigénico e evadir o sistema imunoldogico do hospedeiro
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(LEVISOHN; DYKSTRA, 1987). Essa patogenicidade pode ser ainda mais complexa
devido a capacidade de penetracdo e sobrevivéncia dentro de células hospedeiras
resultando em disseminagédo para todos os sistemas (MUCH et al., 2002), o que
pode desencadear uma infecgdo cronica do hospedeiro (BENCINA, 2002; WINNER
et al., 2000).

Semelhante a MG, Mycoplasma synoviae pode causar problemas
respiratérios tanto em galinhas quanto em perus, e afetar a qualidade da casca do
ovo com anormalidades tipicas no apice da casca (EAA) além decomprometer a
producéo (FEBERWEE et al., 2009; CATANIA et al., 2010; RANCK et al., 2010).

Os prejuizos financeiros atribuidos a MS estdo associados, em sua maioria, a
gueda na postura de ovos (5-10%) e ma qualidade do ovo, baixa eclodibilidade, pior
conversdo alimentar, aumentodo percentual de mortalidade e condenacdo de
carcaca em frangos de corte, acarretando maiores custos com programas de
controle e medicamentos (STIPOKVITS, KEMPFT, 1996; NASCIMENTO et al.,
2005).

2.2.1. Diagnéstico

Para confirmacdo da infeccdo por micoplasma é necessario a realizacédo do
diagnostico epidemiologico (mortalidade, morbidade e dados da producao),
diagndstico clinico e anatomopatolégico (sinais clinicos e achados de necropsia) e
confirmados por meio de exames laboratoriais, detectando-se a presenca de
anticorpos e/ou do agente (CHARLTON et al., 1996).

As metodologias baseadas em testes sorolégicos foram estabelecidas para
atender a vigilancia necessaria para garantir e posteriormente certificar a
negatividade dos lotes. A soroaglutinacao rapida (SAR) € o teste de triagem mais
realizado como procedimento soroldgico inicial para aferir plantéis de aves livres de
micoplasmoses. Se 0 soro apresentar reacao na diluicdo de 1:1, 1:5 e finalmente na
diluicdo de 1:10, o resultado é considerado positivo, sendo confirmado utilizando o
teste de ELISA ou teste de inibicdo da hemaglutinacéo (HI), além de isolamento e/ou
técnicas de biologia molecular (BRASIL, 1994; BRASIL, 1999).

O diagnéstico de MG e MS pelo uso de reacdo em cadeia da polimerase

(PCR) teve a participacao pioneira de pesquisadores brasileiros (NASCIMENTO et
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al., 1991; NASCIMENTO et al., 1993; NASCIMENTO et al., 1994; SILVEIRA et al.,
1996).

Com a padronizacao da técnica, foi possivel amplificar e analisar o DNA sem
a necessidade de cultivo do microrganismo (MADIGAN, 2004), principalmente por
serem agentes de dificil cultivo ou de crescimento muito lento como sdo os
micoplasmas, além da rapidez, alta sensibilidade, e-especificidade e seguranca dos
resultados (MACHADO et al., 2012).

lgualmente importante é a capacidade de obter resultados precisos na
presenca de infec¢Bes subclinicas (MACHADO et al., 2012), infeccdo mista com
varias espécies de micoplasmas, contaminacdo por infeccdes bacterianas
secundarias e inibicdo do crescimento por antibidticos, anticorpos ou outros fatores
inibidores (KEMPF et al., 1994). Além de ser possivel a detec¢cdo do patdogeno antes
gue este induza uma resposta imunolégica, ou entdo em hospedeiros
imunodeprimidos, demonstrando vantagens sobre os testes sorolégicos (MORENO,
2009).

Segundo Mettifogo et al. (2015), ap0s a vacinagao nao € possivel distinguir
anticorpos da estirpe vacinal com anticorpos de campo, 0 que torna o
monitoramento do lote mais dificil, portanto, a capacidade para distinguir a estirpe de
MG-F de outras estirpes de MG pela PCR demonstra a possivel aplicacdo deste
método em programas de monitoramento e avaliagbes de desempenho da vacina
em granjas de poedeiras comerciais. Além disso, esta cepa pode ser potencialmente
disseminada, podendo causar sinais clinicos de infeccdo respiratéria em frangos de
corte jovens ou em frangos de corte adultos, j& que a estirpe ndo é totalmente néo-

patogénica.

2.2.2. Controle e prevencao

O controle da infeccdo por MG e MS é essencial em todas as etapas da
cadeia de producao avicola para evitar a perda de produtividade devido a diminuicéao
da producédo e qualidade dos ovos, reducédo da eficiéncia alimentar e altas taxas de
condenacdo das carcacas (KLEVEN, 2008a; NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

Segundo Whithear (1996) e Kleven (2003) a erradicacdo do Mycoplasma spp.
muitas vezes nao € economicamente viavel pela eliminacdo de plantéis infectados,

por isso, a medicacdo e vacinacdo podem ser alternativas sustentaveis para a
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reducdo dos sinais clinicos, da transmissédo vertical e do impacto econémico. Outro
aspecto importante € a aquisicdo de aves de um dia ou ovos férteis livres de
Mycoplasma spp., para 0s sistemas de postura, engorda e reproducdo
(NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).

O wuso de antibidticos, principalmente aqueles que atingem altas
concentragcbes nas membranas mucosas do trato respiratério, como tiamulin e
enrofloxacina podem afetar a deteccdo do agente, inibindo ou reduzindo a resposta
imunolédgica, indisponibilizando o patégeno no trato respiratério superior, dificultando
0 isolamento tanto em frangos de corte quanto em aves de reproduc&o ou postura.
Outro aspecto importante em relagéo a terapia com antimicrobianos é que por conta
da auséncia de parede celular, os micoplasmas sao naturalmente resistentes a
antibidticos B-lactamicos que atuam na parede celular, como a penicilina e a
cefalosporina (KLEVEN, 2008).

Enquanto que, a vacinacdo pode desempenhar um papel importante na
prevencao de doencas respiratérias, pois pode proteger contra o desenvolvimento
de les@es traqueais e sinais clinicos nasais, além de ser capaz de reduzir a queda
na producao de ovos. Entretanto, pode causar reacdes falsas positivas nos testes
sorologicos sendo considerado um método para reduzir danos, ndo sendo mais
adequado na prevencéao de infeccbes (WHITHEAR, 1996; EVANS et al., 2005).

Atualmente, existem vacinas comerciais contra MG, disponibilizadas na forma
inativada e viva, a disposicdo dos criadores de aves. A vacina viva ndo deve ser
usada em reprodutoras (galinhas e perus) por prejudicar o diagnostico e,
principalmente, o monitoramento epidemioldgico, sendo aconselhavel apenas para
poedeiras (BALEM et al., 1992; BRASIL, 1994; BRASIL, 2001).

As principais cepas vacinais, como a cepa F, ts1l1, MG70 e 6/85, tém sua
eficiéncia com base na resposta imune humoral e celular. Além de realizar exclusédo
competitiva com as cepas circulantes de campo, o uso dessas vacinas ainda pode
diminuir a caracteristica queda na producdo de ovos, apesar de nao prevenirem a
transmissao transovariana do agente (CARPENTER, 1981; LEY, 2003).

Uma estratégia de monitoramento consistente é fundamental para a
prevencao da infec¢cdo por Mycoplasma spp. Assim como de outras enfermidades
aviarias relevantes, programas voluntarios para granjas de aves reprodutoras tém
sido desenvolvidos por 6rgdos governamentais em parceria com a iniciativa privada,

a exemplo do “National Poultry Improvement Plan” (NPIP) nos EUA e do Programa
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Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) em nosso Pais (BRASIL, 1994). De acordo
com esses programas, as aves reprodutoras, devem ser acompanhadas por
monitoramento sorolégico ou micoplasmolégico para MG, MS ou MM, seguindo
procedimentos epidemiolégicos de amostragem e monitoramento com periodicidade
nao superior a trés meses. Os testes utilizados no monitoramento sdo 0s mesmos
usados no diagndstico: SAR, HI e ELISA, além do diagndstico microbiolégico, que
envolve isolamento e tipificagdo ou PCR (NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Deteccao molecular de Leishmania spp. e diagndstico sorolégico e molecular
da infeccdo por Mycoplasma spp. em aves de granjas avicolas do Estado de

Pernambuco.

3.2. Especificos

Detectar a presenca de DNA de Leishmania spp. por meio da PCR em granjas

de poedeiras comerciais.

e Caracterizar molecularmente a (s) espécie (s) de Leishmania spp. detectadas em

granjas de poedeiras comerciais.

e Avaliar o papel das aves domésticas como indicadores biolégicos da infec¢ao por

Leishmania spp.

e Utilizar os testes sorolégicos SAR, HIl e ELISA para deteccdo de anticorpos
contra M. gallisepticum e M. synoviae em aves sadias e com sinais clinicos

respiratorios.

e Detectar a presenca de M. gallisepticum e M. synoviae por meio da PCR
convencional e PCR “nested”, em suabes e fragmentos de traqueia de aves

sadias e com sinais clinicos respiratorios.

e Diferenciar por meio da PCR, cepas de campo de cepa vacinal de M.

gallisepticum.

e I|dentificar os fatores de risco associados a infeccdo por Mycoplasma spp. e a

presenca de Leishmania spp. nas granjas avicolas do Estado de Pernambuco.
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5. ARTIGOS CIENTIFICOS

5.1 Artigo 1

Deteccao molecular de Leishmania spp. em granjas de poedeiras comerciais do
Estado de Pernambuco!?

Marcus M.R. de Amorim?, Mércia R Barros?

ABSTRACT.-Amorim M.M.R,, Barros M.R. 2019.

[Molecular detection of Leishmania spp. in commercial laying hens from the state of
Pernambuco.] Detec¢do molecular de Leishmania spp. em granjas de poedeiras comerciais do
Estado de Pernambuco. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Medicina
Veterindaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua Manuel de Medeiros, s/n, Dois Irmaos,
Recife, PE 52171-900, Brazil. E-mail: mercia.barros@ufrpe.br

Chickens can be used to assist in the monitoring or identification of outbreaks by infectious agents,
investigation of changes in the incidence or prevalence of a particular disease, as well as in
epidemiological control programs that can be applied in risk areas. The objective of this work was to
detect the presence of Leishmania spp. in the blood of commercial poultry farms in the state of
Pernambuco. Samples were collected at commercial laying hens farm, where two collections of different
flocks and ages were made per establishment. Six laying hens’ flocks were sampled from three
commercialfarms in the State of Pernambuco. For the study, 120 blood samples plus
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) were collected. The blood of the birds was submitted to
Polymerase Chain Reaction (PCR). Of the total samples submitted to PCR, none showed positivity for
Leishmania spp. In the questionnaires carried out, other species of animals were observedin the six
sampled flocks, being wild birds and rats present in all flocks and dogs and cattle in two flocks. As far as
manure was concerned, all the farms carried out the removal when it reached the height of the cages
(Californian type aviaries), except for the automated shed in which the feces were separated by automatic
mats. No farm does manure treatment. Many flies and mosquitoes were reported in the surroundings and
inside the aviaries, not being able to report the presence of mosquitoes inside the aviaries during the night
period. All farms carried out control of flies and mosquitoes through chemical control, by the application
of adulticides and larvicides. The present study did not obtain positive results in the PCR for Leishmania
spp. However, based on the research questionnaires carried out on the farms, we could observe the
presence of several vector attraction factors, being important new researches on the role of commercial
poultryproduction in the epidemiology of Leishmaniasis.

INDEX TERMS: Leishmaniosis, poultry production, commercial laying hens, PCR.
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2 Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Rua
Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmaos, Recife, PE 52171-900, Brasil. Pesquisa de iniciacdo cientifica.
*Autor para correspondéncia: mercia.barros@ufrpe.br

RESUMO.- As galinhas podem ser utilizadas no auxilio do monitoramento ou identificacdo de surtos
causados por agentes infecciosos, investigacdo das mudangas na prevaléncia ou incidéncia de uma
determinada doenca, além de avaliar a eficicia de programas de controle epidemiolégico instituido em
determinada area. Objetivou-se com este trabalho detectar molecularmente a presenca de Leishmania spp.
no sangue de poedeiras comerciais de granjas avicolas do Estado de Pernambuco. As amostras foram
coletadas em estabelecimentos de producido comercial de poedeiras comerciais, onde foi realizada duas
coletas de diferentes lotes e idades por estabelecimento. Foram amostrados seis lotes oriundos de trés
granjas de poedeiras comerciais localizadas no Estado de Pernambuco. Para realizagdo do estudo foram
coletadas 120 amostras de sangue acrescido de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). O sangue das
aves foi submetido a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Do total de amostras submetidas a PCR,
nenhuma apresentou positividade para Leishmania spp. Nos questionarios investigativos realizados, nos
seis lotes amostrados, ja&-foram observadas outras espécies de animais, sendo aves silvestres e ratos
presentes em todos os lotes e cies e bovinos em dois lotes. Em relagdo ao esterco, todas as granjas com
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aviarios do tipo californiano realizavam a retirada quando o mesmo chegava préoximo a altura das gaiolas,
o lote oriundo de galpio automatizado as fezes eram separadas por esteiras automaticas. Entretanto, em
nenhuma granja era realizado o tratamento do esterco. Em todos os lotes havia grande presenc¢a de
moscas e mosquitos nos arredores e no interior dos aviarios, mas, ndo souberam relatar sobre a presenca
de mosquitos no interior dos aviarios durante o periodo noturno. Todas as granjas realizavam o controle
de moscas e mosquitos através do controle quimico, pela aplicagdo de produtos adulticidas e larvicidas. O
presente estudo nao obteve resultados positivos na PCR para Leishmania spp. Contudo, com base nos
questionarios investigativos realizados nas granjas pode-se observar a presenca de varios fatores de
atracdo do vetor, sendo importante o aprofundamento sobre o papel da criacdo comercial de aves na
epidemiologia da Leishmaniose.

TERMOS DE INDEXACAO: Leishmaniose, avicultura, poedeiras comerciais, PCR.

INTRODUCAO

A avicultura de Pernambuco é uma cadeia bastante consolidada que atende as exigéncias do Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), o que a habilita para a comercializagdo nos mercados
nacional e internacional, demonstrando a importancia de pesquisas sobre fatores que possam influenciar
negativamente a industria avicola, seja de saide animal ou satide publica (Sebrae 2008).

A importancia das Leishmanioses se observa nas consequéncias que produzem na saude publica
devido a alta letalidade, incidéncia e implicagdes econdmico-sociais que ocorrem pela debilitacdo do
trabalhador (Boraschi & Nunes 2007).

Atualmente a enfermidade passa por um processo de urbanizagdo, apesar de ocorrer primariamente
em meio rural (Brasil 2004). O Nordeste, entre as diversas areas da Federagdo Brasileira, é a regido que
detém a maior parte dos casos humanos (Tavares & Tavares 1999), sendo sua ocorréncia relacionada com
problemas sanitarios e a subnutri¢do (Alves & Faustino 2005), além presenca do reservatério canino e da
alta densidade do vetor (Badar¢ et al. 1996).

As galinhas também podem ser utilizadas auxiliando o monitoramento ou identificacdo de surtos
causados por agentes infecciosos, na investigacdo de incidéncia ou prevaléncia de uma determinada
doencga, além de avaliar a eficicia de programas de controle epidemiolégico instituido em determinada
area (Racloz et al. 2007).

Tendo em vista a representatividade economica da avicultura para o Brasil, objetivou-se com este
trabalho detectar molecularmente a presenca de Leishmania spp., no sangue de poedeiras comerciais de
granjas avicolas do Estado de Pernambuco.

MATERIAL E METODOS
Locais e amostragem. Os estabelecimentos produtores de poedeiras comerciais foram utilizados para
realizacdo da colheita do material biolégico, onde foram realizadas duas coletas de diferentes lotes por
estabelecimento. Foram amostrados seis lotes oriundos de trés granjas de poedeiras comerciais
localizadas no Estado de Pernambuco. A amostragem utilizada neste estudo foi do tipo nio probabilistico
por conveniéncia (Sampaio 1998). O protocolo experimental seguiu os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e aprovado pela
Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA-UFRPE) com
licenca de n® 093/2017.
Questionario investigativo. Foi realizado para obtengdo de informacgdes sobre o lote, abordando a
presenca de outras espécies na propriedade, como e quando era realizada a retirada e tratamento do
esterco, o tipo de aviario, a presenca de moscas e mosquitos nos arredores e interior do aviario, presenca
de mosquitos no interior do aviadrio no periodo da noite e como era realizado o controle de insetos.
Colheita de amostras e processamento. Para realizacdo do estudo foram colhidas 120 amostras de
sangue acrescido de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). As amostras foram obtidas pela puncdo da
veia braquial, sendo colhidos aproximadamente 3mL de sangue de cada ave. O processamento das
amostras foi realizado no Laboratério de Doencas Parasitarias e Laboratério de Doengas Infecto
contagiosas (LDIC) do Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE).
Diagnostico molecular. O DNA gendmico foi extraido utilizando-se o “kit” comercial Wizzard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega®), de acordo com as instrugdes do fabricante. Posteriormente, foi
realizada a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os primers MC1: (5" - GTT AGC CGA TGG TGG
TCT TG - 3") e MC2: (5'CAC CCATTT TTC CGA TTT TG - 3"), descritos por Cortes et al. (2004), que permite
a amplificacdo de 447pb do DNA. As reagdes de PCR constaram de 2,5pL de agua ultrapura (Milli-Q),
12,5uL de Master Mix, 2,5uL de cada “primer” (10pmol) e 5uL. do DNA extraido, obtendo um volume final
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de 25ul. O controle positivo consistiu de DNA extraido a partir de medula éssea de cido naturalmente
infectado por Leishmania infantum, e para o controle negativo, foi utilizada agua ultra-pura. As reagdes de
amplificagcdo foram conduzidas em termociclador nas seguintes condi¢des: 1 ciclo 94°C - 5 min, 65°C - 1
min e 72°C - 1min; e 29 ciclos: 94°C - 1 min, 60 °C - 20 seg, 72°C - 30 seg, seguidos de uma extensao final
72°C - 5 min. Posteriormente foi realizada a transferéncia de 9ul do produto de DNA amplificado,
adicionado de 0,5ul de Bluegreen® e 1ul de Tampao em gel de agarose a 2% e submetidas as condi¢des de
eletroforese sob luz ultravioleta e fotodocumentado pelo sistema de documentagdo de gel, e como
marcador de peso molecular utilizou-se Ladder® de 100pb.

RESULTADOS

Do total de amostras submetidas a PCR, nenhuma apresentou positividade para Leishmania spp. Nos
questiondarios investigativos realizados nos lotes amostrados, foram observadas outras espécies de
animais, sendo aves silvestres e ratos presentes em todos os lotes, e cdes e bovinos em dois lotes. Em
relacdo ao esterco, todas as granjas com avidrios do tipo californiano realizavam a retirada quando o
mesmo chegava proximo a altura das gaiolas, e no lote oriundo de galpdo automatizado as fezes eram
separadas por esteiras automadticas. Entretanto, em nenhuma granja era realizado o tratamento do
esterco. Em todos os lotes havia grande presenga de moscas e mosquitos nos arredores e no interior dos
aviarios, mas, ndo souberam relatar a presen¢a de mosquitos no interior dos aviarios durante o periodo
noturno. Todas as granjas realizavam o controle de moscas e mosquitos através do controle quimico, pela
aplicagdo de produtos adulticidas e larvicidas.

DISCUSSAO

A presenca de DNA de Leishmania spp. em amostras de sangue de aves poderia indicar a presenca do
vetor infectado com o patdgeno, caracterizando o papel da galinha como indicador biolégico da
enfermidade. Contudo, a PCR de sangue total nao foi capaz de detectar DNA de Leishmania spp., seja por
conta das caracteristicas fisioldgicas das aves, que dificultam a persisténcia da infec¢do ou pelo fato destas
ndo terem sido expostas ao protozodrio. Segundo Zilberstein & Shapira (1994), as aves apresentam
caracteristicas fisioldgicas como a temperatura corporal de 41,0°C e a atividade do sistema complemento
que impede o seu desenvolvimento e a manutencdo de infec¢des por Leishmania spp., por um periodo
prolongado.

Otranto et al. (2010) em estudo experimental de inocula¢do de Leishmania infantum no subcutaneo de
galinhas observou positividade ao DNA de L. infantum em amostras de pele, medula 6ssea, figado e bago
por meio da PCR convencional e gPCR indicando a presenga do parasita ndo apenas no local da inoculagdo
(pele), mas também em outros tecidos. Contudo, os autores ndo conseguiram detectar anticorpos anti-
Leishmania spp., no sangue das aves, afirmando que as aves sdo de fato refratarias a infecgao.

Por outro lado, outras ferramentas de diagndstico que se baseiem na deteccio de substancias
relacionadas a saliva do vetor podem ser utilizadas para estudo do papel da galinha como sentinela da
Leishmania spp. Atualmente ja se sabe que aves expostas a picadas de artropodes hemat6fagos
desenvolvem anticorpos contra componentes da saliva desses vetores (Schwarz et al. 2009a). Segundo
Soares (2012), a galinha (Gallus gallus) é capaz de desenvolver anticorpos IgY anti-SGS e anti-proteinas
recombinantes da saliva de L. longipalpis, sugerindo que estes animais podem ser considerados como
sentinelas para detectar a presenca destes vetores em area endémica para Leishmaniose Visceral (LV). A
autora afirma que a utilizacdo da proteina recombinante LJM11 traz como perspectiva a sua utilizacdo
para monitoramento de areas de risco, sendo considerada uma ferramenta de alerta sobre o risco de
exposicdo ao flebotomineo L. longipalpis e consequente risco para a transmissao da LV.

Em areas onde a LV é endémica, os cdes sdo os mais importantes reservatorios de L. infantum, atuando
como uma fonte de infec¢do prontamente disponivel para os vetores (Ashford, 1996; Dantas Torres 2007).
Atualmente, é conhecida uma variedade de animais que ja foram identificados como fontes alimentares de
flebotomineos (Tesh et al. 1971; Christensen et al. 1982). As combina¢des nas alimentagdes sanguineas
relatadas por diversos autores apontam que frequentemente o sangue de aves é encontrado no contetido
estomacal destes insetos (Dias, Loroza & Rebélo 2003), porém a preferéncia alimentar por aves bem como
o seu papel na cadeia de transmissdo da doenca ainda nio é bem esclarecida (Alexander et al. 2002). Além
disso, espécies sinantropicas que invadem galinheiros, como a raposa (Cerdocyonthous), o gamba
(Didelphisalbiventris) e o rato preto (Rattus rattus), sdo potenciais reservatorios de L. infantum (Sherlock
1996).

A relacdo entre galinhas e os fleb6tomos ja havia sido verificada por Teodoro et al. (1999), quando
observaram que o galinheiro se mostra bastante atrativo para o L. longipalpis, encontrando neste local
matéria organica imida e abundancia de alimento. Isso significa que as galinhas tém realmente um papel
na epidemiologia da Leishmaniose visceral zoondtica, ndo como hospedeiros de Leishmania spp., mas
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como um fator de risco para a presenca de flebotomineos perto de habitagées humanas (Caldas et al.
2002).

Sabe-se que uma série de fatores pode favorecer a alimentacio de flebotomineos em sangue de galinha.
As aves possuem areas de exposi¢do como cristas e barbelas (ricas em capilares), a epiderme mais fina
facilitando a alimentacdo destes insetos, além do baixo nivel sérico de hemoglobina e inatividade das
galinhas durante o periodo da noite (Freeman et al. 1984; Alexander et al. 2002). Portanto, as galinhas sdo
relevantes como fator de atracdo, inicialmente de machos, os quais sdo atraidos para o local de
alimentacdo e liberando feromonios, que sdo volatilizados de forma mais eficaz por conta da alta
temperatura corporal e da alta emissdo de CO2 por parte das aves, auxiliando na orientacdo de fémeas
para repasto sanguineo e posterior reproducao (Peters et al. 1983; Bray et al. 2010).

O fato é que os avidrios comerciais podem fornecer um reftigio e/ou um local de reproducao para
algumas espécies de flebotomineos (Lane 1986) destacando a importancia de desenvolver programas de
controle de vetores em areas onde a Leishmaniose visceral zoonética é endémica (Otranto et al. 2010).

CONCLUSAO
Com base nos questiondrios investigativos realizados nas granjas pode-se observar a presenca de
varios fatores de atracdo do vetor, sendo importante o aprofundamento sobre o papel da criacao
comercial de aves na epidemiologia da Leishmaniose.
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5.2 Artigo 2

Diagnoéstico soroldgico e molecular da infec¢ao por Mycoplasma gallisepticum e
Mycoplasma synoviae em granjas avicolas do Estado de Pernambuco?

Marcus M.R. de Amorim?, Mércia R. Barros?

ABSTRACT.-Amorim M.M.R,, Barros M.R. 2019.

[Diagnosis and epidemiological evaluation of Mycoplasmaspp infection in poultry farms from
the state of Pernambuco.] Diagnéstico sorolégico e molecular da infeccio por Mycoplasma
gallisepticum e Mycoplasma synoviae em granjas avicolas do Estado de Pernambuco. Pesquisa
Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Rua Manuel de Medeiros, s/n, Dois Irmdos, Recife, PE 52171-900, Brazil. E-mail:
mercia.barros@ufrpe.br

The objective of this study was to serologically and molecularly diagnose Mycoplasma spp. infection in
broiler and commercial laying hens from poultry farms in the State of Pernambuco. 344 blood serum
samples, 220 tracheal swab samples and 67 tracheal samples were collected. Serum samples were
subjected to Rapid Serum Agglutination (SAR), Hemagglutination Inhibition (HI) and Enzyme
Immunoabsorption Assay (ELISA), and trachea and tracheal swabs were submitted to Polymerase Chain
Reaction (PCR), Nested PCR and MG-F vaccine PCR. At SAR (1:10 dilution), 14.82% (51/344) of the
samples were positive for MG, whereas 28,49% (98/344) samples were positive for MS. In the HI test,
8.72% (30/344) and 20.35% (70/344) were positive for MG and MS, respectively. In ELISA, 45,64%
(177/344) presented seropositivity for MG and 57,26% (189/344) for MS. Of the trachea and trachea
swab samples submitted to PCR, 25.9% (57/220) and 42.27% (31/67) were positive for MG, respectively.
10% (22/220) of the tracheal swab specimens, while 18.2% (12/66) of the trachea had MS positivity. In
the vaccine PCR, 56.14% (32/57) of the MG tracheal swab samples were from the MG-F strain, whereas
40.62% (13/32) of the positive trachea were vaccine strains. The importance of the use of serological and
molecular tools in the diagnosis of micoplasmosis was observed, as it was possible to detect the DNA of
the agent in flocks that did notseroconverted in the serological tests and vice versa. In addition to
conventional PCR, the vaccine differentiation PCR is fundamental because of the ability to detect different
strains in a flock of birds.

INDEX TERMS: Laying hens, broilers chickens, Mycoplasma spp., serology, PCR.

1Recebido €M .....ceermeermerererreersesrersnerseeens
Aceito para publicagao em .......vemeeneessneiseeesssseseeesssnens
2Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Rua
Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmaos, Recife, PE 52171-900, Brasil. Pesquisa de inicia¢ao cientifica.
*Autor para correspondéncia: mercia.barros@ufrpe.br

RESUMO.-Objetivou-se com este estudo diagnosticar sorologicamente e molecularmente a infecgdo por
Mycoplasma spp. em poedeiras comerciais e frangos de corte de granjas avicolas do Estado de
Pernambuco. Foram 344 amostras de soro sanguineo, 220 amostras de suabe traqueal e 67 amostras de
traqueia. As amostras de soro foram submetidas as técnicas de soroaglutinacdo rapida (SAR), Inibi¢do da
Hemaglutinagdo (HI) e Ensaio de imunoabsorg¢do enzimatica (ELISA), e os suabes de traqueia e traqueia
foram submetidos a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), PCR Nested e PCR vacinal. Na dilui¢do de 1:10
na SAR, para MG 14,82% (51/344) foram positivas, enquanto que para MS 28,49% (98/344). No teste de
HI foram positivos para MG e MS, 8,72% (30/344) e 20,35% (70/344), respectivamente. No ELISA,
apresentaram soropositividade para MG 45,64% (177/344) e para MS 57,26% (189/344). Das amostras
de suabe de traqueia e traqueia submetidas a PCR, 25,9% (57/220) e 42,27% (31/67) foram positivas
para MG, respectivamente. Das amostras de suabe de traqueia e amostras de traqueia, 10% (22/220) e
18,2% (12/66) foram positivas para MS, respectivamente. Na PCR vacinal, 56,14% (32/57) das amostras
de suabe de traqueia positivas para MG foram oriundas da cepa vacinal MG-F, enquanto que das traqueias
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40,62% (13/32) foram positivas para a cepa vacinal. Percebe-se a importancia do uso de ferramentas
soroldgicas e moleculares no diagndstico de MG e MS, visto que foi possivel detectar o DNA do agente em
lotes que ndo apresentaram soroconversido nos testes soroldgicos e vice e versa. Além da PCR
convencional, a PCR de diferenciacdo de cepas de campo e de cepa vacinal, se mostra fundamental por
conta da capacidade de detectar diferentes cepas em um lote de aves.

TERMOS DE INDEXACAO: Poedeiras comerciais, frangos de corte, Mycoplasma spp., sorologia, PCR.

INTRODUCAO

O processo de intensificagio da atividade avicola pode favorecer a ocorréncia e dissemina¢do de
patoégenos infecciosos, principalmente os relacionados com o trato respiratério (Minharro et al. 2001).

O Mycoplasma gallisepticum (MG) é o agente etiolégico da doenga cronica respiratéria (DCR) e pode
causar sinais clinicos variados como dificuldade respiratdria, secrecdo nasal, sinusite, aerossaculite,
diminuicdo da produgdo de ovos e aumento da mortalidade embrionaria (Mohammed et al., 1987), sendo
também relatadas redu¢ao do ganho de peso e a degradagdo da qualidade da carcaca em frangos de corte
(Stipkovits & Kempf 1996, Bradbury 2007).

O Mycoplasma synoviae (MS) pode causar problemas respiratérios semelhantes ao MG e afetar a
qualidade da casca do ovo com anormalidades tipicas no apice da casca (EAA) e diminui¢do da produgao
(Feberwee et al. 2009, Catania et al. 2010, Ranck et al. 2010).

Para confirmacao da infec¢do por micoplasma é necessario a realizacdo do diagndstico epidemiolégico,
clinico e anatomopatolégico, com confirma¢do por meio de exames laboratoriais, detectando-se a
presenca de anticorpos e/ou do agente (Charlton et al. 1996).

Tendo em vista a representatividade economica da avicultura para o Brasil, objetivou-se com este
estudo diagnosticar sorologicamente e molecularmente a infeccdo por Mycoplasma spp. em poedeiras
comerciais e frangos de corte de granjas avicolas do Estado de Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

Locais e colheita de amostras. Os estabelecimentos de produc¢ido de poedeiras comerciais e de
frangos de corte foram utilizados para realizacdo da colheita de amostras biolégicas, onde foi realizada
uma ou mais colheitas de diferentes lotes por estabelecimento. Foram amostrados 22 lotes oriundos de
nove granjas, sendo seis de criacdes de poedeiras comerciais e trés de frangos de corte localizadas no
Estado de Pernambuco. As informagdes obtidas por meio de questiondrio investigativo como idade do
lote, sinais clinicos e uso de vacina contra MG estdo descritas na Tabela 1. A amostragem utilizada neste
estudo foi do tipo ndo probabilistica por conveniéncia (Sampaio 1998). O protocolo experimental deste
estudo seguiu os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (CEUA-UFRPE) com licenga de n° 093/2017.

Para realizacdo do estudo foram coletadas 344 amostras de sangue para obten¢do de soro sanguineo,
220 amostras de suabe de traqueia e 66 amostras de traqueia. As amostras de soro foram obtidas pela
puncdo da veia braquial, sendo colhido aproximadamente 3mL de sangue de cada ave. Para colheita dos
suabes de traqueia, um suabe estéril foi introduzido na traqueia da ave e realizado movimentos
rotacionais. Em torno de uma a cinco aves, aproximadamente, foram eutanasiadas de acordo com a
Resolucdo N°1000 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) para colheita da traqueia, a qual
foi acondicionada em PBS com glicerol a 10%. Todas as amostras biolégicas foram mantidas em caixas
isotérmicas sob refrigeracdo e transportadas para realizacdo das andlises soroldgicas e moleculares. O
processamento das amostras foi realizado no Laboratdrio de Doencas Infectocontagiosas (LDIC) do
Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Tabela 1. Composicdo e amostragem dos lotes de poedeiras comerciais (PC) e frangos de corte
(FQ).

Sinais Vacina Numero de amostras
Granja Tipo Lote Idade .. contra
J p clinicos* Soro Suabe (.ie Traqueia
MG traqueia
Al 16 sem NAO 12 10 05
A PC A2 08 sem NAO SIM 11 10 05
B1 18 sem NAO 09 10 05
B PC B2 9 sem NAO SIM 12 10 05

B3 20 sem SIM 20 10 02
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B4 34 sem SIM 20 10 02
C1 9 sem NAO 11 10 05
C2 16 sem NAO 10 10 05
¢ pe C3 29 sem SIM SIM 20 10 02
C4 54 sem SIM 20 10 01
D1 16 sem NAO 12 10 01
D2  20sem NAO . 12 10 01
D pC D3 90 sem SIM NAO 20 10 03
D4 29 sem NAO 20 10 02
E PC E1l 63 sem SIM SIM 20 10 02
F1 36 sem NAO ~ 20 10 02
F PC 2 8asem NAO NAO 20 10 02
Gl 40 dias NAO - 11 10 04
G FC G2 47 dias NAO NAO 12 10 06
H FC H1 47 dias NAO NAO 12 10 03
11 45 dias NAO - 20 10 02
I FC 12 49 dias NAO NAO 20 10 01

*Queda na producdo de ovos e/ou estertores traqueais, cabega inchada, sonoléncia, secre¢do
nasal, espirros e dificuldade respiratoria.

Soro Aglutinacdo Rapida - SAR. Os testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos contra
Mycoplasma gallisepticum (MG) e Mycoplasma synoviae (MS) seguiram as técnicas recomendadas pelo
PNSA (Brasil 2001). Para realizacdo do teste, das 344 amostras de soro utilizou-se antigeno comercial
(INATA®) para MG e MS. Foram adicionadas e posteriormente homogeneizadas partes iguais de antigeno
e soro (1:1) e apos trés minutos foi verificada a presenga ou ndo de aglutinacdo (complexo antigeno-
anticorpo). Os soros positivos foram diluidos a partir de soro bruto na proporg¢io de 1:5 e 1:10 em solugio
salina a 0,85% de NaCl. Foram considerados positivos para MG e MS os soros que apresentaram
aglutinagdo na diluigcdo 1:10 na SAR (Brasil 1994).

Inibicdo da Hemaglutinacdo - HI. Inicialmente foi obtido sangue de galinhas nao vacinadas e
posteriormente foi feita a papa de hemdcias, a partir da diluicio de 1:1 de sangue com solugdo
anticoagulante (Elsever) e entdo centrifugada (1200 RPM) e em seguida lavada trés vezes com PBS. Essa
solucdo foi entdo diluida com PBS até obten¢ao da concentragdo de 1% de hemacias. Para realizacdo do HI
foram utilizados antigenos comercias (INATA®) de MG e MS. Para definigdo do titulo hemaglutinante do
antigeno concentrado e a realizacdo do teste de HI, seguiu-se as recomendacdes do fabricante. Apds 90
minutos em temperatura ambiente foi feita a leitura das placas, considerando positivas as amostras que
apresentaram “efeito de lagrima” (escorrimento do botdo de hemacias) a partir da titulacdo de 1:80.

Ensaio de Imunoabsorc¢io enzimatica - ELISA. Foi utilizado o kit Flock Chek Idexx® para detecgio
de anticorpos contra MG e MS de 344 amostras de soro, seguindo as orientagdes do fabricante: 100uL de
cada amostra diluida (1:500) foram adicionados aos pogos e incubadas em temperatura ambiente (18 a
26°C) por 30 minutos. Os pogos foram entdo lavados com agua destilada (3 a 5 lavagens). Posteriormente,
foi adicionado a cada pogo 100pL de conjugado de anticorpo Anti-galinha/Anti-peru marcado com HRPO e
incubadas (18 a 26°C) por 30 minutos. Cada poco foi entdo lavado com agua destilada (3 a 5 lavagens) e
foram adicionados 100uL de substrato cromogénico de Tetrametilbenzidina (TMB) e incubados por 15
minutos (18 a 26°C). Apds a reacao foi finalizada com 100pL da solucio de interrupgdo. A absorbancia foi
medida a 650nm e o ponto de corte do ELISA para considerar amostras reagentes e ndo reagentes, a
média geométrica dos titulos (GMT) e as demais variaveis estatisticas, coeficiente de variacdo (CV), desvio
padrao (DP), valores maximos e minimos, foram calculados pelo software xCheck versdo 3.3 da Idexx®.

Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR. Realizou-se inicialmente a extracio de DNA dos suabes de
traqueia e traqueia com o “kit” comercial Wizzard® Genomic DNA Purification (Promega®) utilizando
protocolo do fabricante. Posteriormente, foi realizada a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando
primers especificos (Tabela 2) para Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplasma synoviae (MS) e cepa
vacinal (MG-F).

As reacdes de PCR constaram de 2,75puL de agua ultrapura (Milli-Q), 6,25uL de Master Mix, 0,5pL de
cada “primer” (20pmol) e 2,5uL do DNA extraido, obtendo um volume final de 12,5uL. Como controle
positivo utilizou-se cepas American Type Culture Collection de MG (ATCC 19610) e MS (ATCC 116 25204),
e para controle negativo foi utilizado agua ultrapura. O perfil térmico das rea¢des seguiu metodologia
preconizada por Buim et al. (2009), em que ocorreu um pré-aquecimento a 94°C por 5 min, seguido de 35
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ciclos de desnaturacao a 94°C por 1 min, anelamento a 55°C por 1 min e extensdo a 72°C por 2 min,
acrescida da extensao final a 72°C por 10 min e resfriamento a 4°C por 5 min. Posteriormente foi realizada
a transferéncia de 6ul do produto de DNA amplificado, adicionado de 0,5pl de Bluegreen® e 1ul de
Tampao em gel de agarose a 1,5% ou 2% e submetidas as condigdes de eletroforese sob luz ultravioleta e
fotodocumentado pelo sistema de documentagdo de gel. Utilizou-se o marcador de peso molecular 100pb
Ladder®.

PCR Nested. Foram utilizados os amplicons da reagao anterior, usando primers MG-PCR. A reacdo foi
padronizada para um volume final de 12,5uL por microtubo, contendo 2,75uL de dgua ultrapura (Milli-Q),
6,25uL de Master Mix, 0,5puL de cada “primer” (10pmol) e 2,5uL do amplicon. O perfil térmico das reagdes
seguiu metodologia preconizada por Buim et al. (2009). Em seguida, 6puL. da reacdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% corados com BlueGreen®, visualizados e fotografados em
fotodocumentador com luz ultravioleta.

PCR Vacinal. Apés a deteccdo do DNA de MG na PCR convencional e PCR Nested, as amostras positivas
foram submetidas a PCR para diferenciagdo da cepa de campo com a cepa vacinal. As rea¢gdes de PCR
constaram de 2,75uL de dgua ultrapura (Milli-Q), 6,25uL de Master Mix, 0,5uL de cada “primer” (30pmol)
e 2,5uL do DNA extraido, obtendo um volume final de 12,5pL. Como controle positivo utilizou-se o DNA da
cepa vacinal (Conn-F) e para controle negativo foi utilizado 4gua ultra pura. O perfil térmico das reagdes
seguiu metodologia preconizada por Buim et al. (2009). Por ultimo foi realizada a transferéncia de 6ul do
produto de DNA amplificado, adicionado de 0,5ul de Bluegreen® e 1pl de Tampao para gel de agarose a
1,5% e submetidas as condi¢des de eletroforese sob luz ultravioleta e fotodocumentado pelo sistema de
documentacao de gel.

Tabela 2. Primers utilizados nas reagdes de PCR para detec¢do de Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma
synoviae e cepa vacinal MG-F.

Primers? Sequéncia (5’ - 3") Produto Referéncia
MG-F GGATCCCATCTCGACCACGAGAAAA
732 pb Nascimento et al. (1991)
MG-R CTTTCAATCAGTGAGTAACTGATGA
MGF-F TAACCCTTCATCACCTCATCTAGAG S24 Nascimento et al (1993)
MGF-R CTGTTTGCTAAAGAACAAGTTGATC P ascimento et ak
MS-F GAGAAGCAAAATAGTGATATCA
207 pb L tal (1998
MS-R CAGTCGTCTCCGAAGTTAACAA P auermanet al. (1998)
MGF-PCR CGTGGATATCTTTAGTTCCAGCTGC .
MGR-PCR GTAGCAAGTTATAATTTCCAGGCAT 481 pb Nascimento et al. (2005)

aF= Forward, R = Reverse.

Anadlise estatistica. O coeficiente Kappa foi utilizado como teste de concordancia, com os seguintes
valores convencionais de interpretacao: (<0,20=concordancia pobre; 0,21-0,40=concordancia fraca; 0,41-
0,60=concordancia moderada; 0,61-0,80=concordancia boa e >0,80=concordancia muito boa). Valores
negativos foram interpretados como equivalentes a 0,0. O teste qui-quadrado foi usado para determinar
associagdes entre os materiais bioldgicos (Landis & Koch 1977).

RESULTADOS

A relacdo dos resultados de cada teste soroldgico por lote estd descrita na Tabela 3. Na SAR (diluicdo
de 1:1), 23,5% (81/344) foram positivas para MG e 41,57% (143/344) para MS. Na diluicdo de 1:10,
14,82% (51/344) foram positivas para MG, enquanto que 28,49% (98/344) para MS. Nos lotes com
histérico de sinais clinicos respiratérios ou queda na producdo, 33,33% (40/120) de amostras foram
positivas para MG e 55% (66/120) para MS na diluicdo de 1:10. Nos lotes sem histérico clinico
respiratdrio e/ou queda na producdo, 4,91% (11/224) das amostras na SAR foram positivas para MG e
14,28% (32/224) para MS.

No teste de HI, 8,72% (30/344) e 20,35% (70/344) foram positivos para MG e MS, respectivamente.
Em lotes vacinados para MG foi detectado soro prevaléncia de 14,63% (30/205) para MG. Os lotes com
histérico de sinais clinicos apresentaram positividade de 23,33% (28/120) para MG e 57,5% (69/120)
para MS. Nos lotes sem histérico clinico respiratério e/ou queda na producio, 0,89% (2/224) das
amostras foram positivas no HI para MG e 0,44% (1/224) para MS.

E no ELISA, 45,64% (177 /344) apresentaram soropositividade para MG e 57,26% (189/344) para MS.
Do total de aves vacinadas, 69,69% (115/165) amostras apresentaram sororeatividade para MG. Nos lotes
com histdrico de sinais clinicos respiratérios ou de queda na producio, observou positividade de 93,33%
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(112/120) para MG e 97,5% (117/120) para MS. Nos lotes sem histérico clinico respiratério e/ou queda
na producdo, 29% (65/224) das amostras foram positivas no ELISA para MG e 32,14% (72/224) para MS.

A SAR, HI e ELISA foram submetidos ao teste de concordancia Kappa, e os resultados estdo descritos
nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Utilizacdo de diferentes testes sorolégicos para deteccdo de anticorpos contra MG e MS
provenientes de poedeiras comerciais (PC) e frangos de corte (FC).

_ Sinais  vacina SAR (1:10) HI ELISA
Granja Lote (s contra
clinicos MG MG MS MG MS MG MS
A Al NAO SIM 0% 0% 0% 0%  833%  83%
A2 NAO 0% 0% 0% 0% 0%  72,7%
B1 NAO 0% 0%  222% 11,1% 778%  88,9%
B B2 NAO SIM 0%  833% 0% 0%  41,7%  83%
B3 SIM 5% 5% 0% 5% 100%  100%
B4 SIM 40% 0% 5% 70% 95%  100%
c1 NAO 9,1% 0% 0% 0%  9,09%  9,1%
c ) NAO SIM 0% 0% 0% 0% 0% 40%
C3 SIM 50% 40% 50% 10% 85% 85%
C4 SIM 100%  100%  55% 50%  100%  100%
D1 NAO 100% 0% 0% 0%  333%  50%
o D2 NAO NAO 0% 0% 0% 0% 0% 25%
D3 SIM 0% 95% 15% 75%  100%  100%
D4 NAO 0% 0% 5% 0% 45% 45%
E E1 SIM SIM 5% 90% 0% 0% 80%  100%
e F1 NAO NiO 0% 55% 10% 35% 45% 55%
F2 NAO 0% 100% 0% 100%  100%  100%
c G1 NAO NAO 0% 0% 0% 0% 0% 9,1%
G2 NAO 0% 0% 0% 0% 0% 0%
H1 NAO NAO 0% 0% 0% 0% 0% 0%
: 11 NAO NiO 0% 0% 0% 0% 0% 30%
12 NAO 0% 0% 0% 0% 0% 5%

A-F: Poedeiras comerciais; G-I: Frangos de corte.

Tabela 4. Resultado da concordancia Kappa entre os testes sorolégicos utilizando a SAR como teste base.

L. Parametros
Técnica/Agente Sensibilidade Especificidade Kappa

HI

MG 52,6% 91,5% 0,48
MS 71,6% 95% 0,59

ELISA

MG 92,1% 72,6% 0,57
MS 93,8% 50% 0,48

Das amostras de suabe de traqueia e traqueia submetidas a PCR convencional, 10% (22/220) e
24,24% (16/66) foram positivas para MG na PCR convencional, respectivamente. Na PCR Nested, 25,45%
(56/220) das amostras de suabe de traqueia e 46,97% (31/66) das amostras de traqueia foram positivas
para MG. Enquanto que 10% (22/220) das amostras de suabe de traqueia e 18,2% (12/66) de traqueia
apresentaram positividade para MS, todas provenientes de aves poedeiras comerciais. Os resultados por
lote estdo descritos na tabela 5.

Nos lotes com histérico clinico respiratério e/ou queda de producio, 40% (24/60) e 68,7% (8/12)
foram positivas para MG nas amostras de suabe de traqueia e traqueia, respectivamente. Nos lotes sem
clinica, 20% (32/160) das amostras de suabe de traqueia e 50% (24/48) de traqueia foram positivas para
MG. Para MS, 11,67% (7/60) das amostras de suabe de traqueia e 58,33% (7/12) de traqueia de lotes com
histdrico clinico foram positivas, ja em lotes sem histérico clinico, 9,4% (15/160) das amostras de suabe
de traqueia e 8,33% (5/60) de traqueia foram positivas para MS.
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Em relacdo ao tipo de material biolégico utilizado para a realizacdo da PCR foi observada uma maior
eficicia de deteccdo de MG nas amostras de traqueia do que nos suabes de traqueia (p=0,001475).
Enquanto para detecgido de MS nio foi visto diferenga significativa entre os materiais biolégicos (p=0,113).

Tabela 5. Deteccao por meio de PCR convencional e PCR Nested de MG e PCR convencional para MS de
amostras de suabe de traqueia e traqueia provenientes de poedeiras comerciais (PC) e frangos de corte
(FQ).

L. Vacina PCRMG PCR MG Nested PCRMS
. Sinais

Granja  Lote clinicos contra Traqu Traqu
MG Suabe eia Suabe Traqueia Suabe eia

A Al NéO SIM 20% 0% 0% 0% 0% 0%
A2 NAO 10% 0% 20% 0% 0% 0%

B1 NAO 20% 20% 20% 50% 0% 0%

B B2 NAO SIM 0% 60% 10% 60% 0% 0%
B3 SIM 20% 0% 30% 0% 0% 50%
B4 SIM 10% 0% 20% 0% 10% 50%

C1 NAO 90% 20% 100% 100% 0% 0%

C C2 NAO SIM 30% 40% 30% 80% 0% 0%
C3 SIM 0% 0% 60% 100% 40% 50%
C4 SIM 0% 0% 60% 0% 20% 100%

D1 NAO 0% 0% 0% 0% 0% 0%

D D2 NAO NAO 0% 0% 0% 0% 0% 0%
D3 SIM 0% 0% 10% 100% 0% 66,7%
D4 NAO 0% 0% 0% 0% 30% 50%

E El SIM SIM 0% 0% 60% 66,7% 0% 0%
F F1 Néo NAO 0% 0% 40% 50% 30% 50%
F2 NAO 0% 0% 30% 50% 80% 100%

G G1 N@O NAO 0% 100% 20% 100% 0% 0%
G2 NAO 20% 83,3% 30% 83,3% 0% 0%

H1 NAO NAO 0% 33,3% 0% 66,7% 0% 0%

I 11 Néo NAO 0% 0% 10% 0% 0% 0%
12 NAO 0% 0% 0% 0% 0% 0%

A-F: Poedeiras comerciais; G-I: Frangos de corte.

Na PCR de diferenciacdo vacinal, 56,14% (32/87) das amostras de suabe de traqueia e traqueia
positivas na PCR Nested para MG foram oriundas da cepa vacinal MG-F. Nos lotes vacinados, 77,8%
(28/36) das amostras de suabe de traqueia e 66,7% (12/18) das amostras de traqueia foram positivas
para a cepa vacinal. Nos lotes com histdrico clinico 60% (15/25) das amostras de suabe de traqueia e de
traqueia 43,33% (13/30) foram positiva para cepa vacinal MG-F. Lotes ndo vacinados apresentaram
26,67% (4/15) e 7,14% (1/14) de amostras positivas para cepa vacinal MG-F de suabe de traqueia e
traqueia, respectivamente. Os resultados por lote estao descritos na tabela 6.

Tabela 6. Detecgdo por meio da PCR da estirpe MG-F de poedeiras comerciais (PC) e frangos de corte (FC)
positivas na PCR convencional e PCR Nested.

.. . Amostras Positivas MG % Positivas PCR Vacinal
Sinais Vacina

clinicos contra MG

Granja Lote

Suabe Traqueia Suabe Traqueia
Al NAO 2 0 50% -
A A2 NAO SIM 1 0 0% -
B1 NAO 2 1 50% 0%
B2 NAO 0 3 - 0%
B B3 SIM SIM 3 0 100% :
B4 SIM 2 0 100% -
C1 NAO 9 5 100% 100%
C Cc2 NAO SIM 3 4 33,3% 100%
C3 SIM 6 1 50% 0%
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C4 SIM 6 2 33,3% 50%
D1 NAO 0 0 - -
D2 NAO . 0 0 - -

D D3 SIM NAO 1 3 0% 33,3%
D4 NAO 0 0 - -

E E1l SIM SIM 6 2 66,7% 100%
F1 NAO . 4 1 25% 0%

F F2 NAO NAO 3 1 66,7% 0%
G1 NAO ~ 2 4 0% 0%

G G2 NAO NAO 4 4 25% 0%
H1 NAO NAO 0 1 - 0%
11 NAO ~ 1 0 0% -

I 12 NAO NAO 0 0 - -

A-F: Poedeiras comerciais; G-I: Frangos de corte.
DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou uma soroprevaléncia mais elevada de anticorpos para MS do que para
MG, corroborando a afirmacao feita por Feberwee et al. (2008) e Landman (2014) os quais afirmam que
na dltima década MS vem assumindo o papel de importancia em relagdo a MG em aves comerciais (Buim
et al. 2009). Segundo Balen & Fiorentin (1990) esse aumento na prevaléncia de MS coincidiu com a
intensificagcdo do combate a infeccdo por MG. Isso se deve ao fato de que matrizes positivas para MS nao
sdo sacrificadas, perdendo apenas a certificacdo de livre e se restringindo ao comércio nacional.

Levando em consideracdo que a vacinagdo contra MS ndo é realizada em granjas avicolas de
Pernambuco, conclui-se que toda soroconversao ¢é oriunda de cepas de campo. Contudo, os reais efeitos
econOmicos da infec¢do por MS ainda sdo desconhecidos, devido a dificuldade da reprodug¢ao da doenga e
interpretacdo do diagnostico, aliada a grande variabilidade na viruléncia das cepas de MS (Lockaby et al.
1998, Lockaby et al. 1999, Lockaby & Hoerr 1999, Nascimento et al. 2005).

O teste de ELISA foi o teste sorologico que apresentou maior sensibilidade, quando comparado com a
SAR e o HI, para detectar anticorpos anti-MG e anti-MS. Corroborando com o estudo realizado por Ewing
et al. (1998), que sugerem a adogao do ELISA, ao invés da SAR, como teste de triagem e a PCR como teste
confirmatorio.

A auséncia ou baixa frequéncia de resultados positivos para ambos os agentes etioldgicos em aves
saudaveis pode estar relacionada com a baixa sensibilidade do teste da SAR e alta especificidade do teste
de HI no caso de infecgdes cronicas/subclinicas. A SAR apenas detecta anticorpos do tipo IgM, que sao
formados poucos dias apés a infeccdo e persistem por apenas 70 a 80 dias, portanto, ndo ha confiabilidade
nos resultados negativos a SAR (Nascimento & Pereira, 2009). Em estudos realizados por Nascimento et
al. (1994), foi observado que galinhas reprodutoras consideradas negativas na SAR para MG, foram
positivas no teste de ELISA, HI e PCR. Em relacdo ao teste de HI, observa-se uma baixa capacidade de
detectar variantes antigénicas que diferem da estirpe utilizada como antigeno hemaglutinante (Kleven,
Morrow & Whithear 1988), além de ter baixa sensibilidade para titulos baixos de anticorpos do tipo I1gG
(Ewing, Kleven & Brown 1996).

Estes fatos constituem motivo de preocupacdo, pois uma vez ndo detectado em uma populagio
portadora, esta constituira como fonte de infec¢do para as populagdes ndo infectadas, dificultando o
controle sanitario na granja (dos Santos et al. 2007).

Nota-se que a PCR foi uma técnica rapida e eficaz para o diagndstico de MG e MS em granjas de
poedeiras comerciais e frangos de corte. Observou-se também a capacidade da PCR Nested em detectar
DNA de MG em amostras negativas na PCR convencional, sendo essa técnica indicada para casos de
negatividade no lote. Outra vantagem da PCR é que as infec¢des combinadas com outros micoplasmas ou
outras bactérias ndo afetam a reacdo, tornando-a uma alternativa util para o diagndstico da micoplasmose
aviaria (Nascimento et al. 1991). A PCR também ¢é especifica, sensivel e capaz de detectar e amplificar DNA
em baixa quantidade (Saiki et al. 1985, Innis & Gelfand 1990), auxiliando nos programas de
monitoramento avicola e na diferenciacdo das cepas de campo e vacinal contra MG (Nascimento et al.
1993, Mettifogo et al. 2002).

Houve detec¢do do DNA de MG com maior frequéncia do que MS, diferindo dos resultados soroldgicos
obtidos. Em estudo semelhante realizado no Estado de Pernambuco, Barros et al. (2014) detectaram uma
prevaléncia de 1/24 (4,17%) de amostras positivas para MG e 7/24 (29,17%) para MS na PCR, ndo
corroborando com o presente estudo. Buim et al. (2009) apresentaram resultados diferentes, com apenas
2% de amostras positivas para MG e 32,4% para MS. Tal diferenca pode ser explicada devido a quantidade
de lotes vacinados, uma vez que boa parte dos lotes, no presente estudo, utilizaram vacina contra MG,
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promovendo um maior nimero de amostras positivas na PCR. Além disso, poucos estudos relacionando o
uso da PCR para deteccdo de MG e MS foram realizados no Estado de Pernambuco, sendo dificil estimar a
real prevaléncia de ambos os agentes nos planteis avicolas do Estado.

Foi observada uma maior percentagem de positividade, tanto para MG quanto para MS, nas amostras
de lotes com historico clinico respiratério e/ou de queda na produgao de ovos. Corroborando com estudos
semelhantes realizados por Barros et al. (2014), que também detectou uma alta frequéncia de amostras
positivas para MS em poedeiras comerciais com sinais clinicos respiratoérios.

A presenca de micoplasmas nas propriedades esta associada a barreiras sanitarias deficientes, o que é
um importante fator de risco para a dissemina¢do da doenca (Buim et al. 2009). Este aspecto é importante
do ponto de vista epidemiolégico, uma vez que os micoplasmas podem ser transmitidos horizontalmente e
verticalmente, o que facilita a disseminacdo dessas bactérias entre lotes de uma mesma granja e entre
diferentes granjas, aumentando a freqiiéncia dos casos e as perdas econdmicas decorrentes da infecgao
(Buim et al. 2009).

Constatou-se neste estudo a presenca de DNA de MG em aves sem estimulo humoral, no qual amostras
de cinco lotes de frangos de corte ndo vacinados, que ndo apresentaram soro conversao em nenhum dos
testes soroldgicos, foram positivos na PCR, indicando um estado de laténcia por parte de MG. E 62,5%
(10/16) das amostras positivas nesses lotes foram detectadas de amostras de traqueia e 37,5% (6/16) de
suabe de traqueia, sugerindo a presenca elevada do agente intracelular na traqueia.

O estado de laténcia, onde o micoplasma ndo é reconhecido pelo sistema imune do hospedeiro, é
explicado pela sua localizagdo intracelular, que pode ser de forma espontanea, a exemplo do Mycoplasma
penetrans ou forcada, a exemplo do MG (Biberstiein & Zee1990, Razin et al. 1998). Os micoplasmas
passam a forma latente e aguardam um estado de debilitacdo do hospedeiro, seja por infec¢cdo por virus ou
outras bactérias, para iniciar um quadro clinico (Whitford et al. 1994, Chin et al. 2003, Kleven 2003a). Os
micoplasmas sdo mais suscetiveis a mutagdes que outras bactérias (Woese et al. 1985), sendo explicado
pela deficiéncia no sistema de reparo do DNA desses Mollicutes (Ghosh et al. 1977). Essas modificacdes
frequentes nos antigenos de superficie facilitam o escape do micoplasma do sistema imune do hospedeiro,
facilitando sua sobrevivéncia quando aderido a mucosa do trato respiratério das aves (Markhan et al.
1998).

A presenca de lotes negativos na SAR, HI e ELISA e positivos na PCR é um fato importante para o
controle e certificacdo de nucleos e estabelecimentos avicolas livres da micoplasmose aviadria (Instrucdo
Normativa n° 44), visto que o agente pode eventualmente estar presente em lotes de reprodutoras e
passar despercebido por testes de triagem, mantendo uma populagdo de aves positiva. Portanto, percebe-
se a importancia de se utilizar a PCR independentemente de resultados positivos em testes sorolégicos.

Diferentemente de aves reprodutoras que o uso de vacinas contra MG ndo é permitido, poedeiras
comerciais sdo comumente vacinadas, ndo sendo possivel através da sorologia diferenciar anticorpos de
cepas de campo de anticorpos da cepa vacinal utilizada. Portanto, o diagnoéstico diferencial para a estirpe
MG-F é muito importante no Brasil, visto que esta vacina viva é a mais utilizada pelos avicultores,
especialmente em poedeiras comerciais (Mettifogo et al. 2015). A eficiéncia dessa vacina se d4 na resposta
de base humoral e celular e como mecanismo de exclusdo competitiva das cepas de campo da granja
(Nascimento & Pereira 2009).

Contudo, na PCR de diferenciacdo de cepa de campo e cepa vacinal observa-se nesse estudo a presenca
de cepas de campo em lotes vacinados e ndo vacinados, assim como a presenca da cepa vacinal MG-F em
lotes vacinados e ndo vacinados, inclusive em lotes de frangos de corte. Tais resultados sugerem a
disseminacdo de cepas vacinais em granjas e lotes ndo vacinados, inclusive entre granjas de poedeiras
comerciais e granjas de frango de corte. A cepa vacinal MG-F é a mais antiga e a mais estudada na
substituicdo de cepas selvagens, mas continua transmitindo-se entre os lotes de galinhas mesmo apos a
suspensdo do uso da vacina. Portanto, é necessario o acompanhamento desses lotes, visto que pode
ocorrer reversao da patogenicidade da vacina (Nascimento & Pereira 2009).

CONCLUSOES

A detecgdo de anticorpos anti-Mycoplasma indica de maneira indireta o potencial agudo e cronico das
infecgdes por Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae. O teste de ELISA detectou um ndmero
maior de aves positivas nos casos de infec¢des subclinicas, sendo mais indicado como teste de triagem.
Destaca-se com esta pesquisa que estudos soroepidemioldgicos sdo importantes em plantéis de poedeiras
comerciais e frangos de corte, uma vez que a partir dessas informacdes, medidas estratégicas poderao ser
implementadas para reduzir a ocorréncia dessa infeccdo, tais como medidas de biosseguridade mais
rigidas, semelhantes as preconizadas para granjas de reprodutoras.

Ressalta-se também a importancia do uso de ferramentas moleculares, especialmente da PCR Nested,
no diagndstico das micoplasmoses, visto que foi possivel detectar o DNA do agente etiologico em lotes que
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ndo apresentaram soroconversio nos testes soroldgicos, ressaltando a importincia do uso da PCR
independentemente de resultados sorolégicos negativos. Destaca-se a relevancia de aves frangos de corte
positivas para MG, visto que a vacinagdo contra esta espécie, usualmente, ndo consta no programa vacinal
neste tipo de criagao.

Além da PCR convencional, a PCR de diferenciacdo de cepas de campo e cepa vacinal se mostra
fundamental por conta da capacidade de detectar diferentes cepas em um lote de aves, como foi detectada
a presenca de ambas as cepas em poedeiras comerciais e frangos de corte, fornecendo uma ferramenta a
mais para avaliar a saide dos lotes testados.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A producéo de aves comerciais € uma atividade econdmica fundamental para o

Estado de Pernambuco, sendo geradora de renda e empregos diretos e indiretos.

Contudo, ainda sdo escassos estudos locais sobre diagnéstico de agentes

infecciosos de impacto econémico e social. Nesse estudo foram obtidos resultados

relevantes para o entendimento de Leishmania spp. e Mycoplasma spp. em granjas

avicolas, sendo os principais:

A importancia epidemioldgica da criacdo de aves para a Leishmaniose, visto
gue o ambiente avicola pode atuar como fator de atracdo para o vetor da
enfermidade.

A necessidade do aprofundamento em técnicas para identificar areas de risco
para Leishmaniose, por que com a PCR de sangue total ndo se obteve

resultados positivos.

Ressalta-se a importancia de se avaliar técnicas de diagndéstico sorologico e
sua eficacia, para aprimorar o monitoramento de Mycoplasma spp. em plantéis

avicolas.

A relevancia da técnica de PCR para detectar Mycoplasma gallisepticum em
granjas avicolas sem conversao de anticorpos, bem como da PCR Nested de
detectar amostras falso negativas na PCR convencional e da PCR vacinal
para diferenciar cepas de campo e cepa vacinal em granjas avicolas que

utiliza a vacinacao contra MG como medida profilatica.

A presenca de Mycoplasma gallisepticum sem gerar estimulo humoral nas
aves demonstra a importancia do uso de diferentes técnicas de diagnostico de

forma independente.



