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The Brazilian poultry industry grows each year and becomes increasingly
representative in the production and export of products. The health care with
poultry have accompanied and favored this evolution, however, respiratory
agents that affect the weight and carcass quality, continue to cause great dama-
ge to the poultry industry. Airsacculitis is considered the main cause of total
and partial condemnation of carcasses of broilers, and has been attributed to
Mycoplasmosis mostly caused by Mycoplasma gallisepticum (MG) and Mycoplas-
ma synoviae (MS) and Escherichia coli. The aim of this study was to relate the
positivity of MG / MS and E. coli detected by PCR as a risk factor for airsaccu-
litis in condemnation of broilers in Health Inspection Service. We studied 30
broiler poultry slaughtered in a slaughterhouse under Federal Sanitary Inspec-
tion, located in the State of Rio de Janeiro. 30 chickens were randomly collected
from different lots and tracheas obtained in each PCR. DNA was extracted by
phenol-chloroform method and amplified using pairs of “primer”specific for
MG, MS and E. coli. Of the 30 chickens analyzed by PCR, 30% (9/30) had le-
sions in air sacs. None of the birds showed infection with MG and/or MS PCR,
however 33.3% (3/9) birds were positive for airsacculitis iss gene from E.coli.
E.coli found in broiler chickens that were negative for mycoplasma airsaccu-
litis, implying the presence of such bacteria may be sufficient to cause respi-
ratory problems in broilers and no influence on diagnosis by type of material

collection biological.
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RESUMO. A Inddastria avicola brasileira cresce
anualmente e se torna cada vez mais representati-
va na produgdo e exportacgdo dos seus produtos. Os
cuidados com a sanidade avicola tém acompanha-
do e favorecido essa evolucao, entretanto, agentes
respiratérios que afetam o peso e a qualidade da
carcaca, continuam a provocar grandes prejuizos a
avicultura industrial. Aerossaculite é considerada
a principal causa da condenagdo total e parcial de
carcagas de frangos de corte, e tem sido atribuida

as Micoplasmoses, causadas principalmente pelo
Mycoplasma gallisepticum (MG) e Mycoplasma syno-
vige (MS) e por Escherichia coli. O objetivo do pre-
sente estudo foi o de relacionar a positividade por
MG/MS e E. coli detectado pela PCR como fator de
risco de aerossaculite na condenacao de frangos de
corte na Inspecao Sanitéria Federal. Foram estuda-
dos 30 frangos de corte abatidos em um matadouro
avicola sob Inspecdo Sanitdria Federal, localizado
no Estado do Rio de Janeiro. Foram coletados alea-
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toriamente 30 frangos de diferentes lotes e obtidos
traquéias em cada um deles para PCR. O DNA foi
extraido pelo método de fenol-cloroférmio e am-
plificado com pares de “primers” especificos para
MG, MS e E.coli. Dos 30 frangos analisados pela
PCR, 30% (9/30) apresentaram lesdes nos sacos aé-
reos. Nenhuma das aves apresentou infeccdo por
MG e/ou MS pela PCR, entretanto 33,3% (3/9) aves
com aerossaculite apresentaram positividade para
gene iss de E. coli. E. coli foi encontrada em frangos
de corte negativos para micoplasmas que apresen-
taram aerossaculite, levando a crer que a presenca
dessa bacteria pode ser suficiente para causar pro-
blemas no sistema respiratério de frangos de corte
e ndo houve influencia no diagndstico através do
tipo de colheita do material biolégico.

PALAVRAS-CHAVE. Frangos de corte, aerossaculite,
micoplasmas, Escherichia coli, PCR.

INTRODUCAO

A posicdo do Brasil como terceiro produtor e
maior exportador mundial de carne de frango foi
alcancada devido a uma busca constante de evolu-
¢do na qualidade e manutencao da sanidade avico-
la, Em funcado desse grande desenvolvimento, a pre-
ocupagdo com os aspectos higiénico-sanitarios dos
produtos também evoluiu na avicultura brasileira.

No Programa Nacional de Sanidade Avicola
(PNSA), as micoplasmoses sdo consideradas como
doengas prioritarias com vistas ao controle e/ou
erradicacdo nos planteis. As manifestagdes clinicas
de Mycoplasma gallisepticum (MG) e Mycoplasma sy-
novige (MS) sdo tosse, corrimento, descarga ocular
e nasal, decréscimo no consumo de alimentacéo,
retardo de crescimento e lotes desiguais e queda
na produgdo de ovos e mortalidade variavel (Nasci-
mento & Pereira 2009). Nas aves reprodutoras adul-
tas, ocorre a forma croénica ou subclinica com baixo
impacto nos indices produtivos. Por outro lado, a
progénie costuma ser muito afetada, com descartes
em razao de sacos aéreos lesados, ganho de peso re-
duzido e indices de conversao alimentar negativos
(Mettifogo & Ferreira 2006). No Brasil, existem rela-
tos do aumento das condenacdes de aves em mata-
douros pela presenca de aerossaculite, que na sua
maioria, pode ser decorrente de infeccao pelo (MG)
e (MS) e/ou em associagdo principalmente com Es-
cherichia coli (Minharro et al. 2001, Branco 2004).

E.coli patogénica para aves (Avian Pathogenic E.
coli - APEC), é responsavel pela colibacilose e per-
tence ao grupo das E.coli patogénicas extra-intes-
tinais, estando associada a quadros de: colisepti-
cemia, peritonite, pneumonia, pleuropneumonia,

aerossaculite, pericardite, celulite, coligranuloma,
DCR complicada, onfalite, salpingite, sindrome da
cabeca Inchada, panoftalmia, osteomielite, ooforite
e sinovite (Ferreira & Knobl 2009). Nas aves, a co-
libacilose inicia-se no epitélio traqueal, em contras-
te com a maioria das doencgas causadas pela E.coli
em humanos e outros mamiferos, afetados inicial-
mente no epitélio intestinal e urindrio (Vidotto et
al. 1997) e é responsavel por condenacdes parciais
ou totais das carcagas devido a varios processos in-
flamatorios, entre eles a aerossaculite (Brasil 1998).

As cepas de APEC possuem fatores de virulén-
cia especificos e sdo capazes de causar a colibacilo-
se aviaria (Cardoso et al. 2002, Delicato et al. 2003).
Destacam-se como fatores essenciais para a patoge-
nicidade das estirpes de E. coli a agdo das adesinas,
a producao de metabolitos bacterianos, fatores de
resisténcia sérica, a acdo de hemolisinas e aerobac-
tina e a producdo de citotoxinas (Brito 2003). Se-
gundo Gibbs et al. (2003) e Rocha et al. (2008), a
patogenicidade das estirpes esta relacionada com o
impacto cumulativo de varios fatores de viruléncia.
Skyberg et al. (2003), em um estudo complementar
sobre a letalidade embrionaria de cepas de E. coli,
demonstraram que apenas as cepas que apresenta-
ram mais de dois fatores de viruléncia causavam
a mortalidade em um ntimero maior de embrides,
mesmo que isolados de aves sadias.

Além do aumento das condenacbes, aves com
aerossaculite podem apresentar-se com menor
peso em relacdo a aves sem aerossaculite. A desu-
niformidade dos lotes na linha de abate aumenta o
risco de erros durante a evisceracao e, consequen-
temente, maior risco de contaminacao das carcacas
com patogenos do trato intestinal (Russel 2003).

A PCR pode tanto detectar, quanto tipificar o
agente, sem a necessidade de um cultivo prévio, e
por isso passou a desempenhar um papel de gran-
de importancia no diagnoéstico laboratorial. Entre
as vantagens do diagnéstico molecular, é possivel
citar a rapidez, a especificidade, a seguranca dos
resultados, a possibilidade de deteccao de agentes
de dificil cultivo ou de crescimento muito lento,
deteccao de agentes patogénicos em amostras cli-
nicas de animais assintométicos ou em tratamen-
to com antibiéticos, deteccdo antes da inducdode
uma resposta imunolégica e em hospedeiros imu-
nocomprometidos, demonstrando vantagens sobre
os testes sorolégicos (Moreno 2009).

O objetivo deste estudo foi relacionar a aerossa-
culite em frangos de corte a presenca de MG, MS
e gene iss de E. coli detectados pela Reagdo em Ca-
deia da Polimerase (PCR).
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 30 frangos de corte, coletados ale-
atoriamente na drea de pendura de matadouro avicola
sob Inspecdo Sanitaria localizado no Estado do Rio de
Janeiro. Foi realizada a necropsia dessas aves para ob-
servacao das lesdes macroscopicas nos sacos aéreos e
foram coletadas as traquéias de cada ave, acondiciona-
das em placa de Petri estéril sob refrigeracdo e encami-
nhadas ao Laboratério de Epidemiologia Molecular da
Universidade Federal Fluminense (UFF). As traquéias
foram submetidas a coleta com suabe e por escarifica-
¢do para obtencdo de espécimes diluidas em 1,0mL de
“Phosphated Buffered Saline” (PBS), pH 7,4. O método
de extragdo por fenol/cloroférmio, adaptado de Sam-
brook et al. (1989), foi realizado diretamente das amos-
tras, sem a realizacdo de pré-enriquecimento. A PCR
para MG/MS (Buim, 2009) foi realizada com: 61,5pL de
agua ultrapura (Milli-Q), 10pL de Tampao PCR 10X, 4uL
de MgCl, (50mM), 5uL. de ANTP mix (0,25 mM de cada),
2pL (100 pmol) de cada “primer”, 2pL (2,5U/pL) de Taq
Polimerase e 15uL. do DNA extraido, obtendo-se um vo-
lume final de 100nL. Para amplificacdo do gene iss de E.
Coli (Rocha et al 2008) foi realizada a seguinte reagao:
12,75 pL de 4gua ultrapura (Milli-Q), 2,5pL de Tampao
PCR 10X, 1,25uL de MgCl, (25mM), 1,25uL. de dANTP mix
(0,25 mM de cada), 1 pL (100 pmol) de cada “primer”,
0,25uL (2,5U/ L) de Taq Polimerase e 5uL. do DNA ex-
traido, obtendo-se um volume final de 25uL.. Foram uti-
lizados dois pares de “primers” para cada micro-orga-
nismo (Quadro 1). Como controle positivo utilizaram-se
as cepas padroes MG-R (ATCC 19619), MS WUV 1853
(Charles River 538631) e a amostra padrao de gene iss de
E.coli fornecida pelo Dr. Silvio Luis da Silveira Rocha, do
Centro de Diagndstico e Pesquisa em Patologia Aviaria
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFR-
GS). Apos a reacao de amplificagdo, homogeneizou-se
10uL de cada amostra com 2pL de tampdo de arrasto,
aplicou-se em gel de agarose a 1,5% submerso em Tam-
pao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X e por fim submeteu-se
a eletroforese em condig¢des baseadas em Sambrook et
al. (1989). Apds a corrida eletroforética, corou-se o gel
em brometo de etidio e procedeu-se a visualizacdo dos
“amplicons”, sob luz ultravioleta em transiluminador.
A influéncia do tipo de colheita de material biol6gico

(suabe, escarificado ou suabe+escarificado) sobre o re-
sultado da PCR foi testado pelo teste exato de Fisher
(Thrusfield 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 30 frangos analisados, 30% (9/30) apresen-
taram lesdes nos sacos aéreos. A presencga de ae-
rossaculite nesse estudo estd de acordo com outros
trabalhos que apontaram a aerossaculite como uma
das principais causas de condenacgdes de carcagas
em matadouros (Branco 2004, Buim 2009). A pre-
senca de aerossaculite, per si, é fato que merece ser
considerado de grande importancia, pois além das
perdas determinadas pela condenacdo de carcacas
(Brasil 1998) pode comprometer a satide das aves
e do consumidor de produtos avicolas. Além do
aumento das condenacdes, aves com aerossaculite
podem apresentar-se com menor peso em relagao
a aves sem aerossaculite e essa desuniformidade
na linha de abate aumenta o risco de erros durante
a evisceragao e, consequentemente, maior risco de
contaminagao das carcagas com patogenos do trato
intestinal (Russel 2003).

Nenhuma das aves apresentou infecgao por MG
e/ou MS pela PCR, entretanto trés das aves com
aerossaculite 33,3% (3/9) apresentaram positivi-
dade para gene iss de E. coli, confirmando a pre-
senca da bactéria no sistema respiratério (Figura
1). Em contrapartida, recente trabalho de campo
para frangos de corte com sorologia positiva para
MG e MS na Turquia, aerossaculite foi o segundo
tipo de lesdo mais encontrada com freqiiéncia de
53,1% (Yilmaz 2011). Estudando infec¢des simples
de MG, MS e E.coli em pools de frangos de corte
condenados por aerossaculite em SIF de Goias, Mi-
nharro et al. (2001) obteve as frequéncias de 9,7%,
0% e 41,9% respectivamente. Al-Attar et al. (2002)
analisando um total de 100 granjas da zona norte e
central da Jordan investigou a associagdo de bacté-

Tabela 1. Sequéncia dos “primers”, tamanho dos fragmentos amplificados (pares de

base/pb) e ciclos da PCR.
Sequéncia Tamanho Ciclos da
dos “primers” (5°-3") fragmento PCR
MG-1 5 CGT GGA TAT CTT 481 pb
TAGTTC CAGCIGC3 (Nascimento
MG-2 5 GTA GCA AGT TAT et al, 2005) 5 min 94°C / 35 ciclos (1 min 94°C,
AATTTC CAGGCATY¥ 1 min 55°C e 2 min 72°C)
MS-1 5GAG AAG CAA AAT 207 pb / 10 min 72°C
AGT GAT ATCA 3 (Lauerman et al,
MS-2 5 CAG TCG TCT CCG 1993)
AAGTTAACAAY
E. Colilss-1 5 GTG GCG AAA ACT 760 pb 5 min 94°C / 30 ciclos (1 min 94°C,
AGT AAAACAGCY¥ (Rocha et al, 2008) 1 min 61°C e 2 min 72°C)
E. Coli Iss-2 5 CGC CTC GGG / 2 min 72°C
GTGGAT AA %
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Figura 1. Gel de agarose com os “amplicons” de 760 pb re-
ferentes aos animais 11, 13 e 15 coletados por suabe (parte
superior) e 13, 15 coletador por escarificado (parte inferior)
positivos para E.coli gene iss pela PCR. M = Marcador de
DNA de 100pb, C+ = controle positivo.

Tabela 2. Positivos e negativos para E.coli gene iss por suabe e
escarificagdo como técnicas de processamento.

Técnicas de PCR E.coli gene iss

processamento Positivo Negativo Total
Suabe 03 27 30
Escarificado 02 28 30
Suabe + escarificado 02 28 30

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

rias com aerossaculite em frangos de corte e isolou
170 bactérias, sendo 88,2% como E.coli, 8,8% como
Ornithobacterium rhinotracheale e 3% como Bordetella
avium. Tais resultados estdo acima dos 33,3% de
E.coli e auséncia de MG e MS, encontrados neste
trabalho, o que era de se esperar pelos autores te-
rem trabalhado somente com aves de risco.

Pelo teste exato de Fisher, comparando-se a de-
teccao de E.coli em material coletado por suabe e
escarificacao de traquéia, obteve-se um p>0,05, ndo
havendo, portanto, diferenca significativa entre os
tipos de coleta (Tabela 1). Como ndo houve signi-
ficancia da influéncia do tipo de colheita de mate-
rial biolégico no diagnostico de MG, pode-se supor
que tanto suabe quanto escarificacdo podem ser
utilizados em se tratando de PCR.

CONCLUSAO

Escheria coli foi encontrada em frangos de cor-
te negativos para micoplasmas que apresentaram
aerossaculite, levando a crer que a presenca dessa
bactéria pode ser suficiente para causar problemas
no sistema respiratério de frangos de corte. A PCR
foi uma técnica rapida e sensivel para a deteccdo de

E.coli em frangos de corte, ndo sendo este diagnés-
tico influenciado pela de colheita de material biol6-
gico por suabe ou escarificacado.
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