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Brazil is the world’s largest exporter and third largest producer of poultry
meat. Advances in management, biosecurity and genetics have contributed to
the increase in productivity of the poultry industry, at the same time the pro-
nounced production increased the risk of spreading respiratory diseases, such
as avian mycoplasmosis and Infectious Bronchitis. Mycoplasma gallisepticum
(MG), Mycoplasma synoviae (MS) and Mycoplasma meleagridis (MM) are recog-
nized as indisputable pathogens for the poultry industry, however Mycoplasma
gallinarum (MGA) has been considered commensal. The aim of this study was
to evaluate the quality of broilers infected with autochthonous MGA strain,
alone or in combination with Infectious Bronchitis Virus (IBV) vaccine. There
were raised 96 broiler chicks since one-day-old, Cobb line, mycoplasma free.
They were separated in four groups of 24 birds kept in isolation units: Group 1
(G1), uninfected and unvaccinated; Group 2 (G2), infected with autochthonous
MGA strain; Group 3 (G3), vaccinated with commercial IBV strain H120 (Bio-
bronk-vet ®, Biovet, SP); Group 4 (G4), infected with MGA and vaccinated with
commercial IBV. The infection was monitored by MGA PCR and IBV vaccina-
tion was confirmed by RT-PCR. The feed intake record was made for the pe-
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riod of the experiment. Weekly, four broilers were randomly taken from each
group, individually weighed and submitted for blood sampling and the nec-
ropsy for obtaining samples for laboratory analysis. It was collected fragments
of trachea, lungs, air sacs, liver, heart, chest muscles, kidneys and digestive
tract, fixedin 10% formalin for histopathology. Tracheas scraping samples were
pooled for each group and subjected to detection of MGA, MG, MS by isolation
and PCR and IBV detection by RT-PCR. Serum samples, obtained from blood,
were subjected to ELISA for MG, MS and IBV. Weight gain was calculated
by weight mean divided for the number of days old of the birds. Feed intake
between the groups was similar up to 42 days. The differences in final weight
mean and weight gain among groups were not significant (ANOVA, p> 0.05).
All samples were negative for mycoplasma isolation. By PCR all samples were
negative for MG and MS. As for MGA samples were positive in G2 (at the 35"
day of age) and G4 (at the 14", 35", and 42*¢ days of age) and negative in G1
and G3. By RT-PCR, the samples were positive in groups vaccinated against
IBV in G3 (at the seventh and 42+ days old) and G4 (seventh, 14", 35" and 424
days old). By ELISA, all groups were negative for MG and MS and for IBV, had
titles in the first, credited to maternal antibodies, which decreased with seven
days and were negative with 14 days of age in all groups. By necropsy, ob-
served lesions were not noteworthyin G1 and G3. In the other groups it was ob-
served ascitis, catarrhal exsudate in the trachea, airsacculitis, hydropericardi-
um, pneumonia, synovitis, and pectoral myopathy in variable number of birds
between groups and according to age groups. The differences in the frequen-
cies of macroscopic lesions among the groups were significant (Mann-Whitney
test, p <0.05). By histopathology, in G2 was observed pneumonia with multiple
nodules characteristic peribronchial lymphoid and diameters variables and in
G4, was observed vacuolar muscle degeneration accompanied by muscle atro-
phy and necrosis of the breast, also inflammation associated with focal necrosis
in the lung. The MGA alone was not capable of causing apparent disease in
broilers infected, although produced pulmonary lesions in the final stage of
creation but when associated with BIG vaccine caused lesions amenable to con-
demnation that may compromise the quality of broilers at slaughter.

KEY WORDS. Mycoplasmas, broiler, histopathology.

RESUMO. A avicultura brasileira é considerada a
maior do mundo em exportagdo e a terceira em pro-
ducado de carne de frango. Os avangos no manejo,
genética e biosseguridade contribuiram para o au-
mento da produtividade no setor avicola, mas a
acentuada producao elevou o risco de dissemina-
¢do de doengas respiratdrias, como as micoplasmo-
ses avidrias e a Bronquite Infecciosa das Galinhas.
Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplasma synoviae
(MS) e Mycoplasma meleagridis (MM) sdo patégenos
indiscutiveis e de preocupacao para a Indastria Avi-
cola, entretanto Mycoplasma gallinarum (MGA) tem
sido considerado comensal. O objetivo deste estudo
foi avaliar a qualidade de frangos de corte infec-
tados com cepa autdéctone de MGA isoladamente
ou em combinagao com o virus vacinal (cepa H120)
da Bronquite Infecciosa das Galinhas (BIG). Foram
criados 96 pintos de corte desde um dia de idade
da linhagem Cobb, livres de micoplasmas. Foram
utilizados quatro grupos de 24 frangos, mantidos

em unidades isoladoras: Grupo 1 (G1), ndo infecta-
dos, nem vacinados; Grupo 2 (G2), infectados com
cepa autoctone de MGA; Grupo 3 (G3), vacinados
contra BIG com vacina comercial cepa H120 (Bio-
-bronk-vet®, Biovet,SP), Grupo 4 (G4), infectados
com cepa autéctone de MGA e vacinados contra
BIG. A infecgdo por MGA foi monitorada pela PCR
e a vacinacao contra BIG, confirmada pela RT-PCR.
Foi feito o registro do consumo de ragdo pelo peri-
odo do experimento. Semanalmente foram retira-
dos aleatoriamente quatro frangos de cada grupo,
pesados individualmente e submetidos a coleta de
sangue e a necropsia para a obtencdo de amostras
para andlises laboratoriais. Foram coletados frag-
mentos de traqueia, pulmao, sacos aéreos, figado,
coracao, musculatura do peito, rins e trato diges-
tivo, acondicionados em formol a 10% para histo-
patologia. As amostras de raspado de traqueias fo-
ram reunidas em “pools” por grupo e submetidas
a deteccao de MGA, MG, MS por isolamento e pela
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PCR e de virus da BIG pela RT-PCR. As amostras
de soros, obtidas a partir do sangue, foram sub-
metidas ao ELISA para MG, MS e BIG. O ganho
de peso didrio foi calculado a partir do peso mé-
dio obtido dividido pelo namero de dias de idade
dos frangos. O consumo de ragdo entre os grupos
estudados foi similar até aos 42 dias de idade. As
diferencas para peso médio final e ganho de peso
entre os grupos estudados nao foram significativas
(ANOVA, p>0,05). Todas as amostras foram negati-
vas para micoplasmas ao isolamento. A PCR todas
as amostras analisadas foram negativas para MG e
MS. Ja para MGA as amostras foram positivas em
G2 (no 35° dia de idade) e em G4 (14°, 35°, e 42°
dias de idade) e negativas, em G1 e G3. A RT-PCR,
as amostras foram positivas nos grupos vacinados
contra BIG, em G3 no sétimo e no 42° dia de idade
e em G4, no sétimo, 14°, 35° e 42° dias de idade.
Ao ELISA, todos os grupos foram negativos para
MG e MS e para BIG obtiveram titulos nas analises
de primeiro dia, creditados a anticorpos maternos,
decrescendo no sétimo dia e negativos a partir do
14° dia de idade em todos os grupos. A necropsia,
em G1 e G3 ndo foram observadas lesdes dignas de
nota. Nos demais grupos foram observados ascite,
exsudato catarral na traqueia, aerossaculite, hidro-
pericardio, pneumonia, sinovite, e miopatia peito-
ral em ntmero varidvel de aves entre os grupos e
de acordo com as idades estudadas. As diferencas
nas frequéncias de lesdes macroscépicas entre os
grupos foram significativas (Teste Mann-Whitney,
p<0,05). Ao exame histopatolégico, nas aves de G2,
foi observada pneumonia, com nédulos multiplos
peribronquiais de caracteristica linféide e didme-
tros variaveis e em G4, foram observados miode-
generacgao vacuolar acompanhada de atrofia e ne-
crose muscular do peito e reacdo inflamatdria focal
associada a necrose no pulmao. O MGA isolada-
mente ndo se mostrou capaz de provocar doenca
aparente nos frangos de corte infectados, embora
tivesse produzido lesdes pulmonares na etapa fi-
nal de criagdo e quando associado a vacina contra
a BIG houve o aparecimento de lesdes passiveis de
condenagdo que podem comprometer a qualidade
dos frangos de corte ao abate.

PALAVRAS-CHAVE. Micoplasmas, frango de corte,
histopatologia.

INTRODUCAO

A avicultura brasileira, com décadas de cresci-
mento intenso, tornou-se a maior do mundo em ex-
portacao e a terceira em producao de carne de fran-
go. E isso se deve a articulacdo entre os diferentes

elos da cadeia produtiva, destacando-se o investi-
mento em biosseguridade nos plantéis do Brasil,
que é reconhecido internacionalmente pelos altos
padrdes de qualidade e sanidade dos produtos e
subprodutos avicolas (Ubabef 2012). Por isso a pre-
ocupacao do governo frente as questdes sanitarias
¢é constante. Em 1994 o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) instituiu o Pro-
grama Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) cujas
acOes em conjunto com as empresas do setor garan-
tem a seguranca dos plantéis, potencializando e re-
forcando ainda mais o aumento da produtividade
para o mercado externo (Brasil 1994).

A intensificagdo da produgdo contribuiu para a
produtividade e eficiéncia da industria avicola, po-
rém como consequéncia aumentou o risco de dis-
seminacao das doencas infecciosas e a necessidade
de um maior controle da qualidade dos produtos.
Dentre as doengas importantes em avicultura des-
tacam-se, especialmente, as que afetam o sistema
respiratério das aves, por causarem um impacto
sobre o custo de produgdo de frangos (Gama 2004).

Dentre as doencas respiratérias, as micoplas-
moses sao consideradas como doengas prioritarias
no PNSA quanto ao controle e/ou erradica¢do nos
plantéis avicolas. Em aves, as infec¢des micoplas-
micas tém sido reconhecidas pelas formas cléssi-
cas de enfermidades: Doenga Respiratoria Cronica
(DRC) das galinhas, Sinusite infecciosa dos perus,
Sinovite infecciosa e Aerossaculite das aves (Nas-
cimento & Pereira 2009). Essas enfermidades sao
fequentemente associadas a infecgdo por Mycoplas-
ma gallisepticum (MG), Mycoplasma synoviae (MS) e
Mycoplasma meleagridis (MM). Estes agentes sao ad-
mitidos como patogénicos e de preocupagdo para
a Indastria Avicola por causarem doencas agudas
ou cronicas, e infeccdo inaparente em galinhas, pe-
rus e em outras aves. A doenga respiratéria cronica
em frangos de corte provoca decréscimo na taxa de
crescimento e no ganho de peso, perdas por conde-
nagoes de carcagas. Outras espécies de micoplas-
mas ndo sio comumente relacionadas a doencgas e
a prejuizos economicos (Kleven 2008).

Mycoplasma gallinarum (MGA), por ser conside-
rado um microrganismo com aparente apatogeni-
cidade, ndo é comumente pesquisado e sdo pou-
cos os estudos sobre essa espécie de micoplasma.
Entretanto, algumas pesquisas associaram o MGA
as doencas respiratdrias nas aves, principalmente
quando em combinacdo com virus respiratdrios
patogénicos, incluindo os virus vacinais da Doenca
de Newcastle (DN) e da Bronquite Infecciosa das
Galinhas (BIG) ou autéctone da BIG em frangos
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de corte, comprometendo o desempenho das aves
(Kleven et al. 1978, Shad-Majid 1996). Além desses
relatos prévios, em 2011 houve um caso de doenca
respiratéria em poedeiras comerciais no Estado do
Rio de Janeiro, negativas para MG e MS, em que o
unico agente detectado foi MGA, sugerindo que as
manifesta¢des clinicas, bem como as lesdes obser-
vadas, poderiam estar relacionadas a sua presenga.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a qua-
lidade de frangos de corte infectados experimental-
mente com cepa autéctone de MGA isoladamente
ou em combinagdo com o virus vacinal da BIG.

MATERIAL E METODOS

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

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

Durante todo o experimento foram fornecidas as
aves, racdo e dgua a vontade. O tipo de ragdo respeitou
o periodo de criacdo dos frangos, inicial, crescimento e
final.

Os frangos de todos os grupos foram pesados sema-
nalmente, aos 14, 21, 28, 35 e 42 dias de idade, individu-
almente, em balanca graduada com 40 g de intervalo.
Dos pesos obtidos foi calculado o peso médio dos fran-
gos e registrados em fichas préprias. O Calculo do ga-
nho de peso didrio foi realizado a partir do peso médio
obtido em cada pesagem dividido pelo numero de dias
de idade dos frangos (Mendes & Patricio 2004). As ra-
¢Oes fornecidas para cada grupo foram semanalmente
pesadas, em balanca graduada com 40 g de intervalo,
para calculo do consumo de ragdo do inicio até o final
do experimento.

Semanalmente, a partir dos sete dias de idade, eram
retirados, aleatoriamente, quatro frangos de corte de
cada grupo e coletadas 10 amostras de sangue para ob-

tencdo do soro. Os frangos de corte eram sangrados por
puncdo da veia braquial, com auxilio de seringas e agu-
lhas descartaveis, e coletado um volume de 2,5 ml de
sangue. Os soros obtidos eram acondicionados em mi-
crotubos, inativados a 56°C por 30 minutos e estocados
a -20°C até serem submetidos ao ELISA para MG, MS e
BIG.

Em seguida, os quatro frangos de corte de cada gru-
po foram eutanasiados por desarticulagdo atlanto-occi-
pital e necropsiados em capela de fluxo laminar com au-
xilio de materiais cirtrgicos esterilizados para coleta da
porcao inicial da traqueia de cada grupo. As amostras
de traqueias foram colocadas em placas de Petri estéreis
e abertas com auxilio de tesoura ponta reta e pinga es-
téreis. Foi feito o raspado dessas traqueias com auxilio
de lamina de bisturi para formacao de um “pool” das
amostras de cada grupo. Cada pool foi acondicionado
em tubo com tampa de rosca contendo 4,0 ml de meio
Frey. Foi retirada uma aliquota de 1,0 ml, acondicionada
em microtubo com volume para 1,5 mL encaminhado
para deteccdo de micoplasmas pela PCR e virus de BIG
pela RT-PCR. O restante (3,0ml) do pool de traqueia foi
utilizado para o isolamento de micoplasmas. Fragmen-
tos de 6rgaos de traqueia, pulmao, sacos aéreos, figado,
coragdo e de lesdes macroscopicas observadas na mus-
culatura do peito, rins e sistema digestério foram acon-
dicionados em frascos contendo formol a 10% e encami-
nhados para exame histopatolégico.

Para o isolamento de micoplasmas, as amostras foram
diluidas até 10° em meio de Frey modificado 200 pl da
amostra na maior diluicdo foram semeados em 2 ml de
meio liquido de Frey modificado e em meio sélido. Os
cultivos foram incubados em estufa bacteriol6gica sob mi-
croaerofilia a 37°C e observados diariamente por 21 dias
com o intuito de visualizar a mudanca de cor do meio
liquido e crescimento de colénias em forma de ovo frito,
tipicas de micoplasmas ao microscopio estereoscépio.

Os pools de amostras de raspado de traqueia de to-
dos os grupos foram submetidos a PCR para deteccao
de MG, MS e MGA. Essas analises foram realizadas para
monitoramento da auséncia de MG e MS em todos os
grupos e para confirmar a infeccdo por MGA em G2 e
G4 e auséncia em G1 e G3.

A extracao de DNA das amostras de traqueia foi
realizada pelo método de fenol/cloroférmio (adaptado
de Sambrook et al. 1989). As amostras foram homoge-
neizadas por cinco segundos e depois centrifugadas por
20 minutos, a 13.500 rota¢des por minuto (rpm) a 10°C
em centrifuga refrigerada (Thermo Electron Corporation
PK121R). O sobrenadante de cada microtubo foi descar-
tado e utilizou-se o sedimento de 40 pL que foi adicio-
nado de 400 pl de tampao Tris-ETA dextrose, 30 pl de
solucdo aquosa de Proteinase K e 30 ul de solugdo Dode-
cil Sulfato de Sédio (SDS) a 10%. As amostras foram co-
locadas em bloco térmico (QUIMIS) a uma temperatura
de 50°C a 55°C por 30 minutos e posteriormente banha-
das em gelo por cinco minutos para parar a reagdo. Em
seguida, foram adicionadas de 500 pl de fenol e homo-
geneizadas por inversao por 15 minutos. Depois foram
centrifugadas por 30 minutos, a 13.500 rpm (18403X G),
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a10°C. Na sequéncia, o sobrenadante foi retirado e trans-
ferido para um novo microtubo, ao qual foram adiciona-
dos 500 pul de cloroférmio. As amostras foram homoge-
neizadas suavemente por trés minutos e centrifugadas
novamente nas mesmas condigdes ja descritas. Depois,
o sobrenadante foi retirado e transferido para um novo
microtubo, adicionado de 1,0 ml de alcool etilico e man-
tido a -20°C overnight. No dia seguinte, essas amostras fo-
ram centrifugadas por 20 minutos em 13.500 rpm (18403
X G)a10°C e o alcool foi descartado. Apds a secagem dos
microtubos, o sedimento foi ressuspendido em 100 pl de
tampao Tris-ETA (TE), pH 7,6 e estocados no freezer a
-20°C até a utilizacdao na PCR.

Foram utilizados primers especificos de micoplasmas,
amostras padrdes de MG (ATCC 19610), MS (WVU 1853)
e MGA (GM675trainPG16) foram utilizadas como con-
troles positivos. A PCR foi preparada em microtubo que
continha: 61,5uL de dgua Mili-Q; 10ul de tampao PCR
10X; 4ul de MgCl, (50 mM); 5ul de ANTP mix (0,25 mM
de cada), 2pl de cada primer, 15ul de amostra de DNA e
0,5ul (5U/ul) de Taq Polimerase, totalizando 100 pL.

O ciclo para reagdo foi programado em termoci-
clador (“Thermo Electron Corpotation PX2 Thermal
Cycler”) e realizado nas seguintes condicdes: 94°C por
5 minutos, sendo seguido de 40 ciclos de desnaturacao
a 94°C/ 1 minuto, anelamento a 55°C/ 1 minuto e ex-
tensdo a 72°C/ 2 minutos, seguindo-se uma extensao fi-
nal de 72°C/ 10 minutos. Para obteng¢ao dos resultados,
as amostras foram submetidas a corrida eletroforética
a 94V em gel de agarose a 1,5% submerso em Tampao
Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X e posteriormente corado
em brometo de etidio. Os resultados foram visualizados
em transiluminador (EB-20E-Ultra-Lum, Inc.Carson,
Califérnia) de luz ultravioleta.

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

A extragdo de RNA foi realizada pelo método do Tri-
zol®, seguindo a orientacdo do fabricante. O RNA viral
foi extraido a partir de 300 uL do “pool” de raspado de
traqueia. A essas amostras foram adicionados 700 pL de
Trizol® Reagent (Invitrogen) que foram homogeneizadas
rapidamente durante cinco minutos a temperatura am-
biente. A seguir, foram adicionados 200 pl de clorofér-
mio. As amostras foram homogeneizadas por 15 segun-
dos e incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos.
Apo6s o periodo de incubacdo foram centrifugadas em
13.500 rpm a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo e foram precipita-
das com 500 pl de isopropanol, homogeneizadas breve-
mente e incubadas a temperatura ambiente por 10 mi-
nutos. Novamente, as amostras foram centrifugadas nas
mesmas condigdes ja descritas e o sobrenadante foi des-
cartado cuidadosamente. A seguir, as amostras foram
lavadas lentamente com 200 pl de etanol 75% e centri-
fugadas em 13.500 rpm (18403 x G) a 4°C por 2 minutos.
Logo apés a centrifugacao, o etanol 75% foi descartado,
as amostras foram lavadas cuidadosamente com 200 pl
de etanol absoluto, foram centrifugadas nas mesmas

condicoes ja descritas e o etanol absoluto foi descartado.
Ap6s estes procedimentos, os microtubos foram secos, o
sedimento foi ressuspendido em 25 pl de dgua ultrapura
estéril livre de nuclease e as amostras foram estocadas
no freezer a -20°C até serem utilizados na RT-PCR.

Para deteccdo da BIG foi utilizado o seguinte par de
“primers”: IBV5GL533 reverse 5 GCC ATG TTG TCA
CTG TCT ATT 3’ e IBV5GU391 forward 5 GCT TTT
GAG CCT AGC GTT 3, que amplificam um segmen-
to de 143 pb da regiao 5’'UTR dos coronavirus avidrios
(Callison 2006). A RT-PCR foi realizada com o Kit Access
Quick™ RT-PCR System (Promega) conforme as instru-
¢Oes do fabricante. A reacdo foi preparada em microtu-
bo que continha: 18 pL de agua Mili-Q; 25 ul de Access
Quick™, 1,5 pl de cada primer, 1 ul de AMVr e 3 pL de
RNA, totalizando 50 pl.

O ciclo para reagdo da RT-PCR foi programado em
termociclador (“Thermo Electron Corpotation PX2
Thermal Cycler”) e realizado nas seguintes condigoes:
40°C por 50 minutos, seguido de desnaturacdo inicial
de 95°C/ 2 minutos, 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C/
1 minuto, anelamento a 55°C/ 1 minuto e extensdo a
72°C/ 30 segundos, depois extensdo final de 72°C/ 10
minutos.

Para obtencao dos resultados, as amostras foram sub-
metidas aos mesmos procedimentos realizados na PCR.

O ELISA foi realizado para a deteccdo de anticorpos
especificos nos soros obtidos, com o objetivo de moni-
torar a auséncia de resposta contra MG e MS e conferir
a resposta sorolégica para o virus da BIG durante o ex-
perimento. Foram utilizados os kits comerciais da série
Flock Chek® (IDEXX Laboratories, Inc., EUA), conforme
as instruc¢des do fabricante.

Os reagentes foram deixados até alcancarem a tem-
peratura ambiente (18°C a 25°C) e entao foram homo-
geneizados através de inversdo e movimentos circulares
suaves. As amostras de soro foram diluidas em propor-
¢a0 1:500 com Diluente de Amostra antes de serem testa-
das, os controles nao foram diluidos. Foi utilizada uma
ponteira para cada amostra, as amostras foram homoge-
neizadas antes de serem distribuidas nas placas impreg-
nadas com o antigeno especifico.

Foi desenhado um modelo da microplaca e a posicao
das amostras de soro em cada cavidade da microplaca
foi registrada por escrito. Foram transferidos 100 pL de
Controle Negativo nao diluido para as cavidades Al e
A2,100 pL de Controle Positivo ndo diluido para as cavi-
dades A3 e A4 e 100 pL de cada amostra diluida para as
cavidades previamente definidas e incubadas por 30 mi-
nutos a temperatura ambiente. Foi realizada a etapa de
lavagem das cavidades adicionando aproximadamente
350 uL de dgua destilada e desprezando o contetido por
trés a cinco vezes. Apés a lavagem, 100 pL de conjuga-
do anti-galinha em cada cavidade e as microplacas fo-
ram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente.
Ap6s a reacao, 100 pL de Solugao de Interrupgao foram
distribuidos em cada cavidade para parar a reacao. Em
seguida, a leitora foi zerada com ar e a placa foi colocada
no aparelho para medicao dos valores de absorbéancia
com comprimento de onda de 650 nm - A(650).
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Tabela 1. Frangos de corte. Peso médio e ganho de peso didrio de frangos de corte ndo vacinados
nem infectados (G1); infectados com MGA (G2); vacinados contra BIG (G3) e infectados com
MGA e vacinados contra BIG (G4).

Idade Grupos® Padrao COBB
(dias) Gl G2 G3 G4
Peso (g) GPD (g) Peso(g) GPD(g) Peso(g) GPD(g) Peso(g) GPD (g) Peso(g) GPD (g)

7 NR NR NR NR NR NR NR NR 164 23.4
14 387 NR 346 NR 395 NR 431 NR 430 30,7
21 756 36,0 790 37,6 756 36,0 862 41,0 843 40,1
28 1.273 45,5 1.383 49,4 1.296 46,3 1.360 48,6 1397 49,9
35 1.950 55,7 1.906 54,5 2.000 57,1 1.850 52,8 2017 57,6
42 2.306 54,9 2.268 54,0 2,519 60,0 2.625 62,5 2626 62,5

aPeso e GPD= ganho de peso diario em gramas; NR= Nao realizado; ndo vacinados e nem infectados (G1);
Muycoplasma gallinarum - MGA (G2); Bronquite Infecciosa das Galinhas - BIG (G3); e infectados com MGA e

vacinados contra BIG (G4)

Para validacdo do ensaio, a diferenca entre a média
do Controle Positivo e a média do Controle Negativo
(PCx - NCx) deve ser maior que 0,075. O Controle Po-
sitivo, padronizado, representa niveis significantes de
anticorpos contra MG, MS e BIG em soro de galinha. A
absorbancia media do Controle Negativo deve ser me-
nor ou igual a 0,150. A presenca ou auséncia de anti-
corpos contra MG, MS e o virus da BIG foi determinada
pela relagao do valor A(650) da amostra com a média
do Controle Positivo (S/P). Coeficientes maiores que 0,5
foram considerados positivos e indicaram exposicao aos
antigenos testados. Os titulos relacionaram S/P em uma
diluicdo 1:500 e foram calculados através do programa
fornecido pelo fabricante, pela formula: Log10 t*° = 1,09
x (Log10 */*) + 3,36

Todos os 6rgaos foram observados detalhadamente
e as alteracdes macroscopicas detectadas foram regis-
tradas em fichas individuais de cada grupo. Essas alte-
ragOes foram avaliadas e a frequéncia foram analisadas
por grupo.

Fragmentos de traqueia, pulmao, sacos aéreos, figa-
do, coragao, musculatura do peito, rins e intestino fo-
ram acondicionados em frascos contendo formol a 10%
e encaminhados para processamento histopatolégico
pelas técnicas usuais, inclusdo em parafina, cortadas em
micrétomo, montagem em lamina de vidro e coloracao
pela técnica da Hematoxilina-Eosina (HE) (Luna 1968).
Posteriormente foram examinadas ao microscépio 6pti-
co para detecgdo ou nado de lesdes compativeis as mico-
plasmoses aviarias.

RESULTADOS

As diferencas nos pesos médios finais e no ga-
nho de peso entre os grupos estudados nao foram
significativas ao longo do experimento (ANOVA,
p>0,05) (Tabela 1). Os pesos médios dos frangos
de corte atingiram ao final do estudo experimen-
tal, 2.306 g em G1, 2.268 g em G2, 2.519 gem G3 e
2.625 g em G4. Apenas em G4 os frangos de corte
alcancaram o padrao de peso médio sugerido pelo
fornecedor da linhagem utilizada neste estudo. O
mesmo ocorreu em relagdo ao ganho de peso dia-

rio dos frangos com 42 dias de idade, somente G4
atingiu 62,5 g, valor sugerido como padrao para a
linhagem.

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

Todas as amostras foram negativas para mico-
plasmas ao isolamento.

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

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

Ao ELISA, as amostras de soros de todos os gru-
pos foram negativas para deteccdo de anticorpos
contra MG e MS. Para o virus da BIG, na chegada
os frangos de corte apresentaram titulos médios de
anticorpos de 1000, com coeficiente de variagdo de
32%. Com sete dias de idade esses titulos cairam
em todos os grupos e foram negativos a partir da
14° dia de idade até o fim do experimento.

Clinicamente os frangos ndo apresentaram si-
nais respiratérios evidentes em nenhum dos gru-
pos estudados.

A necropsia, nas aves do G1, ndo foram observa-
das lesdes dignas de nota. No G2, houve a presenca
de hidropericérdio e ascite (Figura 1) aos 21 dias de
idade em apenas um dos quatro frangos de cortes;
e aos 42 dias de idade, dois frangos com pneumo-
nia e transudato gelatinoso nos pulmdes, além de
exsudato catarral na traqueia (Figura 2).

No G3 foi também nao foram observadas lesdes
relevantes.
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Figura 1. Ascite observada no grupo infectado com MGA (G2)
aos 21 dias de idade

Figura 2. Traqueia com exsudato catarral observado no grupo
infectado com MGA (G2) aos 42 dias de idade

Em G4, no 28° dia de idade foi observada sinovi-
te (Figura 3) em um frango de corte, hidropericar-
dio em dois frangos de corte e pneumonia em duas
aves avaliadas no 35° dia de idade. No 42° dia em
G4, além da pneumonia em todas as aves, um dos
frangos apresentou musculo do peito com colora-
¢do verde (Figura 4), rim aumentado e aerossacu-
lite (Figura 5).

04/06/2012 10:16:01

Figura 3. Sinovite observada no grupo infectado com MGA e
vacinado contra BIG (G4) aos 28 dias de idade

“,

5 T
Figura 4. Miopatia peitoral observado no grupo infectado com
MGA e vacinado contra BIG (G4) aos 42 dias de idade

As lesdes macroscopicas foram observadas com
mais frequéncias nos frangos de corte com 42 dias
de idade (Tabela 2), nos grupos apenas inoculado
com MGA (G2) e infectados com MGA e vacinado
contra BIG (G4). As diferencas nas frequéncias de
lesdes macroscopicas entre os grupos foram sig-
nificativas (Teste Mann-Whitney, p<0,05) (Tabela
2).

A microscopia, ndo foram encontradas lesdes
dignas de nota em G1 e G3. Nas aves de G2, foi
observada pneumonia, com nédulos multiplos pe-
ribronquiais de caracteristica linféide e didmetros
variaveis (Figuras 6A e 6B). E em G4, foi descrita no
pulmao reacdo inflamatoria focal associada a mul-
tiplas areas de necrose bronquiolar (Figuras 7A e
7B) e em um dos frangos de corte e uma grave e
extensa miodegeneracdo vacuolar acompanhada
de atrofia e necrose no musculo do peito (musculo
verde) (Figura 8). Em corte transversal a fibra apre-
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Figura 5. Aerossaculite e pneumonia observado no grupo in-

fectado com MGA e vacinado contra BIG (G4) aos 42 dias
de idade

Tabela 2. Frequéncia de lesdes macroscopicas observadas em
frangos de corte nao vacinados nem infectados (G1); infectados
com MGA (G2); vacinados contra BIG (G3) e infectados com
MGA e vacinados contra BIG (G4).

Grupo Idade Lesdes Total
(dias)  Ascite Exsudato Aeros- Pneu- Miusculo
traqueal saculite monia verde
G1 7 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
14 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
21 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

28 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

35 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

42 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

Subtotal 0/24  0/24  0/24 0/24 0/24 0/24

G2 7 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
14 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

21 1/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

28 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

35 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

42 0/4 1/4 0/4 2/4 0/4 3/4

Subtotal 1/24  1/24  0/24 2/24 0/24 4/24

G3 7 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
14 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

21 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

28 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

35 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

42 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

Subtotal 0/24  0/24  0/24 0/24 0/24 0/24

G4 7 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
14 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
21 0/4 0/4 0/4 0/4  0/4 0/4

28 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

35 0/4 1/4 0/4 2/4 0/4 3/4

42 0/4 1/4 1/4  4/4  1/4  7/4
Subtotal 0/24  2/24  1/24 6/24 1/24 10/24
01/24  3/24  1/24 8/24 1/24 14/%

Teste Mann-Whitney ao nivel de erro a = 0,5%, p<0,05

Total

sentava vactolos pequenos isolados ora multiplos
de pequeno didmetro, acentuada destruicao mus-
cular com granulacao basofilica, focos de calcifica-
¢do e infiltrados heterofilicos.

Figura 6. Frango de corte. N6dulos multiplos peribronquiolar
de caracteristica linféide e didmetros variados. Observado
no grupo infectado com MGA (G2) aos 42 dias de idade. A.
100X. B. Detalhe da figura anterior. 400X. H.E.

DISCUSSAO

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

A positividade a PCR nas amostras de G4 ocor-
reu com mais frequéncia do que nas de G2, grupo
apenas infectado com a cepa autéctone de MGA,
sugerindo que a vacinacao contra a BIG em G4 pode
ter influenciado a infectividade de MGA proporcio-
nando uma maior taxa de deteccdo neste grupo.

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

Os resultados ao ELISA para deteccdao de anti-
corpos para BIG foram positivos nas aves avaliadas
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Figura 7. Frango de corte. Broncopneumonia focal. Maltiplas
areas de necrose bronquiolar (SETA) observado no grupo
infectado com MGA e vacinado contra BIG (G4) aos 42 dias
de idade. A. 100X. B. Detalhe da figura anterior. 400X. H.E.

com um dia de idade, o que provavelmente se de-
veu a presenca de anticorpos maternos. A partir de
sete dias de idade, os titulos de anticorpos decres-
ceram mesmo Nnos grupos em que as aves foram va-
cinadas. A provavel explicagdo para o fato seria de-
vido a interferéncia dos anticorpos maternos aliado
ao tempo insuficiente para soroconversao das aves
vacinadas contra BIG (Cavanagh & Gelb JR, 2008).

Houve a deteccao pela PCR e RT-PCR, respec-
tivamente, de MGA e virus da BIG nas primeiras
semanas ap9ds inocula¢do nas aves dos grupos in-
fectados com MGA ou vacinados contra a BIG iso-
ladamente (G2 e G3) e no grupo onde houve a asso-
ciacdo desses agentes (G4). Esses microrganismos
se ligam aos sitios de infeccdo (membranas muco-
sas e serosas da traqueia) e ainda estavam presen-
tes nesses locais. Nas semanas seguintes os agentes
possivelmente estavam em processo de infeccao
que incluia a interagdo com células alvos, tornan-
do a detecgdao mais dificil. Os micoplasmas podem
ativar as células do sistema imune, induzindo imu-

Figura 8. Frango de corte. Miopatia peitoral. Miodegeneragao
vacuolar acompanhada de atrofia e necrose muscular obser-
vado no grupo infectado com MGA e vacinado contra BIG
(G4) aos 42 dias de idade. H.E. 100X

nossupressao ou estimulagdo de linfécitos Be T, e
as citocinas indutoras (Kleven 2008). Esse agente
pode passar a forma latente e aguardar um estado
de debilitagdo do hospedeiro ou outro fator predis-
ponente para iniciar um quadro mérbido (Nasci-
mento & Pereira 2009). Este fato pode justificar a
deteccao do MGA pela PCR nas mucosas do trato
respiratério superior a partir do 35° dia de idade,
precedida de resultado negativo até esta idade em
G3 e no 21° e 28° dia em G4.

Nao foram encontradas lesdes macroscopicas e
microscopicas significativas nos grupos controle e
no grupo apenas vacinado contra a BIG o que carac-
terizou a inocuidade da vacina. Entretanto, no gru-
po infectado com MGA e no grupo infectado com
MGA e vacinado contra a BIG foi encontrado maior
nimero de lesdes macroscopicas, sendo as lesdes
mais significativas observadas no grupo que rece-
beu a associacdo dos dois agentes, no qual foram
descritas aerossaculite, pneumonia, sinovite e mio-
patia peitoral profunda. As lesdes pulmonares e de
miopatia peitoral foram confirmadas a microscopia.
Shad-Majid (1996) avaliou os efeitos da associagao
entre o virus de DN com o MGA e as altera¢des no
epitélio traqueal dos frangos de corte a microsco-
pia eletronica, e observou perda de células ciliadas,
presenca de muco e fibrina no epitélio traqueal em
frangos com trés dias de idade vacinados contra
DN e infectados com MGA, no mesmo dia, porém o
efeito isolado do MGA no epitélio traqueal nao foi
avaliado, necessitando de maiores investigagdes.

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

A cepa de MGA utilizada neste experimento foi
proveniente de um caso clinico de doenca respira-
téria em poedeiras comerciais, em que muitas le-
sdes macroscopicas foram descritas nas aves e ndo
foram encontrados outros agentes respiratorios.
No presente estudo, a cepa de MGA nao se mos-
trou um agente infeccioso patogénico quando pre-
sente nos frangos isoladamente, mas o seu efeito
sinérgico ficou evidente quando associado a vacina
contra a BIG, ampliando as lesdes no trato respira-
torio das aves e contribuindo para o aparecimento
de lesdes na musculatura de uma das aves (miopa-
tia peitoral profunda), o que tem sido amplamente
relacionado a infecgao pelo virus da BIG (Bentrano
et al. 2005, Almeida et al. 2012).

Em relagao as outras espécies de micoplasmas,
Stipkovits & Kempf (1996) concluiram que o siner-
gismo do MS com agentes causadores de infec¢des
intercorrentes como os virus da BIG, da DN e da In-
fluenza A e as bactérias Escherichia coli, MG e MM,
podem modificar a disseminacdo da infeccao por
MS. Minharro et al. (2001) relataram uma elevada
freqiiéncia de infecgdes mistas envolvendo Myco-
plasma spp. em lesdes de sacos aéreos em frangos
de corte, revelaram que 100% das infeccdes foram
devidas a presenca de MS e 70% a presenca MG em
associacao com E. coli. Os micoplasmas MG e MS
sem a intervencao de outros agentes podem cau-
sar infec¢des brandas e subclinicas (Nascimento &
Pereira 2009). Porém, ap6s a infecgdo por MG e/ ou
MS, as aves tornam-se mais susceptiveis as infec-
¢Oes secundarias por outros agentes como virus e/
ou E. coli (Alencar et al. 1998). Ha poucas informa-
¢oes sobre MGA e o seu potencial patogénico, sen-
do necesséria a realizacdo de mais estudos a cerca
da associacdo de MGA com agentes infecciosos do
sistema respiratorio, outros micoplasmas, E. coli e
virus respiratorios.

CONCLUSOES

A presenca do Mycoplasma gallinarum e/ou a va-
cinagdo contra a Bronquite Infecciosa das Galinhas

nao afetaram o peso médio final e ganho de peso
e o consumo de ragdo dos frangos de corte entre
os grupos estudados. A frequéncia na detecgdo do
MGA pela PCR foi maior em frangos do grupo ex-
perimental em que houve associa¢do a cepa vacinal
de BIG. O MGA isoladamente ndo se mostrou ca-
paz de provocar doenca aparente nos frangos de
corte infectados, embora tivesse produzido lesdes
pulmonares na etapa final de criagdo e quando as-
sociado a vacina contra a BIG houve o aparecimen-
to de lesdes passiveis de condenacao que podem
comprometer a qualidade dos frangos de corte ao
abate.

Agradecimentos. A FAPER] e CNPq pelo apoio fi-
nanceiro.
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