Pesq. Vet. Bras. 32(7):645-648, julho 2012

Mycoplasma gallisepticum como fator de risco no peso de
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ABSTRACT.- Machado L.S., Nascimento E.R., Pereira V.L.A., Almeida D.O., Silva R.C.F. & San-
tos L.M.M. 2012. [Mycoplasma gallisepticum as a risk factor on weight of broilers con-
demnated with airsacculitis by Federal Sanitary Inspection.] Mycoplasma gallisepticum
como fator de risco no peso de lotes de frangos de corte com condenacgdo por aerossaculite
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Federal Fluminense, Rua Dr. Vital Brazil Filho64, Vital Brazil, Niteroi, R] 24230-340, Brazil.
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The Brazilian poultry industry improves annually and is more representative on pro-
duction and exportation of their products. Care on poultry health cooperates to these de-
velopments, however, respiratory agents that affect weight and carcass quality, continue
to threaten poultry production. Airsacculitis is considered the main cause of total and/
or partial condemnation of broilers carcasses, being Mycoplasma gallisepticum (MG) the
most important agent of it. This study aimed to detect MG by “Polymerase Chain Reac-
tion” (PCR) and to correlate its positivity with airsacculitis, weight losses and condemna-
ted broilers by Federal Sanitary Inspection. A total of 40 flocks of slaughter broilers under
Federal Inspection in Rio Grande do Sul, Brazil, were randomly selected. In each flock three
broilers, regardless of sex, were randomly chosen for necropsy where tracheas were col-
lected and polled in one sample for analysis. For PCR, DNA was extracted by the method of
phenol-chloroform and amplified with pairs of specific primers for MG. From the 40 flocks
PCR analyzed, 20% (8/40) were positive for MG. MG detection was found to be correlected
with airsacculitis increase and weight decrease by multiple logistic regression equation
(p<0,05), LogitPi= 7.9409 + (0,5601 x X1) - (3.3080 x X2). Airsacculitis rate increase also
correleted with decrease in body weight by simple linear regression equation (p<0.05),
Y= 2.1050 - 0.6397X. In conclusion, MG positivity is related to airsacculitis which causes
weight loss in broilers. In addition, the PCR was an effective technique for the detection of
MG in flocks of broilers, but was not affected by the kind of biological specimens collected,
as tracheal scraping or swab.

INDEX TERMS: Broilers, airsacculitis, Mycoplasma gallisepticum, PCR.

RESUMO.- A Industria avicola brasileira cresce anualmen-
te e se torna cada vez mais representativa na producao e
exportacdo dos seus produtos. Os cuidados com a sanida-
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de avicola tém acompanhado e favorecido essa evolucdo,
entretanto, agentes respiratérios que afetam o peso e a
qualidade da carcacga, continuam a provocar grandes preju-
izos a produgio avicola. A aerossaculite é considerada uma
das principais causas da condenagdo total e/ou parcial de
carcacgas de frangos de corte, sendo de grande importan-
cia Mycoplasma gallisepticum (MG). O objetivo do presente
estudo foi detectar MG pela PCR e correlacionar sua posi-
tividade a aerossaculite, queda de peso e condenacdo de
carcacas de lotes de frangos de corte na Inspec¢do Sanitaria
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Federal. Do total de 40 lotes de frangos de corte abatidos
sob Inspecdo Sanitaria Federal, localizado no Estado do
Rio Grande do Sul, Brasil, foram selecionados ao acaso. Em
cada lote, trés frangos de corte, independente de sexo, fo-
ram randomicamente selecionados para necropsia, sendo
as traquéias coletadas e agrupadas em pool para formacdo
de uma amostra para analise. Pela PCR, o DNA foi extraido
pelo método de fenol-cloroférmio e amplificado com pares
de “primers” especificos para MG. Dos 40 lotes analisados
pela PCR, 20% (8/40) foram positivos para MG. Houve re-
lacdo entre a positividade para MG, aumento da taxa de
aerossaculite e queda de peso por Regressado Logistica Mul-
tipla (p<0,05), LogitPi= 7,9409 + (0,5601 x X1) - (3,3080 x
X2). 0 aumento da taxa de aerossaculite esteve relacionada
a queda de peso por Regressdo Linear Simples (p<0,05), Y=
2,1050-0,6397X. Em conclusao, a positividade por MG esta
relacionada a aerossaculite que provoca queda de peso em
frangos de corte. Em adi¢do, a PCR foi uma técnica eficaz
para a deteccdo de MG em lotes de frangos de corte, ndo
sendo este diagndstico influenciado pelo tipo de colheita
do material biolégico, por escarificado ou swab de traquéia.

TERMOS DE INDEXACAO: Frangos de corte, aerossaculite,
micoplasmas gallisepticum, PCR.

INTRODUCAO

Desde 2004, o Brasil destaca-se como terceiro produtor e
maior exportador mundial de carne de frango. Esta posi-
¢do foi alcancada devido a uma busca constante de evolu-
¢do na qualidade e manutencio da sanidade avicola, com a
presenca continua do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) e das Secretarias de Agricultura
dos Estados produtores, bem como a participagao ativa do
setor privado. Em funcdo desse grande desenvolvimento, a
preocupacdo com os aspectos higiénico-sanitarios dos pro-
dutos avicolas também evoluiu na avicultura brasileira.

A importancia de Mycoplasma gallisepticum (MG), como
agente etioldgico de doencas em frangos de corte, desper-
ta a preocupacdo de técnicos e produtores, assim como de
diversas empresas ligadas a cadeia produtiva da avicultura
nacional e internacional. No Brasil, existem relatos do au-
mento das condenagdes de aves em abatedouros pela pre-
senca de aerossaculite, que na sua maioria, pode ser decor-
rente de infeccao pelo MG. (Minharro et al. 2001 & Branco
2004).

Além do aumento das condenacdes, aves com aerossa-
culite podem apresentar-se com menor peso em relacdo
a aves sem aerossaculite. A desuniformidade dos lotes na
linha de abate aumenta o risco de erros durante a eviscera-
¢do e, consequentemente, maior risco de contaminacdo das
carcagas com patogenos do trato intestinal (Russel 2003).

No Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), as
micoplasmoses sdo consideradas como doengas priorita-
rias com vistas ao controle e/ou erradicacdo nos plantéis.
As manifestagdes clinicas de MG sdo tosse, corrimento,
descarga ocular e nasal, decréscimo no consumo de ali-
mentacdo, retardo de crescimento, lotes desiguais, queda
na producido de ovos e mortalidade variavel (Nascimento
& Pereira 2009). Nas aves reprodutoras adultas, ocorre a
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forma cronica ou subclinica com baixo impacto nos indices
produtivos. Por outro lado, a progénie costuma ser muito
afetada, com descartes em razdo de sacos aéreos lesados,
ganho de peso reduzido e indices de conversao alimentar
negativos (Mettifogo & Ferreira 2006).

O diagnéstico epidemiolégico em frangos de corte em
idade de abate pode ser realizado por monitoramento so-
rolégico e/ou etioldgico, seguindo procedimentos epide-
mioldgicos de amostragem e periodicidade recomendados
pelo PNSA (Nascimento & Pereira 2009). Para o monitora-
mento soroldgico, a soroaglutinacdo rapida em placa (SAR),
a inibicdo da hemaglutinacdo (HI) e o ELISA sdo os testes
recomendados pelos programas sanitarios governamen-
tais para os estabelecimentos avicolas, por serem menos
onerosos, faceis de desenvolver e com validade confirmada
(Nascimento et al. 2005a, 2006).

Para o levantamento etioldgico podem ser realizadas as
técnicas tradicionais de isolamento com meio de cultura
Frey modificado, provas bioquimicas e de tipificagido como:
imunofluorescéncia direta ou indireta de coldnias, imuno-
peroxidase e inibicao de crescimento e a PCR (Nascimento
& Pereira 2009).

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 grande importancia no diagnds-
tico laboratorial. Entre as vantagens do diagndstico mole-
cular, destacam-se a rapidez, a especificidade, a seguranga
dos resultados, a possibilidade de deteccdo de agentes de
dificil cultivo ou de crescimento muito lento, deteccdo de
agentes patogénicos em amostras clinicas de animais as-
sintomaticos ou em tratamento com antibiéticos, detec¢do
antes da inducdo de uma resposta imunoldgica e em hos-
pedeiros imunocomprometidos, demonstrando vantagens
sobre os testes soroldgicos (Moreno 2009).

O objetivo do presente estudo foi detectar MG pela PCR
e correlacionar sua positividade a aerossaculite, queda de
peso e condenacdo de carcacas de lotes de frangos de corte
na Inspecdo Sanitaria Federal.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados aleatoriamente, na rea de evisceragio, fragmen-
tos de traquéias de trés aves de cada lote, de um total de 40 lotes
distintos de frangos de corte, em abatedouro avicola sob Inspe¢do
Sanitaria Federal, localizado no Estado do Rio Grande do Sul.

Os “pools” de traquéias de cada lote foram acondicionados em
placas de Petri esterilizadas. As traquéias foram abertas com uma
tesoura de ponta estéril e em seguida seu contetdo foi coletado
com o auxilio de um swab, posteriormente foi realizada a esca-
rificacdo com laminas de bisturis estéreis. Os “pools” de swab e
de escarificado foram acondicionados separadamente em tubos
de rosca contendo 2,0mL de “Phosphated Buffered Saline” (PBS)
pH 7,4.

De cada tubo foi retirado uma aliquota de 1,0mL e colocado
em tubo graduado de 1,5mL para extragdo do DNA. O método
de extragdo por fenol/clorofé6rmio, adaptado de Sambrook et al.
(1989), foi realizado diretamente dos “pools” das amostras, sem
a realizacdo de pré-enriquecimento. Foi utilizado o par de “pri-
mer” especifico obtido da porg¢do interna do fragmento de 732
pb de DNA de MG que produzem “amplicons” de 481 pb deno-
minado MG-PCR conforme Nascimento et al. (2005b) e as condi-
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¢oes de amplificacdo para MG foram feitas de acordo com Buim
et al. (2009). Como controle positivo utilizou-se a cepa padrao
“American Type Culture Collection” (ATCC) de MG (MGR-ATCC,
n219619). A reagdo de PCR para MG foi realizada nas seguintes
condi¢oes: 56uL de dgua ultrapura (Milli-Q), 10uL de Tampao PCR
10X, 8uL de MgCl, (25mM), 5uL. de dNTP mix (0,25mM de cada),
2uL (100pmol) de cada “primer” (5°CGT GGA TAT CTT TAG TTC
CAG CTG C3’e 5°GTA GCA AGT TAT AAT TTC CAG GCA T3"), 2uL
(2,5U/uL) de Taq Polimerase e 15uL do DNA extraido, obtendo-se
um volume final de 100uL.

Apés a reagdo de amplificagdo, homogeneizou-se 10uL de
cada amostracom 2uL de tampao de arrasto, sendo posterior-
mente analisadas em gel de agarose a 1,5% submerso em Tam-
pao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X e submetidas as condi¢des de
eletroforese de acordo com Sambrook et al. (1989). Em seguida, o
gel foi corado com brometo de etidio 0,02% e sendo realizada a vi-
sualiza¢do dos amplicons sob luz ultravioleta em transiluminador.

0 peso médio dos lotes de frangos de corte e o percentual de
condenagio por aerossaculite foi obtido junto a Inspec¢do Sanita-
ria. Para verificar se a presenca de aerossaculite e o baixo peso
vivo dos lotes de frangos de corte ao abate era preditivo para MG
pela PCR, foi feita a Analise de Regressdo Logistica Multipla. A
relacdo da frequéncia de aerossaculite por lote e o peso vivo foi
feita pela Regressdo Linear Simples. A comparagdo entre os lotes
positivos e negativos para MG e sua relacdo com o peso dos lotes
foi feita pela analise de t-Student . A influéncia do tipo de colheita
de material biolégico (swab, escarificado ou swab+escarificado)
sobre o resultado da PCR foi analisada pelo teste exato de Fisher
(Thrusfield 2003).

RESULTADOS

Em todos os lotes estudados observou-se uma taxa de con-
denacgdo por aerossaculite, variando de 0,0771 a 0,5652%,
com média de 0,3212% . Da relacdo entre positividade na
PCR para MG com presenca de aerossaculite e peso vivo das
aves obteve-se pela Regressdo Logistica Multipla a equagio
LogitPi= 7,9409 + (0,5601 x X1) - (3,3080 x X2), significan-
do que MG esta associada com aumento de aerossaculite e
a queda de peso (p<0,05). A média dos lotes de frangos de
corte negativos e positivos para MG foram respectivamente
2,9130+0,1690 e 2,8251+0,1077, obtendo-se pela equagio
da Regressao Linear Simples, Y= 2,1050-0,6397X, que o au-
mento de aerossaculite esta relacionado com a queda de
peso (p<0,05), onde pelo coeficiente de determinacio (R?)
16% dos problemas de peso sao justificados pela presenga
de aerossaculite (Quadro 1 e 2).

Quadro 1. Valores maximo e minimo e média da frequéncia
de condenagdes por aerossaculite (%) e do peso médio
(kg) dos lotes dos frangos de corte positivos e negativos

para Mycoplasmagallisepticum abatidos sob Inspecao
Sanitaria Federal **

Peso médio dos lotes dos
frangos de corte (kg)

Variagdo da frequéncia de con-
denagdes por aerossaculite (%)

Positivo Negativo Positivo Negativo
Minimo 0,0771 0,0176 2,64 2,58
Maximo 0,5652 0,9435 2,96 3,26
Média 0,3212 0,4806 2,80 2,92

2Regressdo Logistica Multipla (p<0,05): LogitPi = 7,9409 + (0,5601 x X1)
- (3,308 x X2).
bRegressdo Linear Simples (p< 0,05): Y = 2,1050 - 0,6397X.

Quadro 2. Dados descritivos do peso dos lotes de frangos de
corte positivos e negativos para MG

Parametros avaliados Valores obtidos

Positivo Negativo
Nimero de amostras 8 32
Média 2,8250 2,913
Desvio padrao 0,1077 0,169

0 diagnostico pela PCR obtidos em 20% (8/40) dos lo-
tes de frangos de corte analisados, geraram “amplicons” de
481 pares de bases (pb) esperados para MG, de acordo com
os “primers” utilizados (Fig.1).

Pelo teste exato de Fisher, comparando-se a detecg¢ao
de MG em material coletado por swab e escarificacdo de
traquéia, obteve-se um p>0,05, ndo havendo, portanto, di-
ferenca significativa entre os tipos de colheita (Quadro 2).

M L1% L20s L20e L21e L22e L23s L23e L24s L27s L31s C+

(sP— - o .
Fig.1. Gel de agarose com os “amplicons” de 481 pb referentes aos
lotes L19, L20, L21, L22, L23, L24, L27, L31 positivos para MG
pela PCR. M = Marcador de DNA de 100pb, L = lote, e = escari-
ficado, s =swab, C+ = controle positivo.

Quadro 3. Positivos e negativos para MG por suabe e
escarificacdo como técnicas de colheita do material bioldgico

Técnicas de processamento PCR MG
Positivo Negativo Total
Suabe 05 35 40
Escarificado 05 35 40
Suabe + escarificado 02 38 40

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

A taxa média de condenacdo total e parcial por aerossaculi-
te em lotes de frangos de corte neste estudo ficou acima dos
valores notificados pelo SIF para os Estados de Mato Grosso
do Sul, Bahia, Minas Gerais e Rio Grande do Sul entre 2002
e 2003 onde para frangos leves o valor foi de 0,1046% e
para pesados 0,1864% (Branco 2004). Em recente trabalho
de campo para frangos de corte com sorologia positiva para
MG e Mycoplasma synoviae (MS) na Turquia, aerossaculite
foi o segundo tipo de lesdo mais encontrada com freqiién-
cia de 53,1% (Yilmaz 2011). A presenca de aerossaculite,
per si, é fato que merece ser considerado de grande impor-
tancia, pois além das perdas determinadas pela condena-
¢do de carcacgas (Brasil 1998) pode refletir a contaminagdo
nas aves e comprometer a carcaga, com prejuizo para o
abatedouro. Aves com aerossaculite podem apresentar-se
com menor peso em relagdo a aves sem aerossaculite e essa
desuniformidade na linha de abate aumenta o risco de er-
ros durante a evisceragio e, consequentemente, maior ris-
co de contaminagdo das carcagas com patégenos do trato
intestinal (Russel 2003).

A escolha da PCR como método diagnostico neste estu-
do deveu-se a possibilidade de obtencio eficiente de resul-
tados com rapidez e especificidade, permitindo a tomada
de decisdes em relagdo as medidas sanitarias a serem ado-
tadas pela empresa avicola, além do emprego de “primers”
mais especificos, resultado da comparagdo entre MG-
-PCR/481 com o MG-PCR/732 (Nascimento et al. (2005b).
Em outro estudo, Minharro et al. (2001) baseado na colhei-
ta de material em “pools” mas somente de frangos de corte
condenados por aerossaculite em SIF de Goias, obteve uma
freqiiéncia de 32,25%, acima dos 20% encontrados neste
trabalho, o que era de se esperar pelos autores terem traba-
lhado somente com aves de risco. A freqiiéncia de MG em 7
lotes de frangos de corte em trabalho de campo nos estados
de Sdo Paulo, Pernambuco e Parana por Buim (2009) foi de
14,28%.

Como nao houve significancia da influéncia do tipo de
colheita de material biolégico no diagnéstico de MG, pode-
-se supor que tanto swab quanto escarificacdo podem ser
utilizados em se tratando de PCR

CONCLUSAO

A positividade de MG por PCR em amostras de traquéia
de frangos de corte ao abate teve relagdo com aumento na
condenacdo por aerossaculite e com o baixo peso dos lotes.
No mesmo sentido, o aumento da taxa de aerossaculite esta
relacionado a queda de peso. A PCR foi uma técnica rapida
e sensivel para a deteccdo de MG em lotes de frangos de
corte, tomando-se por base os trabalhos prévios, ndo sendo
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este diagnostico influenciado pela de colheita de material
biolégico por swab ou escarificacao.
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