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Ocorréncia de Mycoplasma gallisepticum e Metapneumovirus aviario em planteis
avicolas comerciais de frangos de corte das Regides Sudeste e Centro-Oeste do

Brasil

RESUMO - As infecgdes do trato respiratério de aves tém-se constituido em
problemas crescentes e com marcantes consequéncias negativas sobre a produgéo
avicola em varias partes do mundo, notadamente onde a avicultura é mais
desenvolvida como no Brasil. Dentre essas enfermidades, destacam-se as
micoplasmoses aviarias e a pneumovirose aviaria, que, apesar de suas relevancias
em sanidade avicola, ndo tém sido investigadas de forma sistematizada no Brasil,
em especial no que concerne a interagao entre esses agentes ou a ocorréncia de co-
infeccdo em frangos de corte. O presente estudo investigou a ocorréncia de infecgao
por Mycoplasma gallisepticum (MG) e pelos subtipos A ou B de Metapneumovirus
aviario (AMPV) em frangos de corte de plantéis avicolas comerciais mantidos em
granjas mais tecnificadas localizadas nas regides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil.
Para tanto, as técnicas de PCR e de RT-Nested-PCR foram usadas na deteccéao
e/ou identificacao, respectivamente de MG e AMPV em amostras de suabes nasais e
traqueais colhidos de 87 lotes de frangos de corte com problemas respiratorios e
oriundos de 15 granjas de produgdao comercial de frangos de corte. Dos lotes
amostrados, dois deles em um total de 87 (2,3%) e de uma unica granja da regiao
Sudeste, mostraram-se positivos para MG, enquanto que nenhum dos lotes
investigados revelou-se positivo para AMPV. A baixa ou nenhuma incidéncia desses
agentes pode ser explicada pela utilizacdo de medidas cada vez mais efetivas para o
controle sanitario desses agentes nas granjas comerciais de frangos de corte
amostradas. Os achados nesta pesquisa sugerem também, entretanto, que outros
agentes infecciosos bacterianos e virais, ndo investigados nesse estudo, podem
estar envolvidos na etiologia dos problemas respiratérios dessas aves, ja que
aquelas que foram amostradas no presente estudo apresentavam sinais clinicos de
doencgas respiratorias, de modo que esses outros agentes devem ser também no
futuro investigados e monitorados, ou por técnicas diagndstico molecular ou de soro-
diagnostico nessas mesmas granjas de frangos de corte.

Palavras-chave: Enfermidades respiratorias, galinhas, micoplasmose,
pneumovirose aviaria, diagnostico molecular.



Occurrence of Mycoplasma gallisepticum and avian Metapneumovirus in
commercial poultry farms of broiler chickens in the Southeast and Midwest

Regions of Brazil

ABSTRACT - Respiratory infections of poultry may be an increasing and
negative problem with poultry production in several parts of the world, especially
when poultry farming is more widely used than in Brazil. These diseases include
avian mycoplasmosis and avian pneumovirosis, which, despite their relevance in
poultry health, have not been systematically investigated in Brazil, especially with
regard to the interaction between these agents or the occurrence of co-infection in
broilers. The present study investigated the occurrence of infection by Mycoplasma
gallisepticum (MG) and A or B subtypes of avian Metapneumovirus (AMPV) in broiler
commercial poultry farms located in the Southeast and Center-West regions of Brazil.
For this, PCR and RT-Nested-PCR techniques were used in the detection and / or
identification, respectively of MG and AMPV in nasal and tracheal swab samples
collected from 87 lots of broilers with respiratory problems and from 15 commercial
production of broilers. Of the sampled lots, two of them in 87 (2.3%) were positive for
MG, whereas none of the lots were positive for AMPV. The low or no incidence of
these agents can be explained by the use of increasingly effective measures for the
sanitary control of these agents in the commercial farms of sampled broilers. Our
findings also suggest, however, that other bacterial and viral infectious agents not
investigated in this study may be involved in the etiology of the respiratory problems
of these birds, since those that were sampled in the present study had clinical signs
of respiratory diseases, so that these other agents should also be investigated and
monitored in the future, or by molecular diagnostic or serum-diagnostic techniques in
these same broiler farms.

Keywords: Respiratory disorders, chickens, mycoplasmosis, avian pneumovirus,
molecular diagnosis.
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1. INTRODUGAO

O Brasil é o segundo maior produtor de frango do mundo produzindo 12,69
milhdes de toneladas em 2018, ficando atras apenas dos Estados Unidos da
Ameérica, sendo também o maior exportador global de carne de frango do mundo,
com 3,687 milhdes de toneladas exportadas no ano de 2018 (UBABEF, 2015; IBGE,
2017, EMBRAPA, 2018), considerando todos os produtos (in natura, embutidos,
processados), segundo dados divulgados pela Associacdo Brasileira de Proteina
Animal (ABPA, 2015). Seu consumo no mesmo ano foi em média de 41,8 kg por
pessoa (UBABEF, 2015; IBGE, 2017).

Nos Estados Unidos da América (EUA) e em outros paises do mundo, as
doencas infecciosas respiratérias sdo as principais responsaveis pela mortalidade e
pelas condenacdes de carcacas na industria avicola. Dessa forma, os produtores e
0s especialistas em sanidade avicola consideram as doencas respiratorias como as
de maior importancia econdmica. Quase a totalidade das condenacdes de carcacas
nos abatedouros avicolas nos EUA é devida a aerossaculite e sepse que, na sua
maioria, sdo alteracbes decorrentes de doencas infecciosas respiratorias
ocasionadas principalmente por infeccdo pela bactéria Escherichia coli, embora

outros patdégenos também estejam implicados (NCRA, 2009).

Os patdgenos respiratérios podem causar alta mortalidade e morbidade em
aves. Ademais, as aves infectadas apresentam sindromes respiratérias e outros
sinais clinicos, como tosse, dificuldade respiratoria, crescimento ou producdo
reduzidos, levando a grandes perdas econdmicas (Jones, 2010). Infec¢cdes mistas
por diferentes agentes respiratérios podem ocorrer em decorréncia do uso extensivo
de multiplas vacinas vivas, altas populacdes geogréficas e densidades habitacionais.
Infeccbes mistas envolvendo micoplasmas e outros agentes patogénicos virais

respiratorios sédo reconhecidos em galinhas (Jones, 2010; McKissick, 2006).

As doencas infecciosas que acometem o trato respiratério de galinhas, ou
como sitio primario de multiplicacdo, ou como tecidos e o6rgdos de tropismo

preferencial, constituem-se em um desafio muito grande para o bom desempenho do



setor produtivo avicola. Dentre essas enfermidades infecciosas destacam-se nas
criacdes avicolas de varias partes do mundo a micoplasmose por M. gallisepticum e
a pneumovirose aviaria, que apresentam como caracteristica importante a
capacidade de promoverem infeccdes persistentes nas aves afetadas e que sao
caracterizadas pela rapida e eficiente disseminacao por via aerégena e, que no caso
do MG, pode ocorrer verticalmente. Isso tudo dificulta enormemente a adogao de
medidas mais efetivas de controle, as quais dependem diretamente da aplicacao de
meios de diagnostico apropriados e eficientes para a geracdo de dados
epidemiologicos mais consistentes dessas enfermidades o0s quais Ssao
imprescindiveis para uma melhor fundamentacdo para a adocdo de medidas de

controle mais eficazes.

Além disso, o AMPV adquire importancia adicional, ndo somente por sua
capacidade de induzir alteracGes patologicas e sinais clinicos relevantes em aves de
producdo, mas também em eventuais processos de coinfeccdo, por favorecer a
instalacdo e exacerbar os efeitos patolégicos nessas mesmas aves de patdégenos
bacterianos, tais como o M. gallisepticum.

Em vista de todo o exposto e levando-se em consideracdo a falta de
informagdes mais sistematizadas e atualizadas a respeito da epidemiologia das
infeccbes por M. gallisepticum e por AMPV em criacBes comerciais de frangos de
corte no Brasil, foi proposto este estudo que objetiva detectar e identificar M.
gallisepticum. e os subtipos A e B de AMPV em amostras de suabes traqueais e

nasais de frangos de corte das regides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Micoplasmoses respiratorias por Mycoplasma gallisepticum

Micoplasmas sdo 0s menores procariontes com capacidade de auto-
replicagéo (Razin, 1992; Razin et al. 1998; Tan et al., 2013), sendo desprovidos de
paredes celulares e limitados apenas por uma membrana plasmética (Baseman e
Tully 1997; Razin, 1992; Tan et al., 2013). Devido a isso, sdo resistentes a
antibioticos que afetam a sintese da parede celular (Kleven, 2003; Tan et al., 2013).
Algumas espécies de micoplasmas apresentam hospedeiro especifico, enquanto
outras s@o capazes de infectar varias espécies de animais. Alguns micoplasmas
colonizam apenas membranas mucosas e a maioria desses microrganismos
permanecem nao invasivos. Porém, outras como Mycoplasma gallisepticum, sao
capazes de penetrar nas células (Kleven, 2003; Tan et al., 2013). As micoplasmoses
aviarias tém sido caracterizadas pelas formas classicas de enfermidades, que
causam: doenca respiratéria cronica das aves, sinusite infecciosa, sinovite infecciosa
e aerossaculite, que resultam em diminuicdo da producdo de ovos, reducdo da taxa
de crescimento e diminuicdo da eclosdo em aves de producéo (Ley et al., 1997; Tan
et al., 2013). As espécies de micoplasmas patogénicos de importancia para
avicultura sdo Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae, M. meleagridis e M. iowae
(Tan et al., 2013).

Mycoplasma galissepticum (MG) € um patdégeno que causa uma infeccao
aguda importante em galinhas (Gallus gallus domesticus) e perus (Meleagris
gallopavo), especialmente nas aves jovens, nas quais causam doengas respiratorias
com diferentes lesdes e manifestacdes clinicas, (Bradbury, 2001; Ley, 2003ab; OIE,
2008a), sendo os perus mais susceptiveis (OIE, 2008a). Essa bactéria pertence a
classe Mollicutes, ordem Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae. Ademais,
sabe-se que o MG, juntamente com uma outra espécie, 0 Mycoplasma synoviae
(MS) séo considerados 0s mais importantes dos micoplasmas patogénicos e

economicamente significativos para as aves de producdo, ocorrendo em todas



regides do mundo. As perdas econdmicas decorrentes da condenacao de carcacgas,
a reducdo da eficiéncia na alimentacdo e na producdo de ovos e 0 aumento dos
custos com medicamentos sdo fatores adicionais que tornam este um dos mais
onerosos problemas de doencas enfrentados pela producdo comercial de aves no
mundo inteiro (Ley, 2003a,b; Raviv et al., 2006; OIE, 2008a). Além de galinhas e
perus, esses patdogenos acometem aves de caga, podendo causar, nestas, doencas
gue afetam mais o trato respiratorio superior. Além disso, Mycoplasma gallisepticum
foi detectado como causador de conjuntivite em tentilhdes domésticos na América do
Norte (Luttrell et al., 1996; OIE, 2008a).

Ainda, o MG se caracteriza também por causar infeccbes em aves de
producdo que variam desde formas subclinicas aquelas com evidentes sinais
clinicos, como coriza, conjuntivite, tosse e espirros e presenca de exsudato nasal e
respiracdo através do bico parcialmente aberto (Raviv et al., 2006; OIE, 2008a).
Como a infeccdo por essa bactéria comeca com a colonizacdo do trato respiratério,
traqueite e aerossaculite sdo achados predominantes de uma infeccao por este
patbgeno em galinhas. Em algumas situagfes, as infecgbes por M. gallisepticum
também estdo associadas a artrite, salpingite, conjuntivite e encefalopatia fatal
(Much et al., 2002), indicando que esse microrganismo é capaz de atravessar a
barreira epitelial da mucosa e atingir 6rgdos e tecidos internos no organismo
hospedeiro (Vogl et al., 2007). Experimentalmente, tem sido demonstrado que este
patdgeno € capaz de se espalhar pelo organismo da ave, apdés a infeccdo por
aerossol, como demonstrado pelo reisolamento de M. gallisepticum do coracéao,
cérebro, figado, baco e rins de frangos infectados experimentalmente (Much et al.,
2002; Vogl et al., 2007).

A transmisséo de M. gallisepticum pode ser tanto vertical como horizontal. A
transmissao vertical ocorre por meio de ovos produzidos por galinhas infectadas. Ja
a transmissao horizontal acontece por contato direto entre aves infectadas e outras
susceptiveis, especialmente em granjas com alta densidade populacional (OIE,
2008a; Tan et al., 2013). Pode também ocorrer a transmissao horizontal indireta,
através de goticulas de aerossbéis contaminados, poeira, penas, fémites e por

trabalhadores da granja. (Kleven, 1997; Tan et al., 2013).

Desde 1954, a micoplasmose aviaria tem sido considerada um problema de

elevada relevancia em granjas de frangos no Japdo e em outros paises asiaticos. No



Japao, as infec¢cOes por M. gallisepticum e M. synoviae foram confirmadas em
granjas de frangos afetados por doenca respiratoria ou sinovite em 1962 e 1973,
respectivamente (Osman et al., 2008). Em outros paises asiaticos, incluindo
Bangladesh, india, Indonésia, Republica Popular da China, Coréia, Malasia,
Filipinas, Taipei China, Tailandia e Vietnd, bem como Israel, a ocorréncia de
micoplasmose em plantéis de frangos foi reconhecida por técnicas sorolégicas ou
por métodos de deteccdo e/ou isolamento do agente etiolégico (Sato et al., 1996;
Levisohn et al., 2000; Osman et al., 2008).

Kempf et al. (1993), na Franca, fizeram um estudo no qual inocularam o M.
gallisepticum experimentalmente em frangos com cinco semanas de idade, sendo
que antes da inoculagdo, esses animais foram divididos em trés grupos e criados em
trés isoladores separados. Cada grupo foi inoculado por via intratraqueal com as
seguintes estirpes: (1) estirpe R-P10 de Mycoplasma gallisepticum; (2) estirpe 41-91
de M. gallisepticum; (3) estirpe 84355 de M. iowae. Amostras de sangue foram
colhidas para a separacao de soros, que foram submetidos a deteccéo de anticorpos
contra 0 MG pelos testes de aglutinacdo réapida (SAR) e de inibicdo da
hemaglutinacdo (HI). Suabes tragueais foram colhidos para que fosse feito a
tentativa de re-isolamento e analisada a cultura de micoplasma e sua posterior
deteccdo por PCR. Como resultado do teste SAR, foram detectadas aglutininas em
soros de todas as aves inoculadas oito dias apés a inoculacdo. Os primeiros
resultados positivos de HI foram observados entre o 15° e o 20° dia p.i. Em aves
inoculadas com MG R-P10 e MG 41-91, respectivamente, observou-se que a cultura
foi positiva em 49 das 73 amostras, enquanto que a PCR detectou 70/72 amostras
positivas, mostrando que a maior percentagem de amostras positivas foi obtida por

PCR e hibridizac¢do (mais de 97%) em comparacdo com cultura de MG (67%)).

No Egito, Osman et al. (2008) realizaram um estudo com o objetivo de
determinar a prevaléncia de infeccao pelo M. gallisepticum em frangos de corte e em
matrizes de frangos de corte selecionados no Egito, utilizando técnicas
convencionais de re-isolamento e cultura e caracterizacao bioquimica, além de PCR,
para detectar e identificar essa bactéria em amostras colhidas de aves saudaveis e
doentes mantidas em criagbes a campo. Para este estudo foram colhidas amostras
de pulmdes e traqueia, bem como suabes traqueais, sendo esses ultimos analisados

por PCR. Além disso, foram realizadas colheitas de sangue para a separacdo de



soro e realizacdo de analises sorologicas para a deteccdo de anticorpos contra M.
gallisepticum, utilizando as técnicas de soroaglutinacdo (SAR) e ensaio
imunoenziméatico (ELISA). Observou-se, como resultado, que, das 279 amostras de
suabes traqueais coletados, 131 apresentaram resultados positivos utilizando PCR
especifica para M. gallisepticum. 55 das 279 amostras também resultaram-se

positivas por técnicas de re-isolamento em meios apropriados de cultura.

Hossam et al. (2016) no Egito, investigaram a infeccdo por M. gallisepticum
em aves comerciais utilizando os seguintes métodos: (1-) PCR em amostras
colhidas ap6s 48 horas de incubacdo de caldo PPLO (Pleuro Pneumonia-Like
Organisms) e (2-) PCR direta em amostras de tecido infectado, as quais foram
comparadas com o método de cultura. O estudo incluiu 385 aves, das quais foram
coletadas 1.155 amostras de traquéia, tecido pulmonar e sacos aéreos, sendo que
as coletas foram realizadas ap6s a morte dessas aves. Como resultado, observou-se
que a PCR em amostras colhidas ap6s 48 horas de incubacao de caldo PPLO gerou
um resultado de 70,9% de amostras positivas. A positividade das amostras advindas
diretamente de tecido infectado obteve um percentual de positividade de 65,45%. A
técnica que apresentou o menor percentual de amostras positivas foi 0 método de
cultivo convencional (17,66%), indicando que a PCR é mais sensivel. Por outro lado,
no estudo da distribuicéo tecidual de MG verificou-se que a presenca dessa bactéria

foi maior na traqueia, seguido de sacos aéreos e pulmao.

No Brasil, Minharro et al. (2001), realizaram um estudo que teve como
objetivo determinar a frequéncia de infec¢cdes por M. gallisepticum, M. synoviae e
Escherichia coli em frangos abatidos sob Inspecdo Federal no Estado de Goias,
tendo sido colhidas 139 amostras de lesdes de sacos aéreos, em aves oriundas de
31 lotes e que foram abatidas entre o periodo de 22 de janeiro a 02 de agosto de
1999. Essas amostras foram analisadas por cultura bacteriol6gica para diagnéstico
de Escherichia coli. A deteccdo e a identificacdo de M. gallisepticum e M. synoviae
foram feitas através da técnica de PCR convencional. Pela bacteriologia, 49,64%
das amostras se mostraram positivas para Escherichia coli. Ja pela técnica de PCR,
em 32,25% identificou-se a presenca de Mycoplasma gallisepticum e em 25,80%
constatou-se a presenca de Mycoplasma synoviae. Infec¢des mistas por E. coli, M.
gallisepticum e M. synoviae foi verificada em 9,68% dos 31 lotes, enquanto que

associacoes entre E. coli e M. gallisepticum ocorreram em 12,90% das amostras. Ja,



associacao de E. coli e M. synoviae se mostrou presente em 16,13% das amostras.
Em nenhum dos lotes estudados foi constatada a ocorréncia de infeccdo mista por
M. gallisepticum e M. synoviae (MS).

Ainda no Brasil, Garcia et al. (2005) realizou um estudo para detectar a
sensibilidade e especificidade analitica e de deteccdo para M. gallisepticum e M.
imitans (MI) de suabes traqueais usando trés grupos de aves expostas as cepas de
vacina ts-11 e 6/85. Para isso, foram utilizadas quatro reacfes genéricas de PCR
baseadas nos seguintes genes: 16sRNAr 16s e outros trés métodos de PCR
recentemente desenvolvidos que fazem a amplificacdo de regibes de genes de
proteinas de superficie, sendo os genes mgc2, LP e gapA. Os métodos de PCR para
mgc2, nLP e ngapA apenas amplificaram o DNA de MG, enquanto o rRNA de 16S
rRNA amplificou o DNA de MG e MI. A sensibilidade analitica dos quatro métodos
genéricos de PCR foram expressos em unidades de mudanca de cor (CCU)/reacao
de amplificacdo foi estimada para cada método de PCR e variou de 4 a 400
CCU/reacao; as sensibilidades dos métodos de PCR simples 16S rRNA e mgc2
foram estimadas em 40 CCU/reacdo, o nLP em 400 CCU/reacdo e o ngapA em 4
CCU/reacdo. As PCRs ngapA, IDEXX e mgc2 mostraram as melhores razdes de
sensibilidade para a deteccéo de cepas de M. gallisepticum quando comparadas ao
isolamento. Porém, foi observado que, em comparagcdo com os méetodos de PCR
ngapA e IDEXX, a PCR para o gene mgc2 tem um tempo de resposta mais rapido,
uma vez que este teste consiste em uma unica reacdo de amplificacdo e o produto
de amplificacdo é detectado por eletroforese em gel de agarose. Portanto, entre os
métodos de PCR avaliados neste estudo, a busca pela amplificacdo do gene mgc2 é

o método de escolha para aplicacdo em amostras colhidas de aves a campo.

Buim et al. (2009) no Brasil, fizeram um estudo no qual foram coletadas 1.046
amostras de suabes traqueais provenientes de 33 granjas, incluindo-se aves de
postura, matrizes, frangos de corte e de um incubatério. As granjas desse estudo
estavam localizadas nos Estados de Sdo Paulo, Parana e Pernambuco, sendo que
as aves dos planteis amostrados apresentavam problemas respiratorios, ou queda
na producdo de ovos. Essas amostras foram submetidas a extracdo de DNA e
posteriormente a técnica de PCR multiplex especifica para M. gallisepticum e M.
synoviae. Como resultado, observou-se que 339/1046 (32,4%) foram positivas para

MS e 21/1046 (2%) foram positivas para MG. Além disso, observou-se também que,



das 33 granjas investigadas, 11 (33,33%) se mostraram positivas para MS e 3 (9,09)
se mostraram positivas para MG.

Além disso, no Brasil, Machado et al. (2012) fizeram um estudo cujo objetivo
foi estudar a ocorréncia de infeccdo por MG pela técnica de PCR e correlacionar a
positividade nessa técnica a presenca de lesfes de aerossaculite, a queda de peso
das aves ao abate e a condenacdo de carcacas de lotes de frangos de corte na
Inspecéo Sanitaria Federal. Do total de 40 lotes de frangos de corte abatidos sob
Inspecdo Sanitaria Federal, localizado no Estado do Rio Grande do Sul, foram
selecionados para necropsia, ao acaso e independente do sexo, trés frangos por
lote, sendo as traquéias coletadas e agrupadas em pool para formacdo de uma
amostra para andlise. As traqueias foram abertas e seu contetdo foi coletado com
auxilio de suabes. O DNA das amostras desses suabes foi extraido e submetido a
PCR para deteccdo de MG. Dos 40 lotes analisados pela PCR, 20% (8/40) foram
positivos para MG. Além disso, pode-se observar também que a positividade por MG
esta relacionada a aerossaculite, a qual provoca queda de peso em frangos de

corte.

Ainda no Brasil, De Nardi et al. (2013) analisaram amostras de soro
sanguineo de 175 frangos caipiras da cidade de Araguaina, no Estado de Tocantins,
sendo que as amostras foram coletadas de quatro granjas avicolas de Araguaina,
incluindo trés granjas comerciais e uma nao comercial, onde as aves eram criadas
para consumo proprio. As amostras foram avaliadas quanto a presenca de
anticorpos anti-MG através de testes sorolégicos. Como resultado, observou-se que,
das 175 amostras de sangue de aves adultas (Gallus gallus domesticus),

74(42,29%) apresentaram sorologia positiva para MG.

No trabalho de Barros et al. (2014), no Brasil, o objetivo foi investigar a
ocorréncia de Mycoplasma gallisepticum (MG) e Mycoplasma synoviae (MS) em
frangos de corte e poedeiras comerciais no estado de Pernambuco. Fragmentos
traqueais foram analisados em 55 frangos de corte saudaveis, 35 frangos de corte
com sinais respiratorios e 30 poedeiras comerciais com sinais respiratérios, de 24
granjas avicolas comerciais, sendo cada amostra composta por um pool de cinco
aves. Como resultado, observou-se que a analise de PCR revelou oito amostras
(33,33%) positivas e 16 (66,67%) negativas para o género Mycoplasma. Dentre

todas as amostras submetidas a nested PCR, sete (29,17%) foram positivas para



MS e apenas uma (4,17%) foi positiva para MG. Ainda, dentre as sete amostras
coletadas de frangos de corte com sinais clinicos de doenca respiratoéria, trés foram
positivas para MS e nenhuma amostra foi positiva para MG, enquanto que entre as
seis amostras de galinhas de postura comerciais, quatro foram positivas para MS e

uma foi positiva para MG.

Casagrande et al. (2014), no Brasil, acompanharam 10 casos de doenca
respiratoria compativel com micoplasmose em galinhas de subsisténcia enviadas ao
Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-
UFRGS) no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2012. Durante esse periodo,
buscou-se 0 mesmo numero de aves sem historico de doenca respiratéria para
serem utilizadas como controles negativos. Nas aves afetadas por problemas
respiratorios, foi realizada a caracterizacdo histologica das lesdes. Além disso,
suabes de seios nasais, de saco aéreo e de saco pericardico, bem como fragmento
de pulméo foram coletados para o posterior diagnostico de M. gallisepticum pela
técnica de imuno-histoquimica (IHQ). Suabes traqueais também foram coletados e
submetidos a técnica de PCR em tempo real para diagndstico desse mesmo
patdogeno. Observou-se, como resultados, que as 10 galinhas apresentaram-se
positivas para MG pelo método de IHQ, enquanto que, na qPCR, 7 de 10 amostras
se mostraram positivas. As trés aves nas quais nao foi possivel a deteccao de MG
pela técnica de gPCR correspondiam as amostras inclusas em blocos de parafina,

devido a indisponibilidade de material congelado.

No estudo de Teixeira et al. (2015) foram colhidas amostras de suabes
traqueais de 25 lotes de granjas comerciais de frangos de corte e de amostras de
suabes traqueais de 20 lotes de galinhas de postura no estado do Rio de Janeiro,
entre 0os anos de 2013 e 2014. Como resultado, observou-se que nenhuma amostra
de suabe traqueal colhido de granjas comerciais de frangos de corte mostrou-se
positiva para MG, enquanto que, no caso das amostras colhidas dos lotes de

galinhas de postura, a positividade para esse mesmo agente foi de 5%.

Essas bactérias podem diferir de forma significativa nos seus perfis
antigénicos e nas propriedades de suas proteinas de superficie que estdo
relacionadas com sua viruléncia (Rosengarten et al.,, 1996; Raviv et al., 2006). O
reconhecimento das cepas de MG pode ser feito por métodos sorolégicos (Kleven et

al., 1988; Rosengarten et al., 1996; Raviv et al., 2006) ou por andlise eletroforética
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de proteinas celulares (Khan et al., 1987; Raviv et al.,, 2006). Porém, para testes
sorolégicos, o hospedeiro precisa de pelo menos uma semana apos a infec¢ao para
a producdo de anticorpos em niveis detectaveis contra essa bactéria (Kaszanyitzky
et al.,, 1994; Hossam et al.,, 2016). A principal desvantagem nesse caso é que a
sorologia pode gerar resultados falsos negativos pelas razdes anteriormente
expostas e, alternativamente resultados falsos positivos, devido também a
possibilidade de ocorrerem reacdes inespecificas (Yamamoto et al., 1991; Yoder et
al., 1991; Fan et al., 1995; Hossam et al., 2016).

O padrao-ouro para o diagnostico de MG é o isolamento e a identificacao
desse microrganismo através do cultivo seguido de confirmacdo morfoldgica,
bioquimica, sorolégica e molecular (Kleven et al., 2008; Hossam et al., 2016). No
entanto, as técnicas de cultivo sédo laboriosas, demoradas, de alto custo e requerem
cuidados especiais de manipulacdo em condicfes rigorosas de esterilidade e, além
disso, as chances de resultados falsos positivos e falsos negativos sdo possiveis
(Fan et al., 1995; Kempf, 1998; Hossam et al., 2016). Como o MG € um
microrganismo de crescimento lento em meios de cultura, sua deteccdo requer uma
Ou mais semanas para 0 crescimento da cultura e de maneira que se tenha um
diagnéstico definitivo desse agente infeccioso em aves infectadas (Branton et al.,
1995; Hossam et al., 2016).

Por conta disso, as técnicas moleculares tém-se revelado mais sensiveis e
discriminatorias do que os métodos de isolamento de micoplasmas (Ley, 2003b;
Raviv et al., 2006). Para tanto, vérias técnicas moleculares foram desenvolvidas para
a deteccdo e a identificacdo de M. gallisepticum, como a analise do polimorfismo de
comprimentos de fragmentos de DNA gerados por clivagem com enzimas de
restricdo (RFLP) (Kleven et al., 1988; Raviv et al., 2006), ribotipagem (Yogev et al.,
1988; Raviv et al., 2006), hibridizagcdo com sondas de DNA (Khan et al., 1989; Raviv
et al., 2006), eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) (Marois et al., 2001,
Raviv et al., 2006), reacdo em cadeia da polimerase (Nascimento et al., 1993; Raviv
et al., 2006), polimorfismo de comprimentos de fragmentos amplificados (AFLP)
(Hong et al., 2005; Raviv et al., 2006) e o DNA polimoérfico amplificado
aleatoriamente (RAPD), que foi bastante utilizado (Geary et al.,, 1994; Fan et al.,
1995; Raviv et al., 2006). Além desses, os métodos baseados no sequenciamento
de nucleotideos de determinados genes do M. gallisepticum também foram
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introduzidos como uma nova abordagem para o estudo da epidemiologia molecular

de patdgenos bacterianos (Enright et al., 1999; Raviv et al., 2006).

A prevencao da micoplasmose em aves de producdo inclui a aquisicdo de
aves livres dessas bactérias e monitoramento constante de planteis de aves
reprodutoras. Esses planteis de aves livres de MG devem ser mantidos pela
manutencdo de substituicbes de fontes isentas de micoplasma em um sistema de
criacdo de lotes de uma unica idade, tudo em todos os sistemas (Kleven et al., 2008;
Okwara et al., 2016). Ainda, o controle da micoplasmose aviaria depende da adoc¢ao
de medidas mais eficazes de biosseguridade e higiene. Embora a introducédo de
procedimentos terapéuticos possa ser muito Gtil na prevencgdo de sinais clinicos e
lesbes, bem como na reducdo de perdas econdmicas, 0s antimicrobianos nao
conseguem eliminar totalmente a infeccdo por MG de uma granja, ndo sendo,
portanto, uma solucédo satisfatoria a longo prazo (OIE, 2008; Kleven et al., 2008;
Okwara et al., 2016). Na verdade, considera-se que o controle da infeccao por MG
por antimicrobianos € necessario para complementar medidas de seguranca e com a
finalidade de minimizar perdas econbmicas e transmissdes horizontais e verticais
desse agente infeccioso (Behbahan et al., 2008; Okwara et al., 2016). A prevencéao e
controle dessa bactéria também incluem vacinagdo em situacbes onde a
manutencdo de planteis de aves livres de infeccdo ndo é viavel, e também a

utilizacao de desinfetantes (Okwara et al., 2016).

E importante destacar também a existéncia de um programa, conhecido como
Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), que busca definir estratégias de
vigilancia epidemioldgica para as doengas avicolas de controle oficial, destacando
entre elas a influenza aviaria, doenca de Newcastle, salmonelose e micoplasmose,
ajudando, dessa forma, a inspecionar melhor os locais onde as granjas de frangos
de corte estdo localizadas e, dessa forma, diminuir o numero de aves mortas ou com
sinais clinicos e/ou lesbes no trato respiratorio decorrentes da infec¢do por esse

agente patogénico.

2.2. Metapneumovirus aviario (AMPV)
Os metapneumovirus aviarios (AMPV), anteriormente referidos como

pneumovirus aviarios (APV) e virus da rinotraqueite de perus (TRT), provoca uma
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infeccdo aguda e altamente contagiosa do trato respiratorio superior de perus e de
galinhas. Em perus, o virus causa uma doenca infecciosa conhecida como
rinotraqueite de perus (TRT) (OIE, 2008b). J&, em galinhas, o papel da AMPV como
um patégeno primario € menos evidente, embora haja varios indicios de que seja um
dos fatores envolvidos na etiologia da sindrome da cabeca inchada (swollen head
syndrome - SHS), que se caracteriza por uma severa forma de sinusite nas aves
acometidas (Cook, 2000). Ainda, deve-se destacar que 0s perus e as galinhas sao
as mais suscetiveis a infeccdo por AMPV e apenas outras duas outras espécies
aviarias; faisdes e galinha-d’angola foram demonstrados como sendo susceptiveis a
infeccédo por AMPV (Gough et al., 1988, Cook, 2000).

O agente etiolégico € um virus com genoma RNA de cadeia simples, com
sentido negativo e ndo segmentado. Esse genoma apresenta um tamanho de
aproximadamente 14 kb contido em um nucleocapsideo com uma simetria helicoidal
e envolto por envelope viral contendo glicoproteinas (Gough, 2003; OIE, 2008b). O
AMPV apresenta vérias caracteristicas em comum com 0s demais pneumovirus,
mas com algumas diferencas a nivel molecular em relacdo aos pneumovirus de
mamiferos. Devido a isso, foi classificado como a estirpe tipo de um novo género,
Metapneumovirus, na familia Paramyxoviridae (Pedersen et al., 2000). Outros
Metapneumovirus foram também detectados em seres humanos e estdo associados
a infeccdo do trato respiratério em criancas (Naylor e Jones, 1993; Toquin et al.,
2003; Van Den Hoogen et al., 2001; OIE, 2008b). O metapneumovirus aviario nao
apresenta as proteinas nao estruturais 1 e 2 (NS1 e NS2) e a ordem dos genes no
genoma desse virus é [3'-NPMF-M2-SH-G-L-5 '], a qual é diferente da que existe nos
pneumovirus de mamiferos (3'-NS1-NS2-NPM-SH-GF-M2 -L-5 ') (Tanaka et al.,
1995; OIE, 2008b).

As estirpes de AMPV foram classificadas em quatro subtipos: A, B, C e D com
base na analise da sequéncia de nucleotideos do gene da glicoproteina G de
envelope que é responsavel pela ligacdo ao receptor da membrana da célula alvo do
hospedeiro (glicoproteina G) (Bayon-Auboyer et al., 2000; Cook & Cavanagh, 2002;
OIE, 2008b). Além disso, 0 sequenciamento de nucleotideos do gene codificador da
glicoproteina G revelou diferencas moderadas a extensas entre os quatro subtipos
atualmente conhecidos do AMPV (Cook e Cavanagh et al, 2002). Dessa forma,
supde-se que possam existir outros subtipos do AMPV, mas que ainda ndo foram
detectados e/ou identificados (OIE, 2008b). Além da glicoproteina G, o AMPV



13

apresenta outras proteinas estruturais como a glicoproteina de fusdo (F), a

fosfoproteina (P) e a proteina de nucleocapsideo (N) e ainda a RNA-polimerase (L).
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O primeiro relato da infeccdo por AMPV foi feito Africa do Sul e depois na
Franca e no Reino Unido, no inicio dos anos 80. Apds isso, a infec¢do por este virus
foi descrita em outros paises. Embora a maior parte da evidéncia de ocorréncia de
infeccbes por AMPV em aves provenha de estudos sorolégicos e ndo de isolamento
viral, a pneumovirose aviaria tem sido relatada em toda a Europa e em Israel,
Marrocos, Zimbébue, Taiwan, Japédo, Brasil, América Central e EUA (Jones, 1996).
Os unicos dois paises que afirmam estarem livres de infeccdo por AMPV sédo a
Australia e o Canad4, apesar de que ndao ha dados disponiveis sobre a ocorréncia
de infeccdo por AMPV em algumas areas geogréficas, (Bell e Alexander, 1990)
incluindo o Canada (Heckert e Myers, 1993; Cook, 2000).

Gharaibeh et al. (2007) fizeram um estudo na Jordania para investigar o papel
do AMPV na etiologia de doenca respiratoria de frangos por métodos soroldgicos e
moleculares. Nesse estudo, foram analisados 31 granjas de frangos e 7 lotes de
matrizes de frangos de corte por ELISA competitivo e 150 granjas de frangos e 7
lotes de matrizes de frangos de corte foram examinados por PCR de transcricao
reversa. Como resultado, foram detectados anticorpos contra AMPV em 11 dos 31
granjas de frango analisados pelo ELISA. Todas as 7 amostras (100%) de lotes de

matrizes de frangos de corte foram positivas para a presenca de anticorpos anti-
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AMPV pelo teste de ELISA. Ja dos 150 lotes de frangos analisados por RT-PCR, 20
se mostraram positivos para AMPV, enquanto que nenhum dos lotes de matrizes de
frangos de corte testados foi positivo. Ademais, todos os 20 isolados de AMPV
detectados foram subtipo B.

Roussan et al. (2008) fizeram também um estudo na Jordania para avaliar a
prevaléncia de alguns patdgenos respiratorios aviarios. Foram testados suabes de
traqueia de 115 planteis de frangos de corte comerciais que sofreram doenca
respiratoria para o subtipo de influenza aviaria A9 HIN2 (AlV), virus da bronquite
infecciosa aviaria (VBI), virus da doenca de Newcastle (NDV) e metapneumovirus
aviario (AMPV), usando-se as técnicas de RT-PCR e para o Mycoplasma
gallisepticum (MG), usando-se a técnica convencional de PCR. Os resultados de
PCR e RT-PCR mostraram que 13 e 14,8% destes planteis estavam infectados com
NDV e IBV, respectivamente, enquanto que 5,2%, 6,0%, 9,6%, 10,4%, 11,3% e
15,7% destes planteis estavam infectados com NDV e MG; MG e AMPV; VBI e NDV;
VBI e MG; NDV e AlV; e VBI e AlV, respectivamente. Além disso, 2,6% desses
planteis de aves estavam infectados com VBI, NDV e AMPV ao mesmo tempo. Por
outro lado, 11,3% desses lotes revelaram-se negativos para todos o0s agentes
infecciosos acima mencionados.

No Brasil, o primeiro isolamento do AMPV foi realizado em criagdes de
matrizes nos Estados de Minas Gerais e Sdo Paulo (Arns e Hafez, 1995). O
sequenciamento do gene da glicoproteina G foi realizado em dois isolados de
matrizes, sendo identificados como subtipo A e possuindo uma similaridade de 99%
na sequéncia de aminoacidos da sua proteina G com o subtipo A europeu. (Dani et
al., 1999).

Além disso, Boaro et al. (2004), no Brasil, fizeram um estudo para avaliar a
soroprevaléncia de metapneumovirus aviario em frangos de corte no Planalto Médio
do Rio Grande do Sul e encontraram amostras positivas em 5 (10,4%) dos 48 lotes
analisados provenientes de 5 (21,74%) municipios distintos. Ja Peres et al. (2006)
conduziram um estudo no Brasil para avaliar a soroprevaléncia de infec¢cdo por
metapneumovirus aviario em lotes de frango de corte em municipios de Mato Grosso
do Sul e detectaram 98/536 (18,3%) amostras positivas para presenca de anticorpos
contra AMPV e em um total de 49/54 lotes analisados (90,7%) foram caracterizados

COMO pPOsitivos ou suspeitos.
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Chacon et al. (2007) realizaram um estudo no Brasil no qual, no periodo entre
0s meses de setembro e novembro de 2005, foram observados sinais respiratorios
caracterizados por rinite, sinusite, tosse e diminuicdo da producao de ovos em aves
de trés granjas de producéo no Estado de Séo Paulo, Brasil. Os trés lotes de aves
desse estudo nunca haviam sido vacinados contra AMPV. Foram coletadas
amostras de tecidos da traquéia, pulmdes e seios nasais, as quais foram submetidas
a extracdo de RNA, RT-PCR e sequenciamento. Como resultado principal desse
estudo, observou-se que a nested RT-PCR amplificou um fragmento de 361 pb nas
trés granjas, tamanho este compativel de um produto do gene G do subtipo B de
AMPV. A analise de sequéncia de nucleotideos do gene G confirmou os resultados
do subtipo B do AMPV pela técnica de RT-nPCR. As sequéncias das trés estirpes
obtidas de lotes de aves ndo vacinadas e foram alinhadas com as sequéncias de
AMPV-B previamente publicadas, confirmando-se tratarem-se de amostras do
subtipo B do AMPV.

Um outro trabalho de Chacon et al. (2011) trouxe ainda mais informacdes
relevantes sobre a ocorréncia de infec¢cao pelo AMPV em planteis avicolas do Brasil.
Nesse trabalho, o metapneumovirus aviario (AMPV) foi detectado por técnicas
moleculares (RT-PCR) em granjas de frangos, galinhas, reprodutoras e perus de
seis regides geogréficas diferentes do Brasil. Os virus detectados foram subtipados
e apenas o0s subtipos A e B foram detectados em granjas, tanto vacinadas como nao
vacinadas. Estes resultados demonstram a cocirculacdo dos subtipos A e B nas
granjas avicolas comerciais brasileiras. Além disso, os resultados desse trabalho
mostram o fracasso dos atuais programas de vacinagcdo no Brasil, pois, apesar do
uso de diferentes programas de vacinacao, incluindo vacinas vivas e inativadas com
os subtipos A e B do AMPV, foram observadas doencas respiratérias, diminuicdo da
producdo de ovos e alta taxa de soro-conversao em planteis avicolas vacinados. Por
conta disso, foram levantadas hip6teses de falhas durante a vacinagéo, ou a curta
duracdo da imunidade pés-vacinal, ou ainda a infeccdo por um subtipo diferente da
estirpe da vacina (que poderia evitar a imunidade conferida contra as estirpes da
vacina) para explicar a persisténcia do virus.

Ainda, no Brasil, o trabalho de Fellipe et al. (2011) teve como objetivo
principal detectar a presenca de AMPV em aves silvestres e sinantropicas do Brasil
e em aves comerciais de varias regides do Brasil por meio de técnicas de

diagnéstico molecular. Para isso, foram colhidas amostras de aves silvestres,
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pombos selvagens e frangos comerciais. Como resultado, observou-se amostras
positivas para os subtipos A e B de AMPV em sete (13,2%) diferentes aves
silvestres e em 50% dos pombos assintométicos que haviam sido recebidos no
Zoolégico Bosque dos Jequitibas, Brasil. Além disso, foram observados como
resultados 15 (12,9%) amostras positivas de frangos domeésticos com sindrome da
cabeca inchada de varias regides do Brasil.

O diagnéstico de confirmacédo de infecgdes por AMPV tanto em perus como
em galinhas pode ser feito por técnicas moleculares ou soroldgicas. Dentre essas
Gltimas técnicas, destaca-se o teste de soroneutralizacdo (SN), o qual demonstra
uma sensibilidade semelhante ao método de ELISA (Baxter-Jones et al., 1989;
Cook, 2000), sendo, porém, esse ultimo é o método soroldgico mais utilizado (Grant
et al.,, 1987, Chettle e Wyeth, 1988, O'loan et al., 1989; Eterradossi et al., 1995;
Cook, 2000).

Como métodos de diagndstico molecular, destaca-se a PCR que € antecedida
pela reacdo de transcricdo reversa (RT-PCR) a qual tem-se mostrado
significativamente mais sensivel e rapida para a deteccdo de AMPV do que o0s
métodos de isolamento de virus devido a natureza fastidiosa de AMPV para
propagacdo em cultivos celulares ou em ovos embrionados (Cook e Cavanagh,
2002; Gough, 2003; OIE, 2008b). Os procedimentos de RT-PCR podem ser dirigidos
aos genes F, M, N e G e utilizados para a deteccdo de AMPV, sendo que alguns
desses procedimentos sdo subtipos especificos, enquanto que outros ndo e servem
para a deteccao universal de AMPV (Bayon-Auboyer et al., 1999; Pedersen et al.,
2000; Pedersen et al., 2001, OIE, 2008b). Os ensaios especificos de subtipos séo
utilizados com sucesso na deteccdo e diagndstico de estirpes endémicas (Bayon-
Auboyer et al., 2000; Pedersen et al., 2001; Cook & Cavanagh, 2002; Mase et al.,
2003; OIE, 2008b).

Como procedimentos para o controle da infeccdo por AMPV, destacam-se
boas praticas de gestédo e boa biosseguranca as quais sdo importantes para ajudar a
prevenir a infecgcdo e minimizar os seus efeitos lesivos. Embora as infec¢des por
AMPV nado possam ser tratadas, os antibiéticos sdo usados para controlar as
infeccbes bacterianas secundarias que se desenvolvem apos a infeccao pelo AMPV
(Stuart, 1989; Hafez et al., 1990). Deve-se considerar também que vacinas de

qualidade estdo disponiveis e as infeccbes por AMPV podem ser prevenidas por
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vacinacao (Giraud et al., 1987; Buys et al., 1989; Cook et al., 1989; Williams et al.,
1991).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Investigar a ocorréncia de infeccdo por Mycoplasma gallisepticum (MG) e
pelos subtipos A ou B de Metapneumovirus aviario (AMPV) em frangos de corte
oriundos de planteis avicolas comerciais das regides sudeste e centro-oeste do

Brasil.

3.2. Objetivos Especificos

o Detectar a presenca de Mycoplasma gallisepticum em amostras de suabes
traqueais e nasais de frangos de corte, por meio da técnica de PCR convencional;
o Detectar a presenca de Metapneumovirus Avidrio em amostras de suabes
nasais e traqueais de aves de producéo, por meio da técnica de RT-Nested-PCR;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Estirpes de Referéncia

Para a analise molecular de MG foi usada a estirpe vacinal atenuada de M.
gallisepticum (Merck Sharp & Dohme — MSD, S&o Paulo, Brasil). Ja, para analise
molecular de AMPV, foram usadas como controle positivo a estirpe vacinal atenuada
RTV8544 (Nobilis RTV8544; Laboratorio Intervet, Sdo Paulo, Brasil) e a estirpe
vacinal atenuada PL21 (Nemovac; Laboratorio Merial, S&o Paulo, Brasil),
classificadas nos subtipos A e B do AMPV, respectivamente.

4.2. Espécies amostradas, area de estudo e colheita das amostras

As colheitas de suabes nasais e traqueais foram realizadas, entre 2017 e
2018, em frangos de corte com sinais clinicos e lesdes do trato respiratorio de 87
lotes oriundos de 15 granjas avicolas comerciais de frango de corte das regides
Sudeste (Estados de S&o Paulo e de Minas Gerais) e Centro-Oeste (Estados de
Matogrosso e Goias) do Brasil, nas quais ndo eram usadas vacinas contra MG, nem
contra AMPV (Tabela 1 do Anexo). Para tanto, foram colhidas 10 amostras de
suabes de cada um dos lotes investigados diretamente da granja na qual as aves
residiam. Apés a colheita, foram reunidos em um Gnico pool 10 suabes para cada
lote amostrado e, em seguida esses pools de 10 suabes foram acondicionadas em
meio minimo de Eagle (MEM) ou caldo triptose fosfato (TPB) e armazenados a -

80°C, para posterior extracdo do DNA bacteriano e do RNA viral.

4.3. Extracdo de DNA para a andlise molecular de Mycoplasma

gallisepticum das amostras de suabes nasais e traqueais

O DNA do controle positivo da PCR para MG e aqueles provenientes das
amostras de suabes foram extraidos utilizando o QlAamp DNA Mini Kit — QIAGEN,
conforme instrugdes do fabricante. Ao final, as amostras de DNA foram devidamente

identificadas e lidas quanto a absorbancia em espectrofotometro (Nanodrop - Thermo
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Scientific) nos comprimentos de onda de 230nm, 260nm e 289nm. Apoés isso, as
amostras tiveram suas rela¢des 260/280 e 260/230, bem como as suas concentracoes,
determinadas. Apds isso, foram armazenadas a -20°C para 0s posteriores ensaios de
PCR.d

4.4. Extracdo de RNA para a analise molecular de Metapneumovirus
Aviério das amostras de suabes nasais e tragueais

O RNA dos controles positivos para os subtipos A e B do AMPV e aqueles das
amostras de suabes nasais foram extraidos utilizando-se protocolo de extracdo de
RNA por Trizol, conforme o protocolo descrito pelo fabricante (Invitrogen, USA). Ao
final, as amostras de RNA extraido foram devidamente identificadas e lidas quanto a
absorbancia em espectrofotdmetro (Nanodrop - Thermo Scientific) nos comprimentos
de onda de 230nm, 260nm e 289nm as relacbes 260/280 e 260/230, bem como as
suas concentracdes, fossem determinadas e, em seguida, foram imediatamente

submetidos a técnica de transcricdo reversa (RT).
4.5. Deteccdo molecular de M. gallisepticum e metapneumovirus
aviério.
4.5.1. Primers utilizados na Detec¢cdo molecular de M. gallisepticum e

metapneumovirus aviario.

Oligonucleotideo | Sequéncia Gene | Posicéao Referéncia Tam
na Do
Sequéncia Frag
to
G1l+ GGGACAAGTATC T/C C/IA G lal7 Juhasz & Easton (1994) 444p
T/G AT
G6- CTGACAAATTGGTCCTGATT | G 422 a 441 | Juhasz & Easton (1994) 444p
G5- CAAAGA A/G CCAATAAGCCCA G 401 a Juhasz & Easton (1994) | 268pb
419
G8+A | CACTCACTGTTAGCGTCATA G 152 a Juhasz & Easton (1994) | 268pb
171
G5- CAAAGA A/G CCAATAAGCCCA G 401 a Juhasz & Easton (1994) | 361pb
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419
G9-B | TAGTCCTCAAGCAAGTCCTC G 68 a87 |Juhasz & Easton (1994) | 361pb
mgc2 | CGCAATTTGGTCCTAATCCCCAACA | Mgc2 | 637 a Garcia et al. (2005) 211pb
2F 661
mgc2 | TAAACCCACCTCCAGCTTTATTTCC | Mgc2 [ 912 a Garcia et al.(2005) 211pb
2R 937

4.5.2. PCR convencional para M. gallisepticum dirigida ao gene mgc2

A técnica de PCR convencional e os oligonucleotideos iniciadores usados na
deteccdo do MG foram baseados nas recomendacgfes de Garcia et al. (2005). Dessa
forma, os oligonucleotidoes iniciadores que foram utilizados neste estudo para a
deteccdo de MG sao especificos para uma sequéncia do gene mgc2, e amplificam
na PCR um fragmento de 211 pb (Garcia et al., 2005). A mistura para a realizacao
da técnica convencional de PCR para a deteccdo do gene mgc2 de MG foi
preparada em um volume final de 25 pyL contendo 2,5 uL de tampdo da
TaqgPolimerase 10x concentrado, 0,5 pL de TagPolimerase (5U/uL), 1 uL de DNTPs
a 400mM, 0,75 pyL de MgCl,, 16,75 uL de agua livre de nuclease (Promega Corp.),
0,5 pL (25 pmol/uL) de cada um dos oligonucleotideos iniciadores e 5 yL do DNA
molde extraido das amostas biolégicas que foram analisadas. Foram utilizadas as
seguintes condi¢cOes para a realizacdo dessa PCR: um primeiro ciclo de 5 mina 94 °
C, seguido de mais 35 ciclos compreendendo incubag¢do a 94°C por 1 min, 58°C
durante 1 min e depois 72°C durante 2 min, seguindo-se de mais um ciclo de
extensdo final a 72°C por 7 min. A cepa vacinal do M. gallisepticum 6/85 (Merck
Sharp & Dohme - MSD) foi usada como controle positivo para extragcao de DNA, que
foi usado como template para a PCR. Além disso, um controle negativo constituido

por agua livre de nucleases também foi usado em cada PCR.

4.5.3. Nested-RT-PCR para a Deteccéao e a Identificacdo dos Subtipos

A e B do Metapneumovirus Aviario

As preparagdes de RNA extraido das amostras de suabes nasais colhidas de
frangos de corte foram submetidas a técnica de Nested-RT-PCR, usando os
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oligonucleotideos iniciadores desenhados por Juhasz & Easton (1994) e a
metodologia descrita por Cavanagh et al. (1999), a fim de detectar e diferenciar os
subtipos A e B do AMPV. A preparagdo da mistura da RT se deu da seguinte
maneira: primeiramente, juntou-se em um volume final de 5 uL, 1 pL de random
primer e 4 yL de agua DEPC, adicionando 5 yL da amostra de RNA extraida. O
conjunto de ciclos da RT compreendia inicialmente uma fase de incubacao a 70°C
por 5 min, seguida de outra incubacdo a 4°C por 1 min. Apés isso, um segundo
passo era feito para que a transcricao fosse realizada. Nesse passo, 0 mix da reacao
foi constituido por: 5 yL de tampao (Buffer 5x), 1,25 yL de DNTPs (100mM), 1 uL
de RNAse OUT, 1 yL da enzima M-MMLYV e 6,75 pL de agua DEPC, totalizando um
volume de 15 pL , sendo a esse volume adicionado 10 yL do produto advindo do
primeira fase da reacdo, descrita acima. A incubacdo dessa segunda fase da RT
compreendeu uma primeira etapa a 37°C por 60 min, seguida de outra etapa a 38°C
por 10 min e, depois foi mantida a 4°C. A mistura da PCR principal era preparado
em um volume final de 25 uL contendo 2,5 uL de tamp&o 10x concentrado, 0,25 uL
de Tag DNA Polimerase (5U/uL) (Invitrogen), 0,5 uL de DNTPs a 400mM, 0,75 pL de
MgCl,, 16,5 pL de agua livre de nuclease (Invitrogen), 1 uL (10 pmol/uL) de cada um
dos oligonucleotideos iniciadores € 5 yL do cDNA molde extraido das amostras
biolégicas que foram analisadas. A segunda PCR (Nested-RT-PCR) foi realizada
separadamente com os pares de oligonucleotideos iniciadores internos a sequéncia
de DNA amplificado na primeira PCR e de maneira a amplificar duas regifes do
gene G do AMPV; uma delas com 268 pb e a outra com 361 pb, que,
respectivamente, correspondem aos subtipos A ou B desse virus. Preparacdes de
cDNA obtidas na RT de RNAs extraidos de amostras das estirpes vacinais RTV
(Nobilis RTV 8544, Merck Sharp and Dohme - MSD) e PL21 (Nemovac, MERIAL)
foram usadas como controles positivos para os subtipos A e B do AMPV. Além
disso, um controle negativo constituido por agua livre de nucleases também foi

usado em cada protocolo da técnica de Nested-PCR.

4.6. Eletroforese em Gel de Agarose

Apos as reagdes de PCR e RT-PCR, as amostras foram submetidas a uma

corrida eletroforética em gel de agarose para confirmar o tamanho dos fragmentos
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obtidos nas amplificacbes de maneira a comprovar a especificidade do produto
amplificado gerado. Para tanto, foram adicionados 2uL de tampao amostra [0,05%
(p/v) de azul de bromofenol; 40% de sacarose (p/v); Tris-HCI 10mM e pH 7,8; EDTA
1M e pH 8,0] em 5uL de produto amplificado, o qual foi analisado através de
eletroforese horizontal, em tensdo de 60V por aproximadamente duas horas, em gel
de agarose a 1,5% de concentracdo em tampao TEB 0,5X (Tris 0,045M, &cido bérico
0,045M e EDTA 0,001M, pH 8,0) e com SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain
(InvitrogenTM) (10.000X concentrate in DMSO). Como padréao de peso molecular, foi
utilizado o marcador “100bp DNA Ladder” (Invitrogen) para eletroforese dos produtos
de PCR. Os géis foram visualizados através de incidéncia de luz ultravioleta em um
transiluminador (Syngene), foto-documentados com uma camera digital (Synoptics)

e processados por meio do software Gene Link (Syngene).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 87 lotes de amostras de suabes traqueais e nasais analisadas, dois (2/87
= 2,3%) mostraram-se positivos para a presenca de Mycoplasma gallisepticum,
como o0 que pode ser observado na Figura 1 (abaixo), no qual a primeira canaleta
demonstra o marcador molecular utilizado, seguida da canaleta 2, que apresenta um
controle positivo. Na canaleta 3 pode-se observar uma amostra negativa (auséncia
de banda), enquanto que as canaletas 4 e 5 apresentam amostras positivas para
esse agente infeccioso, o que pode ser confirmado pelo fato das bandas do produto

amplificado dessas amostras estarem na mesma altura da banda do produto
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amplificado para o controle positivo de MG. A canaleta 6 € um controle negativo, o
qual, no lugar da amostra, 4gua ultra-pura € utilizada. O tamanho dos produtos
amplificados pela reacédo de PCR para o gene mgc2 para a deteccdo de MG podem
variar de 236pb a 302pb (Garcia et al. 2005)

200pb

Figura 1. Eletroferograma de gel de agarose a 1,5% como resultado da amplificagdo por
PCR do gene mgc2 de M. gallisepticum em amostras de suabes traqueais de frangos de
corte. Canaleta 1: marcador molecular 1 kb DNA plus ladder. Canaleta 2: controle positivo.
Canaleta 3: amostra negativa. Canaletas 4 e 5: amostras positivas. Canaleta 6: controle
negativo.

Deve-se destacar que as duas amostras detectadas como positivas para MG
foram provenientes de dois lotes (1 e 2) de uma criagcdo de frangos de corte com 23

dias de idade (Granja D) situada na regido Sudeste do Brasil.

No entanto, dos 87 lotes de amostras de suabes tragueais e nasais
analisadas, nenhuma delas revelou positividade para a presenca do
metapneumovirus aviario, tanto para o subtipo A, quanto para o subtipo B desse
patégeno. Apesar disso, € necessario destacar nesse caso que, em todas as
analises realizadas, foram observados produtos amplificados com 268pb e 361pb
nos controles positivos, respectivamente para os subtipos A e B do AMPV usados na
presente analise (Figura 2 e 3).
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Figura 2. Eletroferograma de gel de agarose a 1,5% como resultado da PCR aplicada em
amostras de suabes traqueais e nasais de frangos de corte, para pesquisa do subtipo A do
Metapneumovirus aviario (236 pb). Canaleta 1: marcador molecular 1 kb DNA plus ladder.
Canaleta 2: controle positivo. Canaletas de 3 a 11: amostras negativas. Canaleta 12:
controle negativo.

123 45 6 78 9 10 11 12

400pb

3000b

Figura 3. Eletroferograma de gel de agarose a 1,5% como resultado da PCR aplicada em
amostras de suabes traqueais e nasais de frangos de corte, para pesquisa do subtipo B do
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Metapneumovirus aviario (361 pb). Canaleta 1: marcador molecular 1 kb DNA plus ladder.
Canaleta 2: controle positivo. Canaletas de 3 a 11: amostras negativas. Canaleta 12:
controle negativo.

Verifica-se que a ocorréncia de MG observada neste estudo é bem menor do
gue a encontrada por Kempf et al. (1993), na Franca, o qual mostrou que a cultura
de MG revelou resultados positivos para 49 das 73 amostras analisadas, enquanto
que a PCR detectou 70 amostras positivas dentre 72 testadas, demostrando que a
maior percentagem de amostras positivas foi obtida por PCR e hibridizac&o (mais de
97%) em comparagao com a cultura de MG (67%). Ademais, no trabalho de Osman
et al. (2008), realizado no Egito, foram coletados 279 amostras de suabes traqueais,
das quais 131 foram positivas na PCR. J4, os testes de soro-aglutinacdo (SAR) e o
ensaio imunoenzimatico (ELISA) detectaram anticorpos em 69,9% (320/458) e
58,3% (267/458) das amostras de frango e 48,7% (146/300) e 60,0 (180/300) das
amostras de pintinhos, respectivamente. Dessa forma, constata-se que a ocorréncia
de infeccéo pelo MG encontrado no presente estudo também se mostrou bem menor
do que as encontradas por Hossam et al. (2016), que relataram que a deteccao
direta de MG pela técnica de PCR revelou positividade para MG em 65,45% das
amostras analisadas nesse estudo do Egito.

Quando se considera o Brasil, verifica-se que a percentagem de ocorréncia
encontrada no presente estudo para MG mostrou-se um pouco menor do que a
encontrada por Buim et al. (2009) em uma investigacdo epidemioldgica que foi
realizada usando-se a técnica de PCR com um outro par de oligonucleotideos
iniciadores e na qual foram coletadas, entre os anos de 2001 e 2004, 129 amostras
de suabe traqueal provenientes de frangos de corte oriundos de granjas localizadas
nos Estados de S&o Paulo, Parana e Pernambuco, tendo-se encontrado 3,8% de
positividade (5/129). Ainda, dentro dessa mesma investigacdo observa-se que a
percentagem de positividade encontrada para a presenca de MG no conjunto de
todas as aves amostradas de granjas comerciais (frangos de corte, galinhas de
postura e reprodutoras), foi de cerca de 2% (21/1046), a qual é muito proxima a
percentagem de positividade que foi encontrada no presente estudo.

Em adicdo a isso, deve-se destacar que Teixeira et al. (2015) né&o
encontraram nenhum resultado positivo na técnica de PCR para a presenca de MG

em amostras de suabes traqueais colhidas de 25 lotes de granjas comerciais de
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frangos de corte no Estado do Rio de Janeiro, no periodo de 2013 a 2014, tendo
sido encontrado, no entanto, nesse mesmo estudo, 5% de positividade para MG nas
amostras de suabes traqueais colhidos de 20 lotes de galinhas de postura desse
mesmo Estado e durante o mesmo periodo referido anteriormente.

Entretanto, essa baixa percentagem de positividade para a presenca de MG
que foi obtida na presente pesquisa para criacdes de frangos de corte, revela-se
ainda bem menor do que as percentagens encontradas em outros trabalhos
realizados no Brasil em periodos anteriores. Nesse sentido, verifica-se que a
prevaléncia de MG no estudo realizado por Minharro et al. (2001), utilizando a
técnica de PCR, foi de 32,25%, no qual foram analisadas 139 amostras obtidas de
frangos de corte, no momento do abate em frigorifico sob Inspecdo Federal no
Estado de Goias.

Além disso, Machado et al. (2012) fizeram um estudo para determinar a
ocorréncia de infeccdo por MG pela técnica de PCR em amostras de suabes
traqueais colhidas em 2012 de 40 lotes de frangos de corte no momento do abate
em estabelecimento sob Inspecdo Sanitaria Federal, localizado no Estado do Rio
Grande do Sul, e os resultados demonstraram que 20% (8/40) dos lotes amostrados
nesse Estado foram positivos para a presenca de MG.

Ainda, no trabalho de De Nardi et al. (2013), no Brasil, foram analisadas para
a deteccdo de anticorpos anti-MG amostras de soro de 175 frangos caipiras
mantidos em 4 granjas na cidade de Araguaina, do Estado de Tocantins, sendo
observado que, das 175 amostras de soro de aves adultas (Gallus gallus
domesticus), 74(42,29%) apresentaram sorologia positiva para MG.

Ainda, deve ser salientado que no trabalho de Barros et al. (2014), foi
investigada a presenca de MG e MS, pela técnica de Nested-PCR em frangos de
corte e poedeiras comerciais, incluindo aves saudaveis e outras com problemas
respiratérios que eram criadas em granjas situadas no estado de Pernambuco,
tendo-se obtido sete (29,17%) positivas para MS e apenas uma (4,17%) foi positiva
para MG. Esses Ultimos resultados juntamente com os de Teixeira et al. (2015) e os
nossos proprios resultados destacam a baixa ocorréncia de MG no Brasil em
periodos mais recentes e reforcam o0s nossos achados, sobretudo quando se faz a
busca por meio da tentativa de deteccdo direta do agente por técnicas de

diagnéstico molecular como a PCR.
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Por outro lado, pode-se considerar que a baixa incidéncia de MG em aves de
corte advindas de planteis avicolas localizados nas regides Sudeste e Centro-Oeste
do Brasil, observadas no estudo em apreco, pode ser decorrente de uma melhora no
monitoramento constante e mais eficaz adotado pela maioria das granjas de frangos
de corte que foram investigadas em nosso estudo, bem como pela adocédo de
medidas mais efetivas de biosseguridade e higiene destinadas ao controle desse
agente infeccioso nessas mesmas granjas.

Em relacdo ao Metapneumovirus aviario, foram realizados, ha cerca de oito
anos atras, alguns estudos no Brasil utilizando protocolos e primers diferentes
daqueles usados em nosso estudo para a realizacdo da técnica de RT-Nested-PCR.
Por exemplo, no trabalho feito por Chacon et al. (2011), foram analisadas amostras
advindas de frangos e perus comerciais vacinados e ndo vacinados de 226 granjas
diferentes, sendo que as aves amostradas apresentavam disturbios respiratorios e
reprodutivos. Como resultado, observou-se que os subtipos A e B de AMPYV foram
encontrados em granjas de frangos de corte, em granjas de reprodutoras e em
granjas de perus de seis diferentes regides geograficas do Brasil, sendo que o
subtipo A foi encontrado em 15 dessas granjas, enquanto que o subtipo B foi
encontrado em 23 das granjas investigadas.

J4, o estudo de Fellipe et al. (2011) teve como objetivo principal detectar a
presenca de AMPV em aves silvestres e sinantropicas do Brasil. Para isso, foram
colhidas amostras de aves silvestres, pombos selvagens e também de granjas de
frangos comerciais de varias regibes do Brasil. Os principais resultados
demonstraram amostras positivas para os subtipos A e B de AMPV em sete (13,2%)
diferentes aves silvestres e pombos assintomaticos (50%) que haviam sido
recebidos no Zoolégico Bosque dos Jequitibds de Campinas - SP, além de terem
sido detectadas 15 (12,9%) amostras positivas de frangos domésticos com sindrome
da cabeca inchada de varias regides do Brasil.

Em vista do exposto nos dois paragrafos acima, deve-se destacar que a
auséncia de deteccdo de AMPV em aves de corte advindas de planteis avicolas
localizados nas regides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil observada no estudo em
apreco pode ser associada a um maior aprimoramento do processo de controle da
infeccdo pelo AMPV nas granjas de frango de corte amostradas em relacdo ao

periodo em que os trabalhos anteriores foram realizados, sobretudo, quando se
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considera que as amostras do presente estudo foram colhidas entre os anos de
2017 e 2018, para, posteriormente, serem analisadas.

Além disso, uma outra possibilidade para esses nossos achados é o fato de
gue existe uma grande dificuldade em se detectar a presenca de AMPV em frangos
apos o final da fase mais aguda da infeccdo. E, ainda, uma outra justificativa que
pode ser aqui abordada € o fato de que as manifestacdes clinicas respiratrias nas
aves amostradas nesse estudo podem ter uma etiologia por outros agentes
infecciosos bacterianos e/ou virais que também podem afetar frangos de corte, como
€ 0 caso do Virus da Bronquite Infecciosa (VBI), de estirpes de Escherichia coli
patogénica aviaria (APEC), dentre outros agentes.

Deve-se destacar também que esses nossos achados podem ser
consequéncia positiva da aplicacdo continuada do Programa Nacional de Sanidade
Avicola (PNSA), o qual busca definir estratégias de vigilancia epidemiologica para
alcancar um melhor controle das doencas avicolas de controle oficial, destacando
entre elas a influenza aviaria, a doenca de Newcastle, a salmonelose e a
micoplasmose aviaria.

Diante desses nossos resultados e das explanacbes levantadas
anteriormente, poderia ser buscada uma outra explicacdo para a auséncia de
deteccdo do AMPV e para a reduzida ocorréncia de MG encontrada no presente
estudo, no sentido de que os sinais clinicos respiratorios, bem como lesdes do trato
respiratorio presentes nas aves amostradas em nosso estudo, podem também estar
associados a fatores abibticos, ou seja, a fatores fisico/quimicos ambientais. Neste
contexto, € reconhecido que uma alta concentracdo de aménia no ambiente interno
da granja onde as aves doentes estdo sendo criadas pode ser responsavel por
causar varios problemas respiratorios. Este composto pode ser considerado ainda
como um dos responsaveis pelo subdesenvolvimento das carcacas, gerando
enormes prejuizos do produtor, pois leva a diminuicdo do desenvolvimento do
animal, bem como a diminuicdo da producao de ovos (PNSA, 2003).

O efeito da amonia sobre a sanidade das aves € bem conhecido, sobretudo em
razao de que as aves ndo possuem um sistema respiratorio com diafragma, e para
expelir corpos estranhos inalados, elas necessitam de pequenos cilios presentes em
parte de suas vias respiratdrias, 0s quais ajudam a reter e expulsar corpos estranhos.
Quando os niveis de amdnia atingem 25 ppm (partes por milhdo) uma parcela destes

cilios sédo paralisados, ndo promovendo a retirada de material da traquéia. Com 50
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ppm, a amoénia ja é capaz de destruir alguns cilios, desencadeando uma série de

enfermidades respiratérias no organismo das aves (PNSA, 2003).

Para tanto, é necessario manter os niveis de amonia baixos, para evitar sinais
clinicos respiratorios e deposicdo de carcacas, 0 que acarreta em grandes perdas
econdmicas. Para isso, é necessario o tratamento das camas de aviarios e a utilizacédo
de sistemas de ventilacdo adequados (PNSA, 2003). Assim, destaca-se que 0 manejo
da cama é a chave para evitar problemas com a amoénia, ja que a formacao desta
requer trés condi¢cdes nos aviarios: 1) dejetos, 2) calor, 3) umidade. Provavelmente, o
mais importante destes fatores, dentro do manejo de cama, seja o controle de umidade
(PNSA, 2003).

Além disso, produtos para o tratamento das camas como os PLTs (Poultry Litter
Treatment), tém-se mostrado efetivos e estdo sendo bastante recomendados e
adotados por criadores, visto que agem como agentes neutralizantes do crescimento
microbiano e da elevacao de producdo dos gases toxicos. Porém, a umidade continua
sendo a chave para o0 sucesso deste tratamento. Entretanto, mesmo com a utilizagcéo
de produtos para o controle de aménia, um minimo de ventilagdo deve ser
cuidadosamente mantido para remover uma parte da umidade dos aviarios. Se a
ventilacdo for reduzida abaixo da recomendada, a umidade aumentara dentro do
galpdo e na forracdo, o que promovera uma aceleracdo nas reacdes quimicas,

eliminando rapidamente o produto controlador de amoénia (PNSA, 2003).

O controle da ventilacdo € um outro fator importante para se manter a umidade e
a amobnia abaixo dos limites criticos. Com cama nova, na maioria dos galpdes,
recomenda-se um tempo de ventilacdo da ordem de 45 segundos a cada 5 minutos. Se
a cama for usada, este valor sobe para um minuto (PNSA, 2003). Em camas
reutilizadas, para se minimizar o problema da amoénia o importante é maneja-la,
imediatamente apdés o desalojamento das aves. No caso de ndo ser possivel a
remocgado ou a compostagem da cama, durante o vazio sanitério, os torrdes maiores
devem ser removidos e as cortinas do aviario devem ficar fechadas, de forma a manter
um a temperatura favoravel ao desprendimento da amdénia. Quanto mais aménia for
emitida neste periodo menor ser4 a concentragdo quando as aves forem alojadas.
Ainda, a ventilacdo deve ser utilizada somente o tempo necessario para evitar a
condensacdo dentro do aviario. Nao deixe para efetuar estes procedimentos nas

vésperas do alojamento (PNSA, 2003). Outro método para um controle mais eficaz dos
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niveis de amonia é a utilizacao de agitadores de ar dentro dos aviarios os quais atuam
no sentido de promoverem a movimentacéo e a geracao de uma diferenga de presséo
entre o exterior e o interior do aviario. Este sistema é aplicado apenas em galpdes
fechados, onde ndo ha ventilagéo tipo tunel e em casos em que ndo é recomendavel o

insulamento do ar externo direto sobre as aves (PNSA, 2003).

De qualquer sorte, a qualidade do ar no ambiente das granjas investigadas no
presente estudo, sobretudo os niveis de amonia devem ser estudados, pois 0S NOSS0S
resultados levam a fazer inferéncias sobre o possivel papel desse fator nos problemas

respiratérios que acometiam as aves que foram objeto do presente estudo.

6. CONCLUSAO

Em vista dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que
atualmente ha baixa ou nenhuma ocorréncia de MG ou AMPV, respectivamente, nas
criacbes de frangos de corte de granjas investigadas das regides Centro-Oeste e
Sudeste do Brasil, as quais podem ser devidas a utilizacdo de medidas mais efetivas
para o controle sanitario desses agentes nas granjas comerciais de frangos de corte
amostradas, que de fato tém um maior nivel de tecnificacdo no conjunto de seu
manejo, resultando em uma prevencao mais eficaz de uma parte relevante de doencas

infecciosas em frangos de corte, como as que tém como agentes o MG e o AMPV.

Ainda, estes achados indicam também, entretanto, que outros agentes
infecciosos bacterianos e virais, ndo investigados neste estudo, podem estar

envolvidos na etiologia dos problemas respiratorios dessas aves, ja que aquelas que
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foram amostradas no estudo em apreco apresentavam sinais clinicos de doencas
respiratérias, de modo que esses outros agentes devem ser também no futuro
investigados e monitorados, ou por técnicas de diagnéstico molecular ou de soro-

diagnoéstico, nessas mesmas granjas de frangos de corte.

Além disso, deve-se destacar também que sinais clinicos de doencas
respiratorias e lesbes no trato respiratério podem ser advindos de fatores abioticos e
quimicos do ambiente no qual a ave é criada, como por exemplo, a elevada
concentracdo de amoénia, que pode ser considerada ainda como um dos responsaveis
pelo subdesenvolvimento das aves de corte e menor rendimento das carcagas,
gerando enormes prejuizos do produtor, pois leva a diminuicdo do desenvolvimento do

animal, bem como pode afetar negativamente a producéo de ovos.
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8. ANEXO

Tabela 1- Dados Referentes as Amostras de Suabes Nasais de Frangos de

Corte Analisadas

N° da Granja Lote Ave/tipo Idade Regido de
Amostra Producao Localizacdo da
Granja no Brasil

Frango de Corte 28 dias Sudeste

Frango de Corte 28 dias Sudeste

Frango de Corte 28 dias Sudeste

A wiNF
> > > >
AlwWIN|PF

Frango de Corte 28 dias Sudeste


http://abpa-br.com.br/files/RelatorioAnual_UBABEF_2015_DIGITAL.pdf
http://abpa-br.com.br/files/RelatorioAnual_UBABEF_2015_DIGITAL.pdf

5 A 5 Frango de Corte 28 dias Sudeste

6 A 6 Frango de Corte 28 dias Sudeste

7 B 1 Frango de Corte 28 dias Sudeste

8 B 2 Frango de Corte 28 dias Sudeste

9 B 3 Frango de Corte 28 dias Sudeste
10 C 1 Frango de Corte 28 dias Sudeste
11 C 2 Frango de Corte 28 dias Sudeste
12 C 3 Frango de Corte 28 dias Sudeste
13 D 1 Frango de Corte 23 dias Sudeste
14 D 2 Frango de Corte 23 dias Sudeste
15 D 3 Frango de Corte 23 dias Sudeste
16 D 4 Frango de Corte 23 dias Sudeste
17 D 5 Frango de Corte 23 dias Sudeste
18 D 6 Frango de Corte 23 dias Sudeste
19 D 7 Frango de Corte 38 dias Sudeste
20 D 8 Frango de Corte 38 dias Sudeste
21 D 9 Frango de Corte 38 dias Sudeste
43 E 1 Frango de Corte 38 dias Sudeste
44 E 2 Frango de Corte 38 dias Sudeste
45 E 3 Frango de Corte 38 dias Sudeste
22 A 1 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
23 A 2 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
24 A 3 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
25 B 1 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
26 B 2 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
27 B 3 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
28 B 4 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
29 C 1 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
30 C 2 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
31 C 3 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
32 C 4 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
33 C 5 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
34 D 1 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
35 D 2 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
36 D 3 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
37 E 1 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
38 E 2 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
39 E 3 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
40 E 4 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
41 E 5 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
42 E 6 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
46 F 1 Frango de Corte 41 dias Centro-Oeste

40



a7 F 2 Frango de Corte 41 dias Centro-Oeste
48 F 3 Frango de Corte 41 dias Centro-Oeste
49 F 4 Frango de Corte 41 dias Centro-Oeste
50 F 5 Frango de Corte 41 dias Centro-Oeste
51 F 6 Frango de Corte 41 dias Centro-Oeste
52 F 7 Frango de Corte 41 dias Centro-Oeste
53 G 1 Frango de Corte 41 dias Centro-Oeste
54 G 2 Frango de Corte 41 dias Centro-Oeste
55 G 3 Frango de Corte 40 dias Centro-Oeste
56 G 4 Frango de Corte 40 dias Centro-Oeste
57 G 5 Frango de Corte 40 dias Centro-Oeste
58 G 6 Frango de Corte 40 dias Centro-Oeste
59 G 7 Frango de Corte 40 dias Centro-Oeste
60 G 8 Frango de Corte 40 dias Centro-Oeste
61 G 9 Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
62 G 10 Frangode Corte 36 dias Centro-Oeste
63 G 11 Frangode Corte 36 dias Centro-Oeste
64 G 12 Frangode Corte 36 dias Centro-Oeste
65 G 13 Frangode Corte 36 dias Centro-Oeste
66 G 14  Frango de Corte 36 dias Centro-Oeste
67 H 1 Frango de Corte 41 dias Centro-Oeste
68 H 2 Frango de Corte 41 dias Centro-Oeste
69 I 1 Frango de Corte 41 dias Centro-Oeste
70 I 2 Frango de Corte 41 dias Centro-Oeste
71 I 3 Frango de Corte 41 dias Centro-Oeste
72 I 4 Frango de Corte 41 dias Centro-Oeste
73 J 1 Frango de Corte 35 dias Centro-Oeste
74 J 2 Frango de Corte 35 dias Centro-Oeste
75 J 3 Frango de Corte 35 dias Centro-Oeste
76 L 1 Frango de Corte 35 dias Centro-Oeste
77 L 2 Frango de Corte 35 dias Centro-Oeste
78 L 3 Frango de Corte 35 dias Centro-Oeste
79 M 1 Frango de Corte 35 dias Centro-Oeste
80 M 2 Frango de Corte 35 dias Centro-Oeste
81 M 3 Frango de Corte 35 dias Centro-Oeste
82 M 4 Frango de Corte 35 dias Centro-Oeste
83 M 5 Frango de Corte 35 dias Centro-Oeste
84 M 6 Frango de Corte 35 dias Centro-Oeste
85 M 7 Frango de Corte 35 dias Centro-Oeste
86 M 8 Frango de Corte 35 dias Centro-Oeste
87 M 9 Frango de Corte 35 dias Centro-Oeste

41



42

* Foram colhidas amostras de suabes nasais e traqueais de 10 aves com sinais
clinicos de infec¢Bes respiratorias de cada lote por granja de um total de 15 granjas
diferentes de frangos de corte localizadas nas regibes Sudoeste (5 granjas) e
Centro-Oeste do pais (10 granjas). Cada conjunto de 10 amostras foram reunidas

em um pool correspondente a cada lote de aves amostrado.



