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RESUMO

As micoplasmoses avidrias sao doengas importantes na cria¢ao avicola industrial, pois
sdo causas de grandes perdas econdmicas. Entretanto, pouco se sabe sobre a
prevaléncia dessas doencas na criagdo de galinhas caipiras. Galinhas caipiras
normalmente sdo criadas com baixo status sanitario e representam um potencial risco
para a criacdo industrial, j4 que aves de subsisténcia normalmente tém baixo nivel de
biosseguranca. Este projeto objetivou avaliar a soroprevaléncia das micoplasmoses
aviarias que acometem as aves caipiras da regido de Uberlandia-MG. Além disso,
realizar a correlagdo entre a soroprevaléncia e a sintomatologia clinica, avaliar a
correlacdo entre o teste de ELISA e HI e por fim relacionar a proximidade dos locais
soropositivos e a industria avicola. Foram avaliados pelo método de ELISA, 200 soros
de aves caipiras localizadas em diferentes propriedades da cidade de Uberlandia para
M. gallisepticum e M. synoviae. Oito propriedades foram avaliadas também pelo
método de HI e avaliagdo da sintomatologia clinica sugestiva para as doengas. Os
resultados indicaram a presenca de altos titulos soroldgicos para MG e MS, havendo
correlagdo entre a sintomatologia clinica e MG. Ainda foi mostrado que ha baixa
concordancia entre os testes de ELISA e HI, sendo que o ELISA apresentou baixa
especificidade e resultados falsos positivos. Este trabalho mostrou que o MG causa
prejuizos em aves caipiras, podendo ser essas, potencial fator de risco para industria

avicola local. Mostrou também que o teste de HI ndo deve ser substituido pelo ELISA.

Palavras-chave: Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, galinhas caipiras,

ELISA, HI.



ABSTRACT

The avian mycoplasmoses are important diseases in the industrial poultry breeding, because
they are causes of great economic losses. However, little is known about the prevalence of
these diseases in the raising of hens. Backyard poultry are usually raised with low sanitary
status and pose a potential risk to industrial breeding since subsistence poultry usually has low
biosafety level. This project aimed to evaluate the seroprevalence of avian mycoplasmosis
that affect the birds of the region of Uberlandia-MG. In addition, to correlate seroprevalence
and clinical symptoms, to evaluate the correlation between the ELISA and HI test, and to
relate the proximity of seropositive sites and the poultry industry. 200 sera of backyard
poultry located in different properties of the city of Uberlandia were evaluated by ELISA
method for M. gallisepticum and M. synoviae. Eight properties were also assessed by the HI
method and evaluation of suggestive clinical symptomatology for diseases. The results
indicated the presence of high serological titers for MG and MS, correlating with the clinical
and MG symptomatology. It has also been shown that there is low agreement between the
ELISA and HI tests, and the ELISA showed low specificity and false positive results. This
work showed that MG causes losses in backyard poultry which may be a potential risk factor
for the local poultry industry. It also showed that the HI test should not be replaced by
ELISA.

Key words: Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, backyard poultry, ELISA, HI.
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1 INTRODUCAO

Dentre as bactérias que causam infec¢des de grande preocupacdo na industria avicola,
pode-se destacar o Mycoplasma gallisepticum (MG) e M. synoviae (MS) e o controle destes
agentes fazem parte do programa nacional de sanidade avicola (PNSA) (BRASIL, 2001). A
legislagao determina que aves ou ovos férteis de linhas puras, bisavos e avds importadas ou
nascidas no Brasil que sdo positivas para MG e MS devem ser sacrificadas. No caso de
matrizes positivas para MG também deve haver sacrificio/abate do ntcleo, acompanhado de
destruicao de todos os ovos incubados ou nao. E quando constatado positividade para MS, os
nucleos poderdo ser tratados com antibidtico e retestados apds o periodo de eliminagdo de

residuos de antibioticos (BRASIL, 2001).

Lotes de frango de corte e poedeira comercial sdo classificados como de controle
eventual pela legislacdo. No entanto, a importancia do MG, como agente etiologico de
doengas em frangos de corte, desperta a preocupagdo de técnicos e produtores, assim como de
diversas empresas ligadas a cadeia produtiva da avicultura nacional e internacional. No Brasil,
houve relatos do aumento das condenacdes de aves em abatedouros pela presenca de
aerossaculite, que em sua maioria decorrente de infeccdo pelo MG (MINHARRO et al.
2001;BRANCO, 2004). Em criagdes de galinhas poedeiras pode haver redu¢do na producao
de ovos quando ocorre uma forma mais cronica da doenca (OIE, 2018).

O MS causa infec¢do subclinica do trato respiratorio superior, caracterizada pela
auséncia de sinais clinicos ou apenas doenca respiratoria (STIPKOVITS & KEMPF, 1996).
MS também pode causar aerossaculite em frangos (ROSALES, 1991) e ¢ freqlientemente
encontrado em sua forma assintomatica em granjas avicolas no Brasil (FIORENTIN et al.
2003).

Apesar da obrigatoriedade do controle de MG e MS em lotes de criag@o industrial esse
controle em criagdo caipira ou de fundo de quintal ¢ praticamente inexistente € muito pouco

se sabe sobre a importancia dessas bactérias em lotes caipiras.

Sendo a exploragdo caipira uma realidade na cultura de muitas regides brasileiras em
especial do Triangulo Mineiro € essencial o conhecimento da circulagdo de MG e MS nesse
tipo de criagdo, além do prejuizo que essa bactéria gera nessa atividade avicola. Paralelo a
producdo caipira, a regido do Triangulo Mineiro ¢ um polo de produgdo industrial e a
presenca de MG e MS em lotes caipiras pode representar um risco potencial para producgao

industrial o que refor¢a a necessidade do conhecimento da epidemiologia dessas bactérias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Esse trabalho tem como objetivo avaliar a soroprevaléncia de MG e MS nas criagdes

de galinhas caipiras da regido de Uberlandia e associar a sintomatologia clinica.

2.1 Objetivos especificos

e Mapeamento epidemiologico da regido de Uberlandia-MG;
e Verificar a proximidade dos locais soropositivos e a industria avicola;
e Avaliacdo do risco que os planteis industriais estdo submetidos;

e Avaliar a associag@o de soropositivos no teste de ELISA e no teste HI;

3.REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas Gerais

Um dos grandes problemas enfrentados pela avicultura mundial sdo as micoplasmoses
aviarias causadas por bactérias do género Mycoplasma (RAZIN et al., 1998). O Mycoplasma
gallisepticum (MG) e o M. synoviae (MS) sdao desencadeadores de varios prejuizos
econdmicos pois levam a reducdo na eficiéncia alimentar, aumento da mortalidade e aumento
da condenacdo de carcagas nas aves de corte; queda na postura e na qualidade dos ovos, ma
eclodibilidade, e pode levar a quadros de doengas respiratorias, além disso, ainda ha o alto

custo com medicamentos e programas de controle (NASCIMENTO et al., 2005).

3.2 Etiologia

Os micoplasmas sdo seres procariontes os quais ndo apresentam parede celular,
possuindo uma membrana trilaminar composta de proteinas, glicolipideos e fosfolipideos, os

quais constituem os determinantes antigénicos; possuem formato cocoide, cocobacilar ou
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plemorficos, medem 200-300 nm. S3o gram-negativos e em condigdes laboratoriais sao
aerdbios facultativos apresentando colonias com menos de 1 mm de didmetro e em forma
caracteristica de “ovo frito”. Sdo organismos de crescimento lento que normalmente requerem
3 a 15 dias para a formagao de coldnia. Exigem em condigdes de cultivo, meio rico em
proteinas, lipidios e soro animal (YAMAMOTO, 1990; RAZIN et al., 1998). Os micoplasmas
sobrevivem por curtos periodos no meio ambiente e sdo suscetiveis a dessecacdo, ao

aquecimento, a detergentes e a desinfetantes (QUINN et al., 2005).

A principal fonte de infec¢@o sdo as aves doentes ou portadoras e o trato respiratorio e
¢ a porta de entrada priméria (NASCIMENTO et al., 2005). A via de transmissdo mais
importante ¢ a vertical e ¢ geralmente aceito que o mecanismo dessa transmissdo seja pelo
contato direto do saco aéreo abdominal com o ovario (MORAES, 2000). A transmissao
horizontal pode ocorrer por aerossois, secrecdes, por contato direto com outras aves ou
contato indireto com seres humanos, animais, racdo, agua, fomites ou introducdo de aves

infectadas (BERCHIERI JUNIOR & MACARI, 2000).

3.3 Sinais Clinicos e Lesdes

MG ¢ a espécie que causa maior impacto econdmico em fung¢ao das perdas decorrentes
da doenga cronica respiratoria (DCR). As principais formas de manisfestacdo clinica em
galinhas poedeiras, frangos de corte, perus, codornas e outras aves domésticas sdo
aerossaculite e sinusite (METTIFOGO & BUIM, 2009). A mortalidade em frangos de corte
causada por MG pode chegar a 30% em aves jovens susceptiveis, causadas por cepas
virulentas ou se o ambiente favorecer a exacerbacdo dos sinais (METTIFOGO & BUIM,
2009). Amostras patogénicas tém capacidade de adesdo e invasdo celular, podendo se

disseminar para outros o6rgaos e tecidos levando a uma doenca sistémica (LEY, 2008).

Os sinais clinicos de MG em aves sdo tosse, corrimento nasal e ocular, diminui¢do no
consumo de alimentos, retardo no crescimento, lotes desuniformes, queda na producao de
ovos e mortalidade (NASCIMENTO & PEREIRA, 2009). A associagdo de outros patdgenos,
como Escherichia coli, com infec¢do por micoplasma ¢ muito comum (KLEVEN, 1998). As
aves saudaveis sao pouco susceptiveis a infecgdes por E. coli quando em exposi¢des naturais.
As infecgdes por E. coli, em aves, se apresentam de forma sistémica, principalmente quando
existe imunossupressdo como consequéncia de infec¢des bacterianas, como ¢ o caso da

micoplasmose (BARNES et al. 2008). A infeccdo por Mycoplasma spp. torna a ave
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susceptivel a bactéria E. coli, sendo que esses patogenos podem levar a quadros de

aerossaculite grave (LEY, 2008).

MS ¢ o principal patdogeno causador da sinovite infecciosa, que ¢ caracterizada como
doenca cronica das galinhas e perus que em via sistémica, atinge as membranas sinoviais €
tendinosas provocando sinovite exsudativa, tenovaginite ou bursite. A apresentacao clinica
mais freqliente de MS ¢ a infec¢do subclinica do trato respiratério superior. Porém, pode
agravar ¢ afetar os sacos aéreos e, quando associado com doenga ou vacinacdo contra
Newcastle, bronquite infecciosas ou ambas e dependendo da viruléncia das cepas, pode
ocorrer a forma sistémica e alcangar as articulagdes e provocar a sinovite infecciosa. Os sinais
clinicos da sinovite em galinhas sdo os transtornos locomotores de claudica¢do, em virtude de
inflamacdo das membranas sinoviais das articulagdes, visto que as principais articulagdes
afetadas sdo as plantares e tibiotarsianas, mas, em muitos casos, todas as articulagdes podem

ser afetadas (CERDA, 2009).

3.1.4 Diagnéstico

De acordo com a Normativa n° 44 do PNSA (BRASIL, 2001) as provas laboratoriais
utilizadas no monitoramento e no diagnostico laboratorial para as micoplasmoses aviarias sao:
aglutina¢do rapida em placa (SAR), com soro ou gema de ovos embrionados, aglutinagdo
lenta em soro (SAL) ou gema de ovos embrionados, inibicdo da hemaglutinacdao (HI) e ensaio

de imunoabsor¢do enzimatica (do inglés: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (ELISA).

A SAR ¢ o teste de triagem mais utilizado como procedimento sorolégico inicial para
aferir plantéis de aves livres de micoplasmoses. Se o soro apresentar reagdo a dilui¢do igual
ou superior a 1:10, o resultado ¢ considerado positivo, e ¢ confirmado utilizando-se o teste
ELISA ou teste de HI (BRASIL, 2001; OIE, 2018). A certificagdo de nucleos ou
estabelecimentos avicolas livres de MG e MS, ¢ conferida pelo MAPA para lotes de
reprodutoras com resultados negativos em 300 amostras de soros testadas em SAR para MG e
100 amostras para MS as 12 semanas de vida, 150 amostras testadas para MG e 100 para MS
quando o lote atingir 5% de produgdo de ovos. Quando positivos no HI ou ELISA, deve-se
colher suabes de traquéia de vinte aves para confirmagdo por cultivo e/ou PCR,
consecutivamente a cada trés meses, sempre efetuados em laboratorio credenciado pelo
MAPA. Para os estabelecimentos de controle permanente e eventual, deve-se realizar SAR

em 150 amostras por ntcleo para MG e 100 amostras para MS, que quando positivos sdo
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testadas por ELISA ou HI. Quando positivos no HI ou ELISA, deve-se colher suabes de
traquéia de vinte aves para confirmacdo por cultivo e/ou PCR, consecutivamente a cada trés

meses, até eliminagao do lote (BRASIL, 2001).

Segundo a Normativa n° 44 do PNSA (BRASIL, 2001) apenas o diagnostico
micoplasmolégico € considerado conclusivo para a deteccdo da presenca do MG e MS. Sendo

considerado diagnostico micoplasmoldgico, isolamento em meios de cultura e PCR.

Segundo Kleven et al. (1996), citado por OIE. (2000), o teste de escolha para a
sorologia confirmatoria ¢ inibicdo da hemaglutinagdo (HI). Os titulos diagndsticos
significativos no teste de HI podem nao ser detectado até trés ou mais semanas apos a
infec¢do. Contudo esse teste ¢ altamente especifico, mesmo para o nivel dediferenciagao entre
cepas. Porém, atualmente tanto o ELISA quanto o HI podem ser usados como teste de
sorologia confirmatoria.

Yilmaz et al. (2011) compararam HI, PCR e cultura bacteriana como método de
diagnostico de micoplasmose em frangos de corte e encontraram concordancia de 96,3% para

MG e 95,7% para MS entre essas trés técnicas.

3.1.5 Tratamento e Profilaxia

Os micoplasmas s3o sensiveis a vdarios antibioticos, como estreptomicina,
oxitetraciclina, clortetraciclina, eritromicina, tilosina, lincomicina, espectinomicina,
danofloxacina e tetraciclinas. Os antibidticos podem aliviar os sinais clinicos e lesdes, mas o
tratamento ndo elimina o agente. O controle das infeccdes secundarias com antibidticos
também diminui os prejuizos (MORAES, 2000). Embora medicamentos antimicrobianos
sejam usados durante surtos, o estabelecimento de lotes livres dos patdgenos € o método mais

eficaz para controle da doenga (QUINN et al., 2005).

Medicagdo das aves com antimicrobianos e vacinagdo tem sido usada como esquema
de controle das infec¢des por micoplasma. Porém a vacina ¢ viva e s6 € permitida para lotes
de controle eventual sendo proibidas para reprodutoras (BRASIL, 2001). O tratamento de
aves reprodutoras com antimicrobianos, apesar de diminuir o indice de manifestagdo clinica, e
conseqiientemente, a taxa de transmissdo transovariana, ndo erradica os micoplasmas do

plantel (BERCHIERI JUNIOR & MACARI, 2000).
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Segundo Brasil (2001) ovos férteis de linhas puras, bisavos e avos importadas ou
nascidas no Brasil, quando positivas para MG e MS, devem ser sacrificadas. Para matrizes
constatando-se positividade para MG, deve haver sacrificio/abate do nacleo e destruigdao de
todos os ovos incubados ou ndo, dele provenientes. Constatando-se positividade para MS em
matrizes, esses nucleos poderdo ser tratados com antibidtico e retestados apos o periodo de
eliminagdo de residuos de antibidticos, o que vai depender do tempo de eliminacdo de cada
antibiotico. Lotes de matrizes que tiveram positividade para MS s3o considerados
controlados. Os estabelecimentos considerados sob vigilancia e controlados deverdao adotar

um refor¢o nas medidas de biosseguranca (BRASIL, 2001).

A vacina viva ¢ recomendada para galinhas poedeiras comerciais para reduzir as

perdas produtivas e prevenir a transmissao da infeccado (NASCIMENTO, 2000)

4 METODOLOGIA

O trabalho foi submetido ao comité de Etica em Animais da Universidade Federal de
Uberlandia sob o niimero 036/18. Foi realizado um cadastro de propriedades que tenham entre
30 a 900 aves, tanto da area urbana como rural. O niimero de propriedades cadastradas foi de
34 com um total de 2.836 aves. Desse total foram coletadas 200 amostras de sangue de
galinhas com idade entre 12 e 56 semanas em 19 propriedades rurais que exercem a pratica de
criacdo de aves caipiras na regido de Uberlandia-MG, de marco a outubro de 2018. As
amostras de sangue foram obtidas pela pun¢do do sangue pela veia ulnar, com agulhas e
seringas estéreis e descartaveis, e estocadas em tubos para coleta a vacuo com ativador de
coagulo (silica), devidamente identificados, totalizando 8-10% das aves de cada propriedade.
Estas amostras foram armazenadas em caixas isotérmicas até¢ a chegada ao Laboratorio de
Epidemiologia Molecular da Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEV) da Universidade

Federal de Uberlandia (UFU), onde foi realizado a pipetagem do soro sanguineo com o
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auxilio de pipetas automaticas e ponteiras individuais e em seguida, encaminhado para o
Laboratério de Satide Animal da Industria, para andlise soroldgica pela metodologia ELISA
indireto para detectar anticorpos contra MG e MS, utilizando kit comercial (Idexx) conforme
instru¢des do fabricante.

Primeiramente, antes de efetuar a andlise, as amostras foram diluidas em proporcao
1:500. Entdo as placas de ELISA foram sensibilizadas com antigeno pelo fabricante,
correspondente ao anticorpo alvo e registrada a posicdo de cada amostra. Posteriormente foi
adicionado 100uL de cada amostra ja diluida em cada poco e incubada a 18-26°C por 30
minutos.Apds este periodo, foi realizada lavagens em cada cavidade, de 3-5 vezes usando
aproximadamente 350ul. de dgua destilada. Ao fim da lavagem foi adicionado 100ulL de
conjugado enzimatico em cada cavidade e incubado novamente a 18-26°C por 30 minutos. A
lavagem das cavidades foi repetida como anteriormente. Apoés, foi adicionado 100ul de
solugdo de substrato TMB em cada cavidade e incubado novamente, por 15 minutos a 18-
26°C.Para finalizar, foi adicionado em cada pogo 100uL de Solucao de Interrupgao afim de
parar a reacdo. Os valores foram medidos por espectrofotometro por densidade otica e pelos
valores de absorbancia a 650 nm e registrados. Os calculos dos titulos foram automaticamente

liberados pelo software, o qual langou os resultados (IDEXX, 2012).

Para avaliar a possibilidade de substituicao do ELISA pelo HI foi realizada analise da
associacao entre o teste de HI e o teste de ELISA para MG. Em 08 propriedades (11,12,13,14,

15,17, 18 e 19) os soros das aves foram testados pela reagcdo da inibicdo da hemaglutinagao.

O teste de HI foi realizado utilizando microplacas de 96 cavidades, com fundo em
“U”. Como fonte de antigeno foi utilizado 4 UHA (Unidades Hemaglutinantes). Os soros
foram submetidos a diluigdes seriadas, em PBS pH 7,2, de razdo 2, de 1:2 até 1:4096, num
volume de 50 uL por cavidade da micoplaca. Entdo, foi adicionado 50 uL de antigeno em
contato com as diferentes dilui¢des dos soros e incubados a temperatura ambiente (25°C) por
15 minutos. A seguir, foram adicionadas 50 uL da suspensdo de papa eritrocito de pintinhos,
previamente padronizada com solucao tampao PBS pH 7,2, a 1,0% (0,5ml de hemaécias +
50ml de PBS) e padronizada em espectrofotometro (545nm), com densidade Optica desejada,
por volta de 0,33-0,35. A leitura da reacdo foi realizada ap6s o periodo de incubagdo de 30min

a temperatura ambiente.

Afim de correlacionar sintomas respiratorios e titulos soroldgicos foi realizada uma

inspe¢do visual de sintomas clinicos no momento da visita, além de perguntas aos
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proprietarios sobre sintomas recorrentes. Por fim, utilizando o georreferenciamento do Google
Maps foi realizado o mapeamento das propriedades para o conhecimento da proximidade com

granjas industriais.

4.1 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica foi realizada estatistica descritiva usando média e desvio
padrdo. Para avalia¢dao da correlacao foi usado o teste de Sperman (p<0,05). Para os testes de
diagnéstico foi usado o quiquadrado seguido dos testes de sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo. Foi considerado um nivel de significancia de

0,05 e utilizado o programa Graphpadprism 7.0.

S RESULTADOS

5.1 Resultados ELISA para MG e MS

Das propriedades visitadas, apenas 4 (quatro) ja haviam adotado a vacinagao, sendo a
P5 (Bouba, Bronquite, New Castle ¢ Gumboro) P9 (Bouba e New Castle), P17 (New Castle,
Bouba, Marek, Coriza, Bronquite, Gumboro) e a P19 (New Castle, Bouba, Marek, Coriza e
Bronquite). Nao foi informado quais nomes comerciais ou laboratorio das vacinas utilizadas.
Nao foi possivel afirmar se as aves avaliadas haviam sido vacinadas para as doencas acima
mencionadas, o que se sabe ¢ que houve vacina¢do nessas propriedades para as doencas
citadas aproximadamente 6 a 12 meses anteriores a coleta. Contudo ¢ importante o
conhecimento desses dados, ja que este trabalho realizou a avalia¢ao de sintomatologia clinica
das aves, onde pode ter outros fatores envolvidos além do Mycoplasma spp. As médias dos
titulos sorologicos das propriedades avaliadas para MG e MS que afetam o sistema

respiratorio estdo descritas na figura 1.
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Figura 1. Média dos titulos sorolégicos pela avaliacio do ELISA das propriedades avaliadas para MS e

MG
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As médias foram construidas em aves de 12 a 54 semanas de idade

Pela orientagdo do fabricante dos kits de ELISA valores de titulagao acima de 1077
sdo consideradas soropositivas para MG e MS. Dessa forma quando se avalia média
populacional € possivel notar que todas as propriedades reagiram para MS (100%) e apenas as

propriedades P2, P10 e P16 nao reagiram para MG (15%).

Além da avaliagdo da média dos titulos soroldgicos foram construidos os histogramas
para melhor avaliagdo das doengas nas propriedades. Para isso os titulos foram divididos em
categorias exatamente como recomendados pelo fabricante. Um histograma geral titulos

sorologicos para MS e MG podem ser visualizados nas figuras 2 e 3, respectivamente.



Figura 2. Distribuicio dos titulos em categorias para MS
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As categorias foram divididas da seguinte forma para MS: 0: Titulos de 0 a 1076 (considerado negativo). A partir da categoria 1 os titulos sdo considerados

positivos: categoria 1: Titulos de 1077-1499, 2: Titulos de 1500 a 1999, 3: Titulos de 2000 a 2999, 4: Titulos de 3000 a 3999, 5: Titulos de 4000 a 4999 e assim por diante.
Figura 3. Distribuicio dos titulos em categorias para MG
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*As categorias foram divididas da seguinte forma para MG: 0: Titulos de 0 a 1076 (considerado negativo). A partir da categoria 1 os titulos sdo considerados

positivos: categoria 1: Titulos de 1077-1499, 2: Titulos de 1500 a 1999, 3: Titulos de 2000 a 2999, 4: Titulos de 3000 a 3999, 5: Titulos de 4000 a 4999 e assim por diante.

Pode ser observado um numero significante de aves reagentes para as doencgas
pesquisadas. Foram negativas, 24 (12%) e 53 (26%) aves para MS e MG respectivamente.
Portanto aproximadamente 88% das aves foram reagentes para MS e 74% para MG. O
histograma para MS foi o que apresentou um desvio mais a direita quando comparado a MG,

o que significa que ha presenca de titulos maiores.
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5.2 Resultados de HI para MG

Foi realizado prova de HI em 88 amostras das respectivas propriedades 11,12,13,14,
15, 17, 18 e 19. Essas propriedades foram escolhidas aleatoriamente. Os resultados estdo

sintetizados na figura 4.

Figura 4. Niveis sorologicos para o teste de HI das propriedades avaliadas.
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Titulos menores de 1:20 sdo considerados negativos, 1:40 considerados suspeitos ¢ acima de 1:80 sdo considerados positivos (BRASIL,

2001)

Ao se realizar o teste de diagnodstico de HI foi possivel verificar a associa¢do entre o
teste de HI e o teste de Elisa para MG. O teste esta sintetizado na tabela 2 em que o ELISA
obteve sensibilidade de 100%, especificidade de 25%, valor preditivo positivo de 85,7% e

valor preditivo negativo de 100%.
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Tabela 1. Teste de diagndstico para Elisa para MG nas propriedades avaliadas

P HI N HI
PE 72 12
NE 0 4

P: positivo; N: negativo; p= 0,0008; sensibilidade = 1; especificidade = 0,25; valor preditivo positivo = 0,857;

Valor preditivo negativo: 1; p=0,0008.
5.3 Correlacao entre os titulos sorologicos das doencas avaliadas e sinais respiratorios

Em 52% das propriedades (P1, P2, P4, P5, P8, P12, P14, P15, P17, P18) foram
observadas sintomas de secre¢do nasal, espirros € ronqueiras no momento da visita e esse
numero aumentou para 13 quando foi perguntado ao proprietirio se esses sintomas eram

recorrentes em até seis meses anteriores a visita (P9, P13, P19).

Tabela 2. Correlacio entre sintomas respiratorios e titulos sorologicos

MS MG
Sintomas respiratdrios e 68.42% 75%
soropositivo para o agente (13/19) (12/16)
0,724 0,039
Correlagao (valor de p)
Correlagao (valor de r) 0,086 0,476

Sintomas respiratorios: Ronqueira, espirro e secre¢do nasal; a/b: aves soropositivas e com sintoma respiratorio/total aves

soropositivas; * Nao foram considerados lotes onde as aves foram anteriormente vacinadas para IBV (P5, P17, P19)
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Foi avaliado também se havia correlagdo entre titulos sorolégicos de MS e MG nas
propriedades avaliadas. Nao houve correlagdo entre os titulos das duas doencas (p=0,336;

r=0,06).

5.4 Localizacao das propriedades avaliadas

Todas as propriedades estudadas se encontram em um raio de 500 metros a 6 km de
distancia de um ou mais estabelecimentos de atividades avicola industrial (granja de matriz

pesada e/ou leve, incubatorio, poedeira comercial e granja de frango de corte) (figura 5).

Figura 5. Mapeamento da localizacio das propriedades avaliadas e estabelecimentos de granjas
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6.DISCUSSAO

Nas propriedades avaliadas houve 100% de prevaléncia para MS e 85% para MG.
Uma hipdtese para esta alta prevaléncia ¢ relacionada a biosseguranga. Como esses lotes de
aves caipiras sdo criados em condigdes de baixo “status” sanitario (CAVANAGH & NAQI,
2003; OLIVEIRA, 2004) pode haver maior facilidade de disseminacdo do MG e MS, ja que
essas bactérias podem ser transmitidas de forma vertical e horizontal, direta ou indiretamente
(LEY, 2008), sendo um patdégeno de grande relevancia, em consequéncia de sua alta
transmissdo (EVANS et al. 2005).

O histograma para MS (figura 2) apresentou um desvio mais a direita quando
comparado a MG (figura 3), o que significa que ha presenga de titulos maiores e mostrando
que houve um maior nimero de aves em contato com o MS em relacdo ao MG, podendo
também indicar diferentes tempo de contato entre as aves e os agentes. Em trabalhos
realizados no Brasil, sdo relatadas maiores frequéncias de infec¢do pelo MS comparado ao
MG (REIS et al., 1973; BUIM, 2005; BUIM et al., 2009).

Nao houve correlagdo entre titulo sorologico das duas doencas avaliadas (p=0,336;
r=0,06). Isso indica que ha diferentes fontes de infeccdo para MG e MS.

Houve correlacio moderada entre a presenca dos sintomas clinicos e média de titulo
de MG (tabela 2) com r= 0,476. De acordo com Mukaka (2012), um valor de r entre 0,3 ¢ 0,5
indica uma correlagao fraca e entre 0,5 a 0,7 uma correlagdo moderada. Embora o valor de r
deste trabalho seja 0,476 que ¢ muito proximo a 0,5, foi considerada uma correlagdo
moderada, pois durante a avaliagdo da sintomatologia clinica, o critério utilizado foi critico, e
foram consideradas apenas as propriedades que apresentavam mais de 50% das aves com
apresentacdo de sintomas. Portanto, aves com sintomatologia de sistema respiratorio tém
chances de estarem acometidas por MG, entretanto como a correlagdo ndo ¢ forte
provavelmente had outros fatores ou agentes associados a sintomatologia clinica. Ja os casos
que possuiam titulacdo para MG e ndo apresentavam sinais clinicos, podem indicar infec¢ao
assintomatica.

Segundo a OIE (2000) o HI foi considerado o teste sorologico de eleigdo para MG
devido a alta especificidade e assim baixo nimero de falsos positivos. Porém atualmente no
novo manual da OIE (OIE, 2019) h4 recomendagdo para realizacio do ELISA ou HI. Por

esse motivo, nesse trabalho, foi realizado um teste diagndstico que mostra que o HI ndo deve
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ser substituido pelo ELISA, j& que esse ultimo apresentou baixa especificidade e valor
preditivo positivo (tabela 1). O HI ¢ considerado altamente especifico, mesmo para o nivel de
diferenciagdo entre cepas (KLEVEN, MORROW & WHITHEAR, 1988). E ainda, ha alta
concordancia entre HI e PCR, tanto para MG, quanto MS (YILMAZ,2011). O alto nimero de
resultados falsos positivos para MG e MS pelo teste de ELISA também foi mencionado por
Feberwee (2005). Essa maior especificidade e confiabilidade do HI indica que embora a
reacdo de PCR seja confirmatoria, o teste de HI apresenta resultados suspeitos mais
confiaveis, diminuindo a necessidade de coleta de amostras de traqueia, que sdo trabalhosas e
estressantes para o animal e aumenta o custos para analise de PCR de lotes com resultado
falso-positivo por ELISA. Apesar disso, o ELISA possui maior disponibilidade de kits
comerciais padronizados (YUSOFF; TAN, 2001).

Segundo a Instru¢do Normativa n® 44 de 1998 do Ministério da Agricultura, ha
distancias minimas exigidas entre estabelecimentos industriais, que variam entre 500 metros a
5 km. No caso de matrizeiros ¢ recomendado no minimo 3 km de distancia entre eles. J& para
os lotes de controle eventual, ¢ exigido distdncia minima de 2 km. Os dados do Mapeamento,
indicam que todas as propriedades analisadas neste estudo se encontram a um raio de 500
metros a 6 km de distancia dos estabelecimentos de atividades avicolas industrial, o que
representa potencial fator de risco para a industria avicola local, uma vez que todas as

propriedades, apresentaram altos titulos de anticorpos.

7 CONCLUSAO

O MG e MS estdo presentes nos lotes caipiras avaliados nesse trabalho. Houve
correlagdo positiva dos sinais respiratdrios e a soroprevaléncia paras MG. Os testes de ELISA
e HI obtiveram baixo indice de associagdo, resultados em vérios resultados falso-positivos no
ELISA. A proximidade desses lotes com a avicultura industrial pode representar um potencial

risco para lotes de controle permanente.
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