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Mycoplasma  gallisepticumm (MG) has horizontal transmission, by direct
contact with respiratory secretions, or vertical. Serological tests such Serum
Agglutination Reaction (SAR), ELISA and PCR detection by agent are among
the analyzes recommended by government programs for monitoring myco-
plasmosis in poultry. This study used 40 Leghorn chickens “Specific Patho-
gen Free” housed in farm with historically positive by MG. The chickens were
monitored monthly by SAR, ELISA, from the serum of birds and PCR from
tracheal swabs. At 33 weeks old, four birds were randomly selected for analyze
in the necropsy. Fragments were analyzed from different parts of the oviduct
(infundibulum, magnum and isthmus) by PCR. All chickens were negative for
MG to the SAR, the ELISA and PCR to 33th week of age. In the PCR, the four
samples of oviduct, three were positive in the infundibulum; two in the mag-
num; two on the isthmus; all chickens infected with at least a portion of the
oviduct. MG infection was diagnosed by PCR from the oviduct of birds which
were negative by conventional monitoring techniques, prior to seroconversion
by PCR and trachea swabs. Hens negative for MG using PCR from tracheal
swabs and serological tests showed positive PCR results for oviduct samples.
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RESUMO. Mycoplasma gallisepticum (MG) possui
transmissao horizontal, mediante o contato direto
com secrecdes respiratdrias, ou vertical. Testes so-
rolégicos como a Soroaglutinacdo Répida (SAR) e
ELISA e a deteccao do agente por PCR estdo entre
as andlises recomendadas por programas governa-
mentais para o monitoramento de micoplasmoses
em aves. Neste estudo foram utilizadas 40 galinhas
Leghorn “Specific Pathogen Free” alojadas em ins-
talagdes histéricamente positivas para MG. As ga-

linhas foram monitoradas mensalmente por SAR,
ELISA, a partir do soro das aves e PCR, a partir de
suabes traqueais. Na 33* semana de idade, quatro
aves foram selecionadas aleatoriamente para ava-
liagdo a necropsia. Foram analisados fragmentos
de diferentes partes do oviduto (infundibulo, mag-
no e do istmo) por PCR. Todas as galinhas foram
negativas para MG a SAR, ao ELISA e a PCR até 33°
semana de idade. A PCR, das quatro amostras de
oviduto, trés, foram positivas no infundibulo; duas
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no magno; duas no istmo; sendo todas as galinhas
infectadas em pelo menos uma parte do oviduto.
Galinhas negativas para MG utilizando PCR em
esfregacos de traqueia e testes sorolégicos mostra-
ram resultados positivos da PCR para amostras do
oviduto.

PALAVRAS-CHAVE. Mycoplasma gallisepticum, poedei-
ras, oviduto, PCR, sorologia.

INTRODUCAO

Mycoplasma gallisepticum (MG) destaca-se como
um patégeno de preocupacdo para a industria avi-
cola e pode causar doencas subclinicas ou aparen-
tes em galinhas, perus e em outras aves. As mani-
festagdes clinicas de MG sao tosse, descarga ocular
e nasal, decréscimo no consumo de alimentacéo,
retardo de crescimento, lotes desiguais, queda na
producao de ovos e mortalidade variavel (Nasci-
mento & Pereira 2009). A transmissao de MG pode
ocorrer de forma horizontal mediante o contato di-
reto com secrecdes respiratdrias ou verticalmente
pelo oviduto. A transmissao vertical é, portanto,
uma das principais razdes da dificuldade em con-
trolar e erradicar a doenga (Cerda 2007).

O diagnéstico epidemiolégico pode ser realiza-
do por monitoramento sorolégico e/ou etiologi-
co, seguindo procedimentos epidemioldgicos de
amostragem e periodicidade especificos. Os testes
sorolégicos recomendados pelo programa gover-
namental de satide de aves para o monitoramen-
to das micoplasmoses sao Soroaglutinagdo rapida
(SAR), Inibicao da Hemaglutinacdo (HI) e ELISA,
porque sdo baratos e de simples execucdo (Brasil
2001). Entretanto, nos testes sorolégicos ha possi-
bilidade de haver reacdes cruzadas entre as espé-
cies de micoplasma e reagdes ndo especificas. A
utilizacdo de vacinas atenuadas e antimicrobianos
pode interferir no diagnéstico, sendo, portanto ne-
cessaria a confirmagao por PCR e/ou isolamento
(Nascimento et al. 2005a). A PCR pode tanto de-
tectar, quanto tipificar o agente, sem a necessidade
de um cultivo prévio. Entre as vantagens do diag-
nostico molecular, é possivel citar a rapidez, a es-
pecificidade, deteccdo de agentes patogénicos em
amostras clinicas de animais assintomaticos ou em
tratamento com antibiéticos e a deteccdo antes da
inducdo de uma resposta imunoldgica e em hospe-
deiros imunocomprometidos, demonstrando van-
tagens sobre os testes sorolégicos (Moreno 2009). A
citoaderéncia de MG, fator essencial no sucesso da
colonizacao, é destacada nas superficies epiteliais
do trato respiratério sendo também ja observado
em 6rgao reprodutor (Papazisi et al. 2002). De acor-

do com isso, apesar de varios estudos utilizarem a
traqueia como orgdo de elei¢do para o diagndstico
micoplasmolégico, outros 6rgaos também podem
ser utilizados (Buim et al. 2009; Srinivasan et al.
2014). Este estudo teve como objetivo a utilizagao
de amostras de ovidutos de galinhas SPF, alojadas
em granja sabidamente positiva para MG, na detec-
cdo desse agente pela PCR.

MATERIAL E METODOS

Em uma granja apresentando histérico de aves infec-
tadas e ndo vacinadas por MG no municipio de Cachoei-
ras de Macacu, Rio de Janeiro, Brasil, foram monitoradas
40 poedeiras “Specific Pathogen Free” (SPF), alojadas
com um dia de idade em ambiente fechado, telado com
malha fina e anteriormente limpo e desinfetado. As aves
foram testadas durante a primeira semana de vida para
confirmar que eram livres de MG e/ou MS. Foi realiza-
do o exame clinico das aves, e foram coletadas amostras
de sangue, de todas as aves, para obtencdo de soro na
8%, 1179, 15%, 187, 207, 247, 277, 30% e 33% semanas para rea-
lizacdo de SAR e ELISA. Foi feita a coleta de aproxima-
damente 2,0 mL de sangue, pela veia braquial das aves
de cada grupo, e o soro foi submetido a SAR contra an-
tigenos comerciais de MG (Biovet, SP, Brasil), de acordo
com as instrucdes do fabricante e ELISA, utilizando M.
gallisepticum Antibody Test Kit (IDEXX, SP, Brasil).

Na 33% semana de idade, quatro galinhas foram sub-
metidas a eutandsia por desarticulacdo atlanto-occipital
enecropsiadas para a coleta de suabes de traquéia e frag-
mentos de trés por¢des do oviduto (infundibulo, magno
e istmo), acondicionados em Meio de Frey liquido sob
refrigeracdo para deteccao de MG pela PCR.

Os fragmentos de oviduto foram submetidos a ma-
ceracao mecanica. Uma aliquota de 1 ml de meio Frey
utilizado nos suabes traqueias da 8, 11%, 157, 18%, 207,
242 277 307 e 33 semanas e nas amostras das diferentes
porcdes do oviduto da 33? semana, foram encaminha-
das para extracdo de DNA pelo método de fenol-cloro-
férmio, adaptado de SAMBROOK et al.(1989). Foram
utilizados primers especificos para MG cepa de campo
(5’- CGT GGA TAT CTT TAG TTC"CAG CTG C -3 e
5- GTA GCA AGTTAT AAT TTC CAGGCAT-73),de
acordo com Nascimento et al. (2005b) e para cepa vaci-
nal MG- F (Ceva Animal Health, Sdo Paulo, SP, Brasil)
(5’-CGT GGA TAT CTT TTC TAG CAG CTG GCA C-3'e
5-GTA AGT TAT CAG GCA AAT TTC T-3 ), conforme
Nascimento et al. (1993). A reacao para a PCR conteve:
56 pL de agua ultrapura (Milli-Q), 10,0 pL de Tampao
PCR 10X, 8,0 uL de MgCl, (25mM), 5,0 uL. de dNTP mix
(0,25 mM de cada), 2,0 pL de cada “primer” (100pmol),
2 pL de Taq Polimerase (2,5U/pL) e 15 uL do DNA ex-
traido e ressuspendido em tampao TE, obtendo-se um
volume final de 100 pL. A PCR foi realizada seguindo
nas seguintes condig¢des: 94°C por cinco minutos, segui-
do de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por um minu-
to, anelamento a 55°C por um minuto e alongamento a
72°C por dois minutos, com uma fase final de extensao
de 72°C por 10 minutos. O resultado da amplificacao foi
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obtido por corrida eletroforética das amostras em gel de
agarose a 1,5% corado com brometo de etidio 0,5 pg/
mL submerso em Tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) e a
visualizacdo sob luz ultra-violeta em transiluminador.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foram detectadas aves positivas para Myco-
plasma gallisepticum pelas técnicas soroldgicas (SAR
E ELISA) e a PCR, a partir de suabes de traquéias
até a 33% semana de idade. Nunoya et al. (1997) des-
creveram salpingite por Mycoplasma gallisepticum
(MG) em poedeiras, queda na produgao de ovos e
constatou a presenca de MG através de ELISA com
anticorpos especificos e pela sua observacdo so-
bre a superficie epitelial ao se utilizar microscopia
eletronica e imuno-histoquimica. Neste estudo ao
contrdrio do descrito por Nunoya et al. (1997) nao
foram observadas altera¢des nos niveis de anticor-
pos para MG ao ELISA, provavelmente porque o
agente possui um escape do sistema imunolégico
do hospedeiro e se adapta a diversas fases de infec-
¢do do organismo do hospedeiro, segundo Leviso-
hn et al. (1995).

Em relacdo aos resultados de PCR, apds a corri-
da eletroforética e incidéncia de luz ultravioleta em
transiluminador, foram observados amplicons de
481 pares de base (pb) caracterizou a positividade
para cepa selvagem de MG nas amostras de ovi-
duto. Nao foram observados amplicons de 524 pb,
caracteristicos da cepa vacinal MG-F, em todas as
amostras analisadas, Foram positivas trés de quatro
amostras positivas de infundibulo, duas de magno
e duas de istmo (Tabela 1), sendo todas as galinhas
infectadas em pelo menos uma porg¢ao do oviduto.
O impacto sobre oviduto por MG é relatado no es-
tudo de Srinivasan et al. (2014) que analisando 255
lotes de poedeiras no periodo de 2006-2009 na In-
dia, observou por andlise sorolégica de ELISA que
MG estava presente em 10 lotes. Pruthi & kharole
(1981) estudando pintos da raga Leghorn branca,
nascidos de ovos pré-tratados com eritromicina
inoculou MG através do saco vitelino e descreveu

Tabela 1. Deteccao de Mycoplasma gallisepticurn (MG) a PCR
a partir de amostras de diferentes por¢des do oviduto de
galinhas SPF.

Por¢oes do PCR MG PCR MG-F*
oviduto
Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total
de aves
Infundibulo 03/04 01/04 04/04 00/04  04/04 04/04
Magno 02/04 02/04 04/04 00/04  04/04 04/04
Istmo 02/04 02/04 04/04 00/04  04/04 04/04

* Cepa vacinal MG-F.

alteragdes macroscopicas e microscopicas em um
segmento ou em todo o comprimento do oviduto,
demonstrando a capacidade de MG em colonizar o
aparelho reprodutor feminino como se pode obser-
var em nosso estudo. Ferguson-noel et al. (2012) ao
analisar aves vacinadas e ndo vacinadas desafiadas
com uma estirpe virulenta de MG, descreveram re-
gressao do ovério e edema leve e infiltrado linfoci-
tario focal na mucosa do magno.

CONCLUSAO

Esses resultados reforcam o risco de dissemina-
¢do e transmissao vertical de MG e a importancia
do uso de métodos moleculares como a PCR para
se monitorar a descontamina¢do de granjas antes
da introducdo de novas aves. De acordo com este
estudo além de amostras do sistema respiratério,
seria importante a coleta de regides do oviduto
para o monitoramento. A presenca de MG em ovi-
duto comprova que o agente possui tropismo pe-
las suas mucosas nas diferentes porc¢des. Estudos
futuros utilizando os foliculos ovarianos também
seriam de grande valia para o entendimento da pa-
togenia do MG, ja que estes estdo em contato direto
com os sacos aéreos abdominais, 6rgao sabidamen-
te afetado por esse agente.
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