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RESUMO

O virus da Anemia Infecciosa das Galinhas (CAV) #lycoplasma
gallisepticum (MG) sao importantes patégenos para galinhas deulava
industrial, causando, respectivamente, anemia taggdsom imunodepressao e
doenca crbnica respiratéria. O CAV esta disseminamiogalinhas e frangos,
além disso, o MG é alvo de erradicacdo obrigatioi plantéis de reproducao.
Na condicdo natural, ambas as infec¢cbes podem escsimultaneamente.
Investigou-se a coinfeccdo entre CAV e MG em phas SPF (livre de
patdégenos especificos). Os pintinhos foram divislidon 5 grupos de 4 aves
cada.Uma estirpe vacinal foi inoculada via intrapeeal na dose de 2,3 log10
no dia da eclosédo (1° dia) e aos 8 dias de vidasqantinhos foram desafiados
com 6 x log10/ 0,2ml de uma estirpe vacinal cuttvale MG. Em um segundo
momento deste estudo, dois dos grupos desafiados@®V e MG foram
tratados com uma tilosina base comercial adminiatvéa agua de bebida com o
objetivo de analisar a capacidade desta tilosina reduzir as lesdes
macroscopicas e microscopicas causadas pelo M&infeccao foi obtida com
as cepas vacinais (p<0,01) de CAV e MG, observaedque 0s escores de
lesBes no timo, traqueia e sacos aéreos foram eesuperiores nos grupos com
coinfec¢do, indicando sinergismo patogénico ent@AY e MG vacinal. Além
disso, as duas doses de tilosina administradasramst-se eficientes na
reducdo das lesdes causadas pelo MG na coinfeegs@esdagentes. Dessa forma
foi demonstrada a possibilidade de coinfeccdo déinpios SPF com cepas
vacinais de CAV e MG e também demonstrou-se algibdade de reducéo das
lesdes causadas por MG através do tratamento ¢tmsindi base administrada
via dgua de bebida.

Palavras-chave: CAV. Micoplasmose aviéria. Madeai



ABSTRACT

Chicken Anemia Virus (CAV) antflycoplasma gallisepticurfMG) are
important pathogens for chickens, causing, respdgti aplastic anemia with
immunosuppression and chronic respiratory dise@#eV is widespread in
chickens and broilers, moreover MG is the targetei@dication of breeding
herds. In natural condition, both infections carcuscsimultaneously. Was
investigated the co-infection between CAV and MGSIRF chicks. The chicks
were divided into 5 groups of 4 birds. A vaccinegaist was inoculated
intraperitoneally in a dose of 2.3 log10 in one d&ychicks (day 1) and after 8
days, these chicks were challenged with 6 x log @@ ml of a MG vaccine
strain cultivated. In a second moment of this stuayp groups challenged with
CAV and MG were treated with a commercial tylosis® administered via
drinking water in order to examine the ability bfgt tylosin in reducing gross
and microscopic lesions caused by MG. Co-infectias obtained with the
vaccine strains (p <0.01) of CAV and MG, notingtttiee scores of injuries in
the thymus, trachea and air sacs were always highile groups with the co-
infection, indicating pathogenic synergism betwéw®gse vaccine strains. Also,
the two doses of tylsin administered were effeciiveeducing lesions caused by
MG in the co-infection of these agents. It was destiated the possibility of co-
infection of SPF chicks with CAV and MG vaccine agtis and it was
demonstrated the possibility of reducing the danwgesed by MG by treatment
with tylosin base administered via drinking water.

Keywords: CAV. Avian mycoplasmosis. Macrolide.
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1. INTRODUCAO

Atualmente a avicultura brasileira ocupa posicaddeltagque no cenério
mundial. O Brasil encontra-se entre os maioresyiozds de carne de frango,
sendo o maior exportador. O alto consumo da camerahgo pode ser
associado ao pre¢co mais acessivel quando compa@aoas proteinas animais,
além de néo sofrer restricdes religiosas e pobsais caracteristicas nutricionais
gue a tornam um atrativo para o consumidor. Apdeagerar uma importante
receita, prejuizos sdo observados desde a prodagfiam abate, onde as
condenacgdes parciais de carcaca podem chegar alen@i®6 das condenacgdes
post-mortem Dentre essas condenacdes parciais, pode-se afestac
aerossaculite causada por diversos agentes, cotoplasmas.

Os micoplasmas sdo pequenos procariotos desprovddoparede
celular. Na criagcéo de frangos de corte destacaovbgoplasma gallisepticum
(MG) e o Mycoplasma synoviaéMS), sendo o MG considerado o0 mais
virulento. O MG é conhecido por causar doenca ragpia aguda e crbnica
com inflamacéo e producao de exsudato catarraluta®a do trato respiratorio,
esse agente tem a habilidade de produzir a dosazlamente ou se associar
com outros agentes que causam doengas respiragias virus e bactérias.
Pela auséncia de parede celular, muitos antibgtiém devem ser empregados
no tratamento da infec¢do, como a penicilina.

Dessa forma diversos estudos tém avaliado a edicdei diferentes
classes de antibidticos para combater esse ag&ntaelmente na avicultura
industrial um dos antibiéticos comumente utilizadoa tilosina, pertencente a
classe dos macrolideos, que ir4 atuar diretamemténibicdo da sintese de

proteinas do micoplasma.
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O virus da anemia infecciosa da galinha (CAV) felatado pela
primeira vez em 1979. Desde entdo ja foi encontragodiversos tipos de
criacbes de aves por todo o mundo, inclusive ens deesubsisténcia. Por se
tratar de uma doenga imunodepressora pode atuar pona de entrada para
outros agentes patogénicos. O CAV ja foi descritditeratura em associacao
com alguns agentes como o virus da doenca de Marekrus da doenca
infecciosa bursal e o reovirus aviério.

O Mycoplasma gallisepticu(G) possui distribuicdo mundial e tem
grande importancia na avicultura por causar doegsgratoria aguda e cronica.
Sabe-se que o MG possui a capacidade de atuagisameente com alguns
agentes, como o0 da Doenca Mewcastlee da Bronquite Infecciosa, além de
interagir com cepas vacinais dessas mesmas doencas.

Dessa forma este trabalho teve como objetivo avadissinais clinicos,
lesBes macroscoépicas e microscépicas da coinfepgiimental entre o MG e
o CAV. E, a partir dessa coinfeccado, analisar addpde de uma tilosina base
comercial administrada via agua de bebida, recamitesGes macroscépicas e

microscopicas causadas pelo MG.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Avicultura brasileira

O Brasil destaca-se como grande produtor de peofimal, sendo o
segundo mais importante na producéo de carne bafrés apenas dos Estados
Unidos), terceiro produtor mundial de carne de doare quarto maior na
producdo de carne suina. Em 2011, a exportacacotigina animal gerou uma
receita pouco maior que 15,6 bilhées de délaretJIRERS, 2013).

Ao lado dos Estados Unidos e China, o Brasil emaes# como um dos
maiores produtores de frango do mundo, sendo ceaed2004 detém a posicéo
de maior exportador mundial desse produto. Em 20B?asil produziu mais de
12 milhdes de toneladas de carne de frango, dds quase quatro milhdes de
toneladas foram destinadas & exportacdo, gerand@ ueteita de
aproximadamente 7,07 bilhGes de délares ao pald TERS, 2013). No Brasil,
a regido Sul destaca-se com cerca de 63% da pdigdonal de carne de
frango, seguido pela regido Sudeste e Centro-Q&ERTERS, 2013). Os
maiores importadores da carne de frango brasificaArabia Saudita, Unido
Europeia, Japdo, Hong Kong, Emirados Arabes, Chfiica do Sul, Egito,
Kuwait e Iraque (REUTERS, 2013).

Segundo a Associacdo Brasileira de Produtores ertaxwres de
Frango (UBABEF) o aumento no consumo de carne aggér pelo brasileiro
passou de cerca de 13kg/habitante em 1989 para §@kg/habitante em 2009.
Em 2011 o consumo de proteina de frango atingicgauais de 43kg/habitante
de acordo com os dados da Companhia Nacional desnia@simento

(CONAB), incentivando o0 aumento da producdo desséuyto. Segundo dados
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de Estudos e proje¢cbes do agronegécio (COMPANHIACNONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2011), a previsao de aumemto consumo
interno da carne de frango que atualmente gira@notde sete milhdes de
toneladas por ano, deverd aumentar para quase lh@iemide toneladas em
2020. Esse aumento no consumo deve-se ao fatoroa da frango ter precos
menores se comparados com carnes derivadas ds amiroais, além disso, a
carne de frango néo sofre restricBes religiosagtqueo seu consumo e possui
boas caracteristicas nutricionais que atraem aicodsr (RUTZ et al., 2011).

Dessa forma destaca-se a importancia econdmicaidatara no pais
por ser responsavel por quase 1,5% do Produtontmt@ruto (PIB) do Brasil,
englobando toda a cadeia produtiva desde emprdgmcialos na producado até
processamento e mercado varejista, como também atilédades de pesquisa
desenvolvidas nessa area (GONCALVES, 2005).

Porém, sabe-se que de toda a carne de frango madumalmente no
Brasil, cerca de 30 mil toneladas sé@o perdidas quudenacdes devido a
problemas respiratérios com envolvimento das magmbses, acarretando um
prejuizo anual de cerca de 30 milhdes de dolardsIVADO, 2010).

Estudos com outras espécies de micoplasmas maostiquia existem
associacdes com agentes imunodepressores, porlexemm o virus causador
da Doenca Infecciosa Bursal (GIAMBRONE; EIDSON; KIEN, 1977),
inclusive sabe-se que o MG tem capacidade de seiaisa alguns virus como o
virus da Doenca ddewcastlee da Bronquite Infecciosa das aves agravando o
guadro respiratério das aves (RODRIGUEZ; KLEVENBQ9TIMMS, 1972;
WEINACK et al., 1984). O virus da Anemia Infec@adas Galinhas (CAV) é
um agente imunodepressor que acomete, dentre adthaas, os linfécitos T
(ADAIR, 2000; LEY, 2003). Dessa forma, com uma mtp imunoldgica
deprimida, pode ocorrer agravamento das lesdesrdates da infeccdo por
MG.



18

Devido aos prejuizos econdmicos acarretados pelasplasmoses,
controle e vigilancia sao exigidos pelo Ministéda Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) através da Instrucdo Normati¥at4 de 23 de agosto
de 2001, onde estéo previstas medidas de monitatardas micoplasmoses em
estabelecimentos avicolas. Quando se trata detalreéscimento comercial que
cria linhas puras, como bisavés e avos, as galidbesm ser obrigatoriamente
livres de Mycoplasma gallisepticune Mycoplasma synoviaeJa quando a
criagcdo é de matrizes, as fémeas deverdo ser thetdycoplasma gallisepticum
e sob vigilancia e acompanhamento pdfgcoplasma synoviadBRASIL,
2001).

Diversos estudos demonstram que o virus da anerfeaciosa das
galinhas (CAV) estd amplamente distribuido na ditica comercial e de
subsisténcia (BARRIOS et al., 2009; FARKAS et 4898; MC NULTY et al.,
1988; SCHAT, 2003), mesmo assim atualmente se desce na legislacdo
brasileira a obrigatoriedade do monitoramento deVCAm producdes
comerciais que ndo sejam de aves SPF e galinhadutpras de ovos
controlados para producdo de vacinas inativadagjosgue essas galinhas
devem apenas ser livres de manifestacées clinicdeahca.

2.2 Anemia Infeciosa das Galinhas

A sequir, sera descrita a etiopatogenia do ageaisaclor da Anemia

Infeciosa das Galinhas.

2.2.1 Etiopatogenia

O virus da anemia infecciosa das galinhas (CAVE tsua primeira

descricdo em 1979 no Japdo em aves livres de pa®gespecificos (SPF)
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citado por Mohamed (2010). O agente foi classificatdmo pertencente a
familia Circoviridae e sendo Unico agente pertencente ao gé@grovirus
(PRINGLE, 1999), é atualmente um dos menores vieisaves conhecidos,
variando de 23-25nm, ndo envelopado, possui focosahédrica e seu genoma
€ um DNA circular de fita simples negativa com aelle 2kb (GELDERBLOM
et al., 1989; MC NULTY et al., 1989; NOTEBORN et, 41991).

Seu genoma com trés janelas abertas de leituraB)(@&lificam trés
proteinas virais (VP1, VP2 e VP3). Dentre elas dal \@a maior proteina
presente no capsideo, sendo que as particulas eiiadas por essa proteina
podem ser encontradas em estagios tardios dodmcldrus em diversos 6rgaos
como timo, baco e figado (YUASA et al., 1983). AR2/é uma proteina nao
estrutural, normalmente encontrada nas célulassede replicacdo do agente.
Ambas as proteinas sao reconhecidas por possuireapazidade de induzir
anticorpos neutralizantes (KOCH et al., 1995; NOTUEB; KOCH, 1995). Ja a
proteina VP3 (uma proteina nao estrutural) é tamtmrhecida como apoptina,
e apos a transformacéo viral de células linfobidet) ela pode ser encontrada
em associacao tanto com a cromatina nuclear dakgdéomo com estruturas
apoptéticas. A VP3 sozinha é capaz de induzir ajseptde células T
linfoblastoides (NOTEBORN; VAN OORSCHOT; VAN DER EB998).

Por se tratar de um virus ndo envelopado, o ageaitamente resistente
ao ambiente, a inativacdes quimicas e por calolEBRANO, 2009). Possui
resisténcia a fumigacao com formol por 24 horagraamento acido (pH 3,0)
por 3 horas e aos desinfetantes a base de gl@atalii%. Em criacdes de aves
SPF, o uso no ambiente de desinfetantes pH 2,Farssteficiente para inativar
0 virus (BRENTANO, 2009).

Logo apds a infeccdo com o virus, os hemocitoldastomedula 6ssea

sdo uma das primeiras células alvo do agente, sginglsua destruicdo causa
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uma grave deple¢do de células eritroides e midpitevando a anemia e
hemorragia (ADAIR, 2000). Os precursores de célililaso timo também sao
alvos do agente e sua capacidade de infectar iiog6TCD4+ faz com que
ocorra uma reducdo tanto na resposta imune cejukmto na resposta imune
humoral da ave, influenciando diretamente na defisaave contra outros
patégenos (ADAIR, 2000; BRENTANO, 2009). Porém,udes demonstram
que as células TCD8+ sdo mais susceptiveis ao ddrugie as células TCD4+,
fazendo com que ocorra uma maior dificuldade nmieticio de patégenos
intracelulares, o que ir4 permitir uma maior ocecié de infeccdes crbnicas
(Adair et al., 1993; BRENTANO, 2009).

Macrofagos também sdo afetados através de alteragdexpressao de
seus receptores Fc, fagocitose e outras atividad@ebicidas dessas células. A
influéncia do virus nos macréfagos pode tanto setainente através da ligacédo
de particulas virais aos mesmos quanto por medideafatores secundarios
(ADAIR, 2000).

2.2.2 Epidemiologia

Desde sua descrigdo, o CAV pode ser detectadoiagbes comerciais
e de subsisténcia em vérias partes do mundo, clusadoenca denominada
anemia das galinhas (BARRIOS et al., 2009; SCHAD3. Apesar de ser uma
doenca especifica de galinhas, anticorpos pargecho ja foram detectados em
codornas e ndo hé relatos em outras espécies dalaneésticas ou selvagens
(FARKAS et al., 1998; MC NULTY et al., 1988). A tramissao do virus pode
ser tanto horizontal quanto vertical. A rota femed} apresenta-se como
principal forma de infeccéo horizontal, porém asija foi detectado no eixo de

penas, sugerindo outras formas de transmissdoohtalz(DAVIDSON et al.,
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2008; YUASA et al., 1983). A transmissao vertiGahbém é possivel quando o
macho ou a fémea estdo infectados (CARDONA; OSWASDHAT, 2000;
HOOP, 1992).

2.2.3 Sinais clinicos e lesdes

Em aves jovens de duas a cinco semanas de idadespodbservada a
doenca clinica. Aumento na mortalidade, reduca@amho de peso, anemia,
atrofia generalizada de 6rgaos linfoides e hemi@sago tecido subcuténeo e
intramuscular sdo encontrados nas aves (DHAMA .et2802; MC NULTY,
1991; NATESAN et al., 2006; TODD, 2000). Em avesltas pode-se encontrar
a doenca em sua forma subclinica. Por se tratamdedoenca imunodepressora,
uma vez que afeta hemocitoblastos na medula Gspezcearsores de células T
no timo, predispde a ocorréncia de doencas sedasdéoncomitantemente
além de falhas vacinais (ADAIR, 2000).

Em aves necropsiadas normalmente observa-se palidenisculatura,
hemorragias ocasionais, reducdo no tamanho do diém de outros 6rgdos
linfoides, a medula 6ssea pode estar amareladalaévipresenca de tecido
gorduroso e proliferacdo do estroma celular sufdstb as células
hematopoiéticas mortas (KUSCU; GUREL, 2008). Jales@es microscopicas
pode ser observada no timo deplecdo focal no cédespos apoptoticos,
inclusdes intranucleares e observa-se também apdardo do cortex. No
figado encontra-se inchagco de hepatécitos, deggwraacuolar e focos
linfoides (HARIDY et al., 2012; KUSCU; GUREL, 2008MYTH et al., 1993).



22

2.2.4 Diagnéstico e controle

O diagndstico de CAV pode ser realizado atravésaeamento viral,
deteccado de anticorpos ou por deteccdo do genomaarudoatravés de técnicas
moleculares como a reacdo em cadeia da polimdr&aR)((SIMIONATTO et
al., 2005).

O controle da doenca é realizado através do manitnto sorologico
de matrizes. Através de testes como ensaio imuimético (ELISA) do
plantel, estratégias de imunizagdo de lotes podgnmplantadas. Atualmente
ha vacinas atenuadas disponiveis no mercado, psafe-se que apesar de
atenuadas elas ndo sdo totalmente apatogénicage pogle limitar 0 uso em
aves muito jovens e atuar como fator predispon@gteoutras infecgdes.
Objetivando evitar a imunodepressao em aves jopemso da vacinagdo deve
ser no maximo até quatro semanas antes do inigostara a fim de se evitar a
transmissédo do virus vacinal para a progénie (BRENWT, 2009).

2.3 Micoplasmoses

A sequir, sera descrita a etiopatogenidMycoplasma gallisepticum

2.3.1 Etiopatogenia

Os micoplasmas séo bactérias pertencentes a tladiseutes, a ordem
Mycoplasmatales, a familiMycoplasmataceae ao génerdMycoplasma O
primeiro micoplasma cultivado em 1898 foi agente mlauropneumonia
contagiosa dos bovinos (PPCB), sendo que ha awviaudt infeccao foi descrita
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pela primeira vez na Inglaterra, em perus, por DeEddl905. Porém, apenas em
1952, quando descoberta a associagdo entre o agamnsador da Doenca
Crbnica Respiratoria e da Sinusite Infecciosa dems? que tal patdgeno foi

denominadoMycoplasma gallisepticunfLEY, 2008; SANTOS et al.,, 2009;

NASCIMENTO; PEREIRA, 2009). Esses procariotos sacacterizados por

possuirem uma sequéncia de genes RNA riboss6m&®s pequeno genoma
(580-1350kb), com baixa quantidade de citosinag(@uanina (G) e requerem
colesterol para seu crescimento (LEY, 2003; KLEVEDBDS).

Os MG sagram negativos, com formato cocoide, se coram por Giems
e ndo possuem parede celular, além de ter um s muito caracteristico
de suas coldnias em forma de ovo frito. Micoplaserasgeral precisam de um
meio rico em proteinas, por isso, soro é adicionada vez que prové ao meio,
lipidios (colesterol) e proteinas (RAMIREZ et #Q08) para crescimento do
agente. Além disso, penicilina e acetato de t@imacrescidos com a finalidade
de evitar contaminantes (HANNAN, 2000; KHIARI et,a2011; KLEVEN,
2008).

Hoje, sdo conhecidos mais de 20 espécies de mirnataque infectam
frangos ou perus, sendo descrito principalmentdyocoplasma gallisepticum
(MG) e oMycoplasma synovia@S) que causam doenca em frangos e perus, 0
Mycoplasma meleagridiMM) que causa importante doenca respiratéria em
perus e avlycoplasma iowadMI) isolado primariamente em perus (BUIM et
al., 2009; KLEVEN, 1998; KLEVEN, 2008; NASCIMENT®EREIRA, 2009).
Porém, quando discutido doencas respiratérias, espalogicamente o0s
micoplasmas mais importantes sadvbgallisepticume M. synoviaesendo que
0 MS causa sinovite e aerossaculite e 0 MG causacdorespiratoria aguda e
cronica, com inflamacéo e producdo de exsudatarahtaa mucosa do trato
respiratorio (SPRYGIN, 2010). Dessas duas espécidd(s € considerado o
mais virulento (GONCALVES, 2005; LEY, 2008).
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Seus sitios de ligagcdo sdo membranas mucosas saseto trato
respiratorio e genital, iniciando sua infeccdo cawmlonizacdo do trato
respiratorio, seguido de traqueite e aerossaqMiGL et al., 2008). O MG
pode evoluir para uma infeccdo sistémica, causasalpingite, artrite e
passagem do microrganismo do hospedeiro para o QWNNER,;
ROSENGARTEN; CITTI, 2000). A aerossaculite é coasidia uma das mais
importantes lesdes responsaveis por condenacdoetqarcial de carcaca na
linha de inspe¢do do frigorifico pelo Servico despecdo Federal (SIF)
(GONCALVES, 2005; LEY, 2003).

Os mecanismos da patogenia dos micoplasmas envotlesde a
competicdo com as células dos hospedeiros porratdsstmetabdlicos como
lipidios, a adesdo as células do hospedeiro (GOHI.et1998; LEY, 2008;
PAPAZISI et al.,, 2000, 2002). Em 1989, houve o pihm relato de um
micoplasma j1. fermentanscom capacidade de invadir células do hospedeiro,
sendo que o MG mostrou-se habil invasor de céldielsa e fibroblastos de
embrido de frango, além de conseguir invadir @itbé de aves, 0 que
possibilita uma melhor distribuicdo sistémica, unea que dessa maneira o
patdégeno tem a vantagem de escape do sistema inaghegdo na eficacia do
antibiético durante tratamento além de beneficiaiiaionais (VOGL et al.,
2008).

Uma importante caracteristica dos micoplasmas écapacidade de
persisténcia, devido a sua localizagédo intracelldap ocorre de forma forcada
no MG devido a pressdo ambiental, especialmentsadaupor antimicrobianos
(SANTOS et al., 2009). Além disso, micoplasmas térande capacidade
mutagénica por deficiéncia no sistema de repardbéd (GHOSH; DAS;
MANILOFF, 1977), sendo comum uma grande diversidiztmtipica do MG
devido aos fenbmenos como variacao antigénmaiteh fenotipico, permitindo

um escape do sistema imune, estratégias diveddficgpara invasao em
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diferentes  tecidos do hospedeiro e cronicidade daengh
(NOORMOHAMMADI, 2007).

2.3.2 Epidemiologia

As micoplasmoses tém distribuicdo mundial e todssidades séo
susceptiveis. Seu periodo de incubacao é de &d@m&1sendo que situacdes de
estresse, alteracbes de temperatura ambientakptrde e superlotacdo de
galpdes favorecem a infeccdo por micoplasmas (GANGES, 2005). Apesar
da auséncia de parede celular, os micoplasmas maeté&iaveis no ambiente
por varios dias desde que protegidos do sol (MACBAR010; NAGATOMO
et al., 2001).

A transmissé@o pode ocorrer tanto de maneira hdat@omo vertical,
sendo que aerossois, acasalamento ou inseminatificialr contagio direto
com outras aves e indireto por meio de pessoasia@iracdo e dgua sdo 0s
principais meios de transmissdo horizontal. Jaaastnissédo vertical se da
principalmente quando o ovdcito toca os sacos aérdectados ou quando o
ovo é depositado em um ambiente contaminado (OLANRHEJ et al., 2009;
SANTOS et al., 2009). A transmissdo horizontal oede maneira muito rapida
no galpdo e isso permite a contaminacdo do lotepeutas semanas, ja a
transmisséo vertical é o principal motivo que difie o controle e a erradicagéo
da doenga (LEY, 2008; MACHADO, 2010; NAGATOMO et,&001).

2.3.3 Sinais clinicos e lesdes
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Os sinais clinicos causados pela infeccdo por Méstasise, secregéo
ocular e nasal, diminuicdo na ingestédo de alimeetardo de crescimento com
animais de tamanhos diferentes no mesmo lote, dé&&nueda na producao de
ovos e mortalidade variavel. Na necropsia, dep@sitofibrina nos sacos aéreos
podem ser observados, assim como peri-hepatitsnda e pericardite com
aderéncia — lesBes que levam a condenac¢éo da aaesgecialmente quando
ocorrem infec¢Bes secundérias (LEY, 2003; NASCIMBENPEREIRA, 2009).
E importante considerar que fatores como baixa éeatpra, alta concentracéo
de aménia, estresse e associa¢do com virus imuesdepes podem influenciar
na severidade das lesbes causadas por essa infeE§02008; MACHADO,
2010).

Altera¢cBes microscopicas na traqueia como perdalides, variagdo na
espessura da mucosa, infiltragbes de células moleamas, hiperplasia das
glandulas mucosas e reacdes linfofoliculares poslemencontradas. O pulméo
também pode ser afetado, encontrando-se areas al@mpnia intersticial,
granulomas em algumas ocasides e alteracdes lhiofdéves (CHIN;
GHAZIKHANIAN; KEMPF, 2003; LEY, 2003; YODER JUNIOR1991). A
reducdo na eficiéncia alimentar, crescimento reltuzia ave, diminuicdo na
postura de ovos, aumento de mortalidade, reducéaittamidade do lote, além
de depreciacdo do produto no processamento descedineapenas algumas das
perdas econbmicas geradas pelos micoplasmas (LE8; MINHARRO et al.,
2001; PAKPINYO; SASIPREEYAJAN, 2007; SANTOS et &009).

2.3.4 Diagnéstico e controle

No diagnéstico, a soroaglutinacdo rapida (SAR) #izadla como

procedimento sorolégico inicial em criacdes de auesa vez que possui grande
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sensibilidade, é rapido, de baixo custo e facilizagdo (SANTOS; MARIN;
BARBOSA, 2007), porém devido a ocorréncia de falspssitivos,
caracterizando baixa especificidade, outros teptdem ser utilizados no
laborat6rio como o ELISA, reacdo em cadeia da patase (PCR) e inibicdo da
hemaglutinacédo (HI) (BRASIL, 2001; MAY; BRANTON, 29; RAVIV et al.,
2008; RHOADES, 1978; SLAVIK; WANG; CAO, 1993; TAKAS et al.,
2000).

2.4  Coinfec¢des na avicultura

Coinfec¢des ocorrem comumente em diversas produgdiesis e na
avicultura ndo é diferente. No ambito de doencasrato respiratério, alguns
dos agentes mais importantes causadores dessa@sl@@o conhecidos néo so
por terem a capacidade de causar a doenca poy siasOpor interagirem uns
com 0s outros, ou entdo com outros agentes virbscterianos. Dentre esses
agentes podem ser citados o pneumovirus aviarieius da influenza aviéria,
0 virus da bronquite infecciosa, o virus da doetgldewcastlee oMycoplasma
gallisepticum(YASHPAL; DEVI; SAGAR, 2004).

As interacBes de micoplasmas com outros agentesitfamestudadas,
sendo que o MG interage sinergicamente com o0s egetd Doenca de
Newcastlee da Bronquite Infecciosa e, inclusive, interage @s cepas vacinais
dessas mesmas doencas (KLEVEN, 1998). O MG tambtarage com outros
patégenos como os virus causadores de Doencaib¥aata Bolsa Cloacal, da
laringotraqueite, o adenovirus, o reovirus &vibacterium paragallinarune a
E. Coli (KLEVEN, 1998, MACHADO, 2010). Descricbes de infées
experimentais assim como levantamento sorologico ptamtéis comerciais

mostram que diferentes agentes podem atuar de raaieérgica na producao
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de lesbes (LEIGH et al., 2012; NAYLOR et al., 1988)USSAN; HADDAD;
KHAWALDEH, 2008; TORO et al., 2005; TORO et al.,08).

Além dos micoplasmas, o CAV também tem a capacidedmteragir
com outros agentes como o virus da doenca de MBIBN/), o reovirus e o
virus da doenca infecciosa bursal (ou doenca debGrop (HARIDY et al.,
2009; MC NEILY et al.,1995; TORO et al., 2009). @\Cja foi detectado em
diversos surtos da doenca de Marek em diferentegpaomo Japédo, Estados
Unidos, ltalia, Alemanha, Israel (DAVIDSON et a2004; DE BOER et al.,
1989; FEHLER; WINTER, 2001; OTAKI et al., 1987; ZA&NMLA et al., 2001) .
A coinfeccdo de CAV com o virus da Doenca de Mamkaves com menos de
duas semanas de idade causa a sindrome da maitalmtacoce (EMS)
(GORYO; OKADA, 1994; ZANELLA et al., 2001). Além dEAV e MDV,
outro experimento demonstrou que o CAV e o reowdridrio também possuem
a capacidade de atuar de maneira sinérgica quardioiniatrados
concomitantemente em aves SPF de um dia de ida@sdo a uma reducdo no
ganho de peso e um dano mais grave observadoaidsstéMC NEILLY et al.,
1995). Outros estudos demonstraram a habilidadefd6e do virus da doenca
infecciosa bursal afetarem o desenvolvimento dass através de lesdes,
imunodepresséo e anemia (GALLARDO; VAN SANTEN; TORXD12; TORO
et al., 2009).

2.5 Uso de antibiéticos para tratamento de micoplasmose

A auséncia de parede celular nos micoplasmas limitadocdo de
antibiéticosp-lactamicos, como penicilinas, no tratamento des aeentes, uma
vez que esses atuam apenas na parede celular eiasa(KLEVEN, 1998;
SANTOS et al., 2009). Outros antibiéticos como tiéim quinolonas (como

enrofloxacina), tetraciclinas e macrolideos (coitasina) sdo preconizados no
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tratamento das micoplasmoses (MACHADO, 2010). Pogtrando se aborda a
utilizacdo de tiamulin e enrofloxacina, o diagndstile micoplasmose pode ser
afetado uma vez que esses farmacos se acumularttasnt@ncentracdes nas
membranas mucosas do trato respiratorio, reduzt&anpedindo a atuagéo de
resposta imune, dificultando o isolamento e detedgianticorpos em frangos
de corte, assim como em poedeiras e em aves dadvg@dio (KEMPF, 1991;
NASCIMENTO et al.,, 1999). Apesar de se saber quee epiadro pode ser
revertido com a suspensao do uso desses antilsioiconportante adotar um
antibiotico que seja eficaz no tratamento de masiph e que nao afete ou
inviabilize o diagnostico da doenca no plantel. daeforma, os macrolideos
ainda s&o os antimicrobianos mais indicados nartrabto de doencga cronica
respiratoria e da sinovite infecciosa causadodidre MS respectivamente.

2.5.1 Macrolideos

Os macrolideos sdo compostos por um anel de meatwoéa
glicosidicamente ligado a um aclcar ou mais, sepdoos diferentes tipos de
macrolideos irdo atuar da mesma forma, inibindtnese de proteinas através
de sua ligacao ao 23S rRNA, que é componente dmil#ule ribossébmica 50S
dos microrganismos susceptiveis (GERCHMAN et @113, pois blogqueiam a
translocagdo do RNAt peptidico do sitio aceptoaesitio doador. Conforme o
patbgeno e a concentracdo do antibidtico podemo tasmuar como
bacteriostaticos ou como bactericidas dependendo suke concentragédo
plasmatica (TENORIO, 2007; SPINOSA, 2011). Em atgpaises, como 0s
Estados Unidos, alguns macrolideos (como a tilpgimabém séo utilizados
como promotores de crescimento em suinos e avesHWEN; FEDORKA-
CRAY, 2002).
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No grupo dos macrolideos, ha trés importantes iétittbs usados,
sendo eles a tilmicosina, a eritromicina e a tilasisendo esta Ultima a mais
conhecida na avicultura (LEWICKI, 2006), muito iztida como tratamento e
prevencdo de doenca respiratéria em galinhas, dsanog em perus (KLEVEN,
2008).

A tilosina, considerada entre todos os macrolideosnais ativo,
principalmente para micro-organismos aerébicgsannegativos, cocos,
bacilos e micoplasmas (LEWICKI, 2006) pode se agres como acido
tartarico que é hidrossolavel, sal de fosfato adiatlo no alimento (LOPEZ;
OLVERA, 2010) e tilosina base. A m4 absor¢édo ddatosfaz com que haja
menor disponibilidade sérica dessa forma de api@s®m da tilosina, sendo
recomendado para isso 0 aumento da dose a seaddiliJa sob a forma de sal
de tartarato, indica-se o uso principalmente naagmptavel, porém, mesmo
dessa maneira continua tendo uma atuacéo infepatras antibiéticos como a
tiamulina (LEWICKI, 2006). A tilosina base normalnte é administrada via
injetavel, o que dificulta seu emprego na rotinaaw&ultura e até o momento

nao ha estudos sobre administracdo de tilosinagmsea oral.
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3. OBJETIVOS

3.1 Obijetivo Geral

Investigou-se a coinfeccdo de CAVMycoplasma gallisepticunem
pintinhos livres de patégenos especificos (SPR partir dessa coinfeccgéo,
investigou-se a capacidade duas diferentes dosesadilosina base comercial
administrada via agua de bebida, em reduzir asedestacroscopicas e
microscopicas causadas pelo MG.

3.2  Objetivos Especificos

- Analisou-se os sinais clinicos da coinfeccao erpntal.

- Foi feito o tratamento dos grupos infectados agma tilosina base
comercial administrada via agua de bebida nas dised0 mg/kg a cada 24
horas (D1) e 400 mg/L a cada 24 horas (D2).

- Foi realizado o escore de lesdes macroscoépieant, traqueia e
sacos aéreos.

- Coletou-se timo para pesquisa de material gemég CAV.

- Coletou-se traqueia e sacos aéreos para pestpliseterial genético
de MG.

- Coletou-se timo, traqueia, figado e bago paédismhistoldgica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de trabalho

O experimento foi conduzido no Setor de Doencafd@s na Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas G&k#aMG).

4.2  Comité de Etica

O projeto foi submetido e aprovado no Comité deaHICEUA) com o
namero de registro 074/2011.

4.3 Animais

Foram utilizados 25 pintinhosGgllus gallus domesticlislivres de
patégenos especificos (SPF), distribuidos aleabernée em cinco tratamentos
de cinco aves. Ovos SPF certificados obtidos dabi@nedia® foram alojados
em uma incubadora modelo P&miumecoldgica Ltda. até o nascimento dos
pintinhos. Com um dia de vida, os pintinhos foraealocados para um
isolamento onde permaneceram até a coleta dasrasidsssas aves receberam

agua e racaad libitumlivre de promotores de crescimento e coccidiasiati

4.4 Mycoplasma gallisepticum

Uma vacina viva atenuada com a cepa MgF (Biovet, B&ulo) foi
reconstituida e cultivada em meio de Frey (FREY;NSON; ANDERSON,
1968) até a obtencdo de uma densidade de3¥HET/0,1 ml.
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4.5 CAV

Uma vacina viva atenuada com a cdépaxhaven(Cux-1) (ohmann
Animal Health, Alemanha) foi reconstituida até obter-sé*ldoses infectantes

por mL para 50% dos cultivos celulares (DICC50%).

4.6 Delineamento experimental

Pintos de ovos SPF certificados com um dia de fadam divididos em
cinco grupos de cinco aves cada. Com um dia de, \dsas aves foram
inoculadas, sendo que o grupo 1 e o grupo 2 remeb@2 mL de solucdo salina
tamponada com fosfato por via intraperitoneal ®usos grupos nesse mesmo
dia, foram inoculados com 0,2 mL da amostra vadaleaCuxhaven(Cux-1)
(Lohmann Animal HealthAlemanha) com F& doses infectantes para 50 % dos
cultivos celulares (DICC50%) por via intraperitohegpds decorridos oito dias
dessa primeira inoculacao, foi inoculado 0,2 mladestra cultivada vacinal de
MgF (Biovet, Sdo Paulo), sendo que o grupo contrelgativo (1) foi inoculado
com apenas o caldo de meio de Frey, sem presenpicdplasmas. A dose de
0,2mL foi repartida com 0,1 ml aplicado intrapemgalmente e 0,1 ml via
intranasal.

Dessa forma, os tratamentos ficaram estipuladosaabedo com o

quadro abaixo:
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

GRUPOS DESCRICAO
1 Controle negativo (solugdo salina, sem inoculagiGAV e MG)
Controle positivo para MG (sem inoculacéo de CAMculado
2 com MG)
3 Controle positivo para MG e CAV (inoculado com CAWMG)
Infectados com MG e CAV tratados com tilosina baselose de
4 60 mg/kg a cada 24 horas via 4gua de bebida (iadowdom
CAV e MG) (D1)
Infectados com MG e CAV tratados com tilosina bzselose de
5 400mg/L a cada 24 horas via 4gua bebida (inocudadoCAV e
MG) (D2)

Os tratamentos com a tilosina base (D1 e D2) fdraomdos 10 dias
apos a inoculacdo com MG vacinal, realizados pwraciias consecutivos. Um
dia apo6s o término dos tratamentos, foi realizadbate sanitario de todas as
aves, onde foi coletado material para PCR (timagueia e sacos aéreos) e
também material para histopatologia (timo, traguéiado e baco).

4.7 Escore de lesdes

Na necropsia foi realizada uma andlise das les@esoscdpicas, sendo
elas classificadas de acordo com tabela de esedesdes descritas por Kogut
et al. (1994) modificado, mostradas a seguir:

» Escore de lesdo da traqueia: 1- sem alteracdespisenca de

muco; 3 — muco e areas hiperémicas; 4 — exsudatoralae
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hemorragias; 5 — obstrucdo parcial e/ou completaragueia e
morte.

» Escore de lesdo dos sacos aéreos: 1 — sem alteracéalteracao
de espessura; 3 — alteracdo de espessura e omacidadresenca
de bolhas e acumulo de exsudato; 5 — deposicabriteaf

» Escore de lesdo do timo: 1 — sem alterac¢des; Aieapeducao de
tamanho; 3 — clara reducdo de tamanho; 4 — auséecialguns

lobos nos dois lados do pescoco; 5 — completaiatrof

4.8 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA dos tecidos (traqueia e timo)féita pelo método
de silica e iodeto de sdédio, seguindo o protocaoBdbom et al. (1990)
modificado. A extracdo foi realizada por meio dacéo do material bruto
previamente macerado (2@d), com aproximadamente 6Q0. de iodeto de
sédio (Nal) a 6M, sob aquecimento a 55° C e fooimdgeneizacdo em vértex a
cada cinco minutos, durante 15min. O material a@btfdi submetido a
centrifugacdo por trés minutos a 3000 g e a pajtedia foi coletada com o
auxilio de uma pipeta e colocada em um novo tubatocJcom 50uL de
suspensédo de silica, a nova mistura foi homogesteizam o auxilio de um
vortex. A mistura foi incubada em agitador por demutos a temperatura
ambiente. Apo6s centrifugacdo por 30 segundos aQR0® sobrenadante foi
descartado por inversdo do tubo. O sedimento fsiuspendido em 8Qd de
Nal e homogeneizado com o0 auxilio de vortex. A anéstfoi novamente
centrifugada por 30 segundos a 12000 g e o solaateadoi descartado. O
sedimento (DNA ligado a silica) foi lavado duaseszom 1 mL de tampao de
lavagem (Etanol 60%, 50mM Tris-HCI pH8,0, 10mM EDPA 8,0). Apds
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centrifugacdo por 30 segundos a 12000g, todo o &ange lavagem foi
descartado.

Foi adicionado 1 mL de acetona e ap6s homogeneizagaortex e
centrifugacéo por 30 segundos a 12000g, o sobreteadai descartado e o
residuo de acetona evaporado do sedimento em tubadacnpa aberta, mantido
a 55°C por 10 minutos. O DNA aderido a silica faido por adigdo de 50L
de TE 0,5X (5 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5 mM EDTA pHO03, levemente
homogeneizado e incubado a 55°C por 10 minutoslosgne, a seguir, o tubo
foi centrifugado por dois minutos a 12000g, parkddizar o sedimento. O
sobrenadante foi removido com o auxilio de umatpipendo-se o cuidado de
ndo misturar a silica novamente, que determinameeessidade de novas
centrifugacbes a 12000g, para eliminar totalmensdliea da amostra. Apds

centrifugacéo e coleta do DNA, as amostras foraotadas em freezer a -20°C.

4.9 Determinacédo espectrofotométrica da concentracao deNA

A quantidade e a pureza do DNA foram determinadasdensidade
Optica em espectrofotdmetridanoVu® (GE, Healthcare Reino Unido) a

260nm, 280nm e sua razao.

4.10 Oligonucleotideos iniciadores

Na PCR para CAV foram usados os iniciadores descpbr Marin et
al. (2012) CAVMGF 5'CCTGTTCCGACACATTGAS' correspoaddo aos
nucleotideos 1444 a 1461 e o CAVMGR 5TATGGCCTCTAGITAZ que



37

corresponde aos nucleotideos 2119 a 2136. A podida aos nucleotideos no
genoma completo do CAV foi de acordo com a seqaéteiestirpe Cuxhaven-1
(M55918.1 GenBank Ja na PCR para MG foram utilizados os iniciaslore
recomendados pela OIE MG-14F 5" GAGCTAATCTGTAAAGTGEGGCS3' e
MG-13R 5'GCTTCCTTGCGGTTAGCAAC3.0 tamanho dos fragmos
amplificados foram de 185 pares de base para M@3epéres de base para
CAV.

4.11 Condicdes da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

De acordo com protocolo de Marin et al. (2012) ge&® de CAV uma
aliquota de cada amostra de DNA total obtida daae&b dos timos. Foi
utilizada como molde na reacdo de amplificacdo, golame final de 5QuL
contendo: 200ng de DNA, tampéo 1X (200mM Tris-HEBp4, 500mM KCI),
0,4mM de dNTP, 2mM de MgCI2, {IL de cada iniciador externo a 10pmol,
1UI de Tag PolimerasgPlatinum Taq DNA Polymerase Invitrogen e agua
ultrapura 18,2 deionizada. A PCR foi feita no teciolador (modelo PTC 100,
MJ Research Watertown MA) nas seguintes condi¢des, um ciclo inicial de
desnaturacdo a 94°C por 5 min., seguida por 3bsci¢ desnaturacdo a 94°C
por 1 min., por anelamento a 52°C por 1 min. ensée a 72°C por 1 min., além
de uma extenséo final a 72°C por 10 min.

De acordo com protocolo da OIE para PCR de MG ulitaaa de 5
uL de cada amostra de DNA total obtida da extrag@otdhqueias foi utilizada
na reacdo de amplificagdo, com volume final dephOcontendo: tampéao
10X(200mM tris-HCI pH 8,4, 500mM KCI), AL de dNTP, 2uL de MgC} 0,5
uL de cada iniciador a 20 pmalL, 0,25 Ul de Taqg Polimerase e 35,15 de

agua deionizada. A PCR foi feita no termocicladopdeloNyxtechni®) nas
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seguintes condi¢Bes, um ciclo inicial de desnafio@;94°C por 5 min., seguida
por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 mim.apelamento a 55°C por 1

min. e extensdo a 72°C por 2 min., além de umas&tefinal a 72°C por 5min.

4.12 Histologia

Transcorridas 48 horas da coleta do material, astas foram clivadas

e colocadas em cassetes identificados com o non@egdm correspondente e
colocados no aparelho histotécnico para o processane fixacdo. Durante o
processamento, as amostras foram submersas emdeslwicodlicas de
diferentes concentracdes (70%, 80%, 95% e 100%stepormente também
submersas em xildis e finalmente em dois banhopadafina. Durante esse
percurso, em cada submersdo o material permaneceuhmra. Apos o Gltimo
banho de parafina, os tecidos foram emblocados ameffipa e guardados na
geladeira. Posterior ao resfriamento, esses blioram cortados e as amostras
colocadas em laminas identificadas com o nome degmondente tecido do
cassete. Essas laminas, ja secas foram encaminpadasestufa (60°) onde
permaneceram por 30 minutos. Logo depois, forawcedlas em trés banhos de
xil6is consecutivos, solucdes de alcoois de difesenoncentracfes e submersas
em agua. Passadas em hematoxilina e eosina, essmsam laminas foram
novamente submersas em solugfes alcodlicas deertisr concentracdes e
novamente em trés banhos em xilol. Montadas coninladas, as laminas
ficaram prontas para a leitura de microscopia. Bssdologia foi seguida de

acordo com o protocolo do laboratério.
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4.13 Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas comte tkeKruskal-Wallis
no programdGraphPad Prisnb Demo para se comparar os indices obtidos entre

0S grupos.
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Resumo

Mycoplasma gallisepticum (MG) é importante causaderaerossaculite em frangos e
galinhas, o que acarreta prejuizos para a cadeiadoitora de frangos de corte. MG
pode se associar a outros agentes causadores desttmnos respiratorios e/ou
imunodepressores. Dentre os agentes causadoresudmiepressao, o virus da anemia
infecciosa das galinhas (CAV) tem grande desta@essa forma esse trabalho teve
como objetivo avaliar os sinais clinicos, lesescrmscopicas e microscopicas da
coinfeccdo experimental com cepas vacinais enf#Goe o CAV. Foram analisados 3
grupos, sendo o grupo 1 controle negativo para @AMG; 0 grupo 2, grupo positivo
para MG e o grupo 3, grupo positivo para CAV e MGcoinfecgdo foi comprovada
através de analises estatisticas de lesfes magirsside traqueia, timo e sacos aéreos
com o teste de Kruskal-Wallis e detecgdo molecdirfragmentos genéticos dos
agentes nos tecidos alvo. Houve significativa difien nas lesdes de traqueia, timo e
sacos aéreos do grupo 3 quando comparado aos grlipes2 (p<0,01). Ndo foram
observadas diferencas significativas nas lesde® erst grupos 1 e 2.Foi possivel obter-
se coinfecc¢do dos pintinhos SPF com as cepas vaadeaCAV e MG.

Palavras-Chave:CAV. Coinfec¢éo. Micoplasmose.
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1. INTRODUCAO

A infeccao peldviycoplasma gallisepticufilG), um dos agentes causadores da
doenca cronica respiratéria (DCR) nas aves, € nsgpel por mortalidade,
reducdo no ganho de peso e reducdo na producdwode sendo importante
causador de aerossaculite em frangos, 0 que acgmejuizos para a cadeia
produtora de frangos de corte (Ley, 2003; Yashpall.e 2004; Evans et al.,
2005; Nascimento e Pereira, 2009). O MG pode causbenca assim como
pode se associar a outros agentes causadoreqgionnas respiratorios como
bactérias e virus (Yashpal et al., 2004). O virasatiemia infecciosa das
galinhas (CAV) é um importante agente imunodepregge pode predispor as
aves a infec¢Bes secundarias, uma vez que ataeetantélulas na medula 6ssea
quanto em linfécitos no timo comprometendo assima umasposta imune
adequada a infecgBes por outros patégenos (Brer2866; Toro et al., 2009 e
Gallardo et al., 2012). Isso pode representar g=perdas econbmicas para a
producdo de frangos (Lutticke, 1997). Dessa forisi@ ¢rabalho teve como
objetivo avaliar os sinais clinicos, lesbes ma@pmas e microscopicas da
coinfeccao experimental entre o MG e o CAV.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizadas 15 aves livres de patdgenos dsmeci(SPF) que foram
distribuidas aleatoriamente em trés tratamentosaooo aves cada. Ovos SPF
certificados foram alojados em uma incubadora nw@&@&premiumecoldgica
LTDA até o nascimento dos pintinhos. Com um diaida, os pintinhos foram
realocados para um isolamento onde permaneceram @it® de abate. Essas
aves receberam agua e rag@blibitum livre de promotores de crescimento e
coccidiostaticos. Esse projeto foi previamente aguio por um Comité de Etica.

2.2 Mycoplasma gallisepticum

Uma vacina viva atenuada com a cepa MgF (Biovet,P2dilo) foi reconstituida
e cultivada em meio de Frey (Frey et al., 1968patbtencdo de uma densidade
de 3x10° UFC/0,1 ml.

2.3 CAV

Uma vacina viva atenuada com a cdéuaxhaven(Cux-1) (ohmann Animal
Health Alemanha) foi reconstituida até obter-sé*lbses infectantes por mL
para 50% dos cultivos celulares (DICC50%).
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2.4 Protocolo experimental

Pintos de ovos SPF certificados com um dia de fodam divididos em trés
grupos de cinco aves. Com um dia de vida, essasfaram inoculadas, sendo
que o grupo controle negativo (1) e o grupo coetibsitivo para MG (2)
receberam 0,2 mL de solucdo salina tamponada cosfatdo por via
intraperitoneal e o grupo trés, nesse mesmo diandoulado com 0,2 mL da
vacina viva atenuada de CAV confd@oses infectantes para 50 % dos cultivos
celulares (DICC50%), por via intraperitoneal. Apgmridos oito dias dessa
primeira inocula¢do, mais uma inoculagao ocorreigrapos 2 e 3, porém com
0,2 mL da cepa de MgF vacinal, sendo que o gruptrale negativo (1) foi
inoculado com apenas o caldo de meio de Frey, segsefca de micoplasmas.
Desses 0,2mL inoculados, 0,1 ml foi aplicado irdrapnealmente e 0,1 ml via
intranasal.

Dessa forma, os tratamentos ficaram assim estipsilgd): Controle negativo
(solugéo salina, sem inoculacdo de CAV, sem ingéolale MG); (2): Controle
positivo para MG (sem inoculacdo de CAV, com inacéb de MG); (3):
Controle positivo para MG e CAV (inoculacdo de CAYhoculacdo de MG).
Apo6s 15 dias da ultima inoculacao foi realizaddata sanitario das aves, onde
foi coletado material para PCR (timo e traqueiajambém material para
histopatologia (timo, traqueia, figado e baco).

2.5 Escore de lesdes

Na necropsia foi realizada uma andlise das les@soscopicas, sendo elas
classificadas de acordo com tabela de score dedaf#scritas por Kogut et al.
(1994) modificado, mostradas a seguir:

» Escore de lesdo da traqueia: 1- sem alteracdespizsenca de
muco; 3 — muco e areas hiperémicas; 4 — exsudatoralae
hemorragias; 5 — obstrucdo parcial e/ou completdragueia e
morte.

» Escore de lesdo dos sacos aéreos: 1 — sem alter@céelteraco
de espessura; 3 — alteracdo de espessura e omacidadresenca
de bolhas e acumulo de exsudato; 5 — deposicabriteaf

» Escore de les@o do timo: 1 — sem alterac¢des; Aieapeducao de
tamanho; 3 — clara reducdo de tamanho; 4 — auséecialguns
lobos nos dois lados do pescoc¢o; 5 — completaiatrof

2.6 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA dos tecidos (traqueia e timo)féia pelo método de silica
e iodeto de sddio, seguindo o protocolo de Boomalet(1990). Apéds
centrifugacéo e coleta do DNA, as amostras foraotadas em freezer a -20°C.
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A quantidade e a pureza do DNA foram determinadasipnsidade Gptica em
espectrofotbmetrdlanoVu® (GE, Healthcare Reino Unido) a 260nm, 280nm
e sua razao.

2.7 Oligonucleotideos Iniciadores

Na PCR para CAV foram usados os iniciadores descpor Marin et al. (2010)
CAVMGF 5'CCTGTTCCGACACATTGAZ' correspondendo aoscieotideos
1444 a 1461 e o CAVMGR 5TATGGCCTCTGCCTGTTA3' queriesponde
aos nucleotideos 2119 a 2136. A posicdo dada adsatigleos no genoma
completo do CAV foi de acordo com a sequéncia dapesCuxhaven-1
(M55918.1 GenBank. J& na PCR para MG foram utilizados os iniciaslore
recomendados pela OIE MG-14F 5 GAGCTAATCTGTAAAGTGEGGC3' e
MG-13R 5’GCTTCCTTGCGGTTAGCAACS..

De acordo com protocolo de Marin et al. (2010) €& de CAV uma aliquota
de cada amostra de DNA total obtida da extracadidwss. Foi utilizada como
molde na reacédo de amplificacdo, com volume fieab@uL contendo: 200ng
de DNA, tampéo 1X (200mM Tris-HCI pH8,4, 500mM KCD,4mM de dNTP,
2mM de MgC}, 1 uL de cada iniciador externo a 10pmol, 1Ul de Taq
Polimerase (Platinum Tag DNA Polymerase Hvitrogen e agua ultra pura
18,2 Mili-Q q.s.p.

De acordo com protocolo da OIE para PCR de MG ulisaa de 5uL de
cada amostra de DNA total obtida da extracdo degudias foi utilizada na
reacdo de amplificacdo, com volume final deubGontendo: 35,75L de 4gua
Mili-Q, tampéo 10X(200mM tris-HCI pH 8,4, 500mM KCH uL de dNTP, 0,5
uL de cada iniciador a 20 pmail, 0,25 Ul de Taq Polimerase ey 2 de
MgCl..

2.8 Histopatologia

Transcorridas 48 horas da coleta do material, asstaas foram clivadas e
colocadas em cassetes identificados com o nomergfo &correspondente e
colocados no aparelho histotécnico para o procesgane fixacdo. Durante o
processamento, as amostras foram submersas emdemlwdcodlicas de
diferentes concentracdes (70%, 80%, 95% e 100%stepormente também
submersas em xildis e finalmente em dois banhopadafina. Durante esse
percurso, em cada submersdo o material permaneceuhmra. Apos o Gltimo
banho de parafina, os tecidos foram emblocados amafipa e guardados na
geladeira. Posterior ao resfriamento, esses blioram cortados e as amostras
colocadas em laminas identificadas com o nome degmondente tecido do
cassete. Essas laminas, ja secas foram encaminpadasestufa (60°) onde
permaneceram por 30 minutos. Logo depois, foramceadlas em 3 banhos de
xil6is consecutivos, solucdes de alcoois de difeenoncentracfes e submersas
em agua. Passadas em hematoxilina e eosina, essagam laminas foram
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novamente submersas em solugfes alcodlicas deertisr concentracdes e
novamente em trés banhos de xiléis. Montadas cammldas ficaram prontas
para a leitura de microscopia. Essa metodologisdguida de acordo com o
protocolo do laboratdrio.

2.9 Estatistica
As analises estatisticas de escore de lesfes rodgitess em tragueia, sacos
aéreos e timo foram realizadas de acordo com e desKruskal-Wallis.

3 RESULTADOS

Na avaliacdo dos sinais clinicos das aves naodssipel verificar alteracfes

dignas de nota entre os grupos, porém decorridiigs8da inoculagdo com MG,

houve duas mortalidades de aves do grupo 3. Naopsar puderam ser

observadas alteragcdes macroscépicas como timoidedde tamanho, traqueia

hemorragica com exsudato catarral obstruindo asaéiaeas superiores. Além

disso, observou-se também a presenca de aerossaeufpericardite, bacgo

reduzido de tamanho e pulméo com areas esbrangsicad

Como pdde ser observado no teste de Kruskal-Wallideve-se diferenca

significativa nas andlises das lesGes macroscopicas de traqueia (p<0,01),

guanto de sacos aéreos (p<0,01) e do timo (p=0d®gyupo 3 comparado aos
grupos 1 e 2 (Figura 1, 2 e 3 respectivamentegrRoem nenhum momento foi

observado alteragcBes significativas nas lesdes asaipicas desses mesmos
tecidos entre os grupos 1 e 2 (Figuras 1, 2 e 3).

(&3]
]

3 Controle
= Myc
El Myc + CAV

p<0,01

Escore de lesdes na traquéia

o

Tratamentos

Figura 1 Escore de lesGes macroscopicas de tragoetamtradas na necropsia das aves realizada
15 dias apo6s inoculagdo com MG. Em branco apresentagrupo (1) controle negativo;
em cinza esta o grupo controle positivo para MGe(Bm preto esta o grupo 3 positivo
para CAV e MG. (p<0,01)
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3 Controle
/3 Myc
Bl Myc + CAV

p<0,01

Figura2 Escore de lesbes macroscopicas de sacessadas aves abatidas 15 dias apds
inoculagdo com MG. Em branco apresenta-se o grljpoofitrole negativo; em cinza
esta o grupo controle positivo para MG (2) e empesta o grupo 3 positivo para

CAV e MG. (p<0,01)
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p=0,001

Figura3 Escore de lesbes macroscopicas nos timaves abatidas 15 dias apds inoculagdo
com MG. Em branco apresenta-se o grupo (1) contreg@tivo; em cinza esta o grupo
controle positivo para MG (2) e em preto est4 qgr8 positivo para CAV e MG.

(p=0,001)
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Na histopatologia, as laminas de traqueia do grupapresentaram epitélio
normal, com presenca de cilios e células calicitarmo corte como um todo.
Além disso, ndo foram observadas alteragc6es nq figedo e baco. Nos cortes
de traqueia do grupo 2, notou-se que o epitéliersmntrava mais delgado e
presenca de cilios com certa escassez em tréseaglgas aves apresentaram
corte com poucas alteracdes, distribuicdo maioimié de epitélio e presenca
de cilios. Por fim, no grupo 3 todo o epitélio daslaminas analisadas
apresentaram alguma alteracdo de espessura, audentdmero de células
caliciformes e cobertura ciliar escassa a ausente.

No resultado da PCR, foi detectada a presencaide éacleico de MG nos
grupos 2 e 3 tanto nas amostras de traqueia quastamostras de sacos aéreos.
A presenca de acido nucleico de CAV foi observaulenas nas amostras de
timo do grupo 3. O grupo 1 obteve-se resultado thegéanto para a pesquisa
de CAV quanto para MG.

4 DISCUSSAO

Sabe-se que algumas doencas imunodepressoras pdeiama producdo de
frango uma vez que aumentam a susceptibilidadeades a outras doencas
causadas por virus e bactérias oportunistas (kattjc1997; Balamurugan &
Kataria, 2006). Dentre os conhecidos agentes imp@$ causadores de doencas
imunodepressoras, 0 CAV destaca-se por estar peesenproducdes no mundo
todo, ndo s6 em aves comerciais como em aves déstriria e também em
criagbes de aves SPF (Schat, 2003; Balamurugant&i&a2006; Barrios et al.,
2009). Uma vez que esse virus tem tropismo padditdfs T do timo, a resposta
imune, principalmente contra agentes intracelularesliadas pelas células
TCD8+, torna-se comprometida (Adair, et al., 1988air, 2000; Brentano,
2009). O MG é um conhecido patdgeno intracelulasaecaracteristica
possibilita uma maior distribuicdo sistémica e waatagem na protecdo contra
o sistema imune (Vogl et al., 2008; Santos et24109). Ao realizarem-se as
necropsias dos grupos, foi vista notavel difereegae as aves do grupo 3
quando comparado aos demais grupos (Figuras B).2L®go, pode-se afirmar
gue a coinfeccdo ocorreu sendo que as lesdes rodpices causadas por MG
foram agravadas pela presenca de o CAV como agent@depressor, como
notada a diferenca significativa entre os grupes3aFigura 1: p<0,01).

A grave atrofia do timo foi vista em todas as awésctadas com a cepa vacinal
de CAV, enquanto os grupos 1 e 2 mantiveram-se adaracdes nesse 6rgao,
demonstrado na Figura 3 (p=0,001). Como o abateefdizado 23 dias apos a
inoculacdo de CAV vacinal, ndo foram observadasragfes microscopicas
importantes nos 6rgdos alvo desse virus, pois sabgue ocorre uma
recuperacéo do tecido 18 a 26 pés-infeccéo vieakls dificilmente encontrada
alguma lesdo (Smyth et al., 1993), corroborando cesnltados encontrados
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neste estudo. Mesmo havendo recuperacdo tecidimala assim, o acido
nucleico de CAV foi encontrado nas amostras exside timo em todas as
aves do grupo 3.

De acordo com o estudo realizado, lesdes de tmgueieram ser observadas no
grupo 2 porém em menor gravidade quando comparadpupo 3 (Figura 1:
p<0,01) tanto macroscopicamente quanto microsconge. Apesar do acido
nucleico de MG ter sido encontrado nos dois grupesalteracdes moderadas
nas laminas do grupo 2 mostraram que apesar de inaeecolonizacdo do MG
vacinal na traqueia, ela foi em menor intensidagEndo comparado as lesdes
encontradas nos cortes de traqueia do grupo 3. dfgpe apresentou-se com
rarefac@o de cilios e células caliciformes altesaidaencontrados em outros
trabalhos como de Murakami et al. (2002). De acardm Gaunson et al.
(2000), as células TCD8+ apresentam importantel pappatogenia da infeccao
por Mycoplasma gallisepticumComo é relatado em literatura, essas células de
defesa também sdo susceptiveis a CAV (Adair et1893; Adair, 2000;
Brentano, 2009), logo acredita-se que a coinfedeglses dois agentes permitiu
gue o MG se instala-se com maior facilidade namtraspiratério das aves do
grupo 3, causando lesGes mais graves do que quamdparado ao grupo 2.
Além disso, 0s sacos aéreos mostraram-se mais corapdos no grupo 3 do
que no grupo 2. De acordo com a Figura 2, a aarolteaesteve mais presente
nas aves do grupo 3, quando comparado aos grup@q{i<0,01).

CAV e MG sdo amplamente distribuidos na avicultomandial e esse estudo
demonstrou, com o desenvolvimento de lesdes maigizss e microscopicas,
gue é possivel coinfeccao entre estirpes vacireasesd agentes. Coinfeccles de
CAV e MG com outras bactérias e virus a campo sétumente relatadas em
literatura (McNeily et al., 1995; Kleven, 1998; &dla et al., 2001; Toro et al.,
2009). A cepa MGF vacinal ja foi relatada antes@@assivel de causar doenca
no trato respiratério superior das aves, sendo egpga resposta pode ser
exacerbada quando ha a presenca de infec¢bes ddasntbncomitantes (Lin
& Kleven, 1982; Yoshida et al., 2000). Sendo assipossivel que a campo, em
condicbes adequadas, possa haver uma coinfeccmalnabm cepas mais
virulentas, causando perdas importantes para aigdiocavicola. Atualmente na
avicultura sdo utilizadas vacinas na prevencédo d#amdoencas, sendo que
vacinas atenuadas sdo comercializadas para CAV e (BHBamurugan &
Kataria, 2006; Javed, et al., 2005). Assim, aetarimunizacdo das aves, tanto
no que diz respeito & idade, dose e combinacadmdeas, € imprescindivel,
pois mesmo estirpes atenuadas podem, em uma cgiinfexer responsaveis por
lesdes importantes levando a perda no desempenhoawks € prejuizos
econdmicos.
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Resumo

O Brasil encontra-se como um dos maiores produtaiesrango do mundo, porém,
sabe-se que de toda a carne de frango produzidalarante no Brasil, cerca de 30 mil
toneladas sé@o perdidas por condenagfes devido algmas respiratérios causados
principalmente por micoplasmoses, especialmenteemsaaculite. Os macrolideos,
como a tilosina, sdo utilizados no tratamento deapiasmoses por atuarem na inibicao
da sintese de proteinas. A tilosina pode ser camleada sob a forma de sal de
fosfato, sal de tartarato e base. Devido as limdgg;no uso dos sais, assim como no uso
da tilosina base via intramuscular este trabalhos/etecomo objetivo analisar a
capacidade de duas diferentes doses de uma tildssa comercial administrada via
agua de bebida, em reduzir as lesdes macroscomcascroscopicas causadas pelo
MG. Os grupos usados no estudo foram grupo (1)trolennegativo; (2) controle
positivo para MG e CAV; (3) controle positivo pavic e CAV e dose de tilosina base
D1 e (4) controle positivo para MG e CAV e dosdildsina base D2. Como resultado
obteve-se diferenca significativa (p<0,01) na refitugas lesGes de traqueia e sacos
aéreos com a dose dos grupos 3 e 4 quando compRea$aoutros grupos.

Palavras-chave:Mycoplasma gallisepticunTilosina. Aerossaculite.
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1. INTRODUCAO

Ao lado dos Estados Unidos e China, o Brasil emass# como um dos maiores
produtores de frango do mundo, porém, sabe-se guedad a carne de frango
produzida anualmente no Brasil, cerca de 30 mitlaatas sdo perdidas por
condenacgdes devido a problemas respiratorios casispdncipalmente por
micoplasmoses, tais condenacdes acarretam umzwenial de cerca de 30
milh6es de dolares (Nascimento, et al., 2005). f&cigho peloMycoplasma
gallisepticum(MG), um dos agentes causadores da doenca cr@spaatoria
(DCR) nas aves, é responsavel por mortalidadecéeduno ganho de peso e
reducdo na producdo de ovos, sendo importante d@uda aerossaculite em
frangos, 0 que acarreta prejuizos para a cadeduioma de frangos de corte
(Ley, 2003; Yashpal et al., 2004; Evans et al.,520Qascimento e Pereira,
2009). Os macrolideos, entre eles a tilosina, atimibindo a sintese de
proteinas através de sua ligacdo ao 23S rRNA, goenponente da subunidade
ribossébmica 50S dos micro-organismos susceptiveesciman et al., 2011),
dessa forma sdo amplamente utilizados no tratameetomicoplasmoses
(Lewicki, 2006; Spinosa, 2009), que causam pecdasideraveis na indUstria
avicola (Yoder Jr., 1991; Charlton et al., 1996y l& Yoder Jr, 1997). A
tilosina pode se apresentar como sal de tartana¢oéghidrossoltvel, sal de
fosfato adicionado no alimento (Lépez & Olvera, @0# tilosina base. A ma
absorcéo do fosfato faz com que haja menor dispiolaile sérica dessa forma
de apresentacdo da tilosina, sendo recomendadomenta da dose a ser
utilizada. Ja sob a forma de sal de tartaratocande o uso principalmente na
agua potavel, porém, mesmo dessa maneira conégnda tuma atuacao inferior
a outros antibiéticos como a tiamulina (Lewicki,0B). Como ndo ha estudos
sobre administracdo de tilosina base por via asle trabalho teve como
objetivo analisar a capacidade de duas diferemeesdde uma tilosina base
comercial administrada via agua de bebida, em iedadesdes macroscopicas
e microscopicas causadas pelo MG.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizadas 20 aves livres de patdgenos dsmeci(SPF) distribuidas

aleatoriamente em quatro tratamentos de 5 avess OR& certificados foram

alojados em uma incubadora modelo Bfmium ecoldgica ltda. até o

nascimento dos pintinhos. Com um dia de vida, osinios foram realocados

para um isolamento onde permaneceram até o diabdte.aEssas aves
receberam agua e raca@a libitum livre de promotores de crescimento e
coccidiostaticos.



63

2.2 Mycoplasma gallisepticum
Uma vacina viva atenuada com a cepa MgF foi dileéidaltivada em meio de
Frey (Frey et al., 1968) até ter sido obtida unmsittade de 3xtOUFC/0,1 ml.

2.3 CAV
Uma vacina viva atenuada com a c€phaxhavenfoi diluida até obter-se 18
doses infectantes dos para 50 % dos cultivos ¢cebu(®ICC50%).

2.4 Protocolo experimental

Pintos de ovos SPF certificados com um dia de fidam divididos em 4
grupos de 5 aves cada. A coinfec¢do de CAV com biGeflizada conforme
artigo anterior, entdo com um dia de vida, as &wesn inoculadas, sendo que o
grupo controle negativo (1) recebeu 0,2 mL de swmugalina tamponada com
fosfato por via intraperitoneal e os outros grupossse mesmo dia, foram
inoculados com 0,2 mL da vacina viva atenuada d& @©Am 102,3 doses
infectantes para 50 % dos cultivos celulares (DI®&) por via intraperitoneal.
Ap6s corridos oito dias dessa primeira inoculagifita segunda inoculacao
ocorreu nos grupos 2, 3 e 4, porém com 0,2 mL ga de MgF vacinal, sendo
que o grupo controle negativo (1) foi inoculado capenas o caldo de meio de
Frey, sem presenca de micoplasmas. Desses 0,2nculados, 0,1 ml foi
aplicado intraperitonealmente e 0,1 ml via intrahas

Dessa forma, os tratamentos ficaram assim estipsildd- Controle negativo;

2 - Controle positivo para MG e CAV; 3 - Controlesfiivo para MG e CAV e
dose de tilosina base 60mg/kg a cada 24 horasguia de bebida (D1); 4 -
Controle positivo para MG e CAV e dose de tilosizse 400mg/L trocada a
cada 24 horas via agua de bebida (D2).

Apo6s 10 dias da inoculagdo com a cepa de MG vadiiahiciado o tratamento
por 5 dias com uma tilosina base dos tratamentesA30 grupo 3 recebeu a
dose de 30mg/kg via &gua de bebida a cada 12 heorasgrupo 4 foi
administrada a tilosina base na dose de 400mgtgdosgue essa agua era
trocada a cada 24 horas.

Um dia apos o término dos tratamentos, foi reatizacdbate sanitario das aves
de todos os grupos, onde foi coletado o materied PLCR (timo, traqueia e
sacos aéreos) e também a traqueia foi coletadahjzanpatologia.

2.5 Escore de lesbes
Na necropsia foi realizada uma andlise das les@soscopicas, sendo elas

classificadas de acordo com tabela de score dedaf#scritas por Kogut et al.
(1994) modificado, mostradas a seguir:
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» Escore de lesdo da traqueia: 1- sem alteracdespizsenca de
muco; 3 — muco e areas hiperémicas; 4 — exsudatoralae
hemorragias; 5 — obstrucdo parcial e/ou completdragueia e
morte.

» Escore de lesdo dos sacos aéreos: 1 — sem alter@céealteraco
de espessura; 3 — alteracdo de espessura e omacidadresenca
de bolhas e acumulo de exsudato; 5 — deposicabrieaf

» Escore de leséo do timo: 1 — sem alteracdes; dieapreducao de
tamanho; 3 — clara redugdo de tamanho; 4 — auséeciaguns
lobos nos dois lados do pescoc¢o; 5 — completaiatrof

2.6 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA dos tecidos (traqueia e timo)féiia pelo método de silica
e iodeto de sbédio, seguindo o protocolo de Boomalet (1990) com

modificacdes. ApoOs centrifugagdo e coleta do DNA, amostras foram
estocadas effineezera -20°C.

2.7 Determinacgédo espectrofotométrica da concentragale DNA

A quantidade e a pureza do DNA foram determinadasipnsidade Gptica em
espectrofotbmetrdlanoVu® (GE, Healthcare Reino Unido) a 260nm, 280nm
e sua razao.

2.8 Oligonucleotideos Iniciadores

Na PCR para CAV foram usados os iniciadores descpor Marin et al. (2010)
CAVMGF 5'CCTGTTCCGACACATTGAZ' correspondendo aoscieotideos
1444 a 1461 e o CAVMGR 5TATGGCCTCTGCCTGTTAS3' queresponde
aos nucleotideos 2119 a 2136. A posicao dada adsatidleos no genoma
completo do CAV foi de acordo com a sequéncia dapesCuxhaven-1
(M55918.1 GenBank Ja na PCR para MG foram utilizados os iniciaslore
recomendados pela OIE MG-14F 5 GAGCTAATCTGTAAAGTGEGGC3' e
MG-13R 5’GCTTCCTTGCGGTTAGCAACS..

2.9 CondicOes da reacdo em cadeia pela polimeraBCR)

De acordo com protocolo de Marin et al. (2010) faE&® de CAV uma aliquota
de cada amostra de DNA total obtida da extracadidwss. Foi utilizada como
molde na reacédo de amplificacdo, com volume fieabduL contendo: 200ng
de DNA, tampéo 1X (200mM Tris-HCI pH8,4, 500mM KCD,4mM de dNTP,
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2mM de MgC}, 1 uL de cada iniciador externo a 10pmol, 1Ul de Taq
Polimerase (Platinum Tag DNA Polymerase Hvitrogen e agua ultra pura
18,2 Mili-Q q.s.p.

De acordo com protocolo da OIE para PCR de MG ullsaaa de 5ul de
cada amostra de DNA total obtida da extracdo degpudias foi utilizada na
reacdo de amplificacdo, com volume final deubContendo: 35,75L de agua
Mili-Q, tampéo 10X(200mM tris-HCI pH 8,4, 500mM KCH uL de dNTP, 0,5
uL de cada iniciador a 20 pmail, 0,25 Ul de Taq Polimerase ey 2 de
MgCl..

2.10 Histopatologia

Transcorridas 48 horas da coleta do material, asstaas foram clivadas e
colocadas em cassetes identificados com o nomergfm &correspondente e
colocados no aparelho histotécnico para o procesgane fixacdo. Durante o
processamento, as amostras foram submersas emdemlwicodlicas de
diferentes concentracdes (70%, 80%, 95% e 100%stepormente também
submersas em xilois e finalmente em dois banhopadefina. Durante esse
percurso, em cada submersdo o material permaneceuhmra. Apos o Gltimo
banho de parafina, os tecidos foram emblocados ameffipa e guardados na
geladeira. Posterior ao resfriamento, esses blioram cortados e as amostras
colocadas em laminas identificadas com o nome degmondente tecido do
cassete. Essas laminas, ja secas foram encaminpadasstufa (60°) onde
permaneceram por 30 minutos. Logo depois, foramceaglas em 3 banhos de
xiléis consecutivos, solucdes de alcoois de difexenoncentragbes e submersas
em agua. Passadas em hematoxilina e eosina, essagam laminas foram
novamente submersas em solucdes alcoodlicas deentidsr concentracdes e
novamente em trés banhos de xiléis. Montadas camnldas ficaram prontas
para a leitura de microscopia. Essa metodologisdguida de acordo com o
protocolo do laboratdrio.

2.11 Estatistica

As analises estatisticas de escore de lesfes rodgitas em tragqueia, sacos
aéreos e timo foram realizadas de acordo com ® desKruskal-Wallis.

3 RESULTADOS

Conforme demonstrado na Figura 1 abaixo, o gruptrale (1) foi diferente
apenas do grupo 2. Enquanto as duas doses dadilbsise ndo mostraram
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diferencas significativas entre si, nota-se quesegiois grupos mostraram
melhor reducdo no escore de lesdes comparado @o gem tratamento (2)
(p<0,01). Na comparacado dos escores obtidos d@eslesos sacos aéreos
(Figura 2), os grupos 3 e 4 também nao mostrarénedica entre si e quando
comparados ao grupo 1. Porém, as doses de tiloaggmadministradas no grupo
3 e no grupo 4 mostraram-se bem eficazes na redimsiescores de lesbes
gquando comparadas com a coinfeccdo sem o tratarfper@®1).
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Figura 1 Escore de lesdes macroscopicas na tragbs@vada na necropsia das aves. Onde em
branco estd o grupo 1 (controle negativo), em calae o grupo 2 (controle positivo
CAV + MG, sem tratamento), em cinza escuro o graigpositivo para CAV + MG e
tratado com D1) e em preto o grupo 4 (positivo gaf/ + MG e tratado com D2).
p<0,01
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Figura 2 Escore de lesdes macroscopicas nos sémssaobservadas na necropsia das aves, em
branco estd o grupo 1 (controle negativo), em calae o grupo 2 (controle positivo
CAV + MG, sem tratamento), em cinza escuro o graigpositivo para CAV + MG e
tratado com D1) e em preto o grupo 4 (positivo faf/ + MG e tratado com D2).
p<0,01

Na Figura 3, como observado em outro experimentaaitfeccdo utilizando

cepa vacinal (artigo 1), os grupos que foram irexbog com CAV vacinal (2, 3
e 4) apresentaram reducdo significativa para o ogrsgm imunodepressao
(p<0,01).
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Figura 3 Escore de lesGes macroscopicas nos tibses\adas na necropsia das aves e em branco
esta o grupo 1 (controle negativo), em cinza ctagyupo 2 (controle positivo CAV +
MG, sem tratamento), em cinza escuro o grupo 3itjpopara CAV + MG e tratado
com D1) e em preto o grupo 4 (positivo para CAV & M tratado com D2). p<0,01

Nas lesGes histopatolégicas, o grupo 1 apresemtouesm tecido
predominantemente normal, com cilios ao longo dtea® presenca de células
caliciformes. No grupo 2 todo o epitélio das lamirenalisadas apresentou
alguma alteragdo de espessura da mucosa, aumentaindero de células
caliciformes e cobertura ciliar escassa a auséhtgrupo 3 mostrou-se com
poucas alterag@es, cilios cobrindo quase todote ecgpitélio conservado assim
como o grupo 4, com excec¢do de dois animais quesapraram a tragueia com
alteracdes microscopicas moderadas.

Na PCR, o grupo 1 néo foi obtido resultados pasitipara a pesquisa de acido
nucleico tanto do MG quanto de CAV. Ja nos grup@&e4, tanto CAV quanto
MG puderam ser detectados.

4 DISCUSSAO

Macrolideos possuem alta atividade tanto vitro quanto in vivo contra
micoplasmas de maneira geral (Gharaibeh & Al-Rash2@l11). Sabendo que o
MG foi detectado como causador de doencas respasit®m diversas espécies
de aves, inclusive em frangos (Bradbury, 2001)eesvencontrar uma maneira
viavel e rapida para diminuir os prejuizos causagos esse agente,
especialmente reduzindo as condenacgfes de cammaeanpssaculite, em curto
prazo. A tilosina base utilizada neste estudo mopag 3 e 4 mostrou-se muito
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eficaz (p<0,01) na reducdo das lesdes macroscopiasadas pelo MG como
demonstrado na Figura 2. E a melhora das lesGeseapicas com o0 uso da
tilosina base nesses dois grupos ocorreu mesmaoasoaves imunodeprimidas
pelo CAV vacinal. Essa melhora pode estar reladana capacidade que os
macrolideos tém, mesmo em pequenas concentrag@esintentar a atividade
de macrofagos (Brumbaugh et al., 2002).

Apesar de lesdes macroscépicas na traqueia nam semsideradas alvo de
condenacdo de carcaca no abatedouro, pelo MG zatgmiimariamente o trato
respiratorio superior, a recuperacdo macroscopieased tecido (como
demonstrado na Figura 1, onde p<0,01), pode egitarinfec¢des secundarias
se instalem, agravando o quadro clinico dessas @ pesultados obtidos nas
analises macroscopicas do timo (Figura 3) mostrayaenfoi obtido 0 mesmo
resultado que o artigo anterior.

Apesar de resisténcia a tilosina ser descrita mmatura, esses estudos mostram
gue essa resisténcia é desenvolvida mais vagarosaougando comparado até
mesmo a outros macrolideos, como a eritromicinée Ysanbém considerar que
a resisténcia a tilosina pode gerar uma resist@razada com a eritromicina,
mas o contrario ndo é observado (Zanella et 298;1@/u et al., 2005).

As diversas tilosinas hoje presentes no mercadprEsentam tanto sob a forma
de sal de tartarato que é hidrossoluvel, normaknadministrado via agua de
bebida, como sob a forma de sal de fosfato adidmme alimento (Lopez &
Olvera, 2010) e também como tilosina base, que reeopiza aplicacao
intramuscular. Enquanto o sal de fosfato e o saltadtarato apresentam
limitacbes como baixa taxa de absorcdo e acéo idedem comparacdo com
outras bases farmacolégicas (Lewicki, 2006), asiti® base aplicada via
intramuscular também apresenta-se como uma forndgifigd administracao.
Isso porque, por exemplo, em galpbes comerciai® @anchiimero de aves é
muito alto, fica praticamente inviavel o produtg@liear o antibiético em uma
ave por vez, e mesmo em producfes de subsistéssdaaelministracdo fica
limitada, ndo pelo nimero de aves, mas sim porglieagbes intramusculares
em frangos ocorrem normalmente, na coxa ou no ,pe@insiderados cortes
nobres. Com a aplicacdo local, pode ocorrer lesAtecido devido a reacdo
inflamatéria, levando a condenacdo desse corten Aliéso, fosfato e tartarato
de tilosina apresentam-se no comércio em formutapdea milhares de litros
d’agua ou toneladas de racao, dificultando o premlr uma dose correta
quando se visa o tratamento de um pequeno nimereede 0 que € comum em
criacdes de subsisténcia. Uma vez que as duas @ssadas neste estudo foram
capazes de reduzir significativamente as lesGesos&ipicas nas aves testadas,
a dose a ser escolhida no tratamento deve seraaquel melhor se adéque a
situacéo e a viabilidade econdmica. Logo, comestiedo sobre a administragéo
de tilosina base via agua de bebida foi capaz déicee que essa forma de
administracdo de uma tilosina base comercial pedeficaz quanto a reducéo
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de lesbBes e seu comércio em pequenos frascos modieraas necessidades de
pequenos produtores rurais de aves de producéo.
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