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Avian mycoplasmosis is caused by bacteria from the Mycoplasmataceae family. Myco-
plasma gallisepticum (MG) is the most pathogenic and economically significant species
affecting poultry. The aim of this study was to use the immunohistochemistry technique
(IHC) as a diagnostic method for the MG infection in poultry. In this report we described
two outbreaks of mycoplasmosis caused by MG in free-range chickens. Clinical signs were
characterized by prostration, decreased appetite, difficult breathing, nasal and ocular dis-
charge. Necropsy findings were serous secretion in conjunctiva (7/10) and seioses (4/10),
edema and caseous exudate; air sacs thickened with foam and caseous exudate (6/10); tra-
chea diffusely reddish (4/10); lungs with 0.5 cm whitish spots (2/10); and pericardial sac
with fibrin exudate (2/10). Histologically was observed a lymphoplasmacytic hyperplastic
acute tracheitis (10/10), seiositis (5/5) and conjunctivitis (3/4); fibrinonecrotic broncho-
pneumonia (5/10); acute fibrinous pericarditis (2/10); and fibrinonecrotic aerosaculitis
(1/1). IHC anti-MG stained in the extracellular surface of ciliated brush border and/or in
the top of epithelium of trachea (10/10), bronchi (5/10) and sinuses (4/5). In seven out of
ten cases it was possible to detect MG by real-time PCR from tracheal swabs. IHC anti-MG
used as a diagnostic method showed good correlation with clinical signs, lesions and real-
time PCR results.

INDEX TERMS: Respiratory disease, birds, Mycoplasma gallisepticum, mycoplasmosis, Mollicutes.

RESUMO.- A micoplasmose aviaria é causada por bactérias
da familia Mycoplasmataceae. Mycoplasma gallisepticum
(MG) é a espécie mais patogénica e que tem a maior im-
portancia econémica para a produgdo avicola. Este estudo
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teve por objetivo utilizar a técnica de imuno-histoquimica
(IHQ) como método de diagndstico da infecgdo por MG em
aves. No presente relato sdo descritos dois surtos de mico-
plasmose por MG em galinhas de subsisténcia. Clinicamen-
te as aves apresentaram prostracdo, hiporexia, dificuldade
respiratoria, secre¢do nasal e ocular. Na necropsia foram
observados secre¢do serosa, edema e deposicdo de caseo
em conjuntiva (7/10) e seios nasais (4/10), sacos aéreos
espessados com espuma e caseo (6/10); traqueia difusa-
mente avermelhada (4/10); pulmdes com pontos esbran-
quicados de 0,5cm (2/10); e saco pericardico com depo-
sicdo de fibrina (2/10). No exame histopatoldgico foram
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evidenciados traqueite (10/10), sinusite (5/5) e conjunti-
vite (3/4) hiperplasica linfoplasmocitaria aguda; broncop-
neumonia fibrinonecrdtica (5/10); pericardite fibrinosa
aguda (2/10); e aerossaculite fibrinonecrética (1/1). No
exame de IHQ anti-MG foi evidenciada marcac¢do na super-
ficie extracelular dos cilios e/ou topo do epitélio da tra-
queia (10/10), bréonquios (5/10) e seios nasais (4/5). Em
sete dos dez casos analisados foi detectada a presenca de
MG por PCR em tempo real realizado a partir de amostras
de suabe traqueal. A técnica de IHQ anti-MG utilizada como
método de diagndstico apresentou boa concordancia com
os sinais clinicos, as lesdes histopatoldgicas e os resultados
de PCR em tempo real.

TERMOS DE INDEXAGAQ: Doenga respiratdria, aves, Mycoplasma
gallisepticum, micoplasmose, Mollicutes.

INTRODUCAO

A micoplasmose aviaria é causada por bactérias da familia
Mycoplasmataceae e mais de 25 espécies foram isoladas em
aves. Mycoplasma gallisepticum (MG), M. synoviae (MS), M.
meleagridis (MM) e M. iowae (MI) sdo consideradas as es-
pécies mais importantes para galinhas e perus, sendo que
MG é o mais patogénico (Kleven 2008).

Em galinhas, MG causa a Doenca Respiratéria Cronica
(DRC), caracterizada por tosse, espirros, secre¢do nasal, si-
nusite, diminuicdo do consumo de alimento, diminui¢cdo no
ganho de peso e na producdo de ovos. O curso clinico da
doenca geralmente é longo e os sinais clinicos, muitas ve-
zes, podem ser brandos (Ley 2008). No entanto, casos com
alta morbidade e mortalidade, geralmente foram associa-
dos a fatores ambientais e a infec¢des por Escherichia coll,
pelo virus da bronquite infecciosa e da doenca de Newcas-
tle. Nesses casos, observa-se principalmente aerossaculite
severa e também pneumonia, pericardite e peri-hepatite
(Gross 1961, Fabricant & Levine 1962 1962, Gross 1990,
Minharro et al. 2001).

As micoplasmoses estdo entre as principais doencas
aviarias e fazem parte do Programa Nacional de Sanidade
Avicola (PNSA) com vigilancia oficial na avicultura comer-
cial. Os estabelecimentos avicolas de linhagens puras, bisa-
vés e avos de galinhas devem ser livres de MG e MS. Ja as
matrizes devem ser livres de MG e sob vigilancia e acompa-
nhamento para MS. De acordo com o PNSA, em estabeleci-
mentos avicolas produtores de ovos comerciais, de frango
de corte, de galinhas de subsisténcia (fundo-de-quintal), de
exploracgdo de aves silvestres, ornamentais e exodticas, bem
como em incubatorios desses estabelecimentos, devem ser
realizados controles eventuais, sem regra de monitoria es-
tabelecida (Brasil 2001).

A auséncia de monitoria constante em sistemas de pro-
ducdo de aves com ciclo de vida curto como os frangos de
corte, bem como poedeiras, aves de criagcdo extensivas,
selvagens e ornamentais, representa uma ameacga a sani-
dade avicola industrial, uma vez que esses animais podem
servir como reservatoério de micoplasmas, mantendo-os no
meio ambiente (Cookson & Shivaprasad 1994, Nunoya et
al. 1995, Nunoya et al. 1997, Minharro et al. 2001, Buim et
al. 2009, Gomes et al. 2010, Machado et al. 2012).
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Atualmente, o diagndstico definitivo de micoplasmose é
realizado através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
uma vez que as espécies de Mycoplasma sao de dificil iso-
lamento (Callison et al. 2006, Buim et al. 2009, Jarquin et
al. 2009, Raviv & Kleven 2009). Os exames soroldgicos de
soroaglutinacdo em placa (SAR) e o teste imunoenzimatico
(ELISA) também sdo frequentemente utilizados no diag-
néstico (Ley 2008, Kleven & Ferguson-Noel 2008). No en-
tanto, muitas vezes, através de um exame soroldgico ou de
PCR nao é possivel diferenciar os animais portadores da-
queles doentes. Os resultados dos exames soroldgicos tam-
bém podem ser inconsistentes, pois os anticorpos s6 sdo
detectados depois de uma a trés semanas apods a infeccdo
(Kleven 1975).

Para que o diagndstico de micoplasmose seja efetivo,
é necessario associar os dados do quadro clinico, das le-
sdes macroscépicas e histopatoldgicas com a identifica-
¢do do agente. A utilizagdo da imuno-histoquimica (IHQ)
permite verificar se o agente identificado estd presente
na lesdo e esse é considerado um importante teste de
diagnéstico post mortem (Nunoya et al. 1995, Nunoya et
al. 1997, Radi et al. 2000, Yilmaz et al. 2011, Yilmaz &
Timurkaan 2011).

O objetivo desse estudo foi descrever dois surtos de mi-
coplasmose em galinhas de subsisténcia utilizando a técni-
ca de IHQ como método de diagnostico da infecgdo por MG
e correlacionar a mesma com os achados clinicos, anato-
mopatolégicos e PCR em tempo real.

MATERIAL E METODOS

Selecdo das amostras

Durante o periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2012
acompanhou-se 10 casos de doenga respiratéria compativel com
micoplasmose em galinhas de subsisténcia enviadas ao Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (SPV-UFRGS). Durante esse periodo, buscou-se 0 mesmo nu-
mero de aves sem histdrico de doenca respiratéria para serem uti-
lizadas como controles negativos. Realizou-se a busca dos blocos
de parafina e, posteriormente, os cortes e coloragdo pelo método
de hematoxilina e eosina (HE) para caracterizagdo histolégica das
lesdes. Dessas aves buscaram-se também fragmentos de traqueia
congelados.

Suabes de seiosseios nasais (casos 1, 7 e 8), suabe de saco
aéreo e saco pericardico, bem como fragmento de pulmao (caso
1) foram coletados assepticamente e encaminhadas ao Labora-
torio de Medicina Veterinaria Preventiva da UFRGS. Esses foram
submetidos ao cultivo bacteriano aerébio em meio agar sangue
suplementado com 5% de sangue de carneiro e 4gar MacConkey.
As amostras foram incubadas a 37 °C, durante 24-72 horas. Apos,
realizou-se a identificacdo bacteriana através da observagio ma-
croscopica das coldnias, da morfologia microscépica e do perfil
bioquimico dos isolados. Os testes bioquimicos empregados fo-
ram a deteccdo das enzimas catalase, verificagdo da presenca de
citocromo oxidase, fermentacdo de carboidratos, producdo de
urease, hidroélise de gelatina, utilizagdo de citrato e degradacdo de
aminoacidos.

Imuno-histoquimica para Mycoplasma gallisepticum e M. sy-
noviae

Fragmentos em blocos de parafina de traqueia (10/10),
pulmoes (10/10), seios nasais (5/10), conjuntiva (4/10) e sa-
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cos aéreos (1/10) dos casos e fragmentos de traqueia (10/10),
pulmoes (10/10), sacos aéreos (3/10) e seios nasais (1/10) dos
controle negativos foram submetidos a IHQ anti-MG e anti-MS
conforme descrito por Yilmaz etal. (2011) e Yilmaz & Timurkaan
(2011).

As amostras foram submetidas a IHQ pelo método estreptavi-
dina-biotina ligada a peroxidase. O bloqueio da atividade da pe-
roxidase enddgena foi realizado com a incubagdo dos cortes dos
tecidos numa solugdo a 10% de perdxido de hidrogénio em meta-
nol durante 10 minutos. Para a recuperagdo antigénica utilizou-
-se tampao citrato pH 6,0 por quatro ciclos de cinco minutos cada
em micro-ondas com poténcia de 750 W. O bloqueio das reagdes
inespecificas foi feito com Protein block (DakoCytomation®) por
7 minutos, a temperatura ambiente. Utilizaram-se os anticorpos
primarios anti-Mycoplasma gallisepticum e anti-M. synoviae po-
liclonais produzidos em coelhos (Weybridge Lab.) na diluigao
1:800 em solugido salina tamponada com fosfato (PBS). As lami-
nas foram incubadas em camara imida por 2 horas a 37 °C. Apos
esta etapa, os cortes foram incubados com anticorpo secundario
biotinilado ligado a estreptavidina-peroxidase (kit LSAB-HRP,
K0690, DakoCytomation®) 20 minutos cada etapa. O cromdge-
no utilizado para a revelagdo foi 3-amino-9-etilcarbazol (AEC,
K3469, DakoCytomation®). Para contracorar foi utilizada a hema-
toxilina de Mayer seguida de montagem em meio aquoso (51964,
DakoCytomation). Como controle positivo foi utilizado um corte
histolégico de traqueia com lesdes histopatolégica compativeis
com micoplasmose e PCR positivo para MG, enquanto que para
MS utilizou-se corte histoldgico de traqueia de uma galinha inocu-
lado com o isolado k1968. Controles negativos foram realizados
com a substituicdo do anticorpo primario por PBS. Para excluir a
possibilidade de reacdo cruzada do anticorpo com as diferentes
espécies de Mycoplasma, o controle positivo de MG foi incubado
com o anticorpo anti-MS, o controle positivo de MS foi incubado
com anti-MG e um controle positivo de Mycoplasma hyopneumo-
niae foi incubado com ambos anticorpos. Para as diferentes inten-
sidades de marcagio foram atribuidos os graus de (-) auséncia de
marcacdo, (+) intensidade discreta, (++) intensidade moderada e
(+++) intensidade acentuada.

Deteccdao de Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma syno-
viae por PCR em tempo real

A deteccdo de MG e MS por PCR em tempo real foi feita a par-
tir de suabes de traqueia dos casos identificados e dos controle
negativos. Em quatro casos, onde ndo havia a disponibilidade de
suabes de traqueia congelados foram usados fragmentos de tra-
queia em bloco de parafina.

O DNA total foi extraido e purificado de suabes de traqueia
utilizando o kit comercial QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen®) e o
DNA de amostras emblocadas em parafina (FFPE) com o kit co-
mercial QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen®) de acordo com
as instrugdes do fabricante. Para avaliar a qualidade do DNA ex-
traido e a presenca de possiveis inibidores na reacgdo, foram adi-
cionados 2 pL/amostra de Xeno (controle interno positivo) no
tampdo de lise antes da extracdo. Os DNAs foram recuperados
em um volume de elui¢do de 100 pL para as amostras de suabes
e 50 uL para as amostras FFPE. Foram utilizados 5 pL. de DNA em
cada reagio.

Todas as reacoes de PCR em tempo real foram realizadas em
duplicata utilizando as sondas Tagman®e oligonucleotideos do kit
comercial MG/MS Custom assay (Life Technologies®) e enzimas,
dNTPs, ROX, tampdes e controle interno positivo (Xeno contro-
le) contidos no kit VetMAX-Plus qPCR Master Mix (Life Technolo-
gies®). PCR em tempo real foi feito no equipamento StepOne Plus
(Applied Biosystems®). Os ciclos de amplificacdo foram aqueles

sugeridos pelo fabricante, a saber: 95°C por 10 minutos seguido
de 40 ciclos de desnaturagio a 95°C por 15 segundos e 60 °C por
45 segundos.

Como controles positivos foram utilizadas as bacterinas co-
mercias Myco-Galli MG-70 (Biovet®) para M. gallisepticum e
Mycovax MS-H (Merial®) para M. synoviae. O contetido liofilizado
de um frasco de cada bacterina contendo 1.000 doses (aproxima-
damente 107 CCU/dose) foi ressuspendido em 30 mL de PBS, e
uma aliquota de 500 pL foi aquecida a 95°C por 10 minutos, cen-
trifugada por 2 minutos a 10.000 rpm, e 1 uL do sobrenadante foi
utilizado diretamente na reacdo. Para a quantificagdo do niimero
de CCU (color-changing units) em cada amostra, foi realizada uma
curva padrdo de cada controle positivo nas seguintes dilui¢oes:
1:1, 1:50, 1:100, 1:500, 1:1000, 1:5000 e 1:10.000. Foram adicio-
nados 2 pL do controle Xeno diretamente nas reagdes controle
positivas. As amostras apresentando Ct (ciclo threshold) menor
que 40 foram consideradas positivas.

RESULTADOS

O primeiro surto de micoplasmose ocorreu em abril de
2011 em uma propriedade rural do municipio de Porto
Alegre, RS. O produtor havia iniciado a criagdo de aves para
postura a menos de um ano e tinha adquirido 100 pintos de
21 dias, aparentemente saudaveis. Apds dois meses, com-
prou mais seis galinhas com aproximadamente quatro me-
ses de idade. Quinze dias ap6s a aquisicdo dessas seis aves,
as mesmas apresentaram prostra¢ido, diminui¢do no con-
sumo de alimento, dificuldade respiratoria, secrecdo nasal
e ocular (Fig.1). Em poucos dias os 100 pintos comeg¢aram
com os mesmos sinais clinicos e no periodo de 10 dias, 15
morreram. Além desses animais, havia mais 40 galinhas
adultas que ndo apresentaram problemas. O produtor en-
caminhou uma ave morta e trés vivas para necropsia (casos
1- 4).

0 segundo surto ocorreu em fevereiro de 2012 no mu-
nicipio de Pantano Grande, RS. Essa propriedade tinha um
plantel de 60 galinhas para postura de ovos e rotineiramen-
te era realizada a compra de novos animais. Nesse periodo
houve o nascimento de pintos clinicamente saudaveis até

Fig.1. Infeccdo por Mycoplasma gallisepticum em galinhas. Ave
com dificuldade respiratdria caracterizada por respiragdo
com bico aberto associado a edema de conjuntiva, secrecdo
serosa ocular e nasal.
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os 30 dias de vida, depois apresentavam prostracdo, dimi-
nuicdo de consumo de alimento, definhamento e morte.
Ao todo morreram 20 pintos. Em visita a propriedade foi
observado que muitas aves, com até trés meses de idade,
também apresentavam dificuldade respiratoéria, secrecao
nasal e ocular. Seis aves foram enviadas para necropsia (ca-
sos 5-10).

As caracteristicas das aves acometidas por micoplas-
mose e dos casos-controle sdo apresentadas no Quadro
1. Em 10 aves com micoplasmose, nove apresentavam

menos de trés meses de idade, todas com sinais respira-
torios. Entretanto, em quatro estes sinais eram brandos
e caracterizados por prostracido e leve dificuldade respi-
ratoria. As aves utilizadas como controles (11- 20) nao
apresentavam quadro clinico respiratério nem lesdes
compativeis com micoplasmose e foram utilizadas como
controle para avaliar a especificidade do exame de IHQ
para MG e MS.

A caracterizacdo das lesdes anatomopatoldgicas e o
resultado de IHQ dos casos de micoplasmose sdo apre-

Quadro 1. Caracteristicas das galinhas de subsisténcia com micoplasmose e dos controles

negativos
Caso Idade Diagndstico Quadro clinico Lesdo em sistema IHQ PCR MG [HQ PCRMS
respiratério respiratério MG (Ccu) MS (Ccu)
Macrosc. Histol.

1  80dias Micoplasmose + + + + ¥ - -

2 80 dias Micoplasmose + + + + 9,2x103* - -

3 80 dias Micoplasmose + + + + 1,6x10° - -

4 80 dias Micoplasmose + + + + 9,6x10" - -

5 40dias Micoplasmose + - + + -* - -

6  40dias Micoplasmose + + + + ¥ - -

7 30 dias Micoplasmose + + + + 1,3x10? - -

8 30 dias Micoplasmose + + + + 3,1x103 - -

9 30 dias Micoplasmose + - + + 3,6x103 - -
10 1 ano Micoplasmose + + + + 2,7x103 - -
11 1 ano Pasteurelose - + - - - - 8,7x10?
12 1 ano Pasteurelose - + - - - - -
13 1 ano Pasteurelose - + - - 1,2x10* - 5,2x10?
14 6 meses Botulismo - - - - 9,3 - 1,1x10°3
15 1 ano Botulismo - - + - - - -
16 1 ano Botulismo - - + - - - -
17 4 meses Septicemia - - + - - - -
18 NI Leucose - - - - 4,7x10! - 1,4x10°3
19 1,5anos Colibacilose NI - - - - - -
20 1,5anos Colibacilose NI - - - - - -

IHQ = imuno-histoquimica; PCR = rea¢do de polimerase em cadeia; CCU = color-changing unit; PCR + = CT <
40; MG = Mycoplasma gallisepticum; MS = Mycoplasma synoviae; NI = dado nao informado; *PCR de amos-
tras emblocadas em parafina; + = presente ou positivo; - = ausente ou negativo; casos 1 a 4 = primeiro surto;

casos 5 ao 10 = segundo surto.

Quadro 2. Caracterizacido anatomopatoldgica e imuno-histoquimica dos casos de
micoplasmose em galinhas de subsisténcia

Orgios Lesdes macroscopicas Lesoes histopatologicas IHQ anti-MG
(n® casos) (n® casos) (n® casos)
Conjuntiva e Secrecgdo serosa (5/10) ¢ Conjuntivite hiperplasica linfoplasmocitaria - (4/4)
¢ Edemaciada e caseo (2/10) aguda difusa moderada(3/4)
Seios nasais e Secrecdo serosa (2/10) « Seiosite hiperplasica linfoplasmocitaria -(1/5)
» Deposicdo de caseo (2/10) aguda difusa moderada (5/5) ++(3/5)
+++ (1/5)
Traqueia  Difusamente avermelhada » Traqueite hiperplasica linfoplasmocitaria +(7/10)
(4/10) aguda difusa (10/10) ++(1/10)
+++(2/10)
Pulmaées ¢ Pontos esbranquicados de ¢ Broncopneumonia fibrinonecrética
0,5cm (2/10) multifocal acentuada (5/10)
» Hiperplasia epitelial difusa acentuada da -(5/10)
mucosa de bronquios (3/10) +(4/10)

« Hiperplasia linfoide peribronquial acentuada ++ (1/10)
(1/10) e moderada (2/10)

Sacos aéreos ¢ Deposicdo de espuma e e Aerossaculite fibrinonecroética difusa -(1/1)
caseo (6/10) moderada (1/1)
Coragao » Deposicdo de fibrina no e Pericardite fibrinosa aguda difusa acentuada NR
epicardio (2/10) (2/10)

IHQ = imuno-histoquimica; intensidade de marcacdo: - = negativa; + = discreta; ++ = moderada; +++ = acen-

tuada; NR = nio realizado.
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sentados no Quadro 2. Macroscopicamente, foi observado
na conjuntiva secrecdo serosa e edema com deposicio de
caseo (7/10) (Fig.1); nos seios nasais secrecdo serosa com
deposicdo de caseo (4/10) (Fig.1); nos sacos aéreos espes-
samento, espuma e caseo (6/10) (Fig.2A); na traqueia mu-
cosa difusamente avermelhada (4/10); e nos pulmdes pon-
tos esbranquicados de 0,5 cm de didmetro (2/10). Além
das lesdes no sistema respiratorio, foi observado, também,
espessamento do saco pericardico com deposicdo de fibri-
na (2/10) (Fig.2B). Em duas aves ndo foram observadas le-
sdes macroscopicas.

No exame histopatolégico, todos os casos de micoplas-
mose apresentaram lesdes no sistema respiratério, sendo
que em nove aves foram observadas leses em mais de um
orgdo desse sistema. As lesdes foram observadas em tra-
queia (10/10), seios nasais (5/5), conjuntiva (3/4), sacos
aéreos (1/1), pulmdes (5/10) e coragdo (2/10). Na tra-
queia foi evidenciado espessamento da mucosa devido a
hiperplasia do epitélio difusa acentuada com auséncia de
cilios, hiperplasia de glandulas mucosas e infiltrado lin-
foplasmocitario discreto (10/10) (Fig.3A). Em cinco aves
foram observadas lesdes pulmonares, caracterizadas por
broncopneumonia fibrinonecrética multifocal acentuada
circundada por infiltrado de heterofilos, linfocitos, plasmé-
citos, macro6fagos e células gigantes multinucleadas (5/10)
com coldnias bacterianas intralesionais (4/5) (Fig.3B).
Nesses casos, ainda foi evidenciada hiperplasia do tecido
linfoide peribronquial (BALT) moderada (2/5) a acentua-
da (1/5) formando nédulos linfoides subepiteliais (Fig.3C),
hiperplasia epitelial da mucosa bronquial (3/5) e de glan-
dulas mucosas (2/5). Nos seios nasais foi evidenciada hi-
perplasia do epitélio e das glandulas mucosas difusa acen-
tuada associada a infiltrado inflamatério predominante de
linfécitos e plasmécitos com formacdo de ndédulos linfoides
subepiteliais difuso acentuado (Fig.3D). Havia ainda mode-
rada quantidade de muco e debris celulares no limen dos
seios nasais (5/5). Na conjuntiva foi observada hiperplasia
do epitélio difusa acentuada associada a infiltrado inflama-
torio predominante de linfécitos e plasmdcitos com for-
macdo de nodulos linfoides subepiteliais difuso acentuado
(Fig.3E) (3/4). Evidenciou-se, ainda, nos sacos aéreos, in-

Fig.2. Infeccdo por Mycoplasma gallisepticum em galinhas. Lesdes macroscopicas: (A) sacos aéreos espessados e

filtrado de heterdfilos, macréfagos, linfocitos e plasmocitos
associado a deposic¢io de fibrina e debris celulares multifo-
cal moderado (1/1). Em dois casos havia pericardite aguda
caracterizada por exsudacdo de fibrina acompanhada por
infiltrado de heteroéfilos, linfocitos, plasmécitos e macréfa-
gos difuso acentuado (Fig.3F). Dos trés casos em que foram
realizadas culturas bacterianas, foram isolados Micrococ-
cus sp., a partir de suabe dos seios nasais e dos pulmdes
(caso 1) e Escherichia coli, a partir de suabe de seios nasais
(casos 7 e 8).

No exame de IHQ anti-MG pode ser detectada marca-
¢do na superficie extracelular dos cilios e/ou topo do epi-
télio da traqueia (10/10) (Fig.4A-B), dos cilios do epitélio
bronquial dos pulmdes (5/10) (Fig.4C) e no topo do epité-
lio e no exsudato luminal dos seios nasais (4/5) (Fig.4D).
Nao houve marcagdo na conjuntiva e nos sacos aéreos dos
casos testados. Na IHQ anti-MS todas as amostras foram
negativas. Através da IHQ foi observada auséncia de rea-
¢do cruzada entre as diferentes espécies de Mycoplasma.
O controle positivo de MG apresentou resultado negativo
para MS, o controle positivo de MS apresentou resultado
negativo para MG e o controle positivo de M. hyopneumo-
niae apresentou resultado negativo com ambos os anti-
corpos.

Através da utilizagdo de PCR em tempo real foi possivel
detectar a presenca de MG em amostras de sete dos casos;
nao foi possivel detectar a presenca de MS em quaisquer
das dez amostras (Quadro 1). As trés aves onde nao foi pos-
sivel a deteccdo de MG correspondiam a amostras emblo-
cadas em parafina, devido a indisponibilidade de material
congelado.

Nos casos-controle foram observados a necropsia sa-
cos aéreos abdominais opacos e com pequena deposicdo
de espuma (3/10). No exame histopatologico havia ae-
rossaculite heterofilica multifocal discreta (1/10), pneu-
monia granulomatosa focal discreta (1/10) e pneumonia
fibrino-heterofilica focal discreta (1/10). Em nenhum
desses controles negativos houve marcagdo na IHQ para
MG e MS. Nestes mesmos controles, foi identificado MG
em trés aves e MS em quatro aves, através de PCR em
tempo real.

com deposicdo de caseo. (B) coragdo com deposicdo de fibrina sobre o epicardio.
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Fig.3. Infecgdo por Mycoplasma gallisepticum em galinhas. (A) Traqueia com hiperplasia do epitélio difusa acentuada e auséncia
de cilios (asterisco). HE, obj.40x. (B) Pulmdes com broncopneumonia fibrinonecrdtica e colonias bacterianas (seta) circun-
dadas por células gigantes multinucleadas. HE, obj.10x. (C) Pulmdes com hiperplasia do tecido linfoide peribronquial (BALT)
acentuada (asterisco). HE, obj.10x. (D) Seios nasais com infiltrado linfoplasmocitario difuso moderado na mucosa (seta). HE,
0bj.20x. (E) Conjuntiva com infiltrado linfoplasmocitario difuso moderado (seta). HE, obj.20x. (F) Coragdo com pericardite
aguda caracterizada por exsudagdo de fibrina (seta) acompanhada por infiltrado de heterdfilos, linfocitos, plasmdcitos e

macroéfagos (asterisco). HE, obj.20x.

DISCUSSAO
No presente relato foram descritos dois surtos de infec¢ao
por Mycoplasma gallisepticum em galinhas de fundo de
quintal utilizadas para a produgao de ovos. Essa espécie de
Mycoplasma é a mais patogénica e que tem a maior impor-
tancia econémica para a produgdo avicola (Ley 2008). No
Brasil, 250 surtos de micoplasmose por MG foram notifica-
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dos nos ultimos 5 anos (2008-2012) (OIE 2013). Entretan-
to, é possivel que o nimero de casos seja maior, pois muitos
nao sdo relatados.

A técnica de imuno-histoquimica anti-MG utilizada
como método de diagndstico apresentou boa concordancia
com os sinais clinicos, as lesdes histopatolégicas e os resul-
tados da PCR em tempo real. Todos os casos que apresen-
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marcagdo nos cilios e/ou topo do epitélio.

0bj.10x. (B) Maior aumento do A. Obj.40x. (C) Pulmdes com marcagdo nos cilios do epitélio bronquial. Obj.40x. (D) Seios
nasais com marcagdo no topo do epitélio e no exsudato luminal. Obj.40x. Estreptavidina-biotina ligada a peroxidase.

taram sinais clinicos respiratdrios e lesdes anatomopato-
l6gicas compativeis com micoplasmose foram positivos na
IHQ anti-MG e nenhum foi positivo para MS. Esse anticorpo
demonstrou ser bastante especifico, pois ndo houve reacdo
cruzada com o anticorpo anti-MS e também para Mycoplas-
ma de suino (M. hyopneumoniae). Utilizando os mesmos
anticorpos policlonais anti-MG e anti-MS do presente es-
tudo, Yilmaz et al. (2011) encontraram seis animais simul-
taneamente positivos para MG e MS, no entanto os autores
atribuiram a uma dupla infec¢io e ndo a uma reacio cruza-
da. Anticorpos policlonais anti-MG e anti-MS podem exibir
reacdes cruzadas entre si, pois essas duas espécies apre-
sentam determinantes antigénicas em comum (Bradley et
al. 1988, Radi et al. 2000).

Yilmaz et al. (2011) compararam [HQ, PCR e cultura
bacteriana como método de diagndstico de micoplasmose
em frangos de corte e encontraram concordancia de 96,3%
para MG e 95,7% para MS entre essas trés técnicas. Em ma-
miferos existem muitos estudos utilizando IHQ para detec-
¢do da infecgdo por micoplasma (Almeida et al. 2012), no
entanto em aves o numero de trabalhos é limitado (Nunoya
etal. 1995, Nunoya et al. 1997, Radi et al. 2000, Yilmaz et al.
2011, Yilmaz & Timurkaan 2011).

Nesse estudo foi observado que a imunomarcacgdo anti-
-MG ocorreu principalmente na traqueia e nos seios nasais
seguido pelos pulmdes (5/10). Nao foi possivel a avalia-
¢do dos sacos aéreos, pois foram colhidos de apenas uma
ave. Em um estudo de MG em frangos de corte, a marcagdo
também ocorreu principalmente em traqueia, pulmoes e

seios nasais (Yilmaz et al. 2011). Em infec¢do experimental
por MG em perus a marcagdo foi significativamente mais
intensa no epitélio dos seios nasais que no da traqueia e
dos pulmdes (Radi et al. 2000). Nos quatro casos em que
se realizou IHQ de conjuntiva nao foi observado marcacio,
no entanto, em um surto de ceratoconjuntivite em galinhas
poedeiras a imunomarcagao ocorreu no epitélio da conjun-
tiva e cérnea (Nunoya et al. 1995).

Mycoplasma gallisepticum é uma bactéria extracelular e
infecta a superficie do epitélio respiratério e da conjuntiva
das aves (Nunoya et al. 1995, Ley 2008). Amostras patogé-
nicas tém capacidade de adesdo e invasio celular, podendo
se disseminar para outros 6rgdos e tecidos levando a uma
doenca sistémica (Ley 2008). Portanto, a marca¢do para
MG na IHQ ocorreu na superficie extracelular do topo do
epitélio traqueal, bronquial e sinusal, da mesma forma que
foi evidenciada em outros estudos (Nunoya et al. 1995, Nu-
noya et al. 1997, Radi et al. 2000, Yilmaz et al. 2011, Yilmaz
& Timurkaan 2011). Esse tipo de marcacdo em superficie
epitelial pode dificultar a interpretagdo do resultado, pois
pode ser confundido com precipitagdo de cromdgenos em
bordos de tecidos e em desprendimento celular devido a
artefatos de processamento. Portanto, essa foi a maior di-
ficuldade encontrada na utilizacdo dessa técnica, principal-
mente quando o tecido avaliado apresenta pouca imuno-
marcagao.

A concordancia da IHQ anti-MG e anti-MS e da PCR em
tempo real para MG e MS de amostras de traqueia conge-
ladas foi de 100%. No entanto, em quatro casos s6 havia
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fragmentos de traqueia fixados em formalina e embebidos
em parafina (FFEP) para a realizacao de PCR e desses, ape-
nas um caso foi positivo para MG. A PCR para detec¢do de
Mycoplasma pode ser realizada a partir de amostras de te-
cidos refrigerados ou congelados, ou ainda de tecidos FFEP.
Entretanto, o processo de fixacdo em formalina pode inibir
a amplificagdo de DNA. Em um estudo sobre diagndstico
de infeccdo por M. hyopneumoniae em suinos, associando o
exame histopatoldgico, IHQ e PCR, observou-se que a posi-
tividade da PCR de tecidos FFEP diminuiu em comparagao
com as mesmas amostras refrigeradas ou congeladas (Al-
meida et al. 2012).

Com intuito de avaliar a especificidade do anticorpo, fo-
ram incluidas nesse estudo 10 aves que ndo apresentavam
quadro clinico e/ou lesdes compativeis com micoplasmose
e, em todos os casos a IHQ anti-MG e anti-MS foram nega-
tivas. Desses casos, a detecgdo por PCR em tempo real foi
possivel em trés deles para MG e em quatro para MS. De-
vido a auséncia de sinais clinicos e/ou lesdes caracteristi-
cas é sugerido que essas aves fossem apenas portadoras.
Apesar da alta sensibilidade e especificidade da técnica de
PCR na detec¢do de micoplasmas, a mesma nio permite di-
ferenciar aves portadoras daquelas doentes (Jarquin et al.
2009).

O quadro clinico-patolégico observado nesses dois sur-
tos foi semelhante a outros relatos de infeccao experimen-
tal e espontanea por MG em galiformes (Cookson & Shiva-
prasad 1994, Nunoya et al. 1995, Radi etal. 2000, Ley 2008,
Vitula et al. 2011, Yilmaz et al. 2011). A lesdo causada por
MG ocorre especialmente nos seios nasais, traqueia e sacos
aéreos, embora os pulmoes também possam estar envolvi-
dos (Fletcher et al. 2008). Hiperplasia do epitélio respira-
torio associado a inflamagao linfocitaria com formacao de
agregados linfoides, principalmente hiperplasia de BALT
sdo sugestivos de infec¢do por MG (Cookson & Shivaprasad
1994, Nunoya et al. 1995, Radi et al. 2000, Fletcher et al.
2008, Ley 2008, Vitula et al. 2011, Yilmaz et al. 2011).

No presente relato foram observadas infec¢des bacte-
rianas secundarias a micoplasmose. Os agentes associa-
dos foram E. coli e Micrococcus sp isolados de seios nasais
e pulmdes. Bactérias como E. coli, Pasteurella gallinarum,
Pasteurella sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
xylosus (Gross 1961, Fabricant & Levine 1962, Gross 1990,
Cookson & Shivaprasad 1994, Vitula et al. 2011), bem como
o virus da bronquite infecciosa e da doenca de Newcastle
(Gross 1961, Fabricant & Levine 1962, Gross 1990) ja fo-
ram isoladas em infec¢des respiratérias sinérgicas com
MG, levando a um agravamento do quadro clinico e da
mortalidade. No epitélio respiratério, MG causa cilioesta-
se, destruicdo e esfoliagdo das células epiteliais ciliadas e
ndo-ciliadas propiciando infec¢des secundarias. Agentes
imunossupressores, estressantes ou condi¢des ambientais
desfavoraveis, muitas vezes, sio responsaveis por infec-
¢Oes respiratdrias graves por MG (Ley 2008).

E possivel que, nos dois surtos relatados no presente
trabalho, a aquisicdo de novas aves pouco tempo antes do
inicio dos sinais clinicos tenha sido a fonte de transmissao
de MG. Essa bactéria pode ser transmitida de forma vertical
e horizontal, direta ou indiretamente. Aves com infecgoes
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subclinicas podem ser importantes transmissores desse
agente. O transporte e a mudanga de ambiente, bem como
outros fatores estressantes devido ao novo ambiente, tam-
bém causam estresse e imunossupressao, favorecendo as-
sim a exacerbacdo dos sinais clinicos e maior eliminagdo do
agente no meio ambiente. A porta de entrada, geralmente, é
o sistema respiratdrio superior ou a conjuntiva (Ley 2008).

A infecgdo por MG é uma importante causa de doenga
respiratéria em aves de subsisténcia. A aplicacdo associada
das técnicas de IHQ e de PCR em tempo real para a identi-
ficacdo de infecgao e presenca de M. gallisepticum, respec-
tivamente, pode ser ferramenta importante no diagndstico
de micoplasmoses em aves, ainda mais quando associadas
aos sinais clinicos e as lesdes anatomopatoldgicas.
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