Pesq. Vet. Bras. 34(9):819-821, setembro 2014

Identificacao de Avibacterium paragallinarum em frangos de

corte e poedeiras comerciais no Estado de Pernambuco*

Vanessa A.S. Silva?, Pomy C.P. Kim?, Mércia R. Barros?, Sineide M.0. Vilela*, Leonildo
B.G. Silva? e Rinaldo A. Mota?*
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[Avibacterium paragallinarum identification in broiler and commercial laying hens
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partamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Avenida
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rinaldo.mota@hotmail.com

Pullets of the Brazilian poultry industry are susceptible to outbreaks of infectious dis-
eases with economic losses, mainly caused by Mycoplasma, Avibacterium paragallinarum
and viruses affecting the respiratory tract. The objective of this study was to verify the in-
volvement of A. paragallinarum in an outbreak of avian respiratory disease. Eighteen swabs
from the infra-orbital sinuses were collected, six samples from broilers and twelve from
hens with clinical signs. The samples were cultured in specific media for the agent and
also tested with the molecular technique of Polymerase Chain Reaction (PCR). All samples
cultured in specific media were negative; PCR revealed two samples (16.66%) as positive.
The detection of A. paragallinarum by PCR in laying hens with clinical respiratory signs
indicates that this bacterium is associated with the etiology of respiratory syndrome in

poultry farms in the state of Pernambuco.
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RESUMO.- As aves da industria avicola brasileira sdo susce-
tiveis a surtos de doencas infecciosas relacionadas a perdas
econdmicas, principalmente por enfermidades infecciosas
causadas por Mycoplasma, Avibacterium paragallinarum e
virus que acometem o trato respiratdrio. Objetivou-se nes-
te estudo pesquisar o envolvimento de A. paragallinarum
em surto de doenga respiratoria aviaria. Foram coletados
18 swabs da regido infraorbitaria dos seios nasais de aves,
sendo seis amostras de frangos de corte com sinais clinicos
e 12 de poedeiras com sinais clinicos. As amostras foram
cultivadas em meios especificos para o agente e também
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testadas com a técnica molecular Reagdo em Cadeia de Po-
limerase. Das amostras analisadas no isolamento, 100%
foram negativas. Na PCR, duas (16,66%) foram positivas. A
deteccdo de A. paragallinarum na PCR em galinhas poedei-
ras com sinais clinicos respiratétios indica que esta bacté-
ria esta associada a etiologia da sindrome respiratoria das
aves nas granjas no estado de Pernambuco.

TERMOS DE INDEXAGAO: Avibacterium paragallinarum, coriza
infecciosa, PCR, isolamento, frangos, poedeiras.

INTRODUCAO

A industria avicola se caracteriza pela continua agregacio
de novas tecnologias o que favorece a intensificacdo da
producao de aves, colocando o Brasil como primeiro expor-
tador de carne de frangos do mundo. Contudo, a indudstria
avicola brasileira é suscetivel a surtos de doencas infeccio-
sas relacionadas a perdas econémicas (Droual et al. 1990).

0 impacto econdmico causado pelas enfermidades das
aves domésticas advém principalmente de doencas infec-
ciosas causadas por Mycoplasma sp. Avibacterium para-
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gallinarum e virus que acometem o trato respiratdrio (Mou-
ahid et al. 1989). Dentre estas se destaca a coriza infecciosa
(CI) que é uma doenca respiratéria aguda, sub-aguda ou
cronica, que acomete o trato respiratdrio superior de ga-
linhas, causada pela bactéria Avibacterium paragallinarum
(Droual et al. 1990, Yamamoto 1991).

A CI ocorre principalmente em granjas que possuem
aves de multiplas idades sendo influenciada por fatores
ambientais como o clima, a superpopulacdo, a viruléncia
da bactéria e a existéncia de infecgdes concorrentes que
complicam a infeccdo (Sandoval et al. 1994). Essa doenca
desencadeia prejuizos econdmicos, advindos da diminui-
¢do do desempenho do lote e uma redugdo acentuada (10-
40%) na produgao de ovos (Blackall & Matsumoto 2003).

0 método tradicional definitivo para o diagnéstico de
CI requer o isolamento da bactéria suspeita e em seguida
uma caracteriza¢ao bioquimica para confirmar a identida-
de do isolado (Blackall et al. 1997). O diagndstico pode ser
realizado com base nos sinais clinicos, em conjunto com a
realizacdo de exames microbiolégicos e a reagdo em cadeia
de polimerase (PCR) para a identificagdo precisa do agente,
possibilitando a terapéutica mais adequada do caso e esta-
belecimento de programas de biosseguridade mais eficien-
tes (Chen et al. 1996, Salmon & Watts 2000).

0 estudo da CI é relevante pelas perdas econdmicas pro-
vocadas pela doenca, devido a importancia desta enfermi-
dade nos plantéis avicolas. Desta forma objetivou-se neste
estudo identificar A. paragallinarum em amostras dos seios
infraorbitais de aves provenientes de granjas com surto de
doenca respiratéria aviaria no estado de Pernambuco, uti-
lizando as técnicas microbiolégicas e PCR.

MATERIAL E METODOS

0 protocolo experimental deste estudo seguiu os Principios Eti-
cos na Experimenta¢do Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacio Animal e foi aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(CEUA-UFRPE), Proc. 23082.001526.

Amostragem. Foram colhidas 18 amostras de conteudo intra-
nasal de frango de corte e poedeira comercial. Dessas amostras,
12 foram formadas por “pools” constituidos de cinco aves cada
(seis “pools” de poedeiras e seis “pools” de frangos de corte), além
de seis amostras individuais de poedeiras comerciais. Todos os
animais apresentavam sinais clinicos de doenca respiratdria.

Isolamento. Foi realizada a necropsia das aves no momento
da coleta para o processamento, as 12 amostras provenientes do
pool foram submetidas entdo ao isolamento, as demais, as seis co-
letadas por individuo estavam congeladas o que impossibilitou o
processamento. Para o isolamento de Avibacterium paragallina-
rum foram utilizadas placas de Petri contendo agar base sangue
suplementado com soro de galinha e NAD (denominado TM/SN),
incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, de acordo com Bla-
ckall et al. (1994).

Extracdo de DNA. Todas as amostras de conteudo dos seios
infraorbitais foram submetidas a extracdo de DNA, utilizando o kit
comercial Genomic DNA Purification, conforme recomendagdes do
fabricante (Wizard®).

PCR. Para reagio de amplificacdo do DNA foi utilizada técnica
descrita por Chen et al. (1996), com modificagdes, consistindo de
primers especificos para A. paragalinarum. A reagdo de PCR cons-
tou de 2,75 pL de dgua ultrapura (Milli-Q) por amostra; 6,25 pL de
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mix; 0,5 pL de cada “primer” (HP - F1: 5’- TGA GGG TAG TCT TGC
ACG CGA AT -3’ e HP - R1: 5’- CAA GGT ATC GAT CGT CTC TCT ACT
-3’) por amostra e 2,5uL do DNA extraido, obtendo-se um volume
final de 12,50uL. Como controle positivo utilizou-se a cepa padrio
cedida pelo professor Dr. Horacio Raul Terzolo do Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecudria da Argentina. Como controle negativo
foi utilizada agua ultrapura (Milli-Q), em substituicdo ao DNA. As
condi¢des da reagdo consistiram de 25 ciclos de 94°C por 1 min,
65°C por 1 min e 72°C por 2 min, seguida por um ciclo final de 94°C
por 1 min, 65°C por 1 min e 72°C por 10 min. Os produtos de PCR fo-
ram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8% por 30 min a
80V e os fragmentos obtidos foram visualizado sob luz ultra violeta.

RESULTADOS

Os sinais clinicos observados nas aves doentes foram cor-
rimento nasal leve ou abundante, edema facial e estertores
respiratorios e os achados necroscopicos foram aerossacu-
lite, presenca de hemorragia e muco na traqueia. Das 12
amostras utilizadas no isolamento, 100% foram negativas.
De seis amostras de frangos com presenca de sinais clinicos
respiratérios, analisadas na PCR, todas foram negativas na
PCR, e, das 12 amostras de poedeiras, duas (16,66%) foram
positivas nesta técnica, sendo essas duas amostras prove-
nientes de swabs individuais.

DISCUSSAO

Avibacterium paragallinarum tem um efeito econdmico im-
portante na industria avicola, mesmo a doenca sendo de
desenvolvimento limitado (Yamamoto 1991). Narita et al.
(1978) registraram o isolamento e identificagdo de A. para-
galinarum no Brasil. Em laboratdrios de paises em desen-
volvimento que geralmente tém um menor nivel de recur-
sos e muitos problemas de contaminagao, o diagnéstico de
CI pela cultura e a caracterizagdo com testes bioquimicos é
complicado (Chen et al. 1998).

Algumas aves deste estudo apresentavam sinais clinicos
sugestivos de CI, todavia esses sinais ndo sdo confirmatd-
rios e as lesdes patoldgicas ndo sdo patognomonicas (Bya-
rugaba et al. 2006). Clinicamente, as galinhas com sinais
sugestivos de CI, também podem estar acometidas por ou-
tras doengas, como por exemplo, Ornithobacterium rhino-
tracheale, colera aviaria cronica, bouba aviaria, sindrome
da cabecga inchada e avitaminose (Amonsin et al. 1997, Bla-
ckall & Matsumoto 2003).

Chen et al. (1998) recomendaram que os swabs para
isolamento de A. paragalinarum sejam transportados em
G-PBS ou, simplesmente, armazenados secos e enviados
para o laboratdrio a 4°C, com o periodo de uma semana en-
tre o tempo de coleta e o processamento da amostra, niao
influenciando negativamente nos resultados do teste de
PCR, porém negativando em testes de cultura. A superiori-
dade do teste de PCR em relacdo a cultura tradicional é evi-
dente pelo fato de que para o sucesso na cultura, deve ser
armazenado em local seco ou no G-PBS e esfregacos devem
ser examinados dentro de no maximo trés dias. Sendo as-
sim, a PCR é um teste mais eficiente para detec¢do de A. pa-
ragallinarum do que o cultivo microbioldgico em situacoes
em que dificuldades de transporte sdo encontradas. Esta
situacdo foi enfrentada neste estudo, onde seis amostras
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foram enviadas ao laboratorio congeladas o que impossibi-
litou a realizagdo do cultivo.

As dificuldades na obtenc¢do das amostras de boa qua-
lidade devido ao transporte inadequado de galinhas vivas
ou mortas, ou amostras de tecido resultantes de necropsia
sem condi¢des adequadas de realizacdo, sdo bem conheci-
das. Juntamente com o transporte, o isolamento e a identi-
ficacdo dificulta o processo de diagndstico da ClI, mesmo em
laboratérios que tenham plena condicdo de isolar e identi-
ficar esses micro-organismos, pois requer o crescimento de
culturas puras em meios especificos (Chen et al. 1996, Bya-
rugaba et al. 2006), podendo levar a resultados falso po-
sitivo ou negativo. Testes de diagnostico baseados na PCR
oferecem vantagens consideraveis para bactérias como A.
paragallinarum que sao fastidiosas e de dificil crescimento.

Chen et al. (1996) realizaram a identificacdo de diferen-
tes cepas de A. paragallinarum, dentre elas, duas cepas bra-
sileiras, empregando técnicas moleculares. Ainda, segundo
esses autores, quando o cultivo e a técnica molecular foram
utilizados nas amostras de campo, a positividade na PCR
foi significativamente maior do que a cultura. O melhor de-
sempenho da PCR sobre a cultura para amostras de cam-
po, provavelmente, reflete as dificuldades em obtengdo de
amostras de campo com qualidade suficiente para garantir
o crescimento de A. paragallinarum.

A PCR pode ser usada diretamente em swabs de seio in-
fraorbital como feito neste estudo; é mais rapida do que a
cultura convencional e identificacdo, podendo o resultado
estar disponivel dentro de seis horas, em contraste a mé-
todos convencionais que levam pelo menos 3-5 dias. A PCR
para diagnéstico de A. paragallinarum deve ser utilizada
como um teste realizado no grupo ou plantel para que se
tenha um custo reduzido (Chen et al. 1998).

Os animais positivos neste trabalho sdo de granjas com
histérico de vacinagio, porém, apesar do amplo uso de
vacinas contra a CI, a doenga continua a ser um problema
grave na industria avicola. As aves podem ser vacinadas
com até vinte semanas de idade, depois de vinte semanas
estas aves ndo podem ser revacinadas e a prote¢do confe-
rida pela vacina¢do diminui com o aumento da idade das
aves. A eficacia da vacina é, portanto, um problema, sendo
necessdarias alternativas para as vacinas disponiveis, como
a produgdo de vacinas vivas (Blackall & Matsumoto 2003).

Em granjas onde varios grupos etarios sdo concomitan-
tes, pode ocorrer a propagacao da doenga para grupos eta-
rios suscetiveis, normalmente ocorrendo dentro de uma a
seis semanas apos as aves serem removidas da chocadeira
para gaiolas de crescimento (Clark & Godfre 1961), que sdo
os grupos com maiores chances de ter aves infectadas, pois
esta ha mais tempo na granja e ja passaram pelo periodo
de incubagdo da doenga. Fato que pode justificar a positivi-
dade em poedeiras comerciais, pois sdo aves mais antigas
no plantel, e podem estar mantendo contato com possiveis
portadoras, que tém sido reconhecidas como o principal re-
servatorio da infecgdo (Blackall et al. 1990).

CONCLUSOES

A detecgdo de Avibacterium paragallinarum na PCR em
galinhas poedeiras com sinais clinicos respiratérios indica
que esta bactéria esta associada a etiologia da sindrome
respiratoria das aves nas granjas no estado de Pernambuco.

A PCR pode ser utilizada como uma ferramenta de diag-
nostico e/ou monitoria da Coriza infecciosa em criagdo avi-
cola comercial.
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