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RESUMO

A micoplasmose estad entre as causas de maior perda econdmica da avicultura
comercial moderna mundial. O agente Mycoplasma spp. foi relatado em hospedeiros
silvestres em diversas partes do mundo, inclusive no Brasil, sendo as espécies
Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae as mais envolvidas. Este estudo
teve como objetivos: a) verificar a ocorréncia de Mycoplasma spp., M. gallisepticum
e M. synoviae em psitacideos de cativeiro do Distrito Federal, Brasil, por meio de
reacdo da polimerase em cadeia (PCR); b) comparar os perfis hematologicos e
bioquimicos dos individuos infectados com os dos néo infectados; c) avaliar se as
condicbes ambientais em que esses sdo criados poderiam favorecer uma maior
infeccdo; d) comparar a microbiota isolada do trato respiratorio inferior dos animais
infectados com a dos nédo infectados, por meio de swab traqueal. Foram analisadas
135 amostras de 23 espécies de psitacideos sul-americanos, aparentemente
saudaveis, oriundos de dois criadouros distintos. Os resultados demonstraram a
presenca de Mycoplasma spp. em 3,7% (05/135), sendo nenhum deles positivos
para M. gallisepticum ou M. synoviae. Dos 135 psitacideos, 120 individuos tiveram
cultura microbiolégica do trato respiratorio inferior isolada. Isolaram-se 12 tipos de
bactérias, leveduras, e 11 tipos de fungos ambientais. Ndo foram encontradas
diferencas estatisticas entre machos e fémeas, e nos parametros hematolégicos
entre animais infectados e néo infectados. Porém, ao avaliar, separadamente, os
animais positivos para micoplasma, esses apresentaram pelo menos uma alteracao
em seus exames. Foram encontradas diferencas estatisticas, entre os 2criadouros,
na contagem total de hemacias, na concentraces de hemoglobina, de aspartato
aminotransferase e de acido urico. A presenca de hipoalbuminemia nos individuos
que apresentaram a maior diversidade de agentes isolados da traqueia também foi
diferente estatisticamente. A grande maioria dos animais teve pelo menos um
microrganismo isolado de seu trato respiratorio inferior sem que apresentasse

gualquer sinal clinico de carater respiratorio.

Palavras-chaves: psitacideos, doenga respiratéria, swab, microbiota respiratoéria,

micoplasmose aviaria, PCR.



ABSTRACT

In modern commercial poultry worldwide, mycoplasmosis is one of the major reasons
of economic loss. There are reports of the Mycoplasma spp agent in wild hosts all
over the world, including in Brazil, where Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma
synoviae are the most reported species. The study aimed at: a) verifying the
occurrence of Mycoplasma spp., specially M. gallisepticum e M. synoviae, in parrots
in captivity in Federal District, Brazil by polymerase chain reaction (PCR); b)
comparing haematological and biochemical profiles of infected and uninfected
animals; c) evaluating if the environmental conditions in which they are created could
foster greater infection; d) comparing the microflora isolated from the lower
respiratory tract of infected and uninfected animals by tracheal swab. There were 135
animals sampled among 23 species of South American parrots. The animals came
from two distinct captivities and were apparently healthy. The survey results identified
3.7% (05/135) of Mycoplasma spp and none of them were positive for M.
gallisepticum ou M. synoviae. Microbiological culture of lower respiratory tract was
isolated from 120 parrots. A total of 12 types of bacteria and yeast, and 11 types of
fungus were isolated. There weren'’t statistical differences in the frequency between
males and females, neither in hematology parameters between infected and
uninfected animals. When positive animals for mycoplasma were assessed apart,
they had at least one change in their exams. There were statistical differences
between the captivities in total count of red blood cells, concentration of hemoglobin,
of aspartate aminotransferase and of uric acid. The presence of hypoalbuminemia
among individuals that had the highest diversity of agents isolated tracheal was
statistical different too. The vast majority of animals had at least one microorganism
isolated from its lower respiratory tract without presenting any clinical signs of

respiratory character.

Keywords: psittacines, respiratory disease, swab, respiratory microflora, avian

mycoplasmosis, PCR.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

O nuamero de doencas infecciosas catalogadas, em especial aquelas
relacionadas aos animais de vida livre, tem crescido muito nos ultimos anos (Sehgal,
2010). As perturbacdes ambientais causadas pelo homem podem favorecer a
dispersdo de doencas uma vez que promove adensamentos de populagdes animais,
principalmente pela fragmentacdo do habitat. O adensamento populacional favorece
o aumento de disputas intra ou interespecificas que antes ndo existiam, gerando
estresse e consequentemente a queda de imunidade dos individuos (Andriolo,
2006). Uma vez parasitados e com a necessidade de se alcancar novos nichos,
estes animais tendem a se tornar potenciais carreadores de parasitos para areas
onde ainda nao existiam (Rappole e Hubalek, 2003).

Dentre as doencgas observadas em aves, a micoplasmose ja foi relatada em
hospedeiros silvestres em diversas partes do mundo, inclusive no Brasil, onde ja foi
observada em columbiformes, passeriformes, psitacideos, e tinamideos (Andrade,
2012; Duarte et al., 2006; Ferreira, 2012; Gomes et al., 2010, 2012; Marques et al.,
2012; Souza, 2007). A micoplasmose esta entre as causas de maior perda
econbmica da avicultura comercial moderna mundial, sendo o Mycoplasma
gallisepticum a espécie mais patogénica para galinhas e perus. A doenga pode ou
nao estar associada a outros agentes patogénicos, como bactérias e fungos, sendo

que quando presente, pode gerar altos custos com medicamentos, reducdo no
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ganho de peso, e na producdo de carne e ovos (Kleven, 2008; OIE, 2008). Animais
de vida livre, que frequentemente ocupam nichos proximos as criacdes de aves
domésticas, sado suspeitos de serem responsaveis pela transmissao dos agentes
infecciosos citados (Cavalheiro, 2001; Souza, 2007).

Devido a micoplasmose ter como caracteristicas ndo ser uma zoonose e a
baixa mortalidade, sendo que a ultima pode depender de infec¢des secundarias, a
preocupacao dada a ela é ainda muito pequena (Cavalheiro, 2001; Murakami et al.,
2002). O pouco incentivo financeiro, a néo realizacdo de quarentena,
inacessibilidade aos testes ou medicacdo, e a falta de conhecimento sobre a
infeccdo, podem ser a explicacédo para se ter tdo poucos casos relatados em animais
silvestres. S80 necessarios maiores estudos para que se conheca mais sobre a
ocorréncia e a prevaléncia da doenca em vida livre (Cavalheiro, 2001; Gomes et al.,
2010).

Com base nestas informacdes, o presente trabalho teve como principal
objetivo o estudo da ocorréncia de Mycoplasma spp. em psitacideos de cativeiro de
criadouros do Distrito Federal-DF, Brasil, além de analisar os fatores individuais e

ambientais relacionados aos mesmos.

REFERENCIAL TEORICO

1. ORDEM PSITTACIFORMES

A Ordem Psittaciformes possui distribuicdo mundial desde as zonas tropicais
do globo as subtropicais e até frias como a Patagbnia. Existem cerca de 332
espécies de psitacideos catalogadas. Devido a América do Sul ter permanecido
isolada geograficamente durante muito tempo, as populacfes de psitacideos aqui
encontradas sdo bastante homogéneas geneticamente quando comparadas as
australianas (Forshaw, 2010; Sick, 1997). A ordem dos Psittaciformes é dividida, por
alguns pesquisadores, em 3 grandes familias: Loriidae (representada pelos 16ris),
Cacatuidae (pelas cacatuas) e Psittacidae (araras, papagaios, maracanas, jandaias
e periquitos; Godoy, 2006; Guedes e Scherer, 2001).

Na maioria das espécies de psitacideos conhecidas ndo ha dimorfismo
sexual, isto €, diferencas visiveis a olho nu entre individuos machos e fémeas, como

em outros grupos de aves. Destarte, sdo necessarias técnicas de sexagem a partir
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do material genético do animal (Godoy, 2006; Quintana et al., 2008; Sick, 1997).
Poucos grupos taxonbmicos, entre todas as aves, possuem caracteristicas
visualmente tdo parecidas e impares como os psitacideos. Algumas delas, comuns
a todos os psitacideos brasileiros, sdo: bico alto e recurvado com uma cera na base,
maxila com grande mobilidade que possibilita movimentos extras que aumentam a
poténcia do bico, lingua grossa, mandibula capaz de fazer movimentos laterais, pés
zigodactilos (primeiro e quarto dedos deslocados para tras e segundo e terceiro para
frente), asas compridas e fortes, plumagem curta, dura e colorida, e regido
perioftdlmica aptéria (Forshaw, 2010; Godoy, 2006; Sick, 1997).

Os humanos sempre tiveram grande interesse pelos psitacideos, fazendo
deles animais de companhia (Forshaw, 2010). Este fato é explicado quando leva-se
em consideracdo as caracteristicas inerentes ao grupo, como por exemplo sua
capacidade de imitar sons e de alto aprendizado (Godoy, 2006; Sick, 1997).
Segundo a BirdLife International 2008, cerca de 26% das espécies de psitacideos do
mundo estdo sob risco de extingcdo, estando 36 delas muito préximo disso. As
principais causas de ameaca ao grupo sao: destruicdo e fragmentacdo do habitat
natural, o abate para a confeccdo de artesanatos, a introducdo de espécies exoticas
invasoras, e o trafico ilegal de animais. O desmatamento, a poluicdo e as mudancas
climaticas sé@o as principais causas de destruicdo e fragmentacdo de habitat,
enquanto a introducdo de espécies exoéticas invasoras pode acarretar em maior
competicdo pelos recursos naturais e podem ser potenciais predadores. O grupo
mais focado pelo trafico ilegal de animais é o dos papagaios, sendo 0s principais
mercados consumidores a Europa e Estados Unidos (Andriolo, 2006; Godoy, 2006;
Guedes e Scherer, 2001; RENCTAS, 2001).

O Brasil abriga a maior diversidade mundial de psitacideos, contando com
cerca de 80 espécies. Estas incluem os maiores representantes dos Psittacidae, as
araras. Esta diversidade foi evidente para os primeiros europeus, que alcunharam o
Brasil como "Terra dos Papagaios" (Andriolo, 2006). A lista dos psitacideos

brasileiros esta na Tabela 1.



Tabela 1: Espécies de araras, papagaios, maitacas, maracanas e de alguns periquitos que
ocorrem no Brasil, seus nomes comum e cientifico, e respectivos status de conservacao.

Nome Comum Nome Cientifico Status
Arara Azul Grande Anodorhynchus hyacinthinus EP
Arara Azul Pequena Anodorhynchus glaucus EX
Arara Azul de Lear Anodorhynchus leari CE
Ararinha Azul Cyanopsitta spixii EN
Arara Canindé Ara ararauna MP
Araracanga Ara macao MP
Arara Vermelha Grande Ara chloropterus MP
Papagaio Galego Alipiopsitta xanthops VU
Maitaca de Cabeca Azul Pionus menstruus MP
Maitaca Verde Pionus maximiliani MP
Maitaca Roxa Pionus fuscus MP
Papagaio da Varzea Amazona festiva MP
Papagaio do Peito Roxo Amazona vinacea EP
Papagaio Charao Amazona pretrei VU
Papagaio dos Garbes Amazona kawalli MP
Papagaio Moleiro Amazona farinosa MP
Papagaio de Cara Roxa Amazona brasiliensis EP
Curica Amazona amazonica MP
Papagaio Diadema Amazona autumnalis MP
Chaua Amazona rhodocorytha EP
Papagaio Campeiro Amazona ochrocephala MP
Papagaio Verdadeiro Amazona aestiva MP
Anaca Deroptyus accipitrinus MP
Ararajuba Guarouba guarouba EP
Maracana Guacgu Ara severus MP
Maracana do Buriti Orthopsittaca manilata MP
Maracana Verdadeira Primolius maracana MP
Maracana de Cabeca Azul Primolius couloni MP
Maitaca de Colar Pionus auricollis MP
Maracana Pequena Diopsittaca nobilis MP
Aratinga da Testa Azul Aratinga acuticaudata MP
Periquitdo Maracané Aratinga leucophthalma MP
Periquito de Cabeca Preta Aratinga nenday MP
Jandaia de Testa Vermelha Aratinga aricapillus VU
Jandaia Verdadeira Aratinga jandaya MP
Jandaia Amarela Aratinga solstitialis MP
Cacaué Aratinga maculata MP
Periquito de Cabeca Suja Aratinga weddellii MP
Periquito Rei Aratinga aurea MP
Periquito da Bochecha Parda Aratinga pertinax MP
Periquito da Caatinga Aratinga cactorum MP

Legendas: MP - Menor Preocupacao; VU - Vulneravel; EP - Em Perigo; CE - Criticamente
em Perigo; EN - Extinto na Natureza; EX - Extinta. Fonte: CBRO, 2010; IUCN, 2004; MMA,
2003; UNEP-WCM, 2013 (modificados).

2. DOENCAS RESPIRATORIAS EM AVES
Sinais clinicos de carater respiratério sao gueixas frequentes relatadas pelos
proprietarios das aves, sendo que a maior parte das doencas respiratorias

conhecidas séo de rapido curso, necessitando que haja a intervencdo médica o mais
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rapido possivel para se obter sucesso no diagnéstico e tratamento (Harrison e Tully,
1994). O diagnéstico correto, muitas das vezes, é dificultado quando se leva em
consideracéo as diferencas anatdomicas e fisiolégicas das aves quando comparadas
ao dos mamiferos (Castro, 2000). Outro fato importante para a dificuldade no
diagnoéstico, € que as aves, assim como outros animais silvestres, disfarcam a
magnitude dos sinais clinicos quando doentes, sendo esta uma das formas de
adaptacao desenvolvida contra a predacéo quando em vida livre (Samour, 2008). Os
sinais clinicos mais comuns de doencas respiratérias observados em aves séao:
espirros, presenca de secrecbes nasais ou oculares, apatia, e inapeténcia. Em
casos mais graves de dispneia, 0 animal pode apresentar o balancar de cauda e
distensdo abdominal ritmados com os ciclos de inspiracdo e expiracdo, além de bico
aberto, que pode estar apoiado na parede da gaiola (Tully, 1995).

Para um correto diagnéstico das doencas respiratérias, o historico do animal
deve ser somado ao exame fisico detalhado, em que sdo inspecionadas as narinas,
cavidade oral, além de palpacdo das estruturas faciais e auscultacdo (Samour,
2008). Exames complementares como citologia da coana, lavagem do seio
infraorbital com posterior cultura microbioldgica e exames de imagem (radiografia)
sdo bastante Uteis no diagnéstico de doencas de trato respiratério superior. Quando
a suspeita for de afec¢des do trato respiratério inferior, pode-se fazer o uso de
exames de imagem, como a endoscopia associada a coleta de material para cultura
microbiolégica ou histopatolégica, e ainda, lavados e swabs traqueais, pulmonares
ou de sacos aéreos (Tully, 1995). Técnicas de diagndstico molecular tém se tornado
uma ferramenta importante na detec¢do de agentes infecciosos intracelulares, como
€ 0 caso da bactéria Chlamydophila psittaci, importante agente causador da
Clamidofilose em psitacideos e da Psitacose em humanos, e Mycoplasma spp.,
agente da Micoplasmose Aviéria, que vem a ser o foco principal desse trabalho.

As doencas respiratorias podem ser causadas por diversos agentes, sejam
eles virais, parasitarios, bacterianos, fangicos, ou até mesmo deficiéncias
nutricionais, toxinas, ou associacdes entre as mesmas. Os agentes virais mais
conhecidos e estudados que podem causar doenca respiratoria sao os da familia
Poxviridae, como é o caso do Avipoxvirus, Paramyxovirus, agente da doenca de
Newcastle, Orthomyxoviridae, causadores das influenzas, herpesvirus e adenovirus

(Tully, 1995). Ja os parasitas podem ser protozoarios, como Sarcocystis spp.,
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coccideos, como Cryptosporidia spp., ascarideos e nematddeos (Godoy, 2006;
Zucca e Delogu, 2008).

Animais de cativeiro estdo comumente expostos as bactérias e fungos
presentes no ambiente, seja através da comida, agua, fomites ou até mesmo pelos
outros animais companheiros. Tal fato é agravado quando em ambientes
superpopulosos, em que ha maior contanto fisico entre os animais e competicao
intraespecifica, que frequentemente causa imunossupresséo do individuo, seja por
estresse ou até mesmo ma-nutricdo, favorecendo a infeccdo por agentes
oportunistas. As bactérias mais comuns, presentes em isolados de trato respiratorio
de animais que apresentam sinais de doencas respiratorias, sdo: Escherichia coli,
Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa, Pasteurella multocida, Yersinia
pseudotuberculosis, Salmonella spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp.,
Mycobacterium spp. e Nocardia asteroides (Tully, 1995; Zwart, 2008).

A Escherichia coli faz parte da microbiota normal em humanos e animais,
podendo ser patogénica, em animais imunossuprimidos, principalmente quando
associada a outros agentes oportunistas, como Candida spp. ou outras bactérias do
grupo Enterobacteriaceae (Godoy, 2006; Zwart, 2008). Salmonelas sao
responsaveis por causar doenca em mamiferos, aves, répteis e insetos, sendo
altamente contagiosa, podendo causar inumeros sinais clinicos inespecificos
(Godoy, 2006; Zwart, 2008). A Klebsiella spp. € pouco encontrada em animais
sadios, estando as espécies K. pneumoniae e K. oxytoca mais envolvidas em
processos mérbidos nas aves podendo causar sinais clinicos respiratérios, assim
como ja descrito em infec¢cdes causadas por Bordetella avium e B. bronchiseptica.
Pneumonia, aerossaculite e broncopneumonia caseosa ja foram descritas em
infeccdes causadas por Pseudomonas spp. e também por Mycobacterium spp.
(Godoy, 2006; Zwart, 2008). Bacillus spp., Corynebacterium spp. e Lactobacillus
spp. podem ser isolados da microbiota das aves e sao consideradas néao
patogénicas e nao oportunistas, enquanto Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
e Enterococcus spp. também fazem parte da microbiota, mas podem se tornar
patogénicos em circunstancias como as descritas anteriormente (Godoy, 2006; Tully,
1995).

Em animais imunossuprimidos, agentes oportunistas ambientais, como o

fungo Aspergillus spp., podem ser isolados e normalmente estdo associados a
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rinites, sinusites, tragueites e pneumonias granulomatosas dificeis de serem
tratadas (Biasia e Giovanardi, 2001; Cray, 2011). Leveduras do género Candida
spp., que fazem parte da microbiota natural das aves, também podem ser
secundarias a outras infeccbfes e caracterizam-se por lesdes esbranquicadas
principalmente na mucosa oral e faringea (Biasia e Giovanardi, 2001; Silvanose,
2008). Menos comuns, mas que ja foram isolados de aves com sinais clinicos
respiratérios, sdo leveduras do género Cryptococcus spp. e Malassezia spp.,
bactérias dos géneros Proteus spp., Haemophilus spp. e Bordetella spp., e 0s
fungos Rhinosporidium spp., Tricosporon spp., Nocardia spp., Curvularia spp., Mucor
spp., e Abisidia spp., sendo que Malassezia spp. € suspeita de fazer parte da
microbiota das aves (Biasia e Giovanardi, 2001; Tully, 1995). A espécie mais comum
causadora das aspergiloses, e que € comumente isolada de psitacideos, € o
Aspergillus fumigatus, mas também ocorrem A. flavus e A. niger, que podem ser

saprofitas ou determinar doenca respiratéria grave (Godoy, 2006; Redig, 2008).

3. MICOPLASMOSE AVIARIA

3.1. Classificacédo e Caracteristicas Morfoldgicas

A micoplasmose € causada pelos Mycoplasma spp., que sdo procariotos de
tamanho muito pequeno (200-300nm), pleomorficos, que ndo possuem parede
celular em sua constituicdo, fazendo deles estruturas ndo bacterianas pertencentes
a classe Mollicutes. Os micoplasmas se multiplicam por autorreplicacdo ou fissao
binaria, e possuem um curto genoma de DNA circular de fita dupla (0.58-2.2Mbp),
além de possuirem uma pequena relagdo G+C (23-40mol%). Durante muito tempo
foram considerados parasitos extracelulares exclusivos; atualmente admite-se a
existéncia de espécies de vida intracelular e outras que o fazem opcionalmente
(Cavalheiro, 2001; Gerlach, 1994; Johansson e Pettersson, 2002; Kleven, 2008;
Nascimento, 2000; OIE, 2008). O grupo dos micoplasmas inclui tanto espécies
patogénicas quanto outras normais a microbiota do hospedeiro, e sdo capazes de
habitar mamiferos, aves, répteis, artropodes, plantas e peixes. Existem mais de 120
espécies de micoplasmas descritas. Esta grande diversidade advém do fato de que
0S micoplasmas sdo, em sua grande maioria, espécie- especificos, sendo dificil a
infeccdo de uma dada espécie de micoplasma em mais de um hospedeiro
(Cavalheiro, 2001; Dybvig e Voelker, 1996; Gerlach, 1994; Kleven, 2008). ApGs
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sequenciamentos genéticos com base no segmento 16S rRNA, a classe Mollicutes
foi dividida e organizada em oito géneros: Acholeplasma, Anaeroplasma,
Asteroleplasma, Entomoplasma, Mesoplasmas, Mycoplasma, Spiroplasma e
Ureaplasma, sendo que apenas trés, Acholeplasma, Mycoplasma e Ureaplasma,
infectam animais (Dybvig e Voelker, 1996; Kleven, 2008; Quinn et al., 2005).

3.2. Historico e Distribuicdo Geogréfica

A primeira identificacdo de um microrganismo da classe Mollicutes foi em
1898, sendo ele o agente etiologico da Pleuropneumonia Contagiosa Bovina
("Bovine Contagious Pleuropneumonia”-BCPP), gerando assim a primeira
classificacdo dos organismos em "Pleuropneumonia-like" (PPLO-like; Johansson e
Pettersson, 2002; Nascimento, 2000; Nascimento et al., 2005; Quinn et al., 2005). A
primeira descricdo da micoplasmose aviaria acredita-se ser de 1905, onde Dodd, na
Inglaterra, a observou em perus e a denominou por "Pneumoenterite Epizootica”,
que s6 se tornou conhecida por Dickinson e Hinshaw em 1938, com a denominacao
de Sinusite Infecciosa (SI) dos perus (Kleven, 2008; Nascimento, 2000; Nascimento
et al., 2005). O primeiro diagndéstico publicado no Brasil de Doenca Respiratoria
Cronica (DRC) em galinhas foi realizado em Sao Paulo na década de 1960
(Nascimento, 2000; Nascimento et al., 2005).

Vinte e trés espécies de Mycoplasma spp. ja foram descritas em hospedeiros
aviarios (Tabela 2), sendo que a maior parte delas foi encontrada em aves
domésticas, como galinhas e perus. Dezessete, das vinte e trés espécies de
Mycoplasma spp. ja foram isoladas também de espécies de aves selvagens, sendo
que, até o momento, cinco delas foram vistas exclusivamente nas mesmas (M.
buteonis, M. corogypsi, M. falconis, M. gypis e M. sturni; Cavalheiro, 2001; Gerlach,
1994; Kleven, 2008; Luttrell e Fischer, 2007). Dentre todas, quatro sdo bastante
conhecidas e estudadas em espécies domésticas em razdo da alta perda econémica
gerada a producdo na avicultura moderna: M. gallisepticum (MG), agente da DRC
em galinhas e da S| em perus, M. synoviae (MS), causador de sinovite em galinhas
e perus e pode estar associado a doenca subclinica de trato respiratorio superior, M.
iowae (MI), responsavel pela alta mortalidade embrionaria e baixa taxa de

eclodibilidade em perus, e M. meleagridis (MM), associado a alteragbes do



esqueleto axial em perus (Gomes et al., 2010; Kleven, 2008; Ley, 2008; Nascimento,
2000; Nascimento et al., 2005; OIE, 2008; Wang et al., 1997).

Tabela 2: Espécies de Acholeplasma, Mycoplasma, e Ureaplasma que j& foram isoladas de
hospedeiros aviérios.

Agente Isolado

Hospedeiro(s) Descrito(s)

u.
F

A. axanthum Anseriformes

A. equifetale Galliformes

A. laidlawii Varios

M. anatis Anseriformes, Falconiformes, Gruiformes

M. anseris Anseriformes

M. buteonis Falconiformes

M. cloacale Anseriformes, Galliformes

M. columbinasale Columbiformes

M. columbinum Columbiformes

M. columborale Columbiformes, Falconiformes

M. corogypsi Falconiformes, Ciconiformes

M. falconis Falconiformes

M. gallinarum Falconiformes , Galliformes

M. gallinaceum Columbiformes, Falconiformes , Galliformes

M. gallisepticum Columbiformes, Falconifo_rmeg , Galliformes, Passeriformes,
Psittaciformes

M. gallopavonis Galliformes

M. glycophilum Galliformes

M. gypis Falconiformes

M. imitans Anseriformes, Psittaciformes

M. iners Columbiformes, Falconiformes, Galliformes

M. iowae Galliformes

M. lipofaciens Galliformes

M. meleagridis Galliformes

M. pullorum Columbiformes, Galliformes

M. sturni Passeriformes

. Anseriformes, Columbiformes, Falconiformes, Galliformes,

M. synoviae .

Passeriformes
gallorale Galliformes

onte: Cavalheiro, 2001; Gerlach, 1994; Luttrell e Fischer, 2007; Kleven, 2008 (modificados).

As micoplasmoses aviarias tém distribuicdo mundial, de acordo com relatos
sobre MG, MS, MI, MM e outros micoplasmas (Gerlach, 1994; Nascimento, 2000;
OIE, 2008). No Brasil, varios estudos ja foram realizados, e foram isolados espécies
de micoplasmas em hospedeiros aviarios de espécies domeésticas, como galinhas e
perus (Cavalheiro, 2001; Nascimento, 2000). Ha pouca informacdo sobre a
prevaléncia de infec¢des por micoplasmas em aves silvestres de cativeiro ou de vida
livre no Brasil e no mundo (Gerlach, 1994; Gomes et al., 2010).

No Brasil ja foram realizados estudos em varias espécies de aves silvestres,
constatando-se a presenca de micoplasmas em diferentes regides do pais. Duarte et

al. (2006) identificaram a presenca de Mycoplasma spp. em passeriformes
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assintomaticos de cativeiro na cidade de Itanhaém — S&o Paulo. Por meio de testes
sorolégicos, Souza (2007) e Ferreira (2012) obtiveram animais positivos para MG e
MS também no estado de S&o Paulo, sendo as amostras obtidas de diversas
espécies de aves silvestres de vida livre e columbiformes sinantrépicos,
respectivamente. Andrade (2012) também obteve, por meio de testes soroldgicos,
psitacideos de cativeiro positivos para MG e MS no estado de Goids. Gomes et al.
(2010, 2012) identificaram MG em psitacideos de cativeiro e vida livre que morreram
por diversos motivos, e posteriormente, o isolamento tanto de MG quanto de MS em
um papagaio verdadeiro (Amazona aestiva) de cativeiro que apresentava sinais
clinicos de carater respiratério, ambos no estado de Minas Gerais. Mais
recentemente, Marques et al. (2012) identificaram a presenca de MG em tinamideos

de cativeiro também por meio de testes soroldgicos.

3.3. Patogenicidade e Patogenia

Os micoplasmas mais estudados, MG, MS, MM e MI, podem causar infec¢oes
subclinicas ou aparentes em galinhas, perus e outras aves. Existem varias cepas de
MG que ja foram diferenciadas tanto fenotipica como genotipicamente. Quando nas
aves, estas cepas podem apresentar graus diferenciados de patogenicidade,
viruléncia, e imunogenicidade (Kleven, 2008; Nascimento, 2000). Sabe-se, que nas
aves domeésticas, o reservatorio natural de MG e MS sejam as membranas mucosas
do trato respiratério superior e urogenital, respectivamente, das galinhas e perus,
enquanto o MM esteja presente naturalmente nas membranas mucosas do trato
genital (cloaca e oviduto) e respiratério dos perus. JA o MI, por sua vez, é
encontrado em mucosas do trato intestinal e urogenital dos perus, podendo ocorrer
também nas galinhas (Nascimento, 2000), caracterizando os problemas, e
consequentemente, 0s sinais clinicos respiratérios, articulares e urogenitais
(Nascimento, 2000; Kleven, 2008; Quinn et al., 2005).

E na membrana plasmatica, composta de proteinas, glicoproteinas,
glicolipideos e fosfolipideos, que o0s micoplasmas possuem o0s determinantes
antigénicos mais importantes responsaveis pelos estimulos do sistema humoral e
celular de defesa do hospedeiro (Dybvig e Voelker, 1996; Nascimento, 2000).
Algumas destas proteinas sdo capazes de se ligar as membranas celulares do

hospedeiro, podendo causar a lise celular. Sabe-se ainda que a morte celular
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hospedeira pode ocorrer por meio de hemolisinas, fatores ciliostaticos, proteases e
nucleases produzidas pelos micoplasmas. Os micoplasmas podem ficar em estado
de laténcia, em que néo é reconhecido pelo sistema imune do hospedeiro, podendo
ser pela permanéncia intracelular ou pela localizacdo nas vilosidades das
membranas celulares devido ao seu pequeno tamanho (Gerlach, 1994; Nascimento,
2000).

3.4. Transmisséao

Os micoplasmas possuem baixa infectividade sendo necessaria grande
proximidade fisica entre os individuos para que haja a sua transmissao (Tully, 1995).
Dessa forma, observa-se maior susceptibilidade daqueles animais mantidos em
ambientes com grande densidade populacional (Luttrell e Fischer, 2007). As
principais portas de entrada do agente sdo as vias respiratérias e genitais, sendo as
secrecdes respiratérias, orais e gonadais responsaveis pela transmissdo. Sacos
aéreos infectados também podem infectar gbnadas por contato direto (Abdul-
Rahman e Bradbury, 1996; Gerlach, 1994; Luttrel e Fischer, 2007). Estudos mostram
gue a transmissdo de micoplasmas em galinhas podem ocorrer tanto de forma
horizontal, de um animal para outro, como de forma vertical, quando a méae infecta o
ovo, sendo este Ultimo o caso especificamente do MM (Cavalheiro, 2001; Chin et al.,
2008). A transmissdo entre aves de vida livre e de producdo ainda ndo esta
totalmente esclarecida, porém Fiorentin e Jaenisch (1994) consideraram as Pomba-
rolas (Columbina picui) como uma possivel fonte de transmissdo para galinhas de

producao.

3.5. Sinais Clinicos

Os sinais clinicos das micoplasmoses variam de acordo com a espécie animal
afetada, densidade populacional, condi¢cdes de confinamento e outras situagdes que
permitam o0 aumento da exposi¢cdo individual da ave aos microrganismos.
Geralmente a morbidade é alta mas a mortalidade ndo, sendo que a ultima pode
depender de fatores secundarios (Cavalheiro, 2001; Murakami et al., 2002). Quando
causadas por MG, os sinais clinicos observados podem ser estritores respiratorios,
dispneia, descarga nasal, e conjuntivite (Cookson e Shivaprasad, 1994; Ganapathy e
Bradbury, 1998; Gomes et al., 2012; Hartup et al., 2001; Murakami et al., 2002). Em

perus e em algumas espécies de aves silvestres, € comum também o
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desenvolvimento de uma sinusite infraorbital (Gomes et al., 2010; Kleven, 2008;
Luttrell e Fischer, 2007). As manifestacdes clinicas normalmente sédo de
desenvolvimento lento e a doenca tende a ser de curso demorado. Aerossaculites
severas podem ser observadas, em geral quando associadas a infeccbes
concomitantes, como ja descrito em casos de Bronquite Infecciosa, Doenca de
Newcastle e infeccbes por Escherichia coli (Gomes et al., 2010; Kleven, 2008).

Apesar da alta ocorréncia de aerossaculites causadas pelo MM em aves de
producdo, outros sinais clinicos de carater respiratorio sdo raramente observados.
Animais afetados podem apresentar queda na produtividade, seja de carne ou ovos,
condenacdo da carcaga, muitas vezes associada as lesdes de sacos aéreos, e
alteracbes no esqueleto (Chin et al., 2008). Animais infectados por MS
frequentemente apresentam sinovite e, consequentemente, claudicacdo, edema
articular e até retardo no crescimento (Kleven e Ferguson-Noel, 2008). MI esta
relacionada a baixa eclodibilidade dos ovos, morte embrionaria, ainda nos primeiros
dias de incubacdo, aerossaculite, nanismo e desordens do aparelho locomotor
(Abdul-Rahman e Bradbury, 1996; Bradbury e Kleven, 2008).

Em infec¢cbes causadas pelo agente M. imitans, em aves silvestres, foram
observados sinais clinicos similares aos da infeccdo por MG. Mycoplasma
gallinaceum e M. gallinarum que s&do agentes conhecidos por causarem
aerossaculite em seus hospedeiros, enquanto o M. pullorum, que ja foi isolado tanto
de espécies domésticas quanto de vida livre, causou baixa eclodibilidade dos ovos
de perus (Kleven e Ferguson-Noel, 2008). Das espécies de micoplasmas isoladas
de gansos, M. anseris foi associada a sinais clinicos como aerossaculite, peritonite e
morte embriondria, enquanto M. cloacale apresentou infertilidade, inflamacdo de
cloaca e falo, baixa taxa de crescimento e também morte embrionaria. Em patos, M.
anatis associado a outros agentes infecciosos, foram relatados sinais clinicos como
claudicacéao, dispneia, diarreia e perda de equilibrio, caracterizando uma doenca de
carater neurologico (Stipkovits e Szathmary, 2012). Mycoplasma columbinum, M.
columbinasale e M. columborale também foram descritos relacionados a sinais

clinicos respiratérios em columbiformes (Kleven e Ferguson-Noel, 2008).
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3.6. Altera¢cbes Anatomopatoldgicas

Na necropsia, as lesdes causadas por micoplasmas em seus hospedeiros
podem ter diferentes graus mas nao diferentes formas de apresentacao (Gerlach,
1994). Ja foram descritas alteracbes como: conjuntivite serosa a serofibrinosa, rinite,
sinusite, traqueite, broncopneumonia focal e aerossaculite. A cavidade nasal e do
seio infraorbital frequentemente exibem secrecéo seromucadide a fibrinosa unilateral,
gue também podem ser observadas na coana. Em patos, perus, e outras aves
silvestres, o exsudato pode ser semigelatinoso, fibrinoso ou caseoso, e leva a
distensao do seio infraorbital. As mucosas da cavidade nasal ficam edemaciadas e
podem apresentar petéquias (Gerlach, 1994; Luttrell e Fischer, 2007). As alteracfes
histopatoldgicas podem variar dependendo das infec¢cbes secundarias, sejam
bacterianas, virais, ou fungicas (Gerlach, 1994; Schmidt et. al., 2003).

A pneumonia € uma complicacdo rara observada nas micoplasmoses
aviarias, e na maioria dos casos, é causada por infeccbes secundarias como
Escherichia coli. Quando em infeccbes com colonizagdo da mucosa do trato
urogenital, pode-se observar lesdes teciduais, embora a colonizacdo do falo seja
imperceptivel. Histologicamente as les6es sdo principalmente vistas na parte da
mucosa, onde a maioria das glandulas estdo situadas. Proliferacdo submucosa de
foliculos linfaticos e infiltracdo disseminada de linfocitos para o tecido sdo as
principais anormalidades histolégicas. Em gansos, o falo pode estar edemaciado e
coberto com exsudato fibrinoso, e pode, tornar-se necrético, quando na presenca de

infec¢des secundarias (Gerlach, 1994; Schmidt et al., 2003).

3.7. Diagnéstico

O diagnostico presuntivo da infeccdo por Mycoplasma spp. pode ser feito
através da observacdo dos sinais clinicos e observacdo das lesdes macro e
microscopicas no exame post-mortem/necroscépico. Para o diagnostico definitivo o
ideal é o isolamento do Mycoplasma spp. O diagnéstico epidemioldgico pode ser
feito com base na analise dos dados coletados durante a investigacdo de um surto
ou por ocasido de um monitoramento, sendo eles: periodo de incubac¢do, morbidade,
mortalidade, parametros de producdo, entre outros. A identificacdo do agente
etioloégico pode dar-se de duas formas: sorologia e/ou isolamento e identificagéo do

micoplasma. Os métodos soroldgicos de triagem mais empregados sdo a Soro
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Aglutinacdo Rapida (SAR) e o Enzime-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Para
confirmacéo do resultado do diagnéstico sorolégico a Inibicdo da Hemaglutinacéo
(HI) é recomendada (Luttrell e Fischer, 2007; Nascimento, 2000; OIE, 2008). Os
diagnoésticos diferenciais para as micoplasmoses aviarias incluem uma série de
doengas bacterianas, fangicas e virais. A clamidofilose é a principal delas quando
suspeita da micoplasmose em psitacideos, pombos, patos e gansos, e o linfoma, em
galinhas, quando em casos mais avancados da doenca, devido as alteracdes
histopatolégicas observadas (Gerlach, 1994).

Os diferentes métodos diagnésticos podem ser feitos a partir de amostras
biolégicas de animais vivos, carcacas frescas, ou carcacas que foram congeladas
ainda frescas (Gerlach, 1994; OIE, 2008). Dos animais vivos podemos coletar
sangue, swabs de coana, orofaringe, es6fago, traqueia, olhos, cloaca e falo,
enquanto de animais mortos podemos coletar amostras de cavidade nasal, seio
infraorbital, traqueia e sacos aéreos (Gerlach, 1994; Nascimento, 2000; OIE, 2008).
Pode-se ainda fazer o cultivo a partir de exsudatos aspirados da cavidade
celomatica e/ou do seio infraorbital, e de embrides mortos de ovos que ainda néo
foram chocados (OIE, 2008).

3.7.1. Soro Aglutinacdo Rapida - SAR

O teste SAR consiste na deteccdo de anticorpos do hospedeiro anti-
micoplasma. E considerado um teste rapido, disponivel comercialmente,
relativamente barato e sensivel, amplamente utilizado como um monitoramento
inicial na deteccao da infeccdo em grupos aviarios comerciais. Porém, reacdes
cruzadas inespecificas podem ser observadas em grupos infectados por MS ou que
foram vacinados recentemente, sendo necessaria diluicdo prévia do soro para que
tal efeito seja amenizado. E altamente sensivel na deteccdo de imunoglobulinas do
tipo IgM, que é a primeira a ser produzida em casos de infeccéo (Ley, 2008).

Para a realizagdo da SAR, é necessario o volume de aproximadamente
0,02mL de soro do animal a ser analisado. Caso a amostra precise ser armazenada
ela deve ser resfriada a 4°C, e ndo congelada, durante ndo mais de 72 horas. Os
antigenos de MG e MS utlizados na reacdo em questdo sdo disponiveis
comercialmente. ApO0s a cuidadosa homogeneizacdo do soro da ave com o

antigeno, a mistura deve ser aquecida a 56°C durante 30 minutos para depois ser
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realizada a leitura, das amostras e dos controles positivo e negativo. Na SAR uma
amostra é considerada positiva quando é notada uma nitida reacdo de carater
flocular entre o soro contendo anticorpos contra MG ou MS e o antigeno na

proporcao de diluicdo de 1/4 ou mais (OIE, 2008).

3.7.2. Inibicdo da Hemaglutinacao - Hi

O teste de HI é comumente utilizado para confirmagdo de reagfes positivas
detectadas na SAR ou, mais recentemente, apos testes de ELISA. E considerado
um teste demorado e de pequena sensibilidade, além dos reagentes ndo serem
comercialmente disponiveis (Ley, 2008). A HI é valida apenas para as espécies de
micoplasmas hemaglutinantes, ou seja, capazes de causar hemaglutinacdo das
células vermelhas do hospedeiro, sabe-se que o MG e o MS sdo hemaglutinantes
(Gerlach, 1994).

Para a realizacdo do teste é necessario uma amostra de suspensdo de
hemécias obtidas do soro do animal amostrado, além dos antigenos das cepas dos
agentes a serem testados. A leitura da reacéo é feita apds lenta homogeneizacao
das amostras, aguardados 50 minutos a temperatura ambiente. Na HI uma amostra
€ considerava positiva quando h& nitida aglutinacdo das hemécias da amostra
sanguinea do animal amostrado (OIE, 2008).

3.7.3. Enzime-Linked Immunosorbent Assay - ELISA

O teste de ELISA, que consiste em um ensaio imunoenzimatico na detecc¢ao
de anticorpos anti-micoplasma da amostra sanguinea do hospedeiro, foi
desenvolvido primariamente para aumentar a eficiéncia, sensibilidade e
especificidade dos ensaios de SAR e HI. Os kits comerciais sdo disponiveis e
utilizados com frequéncia no monitoramento de infecces em aviarios comerciais.
Em geral, o teste de ELISA é considerado pouco menos sensivel, porém com maior
especificidade quando comparado ao HI, sendo utilizado com mais frequéncia na
atualidade (Ley, 2008; OIE, 2008).

3.7.4. Cultura Microbiologica
O teste ouro para infeccdo por micoplasmas, na avicultura moderna, é a
confirmacédo da presenca do agente, o que pode ser feito tanto pelo cultivo quanto

pela PCR. A cultura microbioldgica normalmente é demorada, cara e so é realizada
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por laboratorios especializados (Kempf, 1998; Ley, 2008). As espécies de
micoplasmas de aves geralmente requerem meios enriquecidos em proteina (10-
15% de soro animal), temperatura entre 37-38°C. Eles sio resistentes ao acetato de
talio e a penicilina, que sdo usados para inibicdo do crescimento de bactérias e
fungos em cultivos de micoplasma (Gerlach, 1994; Kleven, 2008). Normalmente
entre 3-10 dias formam-se microcolonias de forma circular e convexa. Quando
iluminadas de forma obliqua suas colénias apresentam um formato de "ovo frito" ou
"mamilar" que variam de 0,01-0,50mm de diametro (zona central densa que cresce
para o interior do agar). A maioria dos micoplasmas € anaerébia facultativa, sendo
gue alguns crescem otimamente em atmosfera de 5-10% de CO, e necessitam de
lipidios, principalmente colesterol, para o crescimento. A diferenciacdo entre o0s
micoplasmas pode ser feita com base na especificacdo quanto ao hospedeiro,
caracteristicas das col6nias, requerimento para colesterol e reac¢des bioquimicas
(Kleven, 2008; Nascimento, 2000; OIE, 2008; Quinn et al., 2005).

3.7.5. Reacgao de Polimerizagdo em Cadeia - PCR

A PCR baseia-se na amplificacdo enzimatica do fragmento de DNA do
agente, em escala exponencial, que depois pode ser detectado a partir de
eletroforese em gel de agarose. As sequéncias de oligonucleotideos do agente
infeccioso em questéo sao derivados do espaco 16S-23S RNA ribossomal (Kempf,
1998; Kuppeveld et al., 1992). E considerada uma técnica menos complexa, rapida,
e de alta sensibilidade e especificidade (Kempf, 1998; Ley, 2008). Protocolos de
PCR Multiplex ja foram estabelecidos, onde pode ser feita a identificacdo de varias
espécies de micoplasmas em uma Unica reacdo, porém ainda nao foi validado para
amostras clinicas (Khan, 2002; OIE, 2008; Wang et al., 1997). Segundo a OIE
(2008), varios sdo os métodos citados por Kempf (1998) e um manual publicado por
Lauerman (1998) que séo validos na identificacdo de MG, MS e outro micoplasmas
aviarios com base na sequéncia contida no rRNA 16S.

3.8. Tratamento e Controle
A auséncia da parede celular dos micoplasmas faz com que sejam sensiveis
a maioria dos desinfetantes (amonia quartenaria, compostos iodados, fendlicos e
alcool), e a inativacdo fora do hospedeiro (sobrevivem apenas algumas horas em

superficies secas, e 2-4 dias em agua). Esta auséncia de parede celular também os
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tornam naturalmente resistentes aos antibiéticos que atuam impedindo a sintese da
parede celular bacteriana, a exemplo das penicilinas, cefalosporinas, bacitracina e
as sulfonamidas (Gerlach, 1994; Luttrell e Fischer, 2007; Nascimento, 2000). Os
antimicrobianos mais indicados sdo aqueles que se acumulam em altas
concentragbes nas membranas mucosas do trato respiratério, como é o caso da
tilosina, espiramicina, eritromicina, tiamulina e enrofloxacina. Pode-se ainda fazer a
associacdo entre espectinomicina e clindamicina ou pleuromutilina (Gerlach, 1994;
Nascimento, 2000).

Para um maior controle da infeccdo por micoplasmas deve-se aliar a
quarentena de animais novos no plantel as técnicas de limpeza e desinfeccdo dos
ambientes em que as aves estdo alojadas, seguido de controle da densidade
populacional, uma vez que quando muito alta propicia a transmissdo do
microrganismo (Allgayer e Cziulik, 2007; Gerlach, 1994; Salle e Silva, 2000). A
erradicacao dos agentes MG, MS e MM é legalmente mandatéria no Brasil, e € uma
meta adotada pela industria avicola para se adequar aos padrées, de sanidade
avicola, exigidos mundialmente (Gomes et al., 2010). Na avicultura moderna, faz-se
0 uso da imunoprofilaxia para cepas de MG e MS naquelas criacbes que a
exposi¢do aos agentes infecciosos seja inevitavel (OIE, 2008), sendo estas vacinas
inativadas ou vivas atenuadas (Nascimento et al., 2005).

OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL
Verificacdo da ocorréncia de Mycoplasma spp. em psitacideos de cativeiro de

criadouros do Distrito Federal-DF, Brasil.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
a. Comparacgédo dos achados clinicos entre 0os animais positivos ou negativos no
teste diagnostico de PCR para micoplasma;
b. Comparacdo das condicbes ambientais em que 0S animais positivos ou
negativos sao criados;
c. Comparacdo da microbiota isolada do trato respiratorio inferior dos animais

estudados, entre sexos e local de criagéo;
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d. Comparagéo da microbiota isolada entre 0os animais positivos ou negativos no
teste para micoplasma,
e. Avaliacdo do efeito da diversidade da microbiota respiratéria isolada nos

parametros de saude.
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CAPITULO I

ESTUDO DA PREVALENCIA DE MYCOPLASMA SPP. EM PSITACIDEOS DE
DOIS CRIADOUROS DO DISTRITO FEDERAL

INTRODUCAO

As doencas respiratérias nas aves podem ser causadas por diversos agentes,
sejam eles virais, parasitarios, bacterianos, flngicos, ou podem até mesmo ser
causadas por deficiéncias nutricionais, toxinas, ou associacdes entre as mesmas
(Tully, 1995). Animais de cativeiro estdo comumente expostos as bactérias e fungos
presentes no ambiente, seja através da comida, 4gua, fomites ou até mesmo pelos
outros animais companheiros (Zwart, 2008). Dentre estas, 0os micoplasmas sdo
agentes comuns causadores de doencas em aves domésticas sendo o M.
gallisepticum e M. synoviae 0s agentes mais envolvidos em perdas econbémicas na
avicultura moderna de galinhas e perus (Kleven, 2008). Existem inlmeras espécies
descritas que ja foram isoladas de hospedeiros aviarios, inclusive silvestres, sendo
gue algumas delas exclusivamente neles (Luttrell e Fischer, 2007). Relatos e
estudos investigativos com relacdo a prevaléncia e infeccdo de micoplasmas em
psitacideos ainda é muito escasso (Lierz e Hafez, 2009). No Brasil ja foram
realizados estudos em psitacideos constatando-se a presenca de MG e MS no
estado de Minas Gerais (Gomes et al., 2010; 2012).
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Os micoplasmas possuem baixa infectividade sendo necesséria grande
proximidade fisica entre os individuos para que haja a sua transmissdo, e sao
caracterizados em sua maioria, por manifestacdo subclinica. Geralmente a
morbidade é alta mas a mortalidade ndo, sendo que a ultima pode depender de
fatores secundarios, como por exemplo co-infec¢des (Cavalheiro, 2001; Murakami et
al., 2002; Tully, 1995). Dessa forma, observa-se maior susceptibilidade daqueles
animais mantidos em ambientes com grande densidade populacional.

Os sinais clinicos das micoplasmoses variam muito de acordo com aspectos
relacionados ao hospedeiro e a fatores ambientais (Cavalheiro, 2001; Luttrell e
Fischer, 2007). Para um maior controle da infeccdo por micoplasmas deve-se aliar a
guarentena de animais novos no plantel as técnicas de limpeza e desinfeccdo dos
ambientes em que as aves estao alojadas (Allgayer e Cziulik, 2007; Gerlach, 1994;
Salle e Silva, 2000). Para o correto diagnéstico de infec¢cdes causadas por
micoplasmas, deve-se tentar aliar o histérico do animal aos sinais clinicos, além de
testes sorologicos, que sdo utilizados com frequéncia na rotina de manejo de
aviarios comerciais de aves domésticas. A Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia
(PCR) tem se tornado uma grande aliada atualmente. E considerada uma técnica
menos complexa, rapida, e de alta sensibilidade e especificidade, e sendo que ja
existem protocolos estabelecidos e reconhecidos pela OIE (Kempf, 1998; Ley,
2008).

Sendo assim, esse estudo teve como objetivo verificar a ocorréncia de
Mycoplasma spp., M. gallisepticum e M. synoviae em psitacideos de cativeiro de
criadouros do DF, avaliar as condi¢cdes sanitarias ambientais em que 0s animais
estudados sdo criados, avaliar a microbiota isolada de trato respiratério inferior, e

compara-los aos achados clinicos de animais positivos e negativos no teste de PCR.

MATERIAIS E METODOS

1. ANIMAIS E AREAS DE COLETAS
Mediante aprovac&o prévia pela Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA) do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (processo numero

31901/2011), foram amostrados 135 psitacideos adultos de cativeiro, das mais
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variadas espécies oriundos de 02 localidades no Distrito Federal-DF, Brasil, no
periodo que compreendeu 0s meses de maio a setembro de 2012.

1.2. Fundacéao Jardim Zooldgico de Brasilia

A instituicdo possui em seu plantel inimeras espécies de animais, sendo eles
aves, répteis e mamiferos. Os animais sdo de varias origens, podendo ser de
criadouros comerciais, conservacionistas, permuta com outros zoologicos ou do
Centro de Triagem de Animais Silvestres - DF (CETAS). Foram amostrados 90
animais, sendo 01 Ara glaucogularis, 03 Anodorhynchus hyacinthinus, 04 A. macao,
06 Amazona amazonica, 02 Ara severus, 03 Diopsittaca nobilis, 03 A. xanthops, 13
A. aestiva, 20 A. ararauna, 04 Primolius maracana, 01 Aratinga acuticaudata, 01
Orthopsittaca manilata, 01 Primolius auricolis, 02 Deroptyus accipitrinus, 02
Amazona kawalli, 01 Amazona farinosa, 04 Amazona festiva, 04 Amazona
ochrocephala, 01 Pionus maximiliani, 03 Amazona autumnalis, 01 Amazona
brasiliensis, 02 Amazona rhodocorytha, e 08 A. chloropterus. Os animais
amostrados sdo mantidos em recintos separados, de acordo com as diferentes
espécies, dentro de uma area em comum da instituicdo. Fica localizada em Brasilia-
DF, Brasil (15°50'40.77"S e 47°56'35.98"0).

1.2. Criadouro Conservacionista Spa Zen

No criadouro séo alojadas inimeras espécies de aves silvestres, sendo elas
passeriformes, psitacideos e ranfastideos oriundos do CETAS-DF. As aves chegam
ao criadouro onde permanecem por tempo indeterminado e sem que se tenha
qualquer informacao sobre seu histdrico. Foram amostrados o total de 45 animais,
sendo 40 A. aestiva, e 05 A. ararauna. Os animais amostrados sdo mantidos em
recintos separados, de acordo com as diferentes espécies, dentro de uma area em
comum da instituicdo. Fica localizado em Brasilia-DF, Brasil (15°54'21.33"S e
47°54'52.33"0).

Nenhuma colheita era realizada sem o respectivo endosso dos responsaveis
legais dos animais ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido . A colheita de
informacgdes relativas aos criadouros era feita in loco. As colheitas de material

bioldgico foram realizadas nos criadouros. As analises do material coletado foram
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realizadas nas dependéncias dos laboratérios de apoio diagnéstico do Hospital
Veterinario de Pequenos Animais - HVET da Universidade de Brasilia - UnB.

2. CONTENCAO FiSICA E QUIMICA

As aves foram submetidas ao jejum alimentar de pelo menos 06 horas
anteriores ao procedimento. A contencéo fisica inicial foi feita por meio das maos,
panos e pucas, e foi realizada pelos proprios funcionérios responsaveis pelo manejo
diario dos animais de cada criador, para minimizar o estresse gerado. As aves eram
entdo rapidamente encaminhadas para a mesa de procedimentos da equipe de
pesquisa para que fossem submetidas a contencdo quimica. O protocolo de
contencdo quimica empregou o fArmaco isofluorano® administrado por via inalatéria
através de vaporizador universal®, por meio de méascara plastica em circuito aberto.
Esta técnica € segura e permite um rapido retorno anestésico. Durante todo o
periodo transanestésico, eram feitos 0 monitoramento da temperatura corporal pela
cloaca (através de um termémetro digital®), da frequéncia respiratoria (visualizacdo e
contagem dos movimentos de inspiracdo) e da frequéncia cardiaca (namero de
batimentos por minuto aferido com o detector vascular*; Figura 1). Apés a colheita
do material, o retorno anestésico era acompanhado e era feito com o animal dentro
de uma caixa plastica tampada e ventilada. Este cuidado evitou possiveis ferimentos
traumaticos no animal e das pessoas que 0 manuseavam. Assim que 0 animal
retornasse ao seu estado de propriocepc¢ao, era entdo encaminhado de volta ao seu
recinto de origem (Bailey, 2008; Godoy, 2006; Lawton, 2008; Rossi Jr., 2006).

! Isoforine®, Cristélia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Itapira-SP, Brasil.

% Modelo Takaoka KT-15, KTK® Ind. Exp. Imp. e Com. Equip. Hosp. Ltda., S0 Paulo-SP, Brasil.

® Termémetro Digital Geratherm Baby Flex, Geratherm® Medical AG, Germany.

* Detector Vascular Veterinario Portatil, Microem® Produtos Médicos Ltda., Ribeirdo Preto-SP, Brasil.
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Figura 1. Monitoramento da frequéncia cardiaca com o auxilio do detector vascular
veterinario portatil (Arquivo pessoal).

3. AVALIAGAO CLINICA INDIVIDUAL

A avaliacdo clinica individual abrangia os seguintes aspectos: dados gerais,
protocolo anestésico, caracteristicas do recinto, exame fisico e outras informacoes
abaixo discriminadas (anexo llustracéo I1.1). Eram coletados ainda, dados referentes
as espécies criadas no mesmo local, o numero total de individuos da instituicdo, e a
frequéncia e o tipo de materiais utilizados na higienizacdo dos recintos e utensilios
usados na rotina (Clubb e Flammer, 1994; Godoy, 2006; Samour, 2008).

3.1. Dados Gerais
Identificacdo individual na pesquisa, faixa etaria (jovem ou adulto), data da
coleta, peso (medido durante o periodo transanestésico, dentro de sacos de panos
acoplados & balanca portatil do tipo dinamdmetro®, precisdo de 1g), espécie,
identificacdo do animal (p. ex. anilha, microchip, tatuagem), origem, tempo no

criadouro, e nimero do recinto.

3.2. Protocolo Anestésico
Farmaco utilizado, dose, via de administracdo, transcurso anestésico (bom,

razoavel ou ruim), e recuperacao anestésica (boa, razoavel ou ruim).

® LightLine, Pesola AG®, Baar, Switzerland.
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3.3. Caracteristicas do Recinto

Numero total de animais, condi¢cao sanitaria geral (ruim, regular ou boa), tipo
de recinto (gaiola pequena, gaiola grande, gaiola de reproducédo ou incubadora),
cobertura (descoberto, coberto ou parcialmente coberto), piso (natural ou artificial,
tipo), poleiro (ausente ou presente, tipo), comedouro (ausente ou presente, tipo), e
bebedouro (ausente ou presente, tipo). Os aspectos levados em consideragao para
a avaliacdo sanitaria foram: condicdo geral dos recintos, dos comedouros,
bebedouros, poleiros, grades, chdo e teto, perimetro fisico, e quando presentes,

utensilios utilizados na higienizagdo dos mesmos.

3.4. Exame Fisico

Aparéncia geral (doente ou saudavel), atitude (ativo ou apatico),
comportamento (décil ou indécil), condicdo de carnes (caquético, magro, normal ou
obeso), estado de hidratacdo (desidratado ou normohidratado), palpacdo hepatica
(normal, pouco aumentado ou muito aumentado), ectoparasitas (nenhum, poucos ou
muitos, local e tipo), empenamento (cobertura - boa, regular ou ruim, aparéncia -
boa, regular ou ruim, e cor - boa, regular ou ruim; Figura 2), e descricdo de
alteracOes observadas (sistema tegumentar, regido buco facial, olhos, sistemas

locomotor, respiratorio, digestério e neurologico).

=

Figura 2: Inspecao de rémiges e retrizes, como parte da avaliacao clinica individual (Arquivo
pessoal).
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3.5. Outras Informacgdes
Tipo, frequéncia e quantidade de alimento, suplementagbes alimentares, e

tipo e frequéncia de vermifugacéo e imunoprofilaxia.

4. COLHEITA DE MATERIAL BIOLOGICO

Durante o periodo transanestésico eram feitas a colheita de sangue,
ectoparasitas, além de swabs estéreis de cloaca, orofaringe e tragueia. O sangue
era utilizado para a realizacdo de hemograma e dosagens bioquimicas séricas. Os
ectoparasitas eram identificados e quantificados. O swab cloacal e de orofaringe
eram utilizados para identificacdo do agente Mycoplasma spp. através da PCR. O
swab de traqueia era utilizado para o cultivo microbioldgico de bactérias e fungos.
Todo o material coletado era armazenado e transportado no interior de caixas de
isopor preenchidas com gelo bioldgico, afim de que as amostras permanecessem
conservadas e protegidas durante todo o trajeto do local das coletas as
dependéncias dos laboratérios de destino.

4.1. Sangue

A colheita era feita através da venopuncao da veia radial-ulnar (Figura 3) ou
jugular dos animais, sendo o volume total coletado inferior ou igual ao equivalente a
1% do peso vivo do individuo. Foram utilizadas seringas (ImL e 3mL) e agulhas
(0,55x20mm e 0,7x25mm) estéreis para a colheita, e 0 sangue obtido era entédo
colocado em microtubos do tipo eppendorf, sendo um com anticoagulante (acido
etileno diamino tetracético - EDTA potéssico) e outro sem anticoagulante (Campbell,
1995; Almosny e Monteiro, 2006).
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Figura 3: Colheita de sangue da veia radial-ulnar de Amazona aestiva (Arquivo pessoal).

4.2. Ectoparasitas
Os ectoparasitas eram coletados, com o auxilio de uma pinca anatbmica, e

fixados em etanol 70% em microtubos identificados (Howlett, 2008).

4.3. Swab Cloacal e Orofaringeo
Para a colheita de material biolégico da cloaca e da orofaringe dos animais
(Figura 4) foram utilizados swabs estéreis, que eram acondicionados em microtubos
contendo 1mL de meio PBS ("Phosphate Buffered Saline" - Solucdo Salina
Tamponada com Fosfato; anexo Tabela 111.1) e eram entdo identificados,
acondicionados para o transporte, e posteriormente congelados a -20°C até que

fosse feito 0 processamento prévio para a PCR (Gomes et al., 2010).
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Figura 4: A - Swab cloacal de Amazona rhodocorytha; B - Swab orofaringeo de Amazona
rhodocorytha (Arquivo pessoal).

4.4. Swab Traqueal

A técnica de colheita de material biolégico traqueal, que era posteriormente
utilizado para cultura microbiolégica, era feita por meio da introdu¢do de um protetor
externo e posteriormente do swab estéril em seu interior. Todo o material utilizado
era previamente autoclavado, o grupo de pesquisa fazia uso de gorros, luvas e
mascaras de procedimento, e ainda, o pesquisador responsavel pela manipulagéo
do material de colheita o fazia com o auxilio de luvas estéreis e préximo a uma fonte
de calor®, cuidados estes tomados para evitar possiveis contaminacdes ambientais
do material obtido. Foram utilizadas duas técnicas diferentes, de acordo com o0 peso
vivo do animal. Para o grupo dos que pesavam mais de 1000g, foram utilizadas
como protetores externos (para proteger o swab estéril de contaminag¢des quando da
introducdo no interior da traqueia), sondas esofagicas de nimero 20, cortadas em
fragmentos de comprimento total igual a 08cm. Para as aves que pesavam menos
do que 1000g eram utilizados swabs desenvolvidos e fabricados pelos proprios
pesquisadores (anexo llustracédo 1.2, 11.3 e 11.4), que eram introduzidos no interior da
traqueia protegidos externamente por um fragmento de 07cm de comprimento, de
uma sonda uretral de numero 10 (Figura 5). Os swabs traqueais eram
acondicionados no interior de microtubos contendo 1mL de meio de transporte
microbiolégico chamado BHI ("Brain Heart Infusion" - Infuso de Cérebro e Coracao;
anexo Tabela 111.2), até as dependéncias do laboratério, para sua posterior
inoculacdo nos meios de cultura (Redig, 2008).

® Mini Fogareiro Jupiter, Nautika Comercial de Artigos para Lazer Ltda., Guarulhos-SP, Brasil.
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Figura 5: Colheita de material traqueal de Amazona rhodocorytha por meio de swab
desenvolvido pelo grupo de pesquisa (Arquivo pessoal).

5. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

5.1. Hemograma
As amostras de sangue com anticoagulante eram encaminhadas e
processadas, na mesma data das coletas, no Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria - LPCV do HVET, UnB. O tempo entre a colheita do sangue e a
realizagdo do hemograma n&o ultrapassava 06 horas. Para a realizacdo da
contagem de heméacias, leucocitos totais e trombdcitos, as amostras de sangue
foram diluidas, na proporcao de 1:200, em solucédo Natt & Herrick, e as células foram

Improved® & yolume

contadas em camara de contagem espelhada de Neubauer
globular (VG) foi determinado usando-se a técnica do microhematdcrito, as proteinas
plasmaticas totais (PPT) foram determinadas com o auxilio do refratbmetro manual,
e a concentracdio de hemoglobina foi mensurada pelo método
cianometahemoglobina’ em aparelho analisador de bioquimicos semiautomatico®.
Dado estas etapas, seguia-se para a contagem diferencial leucocitaria (total de 100

células), feita por microscopia 6ptica a partir do esfregaco sanguineo da amostra de

’ Kit Comercial, Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa-MG, Brasil.
® Bio-2000®, Bioplus - Produtos para Laboratério Ltda., Sdo Paulo-SP, Brasil.
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sangue com anticoagulante corada por May-Grunwald-Giemsa - MGG (Campbell,
1995; Almosny e Monteiro, 2006).

5.2. Bioquimica Sérica

As amostras de sangue sem anticoagulante também eram encaminhadas e
processadas no LPCV, UnB. Os microtubos, sem anticoagulante, eram
centrifugados a 3.000 rpm durante 5 minutos para a separacao do soro (Campbell,
1995; Almosny e Monteiro, 2006). A realizacdo dos ensaios bioquimicos (proteinas
totais, albumina, aspartato aminotransferase - AST, fosfatase alcalina - FA, acido
arico, creatinina e creatina cinase - CK) eram feitos em aparelho analisador de
bioquimicos  semiautomatico®  utilizando  kits comerciais’®, seguindo as

recomendacdes do fabricante (anexo Tabela Il1.4).

5.3. Cultura Microbioldgica

Os microtubos contendo os swabs traqueais eram encaminhados, ha mesma
data da colheita, ao Laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria - MMB do
HVET, UnB. Com o auxilio de uma pinca previamente flambada, o swab era
removido do interior do microtubo e entdo, através da técnica de esgotamento por
estrias, inoculado em 03 placas de Petri diferentes: uma contendo Agar Sangue e
duas contendo Agar Dextrose Sabouraud (anexo Tabela 111.3). Apés inocula¢do do
material coletado, a placa com o meio s6lido Agar Sangue era levada & estufa (37°C)
durante 48 horas, e quando notado crescimento de colénias bacterianas, a mesma
era levada a geladeira (4°C) para permanéncia necessaria até a identificacdo do
microrganismo. A placa de Petri plastica descartavel com o meio sélido de Agar
Dextrose Sabouraud também era levada a estufa (37°C), durante 05 dias, seguida
de geladeira (4°C) para identificacdo da presenca de leveduras. Ja a segunda placa
de Petri de vidro com o meio sélido Agar Dextrose Sabouraud, permanecia durante
no maximo 21 dias em temperatura ambiente (30°C), sendo realizadas 02 leituras
semanais, para posterior identificacdo de possiveis crescimentos fungicos (Levy et
al., 1992; Quinn et al., 1994; Xavier et al., 2009).

° Bio-2000®, Bioplus - Produtos para Laboratério Ltda., Sdo Paulo-SP, Brasil.
1% kit Comercial, Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa-MG, Brasil.
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5.3.1. Identificacdo Bacteriana

Para que fosse feita a identificacdo das bactérias, era feita uma série de
testes e etapas. Primeiro era feita a descricdo macroscépica da colbénia em meio
Agar Sangue: presenca/auséncia de hemdlise, tamanho, cor, cheiro, e brilho;
classificacdo em morfologia e Gram-positivo ou negativo através de visualizagdo em
microscopia Optica da lamina corada pelo método de Gram, e reagdo no teste de
oxidacdo/fermentacdo, catalase e oxidase. Para o grupo das classificadas como
Gram-negativas, era feito ainda o teste de habilidade para crescer em Agar
MacConkey. Quando néo identificado o género bacteriano, apenas com as etapas
citadas anteriormente, outros testes especificos para cada grupo eram realizados
(anexo Tabela IIl.5 & Tabela 111.23; Quinn et al., 1994; Quinn et al., 2005).

5.3.2. Identificacao Fungica

Para a identificacdo de leveduras, isoladas em Agar Dextrose Sabouraud
depois de 5 dias na estufa, era feita a observacdo macroscopica da colbnia e a
visualizacdo em microscopia éptica da lamina corada pelo método de Gram. Quando
identificado o crescimento fangico nas placas de Agar Dextrose Sabouraud mantidas
a temperatura ambiente, era feita a observacdo macroscopica da colbénia (tamanho,
cor, espessura e aparéncia) e a observacdo direta das estruturas fungicas por
microscopia Optica coradas por azul de lactofenol, classificando-as em género
(Quinn et al., 1994; Quinn et al., 2005).

5.4. Reacédo de Polimerizacdo em Cadeia - PCR

Os microtubos devidamente identificados contendo o meio PBS e os swabs
cloacais e orofaringeos eram encaminhados, na mesma data das colheitas, para o
Laboratério de Microbiologia e Patologia Molecular do HVET, UnB, onde eram
armazenados e mantidos a -20°C para posterior extracdo de DNA e realizacdo da
reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR). Para a realizacdo da extracdo e
purificacdo de DNA as amostras eram descongeladas a temperatura ambiente, por
aproximadamente 40 minutos, e em seguida eram agitadas e homogeneizadas, em
agitador tipo vortex, para entdo serem submetidas as etapas de extracdo realizadas

por meio do kit comercial*!, seguindo as recomendacdes do fabricante. Os produtos

! [llustra Blood GenomicPrep Mini Spin Kit®, GE Healthcare do Brasil Ltda., Sdo Paulo-SP, Brasil.
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das extracdes, retornavam a -20°C até que fossem utilizados nas PCRs
subsequentes.

Foram realizados 2 tipos de exames moleculares para cada amostra
extraida: determinacdo de sexo (1) e deteccdo do género Mycoplasma spp. (2). Para
aguelas amostras, positivas na PCR para género Mycoplasma spp., eram realizados
ainda outros 2 tipos de exames moleculares: deteccao das espécies M. gallisepticum
(3) e M. synoviae (4). Os conjuntos de oligonucleotideos utilizados para cada exame
molecular estdo descritos na Tabela 3. Em todas as reac¢des foi utilizado o mesmo
aparelho termociclador’? e os produtos obtidos nas PCRs foram analisados por
eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo e observado sob
transiluminador de fluorescéncia ultravioleta. Para melhor visualizacdo dos produtos
era usado um marcador de peso molecular 100bp (Invitrogen®) em cada
eletroforese. O surgimento de produtos na altura coincidente aos pares de bases
dos controles positivos, e do marcador molecular, eram considerados positivos para
a reacao em questdo. Como controle negativo, em todas as reacoes, foi usada agua
miliQ (estéril e desprovida de DNA), e para controle positivo, foram usados produtos

da extracéo de vacinas comerciais para M. gallisepticum® e M. synoviae®*.

Tabela 3. Segundo as reacbfes de PCR realizadas na pesquisa: sequéncia de
oligonucleotideos, fonte consultada, gene amplificado e tamanho dos produtos da
amplificacao.

Gene/
Reacéao Oligonucleotideos Nome / Autores Tamanho do
Produto
2550F (Fridolfsson e CHD1-W/
Sexagem GTTACTGATTCGTCTACGAGA Ellegren, 1999) 450bp
2718R (Fridolfsson e CHD-1 27/
ATTGAAATGATCCAGTGCTTG Ellegren, 1999) 650bp
JUMY1 (Harasawa
ACACCATGGGAG(CIT)TGGTAAT etal., 1993) 16S-23S
Mycoplasma spp. . rRNA /
JUMY2 (Nakagawa
CTTC(A/T)TCGACTT(C/T)CAGACCCAAGGCAT et al., 1992) 370bp-500bp

: : GAGCTAATCTGTAAAGTTGGTC
M. gallisepticum

JUGL1 (OIE, 2008) 16s rRNA/

GCTTCCTTGCGGTTAGCAAC JUG2 (OIE, 2008) 185bp
M. svnoviae GAGAAGCAAAATAGTGATATCA JUS1 (OIE, 2008) 16s rRNA/
ed CAGTCGTCTCCGAAGTTAACAA JUS2 (OIE, 2008) 200bp

2 MyCycler, Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories, Inc., Califérnia, E.U.A.

13 Mycovax® TS-11, Merial Saude Animal, Campinas-SP, Brasil.
1 Mycovax® MS-H, Merial Satide Animal, Campinas-SP, Brasil.
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5.4.1. Sexagem

A PCR de sexagem foi realizada para determinar o sexo dos individuos
amostrados, levando em consideragcao que todas as espécies eram monomorficas, e
ainda, para confirmacéo de que o DNA das amostras foi devidamente extraido e que
nao ocorreram possiveis inibidores da rea¢do durante o processo de extracdo. Nesta
PCR foram utilizados os oligonucleotideos 2550F e 2718R (Tabela 3) para detec¢éo
dos genes CHD1-W e CHD1-Z, respectivamente. Para a reagdo da PCR as
concentracdes dos reagentes na mistura foram: 2,0uL de DNA, 2,5uL de tampéo de
PCR (10X), 1,0uL de MgCl, (50mM/1mL), 2,0uL de cada oligonucleotideo, 0,25uL de
desoxirribonucleotideos fosfatados, 0,25uL de Tag DNA Polimerase (5U/ yL) e agua
miliQ para um volume final de 25,0uL. Na amplificacdo da reacédo foram utilizadas as
condicbes do protocolo seguido por Quintana e colaboradores (2008) com
adaptacGes, sendo: fase de desnaturacdo, 95°C durante 5 minutos, seguida de 35
ciclos de 95°C a 30 segundos para a desnaturacdo da fita de DNA, 54°C por 45
segundos para a hibridizagdo dos oligonucleotideos, e 72°C por 30 segundos para a
extensdo das fitas, e por fim, extensdo final a 72°C a 5 minutos seguido de
resfriamento a 4°C. Estes oligonucleotideos geram dois produtos finais com
diferenca de aproximadamente 200 pares de bases de diferenga entre eles. Quando
observado a presenca dos dois pares de bases (ZW) a amostra é de uma fémea,
enquanto quando observado apenas um produto (ZZ), a ave é considerada macho
(Quintana et al., 2008).

5.4.2. Género Mycoplasma spp.

Para a realizacdo da PCR de género Mycoplasma spp. foram utilizados os
oligonucleotideos JUMY1 e JUMY2 (Tabela 3) para deteccdo dos genes 16S-23S
rRNA. Para a reacdo da PCR as concentragbes dos reagentes na mistura foram:
1,0uL de DNA, 2,5uL de tampéao de PCR (10X), 1,0uL MgCl, (50mM/1mL), 1,0 pL de
cada oligonucleotideo, 0,2 uL de desoxirribonucleotideos fosfatados, 0,25 uL de Taq
DNA Polimerase (5U/ pL) e agua miliQ para um volume final de 25,0 uL. Na
amplificacéo da reacéo foram utilizadas as condi¢des do protocolo seguido por Sung
e colaboradores (2006) com adaptagbes, sendo: fase de desnaturagdo, 94°C
durante 5 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C a 30 segundos para a desnaturacéo

da fita de DNA, 64°C por 30 segundos para a hibridizacdo dos oligonucleotideos, e
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72°C por 60 segundos para a extensdo das fitas, e por fim, extenséo final a 72°C a 5
minutos seguido de resfriamento a 4°C. Estes oligonucleotideos geram um produto

final de peso molecular de 370bp a 500bp (Sung et al., 2006).

5.4.3. Espécie Mycoplasma gallisepticum

Para a realizacdo da PCR de género Mycoplasma spp. foram utilizados os
oligonucleotideos JUG1 e JUG2 (Tabela 3) para deteccdo do gene 16S rRNA. Para
a reacao da PCR as concentracfes dos reagentes na mistura foram: 1,0uL de DNA,
2,5uL de tampdo de PCR (10X), 1,0uL MgCl, (50mM/1mL), 1,0 yL de cada
oligonucleotideo, 0,2 uL de desoxirribonucleotideos fosfatados, 0,25 pL de Tag DNA
Polimerase (5U/ pL) e agua miliQ para um volume final de 25,0 pL. Na amplificacéo
da reacdo foram utilizadas as condi¢cdes do protocolo seguido por OIE (2008) com
adaptacoes, sendo: fase de desnaturacdo, 94°C durante 5 minutos, seguida de 40
ciclos de 94°C a 30 segundos para a desnaturagdo da fita de DNA, 55°C por 30
segundos para a hibridizagdo dos oligonucleotideos, e 72°C por 60 segundos para a
extensdo das fitas, e por fim, extensdo final a 72°C a 5 minutos seguido de
resfriamento a 4°C. Estes oligonucleotideos geram um produto final com peso

molecular aproximado de 185bp (Garcia et al., 2005).

5.4.4. Espécie Mycoplasma synoviae

Para a realizacdo da PCR de género Mycoplasma spp. foram utilizados os
oligonucleotideos JUS1 e JUS2 (Tabela 3) para deteccao do gene 16S rRNA. Para a
reacdo da PCR as concentracdes dos reagentes na mistura foram: 1,0uL de DNA,
2,5uL de tampdo de PCR (10X), 1,0uL MgCl, (50mM/1mL), 1,0 pL de cada
oligonucleotideo, 0,2 uL de desoxirribonucleotideos fosfatados, 0,25 pL de Tag DNA
Polimerase (5U/ pL) e agua miliQ para um volume final de 25,0 pL. Na amplificacéo
da reacgéo foram utilizadas as condi¢cdes do protocolo seguido por OIE (2008) com
adaptacGes, sendo: fase de desnaturacdo, 94°C durante 5 minutos, seguida de 40
ciclos de 94°C a 30 segundos para a desnaturagdo da fita de DNA, 55°C por 30
segundos para a hibridizacdo dos oligonucleotideos, e 72°C por 60 segundos para a
extensdo das fitas, e por fim, extensdo final a 72°C a 5 minutos seguido de
resfriamento a 4°C. Estes oligonucleotideos geram um produto final com peso

molecular aproximado de 200bp (Lauerman et al., 1993).
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6. ANALISES ESTATISTICAS

As variaveis dependentes (parametros de saude) foram testadas pelo teste de
normalidade de Cramer-von Mises (alfa=0,05). A maior parte das variaveis foi
considerada nao normal, e foram retestadas com os valores logaritimizados. Nesta
segunda abordagem transformada, a maioria das varidveis seguiu um padrdo de
distribuicdo normal. Apesar disto procedeu-se a andlise dos dados via ANOVA, visto
gque o numero de amostras ultrapassa 100 individuos e a ANOVA é robusta o
suficiente para aceitar estes desvios de normalidade (Zar, 2010). Cada variavel
dependente foi testada para a existéncia de correlagdo com o peso corporal dos
animais. Quando houve probabilidade abaixo de 0,1, foi testado o modelo de
ANOVA com o0 peso como um co-variado; caso este ndo fosse significativo no
modelo, era retirado o fator peso do modelo. Foram testados varios modelos mistos
lineares. Os fatores testados foram sexo, criadouro, infeccdo por Mycoplasma spp. e
microbiota respiratéria. Como dito, o peso foi utilizado como co-variado e a espécie
dos individuos como um fator aleatério. Para cada combinacdo destes fatores foi
verificado, através de uma analise de LogLikelihood, qual modelo representava
melhor o conjunto de dados. O limite alfa para um fator ser considerado significante
foi 0,05. Foi testada a similaridade da distribuicdo do IICR entre criadouros e sexo
através do teste de Chi-quadrado, novamente com um alfa de 0,05. Finalmente, foi
testada a existéncia de correlacdo entre os valores de PPT (refratbmetro) e PT

(bioquimica convencional), com um método ndo-paramétrico de Spearman.

RESULTADOS

1. ANIMAIS E AREAS DE COLHEITAS

Para o maior entendimento, os animais foram divididos em 02 grupos de
acordo com a sua origem, sendo: G1 - Fundacao Jardim Zooldgico de Brasilia, e G2
- Criadouro Conservacionista Spa Zen. Todos 0s animais eram pertencentes a
Ordem Psittaciformes, adultos e das mais variadas espécies. Eram eles

pertencentes a 10 géneros e 23 espécies distintas conforme listadas na Tabela 4.
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Tabela 4: Relacdo de todas as espécies, e respectivas quantidades de individuos
amostradas no presente estudo de acordo com o criadouro de origem.

Espécie Gl G2 Total
Alipiopsitta xanthops 03 00 03
Amazona aestiva 13 40 53
Amazona amazonica 06 00 06
Amazona autumnalis 03 00 03
Amazona brasiliensis 01 00 01
Amazona farinosa 01 00 01
Amazona festiva 04 00 04
Amazona kawalli 02 00 02
Amazona ochrocephala 04 00 04
Amazona rhodocorytha 02 00 02
Anodorhynchus hyacinthinus 03 00 03
Ara ararauna 20 05 25
Ara chloropterus 08 00 08
Ara glaucogularis 01 00 01
Ara macao 04 00 04
Ara severus 02 00 02
Aratinga acuticaudata 01 00 01
Deroptyus accipitrinus 02 00 02
Diopsittaca nobilis 03 00 03
Orthopsittaca manilata 01 00 01
Pionus maximiliani 01 00 01
Primolius auricolis 01 00 01
Primolius maracana 04 00 04
Total 90 45 135

Legenda: Fundacéo Jardim Zoologico (G1); Criadouro Conservacionista SpaZen (G2).

Os dois criadouros amostrados passaram por uma avaliagdo qualitativa
sanitaria, realizada pela equipe. As atribuicdes foram dadas em boa, regular ou ruim,
sendo estas independentes entre si. As duas instituicbes forneciam dieta adequada
para o grupo em questdo e utilizavam de 4gua e sabdo para higienizacdo dos
recintos, fomites e dos outros materiais utilizados. Outros fatores avaliados,
referentes aos tipos dos recintos, também foram observados e estdo listados a

seguir (Tabela 5).

Tabela 5: Descricdo de aspectos referentes aos recintos e avaliagdo qualitativa sanitéria
dada aos locais amostrados.

Grupo ' .Recintos . Aval'ia,gz_?lo
Tipo Densidade Cobertura Piso Sanitaria
G1 Alambrado Baixa Parcial Natural Boa
G2 Alambrado Alta Parcial Natural Regular

Legenda: Fundacéo Jardim Zoologico (G1); Criadouro Conservacionista SpaZen (G2).

2. CONTENCAO FISICA E QUIMICA E AVALIACAO CLINICA INDIVIDUAL
Todos os animais responderam bem a indugdo, manutencdo e recuperagao

anestésicas, e nao apresentaram qualquer tipo de alteragcdo digna de nota
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relacionada a técnica realizada. Em nenhum animal foi observada a presenca de
ectoparasitas. Com relacdo ao exame fisico individual, realizado em todos os

animais, nenhum individuo apresentou sinal clinico de doenca respiratoria.

3. HEMOGRAMA E BIOQUIMICA SERICA

Nao se obteve diferencgas estatisticas dos parametros hematologicos quando
analisado o fator "sexo", porém quando analisado o fator "criador”, 0 mesmo teve
influéncia nos valores de contagem do numero total de hemacias, e concentracdes
de hemoglobina, AST e acido Urico (Tabela 6). Nao houve nenhum paréametro
hematoldgico, através das analises estatisticas, que tenha sido alterado naqueles

animais em que foi diagnosticada a presenca do agente Mycoplasma spp.

Tabela 6: Analise estatistica dos hemogramas e dos bioquimicos séricos dos animais
amostrados de acordo com o criadouro de origem.

G1 (n=90) G2 (n=45)

Parametro Valores Paramétricos X £ DP (min. - max.)
VG (%) 45,50 + 4,18 (34 - 56) 44,90 + 4,18 (36 - 55)
Hemécias (x10° x pLt)*** 2,60 +0,70 (1,00 - 5,50) 2,30 £ 0,70 (1,00 - 4,40)
Hemoglobina (g/dL)*** 10,20 + 2,10 (4,60 - 17,80) 8,90 + 2,10 (4,60 - 11,10)
Trombécitos (x10® X uL™*) 21,70 +£14,30 (3,30 - 142,60) 21,40 + 14,30 (5,40 - 46,50)
PPT (g/dL) 4,10 + 0,60 (2,80 - 6,40) 4,00 + 0,60 (3,00 - 5,60)

Leucécitos (x10° X pL™)
Heterdfilos (x10% X pL™)
Linfocitos (x10° X pL™)

Eosindfilos (x10° X pL™)
Mondcitos (x10° X puL™)

12,22 +12,58 (0,69 - 135,90)
7,10 + 7,60 (0,00 - 77,40)
2,50 + 2,60 (0,10 - 21,70)
0,10 + 0,10 (0,00 - 0,50)
2,30 + 3,40 (0,10 - 36,70)

11,29 + 12,58 (2,41 - 33,02)
6,70 + 7,60 (1,20 - 24,10)
2,10 + 2,60 (0,10 - 7,60)
0,20 + 0,10 (0,00 - 0,50)
2,20 + 3,40 (0,30 - 11,60)

Hemograma

Bioquimicos

Basofilos (x10° X pL™

0,30 + 0,20 (0,00 - 0,90)

0,30 + 0,20 (0,00 - 0,80)

PT (g/dL)

Albumina (g/dL)
AST (Ul/L)**

FA (UI/L)

Acido Urico (mg/dL)*
Creatinina (mg/dL)
CK (UI/L)

3,17 + 0,74 (1,50 - 6,70)
1,10 + 0,32 (0,50 - 2,30)
171 + 90 (41 - 749)
48,40 + 35,10 (6 - 208)

5,35 + 3,29 (0,60 - 22,50)

0,23 +0,10 (0,10 - 0,60)
149 + 177 (24 - 1020)

3,12 £ 0,74 (1,50 - 6,70)
1,00 £ 0,32 (0,50 - 2,00)
139 + 90 (41 - 314)
50,70 + 35,10 (6 - 152)
4,96 £ 3,29 (0,60 - 12)
0,22 +0,09 (0,10 - 0,50)
144 + 177 (24 - 995)

Legenda: Fundacdo Jardim Zoolégico (G1); Criadouro Conservacionista SpaZen (G2);
Volume globular (VG); Proteinas plasmaticas totais (PPT); Proteinas totais séricas (PT);
Aspartato aminotransferase (AST); Fosfatase alcalina (FA); Creatina cinase (CK); Média (X);
Desvio padrao (DP); Minimo (min.); Maximo (méax.); p < 0,05*; p < 0,005**; p < 0,001***.

4. CULTURA MICROBIOLOGICA

Foram obtidos 120 swabs traqueais. Dos cultivos microbioldgicos realizados a
partir da inoculacdo dos mesmos, foram identificados colbnias de bactérias,
leveduras e fungos. As leveduras foram classificadas apenas em presente ou

ausente, e as colbnias bacterianas e fungicas foram classificadas em sua maioria
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em género e algumas em espécie. Foi feita ainda, a analise da prevaléncia de cada
um dos microrganismos dentro do grupo amostrado, como listado na Tabela 7.

Tabela 7: Relacao das leveduras, géneros e espécies das colbnias bacterianas e fungicas
isoladas das amostras de swab traqueais, e suas respectivas prevaléncias dentro da
populagdo amostrada.

Grupo Espécie Prevaléncia
Actinomyces spp. 2,50% (03/120)
Bacillus spp. 30,00% (36/120)

Corynebacterium spp.
Enterobacter agglomerans
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

26,67% (32/120)
5,00% (06/120)
2,50% (03/120)
0,83% (01/120)

Bacterias Micrococcus spp. 0,83% (01/120)
Pasteurella spp. 11,67% (14/120)
Pseudomonas spp. 1,67% (02/120)
Rhodococcus equi 3,33% (04/120)
Staphylococcus spp. 58,33% (70/120)
Streptococcus spp. 10,00% (12/120)

Leveduras 52,50% (63/120)
Acremonium spp. 7,50% (09/120)
Aspergillus spp. 5,00% (06/120)
Chaetomium spp. 0,83% (01/120)
Curvularia spp. 2,50% (03/120)
Epicoccum spp. 0,83% (01/120)

Fungos Fusarium spp. 0,83% (01/120)

Mucor spp.
Nigrospora spp.
Penicillium spp.
Rhizopus spp.
Trichoderma spp.

0,83% (01/120)
0,83% (01/120)
32,50% (39/120)
3,33% (04/120)
3,33% (04/120)

Apenas 05 animais, 4,17% (05/120), ndo tiveram crescimento de bactérias,
leveduras ou fungos em suas amostras de swab traqueal, do restante, todos tiveram
pelo menos um microrganismo isolado, seja ele bacteriano, fungico ou levedura.
Para melhor analise dos dados obtidos das culturas microbiologicas, os animais
foram classificados quantitativamente em 03 grupos distintos de acordo com o
somatorio das diferentes col6nias isoladas e identificadas dos microrganismos,
sejam eles bacterianos, leveduras ou fangicos, e foi denominada de indice de
Intensidade de Colonizacdo Respiratéria (IICR). Para aquele animal que teve entre
00 ou 01 colbnia, deu-se o IICR 1, para aqueles que tiveram entre 02 e 05 colbnias
diferentes, IICR 2, e para os que tiveram 06 ou 07 tipos diferentes de coldnias de
microrganismos, [ICR 3. Os IICRs sao independentes entre si e 00 é igual a
auséncia de microrganismos e 07 o numero maximo de diferentes colbnias

apresentadas pela populacdo amostrada. A prevaléncia dos IICRs dentro de cada
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criador e de acordo com 0 sexo estdao representados nas Tabelas 8 e 9,
respectivamente. As analises estatisticas realizadas mostraram que n&o hé
diferenca estatistica entre o nimero de agentes isolados do trato respiratorio inferior
qgquando empregados os fatores "sexo" ou "criador", porém apresentou diferenca
estatistica (p=0,03) na concentragdo de albumina sérica quando usado o "lICR"

como fator (Figura 6).

Tabela 8: Prevaléncia dos IICRs dos individuos de acordo com o criadouro.

Grupo IICR 1 IICR 2 IICR 3
Gl 19,74% (15/76) 76,32% (58/76) 3,94% (03/76)
G2 13,64% (06/44) 81,81% (36/44) 4,55% (02/44)

Total 17,50% (21/120)  78,33% (94/120)  4,17% (05/120)
Legenda: Fundacao Jardim Zoolégico (G1); Criadouro Conservacionista SpaZen (G2);
indice de Intensidade de Colonizacdo Respiratéria (IICR); Onde: IICR 1: 00 ou 01 tipo de
microrganismo; IICR 2: 02 - 05 tipos diferentes de microrganismos; IICR 3: 06 ou 07 tipos
diferentes de organismos; Sendo 00 igual a auséncia completa de crescimento.

Tabela 9: Prevaléncia dos IICRs dos individuos de acordo com o sexo.

Sexo IICR 1 IICR 2 IICR 3

Fémea 42,86% (09/21) 45,74% (43/94)  20,00% (01/05)

Macho 57,14% (12/21) 54,26% (51/94)  80,00% (04/05)

Total 17,5% (21/120) 78,33% (94/120) 4,17% (05/120)
Legenda: Fundacao Jardim Zoolégico (G1); Criadouro Conservacionista SpaZen (G2);
indice de Intensidade de Colonizacdo Respiratéria (IICR); Onde: IICR 1: 00 ou 01 tipo de
microrganismo; IICR 2: 02 - 05 tipos diferentes de microrganismos; IICR 3: 06 ou 07 tipos
diferentes de organismos; Sendo 00 igual a auséncia completa de crescimento.
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Figura 6: Boxplot da varidvel concentragdo de albumina sérica quando analisado o IICR
como fator.
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5. PCR SEXAGEM

Foram obtidos swabs de orofaringe e cloaca de todos os animais amostrados.
Durante a realizagdo da PCR para sexagem das amostras de swabs de orofaringe e
cloaca das aves, obteve-se a amplificacdo dos genes CHD1-W e CHD1-Z a partir
dos oligonucleotideos 2550F e 2718R, que resultaram em produtos de
aproximadamente 450bp e 650bp, respectivamente, com diferenca de peso
molecular entre eles de 200bp. As aves fémeas apresentaram dois produtos de
ambos os tamanhos citados (ZW), e os machos apenas um (ZZ; Figura 7). Dos 135
individuos, foram identificadas 43,70% fémeas (59/135) e 56,30% machos (76/135),
sendo a distribuicdo dos animais por sexo em cada grupo demonstrada na Tabela
10.

700bp

400bp

Figura 7: Resultado de PCR para sexagem das aves. 1 - Marcador de peso molecular
(100bp™®); 2 - Controle negativo (agua miliQ); 3, 9, 13, 14, e 15 - Aves machos (ZZ2); 4, 5, 6,
7, 8,10, 11, e 12 - Aves fémeas (ZW). Gel de agarose a 1,5% (p/v) corado por brometo de
etideo a 0,01% (p/v).

!5 100bp DNA Ladder®, Invitrogen Tech-Line*", E.U.A
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Tabela 10: Distribuicdo dos animais amostrados conforme o sexo dentro dos grupos.

Grupo Fémeas Machos
G1 (90/135) 41 49
G2 (45/135) 18 27
Total 59 76

Legenda: Fundacao Jardim Zooldgico (G1); Criadouro Conservacionista SpaZen (G2).

6. PCR GENERO MYCOPLASMA SPP.

Na PCR para deteccao do género Mycoplasma spp. das amostras de swab de
orofaringe e cloaca das aves, obteve-se a amplificacdo dos genes 16S-23S rRNA a
partir dos oligonucleotideos JUMY1 e JUMY2, gerando os produtos variando de
370bp a 500bp (Figura 8). Foram 05 os animais positivos na rea¢ado, gerando uma
prevaléncia de 3,70% (05/135) no grupo amostrado, sendo que 02 das amostras
foram referentes a swabs cloacais, o equivalente a 1,50% (02/135), e 03 de swabs
orofaringeos, igual a 2,20% (03/135). Os achados dignos de nota no exame fisico
dos animais positivos na PCR em questdo estdo na Tabela 11, e seus respectivos
resultados obtidos no hemograma e dosagens de bioguimica sérica na Tabelas 12 e
13. Todos eles apresentavam-se ativos e normohidratados. Os resultados obtidos
foram comparados a valores de referéncia para as espécies, sendo que, na falta de
dados, as espécies Orthopsittaca manilata e Amazona ochrocephala tiveram os seus
dados comparados aos de Amazona aestiva, uma vez que todos eles séo

psitacideos e possuem peso corporal compativeis.
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500bp

Figura 8: Resultado de PCR para deteccdo de Mycoplasma spp.; 1 - Marcador de peso
molecular (100bp™®); 2 - Controle positivo (vacina comercial*’); 3 - Controle negativo (agua
miliQ); 4 - Orthopsittaca manilata (31), 5 - Anodorhynchus hyacinthinus (100), 6 - Amazona
aestiva (64), 7 - Anodorhynchus hyacinthinus (02); 8 - Amazona ochrocephala (51). Gel de
agarose a 1,5% (p/v) corado por brometo de etideo a 0,01% (p/v).

Tabela 11: Origem, nimero dentro do grupo de pesquisa, espécie, sexo, peso, condi¢ao de
carnes, e respectivas amostras dos animais positivos na PCR para deteccdo de
Mycoplasma spp. e lICRs.

Cond. de

Origem Numero Espécie Sexo Peso carnes Amostra IICR
02 A. hyacinthinus M 14409 Normal Swab Orofaringe 2

Gl 31 O. manilata F 3709 Obeso Swab Orofaringe 2
51 A. ochrocephala M 4309 Obeso Swab Cloacal 1
100 A. hyacinthinus M 1325¢g Normal Swab Orofaringe 2

G2 64 A. aestiva M 4009 Normal Swab Cloacal 2

j—

Legenda: Fundagdo Jardim Zooldgico (G1); Criadouro Conservacionista SpaZen (G2
Indice de Intensidade de Colonizacao Respiratoria (IICR).

16 100bp DNA Ladder®, Invitrogen Tech-Line*", E.U.A
" Mycovax® MS-H, Merial Satide Animal, Campinas-SP, Brasil.
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Tabela 12: Resultados obtidos no hemograma e dosagens de bioquimicas séricas dos
animais 02 e 100 positivos na PCR para deteccdo de Mycoplasma spp.

Anodorhynchus hyacinthinus

Parametro 02 100 VR

VG (%) 45 49 43-53
Hemacias (x10° x pL™) 2,90 3,60 2,90-3,40
Hemoglobina (g/dL) 12,40 8,20 15,40-18

g Trombdcitos (x10° X pL™) 17,75 28,92 NI
S PPT (g/dL) 3,10 4,10 2,70-3,60
2 Leucdcitos (x10° X uL™) 9,25 1558  5,60-8,90
£ Heterdfilos (%) 71,30 78,14 58-78
2 Linfécitos (%) 21,09 7,95 20-45

Eosindfilos (%) 0,98 0 0-2

Mondcitos (%) 6,63 12,95 0-4

Basdfilos (%) 0 0,96 0-4
PT (g/dL) 1,80 3,00 3,60-7,00

8 Albumina (g/dL) 0,70 0,80 NI
é AST (UI/L) 131 131 87-160
= FA(UIL) 16 11 20-230
g Acido Urico (mg/dL) 12,50 5,80 3,40-10,40
o Creatinina (mg/dL) 0,10 0,20 0,30-0,50
CK (UI/L) 97 170 260-563

Legenda: Volume globular (VG); Proteinas plasmaticas totais (PPT); Proteinas totais séricas
(PT); Aspartato aminotransferase (AST); Fosfatase alcalina (FA); Creatina cinase (CK);
Amostra insuficiente (Al); N&o informado (NI); Valores de referéncia (VR) para A.

hyacinthinus (Godoy, 2006).

Tabela 13: Resultados obtidos no hemograma e dosagens de bioquimicas séricas dos
animais 31, 51 e 64 positivos na PCR para detec¢céo de Mycoplasma spp.

Amazona aestiva

Parametro 31 51 64 VR
VG (%) 49 41 45 37-50
Hemacias (x10° x uL™) 310 250 3,00 2,40-4,00
Hemoglobina (g/dL) 12,60 9,70 10,30 11,00-17,60
g Trombdcitos (x10° X uLY) 47,71 21,10 23,76 NI
8 PPT (g/dL) 420 4,00 4,80 3,00-5,00
2 Leucocitos (x10° X uL™) 46,76 10,40 15,23  4,60-11,00
£ Heterdfilos (%) 51,13 77,12 37,04 55-80
£ Linfécitos (%) 30,92 17,98 20,00 20-45
Eosindfilos (%) 0 0 0 0-1
Mondcitos (%) 17,95 1,92 39,01 0-3
Basofilos (%) 0 298 3,95 0-1
PT (g/dL) 450 3,00 3,20 3,30-5,30
3 Albumina (g/dL) 1,10 1,50 1,20 1,90-3,50
é’ AST (UI/L) 288 314 Al 130-350
S FA(UIIL) 38 32 Al 45-55
g Acido Urico (mg/dL) 570 3,60 Al 2,30-10
@ Creatinina (mg/dL) 0,20 0,60 Al 0,10-0,40
CK (UI/L) 170 24 Al 45-265

Legenda: Volume globular (VG); Proteinas plasmaticas totais (PPT); Proteinas totais séricas
(PT); Aspartato aminotransferase (AST); Fosfatase alcalina (FA); Creatina cinase (CK);
Amostra insuficiente (Al); Nao informado (NI); Valores de referéncia (VR) para Amazona

aestiva (Godoy, 2006).
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7. PCR DAS ESPECIES M. GALLISEPTICUM E M. SYNOVIAE

Para aqueles animais que foram positivos na PCR de deteccdo do género
Mycoplasma spp., foram realizadas as reacfes para deteccdo da espécie M.
gallisepticum e M. synoviae. Durante a realizacdo da PCR para detec¢do da espécie
M. gallisepticum, obteve-se a amplificacdo do gene 16S rRNA, a partir dos
oligonucleotideos JUG1 e JUG2, gerando o produto de 185bp apenas para amostra
de controle positivo, sendo entdo todas as amostras das aves negativas para a
reacdo (Figura 9). Enquanto na realizacdo da PCR para deteccdo da espécie M.
synoviae, obteve-se a amplificacdo do gene 16S rRNA, a partir dos
oligonucleotideos JUS1 e JUS2, gerando o produto de 200bp também apenas para
amostra de controle positivo, sendo entdo todas as amostras das aves negativas

para a reacao (Figura 10).

185bp

Figura 9: Resultado de PCR para detec¢cdo de Mycoplasma gallisepticum; 1 - Marcador de
peso molecular (100bp'®); 2 - Controle positivo (vacina comercial®®); 3 - Controle negativo
(dgua miliQ); 4, 5, 6, 7 e 8 - Amostras negativas para Mycoplasma gallisepticum. Gel de
agarose a 2,0% (p/v) corado por brometo de etideo a 0,01% (p/v).

'8 100bp DNA Ladder®, Invitrogen Tech-Line*", E.U.A
19 Mycovax® TS-11, Merial Satde Animal, Campinas-SP, Brasil.
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200bp

Figura 10: Resultado de PCR para deteccdo de Mycoplasma synoviae; 1 - Marcador de
peso molecular (100bp®); 2 - Controle positivo (vacina comercial®!); 3 - Controle negativo
(dgua miliQ); 4, 5, 6, 7 e 8 - Amostras negativas para Mycoplasma synoviae. Gel de agarose
a 2,0% (p/v) corado por brometo de etideo a 0,01% (p/v).

DISCUSSAO

Ao avaliar os valores obtidos das andlises hematoldgicas das aves, ndo foram
achados valores significativos entre machos e fémeas, mas foram encontradas
diferencas significativas entre os criadores no que se diz respeito aos valores de
contagem total do nimero de hemacias e concentracdes de hemoglobina, AST e
acido urico. A diferenca estatistica observada na contagem total de hemacias e
concentracdo de hemoglobina pode ser explicada quando leva-se em consideracdo
as diferencas dos recintos em que as aves sao criadas. Os recintos da Fundacéo
Jardim Zooldgico sao mais altos e mais amplos e possuem densidade populacional
mais baixa do que do Criadouro Conservacionista Spa Zen. Animais que possuem
maior atividade fisica podem apresentar maior nimero de hemacias e maior
concentracdo de hemoglobina nas mesmas, além do que, a excitabilidade e o
esforco fisico, durante o processo de captura manual, podem causar eritrocitose
relativa e estimulacdo da liberagdo de globulos vermelhos, sem que sinais clinicos
sejam notados (Swenson, 1996; Randolph et al., 2010). A diferengca nas
concentracbes de AST entre os criadores pode estar associada a0 manejo ou a
algum tipo de infeccdo presente na populacdo amostrada que estd sendo

22 100bp DNA Ladder®, Invitrogen Tech-Line*", E.U.A
2 Mycovax® MS-H, Merial Sadde Animal, Campinas-SP, Brasil.
50



responsavel por danos aos tecidos hepético, cardiaco ou muscular. Apesar da
concentragéo ter se mostrado diferente entre os criadouros, se manteve dentro da
normalidade, de acordo com valores de referéncias para as aves (Campbell, 2006).
O &cido urico, que é produzido no figado e rins, é o principal indicador de doenca
renal em aves, mas seus valores podem variar de acordo com outros fatores, como
por exemplo a dieta alimentar. Ter obtido diferenca estatistica, na mensuragédo da
concentracdo deste catabdlito, entre os criadores pode ser indicativo de que alguma
doenca, que cause lesdo renal, pode estar presente no grupo ou estar relacionado
apenas a diferenca entre as dietas. Embora os dois tipos de dietas oferecidos aos
animais, uma em cada criador, sejam adequadas, a da Fundacgéo Jardim Zooldgico
possuia uma diversidade maior de constituintes. A ingestdo de maior quantidade de
proteina, dos animais da Fundacédo Jardim Zoolbgico pode ter levado a diferenca
obtida, uma vez que a média foi maior na mesma (Almosny e Monteiro, 2006;
Campbell, 2006).

O swab traqueal desenvolvido pela equipe mostrou-se ser de facil fabricacédo
e manuseio, baixo custo, e permitiu que o material biolégico traqueal fosse coletado
sem que ocorresse qualquer tipo de complicacdo para o animal durante o processo
de coleta, como por exemplo apneia ou dispneia, que ja foram descritas por Gerlach
(1994) e Redig (2008). Das bactérias que foram isoladas neste trabalho, analisando-
Se uma a uma, nota-se que todas elas sao bactérias que ja foram isoladas de aves e
descritas em literatura, como sendo comensais de membranas mucosas de
cavidade oral, trato respiratério e trato gastrintestinal de animais (Quinn et al., 1994;
2005; Tully, 1995; Zwart, 2008). Quando analisamos a presenca de leveduras, e a
prevaléncia das mesmas dentro do grupo (51,6%; Tabela 7), também vai de
encontro ao descrito por Biasia e Giovanardi (2001) e Silvanose (2008), de que
leveduras podem ser isoladas de trato respiratério inferior de aves aparentemente
saudaveis. Fazendo a analise dos fungos isolados, nota-se que todos eles séo
fungos ambientais, e podem ser facilmente encontrados no ambiente, como solo e
plantas (Quin et al., 1994; 2005).

Dos resultados obtidos na cultura microbiolégica nota-se que a maioria dos
animais apresentou pelo menos um microrganismo isolado de seu respectivo trato
respiratorio inferior, e apenas 05 individuos, 4,17% (05/120), ndo apresentaram

qualguer crescimento, demonstrando que é normal a presenca de microrganismos
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nas vias aéreas inferiores. Do grupo de bactérias isoladas, analisando-se os géneros
e espécies, 0 nosso trabalho obteve resultados congruentes com os encontrados por
Akhter et al. (2010), ao fazer cultivo bacteriano de material tragqueal de psitacideos
assintomaticos de cativeiro. Quando analisamos o porcentual de animais,
pertencentes aos dois criadouros, distribuidos entre os IICRs a que foram atribuidos
(Tabela 8), nota-se que a maior parte dos animais teve de 02 a 05 diferentes tipos
de microrganismos isolados de seu trato respiratorio inferior, seguido daqueles que
tiveram 00 ou 01 tipo; e a minoria, que foram aqueles que tiveram 06 ou 07 tipos. De
acordo com Zwart (2008), animais de cativeiro estdo comumente expostos a
bactérias, fungos e outros tipos de microrganismos, que estdo presentes em seu
ambiente. A contaminacao pode ocorrer através da comida, agua, fomites, e até pelo
contato com 0s outros animais.

A maior parte dos animais apresentou 02 a 05 tipos de microrganismos na
cultura microbiolégica sem que tenha tido qualquer tipo de alteracdo clinica de
carater respiratorio em seu exame clinico. As analises estatisticas realizadas
mostraram que nao ha diferenca estatistica entre 0 nimero de agentes isolados do
trato respiratério inferior entre machos e fémeas ou entre os criadouros. Logo, a
condicdo de higiene dos criadouros e nem o sexo dos individuos foram fatores
determinantes no nimero de agentes microbioldgicos isolados do trato respiratério
inferior, outros aspectos devem estar envolvidos. Em concordancia ao encontrado
em literatura, notamos que a presenca dos agentes infecciosos néo
necessariamente vao causar doenca nos hospedeiros, existem varios fatores
individuais e ambientais que desencadeiam o processo de doenca (Godoy, 2006;
Zwart, 2008). Porém, se obteve diferenca estatistica (p=0,03) na concentracdo de
albumina sérica quando usado o IICR como fator (Figura 6). A concentracdo de
albumina sérica foi menor naquele grupo de maior quantidade de microrganismos
isolados (IICR 3), provavelmente por se tratar de uma proteina de fase aguda
negativa, em que sua concentragdo se reduz durante processo infeccioso ou
inflamatorio (Eckersall, 2008).

Na PCR para sexagem das aves, os genes CHD1-W e CHD1-Z foram
amplificados e resultaram em produtos de aproximadamente 450bp e 650bp,
respectivamente (Figura 7), obtendo-se a diferenca de tamanho de 200bp entre eles.

A reacdo ocorreu conforme esperado por Quintana et al. (2008). Sabe-se que ha
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uma pequena variagdo entre o peso molecular, dos produtos resultantes, entre as
diferentes espécies de aves, o que foi mostrado por Fridolfsson e Ellegren (1999) e
observado no presente trabalho, porém sempre respeitando a relacdo de 200bp de
diferenca entre os pesos moleculares dos dois produtos obtidos, independente da
espécie aviaria. A técnica da PCR foi capaz de fazer a sexagem de todos os
individuos de todas as espécies de nosso trabalho.

Inicialmente a PCR para a deteccdo de Mycoplasma spp. foi utilizada em
nosso trabalho com o propdsito de funcionar como triagem de animais positivos,
para depois serem direcionadas as analises das espécies de MG e MS, que ja foram
identificadas em psitacideos de cativeiro no Brasil (Gomes et al., 2010; 2012). O
presente trabalho demonstrou que existe a presenca de Mycoplasma spp. em
psitacideos mantidos em cativeiro no DF, Brasil, uma vez que se obteve amostras
positivas de 05 animais de dois criadouros distintos, por meio da PCR capaz de
detectar Mycoplasma spp., obtendo-se prevaléncia igual a 3,70% (05/135). Lierz e
Hafez (2009) também investigaram a ocorréncia de Mycoplasma spp. em diferentes
espécies de psitacideos de cativeiro na Alemanha, sendo que obtiveram 25%
(06/24) de amostras positivas em um grupo de 24 individuos que apresentavam
sinais clinicos de doenca respiratdria. Fizeram o mesmo teste diagndstico em outros
40 individuos psittaciformes, assintomaticos, e ndo obtiveram animais positivos,
sendo o teste em questdo PCR a partir de swabs de coana e traqueia. NOSsos
resultados, quando comparados ao de Lierz e Hafez (2009) sédo divergentes, porém
deve-se levar em conta que naquele grupo dos assintomaticos, que € o0 que mais se
assemelha ao grupo dos animais amostrados em nosso trabalho, o nimero total de
individuos foi menor do que o nosso, a sensibilidade da PCR pode ter sido diferente,
e outra, ndo se tem informacdes referentes ao histérico dos animais, nem do
ambiente em que 0s mesmos sao mantidos e que se trata de localidades
geograficas bem distintas. Outras informacdes teriam de ser comparadas para que
se fizesse um perfeito estudo da prevaléncia.

As amostras positivas para 0 género Mycoplasma spp. também foram
testadas em outras duas PCRs distintas capazes de detectar a presenca de M.
gallisepticum e M. synoviae. Nas duas PCRs n&o obtivemos amostras positivas. Os
resultados negativos para MG e MS nao foram os mesmos encontrados por Gomes

et al. (2010), em que foi identificada a presenca de MG em 6,1% das amostras
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obtidas de psitacideos que vieram a 6bito por diversas causas, no estado de Minas
Gerais, e nem por Gomes et al. (2012), que identificou a coinfec¢cdo de MG e MS em
um papagaio verdadeiro (Amazona aestiva) sintomatico de cativeiro também no
estado de Minas Gerais, Brasil. Ambos os trabalhos testaram swabs de orofaringe e
cloaca, e utilizaram a mesma técnica diagnéstica que nesta pesquisa (OIE, 2008).
N&o ter encontrado animais positivos para MG e MS neste trabalho, diferente dos
outros dois citados, pode ser explicado devido a aleatoriedade com que foi feita a
amostragem dos nossos individuos, e mais, nenhum dos animais apresentavam-se
sem qualquer alteracdo clinica digna de nota. No trabalho de Gomes et al. (2010)
foram testados apenas animais que ja estavam mortos, e Gomes et al. (2012)
amostrou apenas um individuo, sendo que 0 mesmo ja apresentava sinais clinicos
da doenca e foi encaminhado para a clinica veterinaria por este motivo. Uma vez
gque ndo sabemos as condicbes em que 0s animais que foram amostrados nos
trabalho citados eram criados, dos nossos animais podemos dizer que seus recintos
eram semi cobertos, e recebiam incidéncia de raios solares a maior parte do dia,
além da higiene minima realizada, uma vez que nenhum dos dois criadouros
recebeu qualificacdo ruim sanitariamente. Sabe-se que 0s micoplasmas, por nao
possuirem parede celular, sdo bastante sensiveis no ambiente (Nascimento, 2000).
O numero maior de animais positivos na Fundacéo Jardim Zooldgico (04 individuos)
e menor do Criadouro Conservacionista Spa Zen (01 individuo) pode ser explicado
devido ao numero total de animais que foram amostrados, que foi maior no Jardim
Zooldgico que no criadouro Spa Zen, e outra, o animal positivo do criadouro Spa Zen
pode ser recente em seu grupo, uma vez que 0s animais criados na propriedade
eram advindos do IBAMA e néo se tinha o controle da data de entrada e saida dos
mesmos. Uma vez recém chegado, talvez ainda ndo tivesse dado tempo de
contaminar os demais.

O resultado das amostras positivas apenas para o género Mycoplasma spp.
leva a crer que as espécies que foram identificadas na PCR possam ser outros tipos
de micoplasmas, além do MG e MS, capazes de infectar psittaciformes. A afirmacgéo
pode ser verdadeira uma vez que existem relatos de espécies de micoplasmas,
como M. cloacale, M. iowae, e outras que nao foram identificadas, que ja foram
isoladas de psittaciformes pelo mundo (Bozeman et al., 1984; Bradbury et al., 1987).

Outra hipotese também pode ser de que as espécies identificadas possam ser
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mutacbes de MG e MS e que ndo foram amplificadas a partir das sequéncias de
oligonucleotideos utilizadas no presente trabalho, fazendo necessario a realizacdo
de posteriores técnicas de sequenciamento do material genético amplificado para
identificacdo das espécies em questdo. O numero de trabalhos ainda é escasso com
relacdo a outras espécies de micoplasmas, além de MG e MS, capazes de infectar
psitacideos.

Ndo houve nenhum parametro hematologico, através das analises
estatisticas, que tenha sido alterado naqueles animais em que foi diagnosticada a
presenca do agente Mycoplasma spp., 0 que pode ser explicado pelo baixo niumero
de infectados dentro da populacdo amostrada, ou pela baixa patogenicidade do
micoplasma isolado. Apesar de se apresentarem clinicamente saudaveis, ativos,
normohidratados e condi¢cdo de carnes normais ou obesos, no dia da colheita do
material bioldgico, os animais positivos apresentaram pelo menos uma alteracédo
digna de nota em seus exames hematologicos. Os animais 100, 31 e 64
apresentaram nitida leucocitose acompanhada de monocitose. Este resultado em
aves geralmente esta associado a processos infecciosos e inflamatorios (Almosny &
Monteiro, 2006). O animal 64 demonstrou ainda aumento da contagem de basdfilos.
O basofilo é uma das primeiras células a participar da resposta inflamatéria aguda
ou reacéao de hipersensibilidade (Campbell, 2006; Clark et al., 2009). As leucocitoses
obtidas podem ser em razéo da infeccao pelo micoplasma ou por qualquer outro tipo
de agente. As araras numero 02 e 100, ambas A. hyacinthinus, e 0s papagaios
verdadeiros, 51 e 64, apresentaram concentracdo de PT menor do que a esperada
para a espécie, o que pode ser explicado uma vez que os quatro individuos séo
machos e adultos. Machos consomem grande quantidade de proteina para a
manutencdo dos caracteres secundarios masculinos, como hipertrofia muscular e
coloragéo das penas (Meadows et al., 2012). A arara 02 ainda apresentou elevada
concentracdo de acido urico. O acido urico € principal catabodlito do metabolismo do
nitrogénio nas aves, sendo ele produzido no figado e nos rins e varia em funcéo da
idade e dieta (Campbell, 2006). Por se tratarem de iguais espécies, sexo, adultos e
de receberem a mesma dieta, 0 aumento encontrado em 02, o que foi normal para
100, sugere que o individuo 02 possa estar com alguma doenca renal. Os animais

31, 51 e 64 apresentaram discreta diminuigcdo na concentracdo de albumina, e como
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dito anteriormente, tal resultado pode estar relacionado ao processo infeccioso
causado pelo micoplasma (Eckersall, 2008).

Quando analisados individualmente, alguns dos animais que foram positivos
para Mycoplasma spp. apresentaram alteracbes em seus exames hematoldgicos
tipicos de serem associados a processos infecciosos e inflamatérios. A maioria
apresentou IICR 2 e apenas 1 apresentou I[ICR 1 (Tabela 11), assim como
observado na populacdo amostrada. Como discutido anteriormente, micoplasmoses
possuem baixo indice de mortalidade. Os sinais clinicos variam muito de acordo com
a espécie e com os desafios ambientais a que o individuo € submetido, em especial
a exposicdo a microrganismos oportunistas (Cavalheiro, 2001; Murakami et al.,
2002). A auséncia de sinais clinicos, observada nos mesmos, na data da colheita
pode ser devido a baixa patogenicidade do micoplasma , pela pequena guantidade
de agentes isolados do trato respiratorio inferior, uma vez que nenhum foi
classificado como IICR 3, ou ainda, pelas condicbes de higiene, alimentares e de
densidade populacional em que os mesmos sdo criados (Tabela 5), que eram

minimas, adequadas e moderadas, respectivamente.

CONCLUSOES
Os resultados obtidos do presente estudo, permitiram concluir que:

¢ O sexo dos animais nao interferiu estatisticamente nos parametros de saude
avaliados e nem no lICR;

e Os criadouros nao interferiram na IICR. Porém, interferiram em alguns
parametros hematoldgicos devido as diferencas dos manejos das aves;

e Existe a presenca de Mycoplasma spp. em psitacideos de cativeiro do DF,
Brasil, sendo esta de baixa prevaléncia;

e Os animais positivos para Mycoplasma spp. foram negativos para M.
gallisepticum e M. synoviae, indicando que possivelmente outras espécies de
micoplasmas, capazes de infectar psitacideos, estejam presentes no DF;

e Os animais positivos para Mycoplasma spp. apresentavam-se assintomaticos
na época da colheita de material bioldgico, e com algumas alteracbes em
seus leucogramas que pudessem estar associadas a infec¢ao pelo agente em

questao;
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e A grande maioria dos animais amostrados teve pelo menos um
microrganismo isolado de seu trato respiratorio inferior sem que apresentasse
qualquer sinal clinico de carater respiratério. Porém, nagueles com maior
quantidade de microrganismos isolados, foi notada hipoalbuminemia;

¢ O isolamento de um agente infeccioso néo quer dizer doenca instalada, varios
outros aspectos ambientais e individuais devem estar envolvidos no quadro

de morbidade.
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CAPITULO 1l

CONSIDERACOES FINAIS

Acredita-se que este presente trabalho, em que foi encontrada a presenca do
agente Mycoplasma spp. em psitacideos assintomaticos de cativeiro no Distrito
Federal, contribuird com futuros estudos referentes ao agente e a infeccdo dos
animais em questao no Brasil. Contudo, considerando a escassez de informacdes e
pesquisas referentes a micoplasmoses em psitacideos no Brasil e no mundo, existe
a necessidade de que mais estudos sejam feitos com relacdo a distribuicéo,
transmissdo, patogenia, manifestacdo clinica e patologia clinica dessa doenca.
Necessidade esta quando lembramos que os psitacideos sdo aves abundantes na
fauna brasileira, e que dentro do grupo possuimos espécies que estdo ameacadas
de extincdo. Saber mais sobre a ocorréncia do agente neste grupo contribuira com
aspectos relacionados a conservacédo das espécies.

Outra contribuicdo do presente trabalho foi a confirmacdo de que as aves,
assim como outros animais, hospedam agentes microbiolégicos em seu trato
respiratério inferior com frequéncia, sem que 0s mesmos estejam causando doenca.
A instalacdo e desenvolvimento da doenca e dos sinais clinicos vao estar
associados aos desafios ambientais aos que os mesmos forem submetidos. A
identificacdo por si s6 do agente infeccioso nédo significa que a doenca esteja

instalada.
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ANEXOS

ANEXO |

i. Resumo expandido publicado em anais de Congresso Nacional

Neves, J. P.; Assis, A. Z.; Santos, R. S. T.; Perecmanis, S.; Monteiro, R. V. Analise
microbiolégica do trato respiratério inferior de papagaios (Amazona aestiva e
Alipiopsitta xanthops) por meio de lavado transtraqueal. In: XIV Congresso e XX

Encontro da Associacdo Brasileira de Veterinarios de Animais Selvagens -
ABRAVAS, 2011. p. 139-141.
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ANEXO I

i. llustragcé@o coépia da ficha clinica de avaliacéo individual de coletas de dados

referentes aos animais estudados.

llustracéo Il.1. Ficha de avaliacao clinica individual (Arquivo pessoal).

FICHA DE AVALIACAO CLINICA INDIVIDUAL
GERAL
Data:
MUmero do Animal: Foixa Etdria: | | Jovem | ] Adulto Peso:
Espécis:
ldentificacdo Individual:
Sexo: M [ JF | | Indet. Cradouro:
Crigem: Tempo no Criadouroc: MNo. Eecinto:
PROTOCOLO ANESTESICO
Farmaco: Dose: Via:
Transcurso Anestésico: [ ) Bom | | Rozodvel [ | Ruim
Recupsracdo Ansstésica: [ ) Bom | | Razodvel [ | Ruim
RECINTO
Mo Animais: Cond. Sanitaria: [ ] 5ujo { ) Razodvel { ) limpa
| | Gaicla Peg. [ ] Gaicla Grande [ ] Gaigldo | |} Gaicla de Eeprod.
|} Imcubadora [ ] Cutra:
[ ] Cobero [ ] Parcialmente Coberto [ ) Descoberto
Tipo [ ] Piso Hatural [ ] Piso Arificial Tipo:
[ ] 5em Poleiros [ ] Corm Poleiros Tipo:
[ 1Sem Comedouras [ ] Com Comedouras Tipo:
| | 5em Bebedoures | ) Com Bebedouros Tipo:
EXAME FiSICO
Aparéncia Geral: | | Doente { ) Saudadvel
Atitude: [ ] Afive [ ] Quisto { | Irresponsivo
Comportamento: [ | Décil [ ) Inddcil
Cond. de Carnes: [ ] Muito Magro [ ) Magro [ ) Homal [ ) Obeso
Hidratagdao: [ ) Desidratado [ ] Hormeoidratado
Polpogdo Hepatica: [ ) Homal | | Fouco Aumentado [ ) Muifc Aumenfado
Ectoparasitas: { ] Nenhum [ ] Poucos [ ] Muitos Local e Tipo:
Coberura: [ ] Bom [ ] Regular [ | Ruim
Empenamento Gualidade: Ap-c:!ré"uciu: [ ] Bom . ERegulu' [ 1F~'u?m
Cor: [ ) Bom | | Regular [ ) Buirm
Tegumentar:
Buceo Facial:
Ccular:
Alteragdes  Locomotor:
Respiratdrio:
Digestorio:
Meurcldgico:
INFORMAC OES
Dieta / Suplementagdes:
Vermifugagdo:
Vacinogdo:
PROCEDIMENTOS REALIZADOS
Coleta de Sangue: [ ] Nac | 1 5im  Guanfidade: | I Hemograma [ ] Bioguimicos
Ectoparasitas: [ JWNaoc  { |S%im Tipo: Feres: [ | Nao [ ) 5im
Swalbs: | ]| Cloacal [ ) Tragqueal |} Crofaringe
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ii. llustracdes referentes ao swab desenvolvido e fabricado pelo grupo de
pesquisadores para realizar a coleta de material biolégico traqueal de aves

menores que 1000g.
llustracao 11.2. Ponta de papel absorvente descartavel de uso odontolégico, nUmero

60 (Tanari®, Tanariman Industria Ltda.; Arquivo pessoal).

llustracdo 11.3. Agulha hipodérmica 1,20x40mm, descartavel (PrecisionGlide®,
Becton Dickinson and Company) com a extremidade perfuro cortante desgastada
(Arquivo pessoal).

llustracdo 11.3. Swab traqueal pronto para ser autoclavado e utilizado, ap0s unido
manual com o auxilio de um alicate de presséo (Arquivo pessoal).
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ANEXO Il

i. Protocolos de formulacdo dos meios de cultura e meios de transporte de
amostras biologicas.

Tabela Ill.1. Tabela com a descricdo e quantidade dos reagentes utilizados na
formulacdo do meio PBS ("Phosphate Buffered Saline" - Solucdo Salina Tamponada

com Fosfato, pH final = 7,4 + 0,2 a 25°C; Bio-ITech Laboratory Information

Management).
Reagente Quantidade
dH,O 800mL
NacCl 08g
KCI 0,29
Na,HPO, 1,449
KH,PO, 0,249

Tabela Ill.2. Tabela com a descricdo e quantidade dos reagentes utilizados na
formulacdo do meio BHI ("Brain Heart Infusion” - Infuso de Cérebro e Corac¢éo, pH
final = 7,4 £ 0,2 a 25°C; Biobras S/A).

Reagente Férmula g/L
Peptona de Gelatina 10,5
Infuso de Cérebro e Coracgéo 6,0
Peptona de Carne 11,0
Glicose 2,0
Cloreto de Sadio 50
Fosfato Dissédico 2,5

Tabela 11I.3. Tabela com a descricdo e quantidade dos reagentes utilizados na
formulacio dos meios de cultura: Agar Sangue (pH final = 7,2 + 0,2 a 25°C; HiMedia
Laboratories PVD Ltda.) e Agar Dextrose Sabouraud (pH final = 5,6 + 0,2 a 25°C;

Thermo Fisher Scientific Inc.).

Meio de Cultura Reagente Férmula g/L

Infusé@o de Coragéo de Boi 500,0

Agar Sangue Triptose _ 10,0
Cloreto de Sodio 50
Agar 15,0
Peptona Micoldgica 10,0

Agar Dextrose Sabouraud Glicose 40,0
Agar 15,0

ii. Descricdo dos ensaios e principios utilizados para analise de bioquimica
sérica.
Tabela 111.4. Protocolos das dosagens de bioquimica sérica segundo recomendacdes

do fabricante (Labtest Diagnodstica®).
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Ensaio

Principio

Hemoglobina

Proteinas Totais

Albumina

AST/GOT Liquiform

FA Colorimétrico

Acido Urico Liquiform

Creatinina

CK - NAC

O Fe () do grupo heme da hemoglobina, oxihemoglobina e
carboxihemoglobina é oxidado ao estado férrico pelo ferricianeto
formando hemiglobina (Hi), que se combina com o cianeto ionizado para
produzir cianeto de hemiglobina (HiICN), o qual € medido em 540nm.

Os fons cobre (Cu*®) em meio alcalino (Reagente de Biureto) reagem
com as ligacbes peptidicas das proteinas séricas formando cor purpura,
que tem absorbancia maxima em 545nm, proporcional a concentracéo
das proteinas na amostra.

A albumina tem a propriedade de se ligar a uma grande variedade de
anions organicos e moléculas complexas de corantes. O sistema de
medicdo se baseia no desvio do pico de absortividade maxima de um
corante complexo (verde de bromocresol) quando este se liga a
albumina. A cor formada é medida colorimetricamente entre 600 e
640nm, sendo proporcional a quantidade de albumina na amostra até a
concentracdo de 6,0g/dL.

A AST catalisa especificamente a transferéncia do grupo amina do acido
aspartico para o cetoglurato com formacéo de glutamato e oxalacetato. O
oxalacetato é reduzido a malato por acdo da malato desidrogenase
(MDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD. A reducao da
absorbancia em 340nm, consequente a oxidacdo da coenzima NADH, é
monitorada fotometricamente, sendo diretamente proporcional a atividade
da AST na amostra.

A fosfatase alcalina do soro hidrolisa a timolftaleina monofosfato
liberando timolftaleina, que tem cor azul em meio alcalino. A cor formada,
diretamente proporcional a atividade enzimatica, € medida em 590 nm. O
produto final da rea¢do se constitui de uma mistura de cor azul e a cor
prépria do substrato.

O acido Urico é oxidado pela uricase a alantoina e peréxido de
hidrogénio. O peréxido de hidrogénio, na presenca da peroxidase, reage
com o DHBS e a 4-aminoantipirina, formando o cromogénio
antipiriiquinonimina. A intensidade da cor vermelha formada ¢é
diretamente proporcional a concentracdo de acido Urico na amostra.

A creatinina e outros componentes do soro reagem com a solucdo de
picrato em meio alcalino, formando um complexo de cor vermelha que é
medico fotometricamente. A adicdo de um acidificante abaixa o pH para
5,0, promovendo a decomposicdo do picrato de creatinina,
permanecendo inalterada a cor derivada dos cromogénios, que também é
medida fotometricamente. A diferenca entre as duas leituras fornece o
valor da creatinina.

A CK catalisa a desfosforilacdo da creatina fosfato para produzir
adenosina trifosfato (ATP), a qual reage com a glicose na presenca da
hexoquinase (HK) formando glicose-6-fosfato. A glicose-6-fosfato na
presenca de glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH) é oxidada a
fosfogluconato(6-PG) e reduz o NADP a NADPH. A velocidade de
incremento na absorbancia em 340 nm é proporcional a atividade da CK
na amostra.

iii. Descricdo das chaves de identificacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas.

Tabela 111.5. Chave basica de identificacdo de bactérias Gram-Positivas (Quinn et al.,

2005).
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Oxidativo Micrococcus spp.

Cat.+/Ox.t
Fermentativo . Staphvlococcus s
Cocos Cat.+/Ox.- phy uS Spp-
Fermentativo
Cat -/Ox - Streptococcus spp.
N&o-Reativo .
Cat +/Ox .- Rhodococcus equi
Nocardia asteroides
Oxidativo
Cat.+/Ox.- .
Bacillus spp. (alguns)
Gram-Positivo Actinomyces viscosus
) Bacillus spp. (alguns)
Fermentativo
Cat.+/Ox.-
Corynebacterium spp.
Listeria spp.
Bastonetes Actinomyces spp. (maioria)

Actinomyces pyogenes

Erysipelothrix spp.
Fermentativo

Cat.-/Ox.-
Clostridium spp.
Eubacterium spp.
Lactobacillus spp.
N&o-Reativo .
Cat.+/Ox.- Rhodococcus equi

Tabela 111.6. Chave basica de identificacdo de bactérias Gram-negativas (Quinn et.

al, 2005).
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N&o Cresce em Oxidativo Neisseria spp.
MacConkey Cat.+/Ox.+
Branhamella spp.

Cocos
Cresce em ___ Oxidativo/N&o-Reativo Acinetobacter s
MacConkey Cat. +/Ox.- pp.
Oxidativo .
Cat+/Ox.+ —— Flavobacterium spp.
Fermentativo
P I .
Cat.+/Ox.+ asteurella spp
Brucella spp.
Gram-Negativo B Né&o- Haemophylus spp.
N&o Cresce Reativo
em Cat.+/Ox.+ Pasteurella anatipestifer
MacConkey o
Taylorella equigenitalis
N&o-Reativo Moraxella spp.
Cat.+/Ox.+ (
Campylobacter spp.
N&o-Reativo . .
Bastonetes Cat +/Ox - Francisella tularensis
Oxidativo Pseudomonas spp.
Cat.+/Ox.+ (maioria)
Aeromonas spp.
Fermentativo .
Cat +/0x“4: Pasteurella haemolytica
Cresce em Plesiomonas spp.
MacConkey Fermentativo Actinobacillus s
Cat.+/Ox.+ pp-
Fermentativo Enterobacteriaceae
Cat.+/Ox.-

Né&o-Reativo Bordetella spp.
Cat.+/Ox.+ _
Alcaligenes spp.

iv. Tabelas de testes bioquimicos utilizados na diferenciacdo entre grupos de

bactérias.

Tabela lIl.7. Testes bioquimicos para diferenciacéo entre Actinomyces spp., Bacillus

spp., Corynebacterium spp. e Listeria spp. (Quinn et al., 2005).

Teste A. spp. B. spp. C.spp. L.spp.
- Pos.
Motilidade Neg. Neg. (B. anthracis) Neg. Pos.
. Pos.
Nitrato Neg. (A. bovis) Pos. Var. Neg.
Gelatina Neg. Pos. Neg. Neg.
Urea Neg. Neg. Pos. Neg.
Esculina Neg. Pos.

Legendas: Pos.-Positivo; Neg.-Negativo; Var.-Variavel.
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Tabela 111.8. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Aeromonas spp.,

Pasteurella spp., Plesiomonas spp. e Actinobacillus spp. (Quinn et al., 2005).

Teste A. spp. P. spp. P. spp. A. spp.
Motilidade Pos. Neg. Pos. Neg.
Lisina Pos. Neg. Pos.
Ornitina Neg. Pos.
Neg.
Indol Pos. Pos. (P. multoc./pneum.) Pos. Neg.
Neg.
Urea Pos. Pos. (P. pneu./aero./ureae.) Neg. Pos.
Gelatina Pos. Neg. Neg.

H,S Neg. Pos.
Arabinose Pos. Neg. Pos ,\éig.suis)
Sacarose Pos Pos. Ne Pos

' Neg. (P. anatipestifer) 9: '
Esculina Pos. Neg.

Legendas: Pos.-Positivo; Neg.-Negativo; Var.-Variavel; H,S-Acido Sulfidrico.

Tabela 111.9. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Actinomyces spp. e

Nocardia spp. (Quinn et al., 2005).

Teste Actinomyces spp. Nocardia spp.
Atmosfera Anaerdbio ou Microaerdbio Aerébio
Oxidacao/Fermentacao Fermentativo Oxidativo
Negativo .
Catalase Positivo (%. Viscosus) Positivo
Crescimento em Sabouraud Negativo Positivo
Acido Resisténcia Negativo Positivo
Susceptibilidade a Penicilina Sensivel Resistente

Tabela 111.10. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Brucella spp.,
Haemophylus spp., Pasteurella anatipestifer, Taylorella spp., Moxarella spp. e
Campylobacter spp. (Quinn et al., 2005).

Teste B. spp. H. spp. P. anatipestifer T. spp. M. spp. C. spp.
Atmosfera Aer./Micro. Aer./Micro. Aer./Anae. Micro. Aer. Micro.
Motilidade Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Pos.

Pos. Neg. Var.
Urea Neg. (B. ovis) Pos. (H. pleuro.) Neg. Neg. Ngg..(M. Neg.
ovis)
Var.

Nitrato Pos. Pos. Pos. Neg. Neg. (M. Pos.

bovis)

Glicose Pos. Pos. Neg. Neg.

Legendas: Aer.-Aerobio; Micro.-Microaerdbio; Anae.-Anaerébio; Pos.-Positivo; Neg.-Negativo; Var.-

Variavel.
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Tabela 1ll.11. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Aeromonas spp.,
Pasteurella spp., Plesiomonas spp., Actinobacillus spp., Bordetella spp. e

Alcaligenes spp. (Quinn et al., 2005).

P

Teste A. spp. P. spp. Spb A. spp. B. spp. A. spp.
Motilidad Pos.
e Pos. Neg. Pos. Neg. Neg. (B. parapert.) Pos.
. Neg. Pos.
Nitrato Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. (B. bronchi.) Neg. (A. fecalis)
. Pos.
Glicose Pos. Neg. (P. anatip.) Pos. Pos. Neg. Neg.
Lisina Pos. Neg. Pos.
Ornitina Neg. Pos.
Indol Pos Neg. Pos Neg Neg Neg
‘ Pos. (P. mult./pneu.) ' ' ' '
Neg. Pos.
Urea Pos. Pos. (P. Neg. Pos. Neg. (B. avium) Neg.
pneu./aero./urea.)
Gelatina Pos. Neg. Neg. Neg.
H,S Neg. Pos. Neg.
. Neg.
Arabinose Pos. Neg. Pos. (A. suis)
Pos.
Sacarose Pos. Neg. (P. anatip.) Neg. Pos.
Esculina Pos. Neg.

Legendas: Pos.-Positivo; Neg.-Negativo; Var.-Variavel; H,S-Acido Sulfidrico.

v. Tabelas de testes bioquimicos utilizados na diferenciacdo entre as espécies
pertencentes ao grupo Enterobacteriaceae (IMViC - Indol, vM, Vp e Citrato).

Tabela Ill.12. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Edwardsiella spp.,
Enterobacter agglomerans, Escherichia coli, Morganella morganii, Proteus vulgaris,

Shigella spp. e Yersinia enterocolitica - IMVIC (++--); (Quinn et al., 2005).

IMVIC (++--)  H,S(TSI) Ureia Fenilalanina Sacarose Lisina

E. spp. Pos. Neg. Neg. Neg. Pos.

E. agglomerans Neg. Neg. Neg. Pos. Neg.
E. coli Neg. Neg. Neg. Pos. Pos.

M. morganii Neg. Pos. Pos. Neg. Neg.
P. vulgaris Pos. Pos. Pos. Pos. Neg.

S. spp. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.

Y. enterocolitica Neg. Pos. Neg. Pos. Neg.

Legendas: Pos.-Positivo; Neg.-Negativo; H,S-Acido Sulfidrico.

Tabela 111.13. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Enterobacter aerogenes,
Enterobacter agglomerans, Enterobacter cloacae, Hafnia alvei, Klebsiella
pneumoniae, Serratia liquefaciens, Serratia marcescens e Serratia rubidaea - IMViC
(--+4); (Quinn et al., 2005).
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IMVIC (--++) Lisina Arginina Ornitina Lactose Pigmento

E. aerogenes Pos. Neg. Pos. Pos. Ausente
E. agglomerans Neg. Neg. Neg. Pos. Ausente
E. cloacae Neg. Pos. Pos. Pos. Ausente
H. alvei Pos. Neg. Pos. Neg. Ausente

K. pneumoniae Pos. Neg. Neg. Pos. Ausente
S. liquefaciens Var. Neg. Pos. Var. Vermelho
S. marcescens Pos. Neg. Pos. Neg. Vermelho
S. rubidaea Pos. Neg. Neg. Pos. Vermelho

Legendas: Pos.-Positivo; Neg.-Negativo; Var.-Variavel.

Tabela Il1l.14. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Citrobacter freundii,
Enterobacter agglomerans, Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Salmonella spp. e
Serratia liquefaciens - IMVIC (-+-+); (Quinn et al., 2005).

IMVIC (-+-+)  HS(TSI) Fenilalanina  Ornitina  Salicina Pigmento

C. freundii Var. Neg. Var. Var. Ausente

E. agglomerans Neg. Neg. Neg. Var. Ausente
H. alvei Neg. Neg. Pos. Var. Ausente

P. mirabilis Pos. Pos. Pos. Pos. Ausente
S. spp. Pos. Neg. Pos. Neg. Ausente

S. liguefaciens Neg. Neg. Pos. Pos. Vermelho

Legendas: Pos.-Positivo; Neg.-Negativo; Var.-Variavel; H,S-Acido Sulfidrico.

Tabela 111.15. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Enterobacter
agglomerans, Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Salmonella spp., Shigella sonnei,
Shigella spp., Yersinia enterocolitica, Yersinia pestis e Yersinia pseudotuberculosis -
IMVIC (-+--); (Quinn et. al, 2005).

IMVIC (-+--) Fenilalanina Lisina  Ornitina Salicina Rhamnose
E. agglomerans Neg. Neg. Neg. Var. Pos.
H. alvei Neg. Pos. Pos. Var. Pos.
P. mirabilis Pos. Neg. Pos. Pos. Neg.
S. spp. Neg. Pos. Pos. Neg. Pos.
S. sonnei Neg. Neg. Var. Neg. Var.
S. spp. Neg. Neg. Var. Neg. Var.
Y. enterocolitica Neg. Neg. Pos. Var. Neg.
Y. pestis Neg. Neg. Neg. Var. Neg.
Y. pseudotuberculosis Neg. Neg. Neg. Var. Pos.

Legendas: Pos.-Positivo; Neg.-Negativo; Var.-Variavel.

Tabela 111.16. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Enterobacter
agglomerans, Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Serratia
liquefaciens, Serratia marcescens e Serratia rubidaea - IMVIC (-+++); (Quinn et al.,
2005).

IMVIC (-+++)  HS (TSI) Ureia Fenilalanina  Lisina  Arabinose Pigmento
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E. aerogenes Neg. Neg. Neg. Neg. Pos. Ausente

H. alvei Neg. Neg. Neg. Pos. Pos. Ausente

K. pneumoniae Neg. Pos. Neg. Pos. Pos. Ausente
P. mirabilis Pos. Pos. Pos. Neg. Neg. Ausente
S. liquefaciens Neg. Var. Neg. Var. Pos. Vermelho
S. marcescens Neg. Neg. Neg. Pos. Neg. Vermelho
S. rubidaea Neg. Neg. Neg. Pos. Pos. Vermelho

Legendas: Pos.-Positivo; Neg.-Negativo; Var.-Variavel; H,S-Acido Sulfidrico.

Tabela 111.17. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Enterobacter
agglomerans, Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Serratia rubidaesa e Yersinia
enterocolitica - IMVIC (-++-); (Quinn et al., 2005).

IMViC (-++-)  H,S(TSl) Ornitina  Gelatina  Manitol ~Pigmento

E. agglomerans Neg. Neg. Neg. Pos. Ausente
H. alvei Neg. Pos. Neg. Pos. Ausente

P. mirabilis Pos. Pos. Pos. Neg. Ausente
S. rubidaea Neg. Neg. Pos. Pos. Vermelho
Y. enterocolitica Neg. Pos. Neg. Pos. Ausente

Legendas: Pos.-Positivo; Neg.-Negativo; H,S-Acido Sulfidrico.

Tabela 111.18. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Citrobacter spp.,
Enterobacter agglomerans, Proteus vulgaris e Providencia spp. - IMVIC (++-+);
(Quinn et al., 2005).

IMVIC (++-+) H,S(TSI) Fenilalanina  Ornitina Manitol

C. spp. Neg. Neg. Var. Pos.

E. agglomerans Neg. Neg. Neg. Pos.
P. vulgaris Pos. Pos. Neg. Neg.
P. spp. Neg. Pos. Neg. Var.

Legendas: Pos.-Positivo; Neg.-Negativo; Var.-Variavel; H,S-Acido Sulfidrico.

Tabela 111.19. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Enterobacter

agglomerans, Hafnia alvei e Yersinia pestis - IMVIC (----); (Quinn et al., 2005).

IMViC (----) Maltose Rhamnose Lisina Sacarose
E. agglomerans Pos. Pos. Neg. Pos.
H. alvei Pos. Pos. Pos. Neg.
Y. pestis Pos. Neg. Neg. Neg.

Legendas: Pos.-Positivo; Neg.-Negativo.

Tabela 111.20. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Enterobacter

agglomerans, Hafnia alvei e Serratia liquefaciens - IMVIC (---+); (Quinn et al., 2005).

IMViC (---+)  Ornitina  Gelatina  Sacarose  Pigmento

E. agglomerans Neg. Neg. Pos. Ausente
H. alvei Pos. Neg. Neg. Ausente
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S. liguefaciens Pos. Pos. Pos. Vermelho
Legendas: Pos.-Positivo; Neg.-Negativo.

Tabela 111.21. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Enterobacter

agglomerans, Hafnia alvei e Serratia rubidaea - IMVIC (--+-); (Quinn et al., 2005).

IMVIiC (--+-)  Ornitina  Gelatina Rhamnose Sacarose Pigmento

E. agglomerans Neg. Neg. Pos. Pos. Ausente
H. alvei Pos. Neg. Pos. Neg. Ausente
S. rubidaea Neg. Pos. Neg. Pos. Vermelho

Legendas: Pos.-Positivo; Neg.-Negativo.

Tabela 111.22. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Enterobacter

agglomerans e Klebsiella oxytoca - IMVIC (++++) ou (+-++); (Quinn et al., 2005).

IMVIiC (++++) OU (+-++)  Lisina
E. agglomerans Neg.
K. oxytoca Pos.

Legendas: Pos.-Positivo; Neg.-Negativo.

Tabela 111.23. Testes bioquimicos para diferenciacdo entre Enterobacter

agglomerans e Yersinia enterocolitica - IMVIC (+++-); (Quinn et al., 2005).

IMVIiC (+++-)  Ornitina
E. agglomerans Neg.
Y. enterocolitica Pos.

Legendas: Pos.-Positivo; Neg.-Negativo.

75



