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1 - Introducéo

O Mycoplasma synoviae (MS) tem sido uma preocupacado constante
para os produtores avicolas. O impacto da infeccdo nao aparece de
forma muito evidente sobre a produtividade, porém devido ao fato do
MS ser objetivo da vigilancia oficial do pais tem se criado a
necessidade de manutencao de plantéis de linhas puras e avés livres
deste patdégeno além da ndo ocorréncia da doenca clinicamente visivel.
Mesmo em matrizes, plantéis em que atualmente a vigilancia tolera a
infeccdo por MS desde que ovos férteis e aves vivas sejam
comercializados no mercado interno apenas, alguns produtores notam
melhor produtividade da progénie oriunda de aves livres do
micoplasma, sobretudo quando se trata de frangos de abate criados em
zonas endémicas para bronquite infecciosa ou outro quadro
respiratério. Ainda que estas observacdes sejam de cunho préatico e
carecem de rigor cientifico, a melhora no desempenho verificada na
producao, associada ao estado de livre de MS estimula a erradicacao
do patdégeno nas matrizes. Infelizmente, nem a manutencao de granjas
livres de MS nem a sua erradicacdo sdo tarefas faceis de serem
atingidas, forcando os produtores a convivéncia com a infeccao
quando permitido, devido a falta de opcdes viadveis para a sua
eliminacéao.

Para o comércio internacional de aves e ovos férteis, o Programa
Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) do Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) exige que os plantéis, mesmo de
matrizes, sejam livres de MS. Com o aquecimento do mercado latino
para ovos férteis e pintos de um dia ocorrido nos ultimos anos, a
criacdo de matrizes livres de MS passou a ser melhor considerada.
Muitos matrizeiros tiveram que sofisticar a vigilancia para MS, o que
representou adotar as técnicas nao utilizadas até entdo, como a
inibicdo da hemaglutinacédo (HI) e a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR), os quais ainda nao estao largamente difundidos no pais.
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O controle de MS requer adequacao laboratorial
e pessoal especializado. Testes faceis de serem
aplicados, como a soroaglutinacao rapida (SAR)
nao sao via de regra conclusivos, ainda que
possam indicar a infeccdo com boa
confiabilidade quando a freqléncia de
reagentes é alta e confirmada em repeticées
efetuadas com intervalos de algumas semanas.
Os testes de HI e PCR sao de resultado
geralmente definitivos mas requerem certa
sofisticacao laboratorial. O teste de Elisa é de
boa utilidade para a avaliacdo de grande
nimero de soros em triagem e para aplicacao
associada ao HI, mas requer também
adequacao laboratorial além de ter custo mais
elevado que a SAR. Estas dificuldades fazem
com que a vigildncia para MS seja menos
aplicada do que seria o recomendado, exigindo
da pesquisa esforcos para a sua simplificacao
sem perda de eficiéncia, facilitando sua maior
difusdo. Ainda, hd a necessidade de maior
difusdo dos conceitos referentes a infeccao por
MS, assim como treinamento do pessoal
encarregado de conducdao dos testes nas
empresas avicolas e de wuma discusséao
abrangente sobre a real importancia do MS
caso a caso.

Mesmo de posse de confirmacao laboratorial
inquestionavel, a infeccao por MS permanece
como um problema de decisao estratégica. O
impacto da infeccao é dificil de ser mensurado,
sua epidemiologia contém pontos obscuros e a
interacao com outras doencas nem sempre é
clara. Mesmo quando da ocorréncia de MS em
frangos ou poedeiras comerciais, o controle das
infeccoes secundérias faz muitas vezes com
que a produtividade seja satisfatéria, resultando
em questdes fundamentais sobre a real
importancia deste micoplasma em alguns
estratos da producdo. A pesquisa se Vé,
novamente, na obrigacao de fornecer subsidios
para o esclarecimento da importancia do MS,
evitando assim que produtores tenham perdas
ocultas que nao consigam atribuir ao
micoplasma, ou que eliminem lotes infectados
sem necessidade. Por outro lado, é também
necessario esclarecer se a convivéncia com MS
ndao resulta em perdas excessivas com
tratamentos para infeccbes secundarias e
queda direta na produtividade, estimulando
assim sua erradicacao.

Devido as caracteristicas de endemia, a
infeccao por MS ¢ dificil de ser eliminada. Além
disso, requer esforcos financeiros sobretudo
para melhorar a biosseguridade da granja,
evitando-se assim nova contaminacdo. A
biosseguridade perfeita, porém, requer
informacdes detalhadas sobre as formas de
transmissao do patdégeno, as quais nem sempre
estao disponiveis para a tomada de decisdao no
caso de MS. Com base neste panorama
complexo exposto acima é que a Embrapa
Suinos e Aves mantém uma linha de pesquisa
em MS.

Em 1984, o entdo Ministério da Agricultura e
Reforma Agraria (MARA) adquiriu a Granja
Guanabara. Naquele momento, este movimento
foi tomado como estratégico porque esta era a
Unica empresa brasileira que mantinha um
programa de selecao de linhagens de galinhas,
com 2 linhas puras para corte e 5 para postura,
alojadas nos municipios de ltaipava e Pirai, no
estado do Rio de Janeiro. O MARA passou
entdo a geréncia da Granja Guanabara para a
Embrapa Suinos e Aves, ainda denominada
Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves
(CNPSA), para a posterior incorporacao do
plantel da Granja Guanabara ao programa de
melhoramento genético de galinhas iniciado
pela Embrapa em 1983. Um inventario
executado entdao sobre a saude do plantel
constatou a contaminacdo por ambos MS e
Mycoplasma gallisepticum (MG) e exigiu que a
Embrapa Suinos e Aves estabelecesse
definitivamente estruturas laboratorial e de
pessoal para trabalhar com micoplasmas
aviarios. Além do trabalho de erradicacao de
micoplasmas no plantel adquirido da Granja
Guanabara, as pesquisas evoluiram para os
estudos de epidemiologia e controle de MS
estimuladas pelo estabelecimento do Plano
Nacional de Sanidade Avicola, em 1994, o qual
enquadrou definitivamente a infeccdo por
micoplasmas em plantéis basicos como uma
obrigacdo dos produtores e da vigilancia oficial
do pais.

Esta publicacdao contém uma compilacdo dos
principais resultados de pesquisas obtidos pela
Embrapa Suinos e Aves em sua linha de
pesquisa com MS nos anos recentes. Uma
discussdo mais abrangente é realizada em

certos pontos para inserir estes resultados na
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perspectiva atual e avaliar a longevidade das
informacoes produzidas. Finalmente, quando
necessario, estes resultados sao inseridos em
projecoes para o futuro do controle de MS em
plantéis de avdés e matrizes.

Em virtude da complexidade do tema e da
apresentacao apenas de resultados obtidos pela
Embrapa Suinos e Aves, os assuntos nao
podem ser esgotados nem solucdes simples
podem ser apresentadas. Entretanto, este
documento servird como importante subsidio
para a formacao de pessoal e para a elaboracao
de programas de controle de MS adaptados
caso a caso, além de incitar discussao genérica
sobre o tema. Outra publicacdo complementar,
a Circular Técnica numero 31 da Embrapa
Suinos e Aves sob o titulo “O Mycoplasma
synoviae em galinhas comerciais. [.0
diagndstico e o controle em perspectiva”, deve
ser lida preferencialmente anterior a esta para
maior compreensao do assunto.

2. Epidemiologia de MS em granjas de
matrizes pesadas

O controle de qualquer infeccao é facilitado
pela identificacdo de suas caracteristicas como
epidemia. A identificacdo das formas de
transmissdo, dos reservatérios do agente e de
sua abrangéncia geografica sao imprescindiveis
para se estabelecer medidas de contencao. No
caso das micoplasmoses, o comportamento de
diferentes micoplasmas como MG e MS,
diferem consideravelmente mesmo quando
infectantes  do mesmo hospedeiro. 0]
comportamento das infeccoes nos diferentes
estratos da producao também difere, sobretudo
dependendo da sensibilidade das aves, das
caracteristicas da producdo e da presenca de
outros patégenos, fazendo com que o estudo
caso a caso seja necessario.

A epidemiologia das infeccdes causadas por
MS em galinhas requer investigacao detalhada.
Especialmente em matrizes pesadas, a
contaminacao do plantel ocorre muitas vezes
sem que a fonte da infeccdao possa ser
identificada. ObservacdOes praticas sugerem que
a positividade em testes sorolédgicos aparece
com a entrada das aves em postura, porém o
momento exato da infeccao e a sua origem sao
dificeis de serem estabelecidas, gerando

questionamentos quanto as possibilidades da
transmissao vertical ter permanecido latente ou
da infeccao lateral no lote introduzido. Outro
fator que merece a atencao é a ocorréncia de
MS em granjas com bom nivel de
biosseguridade sem histérico recente da
infeccao. Conhecimento detalhado do
comportamento desta infeccao é
imprescindiveil para se estabelecer estratégias
a evitar a contaminacdo de granjas livres, a
infeccao de lotes livres de MS introduzidos em
granjas contaminadas e finalmente para a
reducado do impacto da infeccao instalada.

A vigilancia para MS requer testes sensiveis e
especificos. Como esta € uma infeccao que
cursa sem sinais clinicos em matrizes na
maioria das vezes, o uso de testes laboratoriais
é imprescindivel. Estes, porém, devem nao
apenas serem eficientes como técnicas
laboratoriais mas também serem empregados
na forma adequada. O momento exato de se
usar cada teste no plantel também depende de
se conhecer as caracteristicas da infeccao que
se quer detectar, sob o risco de se aplicar o
teste certo no momento errado, por exemplo,
ou com uma amostragem definida sem base na
prevaléncia provavel da infeccao na populacao
ou com baixo indice de confiabilidade.

Trabalhos por nds conduzidos sugerem que a
infeccdo por MS em matrizes de corte
introduzidas em granjas endémicas obedece a
um perfil definido. Ha a previsibilidade de
infeccao das aves durante a recria e a auséncia
de sinais e lesbGes, porém a deteccao
laboratorial é facilitada nas semanas de inicio
da producao de ovos. Estes resultados podem
ser importantes para definirem estratégias de
controle tanto no &mbito das empresas avicolas
quanto para o controle oficial de MS no pais.
Estas observacoes permitem melhor
direcionamento da vigilancia, bem como maior
confiabilidade aos resultados negativos
aplicados nos momentos criticos para a
deteccao da infeccdo. Os resultados positivos
sdo geralmente conclusivos, mas aqueles
negativos sempre deixam duvidas entre a real
negatividade, a conducao deficiente dos testes
no laboratério ou aplicacdao do teste em um
momento errado. Os resultados negativos,
entretanto, sao utilizados como base para se
comprovar o estado de livre de MS em um
plantel e ndo podem ser de baixa
confiabilidade.
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Em um dos experimentos conduzidos, trés
lotes de aproximadamente 12 mil matrizes de
corte foram obtidos de avés negativas para MS
e MG. As aves foram criadas até a 212 semana
de vida em granja de recria com histérico da
infeccao por MS, quando foram entao
transferidas para duas outras granjas de
producdao também com histérico da infeccao
nos anos recentes. Além da vigilancia rotineira
para a deteccao de problemas clinicos, 20 ou
30 amostras de sangue e duplicatas de 10
suabes traqueais foram coletados de cada lote
em intervalos de aproximadamente 6 a 8
semanas. Os soros foram testados em SAR e
HIl enquanto que os suabes foram submetidos a
PCR e tentativas de isolamento do MS. As
colheitas foram mantidas até que todos os
testes resultassem em positividade inequivoca,
adicionado de uma colheita de confirmacao 6 a
8 semanas apoés.

Nenhum quadro clinico foi observado nas
matrizes durante todo o0 experimento.
Entretanto, todos os trés lotes positivaram em
ambos SAR, HI e PCR para MS até o
incremento na producao de ovos, entre 22 e 32
semanas de idade. A resposta soroldgica,
porém, foi detectada tardiamente pela SAR em
dois lotes (Tabela 1). Isto indica que a
sensibilidade da SAR estd abaixo do esperado
para o teste e deve ser vista com cautela
quando do estabelecimento de um programa de
vigilancia para MS. Este resultado sugere que a
vigilancia para MS nao deve ser baseada
somente em SAR mas que seja auxiliada por
PCR e tentativas de isolamento do agente.

Tabela 1. Idade dos lotes em semanas quando da
positividade para MS nos diferentes testes.

Lote PCR Isolamento SAR HI
31/01 27 27 22 27
53/00 11 27 32 32
59/00 22 28 22 33

O isolamento de MS somente foi obtido entre a
27% e a 28? semanas de idade. Esta observacao
sugere que o insucesso no isolamento de
micoplasmas pode estar influenciado por
fatores geralmente nado considerados. Aves
submetidas a niveis menores de estresse e
produtividade, como aqueles verificados
durante a cria e recria, possivelmente mantém
a infeccao traqueal por MS de forma latente.
Quando submetidas ao estresse de manejo e

vacinacdoes da pré-postura e o inicio da
producao de ovos, a infeccao possivelmente se
torna aguda e o numero de micoplasmas
vidveis na traquéia aumenta, facilitando seu
isolamento em meios sintéticos. De forma
genérica, esta observacao indica para a
necessidade de se aguardar até o pico de
producdo para se ter certeza da negatividade de
um lote para MS se testes laboratoriais
sensiveis como a PCR nao estejam disponiveis.
Em caso de duvidas devido a resultados
conflitantes, se pode esperar até o pico de
producdao para se proceder tentativas de
isolamento do MS, quando as chances de
sucesso sao maiores.

O isolamento de MS nado correspondeu
perfeitamente aos resultados da sorologia. Um
lote (53/00) permitiu o isolamento de MS as 27
semanas enquanto os exames soroldgicos
somente foram positivos as 32 semanas de
idade. Outro lote reagente em sorologia as 22
semanas (59/00) somente resultou em
isolamento de MS as 28 semanas de idade.
Essas observacdoes sao importante para se
reavaliar a pratica de tentativa de isolamento de
MS utilizada somente quando da positividade
em sorologia, uma vez que aves ja infectadas
podem demorar  varias semanas para
positivarem sorologicamente. Problemas com a
baixa sensibilidade da SAR tém sido relatados
com freqliéncia. Embora esta seja uma técnica
delineada para ser sensivel por detectar
eficientemente IgM, a imunoglobulina produzida
inicialmente em resposta a uma infeccao, a
deteccdo de cepas pouco imunogénicas ou
pouco virulentas de MS pode falhar devido a
baixa resposta imune das aves. Ainda, os
antigenos devem ser testados com soros
sabidamente positivos e negativos antes de se
proceder o teste. Ma conservacdo ou
problemas de transporte podem arruinar
antigenos aprovados em testes rigorosos de
qualidade, ou mesmo pequenas variacoes entre
partidas de antigeno, como a presenca de
grumos inespecificos, devem ser identificadas e
compensadas na interpretacdo dos resultados.

A PCR comportou-se como o teste de maior
sensibilidade. Em dois lotes esta técnica
detectou a infeccdo com 5 e 16 semanas de
antecedéncia, respectivamente, a positividade
verificada em outros testes. A positividade de
todos os 10 suabes colhidos em duas
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oportunidades também sugere alta
sensibilidade para a PCR. Nas semanas em que
o isolamento de MS foi possivel, o maximo de
60% dos suabes resultaram em positividade,
enquanto a PCR chegou a 100% dos suabes
testados. Estas informacOes reforcam a
necessidade de se adotar a PCR como técnica
de rotina na vigilancia do MS em matrizes de
corte.

Quanto ao numero de amostras utilizado,
quando testados isoladamente os 10 suabes
foram satisfatérios na deteccdao precoce da
infeccao e podem ser adotados como rotina na
vigilancia. Em uma populacdo de 12.000 aves,
a amostra de 10 suabes ir4d detectar um
positivo pelo menos, com 95% de
confiabilidade, se a prevaléncia no lote for de
pelo menos 30%. A deteccdo da infeccédo por
PCR ocorreu, provavelmente, quando a
prevaléncia interna atingiu ao indice de 30%.
Esta prevaléncia é atingida, portanto, muito
anteriormente a resposta soroldgica franca no
lote. Um numero maior de suabes pode ser
testado para se atingir prevaléncia menores e
portanto detectar a infeccdao ainda mais
precocemente. Cabe ressaltar, entretanto, que
suabes traqueais carregam poeira e outras
particulas que podem estar contaminadas com
MS oriundo de aves infectadas, resultando em
maior sensibilidade real do que aquela calculada
pelos métodos estatisticos.

Com a execucao deste trabalho, se concluiu
que lotes livres de MS introduzidos em uma
granja endémica irdo provavelmente se infectar
durante a recria. A infeccdao apresenta um
comportamento previsivel nos lotes
introduzidos, iniciando durante a recria e
cursando de forma subclinica. H& maiores
chances de se obter evidéncia da infeccao
assintomatica através de PCR nas primeiras
semana de vida, ou através de tentativas de
isolamento de MS nas semanas do inicio da
producdo de ovos. A deteccado da infeccao por
MS baseada apenas em testes sorolégicos deve
ser tomada com cautela e sugere-se a adocao
da PCR como técnica rotineira de vigilancia.

3. Variabilidade do MS

A variabilidade dos constituintes celulares é um
tema comum entre microorganismos. Quando
ocorre em componentes importantes para a
viruléncia ou a resposta imune do hospedeiro, a
variacao verificada entre cepas de um
organismo pode resultar em problemas praticos
como a falha no diagndstico ou a reducao da
protecdo vacinal, se for o caso. Com
micoplasmas ainda se verifica variacGes de
clone para clone de um mesmo isolado,
geralmente de pouca influéncia no diagndstico
mas importante por permitir evasao do sistema
imune e a perpetuacao da infeccao no lote. Por
outro lado, esta variacdo nem sempre acontece
em constituintes celulares importantes
fenotipicamente como os fatores de viruléncia e
os antigenos de membrana. Mutacdes na
seqliéncia de nucleotideos (DNA polimérfico),
especialmente na regidao intergénica, nao
acarretam necessariamente alteracoes
fenotipicas e podem ser usadas para a
identificacdo de uma cepa especificamente do
micoplasma e para a sua diferenciacao das
demais.

N6s adaptamos uma metodologia  de
amplificacdo de DNA polimérfico (RAPD) para
comparar isolados de MS obtidos de granjas de
matrizes. Esta variacdo do DNA nao tem
relacdo direta com a viruléncia ou a
imunogenicidade, mas estabelece uma
identidade aos isolados, o que permitiu alguns
estudos de epidemiologia molecular. A infeccao
por MS em matrizes pesadas tem uma
caracteristica muito semelhante em granjas das
diferentes regides do pais, o que levou a
hipétese de que havia a ocorréncia de uma
cepa de MS apenas no Brasil, ou da existéncia
de poucas cepas, porém muito semelhantes.
Através do RAPD nés identificamos a
ocorréncia de diferentes cepas de MS, porém
causando infeccbes com comportamento
semelhante.

O RAPD permitiu diferenciar os MS isolados de
uma amostra vacinal, de uma amostra de
referéncia e daquelas obtidas de outras granjas
de matrizes. Esta metodologia pode ser usada,
portanto, quando hé suspeitas de que uma
infeccao tenha sido causada pela amostra
vacinal, desde que o MS seja isolado de aves
afetadas. Também se pode utilizar o método de
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RAPD para a identificacdo de cepas nao
vacinais em um lote vacinado, sempre,
obviamente, dependendo da necessidade de se
isolar o MS. Finalmente, esta técnica pode ser
utilizada para a confirmacao da identidade de
qualquer amostra de MS, incluindo a cepa

padrdao quando usada em antigenos para
diagndstico.
Nenhuma diferenca consideravel pode ser

observada quando foram comparados em RAPD
os isolados obtidos de outros lotes alojados na
mesma granja em anos anteriores. Isto sugere
que a mesma amostra do patégeno tem
permanecido como infectante na granja. Todos
os isolados de MS obtidos de uma mesma
granja tiveram perfil RAPD idénticos e sao
presumivelmente da mesma cepa. Além de
manter-se indefinidamente na granja, é possivel
que os isolados de MS estejam exercendo
exclusao competitiva e evitando a infeccao das
aves por outras cepas. A substituicdo de cepas
de MS através de exclusdao competitiva nao
estéd descrita na literatura disponivel
publicamente, porém é de conhecida
importancia para a substituicdo de amostras
selvagens por amostras vacinais em granjas
contaminadas por MG e possivelmente também
ocorre com MS.

Os isolados de MS foram claramente
classificados em diversos grupos no RAPD.
Quando usados em outros testes, entretanto,
esta variabilidade nao foi evidente, conforme
pode ser verificado detalhadamente nos
capitulos a seguir. Quando frangas SPF ou
matrizes pesadas foram experimentalmente
infectadas com isolados de grupos com
diferentes perfis de RAPD, tanto o
comportamento clinico quanto a resposta
imune nao diferenciou consideravelmente. Pelo
menos para os isolados por nés avaliados até o
momento, aparentemente nao ha a ocorréncia
de variantes que merecam dedicacao especial
da pesquisa por oferecerem risco de falhas no
diagndstico ou de quadros de impacto muito
grande na producdao das matrizes. Como
organismos variaveis, entretanto, todo
micoplasma requer atencao da vigilancia para a
possibilidade de mutacdes ou adaptacdes que
resultem em maior viruléncia. A recuperacao da
viruléncia no campo ja foi verificada em
amostras de MS atenuadas em laboratério,

comprovando a ocorréncia natural do

fendbmeno, assim como variantes pouco
imunogénicas ja foram identificadas.

4. Viruléncia do MS

A viruléncia é conceitualmente um indicador

dos postulados de Robert Koch, pelos quais um
organismo pode definitivamente ser classificado
como patégeno. A associacao definitiva de um
microorganismo com um quadro patolégico e a
intensidade da resposta do hospedeiro a
agressao indica indiretamente a patogenicidade.
A viruléncia, por sua vez, muitas vezes define o
volume de esforcos que devem ser empregados
para o controle de um patégeno
especificamente.

A identificacdo da viruléncia de um patdégeno
pode ser feita diretamente nos quadros naturais
da infeccdao. O seu estudo através de técnicas
padronizadas, porém, garante maior
repetibilidade e confianca dos resultados por
evitar fatores interferentes que nao podem ser
controlados a campo, sobretudo a presenca
concomitante de outros patdgenos. Técnicas
laboratoriais ou infeccoes controladas sao
portanto imprescindiveis para se definir a
viruléncia de um organismo, assim como
estipular intensidades de resposta do
hospedeiro que podem ser de grande valia nas
tomadas de decisdo para seu controle na
producao avicola.

A inoculacdo em ovos embrionados é usada
como um modelo de estudo de viruléncia para
patégenos aviarios em geral. Esta técnica tem a
vantagem de usar a mesma espécie para 0S
testes da viruléncia e ainda poder ser conduzida
com total controle de fatores interferentes que
possam eventualmente colaborar para o
aparecimento de resultados falsos. Entre suas
desvantagens, porém, o fato de se injetar o
patégeno diretamente no embrido nao permite
levar em conta um fator importante na
viruléncia de qualquer patdégeno, que é a sua
capacidade de invasao. Ainda, a injecao de
restos de cultivo celular ou componentes
celulares otimizados em sua expressao “in
vitro” podem levar a conclusdes enganosas.
Finalmente, quando se usa ovos SPF as
linhagens disponiveis sao de postura e nao
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permitem extrapolacdo direta a matrizes
pesadas ou frangos de corte. Quando se usa
ovos oriundos de linhagens de corte
convencionais, por outro lado, corre-se o risco
da presenca de outro patégeno de transmissao
vertical mesmo que as aves sejam livres de
micoplasmas. A inoculacao de ovos
embrionados deve, portanto, ser vista sob um
prisma critico e como componente de uma
avaliacao global da viruléncia do patégeno
colaborada por outras observacoes.

Um experimento conduzido pela Embrapa
Suinos e Aves avaliou a mortalidade
embrionéria causada por MS em ovos oriundos
de matrizes pesadas livres de micoplasmas. Os
ovos foram incubados convencionalmente em
grupos de 50 até o quinto dia e inoculados com
diferentes amostras de MS isoladas de plantéis
dos estados de Santa Catarina e Sao Paulo, em
doses variando entre 10* e 10° unidades
formadoras de colénia por ovo (UFC/ovo). Um
dia ap6s a inoculacao foi procedida uma nova
ovoscopia para a retirada de ovos com
embrides mortos por acidente ou contaminacao
da inoculacao e a incubacao foi conduzida para
se obter indices de eclosdo por amostra de MS
testada.

Observou-se ocorréncia minima de pintos
mortos ao nascer. A ocorréncia de pintos
mortos ao nascer é muitas vezes utilizada como
indicador indireto da contaminacdo por
micoplasmas e deve ser portanto tomada com
cautela quando se trata de MS. Ainda com
relacdo a eclodibilidade, dois isolados brasileiros
nao diferiram do grupo inoculado com caldo de
cultura apenas, ficando inclusive com eclosao
melhor que aquela verificada com a amostra
padrao MS WVU 1853. Apenas um isolado
brasileiro causou mortalidade semelhante a
amostra padrdo, enquanto outro resultou em
eclodibilidade intermediaria entre  aquela
verificada com a amostra padrao e a injecao de
caldo de cultura apenas.

Este experimento contribuiu para esclarecer a
ocorréncia de diferentes amostras de MS no
Brasil. Em virtude do comportamento muito
semelhante em diferentes estados, a nocao de
que as amostras de MS que ocorrem no Brasil
fossem muito semelhantes sempre foi um
hipétese razoavel. Entretanto, embora a
rotulagem da viruléncia através da injecdo de

ovos embrionados esteja fragilizada pelo
exposto acima, este experimento também
colaborou para definir a possivel existéncia de
varias cepas de MS em matrizes pesadas no
Brasil.

A mortalidade embrionéria causada por MS nao
parece afetar a producdo de forma
consideravel. Mesmo na fase aguda da infeccao
é esperado pouco impacto sobre a taxa de
eclosdo. Dois pontos, porém, necessitam ser
levados em conta por guem acompanha a
producao de ovos férteis. A eclodibilidade pode
se afetada indiretamente através da debilidade
causada por infeccdes secundarias nas aves
infectadas por MS. Também se deve lembrar
que o fato de nao afetar a eclodibilidade nao
elimina a possibilidade da transmissao vertical
do patégeno e que a presenca de apenas
alguns pintos nascidos portadores do MS sao
suficientes para a contaminacao de todo o lote.

Estudos da viruléncia de MS foram também
conduzidos em frangas SPF. Dois grupos de 8
aves (SPAFAS) foram alojados em diferentes
cabines isoladoras e inoculados na segunda
semana de vida com 10" UFC/ave dos isolados
MS 443 ou MS 541, ambos obtido de matrizes
pesadas. O inéculo foi depositado na fenda
palatina para inalacdo, como forma de se dar
ao MS a chance de demonstrar sua
invasibilidade. A resposta imunolégica foi
avaliada semanalmente por SAR e pelo HI na
terceira e quarta semanas apds a inoculacao.
Os frangos foram  necropsiados na quarta
semana apds a inoculacdo quando a infeccao
estava confirmada através titulos de HI iguais
ou superiores a 80.

A resposta sorolégica foi rapida, sendo positiva
em SAR j& na segunda semana apds a
inoculacdao. Os resultados sorolégicos foi
bastante semelhante para ambos os isolados de
MS, indicando que estas amostras sao
imunogénicas e certamente responsaveis pela
positividade na sorologia observada nos lotes
de matrizes isoladas a campo. Nenhum sinal ou
lesdo macroscépica foi porém identificado nas
aves inoculadas, confirmando a caracteristica
assintomatica da infeccdo verificada nas
matrizes. A nao ocorréncia de patégenos
secundarios, em funcado do uso de aves SPF e
de ambiente com ar filtrado, certamente
contribuiu para o baixo impacto da infeccao.
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Exames histolégicos revelaram lesGes apenas
nos sacos aéreos, consistindo de ndédulos
linféides na submucosa da traquéia e do
pulmdao e metaplasia cubdide do epitélio
pulmonar.

Suabes foram coletados a necropsia para
isolamento de MS bem como para PCR da
traquéia (Fig. 1), saco aéreo direito (Fig. 2) e
articulacao tibio-metatarsiana, cujas
positividades também demonstraram a infeccao
de forma inequivoca. Ambos os isolados de MS
sdo capazes de estabelecer infeccdo em
frangos SPF, a qual parece primariamente
respiratéria e nao sinovial. O reisolamento da
amostra MS 443, porém, nao foi obtido,
indicando que esta pode ser uma cepa de dificil
manuseio no laboratério e capaz de dificultar
seu isolamento em  procedimentos de
diagndstico. Mesmo com o isolado MS 541, o
reisolamento somente foi obtido da traquéia,
indicando este érgdo como o de eleicao para o

i« " imento utilizado em diagnéstico.

Foto: Laurimar Fiorentin
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Fig. 2 — Colheita de suabe do saco aéreo.

Também estudou-se a viruléncia de MS em
matrizes pesadas experimentalmente

infectadas. Este experimento foi delineado para
se verificar se os resultados obtidos com
frangos SPF  poderiam ser confirmados em
matrizes. Dois grupos de 6 matrizes de corte
foram inoculados com 10’ UFC/ave com MS
443 ou MS 541, injetadas no saco aéreo
direito no sétimo dia de vida, enguanto um
terceiro grupo permaneceu como controle nao
inoculado para a certificacdo do estado de livre
de micoplasmas das matrizes. Uma tentativa de
inocular matrizes com células viaveis
depositadas na fenda palatina para aspiracao,
como procedido com as aves SPF, nao resultou
em infeccdo. Optou-se entdo pela injecao nos
sacos aéreos, porém com uma dose infectante
menor e com a avaliacdo anatomo-patolégica
do saco aéreo toracico oposto. Testes
sorolégicos foram procedidos semanalmente
conforme descrito acima para aves SPF. Na
quarta semana apds a inoculacao foi procedido

o HI para confirmacao do diagndstico
sorolégico, o qual foi repetido na quinta
semana quando as aves foram entao

necropsiadas.

Nenhum sinal ou lesdao foi também observado
nas matrizes, embora a exemplo do verificado
com aves SPF a resposta sorolégica tenha sido
consideravel. Ao contrério das aves SPF, no
entanto, as matrizes nao apresentaram lesoes
histolégicas. A nao obtencdo da infeccao por
inalacdo e a nao verificacdo de lesdes
histolégicas, evidenciam a maior resisténcia
das matrizes a infeccao. Intrigante, porém, é o
fato de a resposta sorolégica ocorrer com
intensidade na auséncia de lesdes, para o qual
nao se tem explicacOes satisfatérias.

Se tomados em conjunto os dois experimentos
relatados acima, pode-se concluir
genericamente que os MS isolados possuem

potencial para causar infeccdo em ambas
galinhas SPF e matrizes. As matrizes,
entretanto, demonstraram resisténcia a

infeccdao por inalacdo e nao apresentaram
lesdes histolégicas. Em virtude das diferencas
na metodologia nao serd possivel uma
comparacdao minuciosa entre os dois grupos,
porém parece clara a capacidades dos MS
isolados de infectar ambas os tipos de aves e
causar resposta imunoldgica consideravel
porém sem uma doenca aparente quando da
auséncia de patégenos secundarios.
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Os micoplasmas agridem o hospedeiro
diretamente, porém de forma branda. As lesdes
mais evidentes sao resultantes da resposta do
hospedeiro, sobretudo através da imunidade
celular, direcionada aos constituintes do
micoplasma presentes no tecido. E possivel que
através de algum mecanismo nao identificado,
estes isolados de MS estimulem a resposta de
anticorpos com a participacdo minima da
imunidade celular.

A viruléncia de MS, assim com de qualquer
patégeno, quando obtida experimentalmente
carece de avaliacdo minuciosa. Embora tenha
se confirmado a capacidade de infeccao, os
experimentos nao representam fielmente a
ocorréncia natural com todos os fatores de
estresse, debilitacdo pela producdao de ovos e
infeccbes concorrentes. Estas observacoes
devem, portanto, ser usadas como subsidios
para avaliacdes de possiveis casos de infeccao
por MS mas ndo serem tomadas como
definitivas. A ocorréncia de micoplasmoses é
via de regra em quadros respiratérios
complexos nos quais o MS participa como um
dos componentes apenas.

5. O papel de passaros silvestres

Varias outras espécies avidrias sdo sensiveis a
infeccao por MS além do peru e da galinha.
Entre estas se incluem a galinha-da-Angola,
marrecos, ganso, pombos, codornas, perdizes,
faisdo, periquitos e pardais. A obscuridade
existente quanto a algumas caracteristicas da
epidemiologia da infeccao por MS,
especialmente a ocorréncia em granjas de
excelente biosseguridade, e a sensibilidade de
varias espécies ao MS levam a suspeitar que
alguma ave de vida livre possa estar servindo
como reservatério ou pelo menos como vetor
mecéanico deste patégeno. Recentemente, uma
epidemia por MG em passaros silvestres nos
Estados Unidos da América desencadeou uma
preocupacao justificAvel para se aumentar a
vigildncia e a biosseguridade com respeito a
passaros que freqientam aviarios, porque
exemplifica a possibilidade da troca de
patégenos entre galinhas e perus criados
comercialmente e as espécies silvestres.

Uma investigacao foi conduzida com péassaros
silvestres para se detectar MS nessas aves,
quer na forma da infeccao ou da contaminacao
apenas. Em ambientes diversos, foram
capturados 100 péassaros de espécies que
freqlientam aviarios, especialmente canarios-
da-terra (Sicalis flaveola) (Fig. 3) e pomba-rolas
(Columbina picui) para colheita de material e
imediata liberacdo. Colheu-se sangue da veia
braqueal e suabe da fenda palatina para testes
sorolégicos e tentativas de isolamento do MS,
respectivamente. Nenhuma positividade pode
ser verificada tanto em SAR como nas
tentativas de isolar o agente em meios de
cultura seletivos.

Foto: Laurimar Fiorentin

Fig. 3 — Colheita de sangue da veia braqueal.

Uma tentativa de infeccao experimental com
MS foi também conduzida com pomba-rolas.
Galinhas SPF com 8 semanas de idade foram
alojadas em um isolador sob ar filtrado e
inoculadas na traquéia com uma cultura de um
isolado de MS obtido de matrizes pesadas.
Todas as galinhas positivaram em SAR até 4
semanas ap6s a inoculacdo e com oito
semanas apoés a inoculacdo foram testadas em
HI para a manutencao de 5 aves com titulos
indicadores inequivocos da infeccao (=80).
Nesta data foram introduzidas no isolador 7
pomba-rolas previamente testadas e
sorologicamente negativas para ambos MG e
MS. Todas as aves foram mantidas
conjuntamente por 16 semanas, com coletas
de sangue a cada duas semanas para testes de
SAR e HI. Nenhuma positividade sorolégica foi
detectada nas pomba-rolas, sugerindo que
estas aves nao sao sensiveis a infeccao por
MS.
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Os resultados destes dois experimentos nao
contribuem consideravelmente para a nocao de
que passaros silvestres podem carrear ou
serem reservatérios para MS. Entretanto,
inimeros fatores influenciam a epidemiologia
de uma infeccao e existe a possibilidade de que
a amostragem pesquisada nao tenha sido o
suficiente para detectar freqliéncias muito
baixas de portadores ou infectados, ou que
uma determinada espécie de pdassaros
importante na transmissdao de MS nao tenha
sido testada. Ainda, na tentativa de infeccao de
pomba-rolas, é possivel que um fator pré-
disponente especifico estivesse ausente ou que
o isolado de MS testado nao seja infectivo para
estas aves enquanto outros poderiam sé-lo.
Testes de maior sensibilidade como a PCR, nao
estavam disponiveis na ocasido da conducéao
destes experimentos e poderiam ter indicado o
estado de portador de MS com maior
facilidade.

Apesar da ndao comprovacao de infeccdao ou
contaminacdo nao ter sido demonstrada, os
passaros permanecem uma preocupacao de
biosseguridade. A sobrevivéncia de MS fora do
hospedeiro tem sido demonstrada ser de 2 a 3
dias, dependendo da superficie em que este se
encontra. Mesmo que a infeccao nao ocorra
em passaros silvestres, a possibilidade de
transmissao do MS como um vetor mecénico é
grande. Passaros entram em aviarios sobretudo
em busca de racdo, o que os coloca em
proximidade as galinhas. Em plantéis de elite, o
esquema de biosseguridade deve contemplar
tela fina nos avidrios para evitar a entrada de
passaros, bem como os silos devem ser
cercados com tela ou estarem distantes do
aviario. Espantalhos ou outros artificios
semelhantes tem pouca eficiéncia em manter
passaros distantes dos aviarios e se deve dar
preferéncia a solucdes definitivas na estrutura
do aviario.

O controle dos passaros deve ser uma atitude
de biosseguridade de forma geral. Varios outros
patégenos avidrios além do MS podem ser
carreados entre granjas, ou um determinado
patégeno pode ser transmitido entre nlcleos de
uma mesma granja por passaros em busca de
racdao. Este é um conceito relativamente novo
na avicultura, e muitas granjas foram
construidas sem a preocupacao do isolamento
contra pdassaros tanto na tela quanto nas
aberturas do telhado ou na possibilidade de que

racdo seja desperdicada ao redor da instalacao.
Melhorias para adaptar granjas antigas a novos
conceitos de biosseguridade sao
imprescindiveis para o sucesso da criacao,
sobretudo em areas de grande concentracao de
aves.

6. Diagnéstico

Uma grande preocupacdo quanto as infeccoes
por MS é o diagnéstico. Os sinais clinicos e
lesbes das micoplasmoses nao sao
patognomoénicos e requerem auxilio laboratorial,
sobretudo de testes sorolégicos para a
deteccao da resposta do hospedeiro e de testes
microbilégicos para a deteccdo direta do
agente. As técnicas de diagndstico das
micoplasmoses devem ainda ser sensiveis, ou
seja, detectarem rapidamente a infeccao, bem
como especificas, nado causando reacoes
cuzadas com outros agentes.

Além de esclarecerem a etiologia das doencas,
as técnicas de diagndéstico sao utilizadas como
meio de vigilancia para a deteccao de infeccoes
por micoplasmas. Nestes casos, a sensibilidade
de um teste de triagem como a SAR é um fator
extremamente importante para a deteccao
precoce da infeccdo bem como para nao
ocorrerem falsos resultados negativos.
Entretanto, nos Udltimos anos tem sido
demonstrado que o teste de PCR é de maior
sensibilidade e devera ser popularizada como a
técnica de eleicao para vigilancia do MS,
embora seja de maior custo financeiro. A
confirmacao do diagnéstico é sempre feita por
uma segunda técnica que pode ser de menor
sensibilidade, mas que deve ter boa
especificidade para definir o resultado com
exatiddao. Nestes casos o isolamento do agente
tem sido o mais usado, porém aqui também a
PCR devera ser a técnica de eleicdao no futuro
quando mais laboratérios estiverem adequados
para a sua execucao e seu custo for reduzido.

Varios experimentos tem sido conduzidos na
Embrapa Suinos e Aves visualizando melhorias
no diagnéstico de MS. As técnicas sorolégicas
ainda sao imprescindiveis ao diagndstico e tém
recebido atencao especial. Facilidades para a
elaboracdo e manutencao de antigenos tém
sido um objeto de estudo também, e a forma
ideal de aplicacdo dos testes tem sido
identificada em diferentes experimentos
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relatados em seus respectivos capitulos neste
documento. Finalmente, resultados obtidos por
nés apontam para a PCR como a técnica de
eleicdo para a deteccao precoce da infeccao
por MS.

A tecnologia para a elaboracdao de antigenos
para SAR foi desenvolvida pela Embrapa em
1994. A criacao do PNSA, a importancia da
SAR como método de triagem sorolégica aliada
a intermitente disponibilidade dos antigenos no
mercado brasileiro na época, além do elevado
preco dos antigenos importados, estimularam a
busca por autonomia na elaboracdo deste
insumo. Variacbes na técnica e o uso de
diferentes cepas de MS foram testadas na
elaboracdo do antigeno. As cepas brasileiras
testadas nao resultaram em vantagens sobre a
cepa padrao, especialmente no referente as
reacoes cruzadas em soros de aves recém
vacinadas com bacterinas oleosas para a coriza
infecciosa, mesmo que a rentabilidade na
producdao do antigeno tenha sido melhor com
um isolado brasileiro. Em virtude de melhor
especificidade, a tecnologia foi entao finalizada
com a amostra padrao MS WVU 1853, usada
de forma genérica como uma cepa de
referéncia para a espécie.

A tecnologia de producdo do antigeno de MS
para SAR foi transferida ao Laboratério Biovet
S/A para a sua producao industrial. Desde
1995 a empresa vem elaborando o antigeno e
disponibilizando aos mercados do Brasil, Bolivia
e Costa Rica sob a marca Synovitest®.
Aproximadamente 450.000 doses sao
produzidas anualmente e utilizadas pelo setor
produtivo desde 1995, solidificando a
tecnologia como um sucesso de transferéncia
do beneficio da Embrapa ao setor produtivo
através da iniciativa privada.

Outras acoes da Embrapa também estiveram
relacionadas ao diagnéstico do MS. Os
antigenos de HI sdo também uma preocupacao
em funcao do carater definitivo que atualmente
a técnica tem para o diagndstico da infeccao.
Neste particular, determinou-se que os
antigenos de HI, normalmente de baixa
longevidade mesmo quando estocados a 70°C
negativos, podem ser liofilizados e entao
estocados a temperatura de refrigerador
domeéstico por longos periodos. Esta pratica

pode ser especialmente Util para o transporte
do antigeno em um pais com as dimensdes do
Brasil. Para o uso rotineiro o antigeno deve ser
reconstituido em PBS e glicerol como de
costume a entdo mantido a temperatura de
congelacdao doméstica (-20°C) por Vvérias
semanas. Além dos trabalhos referentes aos
antigenos, a Embrapa também auxiliou no
desenvolvimento de anticorpos monoclonais
especificos para MS e que poderao ser Util na
elaboracao de testes de diagnéstico
especificos.

No diagndstico de MS, a maior novidade dos
ultimos anos foi o surgimento da PCR. A
especificidade e sensibilidade da técnica, aliada
a rapidez na obtencao dos resultados fez com
que ela se tornasse uma técnica imprescindivel.
Vérios protocolos e kits estdo disponiveis ao
setor produtivo, porém melhor forma de
colheita e manipulacdo das amostras nem
sempre é conhecida. Neste particular,
estabeleceu-se que a simplificacao de envio das
amostras de suabes traqueais pode ser obtida
pela imersao em PBS seguida de fervura. Os
suabes podem ser enviados pelo correio ou
outra via de transporte sem refrigeracao.
Também se verificou que a extracao do DNA
usando-se acetato de amoénia 8M, teve
resultados semelhantes a extracao fendlica e
pode representar a vantagem de se evitar a
exposicao a toxidez do fenol.

7. Erradicacdo de micoplasmas

As transmissao vertical dos micoplasmas aliada
a caracteristica de doencas endémicas que eles
causam, fazem com que as micoplasmoses
sejam doencas muitas vezes controladas pela
eliminacao do patégeno. A reducao do impacto
da infeccao é viavel em alguns plantéis através
do uso de vacinas ou antibioticoterapia
repetida. Plantéis basicos, como aves SPF,
linhas puras e avds, sdo enquadrados pelo
MAPA como de -controle obrigatério e
necessitam demonstrar negatividade para o
patégeno além da nao ocorréncia de doenca

clinica. Mesmo nos plantéis de frangos,
poedeiras e matrizes, que podem permanecer
sob controle mas positivos para MS, o uso
rotineiro de antibiéticos e a ocorréncia de
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infeccoes secundarias faz com que a
erradicacao seja as vezes contemplada.

Pesquisas com erradicacdo de micoplasmas
iniciaram na Embrapa com a aquisicdo da
Granja Guanabara pelo MARA em 1984, que
resultou na incorporacdao do seu plantel ao
programa de melhoramento genéticos de aves
da Embrapa Suinos e Aves. A constatacao
inequivoca de que as aves era portadoras de
MS, além de MG, através do teste de HI e
isolamento dos agentes, exigiu que um
programa de erradicacao fosse executado antes
da transferéncia do estoque genético a granja
da Embrapa em Concérdia, SC. Neste periodo o
programa de selecao foi suspenso, dando-se
prioridade a erradicacdao de micoplasmas e a
melhoria das condicdes de salde do plantel. A
metodologia empregada e descrita abaixo, nao
permitia produtividade compativel com a
selecdo, especialmente devido a reducao da
eclodibilidade dos ovos tratados com
antibiéticos. A populacdo da granja também
estava reduzida a apenas 17.000 aves,
facilitando o controle sobre o plantel.

A metodologia empregada se baseou no
tratamento de ovos férteis obtidos de aves em
idade avancada. Estas aves teriam
supostamente maior imunidade desenvolvida
contra os micoplasmas e poucas chances
haviam de que algumas estivessem com a
infeccao na forma aguda e transferindo grande
quantidade de MS através dos ovos, além de
terem sido submetidas a selecdao natural para
resisténcia de forma genérica. A transmissao
vertical de micoplasmas é menor nos quadros
cronicos e nas galinhas vacinadas, ambas as
situacoes em que a imunidade especifica esta
alta. Além do tratamento dos ovos para inativar
0os micoplasmas, a criacdo da progénie em
réplicas mantidas em diferentes granjas
(Itaipava e Pirai, RJ) facilitou a eliminacao de
um grupo em que a erradicacao nao foi obtida,
sem porém perder o estoque genético devido a
existéncia de outro grupo equivalente e livre de
micoplasmas em funcdo do programa de
erradicacao aplicado.

A metodologia empregada para o tratamento
de ovos férteis foi adaptada de varias técnicas
descritas na literatura. Diversas publicacoes
relatavam sucesso da injecao de tilosina na
eliminacdao de micoplasmas aviarios de ovos

férteis de perus, e de algumas publicacbes
descrevendo a injecao de antibiéticos em ovos
de galinhas como eficientes na eliminacao de
micoplasmas. O tratamento da primeira partida
de ovos incubados foi procedido com injeccao
de O,1TmL de uma solucdo de glicose a 5%
contendo 50ppm de tartarato de tilosina e
6ppm de sulfato de gentamicina de uso
veterinario. A injecdo foi feita através de
orificio perfurado com broca odontoldgica,
usando-se agulha e seringas utilizadas para
injetar insulina em humanos. A tilosina tem sua
eficiéncia comprovada contra micoplasmas
enquanto a gentamicina é um antibiético de
amplo espectro e foi utilizada para evitar
contaminacdes oriunda da perfuracao da casca.

A taxa de eclosdo foi aproximadamente 60%
quando os ovos foram injetados no albume
através de orificio perfurado na ponta fina. Este
indice ficou bem abaixo dos ja reduzidos 74%
devido a idade avancada das aves, observados
em um grupo nao injetado mantido como
controle. Quando os ovos foram injetados
através da cadmara de ar a taxa de eclosao foi
ainda pior, ficando em apenas 22%. Esta
drastica reducao da eclodibilidade dos ovos
injetados foi compativel com os trabalhos em
um estoque genético Unico, mas nao seria
vantajosa para uso rotineiro no controle de
micoplasmas. Mesmo neste trabalho, o
segundo tratamento dos ovos foi procedido por
imersdao em solucdo de antibiéticos, como
forma de se melhorar a eclodibilidade. (Fig. 4).

Os ovos tratados com antibiéticos foram
submetidos a fumigacdo e incubacgoes
convencionais. As aves obtidas destes ovos
foram alojadas em galpoes desinfectados
submetidos a vazio populacional e monitoradas
para micoplasmas através de SAR seguido de
HIl nos soros suspeitos ou positivos, efetuada
em 5% do plantel as 5, 10 e 16 semanas de
idade e a cada 6 semanas a partir de entao.
Esporadicamente foram coletados suabes de
traquéia de grupos de 20 ou 30 aves para
tentativas de isolamento de micoplasmas. Os
testes de PCR, de grande sensibilidade para o
monitoramento de micoplasmas, nao estavam
ainda disponiveis na ocasido. Sorologias
efetuadas as 10 e 16 semanas revelaram
positividade tanto para MS como para MG na
réplica alojada na granja de Pirai, a qual foi
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entdo eliminada e os trabalhos de erradicacao
continuados com a réplica alojada na granja de
Itaipava. Inimeros fatores ligados a
biosseguridade podem ter influenciado o
sucesso da erradicacao, ficando portanto
impossivel identificar os motivos exatos do
sucesso ou fracasso nas diferentes réplicas.
Teoricamente, um ovo apenas que nao tenha
recebido antibiético pode ter sido o responsavel
pela manutencao dos micoplasmas na progénie,
ou mesmo a pressao de infeccao da granja,
algo dificil de se quantificar, tenha causado a
infeccao dos lotes tratados e |4 alojados.

A réplica negativa para micoplasmas foi criada
até a producdao de ovos e somente utilizada
para a colheita de ovos para a repopulacdo da
granja quando com 120 semanas de idade.
Para se evitar reducao da eclodibilidae nesta
ocasidao, os ovos nao foram injetados mas sim
mergulhados em uma solucdo de antibiéticos
contendo 150ppm de tartarato de tilosina,
600ppm de sulfato de gentamicina e 250ppm
de amodnia quaternaria usada como desinfetante
da casca. Os ovos foram fumigados com
formol e permanganato de potassio de forma
convencional, deixados a 37°C por trés horas e
entdo mergulhados na solucdo de antibiéticos
resfriada entre 2°C e 6°C em congelador
doméstico por dois minutos, para que a pressao
negativa criada pela diferente temperatura
absorvesse o antibiético através dos poros
naturais da casca (Fig. 4).

A segunda geracao obtida com a incubacao de
ovos tratados com antibidticos foi monitorada
conforma descrito acima e criada até a
maturidade. Nenhuma positividade foi
detectada, mas mesmo assim os ovos férteis
foram transportados para o incubatério da
Embrapa em Concérdia, SC, e tratados
novamente por imersdqo em solucdo de
antibiéticos como descrito acima. As aves
obtidas desta incubacdao foram entao
introduzidas na granja de melhoramento
genético da Embrapa Suinos e Aves do distrito
de Tamandud, em Concoérdia, SC, a qual ja
continha um plantel de linhas puras negativo
para ambos MG e MS.
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Fig. 4 — Aspecto do tratamento de ovos por
imersao em solucao de antibiéticos
como pratica utilizada na
erradicacao de micoplasmas.

Desde 1988 as linhas puras da antiga Granja
Guanabara submetidas a erradicacdo de
micoplasmas fazem parte do plantel da
Embrapa Suinos e Aves. A granja tem sido
monitorada regularmente por sorologia de
acordo com as exigéncias do PNSA e
eventualmente com tentativas de isolamento e
PCR, sempre se confirmando como negativa
para ambos MS e MG. Com o passar de 15
anos nao resta duvida que ambos MS e MG
foram erradicados. Micoplasmas sao patégenos
que podem permanecer endémicos e latentes
por longos periodos, mas neste caso houve
tempo o suficiente para uma exacerbacao de
qualquer infeccdo possivelmente mantida de
forma latente no plantel.

O plantel é mantido em uma é&rea de grande
concentracdao de galinhas de exploracao
comercial. Além disso, muitos produtores rurais
mantém pequenos plantéis para sua
subsisténcia, conhecidos como “galinhas de
fundo de quintal”. O extrato comercial de
frangos e matrizes é virtualmente livre de MG,
porém ha uma incidéncia relativa de MS. Ja
nos plantéis de subsisténcia dos produtores,
ocorréncia tanto de MS quanto de MG
comum. Estas observacboes indicam que
pressdo de infeccdo para micoplasmas
considerdvel na é&rea. A nao ocorréncia de
contaminacdao do plantel ao longo dos anos,
portanto, indica que a biosseguridade adotada
tem sido eficiente para evitar a contaminacao
da granja por micoplasmas. Embora esta nao
seja uma granja em que a entrada de aves, o
fator mais importante na introducao de
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micoplasmas, seja freqlente, a adocao de
biosseguridade convencional como a proibicao
de visitacdo, a adocdao de banhos e a
separacao da granja em nucleos isolados tém
sido eficientes para evitar a transmissao lateral
de micoplasmas na area.

Além dos custos financeiros, o programa de
erradicacdo atrasou em duas geracdes o
programa de melhoramento genético das linhas
puras. Este método, portanto, nao seria
aplicavel de forma rotineira em matrizes, por
exemplo, que é o extrato da producdao com
maior freqliéncia de diagnésticos de MS. A
experiéncia com esta erradicacao nos ensinou,
porém, que micoplasmas podem ser
erradicados de forma definitiva mesmo sendo
patégenos latentes e de transmissao vertical.
A adequacdo de métodos mais simples, mas
igualmente eficiente na erradicacao é portanto
uma preocupacao justificavel da pesquisa e
seria de grande utilidade ao setor produtivo
para aplicacdo em plantéis de matrizes.

Informacbes importantes para auxiliar em
programas de erradicacao de MS foram
também obtidas de uma observacao pratica.
Durante um estudo de epidemiologia do MS
em granjas de matrizes pesadas se observou
que a utilizacdo de vaérios tratamentos com
antimicrobianos reduziram o ndmero de aves
positivas em PCR de suabes de traquéia
coletados ao longo do tempo. Pesquisas
detalhadas conduzidas entdao com o referido
lote permitiram concluir que a erradicacdo de
MS havia ocorrido de forma correlacionada
com medidas de biosseguridade e tratamentos
com antimicrobianos adotados.

Micoplasmas sao sensiveis a antibidticos
utilizados também no controle de outras
bactérias. Além de serem muitas vezes
usados diretamente no controle de
micoplasmas, antibiéticos como a
oxitetraciclina (OXT) e fluorquinolonas como a
enrofloxacina (ENR) e a norfloxacina (NOR),
por exemplo, sao freqlientemente utilizadas no
controle de infecgcdes por Escherichia coli (E.
coli). Este tratamento pode ter o efeito
adicional de reduzir também o impacto de uma
micoplasmose.

O Mycoplasma Synoviae em Galinhas Comerciais. Il. Contribuicdes da Embrapa Suinos e Aves

Um lote de 12.000 matrizes obtido de avods
livres de MS foi alojado em uma granja de
recria endémica para MS. As aves passaram a
ser monitoradas por SAR e HI aplicados em 20
soros e tentativas de isolamento de
micoplasmas e PCR em 10 suabes traqueais
por colheita efetuadas as 9, 15, 23, 29, 34,
47, 54, e 59 semanas de idade. Exames
adicionais foram procedidos na ocasido da
eliminacao do lote, as 64 semanas. A infeccao
por MS foi confirmada através de PCR ja na
primeira coleta as 9 semanas de idade.

Com 22 semanas o lote foi transferido para
uma granja de producdo de apenas dois
aviarios e que havia sido desinfectada e
submetida a vazio populacional. As 26
semanas estabeleceu-se um quadro de
peritonite causado por E. coli, para o qual se
estabeleceram vérios tratamentos com OXT,
ENR e NOR. A partir de 32 semanas o lote
passou a receber 600ppm de OXT
continuamente na racao até 59 semanas de
idade.

Os soros testados em SAR foram todos
positivos desde as 23 até as 59 semanas de
idade, porém nunca se obteve titulos de HI
positivos. Este resultado pode ter sido
influenciado pelo antibiético, evitando um
infeccao grave que resultasse em producao de
titulos altos de anticorpos. O estado de
infectado do lote foi confirmado de forma
inequivoca pela PCR, variando entre 7 e 10
suabes positivos entre os 10 testados desde 9
a 29 semanas de idade. As 34 semanas,
entretanto, apenas 1/10 suabe foi positivo e a
partir de entao todos os suabes testados foram
negativos em PCR. Esta reducdao na
positividade ocorreu 12 semanas apds o lote
ter sido transferido para granja de producao,
sendo 6 semanas apds o primeiro tratamento
com uma fluorquinolona e duas semanas apés
o inicio do tratamento continuo com OXT. As
47 semanas de idade, apds o lote ter recebido
dois tratamentos com ENR e ter sido mantido
no regime de OXT por 15 semanas, todos os
10 suabes foram negativos em PCR.
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O lote foi eliminado as 64 semanas, quando 10
aves foram mantidas para a certificacdo do
estado de negativas para MS. Estas foram
submetidas a sorologia e tentativas de
isolamento e PCR como descrito acima, sendo
que todos os resultados foram negativos. Um
grupo de 5 aves foi entdao submetida a
vacinacdo com 10 doses de uma vacina de
bronquite infecciosa (IBV H-120) para provocar
exacerbacao de um possivel estado de laténcia
do MS e alojada por mais duas semanas para
acompanhamento. As aves foram necropsiadas
ap6s o desafio com o virus da bronquite
infecciosa e se confirmaram como negativas
em todos os testes. Esta avaliacdo indica que
MS foi eliminado definitivamente do lote.

A amostragem utilizada no monitoramento das
aves influencia os niveis de seguranca de
qualquer conclusdo. Neste caso, o numero de
10 suabes testados em PCR permite detectar
um positivo em 12.000 aves, com 95% de
confiabilidade, se a prevaléncia no plantel for
de pelo menos 30%. Com a negatividade a
partir das 47 semanas, é possivel apenas
concluir de forma segura que a prevaléncia de
MS esteve abaixo de 30%. Porém quando esta
informacdao ¢é inserida no contexto de
repeticoes com intervalos de aproximadamente
seis semanas, a negatividade em tentativas de
isolamento e finalmente o desafio com o virus
da bronquite infecciosa nao resultando em
sinais, lesdes histolégicas ou positividade em
PCR permite uma conclusao definitiva de que a
combinacdo de mover as aves para um
ambiente sem pressao de infeccao e submeté-
las a diversos tratamentos com antimicrobianos
erradicou definitivamente o MS do plantel.

No Brasil, muitas granjas de matrizes pesadas
sao endémicas para MS e mantidas neste
estado por falta de um programa mais simples
de erradicacdo. O vazio populacional seguido
de desinfeccao e repopulacdo com aves livres
de MS ¢é praticamente um garantia de
eliminacdo do patégeno, porém de pouca
aplicacao pratica. Mesmo quando o impacto da
infeccdo é pequeno sobre a produtividade do
plantel, eventualmente as aves sao submetidas
a condicdes de estresse e imunodepressao nos
quais o MS pode ter uma participacdo mais
significativa. Além  disso, a eventual
necessidade de gastos com antibidticos e a
reducdo do prestigio da empresa frente aos

compradores de pintinhos que identificam
reacoes soroldgicas nas aves adquiridas, faria
com que os matrizeiros adotassem programas
de erradicacdo desde que estes tivessem menor
custo e fossem compativel com a producéo.
Métodos de substituicdo de amostras de MS
nas granjas e utilizacdo de antibioticoterapia e
imunidade ativa, e combinacoes destes,
deverao ser em breve testados como formas de
auxiliar na erradicacdo de MS sem a
necessidade de depopular as granjas.

8. Conclusoes

As informacbes relatadas e discutidas em
perspectiva neste documento demonstram a
preocupacao da Embrapa Suinos e Aves com
as necessidades do setor produtivo quanto a
esclarecimentos necessarios relativos a
infeccao pelo MS. Informacdes importantes
foram produzidas por este centro de pesquisa
no tocante a epidemiologia das infeccdes por
MS, seu diagnéstico e controle. Muitos
treinamentos foram também concedidos nos
ultimos anos para a capacitacdo de um maior
nuimero de laboratérios e para a formacao de
pessoal capacitado para diagnosticar a infeccao
por MS. Artigos técnicos e cientificos foram
publicados e palestras proferidas em diversos
eventos, como forma de auxiliar a formacao de
massa critica preparada para a resolucdo dos
problemas causados pelo MS.

Muitas informacbdes ainda terdo que ser
obtidas, como a definicaio de elementos
importantes na epidemiologia da infeccao, a
qual muitas vezes surge de forma enigmatica
em granjas de boa biosseguridade. Formas de
se eliminar a infeccdao de um plantel também
necessitam ser pesquisadas para que a
erradicacao traumatica que se utiliza da
eliminacao do plantel, seguido de repopulacao
com aves livres, possa ser substituida por
programas que contemplem a producao
enquanto a eliminacdao do micoplasma se
procede. Por esses motivos, as pesquisas com
MS devem continuar nos préximos anos na
Embrapa Suinos e Aves e resultarem em
informacoes e tecnologia importantes para
definicdes referentes a infeccao por MS.
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