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CRITERIOS PARA NORMATIZAGCAO DO DIAGNOSTICO DAS
INFECGOES POR MYCOPLASMA GALLISEPTICUM
e MYCOPLASMA SYNOVIAE EM GALINHAS

Laurimar Fiorentin(1)

1 - Introdugao

As infecgOes por Mycoplasma gallisepticum (M. gallisepticum) e Mycoplasma
synoviae (M. synoviae) sdo de carater endémico em galinhas e transmitidas verti-
calmente pelo ovo. Essas duas caracteristicas, aliadas as perdas econdémicas, cau-
sadas por baixa produtividade e tratamento antibidtico, sao suficientes para estimular
a criagao de galinhas livres de ambos os micoplasmas (Yoder Junior 1991a).

O objetivo fundamental do diagnéstico dessas infecgbes, portanto, é identificar
a presenga ou n&o da infecgao por micoplasmas e nao as doengas que eles podem
causar. Todos os esforgos devem ser dirigidos para classificagao final de um lote(2)
ou nucleo(3), como livre ou infectado com os patégenos e nao como livre ou nao de
quadro mérbido.

O diagnéstico baseia-se em técnicas padrao com 6timos indices de repetibili-
dade em um mesmo laboratdrio ou em laboratérios diferentes. As informagdes obti-
das subjetivamente, como sinais clinicos, devem ser descartadas para a defini¢ao fi-
nal do estado do lote, embora possam direcionar o diagndstico.

As adaptagdes de técnicas a um laboratério em particular devem ser minimiza-
das e o principio das técnicas jamais alterado. A prova de soroaglutinagao rapida,
por exemplo, deve ser conduzida rigorosamente dentro das recomendacgodes do fa-
bricante do antigeno, nunca alterando-se a proporgao de soro e antigeno, diluindo-
se 0 antigeno, ou ainda, conduzido a prova com os reagentes em temperatura nao
préxima a 210C. Para a prova de inibicdo de hemaglutinagao (HI), nunca deve-se
usar concentracao do antigeno maior ou menor que 4 unidades hemagiutinantes,
bem como a temperatura de 370C. para a reagao e o pH 7,4 do tampao fosfato (PBS)
devem ser respeitados. A variabilidade exercida por material de diferentes fontes,
&gua etc., pode ser eliminada seguindo os critérios estabelecidos, especialmente
com a utilizagao de padrodes internos positivos e negativos em cada prova.

(1) Méd. Vet., M. Sc., EMBRAPA - Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves (CNPSA), Cx. Postal 21,
CEP 89700 - Concérdia - SC.

(2) Nimero indefinido de aves criadas em um mesmo aviério ao mesmo tempo.

(3) Varios lotes criados em 4area fisica isolada sanitariamente de outras criagdes, mas sem isolamento entre
os lotes.



As técnicas aqui preconizadas para diagnéstico da infecgdes por M. gallisepti-
cum e M. synoviae sao de aceitagdo universal e baseiam-se na detecgao de res-
posta humoral das aves ou na identificagdo dos microorganismos isolados. Como é
da natureza desse processo, um diagnéstico positivo é sempre mais confiavel que
um diagndéstico negativo, porque a reatividade das provas é a prépria comprovagao
de sua eficiéncia, enquanto a ndo reatividade deixa duvidas, em relagao a sua con-
fiabilidade por ma padronizagao, ou entao porque a resposta soroldgica do lote,
apos a infecgao, é demorada, ou ainda pelas dificuldades em se cultivar micoplas-
mas artificialmente.

Todos os diagnosticos positivos devem ser repetidos(4) e contraprovados(5).
Os resultados negativos somente devem ser considerados como tal se os controles
internos das provas forem negativos e positivos. Finalmente, a selecao das técnicas
foi baseada na sua eficiéncia para responder a necessidade de definir se um lote é
infectado ou nao, aliado a praticidade e a adequagao dos laboratorios.

(4) Teste repetido com a mesma amostra e técnica.
(5) Teste repetido em novas amostras colhidas no mesmo lote ou ntcleo.
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Laurimar Fiorentin/CNPSA

2 - Diagnéstico em Pintos

Os pintos recém-nascidos refletem o estado sanitario do lote ou ntcleo de que
sao originarios e apenas para isso devem ser utilizados. A transmissao de imunoglo-
bulinas pelo ovo ocorre em niveis detectaveis e, portanto, os pintos de até 8 dias de
idade podem refletir o perfil sorolégico aproximado do lote de origem dos ovos incu-
bados (Kempf et al. 1988; Snell & Cullen 1977). Com relagao aos micoplasmas, a
transmissao de organismos viaveis dificilmente atinge niveis superiores a 5% dos pin-
tos quando incuba-se ovos oriundos de um plantel com uma micoplasmose endémi-
ca (Lin & Kleven 1982). Portanto, pintos recém-nascidos sdo 6timo material para
diagnéstico sorolégico (indireto), porem nao se prestam para o diagnéstico micro-
bioldgico (direto).

O seguinte procedimento devera ser obedecido:

a) coletar sangue de no minimo 30 pintos, com idade entre 3 a 5 dias, indepen-

dentemente ao tamanho do lote;

b) obter soro de aparéncia clara;

c) submeter a prova de inibigdo da hemaglutinagao (HI) (Williams 1980; Villegas

1986).

Coleta de sangue em pintos ao primeiro dia de vida.
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Se na prova resultar titulos em diluigdes superiores ou iguais a 1:80 o teste deve
ser repetido e contraprovado e, se o resultado ainda persistir o lote sera considerado
*originario de lote infectado”.

Se a prova resultar titulos em diluigdo de até 1:40 deve ser repetida e contra-
provada e persistindo o resultado o lote sera considerado *originario de lote prova-
velmente infectado".

Se a prova resultar somente em titulos menores que 40 o lote sera classificado
como *originrio de lote livre', para M. gallisepticum e/ou M. synoviae, de acordo
com o antigeno utilizado.

A prova de soroaglutinagao rapida (SAR) (Yoder Junior 1991b) ndo deve ser uti-
lizada em pintos de até 5 dias de idade, porque apenas a imunoglobulina G é trans-
mitida ao ovo (Johnstone & Thorpe 1988), e esta tem pouca capacidade aglutinante
em comparagao a imunoglobulina M (Hanson & Wigell 1985).

Um lote de pintos nunca pode ser classificado como livre de micoplasmas. So-
‘mente sera considerado livce um lote com mais de 28 semanas de idade, que tenha
sido submetido a pelo menos 3 testes sorolégicos e uma tentativa de isolamento,
com resultados negativos.

Independentemente dos resultados, os pintos devem, apés a 82 semana, se-
guir o esquema de diagndstico proposto para galinhas.

Os resultados referem-se rigorosamente ao micoplasma testado, podendo-se
obter lotes *originario de lote livre*, de M. gallisepticum e *originario de lote infectado
por M. synoviae" simultaneamente, ou outra combinagao possivel.
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3 - Diagnéstico em Galinhas

Em galinhas, o diagnostico baseia-se em um teste sorolégico sensivel para de-
teccao precoce da infecgao, um teste especfifico para confirmagao da resposta so-
rolégica e um teste direto para identificacéo de antigenos do micoplasma procurado.
De acordo com o exposto, as técnicas recomendadas sao respectivamente SAR, Hl e
isolamento e identificagao de micoplasmas por imunofluorescéncia (Yoder Junior
1980).

A partir da 82 semana e em intervalos maximos de 8 semanas, uma amostra
de, no minimo, 30 soros, deve ser submetida a SAR, frente a antigeno comercial, ou
elaborado no laboratdrio, desde que adequadamente padronizada e contendo uma
amostra padrao do micoplasma.

TR, L ——

Laurimar Fiorentin/CNPSA

Soroaglutinagéo rdpida.
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Ocorrendo mais que 5% de reagdes positivas, isto &, a reagao resulta em gru-
mos visiveis no prazo de 2 minutos (2 soros para uma amostra de 30), uma nova co-
leta deve ser efetuada, 2 semanas apds, para novo teste. Repetindo-se o resultado,
os soros positivos devem ser diluidos 1 para 5 em tampao fosfato pH 7,4 (PBS) e re-
testados. O lote deve entao ser classificado como *SAR positivo', ou entao "SAR ne-
. ;gativo", se os resultados.iniciais ja tiveram menos de 5% de reatividade.

Todos os lotes "SAR positivos® devem ser submetidos a prova de HI para con-
firmag&o, ou nao, da resposta sorolégica das aves. Se os resultados no HI nao atingi-
rem titulos em diluicao de 1:40, o lote permanecera apenas "SAR positivo" durante as
préximas 8 semanas no maximo, podendo ser considerado "SAR negativo" novamen-
te no préximo teste. No teste de HI, devem ser submetidos pelo menos 20 soros do
lote, mesmo que poucos tenham sido positivos na soroaglutinacéo, porque é possi-
vel ocorrer soros com titulos altos em HI que sao negativos em soroaglutinagao.

Caso os titulos observados sejam de até 40, mesmo que um soro apenas,
porém em repetigao, o lote sera classificado como "sorologicamente suspeito”.

Lotes considerados sorologicamente suspeitos devem ser submetidos a con-
traprova 2 semanas apds e se entdo nao se observar mais titulos de 40 ou maiores,
retornarao ao estado de "SAR positivo".



Laurimar Fiorentin/CNPSA

Caso houver titulos iguais ou superiores em diluicao de 1:80 em qualquer si-
tuacao, o lote sera classificado como "sorologicamente positivo®, para M. gallisepti-
cum ou M. synoviae, conforme o teste. Neste caso, a contraprova, 2 semanas apds,
apenas servira para confirmagao, sendo que o lote ndo mais perdera o estado de
"sorologicamente positivo", mesmo que os titulos da contraprova somente alcancem
diluicao de 1:40.

Dos lotes "sorologicamente positivos* deve-se tentar o isolamento do micoplas-
ma para identificagéo e, se lograda a identificagao, o lote passara a ser considerado
"infectado”. Todos os lotes, mesmo "SAR negativos®, devem sofrer uma tentativa de
isolamento de micoplasmas, antes da 28 semana de idade. Ser4 considerado "livre* o
lote que tiver pelo menos 28 semanas de idade e tenha recebido o estado maximo de
*sorologicamente suspeito”, porém nunca o de *sorologicamente positivo® e tenha so-
frido pelo menos 3 testagens.

Prova de inibicdo da hemaglutinagéo.
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Laurimar Florentin/CNPSA

4 - Classificagé@o dos Lotes

Toda a classificagéo deve ser acompanhada do micoplasma a que se refere.

a) "Originério de lote provaveimente Infectado": lote de pintos com titulos de
HI igual ou superior a 40. Esse estado permanecera até no méximo a 8a. semana,
quando receberé nova classificagdo dada pela testagem em SAR e HI.

b) "Originéario de lote infectado": idem ao anterior, porém com titulos de no mi-
nimo 80.

c) "Originario de lote livre™: idem aos anteriores, porém com titulos ndo supe-
riores a 20. ,

d) "SAR negativo": lote com mais de 8 semanas de idade com sorologia negati-
va em soroaglutinacao rapida, em uma amostra de 30 soros, ou entdo com menos de
5% de aves reagentes.

€) "SAR positivo": idem ao anterior, porém com mais de 5% de soros positivos
quando diluidos a 1:5.

f) "Sorologicamente suspeito*: lote "SAR positivo* com titulos de HI em diluigao
de até 1:40.

g) "Sorologicamente positivo": lote "SAR positivo® com fitulos de HI em di-
luigdes iguais ou superiores a 1:80.

h) "Infectado": qualquer lote acima, de que se tenha conseguido o isolamento
de micoplasma, acompanhado de identificagao.

i) “Livre": Um lote com no minimo 28 semanas de idade que tenha sofrido 3 tes-
tes sorol6gicos espagados de no maximo 8 semanas e com resultados de *sorologi-

camente suspeito®, mas nunca "sorologicamente positivo' e que ja tenha sofrido uma
tentativa de isolamento sem sucesso.

Coleta de material para isolamento de micoplasmas.
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5 - Classificagao de Nicleos

Os nucleos serdo denominados pelo estado dos lotes quando todos tiverem a
mesma classificagao. Ex. "Nucleo originario de lote livre*, quando for composto de lo-
tes com todos os titulos menores que 1:40 em HI aos 3-5 dias de vida. "Nicleo SAR
negativo®, quando todos os lotes forem "SAR negativo”, ap6s a 82 semana de idade.

Quando os lotes diferirem em seu estado, o ntcleo sera denominado pelo lote
com classificagao mais aproximada ao diagnéstico positivo. Ex. "Nticleo SAR positi-
vo", quando pelo menos um lote for "SAR positivo" e *Nucleo Infectado®, quando pelo
menos um lote permitiu o isolamento e identificagdo do micoplasma em quest3o.

Laurimar Fiorentin/CNPSA

Cultivo de micoplasmas para isolamento.
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