12798
CNPSA f
1982 '

FL-12798
e : 1992

Nuimero 15

ERRADICACAO DE MICOPLASMAS
- A EXPERIENCIA DA EMBRAPA -

ﬂ Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria - EMBRAPA
- AR Vinanlada an Mi~istério da Agricultura ‘e Reforma Agraria
Erradicagdo de micoplasmas: @ g Pesquisa de Suinos e Aves - CNPSA

1992 FL-12798 -atarina

WAL



REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
Presidente: Fernando Collor Mello
Ministro da Agricultura e Reforma Agriria: Antonio Cabrera Mano Filho

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA
Presidente: Murilo Xavier Flores
Diretores: Manoel Malheiros Tourinho

Eduardo Paulo de Moraes Sarmento

Fuad Gattaz Sobrinho

CENTRO NACIONAL DE PESQUISA DE SUINOS E AVES - CNPSA
Chefe: Paulo Roberto Souza da Silveira

Chefe Adjunto Tecnico: Claudio Bellaver

Chefe Adjunto de Apoio: Adenir José Basso



. ISSN: 0102-3713
CIRCULAR TECNICA N®15 1992

ERRADICACAO DE MICOPLASMAS
- A EXPERIENCIA DA EMBRAPA -

Laurimar Fiorentim

Elmiro R. do Nascimento
Lourengo Balent

M. Graga F. do Nascimento
Valdir S. de Avila

Gilberto S. Schmidt

Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves - CNPSA

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA
Vinculada ao Ministério da Agricultura e Reforma Agraria
Concordia, Santa Catarina.



Exemplares desta publicagio podem ser solicitados ao

CNPSA - EMBRAPA
Br 153 Km 110 Vila Tamandui

Telefones: (0499) 44.01.22 e 44.00.70
Telex: 492.271 EBPA BR
Fax: (0499) 44.06.81 ‘

Caixa Postal 21
89.700 Concérdia SC

Tiragem: 2.000 exemplares
Tratamento Editorial; Tania Maria Giacomelli Scolari

FIORENTIN, L.; NASCIMENTO, E. R. do; BALEN, L.;
NASCIMENTO ‘M. G.'F. do; AVILA V. S. de
SCHMIDT, G. S. Erradlcat;ao de Mlcoplasmas A
experiéncia da EMBRAPA. Concordia;: EMBRAPA-
CNPSA, 1991. 18p. (EMBRAPA-CNPSA. Circular Téc-
nica, 15).

1. Galinha-plantel-Micoplasma-erradicag¢do. 2. Galinha-
linhagem-formagéo. I. Nascimento, E. R. do, colab. 11. Balen,
L., colab. III. Nascimento, M. G. F. do, colab. IV. Avila, V.
S. de, colab. V. Schmidt, G. S., colab. VI. Titulo. VII. Série.

CDD 636.50896
© EMBRAPA 1992




SUMARIO

LIntrodugdo . .w v v v v v v v e v v v v e e e e 5
2 HISIOHEO + « v v v v e e e e e e 6
3.Metodologia . . ........ .. .. .. . il 8

3.1, Tratamento dos ovos . , . . . P wee . 9

3.2. Monitoramento dasaves . . . . ... e e e e e e e 11
4. Conclusdes e Consideragdes Finais.. . . . e e e e Ceae e e e e e 14
S.Recomendagdes .. ......... ..o . ... e e e e e e e e s 14

‘6. BibliografiaCitada . . ..... ... ..... .. .. e e el 16






ERRADICAGCAO DE MICOPLASMAS
- A EXPERIENCIA DA EMBRAPA -

Laurimar Fiorentim/1

Elmiro R. do Nascimento/2
Lourengo Balen/3

M. Graga F, do Nascimento/2
Valdir S. de Avila/4

Gilberto S. Schmidy/$s

1. Introduciao

As infecgdes por micoplasmas se constituem em problemas de grande relevincia
na avicultura industrial. Entre as espécies com importincia econdmica destacam se o
Mycoplasma gallisepticum (M. gallisepticum) causador da doenga crdnica respira-
téria das galinhas (DCR) e da sinusite infecciosa dos perus, o Mycoplasma synoviae
(M. synoviae) causador de sinovite em galinhas e perus, ¢ 0 Mycoplasma meleagridis
causador da aerossaculite dos perus (Yoder Junior 1991a). _

As infecgdes por micoplasmas sio endémicas em granjas produtoras de ovos ou
frangos, onde siio transmitidas verticalmente pelo ovo, ou horizontalmente entre aves
de um mesmo lote. (Bencina et al, 1938, Truscot & Ferguson 1975).

. As perdas causadas por infecgdes micoplismicas sdo em geral atribuidas 4
redugio das taxas de postura e eclosio, menor eficiéncia alimentar, aumento do
percentual de refugos, efeito sinérgico com outras infecgdes e aumento da mortalidade
¢ condenagio de carcagas, Adicionalmente, essas enfermidades ainda acarretam eleva-
do custe por medicagdo do plantel. De acordo com Yoder Junior (1991b), a infecgo
por M. gallisepticum é uma das doengas de maior custo para a indiistria avicola.

Devido a essa magnitude dos prejulzos, a criagio de aves livres de micoplasmas
vem se¢ mostrando comc a melhor alternativa, o que tem motivado a criagio de
programas que orientam ¢ supervisionam as granjas de reprodutores, a exemplo do

1/Mé&d. Vet., M.Sc., EMBRAPA - Centro Nacional de Pesquisa de Suincs ¢ Aves - Caixa
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*National Poultry Improvement Plan”, dos Estados Unidos da América, {Estados
Unidos 1989).

Além disso, em plantéis de reprodutores, as linhas puras necessitam ser livres de
micoplasmas de forma a permitir uma real avaliagio de seu desempenho para a selegao,
e a oferta de linhagens comerciais livres de micoplasmas. Em suma, nio existe,
atualmente, competitividade comercial para linhagens infectadas por micoplasmas.

Para a solugiio do problema o tratamento antibiético curativo nio é recomendado
porque nao elimina os micoplasmas por completa nas aves. A eliminagio de todo o lote
infectado € também impraticavel porque elimina o material genético em selegio,
necessitando-se reiniciar o programa de melhoramento. Resta, portanto, a possibilidade
de eliminar a infecgdo, através de métodos que possibilitam manter o material genético
selecionado.

Os métodos de erradicagio conhecidos baseiam-se na eliminagio do micoplasma
no ovo, Embora exista a possibilidade do tratamento através do aquecimento dos ovos
a 46,1 graus centigrados, o tratamento com antibidticos tem sido o mais utilizado. Esse
procedimento baseia-se em inviabilizar as células de micoplasmas presentes, sem
alterar a capacidade do ovo em gerar nove embriao, que por sua vez dard origem aum
pinto livre de micoplasmas (Yoder Junior 1991b; Tudor & Woodward 1968; McCapes
et al 1975; Ghazikhanian et al. 1980 & Truscot & Ferguson 1975),

O tratamento antibidtico de ovos tem sido feito por imersdo ou injecgdo. Na
imersdo, os ovos férteis sdo aquecidos para a dilatagao dos poros e entdo submergidos
em uma solugdo antimicrobiana. O diferencial de temperatura cria pressic negativa
interna no ovo que possibilita a entrada de antimicrobianos através da porosidade da
casca (Alls etal. 1963). A injegio pode ser feita em ovos embrionados ou nao, usando-se
tma solugdo antimicrobiana injetada na cimara de ar ou na cavidade corio-alantdide
do ovo (Tudor & Woodward 1968; McCapes et al. 1975).

A progénie obtida desses ovos tratados, deve entdo sofrer monitoramento para
comprovagéo da eliminagdo de micoplasmas. Esse monitoramento baseia-se em testes
sorolégicos e tentativas de isolamento dos micoplasmas (Estados Unidos 1989),

A erradicagio de M. gallisepticum e M. synoviae neste caso objetivou garantir
a eficiéneia da selegdo das linhas puras, obtidas da extinta Granja Guanabara e a
competitividade comercial das futuras linhagens de galinhas de corte e postura.

2. Historico

Na década de 70 a avicultura brasileira cresceu intensamente, porém quase toda
baseada em aves de linhagens importadas, restando indices aproximados de 5% de
produgio das matrizes de corte e 10% das de postura para as linhagens nacionais da
Granja Guanabara. Esses indices, no entanto, viriam em seguida a reduzir-se a zero,
ficando a produgio nacional de aves e ovos exclusivamente dependente de linhagens
importadas.

Com a incrementagio maior ainda da produgdo avicola, sempre baseada em
material genético importado, criou-se uma situagio inusitada onde o Brasil investia
muito em um setor produtivo no qual nio era auto-suficiente. Baseado nessa situagio
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o Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves (CNPSA) da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) iniciou em 1983 um programa para o desenvol-
vimento de linhagens nacionais de galinhas de corte. No ano de 1984, o Ministéric de
Agricultura e Reforma Agréria adquiriu a Granja Guanabara com suas linhas puras de
corte e postura, repassando a ao CNPSA EMBRAPA com o objetivo de incrementar o
programa iniciado em 1983. Naquele momento a Granja Guanabara contava com 2
linhas puras para corte e 5 linhas puras de postura, alojadas nos municipios de Itaipava
e Pira{ no Estado do Rio de Janeiro.

Com a geréncia da Granja Guanabara pelo CNPSA, estabeleceu se um programa
para identificar o estado sanitirio das linhas adquiridas, onde constatou se relatividade
soroldgica para M. gallisepticum e M. synoviae.

A partir do ano de 1985 estabeleceu se um programa de erradicagio das infecgdes
por micoplasmas, que s6 terminaria em 1988 e resultaria em atraso de duas geragdes
no programa de melhoramento estabelecido. Embora tenha tido esse custo, a estratégia
montada teve sucesso, resultando em linhas isentas de ambos os micoplasmas. O plantel
somente foi considerado negativo apos a 22 geragdo livre dos micoplasmas, nascida em
1988 e entéo transferida ao CNPSA EMBRAPA em Concérdia, Santa Catarina.

3. Metodologia

O plantel foi considerado positivo para M. gallisepticum ¢ M. synoviae de
acordo com os resultados dos testes de soroaglutinagio rdpida em placa e de inibigio
da hemaglutinagao, (HI), realizados em 20% das aves. A infecgio foi posteriormente
confirmada pelo isolamento e identificagio dos agentes {Estados Unidos 1989). O
tratamento dos ovos foi iniciado imediatamente, aproveitando se a vantagem da idade
avangada das aves, que supostamente incorreria em um possivel decréscimo da trans-
missdo vertical, devido & alta taxa de anticorpos nos ovos (Kempf et al. 1988). O
tratamento foi repetido até a obtengie de progénie livre de ambos os micoplasmas.

Inicialmente estabeleceu se uma pequena estrutura laboratorial no entio deno-
minado Campo Experimental de Pirai (CEP), para dar apoio ao programa de erradica-
¢do, basicamente para testes de soroaglutinagdo rdpida e tratamento de ovos. Os testes
de HI para a titulagio dos soros e os isolamentos de micoplasmas foram inicialmente
feitos na Unidade de Apoic ao Programa de Saide Animal da EMBRAPA em
Seropédica, RJ, e posteriormente no CNPSA em Concérdia, SC.

Durante o periodo de erradicagio de micoplasmas nio foi feita selegao, dando se
prioridade ao programa de recuperagio sanitdria do plantel.

Dois principios bisicos nortearam o programa de erradicagio: o tratamento
antibiético dos ovos obtidos das aves infectadas, e a criagio dos pintos em réplica. Os
pintos obtidos de cada tratamento foram nonitorados por soroaglutinagio répida e HI,
para checar a eficiéncia da erradicagdo, juntamente com tentativas de isolamento dos
micoplasmas.

O programa de erradicagfo efetivamente iniciou se apds confirmadas as infecgdes
por M. gallisepticum e M. synoviae através do isclamento dos agentes. Nesta época
a granja contava com uma populagdo de 17 mil aves.
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3.1. Tratamento dos ovos:

Dos ovos obtidos do plantel a partir de 1985, 205.441 foram submetidos ao
tratamento antibidtico, sendo que destes, 78.408 sofreram inje¢do na albumina e
127.033 na camara de ar. Adicionalmente, 54.318 foram incubados sem tratamento,
servindo como controle da técnica utilizada.

..mergulhados na solugdo antimicrobiana...



... deixados por 2 minutos...

...retirados e incubados.

Ovos férteis foram inoculados entre 8 e 10 dias de incubag¢do, com 0,1 ml de uma
solugdo de glicose a 5%, contendo 50 ppm de tylosina (1) 6 ppm de sulfato de
gentamicina (2). A inoculagao foi feita com seringa e agulha 0,3 x 2 do tipo tuberculina,
através de orificios abertos com uma broca odontologica portatil. Apos a inoculagac os
orificios foram tapados com parafina. A tylosina foi utilizada devido a sua eficiéncia
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comprovada contra micoplasmas (Uchida 1986), ¢ a gentamicina por ser pouco téxica
e ter amplo espectro (Youmans et al. 1985), ja que havia a ocorréncia de outras doengas
bacterianas no plantel.

Em virtude das baixas taxas de eclosao obtidas com o métedo de injecgao (Tabela
1) os dois outros tratamentos foram feitos por imersio, onde a eclodibilidade é
sabidamente melhor (Truscot & Ferguson 1975). Os tratamentos feitos apés a obtengio
da primeira geragio tratada foram baseados na técnica de diferencial de temperatura,
de acordo com descrigo prévia (Ghazikanian et al. . 1980). Os ovos foram aquecidos
a 37 graus centigrados e entao submersos em uma solugdo a § graus centigrados,
contendo tylosina (150 ppm), gentamicina (600 ppm), e amonia quaternaria (250 ppm).
Durante o tratamento, a solugdo foi mantida em congelador convencional, sendo
renovada de acordo com as recomendagées.

TABELA 1 Comparacio entre ainjec¢iio de antibiético na albumina ou na camara

de ar.
Via de Ovos Eclodibilidade
Inoculagio Inoculados (%)
Cimara de ar 78.408 22,45
Ponta fina 127.033 60,91
Nio inoculados 54.318 74,00
Total 259.759
3.2, Monitoramento das aves:

O monitoramento do plantel para a identificagdo dos niveis de infecgio para M.
gallisepticum e M. sinoviae seguiram procedimentos padrio (Estados Unidos 1989).
Amostras de sangue de 5% do plantel foram coletadas 4s 5,10 e 16 semanas de idade;
e em ocasides em que apareceram aves com sinais de doenga respiratéria, ou reagdes
sorolégicas suspeitas, quando a técnica foi entdo repetida. Nestas ocasides, também
foram coletados suabes traqueais de 20 a 30 aves vivas e outros de aves necropsiadas,
para a tentativa de isolamento dos agentes. O monitoramento soroldégico foi repetido
ao inicio da postura e a intervalos de 6 semanas.

As 5 semanas as aves obtidas da primeira incubagdo de ovos tratados foram
sorologicamente negativas em soroaglutinagao rapida com amostra de 5% do plantel.

10 semanas de idade no entanto, 30% dos soros testados de uma amostra de 10%
do plantel, foram reagentes em soroaglutinagdo rdpida para M. gallisepticum, Sub-
metidas ao teste de HI esses soros apresentaram titulos de até 40, sendo que o plantel
foi entio considerado suspeito. A repetigio desses testes apds 3 semanas revelou o
mesmo quadro. As tentativas de isolamento de micoplasmas nessa época resultaram
todas negativas,

(1) Tylan, Elanco
(2) Gentocin, Schering
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As 16 semanas de idade houve o aparecimento de aves com sinais respiratérios,
que permitiram o isolamento de M. synoviae. O plantel foi entio considerado suspeito
de infecgdo por M. gallisepticum e infectado por M. synoviae apds essa primeira
tentativa. ‘ :

A permanéncia da infecgio por M. synoviae nesse grupo tratado nao significou
necessariamente um fracasso da técnica empregada, porque a infecgio por outra via
que nio o ovo pode ocorrer., T -

Por outro lado, a réplica mantida em outra granja (Itaipava) ndo apresentou
sorologia positiva, sendo entdo. utilizada para o prosseguimento dos trabalhos de
erradicagio. A nio constatagio da infecgio por M. gallisepticum e M. synoviae até a
idade de postura, nessa réplica pode ser atribuida a casual, ou muito baixa transmissio
vertical, aliada a baixa pressio infectiva do local. _

Embora esse trabalho tenha tido sucesso utilizando uma réplica sé, recomenda-se
a criagio de 4 ou 6 réplicas apos o tratamento dos ovos. Como a transmissdo dos
micoplasmas ocorre naturalmente em nio mais que 5% dos ovos, quanto maior o
nimero de réplicas maior a chance de conseguir uma réplica onde nenhuma ave foi
oriunda de ovo contaminado. Com o tratamento antimicrobiano essa probabilidade
passa a ser ainda maior.

Com esse quadro instalado, eliminou-se o plantel infectado e a granja foi
repovoada com pintos oriundos do plantel até entdo tido como livre para ambos os
micoplasmas.

O repovoamento foi feito com pintos obtidos das aves velhas, com 120 semanas
de idade. Os ovos oriundos dessa granja sofreram um tratamento de seguranga, porque
embora o plante] estivesse sorologicamente negativo havia a possibilidade de um
parasitismo latente dos micoplasmas devido ao carater endémico da infecgdo. Esse
mesmo tratamento foi repetido nos ovos colhidos para a obtengio de uma nova geragio,
que foi entao transferida para a granja do CNPSA EMBRAPA, em Concoérdia, SC.

Nesta etapa, o tratamento dos ovos seguiu o protocolo abaixo: '

1. Fumigar com formol e permanganato de potdssio,

2. Deixar por 3 horas na incubadora a 37 graus centigrados.

3. Imergir os ovos em solugdo antimicrobiana a temperatura de 2 a 6 graus
centigrados durante 2 minutos.

Solu¢do Antimicrobiana:

Tylosina ........... .. 150 ppm
Sulfato de gentamicina . . . . . . 600 ppm
Amédnia quaterndria. . . . . . . . 250 ppm

4. Deixar secar por alguns minutos, fumigar novamente e incubar,

Apods esse Ultimo tratamento, as linhas puras foram consideradas livres de
micoplasmas porque durante duas geragdes nao houve reagio soroldgica positiva do
plantel. Apos a transferéncia do plantel para o CNPSA, mais trés geragdes foram obtidas
sem que houvesse reagdo soroldgica ou se lograsse isclamento de micoplasmas do
plantel.
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O tratamento antimicrobiano nio deve ser considerado responsavel pelo sucesso
do programa isoladamente, uma vez que o monitoramento sanitirio adotado foi
imprescindivel para o complemento da erradicagao, bem como a transferéncia das aves
para granjas que haviam sofrido vazio sanitario, e portanto com baixa pressao infectiva.

A divisdo do lote em réplicas, foi um fator importante para o surgimento de um
grupo livre, ou de extremamente baixa taxa de infecgio.

Finalizando, essa erradicagao viabilizou a continuidade do programa de selegio
e melhoramento genético, uma vez que os fatores negativos atribuidos a presenga de
M. gallisepticum e M. synoviae foram eliminados.

O isolamento da granja € imprescindivel para garantir bom nivel sanitdrio.
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4. Conclusoes e Consideracoes Finais

A metodologia utilizada foi eficiente para erradicar M. gallisepticum e M.
synoviae do plantel. A possibilidade de manter se réplicas e eliminar um lote foi
importante para obter se um lote com infecgio de menor intensidade. A transferéncia
de aves para duas novas granjas, exerceu também papel importante, porque possibilitou
alojar as aves em ambiente livre dos micoplasmas que estavam sendo erradicados.

Embora a prioridade naquele perfodo tenha sido dada 3 erradicagio, a manuten-
¢do da profilaxia através de vacinagio e desinfecgdes rigorosas foi imprescindivel para
se evitar a reinfecgdo do plantel ou a introdugdo de outras doengas, sobretudo respira-
tdrias, que viessem a exacerbar aquela infecgdo que estava sendo banida.

Finalmente, a prioridade dada a erradicagio dos micoplasmas foi fundamental.
Nio & provivel se obter sucesso na erradicagio de micoplasmas e manter se a mesma
pressio de selegiio, uma vez que a baixa eclodibilidade causada pelos tratamentos de
ovos ea eliminagio de lotes sio fatores contrdrios ac avango na melhoria das linhagens.

O primeiro passo, porém, € estudar a viabilidade de um programa de erradicagio
dessa natureza. Neste caso, por se tatar de linhas puras o programa foi vidvel, mas
certamente nio o seria em extratos comerciais da criagio, ou se houvesse réplica do
material genético livre de micoplasmas,

5. Recomendacoes

Baseado na experiéncia da erradicagdo de micoplasmas do plantel avicola do
CEP, antiga granja Guanabara, pode se levantar algumas recomendagbes que servirdo
para auxiliar programas dessa natureza.

1. A infecgio do plantel por micoplasinas deve ser confirmada por isolamento e
identifica¢do do agente ou outro teste de diagndstico direto. Os testes sorolégicos em
geral oferecem problemas de inespecificidade, sendo que a sorologia deverd ser usada
como elemento primeiro da detecgdo da infecqao e depois para monitorar a eficiéncia
da erradicagio,

2. Antes de iniciar o programa de erradicagio, verificar sua viabilidade econd-
mica.,

3. Utna vez optado pela erradicagio ela é a prioridade maxima para o plantel. O
programa de melhoramento genético ndo € compativel com o programa de erradicagio
e deve ser suspenso até que o plantel volte a ser livre de micoplasmas.

4. Paralelamente ao programa de erradicacio, estabelecer um controle sanitdrio
rigoroso do plantel, e um programa de vacinagdes eficiente, sobretudo a doengas
respiratorias. :

5. Somente iniciar a erradicagio quando dispor de uma equipe e um laboratério
adequados para trabalhar com micoplasmas aviarios.

6. Eleger o plante! a ser trabalhado e eliminar todas as aves com sinais clinicos
de qualquer doenga, mantendo sempre aquelas com melhor estado imunitario.

7. Definir um tratamento antimicrobiano para os ovos (como descrito neste
trabalho, ou a seu critério).
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8. Apds o nascimento, separar os pintos em tantas réplicas quanto possivel. A
manutengao de apenas uma réplica € pouco recomendada, devendo se separar em 4 ou
6 grupos alojados em granjas diferentes. Isso aumenta a possibilidade de que em um
dos grupos nio tenha restado aves portadoras dos micoplasmas.

9. Fazer o monitoramento sorologico dos grupos com sorcaglutinagio rapida e
teste de HI dos soros que eventualmente derem positivos naquela prova. Caso aparegam
titulos iguais ou superiores a 80 no HI, tente o isolamento do agente.

10. Escolher um lote negativo para a obtengio da nova geragéo. Deve se proceder
um tratamento de imers3o nos ovos para seguranga e alojar os pintos em outra granja,
onde nunca houve infecgio por micoplasmas, ou em granja nova.

1. Prosseguir com o monitoramento soroldgico. Se até as 25 semanas o lote
permanecer negativo podera ser considerado livre de micoplasmas, e a possibilidade
de uma reinfecgdo € igual a de uma linhagem que nunca esteve infectada.
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