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RESUMO: Objetivando-se estudar o teste de triagem para Micoplasmose aviaria, pela técnica de
soroaglutinagdo rapida (SAR) em placas, foram analisadas 13.500 amostras de soros de galinhas de diferentes
idades e diferentes tipos de criagdo. A confiabilidade da sensibilidade e da especificidade da prova foi medida
pelo Indice de Youden. A probabilidade de diagnosticabilidade foi calculada pelo Teorema de Bayes. Para
medir a interrelagdo de confiabilidade do teste de triagem para os diferentes tipos de criagdo e as diferentes
idades das aves triadas, calculou-se o Kappa estatistico. Os frangos de corte com sete semanas de idade e os
reprodutores com dezoito semanas de idade apresentaram as maiores freqiiéncias de reagentes a prova de SAR
em placas para Micoplasmose (Mycoplasma gallisepticum). Nos reprodutores com dezoito semanas de idade,
nos frangos de corte com trés semanas de idade e nos reprodutores com oito semanas de idade obteve-se a
maior probabilidade de diagnosticabilidade. Pelo Kappa estatistico concluiu-se que a confiabilidade para o
teste de SAR para Micoplasmose (Mycoplasma gallisepticum) foi registrado para os frangos de corte com sete
e com trés semanas de idade. Estatisticamente, verificou-se diferencas significativas entre as variaveis tipo de
criacdo e idade das aves tiradas, concluindo-se que as aves reagem diferentemente as provas de triagem pelo
teste da SAR, de acordo com o tipo de criacdao e com a idade dos lotes selecionados.
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Evaluation of test for Mycoplasmosis of poultry

ABSTRACT: This study was conducted to evaluate the serological test for Mycoplasmosis in the
flocks, the serum were analyzed by rapid serum agglutination test (SAR) in plates, 13.500 sera from chickens of
different ages and different creation types were analyzed. The reliability of the sensibility and of the specificity
of the proof it was measured by the Index of Youden. The diagnosticabilidade probability was calculated by
the Theorem of Bayes. To measure the relation of reliability of the selection test for the different creation
types and the different ages of the birds select, was made for statistical Kappa calculations. The cut chickens
with seven weeks of age and the reproducers with eighteen weeks of age presented the largest frequencies of
reagents to the proof of SAR in plates for Mycoplasmosis for Mycoplasma gallisepticum. In the reproducers
with eighteen weeks of age, in the broilers with three weeks of age and in the reproducers with eight weeks of
age was obtained the largest diagnostic probability. For statistical Kappa it was ended that the reliability for
the test of SAR for Micoplasmose for Mycoplasma gallisepticum was registered for the broilers with seven and
with three weeks of age. Statistically, was verified significant differences between the variant of production
type and age of the birds select, being ended that the birds resist the selection proofs differently for the test of
SAR, in agreement with the creation type and with the age of the lots select.
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Introducio

As micoplasmoses avidrias sdo enfermidades
infecto-contagiosas de distribuicdo mundial,
sendo que para os galindceos, o agente etioldgico
mais importante ¢ o Mycoplasma gallisepticum,
que estaassociado a doencas respiratdrias cronicas
e diminui¢do na producdo de ovos (Nascimento,
2000; Kleven, 2003; Pereira & Silva, 2005). A
doencaafetaindistintamente frangos de corte, aves
de postura comercial e reprodutores, causando
altas perdas econdmicas (Nascimento, 2000).
Estas perdas ocorrem em fun¢ao do decréscimo
no ganho de peso e conversdo alimentar, custos
dos medicamentos para controle da enfermidade,
queda na producao, qualidade e eclodibilidade
de ovos, além de perdas por condenagdo de
carcagas no abatedouro, devido principalmente
a aerossaculite. O agente pode ser transmitido
horizontalmente de ave para ave por meio de
aerossois, por contato direto com outras aves ou
contato indireto de pessoas, animais ragdo, agua
e fomites, e verticalmente, pela via transovariana
(Pereira & Silva, 2005), o que dificulta sua
erradicagao.

Considerando-se as dificuldades em se isolar
micoplasmas avidrios, a prova de soroaglutinagao
rapida (SAR) ¢ wusada como procedimento
sorologico inicial para aferir plantéis de aves
livres de micoplasmoses (Cardoso et al., 2003;
Mendonga et al., 2004), por ser um teste de grande
sensibilidade,rapido, poucodispendiosoesimples,
mas que se caracteriza pela baixa especificidade
devido ao aparecimento de falsos positivos
(Buchala, 2003). Esta baixa especificidade tem
contribuido para falta de seguranca no diagnostico
final das micoplasmoses, principalmente quando
ela ¢ empregada isoladamente (Mendonga et
al., 2003). Harmad et al. (1988) relatam que as
reacdes falso positivas podem ser atribuidas a
presenca de globulinas ou outro componente do
soro no meio de crescimento usado na cultura de
micoplasma para producdo de antigeno para o
teste SAR em placas ou pode estar relacionado ao
aumento do uso de vacinas inativadas (Glisson et
al., 1988). Existem ainda diferencas significativas
na sensibilidade e na especificidade de antigenos
(Rosales, 1999) e deve-se considerar que ha

variabilidade entre as partidas dos antigenos
e entre os procedimentos dos testes, além de
haver possibilidade de reacdo positiva em soros
contaminados.

O presente trabalho objetivou estudar a
confiabilidade da técnica de SAR utilizada como
teste de triagem para identificar populagdes de
galinhas de diferentes tipos de criacdo e idades,
positivas para micoplasmose, causada pelo
Mycoplasma gallisepticum.

Material e Métodos

A pesquisa constitui-se de 13.500 amostras de
soros de galinhas de diferentes tipos de criagao
e idades. As amostras estavam distribuidas da
seguinte forma: 7.400 obtidas de frangos de corte
(sendo 5.200 de aves com sete semanas de idade,
1.400 de aves com trés semanas de idade e 800
de aves com duas semanas de idades); 5.800
obtidas de reprodutores (sendo 1.800 de aves com
dezoito semanas de idade e 4.000 de aves com
oito semanas de idade) e 800 amostras obtidas de
frangos de postura comercial com doze semanas
de idade.

O teste de triagem usado foi o de soroaglutinagdo
rapida (SAR) em placas, utilizando-se de um
antigeno disponivel no comércio. Para melhor
caracterizar a especificidade das reagdes,
considerou-se somente 0s Soros reagentes a
partir da dilui¢do 1:10. Na prova de diagnostico
foi utilizado um teste ELISA (Agritec Systems,
Inc.,Portland, Maine-USA), considerando-se
positivos os titulos a partir de 1.050.

Para calcular a sensibilidade e a especificidade do
teste, as freqiiéncias absolutas dos dados obtidos
com o teste de SAR em placas e com o teste ELISA
foram colocadas em tabelas de contingéncia de
acordo com o tipo de criatorio e com a idade da
ave triada (Tabela 1).

Na avaliagdio da sensibilidade (S) e da
especificidade (E) da prova de triagem foram
utilizadas as seguintes formulas:
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Tabela 1. Formulas para calcular sensibilidade e especificidade do SAR.

Teste de Diagnostico

Teste de Triagem Doentes Nao doentes Total
Positivos a b atb
Negativos c d c+d
Total atc b+d atb+c+d

_a (T
a+c_p(D+)
4 _ @
b+td (D)

A confiabilidade da S e da E da prova foi medida
pelo Indice de Youden (1950), utilizando-se a
seguinte formula: S+ E = 1.

A probabilidade da diagnosticabilidade foi
calculada usando-se o teorema de Bayes (Martin,
1976):

p(D’) x p(THID)

T YD) =
pa®) [p(D") x p (TH/DH)] + [p(D) x p (TH(D)]

Para medir a interrelacdo de confiabilidade
do teste de triagem para os diferentes tipos de
criacdo e para as diferentes idades das aves triadas
calculou-se o Kappa estatistico (K), de acordo
com a formula proposta por Cohen (1960):

O tratamento analitico dos dados constou do
emprego do ¥’ (Snedecor & Cocheran, 1967)
através do qual se estudou a associagdo entre o
tipo de criagdo e a idade das aves triadas.

Resultados e Discussao

Os resultados da SAR sdo mostrados na tabela
abaixo (Tabela 2):

Observa-se que os frangos de corte com sete
semanas de idade e os reprodutores com dezoito
semanas de idade apresentaram as maiores
freqliéncias de reagentes a prova da SAR para
micoplasmose avidria. Os frangos de corte com
trés semanas de idade e os reprodutores com
oito semanas de idade apresentaram valores
intermediarios de freqiiéncia de reagentes.
As menores freqiiéncias de anticorpos anti-
Mycoplasma gallisepticum foram observadas
nos frangos de corte com duas semanas de idade
e nas frangas de postura comercial com doze
semanas de idade. O fato das aves com mais
idade apresentarem as maiores freqii€ncias de
reagentes pode ser justificado pela facilidade com
que o agente infeccioso se dissemina entre os
lotes e as granjas, propiciando recontaminagdes
(Kleven, 1992). Nota-se que as aves mais
jovens mostram as mais baixas freqiiéncias,
0 que permite confirmar a hipotese levantada
por Oliveira et al. (1991), que afirma que estas
observagoes se relacionam com os persistentes
processos empregados na erradicagdo da doenca
nos criatérios avicolas, dentre elas o controle
de transito, o manejo de dejetos, o controle de
pragas, o intervalo entre lotes, o controle de
matérias-primas, agua e pintos (Inoue, 2005).
Por outro lado, as aves com maior idade podem
sofrer exposi¢des freqlientes ao agente, devido
a transmissdo poder ocorrer por contato direto
entre as aves, materiais contaminados e poeira
(Inoue, 2005).

O indice de Youden, para sensibilidade e
especificidade,considera ser o melhor resultado
aquele que mais se aproxima de 1 (Youden,
1950). Verifica-se na Tabela 3 que os frangos
de corte com trés e com duas semanas de idade
e os reprodutores com oito semanas de idade
apresentaram os melhores resultados, seguidos
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Tabela 2. FreqUéncia absoluta (N) e relativa (%) de aves reagentes e ndo reagentes a prova de SAR
para micoplasmose aviarias, por Mycoplasma gallisepticum, de acordo com o tipo de criagao

e com a idade das aves triadas.

Reagentes Nao reagentes
Tipo de Criagado (seIr(:ilcllqils) N % N % Total
Frango de Corte 7 624 12,0 4.575 88,0 5.200
Frango de Corte 3 56 4,0 1.344 96,0 1.400
Frango de Corte 2 16 2,0 784 98,0 800
Frangas de Postura 12 6 2,0 294 98,0 300
Reprodutores 18 171 9,5 1.629 90,5 1.800
Reprodutores 8 120 3,0 3.880 97,0 4.000
Total 993 32,5 12.507 567,5 13.500

Tabela 3. Avaliagdo da sensibilidade (S) e especificidade (E) de uma prova de triagem para
micoplasmose por Mycoplasma gallisepticum pelo método de SAR, de acordo com os

diferentes tipos de criagdo e com as diferentes idades das aves triadas.

Tipo de Criacao Idade (semanas) S (%) E (%) Indice de Youden
Frango de Corte 7 77,5 95,2 0,73
Frango de Corte 3 76,2 98,2 0,74
Frango de Corte 2 75,0 98,7 0, 74
Frangas de Postura 12 66,7 98,7 0, 65
Reprodutores 8 75,0 98,5 0,74
Reprodutores 18 75,6 94,0 0,70

pelos frangos de corte com sete semanas de idade
e pelos reprodutores com dezoito semanas de
idade. O pior resultado, segundo o mesmo indice,
foi observado nas frangas de postura comercial.
Rosales (1999) ¢ da opinido que a sensibilidade
e a especificidade sdo caracteristicas intrinsecas
do teste e reflete o grau de meticulosidade como
este é conduzido. Assim, pelo Indice de Youden,
pode-se acreditar na confiabilidade dos teste de
SAR para detectar populacdes avicolas infectadas
por Mycoplasma gallisepticum.

Verifica-se que a freqiiéncia de falso positivos
neste estudo foi muito baixa (Tabela 4). O
contrario foi observado com os falso negativos,
que mostrou freqiiéncias elevadas para os
diferentes tipos de criacdo e idades. As reacdes

falso positivas podem estar relacionadas ao fato
do Mycoplasma gallisepticum ocupar o mesmo
epitopo do Mycoplasma synoviae, podendo
apresentar, dessa forma, reagdes cruzadas. Além
disso, outras bactérias como o Staphylococcus
aureus podem induzir reagdes falso positivas
(Kleven, 1992). A alta freqiiéncia de reacdes falso
negativas pode estar relacionada com a baixa
sensibilidade do antigeno usado no teste de SAR.
Estas reagdes constituem motivo de preocupagdo
pois, uma vez ndo detectando a populagdo
contaminada, esta se constituird em um foco de
contaminag¢do para as populagdes ndo infectadas,
dificultando o controle sanitario.

A probabilidade de  diagnosticabilidade
(Tabela 5), segundo o Teorema de Bayes, foi
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Tabela 4. Frequéncia de falsos positivos (FP) e de falsos negativos (FN) para um teste de triagem
para micoplasmose aviaria por Mycoplasma gallisepticum em diferentes tipos de criagéo e

idades.
Tipo de Criacao Idade (semanas) FP! (%) FN? (%)
Frango de Corte 7 4.8 22,5
Frango de Corte 3 1,8 23,8
Frango de Corte 2 1,3 25,0
Frangas de Postura 12 1,4 33,3
Reprodutores 8 1,5 25,0
Reprodutores 18 6,0 24.4

Tabela 5. Probabilidade de doentes, desde que triados positivos em um teste para micoplasmose
aviaria por Mycoplasma gallisepticum, de acordo com o tipo de criagéo e idade das aves.

Tipo de Criacao Idade (semanas) p (TH/(D") (%)
Frango de Corte 7 64,1
Frango de Corte 3 57,3
Frango de Corte 2 37,5
Frangas de Postura 12 33,6
Reprodutores 8 50,0
Reprodutores 18 66,1

Tabela 6. Resultados do Kappa estatistico e do teste de x?, segundo as variaveis tipo de criacdo e
idade das aves triadas pelo teste de SAR para Mycoplasma gallisepticum.

Tipo de Criacdo Idade (semanas) K v *
Frango de Corte 7 0,665 2.3533
Frango de Corte 3 0,642 580,5
Frango de Corte 2 0,493 174,7
Frangas de Postura 12 0,439 37,9
Reprodutores 8 0,590 1.454,0
Reprodutores 18 0, 487 477,71

* Significativo ao nivel de p<0,05.

proporcionalmente menor nos frangos de corte
com duas semanas de idade e nas frangas de
postura comercial. Pode-se observar ainda que
esta probabilidade foi maior nos reprodutores com
dezoito semanas, seguidos pelos frangos de corte
com sete semanas de idade e com trés semanas de
idade, juntamente com os reprodutores com oito
semanas de idade.

Pelo Kappa estatistico obteve-se concordancia
substancial para os frangos de corte com sete e
trés semanas de idade e boa concordancia para
os demais tipos de criagdo e idades. Assim,
esse indice permitiu medir a interrelagdo de
confiabilidade do teste de triagem utilizado no
estudo (Tabela 6).
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Conclusoes

Osdados aqui analisados permitem concluir que as
aves reagem diferentemente as provas de triagem
pelo teste de SAR, de acordo com o tipo de criagdo
e com a idade dos lotes triados, sendo utilizada
largamente como procedimento sorolégico para
aferir plantéis livres de Mycoplasma gallisepticum
nas criacdes de frangos de corte, galinhas e outras
aves reprodutoras.
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