"mm:w v%

- .
Lo 0] REVIEW ARTICLE ISSN 1678-0345 (Print)
£ e i Pub. 615 ISSN 1679-9216 (Online)

Acta Scientiae Veterinariae.33(2): 109-117,2005.

Caracterizacao daresisténcia para acaricidas no carrapato Boophilus microplus*

Characterization of acaricide resistance in Boophilus microplus

Daniela Reis Joaquim de Freitas™** Paula Cristiane Pohl*>* & Itabajara da Silva Vaz Jr.23?

RESUMO

Boophilus microplus € um ectoparasita hemat6fago de bovinos, presente em dreas tropicais e subtropicais no mundo.
E causador de enormes perdas econdmicas pela espoliacio que causa ao hospedeiro, além de ser transmissor de Anaplasma sp.
e Babesia spp. O principal método de controle utilizado atualmente € o controle quimico, que, embora eficiente, € caro, causa
danos ao meio ambiente e deixa residuos na carne. Além disso, € crescente o niimero de relatos que apontam um aumento das
populagdes resistentes de carrapatos a diversos principios quimicos presentes nos acaricidas. As bases moleculares da resisténcia
em Boophilus microplus ainda ndo sdo claramente conhecidas, mas muitos estudos indicam alguns dos mecanismos. Diferentes
grupos de enzimas presentes em diferentes rotas metabdlicas compdem os mecanismos de resisténcia e detoxificagio celular,
além de uma série de mutacdes que podem aumentar a tolerncia a um determinado composto quimico. Neste momento, outros
tipos de controle, como o bioldgico e o imunolégico estdo sendo trabalhados para evitar a resisténcia nas populacdes de carra-
pato. No entanto, o controle biol6gico ainda ndo € vidvel para grandes rebanhos e a prote¢@o induzida por vacinas ndo € sufi-
ciente para permitir o controle do B. microplus. O estudo dos mecanismos de resisténcia no carrapato pode ser de fundamental
importancia para seu controle em rebanhos.

Descritores: Boophilus microplus, resisténcia, mecanismos moleculares.

ABSTRACT

The tick Boophilus microplus is a hematophagous ectoparasite of bovine, present in tropical and subtropical areas
in the world. It is responsible for great economic losses for the host expoliation, moreover it transmittes Anaplasma sp. and Ba-
besia spp. The most important method for the control of the cattle tick used actually is the chemical control, that it is efficient
but dispendious, causes damage to enviroment and contaminates the food. In addition, the number of relates increases and
shows the increase in tick resistant populations to several chemical principles present in the acaricides. The molecular basis of
resistance in Boophilus microplus are not known, but several studies shows the most mechanisms. Different group of enzy-
mes in different metabolic pathways form the cellular resistance mechanisms and detoxification, moreover several mutations
can increase the tolerance to a chemical coumpound. In this moment, other types of control, such as biological and immunolo-
gical controls has been developed for decrease the resistance in tick populations. But the biological control yet is not viable
for large cattle breedings and the protection induced by vaccination is not sufficient to control of B. microplus. The study of
resistance mechanisms in the tick could be fundamental importance for its control.
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I. INTRODUCAO

O carrapato Boophilus microplus é um ectopa-
rasita hematdfago de bovinos presente nas regides tro-
picais e subtropicais do mundo [43], e representa um
dos principais problemas econdmicos para criadores
de gado, pois os prejuizos econdmicos vao desde
grandes perdas na producdo de leite e carne [80] e da-
nos no couro causados por reagdes inflamatérias nos
locais de fixa¢do do carrapato [81] a transmissdo de
doencas das quais o carrapato € vetor, como a triste-
za parasitaria bovina (causada por protozoarios do gé-
nero Babesia e pela rickétsia do género Anaplasma)
[57,87] e prejuizos relacionados a mao-de-obra, des-
pesas com instalagdes, compra dos carrapaticidas e de
equipamentos de suporte para aplicacdo dos mesmos
nos rebanhos [10]. Jonsson et al. [44,45] mostraram
que na Austrélia, o custo total para a criacdo de gado
(excluindo custos associados com a febre do carrapa-
to) baseada nas praticas de manejo de 1998 € de qua-
tro milhdes e noventa e seis mil délares por ano, sendo
que 49% deste custo estd relacionado aos custos do
controle e 51% as perdas na producdo. Por isto, a ne-
cessidade de métodos de controle adequados e mais
baratos € cada vez maior. Dois métodos que tém sido
muito estudados nas dltimas décadas sdo os controles
bioldgico e imunolégico [2,3,15-17,32].

II. CONTROLES BIOLOGICO E IMUNOLOGICO

O controle biolégico é baseado em diferentes
principios, que vao desde rodizio de pastagens e/ou
cultivo de pastagens que dificultam a sobrevivéncia
das fases de vida livre do carrapato [26,79], selecdo

de racas menos sensiveis ao carrapato, utilizacdo de
predadores naturais (como a garga vaqueira Egretta
ibis [2] e formigas carnivoras [33]), ou ainda a utiliza-
cdo de espécies parasitas, como bactérias (Escheri-
chia coli, Cedecea lapagei e Enterobacter agglome-
rans [8], j4 normalmente encontradas no aparelho re-
produtor feminino do carrapato) ou fungos (como o
fungo entomo-patogénico Metarhizium anisopliae,
muito estudado nos tltimos anos em diferentes espé-
cies de carrapato [15,32,46,89]). Nematddeos, que t€ém
se mostrado eficientes no controle bioldgico de inse-
tos [72] também tém sido estudados como ferramen-
tas de controle de carrapatos [20].

Um outro método de controle com efetivo su-
cesso € o uso de compostos naturais atuando como
pesticidas. Em diferentes espécies de insetos, ‘““spino-
sad”, um pesticida natural composto pela combina-
¢do de duas lactonas macrociclicas (A e D) obtidas
de produtos de fermentacio isoladas do fungo Saccha-
ropo-lyspora spinosa [6,41,53,64] tem mostrado exce-
lentes resultados. Davey et al. [20] testaram em bovi-
nos diferentes concentragdes de “spinosad” e obtive-
ram uma queda dréstica no nimero de fémeas ingurgi-
tadas, na massa de ovos € no indice de fecundidade.
Em 2000, Guglielmone et al. [35] mostraram que em
bovinos banhados em moxidectina, outra lactona ma-
crociclica usada como endectocida, havia um contro-
le de quase 95% na infestacdo de carrapatos. Poste-
riormente , em 2003, Aguilar-Tipacamu e Rodriguez-
Vivaz constataram um controle acima de 95% em fé-
meas adultas ingurgitadas entre 7 e 28 dias apds o tra-
tamento dos bovinos com moxidectina e 74,9% no
dia 35 apds o tratamento. Quando usado com amitraz
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o controle chegou a quase 100% [1]. Atualmente, é
possivel utilizar moxidectina juntamente com acari-
cidas [35].

O controle imunoldgico tem sido muito estu-
dado nas ultimas cinco décadas. Diversos grupos no
mundo todo t€m se dedicado ao desenvolvimento de
uma vacina contra B. microplus. O uso de novas me-
todologias de biologia molecular e imunologia tem
auxiliado na identificagdo de novos antigenos que
possam gerar uma resposta imune protetora, na pro-
ducdo de anticorpos monoclonais, que t€m sido uma
ferramenta til na caracterizacdo de antigenos envolvi-
dos na resposta protetora contra parasitas [47], bem
como propiciado um maior conhecimento dos meca-
nismos de resposta imunoldgica do animal a ser imu-
nizado.

Um marco no desenvolvimento de vacinas
contra B. microplus foi a identificacdo de uma protei-
na de intestino, nomeada Bm86, base de duas vaci-
nas comerciais presentes no mercado: a TickGard, de
origem australiana e produzida em E. coli e a Gavac,
de origem cubana e produzida em Pichia pastoris.
Embora disponiveis no mercado, estas vacinas nio asse-
guram um grau de protecdo suficiente para serem uti-
lizadas sem o uso concomitante de acaricidas [44,86].
Outros antigenos t€m sido associados a Bm86 para
aumentar a eficiéncia da resposta imune em bovinos
[68,86].

Além dos antigenos que compdem as vaci-
nas comercialmente disponiveis descritas acima, ou-
tras proteinas que também conferem algum grau de
imunoprotecdo ou induzem a producio de anticorpos
que interferem no sucesso reprodutivo do carrapato
tém sido descritas, como o caso da glicoproteina BYC
(Boophilus Yolk Cathepsin) [18,53], inibidores de trip-
sina (BmTIs) [3], e vitelina [82]. Moléculas envolvi-
das em diferentes fungdes fisiolgicas do carrapato e
na sua interagdo com o hospedeiro também t€m sido
caracterizadas por diversos grupos de pesquisa, como
a THAP (Tick Heme-binding Aspartic proteinase) [76],
a glutationa S-transferase (GST) [19,37, 69], a VTDCE
[75], a BmCL1 [66,67], a calreticulina (CRT) [28,58],
a paramiosina (BmPRM) [27,54] e a BooKase [4,40].

Portanto, embora os controles biol6gico e imu-
nolégico sejam hoje interessantes por uma questio
econOmica e ambiental, ainda ndo sdo totalmente efe-
tivos, exigindo a utilizacdo de produtos quimicos para
maior estabilidade operacional [64]. Por isto, é im-
portante entender os mecanismos que permitem aos

carrapatos desenvolverem resisté€ncia aos diferentes
principios quimicos presentes nos acaricidas.

II1. USO DE ACARICIDAS E AS BASES
MOLECULARES DA RESISTENCIA

O mais eficaz método de controle para popu-
lagdes de carrapato foi (e é) o uso de acaricidas. O
controle com acaricidas teve inicio nos anos 50 [64],
mas na realidade, as propriedades inseticidas do DDT
ja eram conhecidas desde a década de 30. Seu uso
massivo como pesticida, porém, comegou nos anos
50. Apesar de ainda hoje o controle quimico ser o
unico método eficaz, ja que os controles imunold-
gico e biolégico ainda possuem apenas uma fungio
complementar, é também dispendioso, devido o alto
custo com a aquisi¢do dos produtos quimicos, insta-
lacdes adequadas e com a mao-de-obra para a aplica-
¢do dos produtos. A contamina¢do com residuos qui-
micos da carne e do leite e a contaminacdo do ambien-
te, através do solo e dos rios t€m sido atualmente uma
das maiores preocupacdes quanto a seu uso [60,64].
Uma das maneiras de diminuir o problema da conta-
minagdo seria a utilizagdo de biodegradacido de com-
postos xenobidticos, método que vem sendo pesqui-
sado ha pelo menos duas décadas [88].

Ainda que seja resolvido o problema da conta-
minagao ambiental, um outro problema ainda persiste
com o uso de acaricidas: a selecdo de populacdes de
carrapato resistentes aos diferentes principios quimi-
cos utilizados [13]. Isto gera um ciclo vicioso: por
estar sendo selecionadas populagdes resistentes a de-
terminados principios ativos, hd uma necessidade de
utilizar seqiiencialmente acaricidas com diferentes
composigdes; e o uso destes acaricidas com diferentes
composi¢des muitas vezes em um curto periodo de
tempo ou concomitantemente acaba por selecionar
populagdes mais resistentes ou resistentes a mais de
um principio ativo. Deve-se destacar que foi mostrado
que o B. microplus pode apresentar resisténcia mais
rapidamente que outros carrapatos, provavelmente,
pelo menor periodo de tempo entre as geracdes [49].

Como ao longo destas dltimas cinco décadas
tém-se utilizado acaricidas baseados em diferentes
principios quimicos [36] (arsenicais, organoclorados,
organofosforados, carbamatos, nitroguanidinas, fe-
nilpirazoles, formamidinas, piretréides, avermectinas,
lactonas macrociclicas e fenil uréias) diversos meca-
nismos de resisténcia foram sendo desenvolvidos como
estratégia de sobrevivéncia pelo carrapato. A maior
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parte das populacdes de B. microplus no mundo é re-
sistente a organofosforados [12] e piretréides. Mas como
ocorre esta resisténcia? Que mecanismos sio estes?

1. Bases moleculares da resisténcia

A base molecular da resisténcia tem sido estu-
dada em diferentes espécies de artropodes, princi-
palmente em insetos, mas algo jd é conhecido em carra-
patos. Artropodes em geral possuem um curto perio-
do de tempo entre uma geragdo e outra. Isto favorece
o surgimento de populacdes com diferentes caracte-
risticas genéticas, de acordo com a pressdo seletiva
que estio sofrendo. Estas caracteristicas variam desde
a reduc@o do poder de penetragdo do pesticida, au-
mento do poder seqiiestrante de moléculas txicas ou
mesmo insensibilidade a compostos téxicos [61] a
aumento da detoxificacdo celular [9,61,65], o que
torna os pesticidas utilizados defasados em um curto
espaco de tempo e torna necessario o aumento da
concentracdo de uso, mudanga de principio ativo ou
a utilizacdo de outros principios ativos combinados
[80]. As bases moleculares da resisténcia podem ser
resumidas em 3 tipos: aumento de expressdo de genes
ou aumento da atividade de enzimas envolvidas em
metabolismo de xenobidticos/detoxificadoras; muta-
cdes em neurorreceptores e mutagdes em canais de
sédio [55,61,70]. Trés familias de proteinas sdo as
principais responsaveis pelo metabolismo de inseti-
cidas: os citocromos P450, as esterases (Est) e as
glutationa S-transferases (GSTs) [65]. As proteinas
destas familias também estdo envolvidas na sintese e
na quebra de varios metabdlitos endégenos, na pro-
tecdo contra o estresse oxidativo, na transmissdo de
sinais nervosos e no transporte celular [38].

2. Citocromos P450

Os citocromos P450 sdo uma superfamilia ubi-
qua de enzimas que catalisam uma grande variedade
de reacdes quimicas e agem sobre diferentes substratos
[30,38]. Estdo envolvidas no metabolismo de com-
postos enddgenos como esterdides, dcidos graxos e
colesterol, e de compostos exdgenos como drogas e
pesticidas [22,55]. Simplificando, P450 liga-se a com-
postos toxicos oxidando-os, tornando-os mais sold-
veis e, portanto, mais ficeis de excretar [38]. P450 mo-
noxigenases sdo responsaveis pela detoxificacdo de
piretréides e organofosforados em artrépodes, inclu-
sive em B. microplus [50]. Em Drosophila foi verifi-
cada que a superexpressio de dois genes P450 genes,

Cyp6gl e Cypl2dl sdo responsaveis pela sua resis-
téncia a DDT, um organoclorado [29].

3. Esterases

As esterases estdo envolvidas na detoxifica-
cdo de organofosforados, em especial as fosfotrieste-
rases (PTEs), acetilcolinesterases (AChE) e as carboxi-
lesterases. Os organofosforados inibem esterases por
fosforilacdo no sistema nervoso. Algumas molécu-
las de esterase, no entanto, sdo habeis em remover,
sem aparente efeito téxico, moléculas de organofosfo-
rado [77,78]. A bem conhecida sindrome colinérgica
¢ causada por forte inibi¢do de AChE, que interrompe
os estimulos colinérgicos. Mutagdes no sitio ativo da
acetilcolinesterase e a superexpressao de genes de este-
rases para organofosforados e carbamatos t€m sido
recentemente relatados, principalmente em moscas
domésticas [65] e em outras espécies [9]. Existe, ainda,
correlacdo de atividade e expressdo de genes de este-
rases com a resisténcia a piretréides [21].

4. Glutationa S-transferases

Para completar o quadro das principais enzi-
mas envolvidas na metabolizacio de pesticidas, as glu-
tationa S-transferases (GSTs) sdo uma familia multi-
funcional de enzimas presentes ubiquamente em orga-
nismos aerdbicos e entre suas funcdes pode-se desta-
car transporte intracelular, participacdo em processos
digestivos, sinte-se de prostaglandinas e, principal-
mente, detoxificacdo de substincias toxicas e prote-
cdo contra stress oxidativo [50,69]. O mecanismo de
acdo das GSTs é, basicamente, ligar-se a grupamentos
eletrofilicos e conjugéd-los a uma molécula de gluta-
tiona reduzida, que ao ligar-se a tal grupamento ele-
trofilico, passard do estado reduzido para o estado oxi-
dado, e formard um composto mais solivel e mais fa-
cil de ser excretado [25].

Altos niveis de expressdo de GST tem sido
relacionado a resisténcia a inseticidas em vérios orga-
nismos [70], além de estar associada a reagdes alérgi-
cas mediadas por IgE [62]. Em B. microplus a GST foi
isolada de larvas [37] e de glandula salivar [69]. Da
Silva Vaz Jr. et al. em 2004 demonstraram in vitro o
efeito de diferentes acaricidas sobre a atividade de uma
GST [19]. Entretanto, ainda ndao foram demonstra-
das evidéncias correlacionando a expressdao de GST
a resisténcia frente aos acaricidas. Em outros artrépo-
des, ja foi verificado um aumento de expressdo e/
ou de atividade de GSTs [25,69,70], que agem princi-
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palmente sobre organoclorados como DDT e organo-
fosforados, estes tltimos por duas vias distintas: O-
dealquilacido ou O-dearilacdo [85]. Embora ndo se te-
nha ainda dados concretos sobre o papel das GSTs
na resisténcia a piretréides, alguns autores apontam
para um papel de seqiiestro das moléculas de inseti-
cida ou de metabolizacdo de produtos de peroxidagdo
de lipidios causados por inseticidas [84].

5. Outros Alvos

A resisténcia a inseticidas também pode advir
de mudancas na seqiiéncia ou na conformacdo de pro-
teinas que normalmente se ligariam a estes compostos
[38]. A resisténcia a ciclodienos estd relacionada a mu-
tacdes de um receptor do neurotransmissor GABA [70].
Mutacoes em genes de canal de sédio também sdo res-
ponsaveis por resisténcia a DDT e piretréides [61,65,
70], pois causam alteracdes nos canais de sédio cau-
sam reducdo na sensibilidade do sistema nervoso cen-
tral aos principios ativos [56]. J4 foram identificadas
mutacdes em receptores de receptores de octopamina,
0 que causa resisténcia a amitraz, uma das formamidi-
nas mais utilizadas hoje [81].

Novos acaricidas estdo sendo testados no
mercado, entre eles as lactonas macrociclicas, que
agem como bloqueadores da estimulacdo neural
[81], e os inibidores de desenvolvimento de carra-
pato flurazuron e fipronil. Como sdo relativamente
novos no mercado, nenhum caso de resisténcia re-
levante ainda foi detectado [71].

IV. DETECCAO DA RESISTENCIA

Pode-se determinar de uma maneira bastante
refinada a resisténcia em carrapatos, através de dife-

rentes testes bioldgicos a campo ou em laboratério.
Um dos testes baseia-se na utilizagdo do carrapaticida
em diferentes concentracdes e no indice de sobrevi-
véncia de larvas expostas a estas concentragdes. Este
teste é conhecido como o teste do pacote (“Larval
Packet Test” - LPT) [51]. Guerrero et al. [34] através
da técnica de PCR conseguiu identificar mutagdes
em linhagens mexicanas de B. microplus que ocorrem
por substitui¢do de dois aminoacidos em uma protei-
na de canal de sédio. Essas mutag¢des, com as substi-
tuicdes de Phe para Ile e Asp para Asn sio responsa-
veis por conferir a estas linhagens de carrapato re-
sisténcia a piretréides.

Através de PCR, ¢ possivel detectar uma mu-
tacdo especifica em genes de canal de sddio associa-
da com resisténcia a permetrina utilizando um tnico
carrapato em qualquer estdgio de desenvolvimento e
em poucas horas. Também por PCR, € possivel de-
tectar um gene esterase responsavel pela metabolizacao
de permetrina, CzEst9 [31]. Outros métodos também
t€m sido desenvolvidos para detectar rapidamente re-
sisténcia, baseados em ensaios utilizando DNA ou
ELISA para genotipagem de carrapatos a fim de obter
um perfil de susceptibilidade a vérios pesticidas [31].

V. CONCLUSAO

Para concluir, pode-se salientar que através de
uma maior compreensdo dos mecanismos molecula-
res da resisténcia € que poderd criar, no futuro, novos
métodos de manejo que permitam prolongar a vida
util dos principios ativos em uso, além de desenvol-
ver drogas menos sensiveis ao desenvolvimento de re-
sisténcia pelos carrapatos.
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Eradication of Mycoplasma gallisepticum and M. synoviae from
a chicken flock by antimicrobial injections in eggs and chicks

Erradicacao de Mycoplasma gallisepticum e M. synoviae de um plantel
de galinhas pela injecao de antimicrobianos em ovos e pintos

Elmiro Rosendo do Nascimento’, Maria da Graca Fichel do Nascimento?, Maria Wanda dos Santos3,
Paulo Genaro de Oliveira Dias*, Osvaldo de Almeida Resende* & Rita de Cassia Figueira Silva®

ABSTRACT

A chicken breeding flock of 3,464 hens, naturally infected with Mvcoplasma gallisepticum (MG) and M. svnoviae
(MS), was subjected to a mycoplasma eradication scheme, based on antimicrobial treatment of eggs and their hatched day-
old chicks. The egg injection sites utilized were the air cell and the small end (albumen), and the antibiotics used were tylosin
at two different doses (3 mg or 5 mg per egg) and gentamicin (0.6 mg/egg). For the chicks treatment, a combination of spec-
tinomycin and lincomycin, diluted in dextrose-vitamin complex solution, was employed. The differences in hatchability for
the egg air cell-embryo (17.2%), egg small end (albumen)-3mg tylosin (72.4%) and egg small end (albumen)-Smg tylosin
(42.1%) injection procedures were significantly different by Chi-square analysis (p<0.0001). Injection of antimicrobials into
the air cell resulted in the highest drop in hatchability, followed by tylosin dose of 5 mg plus 0.6 mg of gentamicin into the
egg small end, compromising the further genetic use of their hatched chickens. The best performance on hatchability (72.4%)
was obtained when preincubated eggs were injected into the albumen with a combination of 3 mg of tylosin plus 0.6 mg of
gentamicin. The difference in hatchability from 75.0% to 70.0% obtained, respectively, between lines A and B was not sta-
tistically significant. The F1 progenies from the antibiotic treated eggs stayed free from MG and MS until they reached the
age of 12 months, when they were eliminated and replaced by their respective F2 substitutes.

Key words: chicken, Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae, egg and embryo treatment, antimicrobial injection.

RESUMO

Um plantel de galinhas reprodutoras com 3.464 fémeas, infectadas naturalmente por Mvcoplasma gallisepticum
(MG) and M. svnoviae (MS), foi submetido a um processo de erradicacdo de micoplasma, com base no tratamento antimicrobiano
de ovos e de seus respectivos pintos de um-dia de idade. Os sitios de injecdo utilizados foram a camara de ar e a ponta fina
(albumina), sendo que os antimicrobianos usados foram tilosina em duas doses (3 mg ou 5 mg por ovo) e gentamicina (0,6mg/
ovo). Para o tratamento dos pintos, uma combina¢@o de espectinomicina e lincomicina, diluidos numa solu¢do dextrose-
complexo vitaminico, foi empregada. As diferencas em eclodibilidade para inje¢des na cAmara de ar de cada ovo embrionado
(17,2%), na ponta fina do ovo (albumina)-3mg tilosina (72,4%) e na ponta fina do ovo (albumina)-Smg tilosina (42,1%)
foram significativamente diferentes pelo teste de Qui-quadrado (p<0.0001). A injec@o de antimicrobianos na cadmara de ar
resultou na mais elevada queda de eclosiao, seguida pela dose de 5,0 mg de tilosina mais 0,6 mg de gentamicina na ponta fina
do ovo, comprometendo utilizacdes genéticas futuras das galinhas nascidas desses ovos. O melhor desempenho em eclodi-
bilidade (72,4%) foi obtido quando ovos pre-incubados foram injetados na ponta fina com uma combinagdo de 3,0 mg de
tilosina mais 0,6 mg de gentamicina. A diferenca em eclodibilidade de 75,0% para 70,0% obtida, respectivamente, entre as
linhas A e B ndo foi estatisticamente significante. As progénies F1 dos ovos tratados com antimicrobianos permaneceram
livres de MG e MS até a idade de 12 meses, quando foram eliminadas e substituidas por suas respectivas progénies F2.

Descritores: galinha, Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae, egg and embryo treatment, antimicrobianos.
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INTRODUCTION

Mpycoplasma gallisepticum (MG), responsible
for chronic respiratory disease (CRD), and M. svnoviae
(MS), that causes synovitis, are also the main cause of
airsacculitis in poultry [6,13]. MG and MS infections
can be transmitted horizontally (bird to bird), and ver-
tically (through the egg), hence, affecting the breeding
flocks [10]. The economic losses caused by mycoplas-
mosis are generally attributed to decreased laying per-
formance, increased mortality and carcass condemna-
tion rates, high medication cost, and synergistic effect
associated with diseases or other factors [3,6]. Eradica-
tion of mycoplasma, based on its elimination into the
egg, it is done without affecting the embryo develop-
ment and subsequent hatchability of the mycoplasma-
free progeny [3,5,6,9,14]. Informations on antimicro-
bial injection into the egg air cell, are found for chicken
[10,11], but with respect to egg small end (albumen)
it is found for turkey hatching eggs [1,5]. Published
studies on injection of chicken eggs to eliminate my-
coplasma are scarse, because this procedure is mostly
conducted within the commercial poultry premises [14].
Tylosin is very efficient against mycoplasmas, while
spectinomycin, lincomycin and gentamicin are broad-
spectrum anti-microbials that work, preferably, against
Enterobacteriaceae [8,9,15].

The objective of this study was to eradicate
MG and MS from two chicken genetic stock lines,
using procedures that included the injection of antibio-
tic into eggs, via small end and air cell, of MG and MS
infected chicken, combined with antimicrobial treat-
ment of day-old chicks, in order to provide an unbia-
sed breeding selection, due to these mycoplasmas.

MATERIALS AND METHODS
Chicken flock informations

The chickens used were from a genetic stock
of white-egg fowls (leghorn)'. When the egg treat-
ment began, there were 3,464 hens in the flock, which
were being used for genetic improvement research,
with age ranging from 45 to 53 weeks old (average
of 48 weeks), and a laying production ranging from
37.0% to 48.0% (average of 42.0%). They were kept
caged and artificially inseminated with semen from
about 350 caged males. Out of these 3,462 hens,
1,929 constituted a sort of primary breeding flock
(parent flock), which was divided into line “A” with

1,155 hens (father line) and line B with 774 (mother
line). The others 1,535 hens were crosses between
lines A and B, i.e., the multiplier breeding flock. These
hens were housed in seven different groups, three of
line A, two of line B, and two of A x B lines, of about
400 chickens, according to their exact ages. Prior to
the beginning of this eradication scheme, all hens
were tested for MG and MS infections by serum ag-
glutination reaction (SAR} and hemagglutination in-
hibition (HI), as described [12]. Isolation of MG and
MS in this flock was also accomplished [7,12], besi-
des the history informations on the diagnosis of other
disease [2].

Drugs and their doses used

For egg treatment, tylosin' and gentamicin sulfa-
te* were diluted in 85.0% saline. A volume of 0.1 mL
of saline solution with 3.0 mg or 5.0 mg of tylosin
and 0.6 mg of gentamicin was inoculated per egg.
Additionally, each day-old chick received a subcuta-
neous injection, containing 0.2 mL of a Linco-Spectin
solution® (5.0 mg of lincomycin and 10 mg of specti-
nomycin); 0.05 mL of 5.0% dextrose solution, and
0.05 mL of vitamin complex®.

Injection procedures

The eggs in trays were carefully inspected and
dry-cleaned, whenever any dirt was seen on them.
They were put air cell up or down, according to the
chosen site of inoculation. The injection area of each
egg, i.e., air cell or small end, were disinfected with
iodine-alcohol solution applied gently with the help
of a swab. Following desinfection, egg shell holes
were made with a portable electric dentist drill®, at-
tempting not to damage the shell membrane. The drills
used were very small, and that made possible the abs-
tention of holes of 0.5-0.8 mm in diameter. An auto-
matic syringe® of 1.0 mL with needle of 4 mm x 5
gauges in size was used to deliver the antimicrobial
solution into the drilled eggs. Between injections, the
needle was scoured in iodine-alcohol soaked gauze,
being the gauze exchanged whenever drying was
taking place. Albumen expressed during injection was
wiped from the injection site with the help of gauze
soaked in alcohol. After injection, the eggs holes were
sealed with melted paraffin wax.

The automatic syringe as described above with
needle of 5 mm x 10 gauges in size was used to inject
a solution of antimicrobial and dextrose-vitamin, sub-
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cutaneously, in the dorsal region of the neck of each
day-old chick.

Egg handling and treatment procedures

Eggs for each incubation/treatment batch were
collected daily during a two-weeks interval. After
each collection/day, the eggs were stored in a room
with controlled temperature and humidity, where
they received fumigation desinfection (formaldehyde
gas) once or twice. Thereafter, the eggs were sent
to the hatchery, located on the same premise, when
they were fumigated again.

Eggs were treated and incubated in seven
different batches, spaced about one week apart from
each other. The numbers of eggs treated, the num-
ber of batches per line, the egg injection sites, and
the combined doses of each antimicrobial used are
presented under results (Table 1). The incubator and
hatchery were cleaned thoroughly and disinfected
before receiving the treated eggs. All eggs were fu-
migated at the entrance of the incubation room, after
anti-microbial treatment, and when transferred to the
hatchery. Incubated eggs in trays were removed from
the incubation place, treated with antimicrobials, fu-
migated and immediately returned to their previous
location. Eggs subjected to preincubation treatment,
i.e., the albumen injected ones, were incubated about
two hours after finishing the injection procedure. The

eggs were subjected to candling prior to incubation,
and every four days from 4-17 post-incubation days,
for the elimination of un-fertile eggs and/or dead
embryos.

Management of the Fl Progenies

Not all hatched chicks were used for subse-
quent breeding purpose. All saved chicks were sub-
jected to sexing and most of the males were culled.
The selected chicks were put in a chicken house loca-
ted about 1,000 meters away from their mother hens,
where they stayed until about 100 days, being, then,
caged. By this time, their parents had already been
culled, slaughtered and marketed a month before. The
Fl progenies were placed in houses and cages that had
been cleaned, disinfected, and emptied for at least a
month before use. Biosecurity measures, which inclu-
ded control of personnel, ration, vehicles, fomites, etc.
were adopted.

Monitoring scheme

All pipped embryos from treated eggs were bled,
sacrificed, necropsied and inspected for air sac lesions.
All embryos with lesions, and only five without, from
each incubation batch were subjected to culturing for
mycoplasma isolation [7,12]. The sera obtained from
the pipped embryos were pooled in groups of five and
subjected to SAR and HI for MG and MS. SAR was

Table 1. Egg Parameters by Injection site and Treatment Procedure (0.6 mg of gentamicin plus tylosin at 3mg or Smg).

Egg treatment procedure

Air cell Albumen? Albumen?® Total eggs
Egg parameters Tylosin 3mg Tylosin 3mg Tylosin 5mg used
Layed 789 6,792 8,004 15,585
Fertiles 517 6,127 7,576 14,220
Hatched 89 4,436 3,194 7,719
Fertility 65.5% 90.2% 94.6% 91.2%
Pipped, # and (%)* 7 (8.0%) 127 (2.9%) 180 (5.6%) 314 (4.0%)
Hatchability® 17.2% 72.4% 42.1% 54.3%

1. One incubation with embryos, treated on the 8" incubation day, from line A hens.

2. Two incubations for line A eggs and two others for line B.
3. Two incubations with eggs from lines A x B hens.

4. Chi-square analysis, not significant (p=0.132)

5. Chi-square analysis, (P<0.0001).
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performed with commercial antigens for MG’ and
MS’ and the HI was conducted with laboratory made
antigen’, with four hemagglutinating units, accord-
ing to standard procedures [6,12].

The F1 progenies were monitored for MG and
MS infections by serology (SAR and HI) and cultu-
ring. Culturing was performed on specimens from
birds that appeared dead, sick, and from those appa-
rently healthy, by the tracheal swab procedure [12].
Serology was performed when the chickens (100%
of them) were aging 2-3 months, 5-6 months and 11-
12 months (replacement time).

Statistical analysis

Chi Square test for heterogeneity with confiden-
ce interval of 95% [4] was used to compare the pro-
portions of hatched, pipped and unhatchad eggs from
the three treatment groups under trial, as well as to
investigate the genetic effect on hatchability, using
eggs injected in the small end, and under the same
antimicrobial dose (3 mg of tylosin plus 0.6 mg of
gentamicin), from lines A and B.

RESULTS

Of the 3,464 hens tested prior to the begin-
ning of the egg treatment, 3,118 (90.0%) and 2,078
(60.0%) were, respectively, positive for MG and MS
by SAR and HI. These and other untyped mycoplas-

Table 2. Effect of egg treatment (3.0 mg of tylosin plus 0.6 mg of gentamicin) on two chicken lines'

monellosis. Non-bacterial diseases had also been diag-
nosed as coccidiosis, aspergillosis, Marek’s disease, Lym-
phoyd leukosis, Newcastle disease, and Infectious Bur-
sal Disease.

A total of 15,584 eggs with fertility rates ran-
ging from 65.5% to 94.6% were subjected to antimi-
crobial treatment, and data pertaining to fertility, and
hatching performance per treatment scheme (injection
site and dose of tylosin) is being presented (Table 1).
The hatchability for the air cell treated embryos (8-
days of incubation) was drastically smaller (> analy-
zes, p<0.0001) than that obtained for the small end,
i.e., albumen site of preincubated eggs (Table 1). Increa-
sing the tylosin dose from 3 mg to 5 mg reduced the
hatchability from 72.4% to 42.1%, difference also statis-
tically significant (p<0.0001) by ¥ analyzes (Table 1).
The treatment scheme used, had no effect on pipped
embryo frequency (Table 1).

The effect of the antimicrobial treatment, by
the albumen route, on chickens from the lines A and
B was investigated by 2 analyzes, but there was no
statistical differences (table 2), although the hatcha-
bilities obtained was 75.0% for line A, and 70.0% for
line B (Table 2).

DISCUSSION

The antimicrobial egg treatment scheme de-
scribed herein, which included the treatment of day-
old chicks and biosecu-
rity measures, was suf-

ficient for the obtention

Egg parameters, number and (%)

of MG and MS-free chi-

Line Incubated Fertiles Hatched Pipped Fertility Hatchability ckens with only one ap-
A 3,457 2,998 2,247 66 (87.0) (75.0) plication.
B 3,515 3,129 2,189 61 (89.0) (70.0) Tylosin was used

1. Eggs injected into albumen.
2. Chi-square analysis, not significant (p=0.429).

mas had been isolated from necropsied birds from this
flock several times in the past, prior to this eradica-
tion trial. The diagnosis of Chronic Respiratory Disea-
se (CRD) and/or Airsacculitis with and without the pos-
sible involvement of Escherichia coli was also obtai-
ned in necropsied chickens, culled prior to this anti-
microbial treatment trial.

As to the records of other diseases that were
diagnosed in previous years, informations were availa-
ble on other bacterial diseases, such as Infectious Cory-
za (Haemophilus parallinarum) and non-pullorum sal-

because of its proven ef-
ficiency against myco-
plasmas [8,15] and gen-
tamicin was used because of its broad-spectrum activi-
ty against bacteria and its low toxicity to host cells [15].
The use of gentamicin was justified also by the infor-
mation on bacterial diseases, including non-pullorum
salmonellosis, diagnosed in this genetic flock in pre-
vious years. Tylosin can be toxic for eggs when used
in high doses as evidenced by the drop in hatchability,
observed when the dose of this antibiotic was increased
from 3 mg to 5 mg/egg.

The positive reactions obtained for sera from
pipped embryos on the HI test can be explained by the
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presence of maternal antibodies transmitted from hens
to their eggs. The use of uninoculated eggs to serve as
a control group was not employed due to the risk of
compromising the eradication scheme adopted. The va-
riation in fertility rates observed on different incubation
batches of eggs may be explained by the way these
hens were fertilized, i.e., by artificial insemination.

The better hatchability results obtained for
eggs treated in the small end (albumen) over the air
cell route has also been observed in the case of tur-
key eggs [5]. Because of the drastic mortality of em-
bryos treated by the air cell route, this procedure was
discontinued and the chicks hatched were not saved
for breeding purposes. Besides, chicks hatched from
eggs treated with 5 mg of tylosin, due also to high
mortality, were not saved for breeding purposes, due
to the fear of loosing genetic variability, hence, com-
promising future crossings.

The antimicrobial treatment of eggs alone
should not be judged responsible for the success of
this eradication scheme, as day-old chick antibiotic
treatment, biosecurity, and flock monitoring were also
adopted. With the eradication of MG and MS, the ge-
netic selection and breeding improvement can be car-
ried out in this chicken genetic stock without the nega-

tive effects caused by the presence of MG and MS
infections.

CONCLUSION

Antimicrobial treatment of preincubated eggs
at the small end (albumen), in conjunction with treat-
ment day-old chicks hatched from treated eggs, was
sufficient to eliminate MG and MS from a genetic chi-
cken stock flock with only one application.

SOURCES AND MANUFACTURERS

IExperimental Station of Rio de Janeiro State Research Agri-
cultural Organization-PESAGRO/RIO, Itaguai, RJ, Brazil.
*Tylosin — “Tylan Soluvel, Elanco Quimica LTDA/EIli Lilly
do Brasil LTDA, Sao Paulo, SP, Brasil”.

3Gentamicin Sulfate — Gentocin ,“Industria Quimica e Far-
macéutica Schering S/A, Rio de Janeiro, RJ, Brasil”.
“Linco-Spectin solution — TUCO, “Divisdo de Upjohn Pro-
dutos Farmacéuticos LTDA, Sao Paulo, SP, Brasil”.
SVitamin Complex — “Poli Vitaminico SM-Forte, Laboratdrio
Santa Marina”, Brasil”.

®Electric dentist drill — Dentalwerk Burmoos, GES. M.B.H.,
Salzburg, Austria.

"Automatic syringe — FHK PISTOR 1-FJ-96, Fujihira Industry
Co. Inc., Japan.

$Commercial antigens for MG and MS — BIOVET S/A, Vargem
Grande Paulista, SP, Brazil.

Projeto Satide Animal (PSA)/Embrapa Agrobiologia, Sero-
pédica, RJ, Brazil.
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