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INTRODUCAO

Mycoplasma hyopneumoniae € o0 agente etiologico da Pneumonia
Micoplasmica Suina (PMS), uma das mais comuns doencas respiratorias de suinos
em todo o mundo. A PMS é caracterizada pela alta morbidade e baixa mortalidade,
provocando queda na conversao alimentar e retardando o desenvolvimento de
suinos na fase de crescimento e terminagdo, causando perdas econdmicas
consideraveis na suinocultura industrial (ROSS, 1999). O principal sinal clinico da
doenca € uma tosse tipica e rapida que se inicia entre 0 7° e o 14° dia apés a
infeccdo (ROSS, 1992; SORENSEN et al., 1997). E transmitida principalmente por
contato direto entre 0s suinos ou através de tosse e espirro (STEVENSON, 1998). A
facilidade de disseminacdo do agente pode ser observada com a alta incidéncia da
doenca nos criatérios suinos em todo mundo, evidenciada em diversos
levantamentos soroldgicos ja realizados (MORENO et al, 1999; FANO et al, 2005), o
gue também tem dificultado os ensaios com testes vacinais e de desafio em suinos.
Diante deste cenério, o objetivo deste trabalho foi avaliar o status sorolégico e a
ocorréncia do agente na cavidade nasal das fémeas pertencentes ao rebanho suino
do Complexo Agropecuario da Palma — Pelotas/RS, na tentativa de identificar um
rebanho livre de contaminagdo, para possivel utilizacdo destes animais em testes
vacinais contra Mycoplasma hyopneumoniae.

METODOLOGIA

1. Coleta e Processamento das Amostras

A presenca do M. hyopneumoniae na mucosa nasal e o0 status sorolégico para
este agente foram avaliados em dez fémeas do rebanho suino do Complexo
Agropecuario da Palma — Pelotas/RS. Os animais tinham uma idade média de um
ano, todas fémeas de primeira cria e ndo vacinadas contra PMS. Estavam alojadas
em baias individuais grandes, sem uso de gaiolas de gestagcdo, com intensa
aeracdo, em boas condi¢cdes de higiene e bem estar. Nao apresentavam sinais
clinicos respiratérios, e o rebanho ndo possuia histérico de doenga respiratoria
recente. Procedeu-se a coleta de sangue através da utilizacdo de sistema fechado a



vacuo, obtido por puncdo da veia coccigea. O sangue foi coletado sem o uso de
anticoagulante, e o soro foi separado e estocado a -20°C até sua utilizagdo. A coleta
de material proveniente da mucosa nasal foi realizada através de swab estéril de
ambas as narinas. O material proveniente foi acondicionado em 1 ml de PBS estéril
e mantido em gelo para transporte. A extragdo de DNA dos swabs coletados foi
realizada seguindo o protocolo descrito por Sibila et al(2006).

2. ELISA

Para verificar a presenca de anticorpos anti-M. hyopneumoniae no soro
destes animais foi realizado um ELISA com extrato da cepa 7448 de M.
hyopneumoniae, utilizando microplacas de 96 cavidades. Para o teste, foram
adicionados 100 pL de extrato de M. hyopneumoniae (1 pg/mL) em tampao
carbonato/bicarbonato em cada cavidade. ApoOs incubacdo overnight a 4°C e
subsequente incubacdo a -70°C durante 2 horas, as placas foram descongeladas a
temperatura ambiente, lavadas com PBS-T e incubadas com 200 uL de tampao de
bloqueio 5% a 37°C por 2 horas. Posteriormente, as placas foram novamente
lavadas com PBS-T e incubadas com soro dos suinos (diluidos 1:100 em tampéao de
bloqueio) a 37 °C por 2 horas. Apés lavar com PBS-T, as cavidades foram incubadas
com anticorpo anti-lgG de suino conjugado com peroxidase (diluido 1:6000 em
tampao de bloqueio) a 37°C por 1 hora. A reacédo colorimétrica foi gerada com a
adicdo de ortophenylenediamine dihydrochloride (Sigma) e peréxido de hidrogénio.
Apos 15 minutos, a reacao foi parada com a adicdo de 50 uL de 2 M H,SO,4. A
absorbancia foi determinada em filtro de 492 nm em leitor de ELISA. A verificagao da
presenca de anticorpos contra M. hyopneumoniae nestes suinos também foi
realizada através de um ELISA indireto. O protocolo utilizado foi semelhante ao
descrito anteriormente, porém utilizando como antigeno a proteina recombinante
P95 de M. hyopneumoniae produzida em E. coli, que foi caracterizada em estudos
anteriores, demonstrando ser especifica para M. hyopneumoniae, ndo reagindo com
outras espécies de micoplasmas de suinos (SIMIONATTO, 2008). Para a validacdo
do teste, o ponto de corte foi calculado pela média das absorbancias das amostras
negativas avaliadas, acrescidas de duas vezes o0 desvio padrdo dessas amostras,
separando assim as amostras positivas das negativas.

3. Nested-PCR

O DNA extraido dos swabs nasais foi utilizado para a realizacdo de um
Nested-PCR utilizando primers que amplificam o gene 16S rRNA deste
microrganismo, conforme sugerido por Casamiglia (1999). Foram utilizados 5 pL do
DNA extraido como template para a primeira PCR utilizando primers foward e
reverse externos (F1 e R1) da reagédo de Nested-PCR e 0,5 pL do amplicon gerado
na primeira PCR para realizar a segunda PCR com os primers foward e reverse
internos (F2 e R2). Os parametros utilizados para ambas as reacdes foram os
seguintes: volume final de 25 pl contendo 5 puL do DNA extraido do swab, 20 pmol
de dNTP, 3 mM MgCl,, 0,2 mM de cada primer, uma unidade de Taq DNA
polimerase, 1 x tampao da enzima e 5% de glicerol. Para a segunda PCR, 0,5 pL do
amplicon gerado na primeira PCR foram utilizado. A amplificacéo foi realizada em
termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf, Germany), utilizando as seguintes
condi¢cbes: 7 minutos a 95 °C seguido por 30 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 45
segundos a 60 °C e 30 segundos a 72 °C e a extensao final de 7 minutos a 72 °C.
Para garantir a confiabilidade deste teste, foram testadas na primeira PCR,



combinagdes de primers (F1 + R2, F2 + R1 e F2 + R2) e realizada uma reacdo com
H.0 (controle negativo) e DNA previamente extraido de M. hyopneumoniae (controle
positivo). Os controles negativos e positivos desta PCR também foram utilizados
como template na segunda PCR. Além disso, foi realizado um controle onde o DNA
foi substituido por PBS 1X utilizado para solubilizar os swabs e um controle de
contaminacao do ambiente onde foi utilizado um tubo de eppendorf que foi mantido
aberto durante todo o procedimento de preparo das amostras para amplificacdo. O
produto de cada PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%, corado
com brometo de etidio e visualizado em UV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela técnica de ELISA, todos os soros reagiram tanto com o extrato da cepa
de M. hyopneumoniae 7448, quanto com a proteina recombinante P95, revelando a
presenca de anticorpos contra este agente no soro destes animais, mesmo se
tratando de um rebanho fechado, sem historico da doenca e sem a presenca de
sinais clinicos nos animais. O grafico da figura 1 demonstra a reatividade dos soros,
tanto com o extrato da cepa, quanto com a proteina recombinante. Todas as
amostras ficaram acima do ponto de corte baseada nos controles negativos
utilizados.
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Figura 1. ELISA utilizando extrato de M. hyopneumoniae e a proteina recombinante P95 como
antigeno. Deteccao de anticorpos no soro de suinos. Anti-soro polivalente de suino conjugado com
peroxidase (diluido 1:6000) foi usado como anticorpo secundario. Os dados representam a média da
ODyg, . A-C: soros controles negativos. D-I: soros controles positivos. Amostra 1-10: soros dos animais
avaliados. O ponto de corte (linha preta) representa a média dos soros negativos + 2 desvio padrao.
Os valores iguais ou superiores ao ponto de corte foram considerados positivos.

A eletroforese em gel de agarose do produto obtido no Nested-PCR
demonstrou a ocorréncia de uma banda de mesmo tamanho que o controle positivo
em todas as amostras ja na primeira etapa do Nested-PCR, utilizando os primers
externos. Porém, as amostras 4 e 9 apresentaram um padrdo menos intenso que 0s
demais. Para confirmar o resultado, uma segunda etapa foi realizada, utilizando os
primers internos (figura 2).
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Figura 2. Gel de agorose 1% demonstrando a amplificacdo do gene 16S rRNA de M. hyopneumoniae
na primeira (A) e segunda (B) reacdes de Nested-PCR. M: marcador de peso molecular MHindlll;
Amostras 1-10: DNA extraido do swab nasal dos suinos; 11: amostra 1 com primers F1/R2; 12:
amostra 2 com primers F2/R1; 13: amostra 3 com primers F2/R2; 14: agua (controle de reacdo); 15:
PBS utilizado no acondicionamento das amostras de swab nasal (controle negativo); 16 e 17: DNA de
M. hyopneumoniae (controle positivo); 18: tubo de eppendorf aberto durante procedimento de
amplificacdo (controle negativo).

Nesta, todas as amostras apresentaram amplificagdo com uma banda na
mesma altura do controle positivo, em mesma intensidade, indicando a positividade
de todos os animais para a contaminacdo por M. hyopneumoniae. Em ambas as
reacdes 0s controles negativos ndo apresentaram amplificacdo de qualquer
tamanho, excluindo a possibilidade de contaminacéo da reacao por DNA externo.

CONCLUSOES

Embora o isolamento de M. hypneumoniae seja o padrdo ouro para detec¢ao
do microrganismo, o isolamento apresenta variaveis que dificultam sua utilizacéo
como meétodo diagndstico de rotina. A utilizacdo de variantes da PCR em conjunto
com meétodos soroldégicos, e com o historico clinico do rebanho constitui a melhor
forma de avaliar a presenca de M. hyopneumoniae nos rebanhos suinos. Os
resultados acima mencionados demonstraram a presenga de infeccdo por M.
hyopneumoniae em todos os animais do grupo estudado. Isso demonstra a
ocorréncia da infeccdo em rebanhos que vivem em condi¢cdes desfavoraveis para a
propagacéo do microrganismo, demonstrando a alta prevaléncia do agente, mesmo
em propriedades de pequena producao, onde as praticas de um sistema de criacéo
intensivo ndo sao aplicaveis.
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