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RESUMO

Investigou-se por meio de andlises sorologicas e pela técnica da rea¢cdo em cadeia da polimerase
(PCR) a presenca do Mycoplasma hyopneumoniae em fémeas reprodutoras suinas durante o
procedimento de quarentena. O estudo foi realizado em um lote de 300 fémeas da linhagem
Landrace x Large White de 150 dias de idade em uma unidade de quarentena no estado do
Parana no ano de 2007. Os animais foram provenientes de uma Unica granja, sendo esta,
considerada livre do Mycoplasma hyopneumoniae. Os exames foram realizados no laboratério
Microvet localizado em Vigosa-MG. N&o foram observados sinais clinicos sugestivos de
problemas respiratérios bem como néo foi detectado soroconversdo para o M. hyopneumoniae
nas 130 analises soroldgicas, realizadas em amostras de soro coletadas nos dias 0, 55 e 76 apos
o alojamento dos animais. Entretanto, o M. hyopneumoniae foi detectado por meio da PCR
(fragmento de 649 pb do gente rRNA 16S) de lavado tragueobronqueal e tecido pulmonar de uma
fémea com andlise soroldgica ndo conclusiva na amostra coletada no dia 55 ap6s o alojamento.
Desta forma, a associacao entre as andlises soroldgicas e a PCR foi importante no diagndstico do
Mycoplasma hyopneumoniae durante o procedimento de quarentena.
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ABSTRACT

This study investigated through serologic analysis and polymerase chain reaction (PCR) the
presence of Mycoplasma hyopneumoniae in reproductive gilts during quarantine proceeding. This
study was realized in 300 Landrace x Large White gilts with 150 days of age in a quarantine unity
in Parana in 2007. These animals came from a single farm, considered free from Mycoplasma
hyopneumoniae. The exams were made at Microvet laboratory located in Vicosa-MG. Clinical
signs that suggest of respiratory problems were not seen, nor seroconversion was detected in 130
serologic analysis, performed in serum samples collected on days 0, 55 and 76 after housing,
however, the Mycoplasma hyopneumoniae was detected through PCR (649 bp fragment of 16S
gene) in tracheobronchiolar wash and pulmonary tissue from a gilt without conclusive result in
serologic analysis in a sample collected 55 days after housing. Hence, association between
serologic analysis and PCR was important to diagnose Mycoplasma hyopneumoniae during
guarantine proceedings.
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INTRODUCAO

O Mycoplasma hyopneumoniae € o
agente da pneumonia enzodética e desem-
penha importante funcdo no complexo de
doencas respiratorias dos suinos (Thacker
et al., 1999; Kim et al., 2003). A pneumonia
enzodtica é altamente prevalente na
populacdo de suinos no mundo e é
caracterizada por alta morbidade e baixa
mortalidade (Thacker, 2006; Maes et al.,
2008). Este agente pode causar reducoes
nas taxas de conversdo alimentar,
crescimento e maior predisposicdo a in-
feccdo por outros agentes infecciosos
respiratérios, sendo assim, um dos
agentes infecciosos de maior impacto
econdmico na producdo de suinos (Fano
et al., 2005; Lin et al. 2006; Maes et al.,
2008).

A principal forma de introducéo do M.
hypneumoniae nos rebanhos €& pela
aquisicdo de reprodutores portadores
assintomaticos (Thacker, 2006; Maes et al.
2008). Desta forma, rebanhos livres deste
agente, além de adquirir reprodutores de
granjas consideradas livres, adotam proce-
dimento de quarentena. Durante a
guarentena os animais sao submetidos a
avaliacdo clinica e exames laboratoriais,
tais como analises sorolégicas (Sorensen
et al., 1997; Erlandson et al., 2005; Maes
et al.,, 2008) e a reacdo em cadeia da
polimerase (Blanchard et al., 1996;
Artiushin et al., 1993; Calsamiglia et al.,
2000; Moorkamp et al., 2008) para detectar
indicios de infeccéo pelo M.
hyopneumoniae. Apesar deste rigido
protocolo de quarentena, rebanhos tém se

tornado positivos para 0 M.
hyopneumoniae ap6s a introducdo de
reprodutores.

O objetivo deste estudo é apresentar
um diagnéstico positivo, por meio de
analise sorologica e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), para o] M.
hyopneumoniae durante procedimento de
guarentena, assim como discutir pontos
relevantes relacionados ao diagnostico de

M. hyopneumoniae para auxiliar na
elaboracdo de protocolos de investigacéo
mais eficientes.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no municipio
de Castro no estado do Parana no ano de
2007 durante procedimento de quarentena
de um lote de fémeas suinas da linhagem
Landrace x Large White para reposicao do
plantel. A unidade de quarentena era
isolada por cerca viva composta por
eucaliptos, cerca de arame e barreira
sanitaria para banho e troca de roupas. O
funcionario era exclusivo desta unidade e
eram controlados os acessos de pessoas e
veiculos. Esta unidade estava limpa,
desinfetada e sem contato com suinos ha
45 dias. Todo o dejeto das canaletas foi
retirado antes dos procedimentos de limpe-
za e desinfeccao.

O lote avaliado foi composto por 300
fémeas de 150 dias de idade, sendo que
estas foram alojadas em grupos de 10
fémeas por baia (1,0 m%fémea). A racdo e
a agua foram fornecidas a vontade. De
acordo com a empresa fornecedora dos
reprodutores foram realizadas monitorias
clinicas e sorolégicas na granja de origem,
sendo esta, considerada livre do M.
hyopneumoniae. Por medidas técnicas de
biosseguranca o fornecedor de reprodu-
tores ndo permite visita a granja para
avaliacao clinica e exames laboratoriais.

Durante o periodo de quarentena
foram realizadas trés visitas, nos dias 0, 55
e 76 apb6s o alojamento. Nestas visitas,
foram realizadas criteriosas avaliacdes
clinicas do lote. Antes da realizagdo dos
procedimentos de coleta, os animais foram
avaliados por 30 minutos para observacao
de sinais clinicos sugestivos de problemas
respiratérios, tais como espirro, tosse,
dispnéia e apatia. Estas avaliagdes perma-
neciam durante os procedimentos de
coleta, de forma que, podendo-se conside-
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rar duas horas como periodo de avaliacao
clinica.

As analises sorologicas foram
realizadas com o kit DAKO® Mh ELISA
(DAKO, Glostrup, Denmark, n° de série
530903). As reacdes foram realizadas
conforme orientacfes do fabricante, sendo,
todas as analises soroldgicas realizadas
com controle positivo e negativo para
validagdo. Os resultados foram lidos em
espectrofotbmetro com comprimento de
onda de 450 nm. Amostras de soro com
valores de densidade optica (DO) < 50%
da DOcontrole foram consideradas positivas
enquanto que valores de DO > 65% da
DOcontrole  foram consideradas negativas.
Amostras de soro com valores de DO entre
50 a 65% da DOcontrole foram consideradas
nao conclusivas, sendo que, novas
amostras destes mesmos animais foram
coletadas trés semanas posteriores para
repeticdo das andlises soroldgicas.

O numero de animais selecionados
para a coleta de sangue e analises
sorologicas foi definido em funcdo do
namero de animais no lote, considerando
uma prevaléncia estimada em 5% e um
nivel de confianca de 95%. Desta forma,
foram realizadas coletas de sangue em 60
fémeas no dia 0 e 60 fémeas no dia 55
ap6s o alojamento. No dia 76 foram
realizadas coletas de sangue em 10
fémeas, sendo, trés com resultado da DO
entre 50 a 65% da DOconirole (resultados
nao conclusivos) nas analises sorolégicas
das amostras coletadas no dia 55 e sete
amostras de fémeas em contato direto com
estes animais. Para a coleta de sangue
foram utilizadas seringas (10 mL) e
agulhas (40x12) descartaveis, sendo
retirado 10 mL de sangue por venopuncao
da veia cava superior. O sangue foi
centrifugado a 10.000 x g por 15 minutos,
o soro foi separado, armazenado em tubo
Eppendorf de 2 mL e congelado a -20°C.
As amostras devidamente acondicionadas
foram enviadas ao laboratério para as
analises soroldgicas.

No dia 76 apos o alojamento também
foi realizada eutanasia e necropsia de uma
das trés fémeas com resultado né&o
conclusivo nas analises sorologicas das
amostras coletadas no dia 55. Para isto, foi
selecionada a fémea com a amostra de
soro com a leitura da DO mais proximo a
50% (positivo). Para realizacdo da
eutanasia foi utilizada a eletrocussao e
exanguinagdo na veia cava superior.
Foram coletados traquéia, brénquios,
bronquiolos e pulméo, armazenados em
saco plastico e mantidos numa caixa
isotérmica para envio ao laboratorio, sendo
que todo material utilizado neste
procedimento era descartavel.

Para a extracdo de DNA total foi
utilizada a técnica descrita por Davis et al.
(1994), realizado em pool de lavado
traqueobronqueal e tecido pulmonar. A
reacdo de nested-PCR (nPCR) foi
realizada para detectar um fragmento do
gene rRNA 16S de tamanho de 649 pb
especifico para M. hyopneumoniae. O
meétodo foi realizado utilizando
oligonucleotideos previamente descritos
por Mattson et al (1995). A mistura de
reacao para amplificacdo consistiu de 2,5
mM de MgCl,, tampéo de PCR 1X, 0,1 mM
de cada dNTP, 0,2 uM de cada
oligonucleotideo e 1 U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen), com volume final
da mistura de 50 uL. A amplificacdo em
termociclador gradiente (Eppendorf)
consistiu de um passo de 95 °C por 10
min., seguidos por 35 ciclos de 95 °C por 1
min., 61 °C por 1 min. e 72 T por 90 seq.
A reacéo foi finalizada com um passo de
extensdo final de 72 °C por 10 min. O
produto da reagdo de amplificacdo foi
analisado por eletroforese e visualizado
sob luz ultravioleta em gel de agarose 1%
com brometo de etideo. Os exames foram
realizados com controle negativo e positivo
para validacdo, sendo o controle positivo
um segmento do gene TrRNA 16S
confirmado por sequenciamento.

As amostras devidamente acondiciona-
das em caixa isotérmica com gelo tiveram
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o tempo de transporte de 36 horas até o
laboratério. Os exames foram realizados
no laboratério Microvet em Vigcosa-MG.

RESULTADOS

Durante as avaliacbes clinicas
realizadas nos dias 0, 55 e 76 apds a
chegada dos animais ndo foram
observados sinais clinicos sugestivos de
problemas respiratorios, tais como espirro,
tosse e dispneia. O  funcionario
responsavel pela unidade de quarentena
também né&o relatou tosse até os 76 dias,
sendo esta observada por volta dos 90
dias ap6s o alojamento.

As andlises sorolégicas realizadas
nas amostras coletadas no dia 0O foram
negativas enquanto que trés amostras de
soro coletadas no dia 55 apés o
alojamento apresentaram resultados né&o
conclusivos (DO entre 50 a 65% do
DOcontrole)- Entre as dez amostras de soro
coletadas no dia 76 (trés amostras de soro
com resultados néao conclusivos nas
analises sorolégicas do dia 55 e sete
amostras de fémeas em contato direto com
estas trés fémeas), todas apresentaram
resultados negativos (Tabela 1).

Na necropsia de uma das fémeas
com resultado ndo conclusivo na analise
sorolégica foi observada éarea de
pneumonia, caracterizada por area de
consolidacdo de coloracdo résea purpura
em 50% do lobo cardiaco direito. O exame
de PCR do pool de lavado
tragueobronqueal e tecido pulmonar
apresentaram resultado positivo para o M.
hyopneumoniae.

DISCUSSAO

A associacdo de exame soroldgico
com a técnica de PCR possibilitou a
deteccdo do M. hyopneumoniae em uma
leitoa, sem sinal clinico sugestivo de
problema respiratorio, durante
procedimento de quarentena. Outros
estudos também  demonstraram a
associacdo entre técnicas laboratoriais
como forma de melhorar a sensibilidade de
deteccdo do M. hyopneumoniae (Sorensen
et al.,, 1997; Erlandson et al., 2005). A
confirmacédo da infeccdo pelo Mycoplasma
hyopneumoniae foi realizada por meio da
PCR de lavado traqueobronqueal e de
tecido pulmonar de fémea com analise
soroldgica nao conclusiva. Sendo assim, a
analise sorologica foi importante na
indicagdo de possiveis animais portadores
assintomaticos ou com infeccéo subclinica.

Ndo foi detectado tosse e
soroconversao até 76 dias apds o
alojamento. E importante ressaltar que
sinais clinicos como tosse podem ser
observados antes da soroconversao para o
Mycoplasma hyopneumoniae (Sorensen et
al., 1997; Fano et al., 2005), sendo, o
periodo para soroconversdo bastante
variavel (Sorensen et al., 1997). Em
condicbes experimentais a soroconversao
pode ocorrer entre 8 a 63 dias (Sorensen
et al.,, 1997; Fano et al., 2005; Pieters et
al., 2008), enquanto que, em condic¢des de
infeccdo natural esta pode ser de 35 a 125
dias pés-infecgdo (Leon et al., 2001; Fano
et al., 2005). No presente estudo, os
resultados obtidos demonstraram que o
periodo para a observacao de sinais clini-

Tabela 1 — Resultados das analises soroldgicas para Mycoplasma hyopneumoniae em
fémeas suinas durante procedimento de quarentena

Dias apos o alojamento 0 55 76°
Numero de amostras coletadas 60 60 10
NUmero de amostras DO* > 65% (negativas) 60 57 10
Numero de amostras DO entre 50 a 65% (n&o conclusivas) 0 3 0
Numero de amostras DO < 50% (positivas) 0 0 0

‘Densidade Optica (DO).

*Trés destas 10 amostras foram de animais com resultado ndo conclusivo no dia 55.
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cos e deteccao do M. hyopneumoniae por
meio de analises soroldgicas pode ser
maior que 76 dias. O relato de tosse aos
90 dias apds o alojamento pode sugerir
uma fase inicial da manifestacao clinica da
doenca e posterior soroconversao.
Estudos relataram soroconverséo entre 9 a
13 dias ap0s a observacdo de tosse em
suinos infectados de forma experimental
(Sorensen et al.,, 1997; Pieters et al.,
2008). Pieters et al. (2008) relataram a
disseminacdo do M. hyopneumoniae por
animais infectados antes da observacao de
sinais clinicos como tosse.

O kit DAKO ELISA utilizado neste
presente estudo estd entre o0s mais
consistentes em identificar  suinos
infectados (Thacker, 2006). Entretanto,
Erlandson et al (2005) demonstraram
valores de sensibilidade para este kit
DAKO ELISA inferiores a relatada na
literatura. Neste estudo, o0s autores
avaliaram a sensibilidade e especificidade
de trés kits ELISA para o M.
hyopneumoniae, sendo que, a combinacao
entre estes Kkits soroldgicos foi sugerida
como estratégia para melhorar a
sensibilidade de deteccéo da infeccéo pelo
Mycoplasma hyopneumoniae (Erlandson et
al., 2005). Estudos demonstraram que
anticorpos para o Mycoplasma flocculare
podem apresentar reagcdo cruzada em
alguns kits sorolégicos para Mycoplasma
hyopneumoniae (Feld et al., 1992;
Thacker, 2006).

No presente estudo optou-se pela
eutanasia da fémea para coleta de material
e realizacdo da técnica de PCR pois: (1)
estudos demonstraram melhor
sensibilidade na deteccdo do M.
hyopneumoniae de brénquios e de tecido
pulmonar em relacdo a suabe da cavidade
nasal ou de tonsilas (Meyns et al., 2004;
Sibila et al., 2007); (2) a técnica de lavado
tragueobronqueal no animal vivo com
procedimentos de anestesia pode ser
utilizada, entretanto, Moorkamp et al.
(2008) relataram que esta técnica no
animal vivo pode nao atingir a area do

pulméo afetada pelo agente infeccioso; (3)
em estagio inicial ou crénico da infec¢do o
suino pode ser soronegativo e o0 M.
hyopneumoniae ser detectado pelo PCR
(Sorensen et al. 1997; Pieters et al., 2008).
Vale ainda ressaltar que Blanchard et al.
(1996) relataram que a técnica de PCR
apresenta boa sensibilidade para detectar
o M. hyopneumoniae em lavado
traqueobronqueal de suinos infectados de
forma experimental, embora alguns
animais infectados podem apresentar
resultados negativos no PCR.

E importante ressaltar que um lote de
reprodutores de alto valor genético
apresenta maior custo de eutanasia de
animais com fins de diagnostico em
relacdo a animais destinados ao abate. Por
outro lado, deve-se considerar todo o
investimento em medidas de
biosseguranca com o objetivo de evitar a
contaminagcdo do rebanho com o M.
hyopneumoniae. Neste  sentido, a
eutanasia das outras duas fémeas com
resultados ndo conclusivos nas analises
sorolégicas poderia ser uma opgao caso o
resultado da PCR fosse negativo.

A lesédo de consolidagcdo pulmonar
observada no lobo cardiaco direito (50%)
durante a necropsia ndo é suficiente para
concluir o diagnostico, pois outros agentes
infecciosos, como o Mycoplasma hyorhinis,
podem produzir lesbes macroscopicas e
histopatolégicas semelhantes ao M.
hyopneumoniae (Lin et al., 2006). Vale
ainda ressaltar que o Mycoplasma
hyopneumoniae pode ser detectado em
amostras de pulmdo sem lesdes de
pneumonia (Calsamiglia et al., 2000). Kich
et al. (2007) também n&o relataram tosse
em um suino com extensa area de
consolidagdo pulmonar no lobo cardiaco
esquerdo (70%).

N&do foram realizadas avaliagdes
clinicas ou exames laboratoriais na granja
de origem dos animais deste lote. Maes et
al. (2008) sugerem que avaliacbes no
plantel de origem s&o fundamentais no
processo de controle da contaminacdo do
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plantel de destino, uma vez que a forma de
transmissdo mais importante do M.
hyopneumoniae ocorre através do contato
direto, embora a transmissao indireta
através de fémites pode ocorrer (Goodwin,
1985). Desta forma, apesar do isolamento
desta area e das medidas de
biosseguranca adotadas na unidade de
guarentena, nao foi possivel definir a
origem do M. hyopneumoniae detectado.

O periodo entre o alojamento dos
reprodutores e a deteccdo do M.
hyopneumoniae neste presente estudo,
bem como o periodo de soroconversao
relatado em estudos recentes (Fano et al.,
2005; Pieters et al., 2008) alertam para a
necessidade de discussao sobre o periodo
de quarentena praticado, entre 30 a 60
dias, em varias unidades de producéo de
suinos no Brasil. Segundo estes estudos,
periodos de 90 a 120 dias podem ser
necessarios para a soroconversao. Vicca
et al (2003) relataram que o curso da
manifestacdo clinica da pneumonia
enzoodtica pode ser influenciado pelo
manejo, condicdoes de alojamento e
diferenca na viruléncia entre as amostras
do Mycoplasma hyopneumoniae.

E importante uma melhor conscientizacio
das equipes responsaveis pelos sistemas
de producao de suinos sobre as vantagens
e limitacbes das técnicas laboratoriais
disponiveis para diagnéstico de M.
hyopneumoniae (Blanchard et al., 1996;
Sorensen et al., 1997; Calsamiglia et al.,
2000; Erlandson et al., 2005; Sibila et al.,
2007), bem como, das limitacées sobre as
informagcbes de  caracteristicas do
Mycoplasma hyopneumoniae (Fano et al.,
2005), de forma que a interacao entre
equipes de producdo, veterinarios e
laboratérios de diagndstico possa executar
protocolos de investigacbes necessarios.
Neste sentido, € fundamental que
veterinarios participem do planejamento de
povoamento e reposi¢cao dos reprodutores
para que os procedimentos de quarentena
ndo tenham que se “adaptar” ao

cronograma estabelecido pela area
comercial.
CONCLUSOES

A associagdo entre a analise sorolégica
e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
obteve sucesso no diagnéstico de
Mycoplasma hyopneumoniae durante o
procedimento de quarentena em um lote
de reprodutores de suinos.
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