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INTRODUCAO

A deteccdo do Mycoplasma hyopneumoniae (Mh) e o controle da infec¢éo causada por este
patégeno dependem da disponibilidade de métodos de diagndstico apropriados que apresentem
elevada sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade (2). Estes métodos de diagndstico sao
essenciais para a determinacdo do perfil sanitario dos rebanhos de suinos, principalmente, para
aqueles responsaveis pelo melhoramento genético e multiplicagdo de animais melhorados (1). A
técnica “padrao ouro” para o diagnostico € o isolamento do agente, porém, este é extremamente
dificil e laborioso (2), ndo sendo utilizada como método de rotina. Diversos métodos alternativos
para deteccdo de Mh foram divulgados, no entanto, a maioria apresenta limitac6es. Sorologia por
teste de ELISA e detecgdo por PCR, além de avaliagdes post mortem de pulméo em abatedouro ou
achados de necropsia sdo algumas das técnicas usadas para monitorar a incidéncia da infecgéo por
Mh (4). O teste de ELISA é um dos mais utilizados, pois fornece a informagdo a respeito da
presenca ou auséncia de anticorpos maternais e adquiridos, bem como determina o periodo da
soroconversédo, sendo um teste rapido, de baixo custo e facilmente automatizado (3).

MATERIAL E METODOS

Com a finalidade de padronizar um teste de ELISA com antigeno extraido com Tween 20 e
definir a dinamica da infeccdo por Mh, foram visitadas 13 granjas, sendo 8 com perfil sanitario
positivo para Mh (com histérico da presenca de Mh e sinais clinicos) e vacinadas para PE e 5
granjas com perfil sanitario negativo para Mh (com histérico de auséncia de Mh se sem sinais
clinicos aparentes) e ndo vacinadas para PE. De cada granja, foram coletadas 90 amostras de
sangue e de suabe de tonsila de 15 animais de cada uma das seguintes idades (aproximadas): 20,
40, 70, 90, 120 e 150 dias. As amostras de soro foram submetidas ao teste de ELISA, seguindo
protocolo em padronizagdo na Embrapa Suinos e Aves, com ponto de corte (PC) de 0,422 para
animais de creche, maternidade e crescimento e PC de 0,549 para animais de terminacdo. Os PC
foram definidos pelas médias de DO, de acordo com o perfil das granjas, com trés desvios-padrao.
Com os suabes de tonsila coletados foi realizada extracdo de DNA pelo método de BOOM et al.
(1990) e posterior nested-PCR para deteccao de Mh. De cada granja, foi realizado seqiienciamento
de DNA de uma amostra nested-PCR positiva, para confirmacéo do resultado. Ainda, de 3 das 8
granjas positivas para Mh e de 2 das 5 granjas negativas foram sacrificados animais e observada a
presenca de les6es macroscopicas sugestivas de PE, realizada a avaliagdo do indice de pneumonia
enzodtica (IPP/IP) e coletado fragmento de pulmé&o para realizagdo de imunoistoquimica (IHQ).

RESULTADOS E DISCUSSAO
De acordo com os resultados obtidos, com os métodos utilizados, somente a granja 3
manteve o perfil negativo (Tab. 1 e Tab. 2). A granja 12 apresentou IHQ positiva apenas para uma
amostra, que corresponde ao 1° pulméo analisado, assim, acreditamos que o pulmao analisado,
coletado em frigorifico, era do lote anterior de animais e sera preciso realizar nova coleta de material
na granja. Todas as granjas com PCR positiva tiveram o resultado confirmado pelo sequenciamento.

CONCLUSOES

A analise dos resultados permite concluir que quando o resultado do IPP é elevado, a
porcentagem (%) de amostras positivas no ELISA aumenta e diminui a % de amostras positivas na
PCR (Figura 1). Assim a melhor forma de avaliar a presenca ou auséncia do Mh nas granjas, bem
como de controlar a infeccdo, € combinando varios métodos diagnésticos e realizar a analise
conjunta de todos os dados. Isto porque, a PCR é importante para detectar a presenca do agente
quando a soroconversdo ndo pode ser detectada por ELISA, mas pode fornecer falsos negativos
guando a infecgdo estiver em estagio evoluido e que o agente ndo esta mais nas tonsilas do animal.



Ja a juncéo do ELISA, com o IPP e IHQ confirmam um diagndstico positivo ou negativo em granjas
onde a infeccao ja esta em estagio avancado.
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Tabela 1. Avaliacdo IHQ e IPP em relacdo ao perfil da granja e vacinacdo para PE

Granja 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Perfil P P N P P P N P N P N N P
Vacina Sim Sim Nao Sim Sim Sim Nao Sim Nao Sim N&o N&o Sim
IHQ P P N P NR NR NR NR P NR N P P
IPP 0,89 1,87 0,17 NR NR NR NR NR 0,22 NR 0,29 0,11 2,94

P: positivo, N: negativo, NR: ndo realizado

Tabela 2. Avaliagdo ELISA e PCR positivos por categoria animal

ELISA (%) PCR (%)

Granja | Creche Mat. Cresc. Term. Creche Mat. Cresc. Term.
1 100,00 100,00 35,71 31,25 0,00 0,00 0,00 50,00
2 6,67 NR 42,86 80,00 20,00 NR 14,29 53,33
3 0,00 0,00 6,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 73,33 0,00 65,52 79,31 13,33 6,67 37,93 51,72
5 0,00 0,00 10,00 66,67 6,67 6,67 23,33 40,00
6 6,67 0,00 16,67 80,00 6,67 6,67 46,67 93,33
7 0,00 0,00 0,00 3,33 86,67 93,33 86,21 NR
8 0,00 0,00 10,34 53,33 0,00 0,00 55,17 100,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00 6,67 0,00 10,00 16,67
10 0,00 53,33 0,00 13,33 0,00 0,00 3,33 20,00
11 0,00 0,00 0,00 0,00 6,67 6,67 13,33 10,34
12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 12,90 3,45
13 0,00 20,00 36,67 93,33 0,00 0,00 53,33 76,67

*Mat.: maternidade, Cresc.: crescimento, Term.: terminagéo

Figura 1. Porcentagem de animais em terminacdo positivos pelo teste de
ELISA (Ponto de Corte=0,549) e/ou pela PCR em funcédo do IPP da granja
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