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INTRODUCAO

O Mycoplasma hyopneumoniae (Mh) é o agente primario da Pneumonia Enzodtica (PE)
em suinos, doenca respiratéria crénica que causa elevada morbidade e baixa mortalidade, e
esté distribuido mundialmente causando grandes perdas econdmicas na suinocultura (1). Os
testes de ELISA s&o de uso corrente para PE e nesses sao utilizados extratos da bactéria (2)
ou antigenos recombinantes produzidos a partir da expressédo de genes de Mh (4). Os testes
de ELISA medem a resposta do animal para a presumida resposta do agente e, portanto, a
ocorréncia de falsos positivos pode existir, uma vez que a especificidade dificilmente é total, em
funcd@o da ocorréncia de reacdes cruzadas com outros agentes microbianos ou ndo detectar
animais recentemente infectados (falsos negativos) (2). Alguns testes estdo disponiveis
comercialmente e apresentam excelente especificidade, com pouquissimos falsos positivos,
mas a sensibilidade desses kits foi baixa apresentando vérios falsos negativos (3).

MATERIAL E METODOS

A fim de obter controles para padronizagdo de um teste de ELISA para deteccdo de
anticorpos contra Mh a partir de soro, 06 suinos Specific Pathogen Free (SPF), 03 com 30 dias
de idade (animais 1, 2 e 3) e 03 com 40 dias de idade (animais 4, 5 e 6), foram desafiados por
03 dias consecutivos com 10mL/dia/suino de cultivo de Mh cepa 7448 padronizado para conter
aproximadamente 1x10°CCU/mL. Quarenta e cinco dias p6s a 12 inoculagdo (d.p.i.) foi repetida
a série de 03 inoculagdes dos suinos desafiados aos 30 dias de idade e 30 d.p.i foi repetida a
série de inoculacdes dos suinos desafiados aos 40 dias de idade. Sendo que, anteriormente as
inoculacdes, foram coletados sangue e suabe de tonsila de todos os animais, com repeticdo
quinzenal até o sacrificio dos animais aos 132 d.p.i. para os suinos desafiados aos 30 dias de
idade e 125 d.p.i. para os suinos desafiados aos 40 dias de idade. Ainda, foram observados os
sinais clinicos dos animais durante o periodo do desafio, no sacrificio foram observadas a
presenca de lesGes macroscépicas sugestivas de PE e coletado fragmento de pulméo para
tentativa de isolamento de Mh, para imunoistoquimica (IHQ) e para exame histopatolégico.
Com os suabes de tonsila coletados foi realizada extracdo de DNA pelo método BOOM et al.
(1990) e posterior nested-PCR para deteccdo de Mh. Com os soros, foram realizados testes de
ELISA utilizando um kit comercial para deteccdo de anticorpos contra Mh e o teste em fase de
padronizacdo pela Embrapa Suinos e Aves. O teste em padronizagdo utiliza antigeno extraido
com Tween 20 a partir de uma cultura de Mh, seguindo os protocolos estabelecidos, diluido
1:2000, soro anti-lgG de suino conjugado com peroxidase diluido 1:40.000. As amostras foram
processadas em triplicata e o resultado da mediana foi avaliado em relagcdo a um ponto de
corte de densidade éptica (DO) de 0,422, definido pelas médias de DOs de trés categorias de
animais (maternidade, creche e crescimento), mais trés desvios-padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais desafiados apresentaram PCR positiva para Mh na coleta realizada
antes do sacrificio, sendo que 30 d.p.i ja foi possivel a deteccdo de Mh por nested-PCR em
alguns animais. Dos animais desafiados aos 30 dias de idade, nenhum apresentou sinais
clinicos de PE, nem lesdo observada ao sacrificio. Dos animais desafiados aos 40 dias de
idade, 02 apresentaram sinais clinicos de PE (animais 5 e 6, Fig.1) e também n&o houve lesdo
macroscoépica. Um terceiro animal (animal 4, Fig.1) desafiado aos 40 dias de idade, no qual
nao foram observados sinais clinicos de PE, apresentou les6es de consolidacédo de graus 1 e 2
nos lobos apicais e cardiacos, respectivamente, com IHQ positiva (+++) para Mh e exame
histopatolégico com alteracBes caracteristicas de PE. O reisolamento bacteriolégico de Mh a



partir do pulm&o do animal 4 ainda n&o foi confirmado, por ser um procedimento fastioso, mas
a nested-PCR para Mh do cultivo apresentou resultado positivo. Assim, o protocolo para o
desafio de suinos com Mh que permitiu o desenvolvimento da doenca e coleta de material para
reisolamento do agente, foi o utilizado nos animais desafiados aos 40 dias de idade. Uma vez
que a diferenca de 10 dias na idade dos animais desafiados nédo parece ser fator determinante
para o sucesso do desafio e, tendo sido utilizado o mesmo in6éculo em ambos os testes,
acreditamos que o diferencial é o prazo entre a 12 e a 22 séries de inocula¢cBes. Quanto ao
ELISA, em padronizacéo, foi utilizado um ponto de corte estipulado com base em coletas a
campo considerando o perfil de granjas positivas e negativas para PE. Nenhum animal
desafiado aos 30 dias de idade apresentou soroconversdo pelo teste de ELISA em
padronizacdo, mas dois animais, um aos 92 d.p.i e outro aos 106 d.p.i. soroconverteram
utilizando o kit comercial. Dos animais desafiados aos 40 dias de idade (animal 5 e 6 — sem
lesBes), ambos soroconverteram aos 99 d.p.i utilizando o teste em padronizacdo e utilizando o
kit comercial um soroconverteu aos 70 d.p.i e outro aos 57 d.p.i. J& o animal 4 (com leséo),
apresentou ELISA negativo para o teste em padronizacdo (DO em ascenséo, Fig. 1) e
soroconverteu aos 112 d.p.i. no teste com o kit comercial.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados, o protocolo ideal consiste em realizar a 12 série de
inoculacdes em animais jovens (entre 30 e 40 dias de idade), a 22 série de inoculac¢des 30 d.p.i.
e o sacrificio aproximadamente 130 d.p.i. Os animais que apresentavam sinais clinicos de PE,
provavelmente, desenvolveriam a lesdo em pouco tempo. Quanto a sorologia, aparentemente,
este ponto de corte é muito elevado, se comparado ao kit comercial que foi mais sensivel em
todas as amostras, acusando amostras positivas nao identificadas pelo teste em padronizacao,
indicando a necessidade de melhorias e mais estudos em novas amostragens.
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Figura 1. Resultado em DO dos ensaios realizados com o teste de ELISA em padronizacao
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