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Monitoramento da presenca de Mycoplasma hyopneumoniae em granjas de suinos durante
aimplementacéo de programas de erradicacao

Monitoring the presence of Mycoplasma hyopneumoniae in swine farms during the implementation
of eradication programs

Pablo Jests Tamiozzo'""™ Bibiana Rosa Pelliza' Alicia Isabel Carranza' Arnaldo Ambrogi'

RESUMO

O objetivo deste estudo foi monitorar a presenca
de M. hyopneumoniae em granjas suinas durante a
implementacdo de programas de erradicagdo utilizando
diferentes técnicas de diagnostico focalizando no PCR.
Trabalhou-se com uma empresa que possuia trés granjas, uma
parto-terminacdo (390 matrizes), uma multiplo-sitio (4100
matrizes) e uma nova granja que povoava suas novas instalacdes.
Nas duas primeiras, foi desenvolvido um programa de
despovoamento parcial para erradicar a pneumonia enzodtica
suina, a ultima foi povoada pelos suinos dos anteriores apds a
erradicacdo. Nos trés rebanhos, os suinos foram monitorados
por: sorologia (ELISA), PCR, lesdes pulmonares macro e
microscdpicas e a presenca de tosse ndo produtiva. A auséncia
de tosse, a baixa porcentagem de suinos soropositivos na fase de
terminagéo e a baixa proporgéo de lesdes pulmonares no abate
sugerem que a pneumonia enzodtica suina foi erradicada, mas
ndo o agente causativo -M. hyopneumoniae- cujo DNA foi
detectado pela PCR, mostrando diferentes comportamentos de
acordo com o rebanho.

Palavras-chave: Mycoplasma hyopneumoniae, pneumonia
enzodtica suina (PES), nPCR, ELISA, lesdes
pulmonares.

ABSTRACT

The aim of this study was to monitor the presence
of M. hyopneumoniae in pig farms during the implementation
of eradication programs using different diagnostic techniques
focusing on PCR. They worked with a company owner of three
farms, a farrow-to-finish (390 sows), a multiple-site (4100 sows)
and a new one that was populated its new facility. In the first two
were developed a partial depopulation program to eradicate
swine enzootic pneumonia, the latter one was populated with

pigs after the previous eradication. In the three farms, the pigs
were monitored by: serology (ELISA), PCR, macroscopic and
microscopic lung lesions and the presence of non-productive
cough. The absence of cough, low percentage of seropositive
pigs in the finishing stage and the low proportion of lung lesions
at slaughter suggest that swine enzootic pneumonia was
eradicated, but not the causative agent -M. hyopneumoniae-
whose DNA was detected by PCR showing different behaviors
according to the herd.

Key words: Mycoplasma hyopneumoniae, swine enzootic
pneumonia (SEP), nPCR, ELISA, lung lesions.

INTRODUCAO

O Mycoplasma hyopneumoniae (M.
hyopneumoniae) é o agente etiolégico primario da
Pneumonia Enzodtica Suina (PES), uma doenca
respiratéria crbnica que causa significativas perdas
econdmicas a suinocultura mundial (THACKER, 2006).
Para controlar e erradicar a PES, assim como outras
doencas, 0 método mais eficaz € o despovoamento total
seguido de repovoamento com animais livres do
patégeno em questdo (HARRIS, 2000), mas ha outras
maneiras econémica e operacionalmente menos
dispendiosas, como o despovoamento parcial. O
despovoamento parcial tem uma eficacia entre 80% e 90%
para eliminar M. hyopneumoniae e Actinobacillus
pleuropneumoniae (BAKBO, 2001), sendo amplamente
utilizado em todo o mundo.
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A literatura ndo é totalmente clara quando
se refere ao sucesso destes programas em que faz
referéncia a: tentativa de erradicacdo (SMITH &
MORTIMER, 2000), erradicacdo (BAKBO et al., 1994),
tentativa de eliminacdo (NIELSEN et al., 2002),
eliminacdo (ALFONSO et al., 2004) e excluséo da
infeccdo (KERN et al., 1998). Esta variabilidade nas
denominacdes pode ser devido ao sucesso parcial no
desenvolvimento de protocolos em cada caso
particular, ou aos métodos de diagnostico utilizados
para 0 monitoramento desses programas usarem
técnicas diferentes com maior ou menor sensibilidade.
Para tentar chegar a um consenso, podemos dizer que
aerradicacdo da doenca € a auséncia de manifestacoes
clinicas e patoldgicas, porém a erradicagdo do
patdgeno é a total auséncia deste, fato nem sempre
possivel.

Quanto as ferramentas diagnosticas para
monitorar os programas de controle e/ou erradicacdo da
doenga, os sinais clinicos, sorologia e inspecao de lesbes
pulmonares no abate séo as mais utilizadas. A presenca
de tosse e lesBes pulmonares sdo ferramentas sugestivas.
A sorologia, especificamente 0 ELISA, é o instrumento
diagndstico mais utilizado para determinar a presenca de
M. hyopneumoniae num rebanho, mas, devido a baixa
sensibilidade dos testes de ELISA disponiveis
(ERLANDSON etal., 2005), o atraso na resposta imune
(THACKER et al., 1998) ou diferentes interpretacdes dos
resultados sorolégicos (SIBILA etal., 2004; SORENSEN
et al., 1997) este tipo de teste ndo deveria ser usado
isoladamente, e outras técnicas diagnosticas mais
sensiveis poderiam ser usadas conjuntamente. Por isso
se faz necessario ou desenvolver técnicas mais precisas
ou fazer uso combinado das técnicas disponiveis para
identificar corretamente o estado da infecgdo dos
rebanhos e, assim, ser possivel responder ao crescente
interesse na erradicacdo da M. hyopneumoniae.

De acordo com THACKER (2007), para
implementar estratégias de erradicacdo de um micro-
organismo, é fundamental contar com técnicas de
diagnostico capazes de detectar com precisdo 0s
animais infectados, por isso a PCR deve ser
considerada. Tem sido sugerido que seus resultados
devem ser analisados com cautela em condicdes de
campo (THACKER , 2006). No entanto varios estudos
relataram resultados significativos usando PCR e
sorologia para abordar a dindmica da infecgdo
(CALSAMIGLIAEetal., 1999a; SIBILAEetal., 2004) em
rebanhos suinos com sinais clinicos, mas nunca havia
sido feito no monitoramento de programas de erradicagao.

Portanto, levando em conta as diferentes
capacidades de testes diagnosticos para a detecgao
do agente, o objetivo deste estudo foi monitorar a

presenca de M. hyopneumoniae em granjas suinas
durante a implementacéo de programas de erradicacéo
utilizando diferentes técnicas de diagndstico
focalizando na PCR.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido numa empresa que
possuia trés granjas. A granja Aeraum nicleo de genética
com 390 matrizes, fornecedor de animais de reposicéo
paraa granja B. Agranja B se constituia em um multiplo-
sitio, com aproximadamente 4100 matrizes. Ambastinham
medidas de biosseguranca internas e externas e possuiam
historia de PES (tosse ndo produtiva e lesdes pulmonares
no abate, com 76% dos animais com leséo sugestiva de
PES nos pulmd@es). A granja C era um novo
estabelecimento, multiplo-sitio, com uma projecéo para
12000 matrizes que estava sendo povoado com suinos
da granja B.

Para garantir uma populagdo livre de M.
hyopneumoniae na granja C, a empresa decidiu fazer um
programa de despovoamento parcial comegando pela
granja A, seguindo com a granja B. Por conseguinte,
todos os animais menores de 10 meses de idade foram
eliminados da granja, o plantel de reprodutores
remanescentes (fémeas adultas, marras e machos), foram
vacinados pelo menos com cinco doses de vacina contra
M. hyopneumoniae (RespiSureONE, Pfizer, Argentina).
As coberturas (e nascimentos) foram interrompidas por
um periodo de 14 dias na granja A, e sete dias na granja
B. As instalactes foram limpas e desinfetadas. Todos os
animais que foram mantidos nas instalagdes receberam
alimentacdo medicada com 100ppm de tiamulina (10%
premix Dinamutilina ®, Novartis, Argentina) e 300ppm de
clortetraciclina (CTC). Em um periodo de quatro meses,
nenhum animal de reposicéo foi introduzido nas granjas.

Nas granjas A e B, foi feito um estudo
longitudinal. Os leitdes nascidos ap6s o reinicio dos
nascimentos (12 semana) foram considerados progénie
livrede PES. Na granjaA, um total de 112 animais foram
aleatoriamente selecionados e amostrados (com uma
semana de intervalo) nas semanas 1, 3e 5, depois que 0s
partos foram reiniciados, formando trés grupos: Grupo A
(n=37), Grupo B (n=36) e Grupo C (n=39). Este n
representava 50% da producdo semanal. Na granja B,
foram amostrados 163 suinos e, da mesma forma que na
granja A, também se formaram trés grupos: Grupo A
(n=52), Grupo B (n=53) e Grupo C (n=57). Este n
representava 15% da producdo semanal. Em todos os
casos, o n foi calculado com uma prevaléncia estimada
de 10% para a detecgdo de pelo menos um caso, com
nivel de confianca de 95% e uma precisdo de 5%. Os
animais que morreram durante o estudo ndo foram
substituidos por outros.
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Foram coletadas amostras de sangue para
sorologia (ELISA) e swabs nasais para nested PCR (nPCR)
nas 28 102, 158 e 212 semanas de idade na granja A, e 22, 82,
152 e 212 semanas de idade, nagranjaB. NagranjaB, 11e
16 meses ap6s a aplicacdo do despovoamento parcial,
foram amostrados 100 suinos da fase de terminacéo de
21 semanas de idade (100 animais em cada amostragem)
coletando sangue para sorologia (ELISA).

Na granja A, sendo um ndcleo de genética,
apenas os animais de descarte foram enviados para o
matadouro, razdo pela qual os pulmdes de suinos dos
grupos contemporaneos acima descritos também foram
inspecionados. Foram enviados para abate 201 suinos,
com idade média de 21 semanas, e os pulmdes foram
inspecionados procurando pneumonias cranio-ventrais.
Na granja B, suinos pertencentes aos grupos acima
referidos foram acompanhados até o abate, examinando
um total de 132 pulmées em busca de pneumonias cranio-
ventrais.

Para ocupar as novas instalac@es da granja
C, os leitBes da granja B foram desmamados aos 7-9 dias
de idade, tratados com tulatromicina (Draxinn®, Pfizer,
Argentina) e em seguida levados para as novas
instalagBes da granja C. Nesta granja ndo foram realizados
perfis do nPCR nem perfis soroldgicos, e apenas animais
da fase de terminacdo foram considerados (devido aos
custos).

Foram amostrados 10 grupos de 100 suinos
cada um, com 22 semanas de idade, coletando amostras
de sangue para sorologia (ELISA). Asamostras de swabs
nasais para nPCR foram coletadas apenas dos trés
primeiros grupos. Por indisponibilidade de algumas
amostras, finalmente foram analisadas 987 amostras de
soro e 216 amostras paranPCR. Destes, 193 suinos foram
seguidos até o abate, e os pulmdes foram inspecionados
em busca de pneumonias cranio-ventrais.

Em todos os casos, dos animais que
apresentavam pneumonias cranio-ventrais, foram
coletadas amostras de pulmdo para exame
histopatoldgico (algumas vezes mais de uma amaostra por
pulméo). Assim, foram analisadas pela histopatologia 44
pecas de pulmao de suinos pertencentes a granja A, 36 a
granjaBe 19 a granja C. Além de tudo isso, em todos os
grupos, os suinos foram observados quanto a ocorréncia
de tosse, diariamente, durante dez minutos, pelos
inspetores treinados.

Tratamento das amostras

Sorologia: A presenca de anticorpos contra
M. hyopneumoniae foi testada por ELISA (HerdChek ®
Mycoplasma hyopneumoniae, IDEXX, Maine, E.U.A.)
seguindo as instrucdes do fabricante. Os soros com
valores de densidade Optica (DO) superiores ao ponto

de corte foram considerados positivos, e 0s restante
(suspeitosos e negativos) como negativos.

nPCR: Os swabs nasais foram
ressuspendidos em 1mL de 4gua bidestilada estéril e
centrifugados a 10.000 x g durante 10min a 4°C. A partir
do sedimento, o DNA foi extraido usando um kit
comercial (DNAzol®, Invitrogen™, CA, EUA). A cada
quinze amostras, um swab vazio foi incluido como
controle negativo do processo de extracdo de DNA. O
nPCR foi feito de acordo com estudos anteriores
(CALSAMIGLIA et al., 1999b), exceto pelo fato de que
5% de glicerol ndo foi utilizado. A cada 5 amostras, foi
incluido DNA de Mycoplasma floccculare como
controle negativo e, a cada 15 amostras, DNA de uma
cultura pura de M. hyopneumoniae foi colocado na
altima posicdo como controle positivo. Os produtos
amplificados (352pb) foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1%, corado com 0,5pg/mL de brometo
de etidio e visualizados Para minimizar o risco de
contaminacdo, cada etapa do processo (extracdo de
DNA, PCR e electroforese) foi feita em salas separadas.

Histopatologia: Apos a fixagdo em formalina
tamponada a 10%, as amostras de pulmdes foram
desidratadas, incluidas em parafina, secionadas a 4pm e
coradas com hematoxilina-eosina para exame histolégico.
As leses histopatol 6gicas foram classificadas (de 0 a 4)
seguindo o critério de CALSAMIGLIA et al. (2000).
Somente foram consideradas como lesdes compativeis
com PES aquelas que tiveram uma pontuacéo de trés ou
quatro graus na escala proposta.

Andlise estatistica

Para a anélise estatistica, foi utilizado o
programa EPIDAT (Verséo 3.1, Galiza, Espanha). Foram
comparadas as propor¢des de suinos nPCR positivos da
seguinte forma: Nas granjas A e B foram comparadas as
proporc¢des de animais NPCR positivos nas 228, 82-102 e
152 semanas de idade, e as proporcdes de animais nPCR
positivos obtidas nas 212- 222 semanas foram comparadas
entre astrés granjas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas granjas A e B, nas quais 0s suinos foram
seguidos no tempo, o comportamento soroldgico foi
semelhante, apesar de serem dois sistemas de producgdo
diferentes (Tabela 1, Figura 1). Em ambas, a porcentagem
de suinos soropositivos com duas semanas de idade foi
alta (85,9% na granja A e 91,3% na granja B),
provavelmente devido ao estado imunologico das fémeas
(94,8% das fémeas soropositivas na granjaA e 97,5% das
fémeas soropositivas na granja B ao pds-parto (dados
ndo mostrados) pelo esquema de vacinagdo utilizado.
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Tabela 1 - Positivos sobre total de amostrados (e porcentagem -%-) para ELISA e nPCR nas diferentes amostragens nas distintas granjas, considerando as

idades dos suinos nas granjas A, Be C.

Idade (em semanas)
Granja Teste
2 810 15 21-22

A nPCR 10/112* (8,9) 26/103 (25,2) 21J101% (20,8) 17/99t1 (17)
ELISA 92/107 (85,9) 19/95 (20) 0/97 (0) 2/100 (2)

B nPCR 30/163* (18,4) 25/158 (15.8) 14/146% (9,5) 6/131 (4.6)
ELISA 148/162 (91,3) 69/155 (44.5) 1/144 (0,7) 3/129(2,3)

c nPCR - - - 10/216t (4,6)
ELISA - - - 33/987 (3,3)

* Diferenca estatisticamente significativa (P=0,04)
1 Diferenca estatisticamente significativa (P=0,02)
t Diferenca estatisticamente significativa (P=0,05)

Em ambos, houve um declinio no nivel de
anticorpos maternos na amostragem das 15 semanas de
idade, sendo positivos ao ELISA 0/97 (0%) dos animais
nagranjaAe 1/144(0,7%) dos animais ha granja B, em
conformidade com estudos anteriores (JAYAPPA et al.,
2001; CARRANZA et al., 2004) para a seguir, na
amostragem das 212- 222 semanas aumentar levemente
(dois reatores positivos na granja A, e trés reatores
positivos na granja B). Na granja C, a porcentagem de
soropositivos foi de 3,3% (Tabela 1, Figura 1).

A baixa proporcédo de suinos soropositivos
na fase de terminag&o nas trés granjas e o fato de que
nagranja B (nas amostragens realizadas 11 e 16 meses
ap6s o desenvolvimento do programa de
despovoamento parcial) ndo havia animais positivos
indicam que a soroconversao foi minima ou nula. Uma
limitagdo deste estudo foi ndo amostrar animais com
mais de 21-22 semanas de idade, para determinar
finalmente se os animais teriam soroconvertido, mas,
por razdes de gestao e de marketing, ndo pode ser feita
aamostragem.

Os resultados do nPCR mostraram que 0
agente manteve-se apds o desenvolvimento do programa
de despovoamento parcial nas granjas A e B e depois da
populacdo inicial na granja C. A presenca do DNA de M.
hyopneumoniae ndo indica uma infecgdo ativa e é
impossivel distingui-la de uma infeccdo assintomatica
(colonizacdo). Neste caso em que a tosse néo foi
detectada, e a soroconversdo e as lesdes pulmonares
foram minimas, poderiamos afirmar que o agente se
manteve, mas ndo em suficiente quantia para causar
doenca.

Quanto ao tipo de rebanho, detectaram-se
comportamentos diferentes entre eles. Na granja A (parto-
terminac&o), houve picos de nPCR positivos (Figura 1).
Isto pode ser devido a uma eliminacéo intermitente de

M. hyopneumoniae. O perfil obtido na granja B foi
totalmente distinto, porque a porcentagem de suinos
nPCR positivos diminuiu, semelhante ao padréo
sorolégico (Figura 1). Isso reforca a ideia de que sistemas
de segregacéo de animais, juntamente com o tratamento
antibidtico de forma pulsétil, sdo Gteis para reduzir a carga
bacteriana nas instalacOes e retardar a propagagdo do
organismo.

Embora a amostragem utilizada ndo fosse
calculada para detectar prevaléncia (mas pelo menos um
positivo), a prevaléncia esperada seria igual ou superior
a8,9% nagranjaA, eigual ou superior a 18,4% na granja
B (tendo diferenca estatisticamente significativa entre
ambas).

Neste estudo os resultados do nPCR
observados em leitdes com duas semanas de idade,
pertencentes as granjas A e B, sdo importantes em dois
sentidos. Por um lado, tem sido sugerido que a
prevaléncia da colonizacdo nasal de leitdes pode ser um
indicador da disseminacéo do M. hyopneumoniae pelas
fémeas (RUIZ etal., 2003) e isso € consistente com nossos
resultados devido a cerca de 20% das fémeas serem nPCR
positivas ao pos-parto (dados ndo mostrados) e estas
sdo, neste caso, a fonte mais provavel de infeccéo, ja que
0 ambiente tinha sido saneado, embora o agente possa
ser transmitido pelo ar a mais de trés kildmetros
(THACKER, 2006). Por outro lado, também tem sido
sugerido que a prevaléncia de leitdes PCR positivos ao
desmame pode ser utilizada para predizer a gravidade da
doenca em suinos na fase de crescimento-terminagdo
(FANO et al., 2007) propondo que, nos estabelecimentos
multiplos-sitios, com uma prevalénciainferior a 10%, a
gravidade da PES seria menor. No nosso caso,
poderiamos dizer que ambos os rebanhos tém certamente
mais de 10% de prevaléncia, mas, devido a terapia
antibidtica, ao sistema all-in/all-out e & segregacéo em
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Figura 1 - Porcentagens de animais ELISA e nPCR positivos dos grupos seguidos nas granjas A e B nas diferentes idades dos
suinos apés a implementacdo do programa de despovoamento parcial.

varios sitios na granja B, as lesdes pulmonares e a
soroconversao foram minimas, ou seja, foi minimizada a
gravidade da PES.

Quanto as lesdes microscopicas compativeis
com PES, as propor¢des foram as seguintes: 3/44 (6,8%)
na granja A, 3/36 (8,3%) na granja B. Na granja C ndo
houve lesbes compativeis com PES. Na granja A e na
granja B, dois pulm®&es mostraram les6es grau trés e um
mostrou tipicas lesdes pulmonares microscépicas (grau
quatro): hiperplasia linfoplasmocitaria perivascular e
peribronquiolar, hiperplasia de pneumdcitos tipo I,
edema do espago alveolar, o fluido com neutréfilos,
macrofagos e plasmdcitos, nodulos linfoides
perivasculares e peribronquiais -hiperproliferacdo de
tecido linfoide associado ao brénquio; BALT-
(CALSAMIGLIAetal., 2000).

As porcentagens de lesGes microscopicas
compativeis com PES foram baixas se comparadas com
aquelas encontradas antes do desenvolvimento do
programa de despovoamento parcial (dados ndo
publicados). Quando nés analisamos o percentual de
suinos NPCR positivos nas 212 - 222 semanas com 0

percentual de lesdes de pulméo, ndo ha umarelagdodireta.
Isso pode ser explicado porque o M. hyopneumoniae
esta presente no pulmdo, apesar de ndo existir uma
infeccdo (lesdo inicial), ou ha lesdo, mas M.
hyopneumoniae néo é detectado pelo nPCR, ou ainda
pelo fato de que as lesdes ndo sdo muito especificas, e
outros agentes podem causar lesdes similares, como virus
da gripe suina (THACKER et al., 2001) ou Circovirus
porcino tipo 2.

Com 15 semanas de idade, houve diferenca
estatisticamente significativa entre a proporcéo de nPCR
positivos da granja Ae B. Com 21-22 semanas de idade,
na granja A, houve 17% de nPCR positivo, uma
percentagem que é significativamente menor nas granjas
Be C(Tabela 1). Tudo isto pode sugerir um maior sucesso
destes tipos de programas em granjas com segregacao
deanimais.

Na granja C, houve suinos nPCR positivos
na fase de terminagéo, o que pode ser devido, embora o
desmame tenha ocorrido entre os 7 e 9 dias de idade, a
estes animais ja serem portadores de M. hyopneumoniae
ao ocupar as novas instalacdes. Isso significaria que o
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desmame precoce medicamentoso ndo é suficiente para
prevenir a colonizacdo de leitGes. Estudos prévios de
HARRIS (2000) demonstraram que, aplicando este
método de desmame, a erradicagdo é provavel, mas nem
sempre possivel, apesar do tratamento antibiético dos
leitdes e da imunizagdo das fémeas.

As baixas porcentagens de suinos
soropositivos com 21-22 semanas de idade, em todos 0s
casos, e as lesGes macroscopicas e microscopicas
compativeis com a PES ndo sdo considerados como
elementos suficientes para concluir que a PES néo foi
erradicada, pois ndo houve sinais clinicos (tosse), e as
lesBes podem ser causadas por outros agentes. Esta falta
de provas é apoiada pelos resultados dos
monitoramentos soroldgicos realizados na granja B, aos
1116 meses apds a aplicacdo do despovoamento parcial,
visto que foram ambas as amostragens negativas. A
utilizagdo da PCR ao desmame permite a aplicacéo de
algumas medidas que visam reduzir o impacto da doenca
em suinos nas fases de crescimento-terminacéo,
poupando tempo em relacdo a sorologia e inspecédo de
lesdes pulmonares, visto que, para executar essas
técnicas de diagnostico, deve-se esperar que 0s suinos
atinjam o final da fase produtiva.

CONCLUSAO

Nas condicbes deste estudo, M.
hyopneumoniae permaneceu nos estabelecimentos apds
implementagao dos programas de controle/erradicacao,
mas em pequena quantidade para causar a doenca.
Destacamos o uso da PCR, ferramenta que deveria ser
aplicada como técnica diagndstica de rotina de
monitoramento em programas de controle do agente. Os
resultados da PCR podem ser aproveitados em
complemento a outros instrumentos de diagnostico, tais
como a observacdo de sinais clinicos, sorologia e a
inspecdo da lesdo pulmonar no abate neste tipo de
monitoramento.
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