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RESUMO

Vinie e quatro suinos SPF foram divididos em 3 grupos de
oito animais cada (A, B e C). Trés animais do grapo A foram
inoculados por via intra-traqueal com Mycoplasma hyopneumoniae
e 08 ¢ineo suinos restantes mantidos em contato com os inoculados.
Da mesma forma, 3 suinos do grupo B foram inoculados por via
tntra-nasal com AMycoplasma flocculare e os demais deixados em
contate com os mesmos. Oifo amimais foram mantidos como
controle. Foram obtidas, semanalmente, amostras de sangue de cada
animal. Os soros foram usados como soro padrio positivo para
M.hyopneumoniae, soro padrio positivo para M flocculare e soro
padriio negativo, para avaliar um "kit" comercial imiportado! de
diagnostico sorologico da Pneumnonia Micoplasmica Suina (PMS), 3
partidas experimentais de antigeno para o teste de fixac#o de
complemento ¢ duas partidas de antigeno para o teste
1muncenzimatico para o diagnostico da PMS. Conchuiu-se que o
"kit" avaliado apresentou baixa sensibilidade para detectar
anticorpos contra o M.Ayopneumoniae, podendo induzir a resultados
falso-negativos. Por outro lado, o "kit" demonstrou 100% de
especificidade em relagdo ao M flocculare. Os resultados revelaram
que pode-se usar esie "kit" para defimir o "status" sanitario de um
rebanho, porém 31% dos animais com resultado negativo podem
estar com a PMS e este fato deve ser levado em consideracdio na
interpreiagdo dos resultados. Os meétodos empregados para a
produgdo dos antigenos para os testes de fixag#o de complemento e
imunoenzimatico foram ineficientes.

PALAVRAS CHAVES - AMvcoplasma hvopneumoniae,
Poeumonia Micoplasmica Suina, Pneumonia Enzootica Suina,
Enzyme Immunoassay Kit Dr. Bomumeli, ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) e Teste de Fixagiio de Complemento.

lpr. Bommeli AG. 0059/1/85. Stationsstrasse 12, CH -
2097, Liebefeld-Bern. Switzerland.,
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1. INTRODUCAO

O sistema intensivo de produgdo de suinos ¢ adotado pela
grande maionia das suinoculturas industriais. Neste sisiema, os
suinos s&o manejados e mantidos em ambiente que favorece o
aparecimento ou agravamento de doengas respiratorias, como a
pneumonia micoplasniica suina, pleuropneumonia e rinite atrofica.

Particularmente, a Pneumonia Micoplasmica Suina (PMS),
também conhecida como pneumonia enzoodtica suina, é considerada
como o fator que mais interfere na eficiéncia de produgdo de suinos
(DAYAILU e ROSS, 1990; MADSEN, 1982).

Chinicamente, a doenga é caracterizada por um curso ¢crénico,
tosse, queda da conversdo alimentar e retardamento do crescimenio.
Apresenta alta taxa de morbidade e baixa taxa de mortalidade
(KUBO et al., 1990, IBAYASHI et al., 1990; PETERSON et al.,
1990).

Segundo POITON et al. (1985), a PMS quando endémica,
provoca uma queda de 13,9% na conversfio alimentar, uma redugio
de 12,7% na taxa de crescimento dos animais infectados

experimentalmente e de 15,9% nos animais infectados naturaimente.
Estas perdas ocorrem deste o desmame até o abate.

O agente etiolégico da PMS ¢é o Mycoplasma
hyopneumoniae, mas rtaramente encontra-se, apenas, este
microrganismo infectando os pulmdes dos animais doentes.
Geralmente, a doenga ¢ exacerbada por agentes secundartos,
principalmente Pasteurelln multocida sorotipo A (BUCH, 1982,
KAZAMA etal., 1989).

A PMS tem uma distribuigfo mundial (KAZAMA et al,
1989; DAYALU e ROSS, 1990), aparecendo de maneira similar em
todo o mundo, apesar das diferencas climaticas e de manejo
(THOMAS, 1984). A prevaléncia do M. hvopneumoniae em
populagdes suinas comerciais ¢ muito alta (PETERSON et al,
1990), sendo a PMS uma das doengas mais comuns dos suinos
(FALK et al, 1990). STIPKOVITS (1990) estima que o
Mycoplasma hyopneumoniae se encontra presente em 80% das
granjas comerciais de suinos em tode o mundo.

Considera-se que a PMS ocoma de forma bastante
disseminada no Brasil, representando um problema para os
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produtores devido aos prejuizos econdmicos gerados por esta
doenga. O problema ¢ agravado pelo dificil controle da PMS, pois o
M. hyopneumoniae é muito resistente e/ou insensivel a antibitticos ¢
drogas de um modo geral.

Outro fator agravante & ¢ baixo nimero de pesquisas que
estdo sendo realizadas no sentido de diagnosticar e controlar a PMS
no Brasil Ainda nfio foram desenvolvidas no pais técnicas
laboratoriais  eficientes de  diagnostico desta  doenga,
tmpossibilitando a execugdio de programas de controle ¢ avaliagSes
das vacinas comerciais. No entanto, é possivel a importagio de "kits"
de diagnostico sorolégico da PMS, porém estes apresentam alto
custo.

Pretende-se com este trabalho contribuir com a instituicdo de
métodos laboratoriais de diagnostico da PMS, que sejam seguros,
precisos, sensiveis, especificos e econdmicamente viaveis.

Fot avaliado um "kit* comercial umportado e foram testados
métodos de produgio de antigenos de Af hyopneumoniae para serem
empregados nos testes de fixagdo de complemento e
imunoenzimatico, este baseado na cinética da reacéo. Para tal, foi
feito a reprodugdio da PMS em suinos SPF, visando a produgio de
soro imune a ser empregado como soro padrio positivo nos testes
sorologicos e na avaliagdo do "kit" comercial. Inoculou-se, também,
suinos SPF com Mycoplasma flocculare, objetivando a produgio de
SOTO imune contra esse microrganismo, o qual foi usado para testar a
especificidade do "kit" comercial avaliado e dos antigenos
produzidos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Atualmente no Brasil, o diagnodstico da PMS é feito através
da observagio da sintomatologia clinica e observagdo de lesdes
macroscopicas e microscopicas tipicas. Porém, estas lesdes niio s#o
patognomonicas. Segundo STIPKOVITS (1990), a auséncia de
lesdes em pulmdes nAo indica auséncia de infecgdo e, por outro lado,
a presenca de lesdes histopatologicamente sugestivas de PMS, n#o ¢
especifica da doenga.

Meétodos confiaveis de diagnostico sdo essenciais para o
sucesso de progmamas de controle da PMS (FREEMAN et al., 1984;
ARMSTRONG et al., 1984), sendo imporiante n#o 56 onde a doenga
¢ endémica, mas principalmenie para monitoramento de rebanhos
hvres da doenga. Nestes rebanhos, devido a estrutura do sistema de
comercializagfio de animais de reproducdo, assume fundamental
ipportdncia o diagnéstico preciso para que nfo haja, através da
movimentagio dos suinos, a infeccdo de rebanhos indenes e,
também, para que o efetto deletério da PMS néio interfira no processo
de sele¢dio dos animais.

E citado na literatura estrangeira varios métodos laboratoriais
de diagnostico da PMS, os quais estdo descritos a seguir, juntamente
com suas vantagens e limitagdes.

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAQO DO AGENTE
ETIOLOGICO - O M.hyopneumoniae ¢ um microrganismo muito
dificil de ser cultivado "in vitro", devido ao seu crescimento lento e
as exigéncias, quanto ao meio de cultura. Este fato limita o uso desta
técnica para o diagnostico em rotina da PMS, principalmente devido
as dificuldades e vanagdes do método de isolamento (McKEAN et
al., 1979, AMANFU et al., 1984).

IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA - Este ¢ um
método eficiente para a detecgdo do M hyopneumoniae em secgdes
de pulmdes. Segundo WENG (1980), este teste apresenta boa
especificidade, sensibilidade, rapidez e precisdo. Porém apresenta
algumas lumutagdes que impedem o uso em rofina, como:
necessidade de manter a amostra a ser festada em gelo seco, logo
apos a colheita; seu uso é hmmtado ao diagnostico de animais que se
encontram na fase inicial da PMS, pois o M hyvopneumoniae sb esta
presente nesta fase, e, por fim, o teste & feito em amostras de
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pulmdes de animais abatidos, 0 que impossibilita a disctiminacio de
animais vivos livres e contaminados pelo agente etiologico da
doenca. Esta diseriminagdo ¢ de grande valor em animais que serfo
comercializados.

TESTES SOROLOGICOS - Os testes sorologicos sio
importantes ferramentas para o diagnostico de doencas e possuem a
vantagem de serem executados em animais vivos. A maioria dos
testes sorologicos de diagnostico da PMS nfio ¢ considerada
completamente satisfatoria, devido as reagdes cruzadas entre o
M hyopneumoniae e o M flocculare, que é um habitante comum e
apatogénico dos pulmdes dos suinos (ARMSTRONG et al., 1987).
Estes micoplasmas possuem epitopos semelhantes, o que induz a
uma alta porcentagem de resultados falso-positivos {(YOUNG e
ROSS, 1987; MORI et al,, 1988). E necessario utilizar, portanto,
meétodos sorologicos que minimizam estes falsos resultados.

Inibicio da hemaglutinagic - Segundo KOBISCH e
NICOLET (1987) este ¢ um método com relativa especificidade,
porém & sua sensibilidade e precisdo ¢ mais baixa do que os testes de
fixaglio de complemento e imunoenzimatico para o diagnostico da
PMS. Uma limitag#o deste teste é o fato de necessitar de hemacias
de perus, as quais 56 sdio obtidas com facilidade em poucas regides
produtoras de suinos no Brasil.

Aglutinacio em litex - McKEAN et al. (1979) concluiram
que o teste de aglutinacdo em latex ¢ wm método util e sensivel para
a avaliacfio da infecglio pelo M. hyopneumoniae, principalmente com
a doenga em fase mais avangada, porém ¢ questionada a
especiticidade do mesmo.

Fixacio de complemento - O teste de fixacio de
complemento tem sido amplamente utilizado para o ‘diagnéstico
laboratorial da PMS em varios laboratorios especializados nos
Estados Unidos € na Europa. Este método ¢ menos sensivel que o
teste imunoenzimatico, principalmente em fases mais avancados da
mnfecgdio (LLOYD et al., 1987). No entanto, utilizando o método de
diluigdo do complemento conseguiu-se aumentar a sensibilidade do
teste, possibilitando a detecgio de anticorpos contra o -
M.hyopneumoniae, principalmente, em estadios iniciais da infecgdo.
Comparando com os demais métodos imunologicos de diagnostico
da PMS, o teste de fixagdo de complemento apresenia boa
especificidade (ROSS, 1986).
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"Imunoblotting” - Este ¢ 0 método mais preciso e especifico
para o diagnéstico sorologico da PMS, uma vez que ¢ capaz de
separar componentes antigénicos especificos do Mycoplasma
hyopneumoniae (MORI et al., 1988). Porém, sua aplicabilidade esta
limitada aos laboratorios mais especializados.

Testes imunoenzimaticos - Estes sio métodos de alta
sensibilidade e tém sido empregados com sucesso para o diagnéstico
preciso e especifico de diversas doencas. Ja existem “kits"
comerciais importados que utilizam teste imunoenzimatico para o
diagnostico da PMS.

O mais usado dos testes imunoenzimatico é o ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), pois apresenta baixo custo,
quando comparado com outros métodos de diagnostico, facil
execucdo e proporciona a obtengdo dos resultados com rapidez. No
entanto, tem se questionado a especificidade do ELISA para o
diagnostico da PMS, devido 4 possivel reagfo cruzada com outros
micoplasmas, especialmente AMycoplasma flocculare. Segundo
FREEMAN et al. (1984), o grau de reagdio cruzada entre
M.hyopneumoniae e outros micoplasmas suinos ¢ significativo,
acamretando resultados falso-positivos no ELISA. Porém, estudos
mais recentes contradizem esta hipotese. KAZAMA et al. (1989)
utilizou o "tween20" para a extragdo do antigeno de Mycoplasma
hyopneumoniae e n3o observou reagfo cruzada com soro hiperimune
de M. flocculare, aumentando-se assim a especificidade do teste.
Segundo ARMSTRONG et al. (1987), os suinos infectados
naturalmente pelo M flocculare nio desenvolvem niveis de
anticorpos suficientes para interferir com o teste. Estes fatos sugerem
que o ELISA pode ser um método eficiente para o diagnostico da
PMS.

Existem vdrias técnicas para a execu¢do e a padronizagdo de
testes imunoenzimaticos para detecgdo de anticorpos. O sistema
KELA (Kinectics Based Enzyme Linked Immunosorbent
Assay), desenvolvido por JACOBSON e DOWNING (1991), é um
tesie computadorizado baseado na cinética da catalizagio do
substrato. Segundo JACOBSON et al. (1982), quando comparado
aos testes sorologicos convencionais, 0 KELA demonstra maijor
eficiéncia através da automatizacdo e computadorizagio. Este
sisiema reduz consideravelmente as variagdes relacionadas com a
instrumentagfo, reagentes e operador, obtendo-se assim resultados
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mais especificos e precisos. No sistema KELA sio empregados soros
padrBes positivos com baixo, moderado e alto titulo de anticorpos,
para a padronizagio de uma curva das densidades Oticas. Estas
caracteristicas do KELA podem ser adequadas para distinguir a
resposta sorologica induzida pelo A hyopneumoniae daquela
induzida pelo M, flocculare, aumentando a especificidade do teste,
visio que os animais infectados pelo M flocculare apresentam titulo
de anticorpos significativamente menores (ARMSTRONG, 1987).

E possivel hoje no pais, a importacéo de "kits" de diagnostico
da PMS que empregam tesies imunoenziméticos como o ELISA
indireto, no entanto nio conhecemos a eficiéncia dos mesmos. O
presenie trabalho visa a avaliagio de um "kit" cormercial importado.
Com esta disseriacio pretende-se, fambém dar o primeiro passo no
sentido de desenvolver técnicas laboratoriais de diagnostico da PMS
no Brasil.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Reproducio da Pneumonia Micoplismica em Suinos SPF

3.1.1. Preparagio de inoculo
Para a preparagio dos indculos, as seguintes amostras de
micoplasmas foram empregadas:
« Mycoplasma hvopneumoniae
- Purdue - Master Seed. 11 passagens. 10/10/89;
+  Mbycoplasma flocculare.
- ATCC 27395. Aug/8/72. MEDS555.

Estas amostras foram cultivadas em meio de Friis (FRIIS,
1975) sem a adiglo de antibidticos, incubadas a 37°C, sob agitagfo
at¢ o meio atingir o pH 6,8. Neste ponto, considerou-se que o
moculo estava com nimero suficiente de microrganismos para
infectar os animais (HODGES e BETTS, 1969).

Foram colhidas amostras de cada inoculo para determinar a
concentragfio de organismos viaveis através da Unidade de Mudanga
de Cor (UMC), segundo TAJIMA e YAGIHASHE (1982). Os
moculos de M Ayvopneumoniae apreseniaram uma UMC media de
1085 e os de M, flocculare 1045,

3.1.2. Inoculacio dos suinos

Foram selecionados 24 suinos mesti¢os (Landrace x Large
White) SPF produzidos no Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e
Aves (CNPSA) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), Concordia - SC. Estes foram divididos em trés grupos
(A, B e C), cada um composto de oito animais (Quadro 01).

Cada amimal, antes da inoculagdo, receben de 2 a 4 ml da
segmnte mistura de tangitilizantes: 1 ml de amaleato de
acepromasinaZ 10mg/mi e 10ml de ketamina3 a 100mg/ml.

Trés animais do grupo A foram escolhidos aleatoriamente e
inoculados com M.hyopneumoniae, por via intra-traqueal, com trés
moculacdes intervaladas de 24 horas. Os demais suinos do grupo
foram mantidos em contato com estes animais. Da mesma forma trés

2Acepromazine maleate infection. Lab. Tech America.
3Ketaset {ketamina - ECl). Lab. Aveco.
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amimais do grupo B foram inoculados com A flocculare por via
mtranasal. Foram feitas quatro inoculagGes intervaladas de 24 horas.
Outros cinco suinos foram mantidos em contato. O volume do
inéculo administrado em cada animal foi iguat a 10 ml.

QUADRO 01 - Identificagdc dos suinos SPF empregados no

experimento.
Numero do Sexo Idade & primeira Grupo
animal inoculagio (dias)
44 F 86 A
45 F 86 A
52 M 84 A
55 F 84 A
56 F 84 A
61 M 84 A
64 M 84 A
66 F 84 A
35 M 91 Ci
40 F 86 o
62 F 84 (o8
69 M 84 G
30 M 91 B
43 M 86 B
48 F 86 B
49 F 86 B
53 M 84 B
59 F 84 B
60 F 84 B
63 M 84 B
36 F 21 C,
50 F 86 2
51 F 86 Ca
71 F 84 Cs

O grupo C fo1 designado grupo controle. Foi feita uma
subdivis#o dos animais do grupo C em: subgrupo C; (animais
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identificados com os nimeros 35, 40, 62 ¢ 69 eC;(36,50,51 e 71).
Os quatro animais do subgrupo C;, foram mantidos como controle
relativo aos animais do grupo A e os animais do subgrupo C,
relativo aos animais do grupo B.

Todos os animais do experimento foram mantidos em total
isolamento, tomando todas as medidas necessarias para que nio
sofressem infecgBes por outros microrganismos.

Semanalmente foram feitas cotheitas de amostras de sangue e
exame clinico, baseado na inspegiio visual, de todos os suinos,

3.1.3. Necropsia

Os suinos do grupe A foram abatidos § semanas apos a
inoculagdo (pi) e os do grupo B, 14 semanas pi. Junto com o abaie
do grupo A foram também abatidos os animais pertencentes ao
subgupo C; e junto com os suinos do grupo B foram abatidos os
dewais controles negativos (subgrupo C,).

O sacrificio dos animais foi feito através de choque elétrico e
sangria asséptica pela veia jugular para a colheita do sangue total.
Separou-se o soro, o qual foi empregado nos testes sorologicos.
Abriu-se assepticamente o térax dos suinos, tomando-se os cuidados
DeCcessAros para se evitar a contaminagio do sistema respiratorio.

Fez-se o exame macroscopico da cavidade toracica e seus
orgdos. Foi determinado o percentual de hepatizagio pulmonar
segundo PIFFER e BRITO {1990}. O volume relativo de cada lobo
em reiagdo ao volume total do pulmio foi o seguinte: Iobo apical
direito e cardiaco direito = 0,11; lobo apical esquerdo e cardiaco
esquerdo = 0,06; diafragmatico direito = 0,34, diafragmatico
esquerdo = 0,27, e intermediario = 0,05 (nimeros descritos em
porcentagem).

Amostras de pulmdes com dimensdo aproximada de 3,0 X
2,0 X 1,5 cm, foram colhidas assepticamente para os seguintes
exames: isolamenio de micoplasmas, testes bacteriolégicos e
histopatologico.

Foram feitos cortes transversais nos focinhos de iodos os
amimais para avaliar o grau de comprometimento das conchas nasais
de acordo com método descrito por MARTINS et al. (1985).

Foram colhidas amostras das tonsilas e "swabs" dos cometos
nasais, as quais foram submetidas a testes bacteriologicos ¢ exame
anatomo-patologico.
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3.1.4. Exames histopatolégicos

Colheram-se amostras do pulmio de todos os Ieitdes
necropsiados e observados quanio a presenga ou auséncia de lesBes
macroscopicas. Estas amostras foram fixadas em formalina neutra
tamponads a 10%, posteriormente, desidratadas, diafanizadas e
cortadas a cinco micrémetros. Os cortes foram laminados, corados
pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e examinados ao
microscopio otico.

3.1.5. Isolamente do Mycoplasma hyopneumoniae

Nos pulmdes com lesdes, as amostras foram colhidas na
Jungdo do tecido lesado com o tecido normal. Estas amostras foram
maceradas em um gral com areia estéril. Acrescentou-se ao
macerado meio de Friis num volume aproximado de 10%. As
solugdes contendo o macerado foram dituidas até 1:107 em meio de
Friis e incubadas a 37°C sob agitagio, até que se observou mudanca
da coloraglo, um indicativo de crescimenio de microrganismo,
possivelmente A hvopneumoniae ou M flocculare. Apbds cinco
passagens em caldo, cultivou-se as amostras em meio sélido de Friis
(FRIIS, 1975) e estas foram incubadas em condigdes de
microaerofilia a 37°C por aproximadamente 7 dias.

Foram feitas leituras diarias das culturas em meio sélido com
o auxilio de um microscopio estereoscopico.

3.1.6. Teste de imunofluorescéncia

As amostras isoladas em meio de cultura descritas no item
anterior foram centrifugadas apés 3 dias de incubagdio sob as
condigSes ji citadas. O sedimento foi colocado em limina de
mucroscopia e fixado pelo calor. Montou-se duas ldminas para cada
amostra colhida de cada animal empregado no experimento (suinos
SPF dos grupos A, B e C). Cada limina foi mergulhada por 10
minutos em metanol absoluto e secou-se a mesma ao ar. Depois
foram feitas duas lavagens da lamina com PBS, pH 7,5, sob agitagio
e com uma duragéo de 5 minutos cada. A coloragio das laminas foi
feita segundo AMANFU et al. (1984). Foi feita a contra-coloragdo
com azul de Evans durante 2 minuios e depois lavade duas vezes
com agua destilada deionizada e seca ao ar. A lamina foi montada
utilizando "phosphate buffered glycerin", pH 7.4.
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Procedeu-se a leitwa em microscopico de fluorescéncia
binocular, equipado com condensador de campo escuro ¢ lmpada a
vapor de mercurio Osram HBO 200. Foram usados os filtros
excitador azul (BG12) e barreira amarelo (K530).

3.1.7. Testes bacteriologicos

Submeteu-se as amosiras a tesies bacteriolégicos objetivando
a observagio da presenga dos seguintes agentes patogénicos das vias
respiratorias  dos suinos: Pasteurelle multocida, Bordetella
bronchiseptica e Actinobacillus pleuropneumoniae.

As amostras colludas durante a npecrdpsia foram
transportadas assepticamente para o Laboratorio de Bacteriologia,
onde foram realizados os exames bacteriolégicos.

3.2. Avaliacic de um "kKit" comercial de diagnostico da
pneumonia micoplismica suina

Fot avaliado o "Enzyme Immunoassay Kit Dr. Bommeli™, o
qual realiza o diagnéstico sorolégico da PMS através do ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) indireto. Para esta
avaliagdo, empregou-se as amostras de soro colhidas 8 {grupos A e
Cy) e 14 (grupos B e C,) semanas pi. Seguiu-se as recomendages
do fornecedor para armazepar o "kit" e para executar os testes.
Todos o0s reagentes empregados faziam parte do "kit".

Cada amostra de soro foi testada em duplicata e, depois,
repetiu-se o teste. Desta forma obteve-se quatro leituras de cada
amostra.

Procedeu-se diluigdes 1:100 das amostras de soro a testar
(soros dos animais dos grupos A, B e C), soro controle negativo e
soro controle positivo e colocou-se 0.2 ml destas solugdes nos
pocinhos. Cada amostra ou controle ocupou 2 pocinhos vizinhos. A
microplaca foi coberta com uma tampa plastica, agitada por 15
segundos e incubada em cmara imida a 37°C por 1 hora.

Apés este periodo, agitou-se suavemente a microplaca
lavando-a por trés vezes, com intervalo de 3 minuios entre cada
lavagem.

i br. Bommeli AG, 0059/1/89. Stationsstrasse 1z, ¢B -
3057, lLiebefeld-Bern. Switzerland.
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Imediatamente apos, adicionou-se o conjugado previamente
diluido a 1:200. Colocou-se 0.2 ml da solugiio em cada pocinho da
microplaca. Esta foi novamente coberta, agitada por 15 segundos e
incubada em uma cimara umida a 37°C por 1 hora.

Apos este periodo a microplaca foi lavada como j4 descrito.

O proximo passo foi a adigio de 0,2 mi da solugdo
cromogénica a cada pocinho. Cobriu-se a microplaca e esta foi
mantida no escuro a temperatura ambiente por 30 minutos. Apéds a
incubacéio, a microplaca foi agitada levemente e acrescentou-se a
solugdio para interromper a reacic (50ul em cada pocinho).
Novamente a microplaca foi agitada suavemente e procedeu-se a
lettura dos resultados.

Foi feita a leitura da densidade otica a 405ym e foram
calculadas as médias das absorvancias de cada amostra.

Para a interpretagio dos resultados, subtraiu-se o valor médio
do controle negativo de todos os valores médios das amostras e,
inclusive, do conirole positivo. A leitura do controle positivo menos
a do controle negativo foi considerado 100% e o seguinte "score” foi
esiabelecido pelo fomecedor para a interpretagfio dos resultados:

«<50% = negativo
50 - 70% = suspeito
>70% = posiuivo

As meédias das absorvincias dos irés grupos foram
comparadas estatisticamente através do teste "student" (teste t).
Foram, ainde, calculados os seguintes valores para avaliar a
performance do "kif" de diagnostico: sensibilidade, especificidade,
valor predictivo teste positivo, valor predictivo teste negaiivo, razio
probabilisiica dos resuliados do teste, segundo TYLER e CULLOR
(1989).

3.3. Producio de antigeno para o teste de fixaciic de
complementa.

Duas cepas de M hvopneumoniae foram empregadas para a
preparagio do antigeno para o teste de fixagdo de complemento:
¢ Cepa 11. ATCC 25095, Jan/15/81. MEDS555.
» Cepal ATCC 27715 FCX3 SUB-27. June/19/73. MEDS555.
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Inicialmente foram feitas de trés a cinco passagens das
amostras supracitadas em meioc de Friis. Foram produzidas trés
partidas de antigeno, identificadas como: 1,2 ¢ 3.

Para a produgdo da partida 1 inoculou-se 500 ml de meio de
cultura com a cepa 11 de M hvopneumoniae, a qual sofreu cinco
passagens no laboratorio e apresentou uma UMC igual a 108 O
meic de cultura empregado foi também o meio de Friis sem
antibidticos, porem adicionou-se soro de suinos SPF tratado com
acido por 3 horas. O tratamento acido do soro foi feito segundo
SWITZER (1972).

Para a produgdo das dernais partidas de antigeno empregou-
se a amosira J de M. hvopneumoniae, com trés passagens ¢ UMC
igual a 10°. Na produgsio da partida 3 do antigeno, utilizou-se o meio
de Friis também sem antibiético, mas com soro de eqinc normal
com tratamento acido de 18 horas (SWITZER, 1972).

Apoés a inoculagiio dos meios com as amostras como descrito
acima, o mesmo foi ineubado a 37°C. A partida 1 foi incubada sob
agitacdio e as seguintes, em repouso. Apos 4 dias de incubagio, o pH
do meio atingiu 6.8 e uma leve opacidade foi observada. Considerou-
se este 0 ponto de crescimento ideal, segundo HODGES e BETTS
(1969). Este material foi entdio centrifugado a 14.000xg por 30
minutos, lavado duas vezes com tampdo veronal pH 7.4. O
sedimento final foi ressuspendido em 5 mi de tampiio veronal. Esta
solugdo foi entdo aquecida a 50°C por 30 minutos em banho-maria
e estocada a -70°C (MORI et al., 1983).

3.4. Produgfie de antigeno para o teste imunoenzimatico.

Foram produzidas duas partidas de antigeno para o teste
imunoenzimatico segundo NICOLET e PAROZ (1980), as quais
foram identificadas como partidas 4 e 5, seguindo a ordem de
produgdo.

Utilizou-se a cepa J5 de M. fyopneumoniae. Esta amostra foi
cultivada em meio de Friis adicionado de soro de eqtiino normal. O
soro foi tratado com acido por 18 horas como descrite por SWITZER
(1972). Este matenal fo1 incubado a 37°C sem agitagdo até que o
meio adiquiriv uma coloragido amarela. Este ponto foi atingido com 3

SStrain J. ATCC 27716 PFCX2 SUB-27. June 19/73. MEDSES.
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dias de incubagdo. Mediu-se a UMC que foi igual a 10° e também o
pH que foi igual a 6,8. Este matenial foi centrifugado a 14.000xg por
30 minutos. O sedimenio foi lavado trés vezes com PBS pH 7,2. O
sedimento final foi ressuspendido em 3 ml de PBS pH 7,2.

A extragiio do antigeno foi feita com Tween20. Misturou-se
volumes iguais da solugio de antigeno com Tween20 a 2% em PBS
pH 7,2. Esta solug#o foi entfo incubada a 37°C por 90 minutos, com
agitaco ocasional. Cenfrifugou-se a solugio a 50.000xg por 1 hora e
colheu-se o sobrenadante, que foi filtrado em filiro millipore
{membrana 0,22pm) e dispensade em tubos eppendorf em volumes
de 0,5 mi.

Mediu-se a concentragdio de proteinas de cada partida de
anfigeno pum especirofotdmeiro equpado comn luz ultra-violeia
segundo JOHNSTONE e THORPE (1988). A partida 4 apresentou a

seguinte concentragdo: 56,69 pg/ml e a partida 5 41,43 pg/ml.

3.5. Padronizagiio do teste de fixacfio de complementeo

Para testar os antigenos produzidos, teniou-se montar e
padronizar o teste de fixacio de complemento. Para fal. seguiu-se o
método descnto por LABORATORY BRANCH COMPLEMENT
(1965).

Inicialmente foi obtida uma solug#o de hemacias de carneiro
a 2,8% e esta foi sensibilizada com hemolisina.

O proximo passo foi a preparagdo do padrio de hemolise,
usado na interpretacdo dos resultados. Uma solugio de hemoglobina
foi preparada misturando-se 1 ml da suspensido de hemacias a 2,3%
com 7,0 ml de agua destilada, provocando-se assim lise das
bemacias. Preparou-se também uma suspensfio de hemacias a
0,28%. O padrio de hemolise fo1 preparado segundo o Quadro - 02.

Marcou-se duas microplacas com fundo em "U", segundo a
Figura 01. Uma terceira microplaca foi usada para controle do soro e
da hemolisina.
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QUADRO 02 - Distribuico dos reagentes para a producido do
padriio de hemolise.

Reagentes TUBOS
T2 3 4 5 & T & 9 10 1

Hemoglobina {00 01 02 03 02 05 06 07 08 09 10

Hemacias 10 09 08 07 06 05 04 03 02 01 0O
% de 0O 10 20 3 4 5S¢ 60 ¢ 8 90 10

. 0
Hemoéhise

LEGENDA: Hemoglobina = solugdo de hemoglobina e hemacias =
suspensdo de hemacias a 0.28%.

FIGURA 01 - Distribuicdo dos reagentes na microplaca para a pa-
dronizacdo das partidas de antigeno produzidas para

o teste de fixagdo de complemento.

dilui¢do do soro

8 14 32 64 128 256 [:}¥) 1024 2040 PH 5] ]
11 I o |
12 1
1:4 2z
18 3
116 4
132 5
164 6 10
1128 R
T dituicgo do antigeno

O soro padrdo positivo (soros de suinos SPF inoculados com
M. hvopneumoniae - grapo A) empregado no teste foi inativado a
56°C por 30 minutos e diluido de 1:8 a 1:2048 O antigeno foi
diluido até 1:128. Estes reagentes foram entdo distribuidos no
volume de 350ul por pocinho, come mostra a Figura 01. O soro
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também foi distribuido na terceira microplaca, reservada pama o
controle do mesmo.

O proximo passo foi adicionar o complemento na diluigéo
¢tima previamente estabelecida pelos técnicos do Laboratorio de
Bacteriologia do CNPSA - EMBRAPA (tifulo 1:86). Foram
adicionados 50ul da solugdo de complemento em todos os pogos
com excegdio do coamtrole da hemolisina, ¢'2,5 e no padrio de
hemolise. Na coluna ¢'2,5 foram adicionados 25ul da solugfio de
complemento.

As mucroplacas foram cobertas, agitadas por 15 segundos e
refrigeradas por 18 horas.

Apos este periodo de tempo, adicionou-se 2544 de hemadciag
sensibibzadas em todos os pocinhos, com excegio do padrio de
hemolise, agitou-se as microplacas por 15 segundos e estas foram
incubadas a 37°C por 30 minutos. Apés a incubagio foram
centrifugadas a 0,30xg por 5 minutos e procedeu-se a leitura dos
resultados.

3.6. Padronizaciio do Teste imunoenzimatico

Da mesma forma que o teste de fixagdo de complemento,
tentou-se montar e padronizar o teste imunoenzimatico para testar as
duas partidas de antigeno produzidas (parida 3 e partida 4). Para tal
seguiu-se o método descrito por JACOBSON e DOWNING (1991)
para titular o antigeno. As etapas do teste imunoenzimético foram
executadas segundo NICOLET e PAROZ (1980) e BRUGGMANN
e KELLER (1977).

Foram realizadas seis provas para testar as duas partidas de
antigeno, com uina repetigio de cada prova. Os fatores variantes de
uma prova para outra foram as partidas e as concenira¢Ses iniciais
do antigeno, como mostra o Quadro 03.

Denominou-se concentracdo micial do antigeno dquela
dllun;ﬁo colocada na primeira coluna da microplaca e que, a partir
dela, foram realizadas as demais diluigGes. ,

As microplacas foram impregnadas com 200yl da solugiio de
antigeno desde de a concentragio inicial até a diluic8o 1:1024
(Figura 02). A coluna numero 12 foi usada para os controles dos
demais reagentes {controle negativo).
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QUADRO 03 - Concentragio inicial de cada partida de antigeno nas
sels provas reahizadas.

PROVAS CONCENTRACAQ INICIAL (uig/ml)
partida 4 partida 5
Prova 1 10,00 10,00
Prova 2 20,00 20,00
Prova 3 56,60%+ 41,13%*

LEGENDA. **Solug¥es sem diluigdo.

Uma vez com as diluigSes corretas do antigeno, a microplaca
foi agitada por 5 minutos, coberta e incubada a 4°C por 18 horas
dentro de uma cdmara imida. Depois proceden-se a lavagem da
microplaca por quatro vezes, com intervalo de 1 minuto entre cada
lavagem.

FIGURA Q2 - Disposigdo das diluigSes da solugéio de antigeno na

microplaca.
= 12 i4 1.8 1id 1:32 164 L1128 1254 1912 FHi04  w=
2 3 4 5 6 7 8 a 10 1t i2

i

OO0 me

LEGENDA: * concentragdo inicial e ** controle negativo.

Imediatamente apos retirar toda a solugdo de lavagem da
microplaca, acrescentou-se 100p! de uma solugdo de bloqueio em
todos os pocinhos. Em seguida, a mucroplaca foi agitada por 5
minutos, coberta e incubada a 37°C por 1 hora. Apos este periodo,
procedeu-se novamente a lavagem da microplaca como ja descrito. O
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proximo passo foi acrescentar 100 pl da solugdo do soro padrio
positivo e do soro padriio negativo, na diluigdo 1:100, dispostos de
acordo com a Figura 03.

Empregon-se os soros dos suinos SPF citados no ftem 3.1,
como soro padrio. Os soros dos suinos inoculados com
M. hyopneumoniae {(grupo A) cothidos nc oitava semana pi, foram
empregados como soro padrdio positivo; os soros dos suinos
inoculados com M flocculare (grupo B) colhidos na décima quarta
semana pi, foram utilizados para controle da especificidade do teste,
€ o soro dos suinos do grupo controle, como soro padrio negativo.

A microplaca foi coberta, agitada por 15 segundos e
incubada a2 37°C por 1 hora. Procedeu-se a lavagem da microplaca
como }a descrito e acrescentou-se 1001 da solugio de conjugado
(peroxidase conjugada com IgG anti-suino®) em todos os pocinhos.
Novamente a mucroplaca foi coberta, agitada por 15 segundos,
mcubada a 37°C por 1 hora e lavada. A etapa seguinte foi a adigfio
de 100! da solug3o cromogénica (ABTS - 2,2-azino-di(3-ethyl-
benzoline-6sulfonaie)) em todos os pocinhos. Cobriu-se a
microplaca, agitou a por 15 segundos e esta foi mantida no escuro a
iemperatura ambiente (23-24°C) por 30 minutos. Apods este periodo
procedeu-se a leitura dos resultados.

FIGURA 03 - Disposigo, na microplaca, das amostras de soro
testadas, identificadas com o nixmero do animal.

Grupc A Grupc B Grupe C

IR e, e
r il L ™
1 2 3 4 5 & 1 8 % 10 11 12
4¢ |44 1 65 | 66 1 35 135 T M | 71 130 30} 63 | 63
45 | 45 | 64 | 64 | 36 | 36 | 6 | 69 | 43 | 43 | 60 | 60
215216 [ 6 [ 40T a0 Vg2 ! 621 48 [ a8 50 [ 59
S5 155 | 561 56 | 507150 §51 ;51 |49 ] 49 [ 53] 53
5 | 56 | 55 1 ss fosp | st {50 ] se ;53 s34 a0
61 | 61 | S2 | 52 | 62 | 62 | 40 [ 40 | 59 | 39 | 48 | 48
64 1 64 1 45 | 45 | 69 | 62 | 36 | 36 | 60 1 60 ] 43 | 43
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SProsuzide pelo Laboratério de Bacteriologia do CNPSA
- EMERAFRA
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4. RESULTADOS

4.1. Reprodugio da pneumonia micopldsmica em suinos SPF

4.1.1. Exames clinico e anatomo-histopatolégice

Clinicamente, observou-se que os animais pertencentes ao
grupo A apresentaram os sintomas tipicos de pneumonia
micoplasmica suina (PMS), caracterizados por tosse seca
intermitente, observada pela primeira vez 3,5 semanas apos a
mocutagio.

Ao exame macroscopico dos pulmdes (grupo A) observou-se,
areas de hepatizagdo bem delimitadas, com coloragéio avermelhadas
ou acinzentadas e de consisténcia finme, localizadas
predominantemente na porgéc ventral dos lobos apicais, cardiacos,
intermedianio e, as vezes, do diafragmatico. Os percentuais de
hepatiza¢3o pulmonar estio descritos no Quadro 04.

O exame histologico revelon tratar-se de uma
broncopueumonia subaguda ou crénica, caracterizada por infiltrado
inflamatorio de mononucleares lintécitos na parede bronquial e
perivascular. Observou-se, também, hiperplasia e hipertrofia de
foliculos linféides peribronquial e penbronquiolar, e, exsudagio
predominantemente purulenta intra-alveolar. O epitélio bronquial e
bronquiolar, as vezes apresentava destruigio parcial de celulas
ciliadas. Estas lestes foram mais severas nos animais 44, 45, 61 e
66, e mais branda nas amostras dos animais 52, 55, 56 e 64.

Os animais dos grupos B e C nio apresenlaram sinais
clinicos e lesdes de pneumonia ou cutra doencga. Todo o epitélio
ciiado das vias respiratdrias destes animais estava normal,
sugerindo auséncia de infecgio por M. Ayopneumoniae.

Um animal do grupo A {nimero 55), 2 animais do grupo B,
(59 e 62) e trés do grupo C (36, 50 ¢ 40), apresentaram ao exame
anatomopatologico, uma pequena lesio bem delimitada, de
coloragiio avermelbada e superficie deprimida, na extremidade de
alguns lobos pulmonares, cujo exame histopatol6gico, revelou tratar-
se de pequenas areas de atelectasia e, portanto, sem nenhum
sigmificado patologico.
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Todos os suinos (grupos A, B e C) apresentaram os cornetos
nasais e as tonsilas normais. Também n3o apresentaram qualquer
lesdo significativa em outro drgfio.

4.1.2. Isolamento do Mycoplasma hyopnesmoniae

Todos os tubos cultivados com amostras pulmonares dos
animais dos grupos A ¢ B apresentaram modificagdes na coloragio
do meio (Quadro 04), indicando mudanga de pH. Este fato indica o
isolamento de micoplasma.

Nas pnmeiras passagens, o meio de cultura apresentou
mudanga de coloragdo com + 5 dias de incubaglio. A partir da
lerceira passagem, a mudanga de coloragdo ocomren com 60 a 72
horas de incubagio.

Os tubos cultivados com as amostras dos animais do grupo C
ndo apresentam mudanga de cor significativa, indicando auséncia de
crescimento microbiano, no caso, de micoplasmas.

Ap0s a quinta passagem em caldo, as amostras foram
cultivadas em meio sélido de Friis ( FRIIS, 1975). Neste meio,
observou-se, com o auxilio de um microscdpio estereoscopio, o
crescimento de colénias tipicas de M.hvopneumoniae, nas placas
cultivadas com as amostras dos animais do grupo A. Nas placas
inoculadas com as amostras dos animais do grupo B, observaram-se
coldnias tipicas de M. flocculare e as placas inoculadas com as
amostras do grupo C, nHo apresentaram qualquer crescimento
microbiano.

As colbnias suspeitas de serem M Avopneumonige ou
M flocculare, cresceram no meio sélido gradativamente, s6 se
tornaram visiveis apos 3 dias de incubagdo e permaneceram integras
por cerca de 9 dias. Apos 4 dias de incubagio, as colmas se
apresentavam de forma uniforme, com elevagdes refratarias no agar
¢ com, aproximadamente, 0,03 a 0,05 mm.

A confirmagio do  isolamento do AMycoplasma
hyopneumoniae de pulmdes dos animais do grupo A foi feita atraves
do teste de imunofluorescéncia. Neste tfeste, todas as amostras dos
animais do grupo A foram consideradas fortemente positivas,
confirmandoe o resultado de isolamento. Ja as amostras dos animais
dos grupos B e C foram consideradas negativas e este fato denota a
especificidade do conjugado utilizado (IpG anti-suino conjugada
com 1sotiocianato de fluoresceina).
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QUADRO 04 - Isolamento de Afvcoplasma hvopneumoniae e pre-
senga de lestes morfopatologicas compativeis con

a PMS nos animais do grupo A.
LEITAO | ISOLAMENTODEMh  LESOES MORFO-
{UMC*) PATOLOGICAS**
44 107 6,2
45 104 2,1
52 103 8,1
55 109 6,9
56 106 2,1
61 107 2,1
64 106 2.1
66 107 0,7

LEGENDA: # = unidade de mudanga de cor e ** = percentagem de
hepatizagdo pulmonar.

4.1.3. Testes bacteriolégicos

Nenhuma bactéria patogénica para o sistema respiratorio foi
encontrada a partir das amostras de pulmdes, das tonsilas e
secregdes nasais de todos os animais do experimenio.

4.2. AVALIACAO DO "KIT" COMERCIAL DE DIAGNOS-
TICO DA PMS

A absorvincia média do controle negativo foi igual a
0,41775 e do controle positivo 1,698. O resultado da subtragiio do
controle positivo menos o controle negative foi igual a 127425 e
esta leitura foi tomada como 100%.

Foram calculadas as meédias das absorvancias de cada
amostra, que estio descritas . nos Quadros 05, 06 e 07, e
demonstradas graficamente nas Figuras 04. 05 e 06.
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QUADRO 05 - Resultados do teste imunoenzimatico ("kit" Bom-
meli), feito com as amostras de soro dos animais
periencentes ao grupo A inoculados com Myco-
plasma hyopneumoniae:

Numero | Absorvincia Resultados da LA Interpretacio
do animal media subtracao do
comntrole negativo
44 0,8605 0,44275 34,75 -
45 1,4770 1,05925 83,13 +
52 0,5350 0,11725 09,20 -
55 0,5405 0,12275 09,63 -
56 0,9565 0,53875 42,28 -
61 0,7380 0.32025 25,13 -
64 1,0850 0,66725 52,36 susp
66 1.2410 0,82325 64,61 susp

LEGENDA.: - = negativo, + = positivo e susp = suspeiio

44 45 52 55 56 61 64 66

Niimero dos animais

FIGURA 04 - Esquema grafico das absorvincias medias resultanies
das provas de avahiagdo do "kit Bommeli" - Grupo A
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QUADRO 06 - Resultados do teste imunoenzimatico ("kit" Bom-
meli)}, feito com as amostras de sore dos animais
pertencentes ao grupo B inoculados com

Mycoplasma flocculare:
Numero | Absorvincia Resultados da % Interpretacho
do animal média subtracdo do
controle negativo
30 0,3345 -0,08325 @ -
413 0,3930 -0,02475 @ -
48 06,3270 -0,90750 @ -
49 0,4685 -0,05075 @ .
53 0,3985 -0,01925 @ -
59 0,3050 -0,11275 @ -
60 0,423% 0,0057% 0,45 -
63 0,3825 -0,03525 @ -

30 43 48 49 63 &8 80 81

Nimere dos animats

FIGURA 05 - Esquema grifico das absorviincias médias resulian-
tes das provas de avaliagio do "kit Bommeli" - Grupo
B.
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QUADROQO 07 - Resultados do teste com as amostras de soro dos
animals pertencentes ao grupoe O  (controle

negativo).
Ninero ] Absorvincia Resultados da 5 Interpretacio
do animal média subtraciao do
controle nagativo
36 0,3240 -0,09375 @ .
50 0,4485 -0,03075 2,41 - j
51 0,4015 -0,01625 @ - !
62 04235 0,00575 0,45 -
69 0,3560 -0,06175 @ .
71 0,2785 -0,13925 @ - |

LEGENDA: (@ = porcentagem negativa e - = negativo.

05 +
0,45 +

04 4

0,35 4+

0,3
0,25

0,2
0.16

01

0,05

E

&0 81 62

Niitmero dos animais

FIGURA 06 - Esquema grafico das absorvancias médias resultantes
das provas de avaliacdo do "kit Bommeli” - Grupo C.
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Como demonstrado no Quadro 05, apenas um animal do
grupe A apresentou sorologia positiva no ELISA utilizado e dois
foram considerados suspeitos. Todos os leitdes dos grupos B e C
foram sorologicamente negativos no ELISA (Quadros 06 e 07).

QUADRO 08 - Quadro de contigéncia para a associagdo do "status"
da PMS com o "status” frente ao teste imuno-

enzimatico.
"Status” da doenga (PMS)
"Status" do ELISA  + 1) 0 (b)
- 7 () 16 (D

Sensibilidade =a/{a+¢)=1/(1+7)=0,125

Assim, a probabilidade do teste imunoenzimatico (ELISA)
testado, de identificar um animal verdadeiramente positivo ¢ de
12,5%.

Especificidade =d/{b+d)=16/¢(0+16)=1
A probabilidade deste ELISA de identificar nm animal
verdadeiramente negativo ¢ de 100%.

Valor predictivo teste positivo =a / (a + b ) =
=1/(1+0)=1
A probabilidade de que um animal com FLISA positivo
esteja doente ¢ de 100% (valor predictivo positivo).

Valor predictivo teste negativo=d /(¢ +d) =

=16/(7+16)=0,69

A probabilidade de que um anima! com ELISA negativo
esteja sem a doenga ¢ de 69% (valor predectivo negativo).

A densidade otica (DO) média dos soros dos animais do
grupo A foi 1gual a 0,9292, a do grupe B igual a 0,3791 e do grupo
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C 0.372 (Figura 07). As DOs dos grupos B e C (P>0,08, teste t) nfo
difenitam entre s1, porém ambas foram significativamenie menores
que aquelas do grupo A (P<0,005, teste t).

0.u202

Q,37¢1

OGrupc A BGrupo B tiGrupo C

FIGURA 07 - Esquema grafico das meédias das absorvincias de cada
grupo.

4.3. Padronizaciio do antigeno para o teste de fixacido de
complemento

Nas figuras 08, 09, 10, 11, 12 e 13 sfo reproduzidas cada
célula da microplaca ¢ mostram os resultados das provas de
padronizacdo das partidas de antigeno 1, 2 e 3, produzidas para o
teste de fixagdo de complemento. Os numeros apreseniados dentro
de cada célula comespondem as porcentagens de hemolise
observadas e comparadas com o padrio de hemotise (PH). Assim, 0
corresponde a 0% de hemolise, 1 a 10%, 2 a 20% e assim
sucessivamente até 10 que corresponde a 100% de hemoélise.
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FIGURA 11 - Resultados da segundaa prova de padronizagio do

antigeno, utilizando a partida 2.
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FIGURA 12 - Resultados da primeira prova de padronizagdo do

antigeno, utilizando a partida 3.
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FIGURA 13 - Resuliados da segunda prova de padronizagdo do
antigeno, utilizando a partida 3.
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Nio foi observada hemolise nos controles da hemolisina e
nos controles do soro, observou-se de 75 a 95% de hemolise.

4.4. Padronizacio dos antigenos produzidos para o teste
imunoenzimatico

As Figuras 14 e 15 mostram as absorvincias médias obtidas
nas leituras das seis provas executadas para testar as partidas 4 e 5
de antigeno produzidas para o tesie imunoenzimitico nas
concentragbes inicials de 10ug/ml, 20pg/mi e solugio integral. Os
resultados foram praticamente iguais a zero, com excegdo das
amostras colocadas nas células A1, B1, C1, D1, El e F1 do teste da
partida 5, que apresentaram absorvéncias médias mais altas.

FIGURA 14 - Médias das absorvincias lidas nas seis provas exe-
cutadas para testar a partida 4 de antigeno para o

teste imunoenzimatico.
Grupo A Grupo B Grupe C
e g, i e, S
I N r ] ld N

1 2 3 4 3 & 7 8 g 10 11 iz
o002 | oged | oac | opor T ooas T Gool | 0.003 | coof | 0.004 | 0003 | 8007 | 9,068

0001 | 0,005 | 0004 | 0004 | 0006 | 0005 | 0,007 | 0004 | 0003 | 0006 | 0,003 0,007
0002 § 6061 [ Q003 0003 | 0004 | 0004 | 000 | 0003 0003 | G002 | 0005 | 0,004
0000 § 0,003 | 0004 0,001 0,001 0,00 § 0,063 | 4061 0,002 | 000X | 0001 | 6,003
0002 | 0008 { Q003 | DOOS ¢ 0004 | 0064 | G004 0,06 0005 | 0004 ¥ 0006 | 0004
6000 | 0482 | 001 0004 | 0003 | 000 | 0061 | 0002 | 0006 | 0001 0,606 § 0,001
0,001 6.901 0,000 | 0001 | 0001 | 0003 | 0000 | 0003 [ 0001 | 9003 | 000t | 00CI
0001 0003 | 0003 [ 0003 | 0000 | 0005 | 0.005 | 6r0! 0004 | 0003 | 0001 § 0000

xommgoowy
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FIGURA 15 - Médias das absorvincias lidas nas seis provas exe-
cutadas para testar a partida 5 de antigeno para o
ieste imunoenzimatico.
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5. DISCUSSAQ

Nos estudos experimentais da PMS ¢é muito dificil induzir a
doenga em todos os animais inoculados’. No presente caso,
sintomatologia clinica e lestes morfopatologicas da PMS foram
observadas em todos os animais do grupo A e também se isolou
Mycoplasma hyopneumoniae de todos. As lesdes morfopatologicas
observadas ndo foram muito severas, uma vez que esta severidade
das lesSes da PMS estdo, geralmente, associadas a infecgdes
secundarias, pnncipalmente por Pasteurella multocida sorotipo A, a
qual niio foi inoculada ou isolada dos animais do experimento.

Em outros estudos de reprodugdo experimenial da PMS a
soroconversdo para o M.hyopmeumoniae ocorreu entre a 1 e 5
semanas pi {ARMSTRONG et al., 1983; KOBISCH e NICOLET,
1987, LLOYD et al., 1987, KAZAMA et al., 1989, BEREITER et
al., 1990; FELD et al,, 1992) ¢ entre 4 ¢ 8§ semanas em animais
mantidos em contato com animais moculados (ARMSTRONG et al.,
1983, LLOYD et al, 1987, KAZAMA et al., 1989, BEREITER et
al., 1990; FELD et al, 1992). Considerando-se que os animais do
grupo A foram necropsiados 8 semanas pi era de se esperar um
nimero maior de animais com sorologia positiva detectada pelo
ELISA, uma vez que a doenga toi registrada em todos os animais e
confirmada pelo isolamento do M Iyopneumoniae. O ELISA
utilizado (Dr. Bommel:) apresentou baixa sensibilidade para detectar
animais recentemente infectados (8 semanas) e alta especificidade
quando avaliado trente a soros de animais SPF ndo inoculados e em
ammais inoculados com M flocculare. Por outro lado, o teste
apreseniou 100% de valor predictivo teste positivo e 100% de
espectficidade em relagio ao M flocculare, o qual é um habitante
comum e apatogénico do sisiema respiratorio dos sumos. O "kit”
avaliado pode ser empregado para definir o "status" sanitario de um
rebanho para a PMS, mas na avaliacdo do resultado deve-se levar
em considerag@io que 31% dos suinos verdadeiramente positivos
podem ser identificados como negativo.

7INFORMAQJ'J".O VERBAL - PIFFER,I.A. CNPSA -~ EMRBRAPAR,

Concérdia - 5C. 1593,
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Analisando estatisticamente os resultados da avaliagio
sorologica de iodos os anumais do experimento pelo "kit" comercial,
observou-se que nfo houve diferenca significativa (P>0,8) entre as
DOs medias das amostras dos grupos C e B. Mas, constatou-se
através do teste t que a média das DOs do grupo A foi
significativamente diferenies das DOs dos grupos B ¢ C (P<0,005).
Este fato {ambém sugere uma especificidade de 100%, apesar de ndo
se ter uma amostra suficientemente grande para comprovagio desta
hipétese através do teste t.

Existiu uma diferenca significativa entre as DOs médias dos
amimais identificados como sorologicamente negativos do grupo A
em relagdo aos animais sorologicamente negativos do grupo B. Estes
dados sugerem uma necessidade de adequacido da interpretacgio da
leitura, por se tratar de leitdes jovens e com lesdes moderadas, talvez
menores daquelas utilizadas na interpretagio do "kit" comercial.

Nos resultados da padronizagdo do teste de fixagdo de
complemento, observou-se que emn todas as provas ocorreu de 75 a
50% de hemolise nos pocinhos empregados para o controle do sor,
0 que foi considerado normal, uma vez que estes controles possuem
o sisiema hemolitico completo (hemacias sensibilizadas e
complemento) e auséneia de antipeno. Também o controle da
bemolisina foi considerado perfeito em todas as provas, pois em
nenhuma delas foi observada hemolise nestes pogos. Estes controles
continham hemécias sensibilizadas na auséncia de complemento. O
fato de ndo ter occorrido hemolise indica & integridade das hemacias
utilizadas e eficiéncia do tamp#io veronal, que ndo provocou
hemélise. Porém, observando o resultado das leituras dos controles
do complemento ¢'S e ¢'2,5, observou-se baixa porcentagem de
hemolise, principalmente nas diluigBes menores. Nestes controles
estavam presentes o antigeno e o sisterna hemolitico completo. Fra
esperado 100% de hemdlise em todos os pogos. A auséneia de
hemolise indicou anticomplementaridade das trés partidas de
antigeno testadas. O antigeno sozinho foi capaz de se ligar ao
complemento, o qual nfo permanecen livre para promover a lise das
hemdcias pela hemolisina. Esta propriedade anticomplementar das
partidas de antigene produzidas pelo meétodo adotado, impede que as
mesmas sejam usadas para o diagndstico da PMS através do teste de
fixagc de cotuplemento.
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Na padronizagfio dos antigenos produzidos para o teste
imunoenzimatico obteve-se leituras das absorvancias semelhantes a
zero, com excegdo de 6 pogos com lefturas alias, mas atribuiu-se este
resultado a erro técnico. Assim, constatou-se, que os antigenos
produzidos foram ineficientes, uma vez que iodos os demais
reagenies empregados no teste foram testados anteriormente. Talvez,
para a produgdio destes antigenos, tanto para o teste imunoenzimatico
como para o teste de fixac3o de complemento, o M hyopneumoniae
deva ser cultivado em meio de cultura ndio tho rico em proteina,
como ¢ € o meio de Friis. O excesso de proteinas no meio deve ter
levado a anticomplementaridade do antigeno produzido para o teste
de fixacdo de complemento. Por outro lado, o M hvopneumoniae ¢
muito exigente quanto aos componentes do meio de cultura e o
cultivo deste microrganismo em meios pobres em prateina € muito
dificil. Por isso, foi importanie testar a produgio destes antigenos,
cultivando o micoplasma em meio de Fris, onde se desenvolve
muito bem.

BEREITER et al. (1990) descreve a produgio de antigeno
para o teste imunoenzimatico como descrito neste trabalho, porém
acrescentando a punficagdo do mesmo por passagem em coluna de
cromatrografia, visando principalmente a remogio do Tween 20.
ARMSTRNG et al., 1987, NICOLET et al., 1980; KOBISCH e
NICOLET, 1987, MORI et al., 1987, ¢ KAZAMA et al, 1989,
ctam a eficacia dos antigenos purificados para lestes
imunoenzimaticos empregados no diagnéstico da PMS. E possivel
que a ndo purificagfio do antigeno tenha contribuido largamente para
a ineficacia do mesmo produzido neste trabalho.
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6. CONCLUSOES

1. O esquema de inoculagdo de Micoplasma hyvopneumoniae
utilizado foi eficiente para induzir a pneumonia micoplasmica suina
(PMS), uma vez que todos os animais inoculados {Grupo A)
apresentaram lesdes morfopatologicas de PMS e o agente noculado
fot isolado de todos eles.

2. O "Enzyme Immunoassay kit Dr. Bommeli" apresentou
baixa sensibilidade para detectar animais recentemente infectados (8
semanas) e alta especificidade quando avaliade frente a soros de
animais SPF infectados experimentalmente com AMycoplasma
hyopneumoniae, com Mycoplasma flocculare ¢ suinos SPF nfo
moculados. O "kit" avaliado pode ser empregado pam definir o
"status” sanitdrio de um rebanho para a PMS, mas na avaliagio
do resultado deve-se levar em consideragio que 31% dos suinos
verdadeiramente positivos podem ser identitficados como negativo.

3. Os meétodos empregados para a produgio dos antigenos
pama os testes de fixagdo de complemento e imunoenzimatico, ndo
foram eficientes.




7. SUMMARY

Three specific pathogen tree (SPF) groups of pigs were
moculated with Mycoplasma hyopneumoniae miratracheally {group
A) and three other ones with Myvcoplasma flocculare intranasally
{group B). Five SPF pigs of each group were exposed by contact
with the imoculated pigs. A group of eight pigs were kept as control
(group C), below the same others groups pigs conditions. Sera
samples were collect from all three group before and weekly after
moculation. These sera samples were used as standard positive sera
anti-Mycoplasma  hvopneumonige, standard positive sera anti-
Mycoplasma flocculare and siandard nepative sera, to evaluate a
commercial diagnose kit of mycoplasmal puneumonia of swine (MPS)
and antigens produced for complemeni fixation test and
enzymelinked immunosorbent assay. The kit fesied showed low
sensitivity (31%) to detect antibody in the group A. On the other
hand, the kit showed 100% of especificity with regard to
M flocculare. The methods used to produce antigens were
mefficient. '
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