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1. INTRODUÇÃO 

 
 Mycoplasma hyopneumoniae é o agente causador da Pneumonia 

Enzoótica Suína (PES) (THACKER; MINION, 2012). A PES é caracterizada por 
tosse crônica não produtiva, redução das taxas de crescimento, piora da 
conversão alimentar e retardo no ganho de peso, apresentando alta morbidade e 
baixa mortalidade (VRANCKX et al., 2012). Além disso, infecções causadas pelo 
M. hyopneumoniae geram significativas perdas econômicas, direta ou 
indiretamente, através do aumento da susceptibilidade dos suínos a outros 
patógenos respiratórios (MAES et al., 2017). A PES é altamente prevalente 
(variando entre 65% e 93,6%), sendo distribuída em quase todas as áreas de 
produção suinícola do mundo (FABLET et al., 2012). Animais em fase de 
terminação são mais afetados e a severidade dos sinais clínicos pode ser 
influenciada por diversos fatores, como a virulência da cepa, o número de 
microrganismos presentes, ocorrência de infecções secundárias e as condições 
de manejo (SIBILA et al., 2009). 

Diversas metodologias são utilizadas para diagnosticar a infecção.  Sinais 
clínicos e lesões patológicas são considerados de diagnóstico presuntivo, sendo 
necessários testes laboratoriais para obter um diagnóstico conclusivo 
(SIMIONATTO et al., 2013). A cultura do M. hyopneumoniae é considerada o 
padrão ouro para a confirmação do diagnóstico (THACKER, 2004). Porém, o 
isolamento desse patógeno é fastidioso, requerendo um longo período de 
incubação, além da constante contaminação com outros micoplasmas também 
presentes no trato respiratório suíno (MAES et al., 2017). Métodos para 
identificação de anticorpos como testes de ELISA e imunofluorescência indireta 
são bastante utilizados, mas apresentam baixa sensibilidade e reações cruzadas 
com outros micoplasmas (YAMAGUTI; MULLER; PIFFER, 2008). 

O desenvolvimento de ensaios de PCR forneceu um método de detecção 
mais sensível e específico, que pode ser utilizado em amostras de tecido 
pulmonar, swab nasal ou lavagens bronquiais (THACKER; MINION, 2012). O 
Nested-PCR, consiste em uma variação do PCR convencional e vem sendo 
utilizado para aumentar a sensibilidade do diagnóstico (YAMAGUTI; MULLER; 
PIFFER, 2008), uma vez que utiliza dois conjuntos de primers específicos para o 
gene do RNA ribossomal 16S de M. hyopneumoniae (CALSAMIGLIA; PIJOAN; 
TRIGO, 1999). 

Dessa maneira, o presente trabalho teve como objetivo realizar o Nested-
PCR e avaliar a prevalência do M. hyopneumoniae em amostras de pulmão de 
suínos da região sul do RS coletadas em frigorífico. 
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2. METODOLOGIA 
 

2.1 Coleta, processamento e score de lesões pulmonares. Foi realizada 
uma coleta de 30 amostras de pulmões de suínos provenientes de um frigorífico 
localizado na cidade de Pelotas, o qual recebe suínos oriundos de granjas de 
diferentes regiões do Rio Grande do Sul. Um total de 30 amostras foram obtidas e 
transportadas até o Laboratório de Vacinologia da Universidade Federal de 
Pelotas para processamento. Áreas do tecido pulmonar adjacentes às lesões 
características da PES foram cortadas e armazenadas em freezer -70 ºC para 
posterior extração de DNA. O score das lesões macroscópicas foi pontuado de 
acordo com o método descrito por (HANNAN; BHOGAL; FISH, 1982). 

 
2.2 Extração de DNA e Nested-PCR. O DNA foi extraído diretamente das 

amostras de tecido pulmonar utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification 
(Promega). O DNA extraído (2 µl) foi utilizado para a primeira reação de Nested-
PCR, a qual foi realizada com primers que amplificam uma região de 649 pb do 
gene do RNA ribossomal 16S (MATTSSON et al., 1995). Na segunda reação, 
foram utilizados 0.5 µl do produto amplificado com primers específicos 
(CALSAMIGLIA; PIJOAN; TRIGO, 1999)  que amplificam uma região interna de 
352 pb do mesmo gene (Tabela 1). Como controle positivo foi utilizado a cepa 
referência de M. hyopneumoniae 7448 (VASCONCELOS et al., 2005). Ambas 
reações foram preparadas para um total de 25 µl e corridas em termociclador com 
as seguintes condições: 30 ciclos de desnaturação à 95 ºC por 30 segundos, 
anelamento dos primers à 60 ºC por 45 segundos, e extensão à 72 ºC por 30 
segundos. 
  

Tabela 1. Sequência dos primers utilizados no Nested-PCR. 
 

 Primers Sequência (5’-3’) 
Tamanho do 

fragmento (pb) 

Primers externos 
MYHO FOR 

 
GAGCCTTCAAGCTTCACCAAGA 

 
649 

MYHO REV TGTGTTAGTGACTTTTGCCACC  

Primers internos 
N-MHYO FOR 

 
ACTAGATAGGAAATGCTCTAGT 

 
352 

N-MHYO REV GTGGACTACCAGGGTATCT  

 
2.3 Eletroforese em gel de agarose. Alíquotas de 5 µl dos amplicons da 

segunda reação foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose 1%, 
posteriormente corado em brometo de etídio. Os géis foram visualizados em 
transiluminador de luz UV e fotografados. 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  
 Dentre as 30 amostras coletadas no presente trabalho, 27 foram positivas 
através do método de diagnóstico por Nested-PCR, demonstrando a presença do 
microrganismo em 90% das amostras. Todas as amostras positivas apresentaram 
amplificação visível em gel de agarose na segunda reação, cujo amplicon 
corresponde a um fragmento de 352 pb (Figura 1). 



 

                 

 
Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1%. M: marcador de massa molecular 

(1 kb plus DNA ladder); (a) controle positivo (DNA genômico de M. 
hyopneumoniae cepa 7448); (b) controle negativo (água estéril); 1 – 30 amostras 

de tecido pulmonar coletadas em frigorífico. 
 

Em relação à análise das lesões pulmonares, 43% das amostras 
apresentaram lesões macroscópicas sugestivas de M. hyopneumoniae (Tabela 2). 
A média dos scores positivos (acima de zero) foi 2,89, sendo que o maior score 
observado foi 6,41. As três amostras negativas para M. hyopneumoniae no 
Nested-PCR não apresentaram lesão pulmonar, confirmando o diagnóstico 
negativo. Todas as amostras com score acima de zero foram positivas no Nested-
PCR. 

 
Tabela 2. Resultados do Nested-PCR e score de lesões pulmonares 

(média±SD). 
 

Amostras Nested-PCR (%) Score (%) Média±SD 

Positivas 27 (90) 
 

13 (43) 
 

2,89±1,8 

Negativas 3 (10) 
 

17 (57) 
 

- 

Total 30 (100) 30 (100)  
*Média + Desvio Padrão (SD) dos scores das lesões determinados conforme Hannan et al. 

(1982), onde os valores variam de 0 (sem lesão) a 35 (pulmão inteiro afetado). 

 
Como esperado, o Nested-PCR demonstrou-se uma técnica sensível, 

detectando pequenas quantidades do DNA do microrganismo (CALSAMIGLIA; 
PIJOAN; TRIGO, 1999). Esta técnica é capaz de detectar a presença do agente 
em amostras que não apresentaram lesões macroscópicas sugestivas de PES. A 
elevada prevalência de M. hyopneumoniae em suínos de abate vem sendo 
reportada (FABLET et al., 2012; SIBILA et al., 2007) e pode ser influenciada pelas 
condições de manejo e alojamento dos animais, principalmente quando 
provenientes regiões próximas devido à transmissão por via aérea do patógeno 
(MAES et al., 2008). 

 
4. CONCLUSÕES 

 
Os dados obtidos neste trabalho demonstram a alta prevalência da PES 

em animais provenientes de granjas do estado do Rio Grande do Sul, trazendo 
informações que podem contribuir para a compreensão da epidemiologia da 
doença e para estabelecimento de medidas de controle.

352 pb → 
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