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1. INTRODUÇÃO 

 
Mycoplasma hyopneumoniae é o agente causador da pneumonia enzoótica 

suína (PES), uma doença respiratória crônica que acomete suínos no mundo 
todo, causando perdas econômicas significativas (Thacker e Minion, 2010). A 
PES é uma doença contagiosa caracterizada por uma broncopneumonia catarral 
que, clinicamente manifesta-se por tosse seca crônica, atraso no ganho de peso, 
alta morbidade e baixa mortalidade afetando suínos de todas as idades 
(Sobestiansky et al., 1999). 

O controle da infecção de M. hyopneumoniae pode ser realizado de 
diferentes maneiras dentre as quais se destacam as boas práticas de manejo e 
das condições de alojamento, o uso de antimicrobianos e a vacinação dos 
animais (Maes et al., 2008). No entanto, a vacinação parece ser a forma mais 
efetiva de controlar a PES (Lin et al., 2003). As vacinas comerciais disponíveis 
são constituídas de células totais inativadas (bacterinas) e por isso apresentam 
um elevado custo de produção. Estas vacinas conferem proteção parcial aos 
suínos (Haesebrouck et al., 2004), caracterizada pela redução das lesões, porém 
não reduzem a colonização (Sibila et al., 2008) 

Dessa forma, para obtenção de uma vacina com maior especificidade e 
efetividade, o isolamento e caracterização antigênica de cepas infectantes em 
diferentes rebanhos torna-se uma estratégia importante no controle da PES. No 
entanto, o isolamento desse microrganismo é complicado pela sua natureza 
extremamente fastidiosa e de crescimento lento (Mattsson et al., 1995). Um dos 
grandes problemas encontrados no isolamento de cepas de M. hyopneumoniae é 
a presença de outros micoplasmas no trato respiratório dos suínos, como o M. 
hyorhinis e M. flocculare (Ross, 1999). Vários estudos demonstraram que cepas 
de M. hyopneumoniae isoladas de diferentes rebanhos mostraram diferenças 
proteômicas (Calus et al., 2007), genômicas (Madsen et al., 2007) e na virulência 
(Vicca et al., 2003). 

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo o isolamento de cepas de M. 
hyopneumoniae a partir do cultivo de amostras de pulmões de suínos 
provenientes de diferentes granjas do Rio Grande do Sul e coletados em um 
frigorífico na cidade de Pelotas, RS, para posterior caracterização molecular para 
conhecimento da diversidade genética destes isolados. 

 
2. METODOLOGIA 

 
2.1 Coleta e processamento das amostras. Amostras de pulmão, com lesões 
características de PES, foram coletadas em um frigorífico de inspeção estadual, o 
qual recebe suínos provenientes de granjas de diferentes regiões do Rio Grande 
do Sul. Foram realizadas 4 coletas em diferentes dias, obtendo um total de 50 
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amostras. Áreas do tecido pulmonar adjacentes as lesões foram cortadas e 
maceradas com 5 ml de meio NHS20 (Meio Friis suplementado com 10% soro 
suíno e 10% soro equino).  
2.2 Cultivo. O macerado pulmonar foi diluído em meio de cultivo NHS25 (Meio 
Friis suplementado com 12,5% soro suíno e 12,5% soro equino) e cultivado em 
placas de 96 cavidades. Um volume de 20 µl das alíquotas filtradas, com filtro 
0,45 µm, e não filtradas foram adicionados em 180 µl de meio em cada poço e 
diluídos até 10-4. As placas foram incubadas em estufa a 37 ºC até ser notado o 
crescimento de micoplasma pela acidificação do meio. Estas amostras foram 
então repicadas em micro tubos com 500 µl de meio NHS20 e incubados 
novamente em estufa a 37 ºC. 
2.3 Extração de DNA e PCR. O DNA dos cultivos foi extraído utilizando o kit 
illustraTM Bacteria genomicPrep Mini Spin (GE Healthcare). O DNA extraído foi 
utilizado em uma reação de PCR para detectar a presença de M. hyopneumoniae, 
M. hyorhinis ou M. flocculare utilizando primers espécie específicos (Tabela 1) 
(Stakenborg et al., 2006). 
 
Tabela 1. Sequência dos primers utilizados na reação de PCR para o diagnóstico 

de M. hyopneumoniae, M. hyorhinis e M. flocculare 

Nome do primer Sequência 
  
M HYOP FOR 5’TTCAAAGGAGCCTTCAAGCTTC3’ 

M FLOC FOR 5’GGGAAGAAAAAAATTAGGTAGGG3’ 

M HYOR FOR  5’CGGGATGTAGCAATACATTCAG3’ 

M REV 5’AGAGGCATGATGATTTGACGTC3’ 

 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Das 50 amostras de pulmão que apresentavam lesão característica de M. 
hyopneumoniae, pôde ser observada a acidificação do meio em 12 amostras, das 
quais 7 foram PCR positivas para o gênero Mycoplasma (Figura 1). Destas 7, 
todas foram positivas para uma ou mais espécies de micoplasma (Tabela 2). 
apenas uma amostra foi positiva somente para M. hyopneumoniae. O M. hyorhinis 
se fez presente em 80% das amostras positivas para M. hyopneumoniae. Essa 
espécie se sobrepõe ao crescimento de outros micoplasmas em meio de cultivo, o 
que dificulta o isolamento de uma única espécie. Além disso, o baixo sucesso no 
cultivo de M. hyopneumoniae a partir de lesões de pulmão pode se dar devido a 
presença de diferentes microrganismos, aumentando as chances de 
contaminação do meio de cultivo, agravado pelo fastidioso crescimento desta 
bactéria. Clonagens em meio NHS20 sólido se fazem necessárias para que 
possamos obter um isolado puro para posterior caracterização molecular.  

 
 



 

 
Figura 1. Gel de agarose corado com Blue-Green de algumas amostras positivas 
na PCR para o gênero Mycoplasma. 1, Marcador de peso molecular 1 kb; 2, 5, 8 e 

11, Amostras com primer para M. flocculare; 3, 6, 9 e 12, Amostras com primer 
para M. hyopneumoniae; 4, 7, 10 e 13, Amostras com primer para M. hyorhinis. 

 
Tabela 2. Amostras positivas na PCR para o gênero Mycoplasma. 

Amostras  M. hyopneumoniae M. hyorhinis M. flocculare 
    
1 + + - 

2  + + - 

3 + + - 

4 - - + 

5 + - - 

6  - + - 

7 + + + 

 
 
 

4. CONCLUSÕES 
 

Neste trabalho foi possível observar dificuldade para se obter o crescimento 
de M. hyopneumoniae in vitro, bem como seu isolamento. Observou-se também a 
incidência de co-infecções dos animais provenientes de granjas do Rio Grande do 
Sul por outras espécies de Mycoplasma, principalmente por M. hyorhinis. 
Tentativas de isolamento dessas amostras positivas para M. hyopneumoniae já 
estão sendo realizadas em meio NHS20 sólido para posterior caracterização 
molecular dos isolados.  
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