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RESUMO

Mycoplasma suis € uma bactéria patogénica que se adere e invade a superficie dos
eritrocitos de suinos, gerando deformacgdes estruturais nas células parasitadas. No
Brasil, poucos sdo os relatos na literatura acerca do parasito, da doenca e de seus
impactos econdmicos nas esferas produtiva e sanitaria. O parasito em questdo enquadra-
se no grupo dos micoplasmas hemotréficos (hemoplasmas), na Ordem Mollicutes, e é
incriminado como agente etiologico da hemoplasmose suina. A presente pesquisa teve
por objetivo realizar, por meio da PCR em Tempo Real Quantitativa, a deteccdo
molecular de Mycoplasma suis em amostras de sangue de 65 suinos de criagdes
extensivas dos municipios de Itapecuru Mirim e Santa Rita no Estado do Maranhao.
Apbs a extracdo de DNA das amostras de sangue utilizando o kit comercial, procedeu-
se a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para o gene enddgeno GAPDH, a fim de
descartar resultados falso-negativos em funcdo da presenca de inibidores. As amostras
positivas na reacdo supracitada foram submetidas a ensaios de qPCR para Mycoplasma
suis com base no gene 16S rRNA. Todas as reacdes foram realizadas respeitando as
normas estabelecidas pelo MIQE (Minimum Information for publication of Quantitative
real-time PCR Experiments). Das 65 amostras, em Itapecuru Mirim tivemos 17 (56,6%)
que se mostraram positivas para 0 gene endégeno GAPDH. Das 17 amostras, 14
(82,35%) mostraram-se positivas para na g°PCR para Mycoplasma suis, ja em Santa Rita
tivemos 23 (65,7%) que se mostraram positivas para o gene endégeno GAPDH. Sendo
15 (65,21%) positivas para gqPCR para Mycoplasma suis. A quantificagdo absoluta
variou de 6,07 X 102 copias a 1,77 X 108 de um fragmento do gene 16S rRNA/uL, com
média de 2,29 X 10° copias/uL entre os animais positivos em Itapecuru Mirim e Santa
Rita a quantificacio absoluta variou de 7,05 X 10 copias a 1,44 X 10? de um fragmento
do gene 16S rRNA/uL com média de 1,16 X 10* Este estudo, embora ainda com
resultados inéditos, mostra que Mycoplasma suis circula entre suinos de criacdes
extensivas dos municipios de Itapecuru Mirim e Santa Rita, Estado do Maranhdo. O
potencial patogénico dos isolados necessitam de maiores investigacdes, a fim de se
estimar o prejuizo da hemoplasmose no cenario da suinocultura no Estado do
Maranh&o. O possivel papel desses animais como fonte de infeccdo de Mycoplasma suis
para outros animais, assim como seu potencial patogénico dos isolados necessitam de

maiores investigacgoes.

Palavras-chave: Suinos, Mycoplasma suis, Hemoplasmose.



ABSTRACT

Mycoplasma suis is a pathogenic bacterium that sticks and invades on the surface of
swine erythrocytes, generating structural deformations in the parasitized cells. In Brazil,
there are few reports on books about the parasite, disease orit’s economic impacts in the
productive and sanitary spheres. The parasite in question fits into the group of
hemotrophic mycoplasms (hemoplasms) in the order Mollicutes, and is responsible for
the etiological agent of swine hemoplasmosis. The aim of the present research was to
quantify, having as background the Real Time Quantitative PCR, the molecular
detection of Mycoplasma suis in blood samples from 65 pigs from extensive farms in
the cities of Itapecuru Mirim and Santa Rita, Maranh&o, Brazil. After DNA extraction
from the blood samples using the commercial kit, Polymerase Chain Reaction (PCR)
was performed for the endogenous GAPDH gene in order to rule out false-negative
results due to the presence of inhibitors. The positive samples in the aforementioned
reaction were submitted to qPCR assays for Mycoplasma suis based on the 16S rRNA
gene. All reactions were performed in compliance with the standards established by the
MIQE (Minimum Information for publication of Quantitative real-time PCR
Experiments). Of the 65 samples, in Itapecuru Mirim we had 17 (56.6%) that were
positive for the endogenous GAPDH gene. As of the 17 samples, 14 (82.35%) were
positive for g°PCR for Mycoplasma suis, where as in Santa Rita we had 23 (65.7%) that
were positive for the endogenous GAPDH gene. Being 15 (65.21%) positive for qPCR
for Mycoplasma suis. Absolute quantification ranged from 6.07 X 102 copies to 1.77 X
10° of a fragment of the 16S rRNA / puL gene, with a mean of 2.29 X 10° copies / uL
between the positive animals in Itapecuru Mirim and Santa Rita a Absolute
quantification ranged from 7.05 X 10* copies at 1.44 X 10? of a fragment of the 16S
rRNA / A1 gene, with a mean of 1.16 X 10* copies / uL among positive animals. This
study, although still with unpublished results, shows that Mycoplasma suis circulates
among swine from extensive farms in the cities of Itapecuru Mirim and Santa Rita, in
the State of Maranhdo. The pathogenic potential of the isolates needs further
investigation in order to estimate the hemoplasmosis damage in the swine industry in
the State of Maranh&o. The possible role of these animals as a source of Mycoplasma
suis infection for other animals, as well as their pathogenic potential of the isolates,

need further investigation.

Keywords: Swine, Mycoplasma suis, hemoplasmosis
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Maranhdo.

Figura 4 — Resultado da amplificacdo por gPCR de Mycoplasma suis em gel

de agarose para as amostras do municipio de Itapecuru Mirim.

Figura 5 - Resultado da amplificacdo por g°PCR de Mycoplasma suis em gel

de agarose para as amostras do municipio de Santa Rita.

Figura 6 - Resultado da amplificacdo por g°PCR de Mycoplasma suis em gel

de agarose para as amostras do municipio de Santa Rita.

Figura 7 - Curva de amplificacdo das amostras do municipio de Itapecuru

Mirim.

Figura 8 - Curva padrdo da reacdo para gPCR para M. Suis baseada no gene
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Figura 9- Curva de amplificacdo das amostras do municipio de Santa Rita

Figura 10 — Curva padréo da reacdo para qPCR para Mycoplasma suis
baseada no gene 16S rRNA das amostras do municipio de Santa Rita.

Quadro 1 - Médias dos Cgs, numeros de copias/ L, e parametros da reacdo
(eficiéncia, coeficiente de corregdo, R? e y-intercepto) para cada amostra de
DNA extraida de sangue de suinos no municipio de Itapecuru Mirim,
Maranhéo.

Quadro 2. Médias dos Cqgs, numeros de copias/ UL, e pardametros da reacéo
(eficiéncia, coeficiente de corregdo, R? e y-intercepto) para cada amostra de
DNA extraida de sangue de suinos no municipio de Santa Rita, Maranh&o.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento dos agentes patogénicos que podem causar prejuizos
econémicos e afetar o bem-estar animal é de extrema importancia para a pecuaria em
geral. Tratando-se da suinocultura, o Brasil é o quarto maior produtor e exportador de
carne suina e, portanto, submetido a grandes pressdes a fim de se manterem altos na
esfera sanitaria e produtiva (GUIMARAES et al.,2007).

Um dos agentes patogénicos que afeta 0s suinos e acarreta prejuizos econdmicos
é 0 Mycoplasma suis (GUIMARAES et al., 2011). Micoplasmas hemotréficos, ou
hemoplasmas, sdo bactérias ndo cultivaveis, epicelulares, com parede celular ausente,
sensiveis a tetraciclina e que se adere e invade a superficie dos eritrécitos causando
deformacdes estruturais de uma variedade de mamiferos (HOELZLE, 2008). O parasito
apresenta pleoformismo, pequenas dimensdes (380 a 600nm de diametro), podendo ser
encontrado na forma de cocos, anéis ou bastonetes aderidos a superficie das hemécias
ou livres no plasma sanguineo (NEIMARK et al., 2001; ZACHARY E BASGALL,
1985).

Segundo a classificacdo molecular atual, esses parasitos estdo localizados na

ordem Mollicutes, familia Mycoplasmataceae e género Mycoplasma (HOLZLE, 2008).

A hemoplasmose dos suinos, causada pelo Mycoplasma suis (MESSICK, 2004),
possui distribuicdo geografica mundial, atingindo animais de vérias idades. Suinos
infectados apresentam anemia hemolitica severa ou cronica moderada, infertilidade e

imunossupressao, levando a perdas econémicas (HOELZLE, 2008).

Pode ser transmitido experimentalmente por inoculacdo subcuténea, intravenosa,
intraperitoneal e oral. O parasito é frequentemente transmitido mecanicamente, por
meio de seringas e instrumentos cirurgicos contaminados (HENRY, 1979). Leitbes
recém-nascidos podem ser infectados congenitamente pela placenta (HENDERSON et
al., 1997). Sob condicGes naturais, o periodo de incubagdo parece variar muito e €
dependente da susceptibilidade, da extensdo da infeccdo e do estresse fisiologico de
cada animal em si. Animais infectados podem demonstrar-se como assintomaticos por
meses até o aparecimento dos sinais clinicos, e é provavel que muitos desses nunca

apresentem qualquer sintomatologia clinica (HOELZLE, 2008).
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Do ponto de vista epidemiologico, a hemoplasmose suina é frequentemente
encontrada na sua forma subclinica, com grande parcela dos animais infectados
mostrando-se como portadores cronicos. Tal fato deve-se, provavelmente, ao amplo uso
de aditivos contendo antibioticos na dieta suina (MESSICK, 2004).

O diagnostico da hemoplasmose em suinos tem sido baseado em observacgédo
microscopica dos organismos na superficie de eritrécitos em esfregacos de sangue
corados, mas este método é limitado em casos de infec¢do aguda, porque os parasitas
ndo sdo sempre aparentes, a menos que a parasitemia esteja em alta e desenvolvida,
mostrando-se de baixa sensibilidade e especificidade. A sorologia, embora menos
frequentemente utilizada no diagndstico, pois existe uma certa dificuldade em obter
antigenos especificos, também pode ser utilizada, por meio das técnicas de Fixacdo de
Complemento (BALJER et al., 1989; SCHULLER et al., 1990; SPLITTER, 1958),
Hemaglutinacdo Indireta (SMITH, A.R.; RAHN, T. 1975) e o Ensaio Imunosorbente
Ligado a Enzima (ELISA) (HSU et al., 1992; SCHULLER et al., 1990).

Técnicas moleculares, como a PCR, sdo métodos mais efetivos para a
identificacdo de micoplasmas hemotroficos, mostrando-se altamente sensiveis e
especificas para o diagnostico do Mycoplasma suis (HOELZLE, 2008). A PCR em
Tempo Real traz ainda como vantagens o baixo risco de contaminacdo, o alto
rendimento e padronizagdo, especificidade, sensibilidade, reprodutibilidade e

confiabilidade.

A imunossupressao associada a hemoplasmose suina leva a um aumento da
susceptibilidade dos animais parasitados a infeccdo por outros patégenos envolvidos em
sindromes respiratorias e entéricas (ZACHARY, J.F.; SMITH, A.R. 1985). A
antibioticoterapia, embora contribua para a melhoria do quadro clinico, mostra-se
incapaz de eliminar o parasito (GRESHAM et al.,, 1994). Por isso, suinos
persistentemente parasitados e com infeccdo clinica assintomatica permanecem como
portadores do Mycoplasma suis dentro de seus rebanhos ou entre diferentes rebanhos. A
prevaléncia do parasita na inddstria suina € atualmente desconhecida. Na grande maioria
das vezes, a hemoplasmose suina € subdiagnosticada, devido a baixa sensibilidade e
especificidade dos métodos diretos de exame de esfregagdes sanguineos corados,

rotineiramente empregados. Ademais, tal fato deve-se tambem a infrequente colheita e
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remessa de amostras sanguineas dos suinos para exames laboratoriais na suinocultura
(STRAIT, E.L.; HAWKIN, P.A.; WILSON, W.D., 2012).

O potencial zoonoético do Mycoplasma suis ainda necessita de maiores
investigacOes. Neste aspecto, o0 agente sob estudo foi detectado, por meio de métodos
moleculares, em veterinarios e trabalhadores de uma suinocultura em Shangai, China
(YUAN et al., 2009).

Desta forma, o presente trabalho justifica-se pela importancia do diagnostico
preciso do parasito por meio de métodos moleculares mais sensiveis e especificos,
fornecendo dados a respeito da ocorréncia de Mycoplasma suis em sistemas de criacdo

extensivos de suinos no Estado do Maranhdo que pertence a regido Nordeste do Brasil.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mycoplasma suis

A hemoplasmose suina é uma doenca infecto contagiosa hemotrépica dos
suinos que afeta qualquer classe e idade em especial quando estes sdo submetidos a
fatores estressantes (MATOS, 2007). A enfermidade foi descrita pela primeira vez na
Alemanha (MAYER, 1921). Devido a algumas caracteristicas biolégicas deste agente,
como a fixacdo gram-negativa e sua transmissdo estar ligada a artrépodes e contato com
sangue, levaram a ser classificada na familia Anaplasmataceae, ordem Ricketsialles
(MOULDER, 1974). No final da década de 90, apos ser realizada o sequenciamento
genético do gene ribossomal RNA (rRNA) 16s, o Eperythrozoon suis e outros agentes
como Eperythrozoon wenyonii, Haemobartonella muris e Haemobartonella felis foram
filogeneticamente analisados (NEIMARK; OCAN, 1997; RIKIHISA et al.,1997) e
mostraram homologia com o género Mycoplasma da familia Mycoplasmataceae e da
ordem Mollicutes. Os micoplasmas sdo agentes com auséncia de parede celular e com
genoma pequeno, sdo estritamente dependentes do hospedeiro e alguns ndo crescem em
meio de cultivo. Aqueles que tém tropismo pelas hemacias sdo denominados
hemoplasmas e podem variar em didmetro desde 0.3 a 1 um com forma de cocdide,
anéis ou bacilar (MESSICK et al., 2004).

Os micoplasmas sdo procariontes pertencentes a Divisdo Tenericutes e a
Classe dos Mollicutes (do latin, molli, suave; cutes, cutis ou derme), nome de cuja
origem se deve a caracteristica peculiar da total auséncia de parede e da molécula de
peptideoglicano, sendo o seu citoplasma envolvido somente por uma membrana
trilaminar. Os micoplasmas sdo considerados 0s menores microrganismos de vida livre
capazes de auto-replicacdo, com dimensdes médias variando de 0,2 a 0,4 mm de
diametro. Em funcdo destas dimensdes, estes organismos passam através de poros de
membranas filtrantes com diametros de até 0,45 mm. A auséncia da parede celular
determina caracteristicas consideradas peculiares, tais como um acentuado
pleomorfismo. O seu formato pode variar de esférico, bacilar, filamentoso e helicoidal,
como por exemplo os espiroplasmas que podem atingir 100 mm de comprimento
(WHITHEAR; BROWNING,2004).
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Micoplasmas hemotropicos costumam ser espécie especificos, porém ha
registros de humanos infectados pelos mesmos (YANG, 2000; SANTOS et al..2008;
YUAN et al.., 2009). As hemoplasmoses dos animais sdo variaveis sob o ponto de vista
de severidade e podem ocorrer desde infecgcdes cronicas sem sinais clinicos até quadros
com anemia hemolitica aguda com presenca de anorexia, febre, ictericia e hipoglicemia
de acordo com as espécies envolvidas (BIONDO, 2009). A utilizacdo de
antimicrobianos como aditivos na alimentacdo dos suinos podem levar a ocorréncia de
casos crénicos ou subclinicos, em que os sinais clinicos ndo sdo caracteristicos
(HOELZLE, 2008).

2.2 Sinais clinicos e lesoes

As primeiras descri¢cdes dos sinais clinicos e lesdes da hemoplasmose suina
foram feitas por Kinsley (1932) e a caracterizavam como uma icteroanemia com sinais
de ictericia, sangue fluidificado, hemorragia nos pulmdes, coragdo e rins,

esplenomegalia e figado aumentado com coloragdo amarelada ou descorado.

A doenca aguda € caracterizada por anemia hemolitica que pode ser letal e
ocorre preferencialmente em suinos em terminacdo ou ainda em leitGes lactantes, em
crescimento e em porcas (ZACHARY, 1985). Em leitdes lactantes observa-se palidez e
ictericia com desidratacdo, ganho de peso inadequado e predisposicdo a ocorréncia de
outras infeccdes. Ja em leitbes de creche e crescimento além destes sinais, se observa
febre que pode ultrapassar os 42°C (HEINRITZI, 1990). Os leitdes acometidos na forma
aguda tendem a se tornar hipoglicémicos e entrarem em coma seguido de Obito
(MESSICK, 2004).

Uma variedade de sinais clinicos pode estar presente e ser observado, como:
dispneia, enterite, fezes com coloracdo biliar, cianose e necrose de borda de orelhas
(HEINRITZI, 1990).

Em porcas comumente ocorre febre alta e anorexia imediatamente ou de um
a trés dias ap6s transferéncia para a maternidade levando, normalmente, a menor
producdo de leite e comportamento materno alterado (THACKER, 2006). O mesmo
autor relata que a infecgé@o crénica em porcas pode levar ao anestro, atraso no cio, morte
embrionaria precoce e abortamento e lesdes de pele como hipersensibilidade com
formacdo de urticarias. Brownback (1981) descreveu as caracteristicas dos efeitos

reprodutivos causados pela hemoplasmose suina.
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A susceptibilidade individual, relacionada a resposta imune, pode ainda
interferir nos aspectos clinicos (MESSICK, 2004). As sindromes relacionadas a
hemoplasmose suina cronica podem estar envolvidas com maiores perdas econdémicas
(HOELZLE, 2008).

2.3 Epidemiologia

A hemoplasmose suina tem ocorréncia relatada em varios paises produtores
de suinos como no Brasil, EUA, Alemanha, China, Africa do Sul, Hungria, Republica
Tcheca, entre outros (SMOLA et al., 2008). A taxa de prevaléncia real é de dificil
obtencdo devido a dificuldade de diagnostico desta bactéria incultivavel (HOELZLE,
2009). No Brasil alguns estudos, na tentativa do diagnostico, obtiveram resultados

conflitantes devido, possivelmente, ao método diagnostico.

Sobestiansky et al. (1990; 1999) relatam a ocorréncia no Brasil somente
com diagnostico clinico e ndo encontraram resultados conclusivos em esfregacos

sanguineos como diagndstico diferencial de doengas respiratorias.

Kuchiishi et al. (2001) também ndo encontraram resultados positivos em
esfregacos sanguineos corados por Giemsa em 1400 amostras de sangue de animais
abatidos colhidos em 14 semanas num frigorifico do estado de Santa Catarina.
Guimarées et al. (2007) estudaram a ocorréncia em quatro rebanhos comerciais na
regido Sul e a prevaléncia média foi de 33,1 % com a técnica de PCR em tempo real

confirmada com Southern Blot.

Estudos na China ja demonstraram a infeccdo pelo M. suis em humanos
(YUAN, 2009). A transmissdo experimental da hemoplasmose suina foi confirmada
pelas vias intravenosa, inoculacdo oral, subcutanea e intraperitoneal enquanto que a
infeccdo natural foi demonstrada pela utilizacdo de material contaminado como
instrumentos cirdrgicos e agulhas (HENRY, 1979). Os ectoparasitas, como o piolho
Haematopinus suis, tém sido atribuidos a transmissdo por picadas (Messick, 2004).
Também, segundo Matos et al. (2007) se atribui a transmissdo a mosca dos estabulos

(Stomoxys calcitrans) e ao acaro da sarna suina (Sarcoptes scabiei var. suis).
2.4 Patogenia

A principal acdo do M. suis é causar icteroanemia aguda em suinos onde se

observa altas contagens do mesmo no sangue confirmado por exames de PCR
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(HOELZLE, 2008). Historicamente, 0 mecanismo da patogenicidade do M. suis seria a
caracteristica ligacdo dos agentes hemoparasitas com a superficie da hemécia do
hospedeiro onde a bactéria causaria alteracdo e consequente lise da mesma (ZACHARY
etal., 1985).

Groebel et al. (2009) observaram que baixa contagem de MS (Mycoplasma
suis) era notada entre hemacias ou em sua superficie, enquanto que altas contagens eram
evidenciadas no PCR quantitativo. Assim comprovou-se que existe a invasdo do

micoplasma no interior da hemécia (Figura 1).

A invasdo das hemacias possibilita a evasdo do sistema imune, reducdo da
eficacia dos antibioticos além dos beneficios nutricionais (GROEBEL et al., 2009).
Estas possibilidades de invasdo de hemécias podem explicar a tendéncia a cronicidade
dos micoplasmas hemotrépicos (MESSICK, 2004). A cronicidade por sua vez pode
resultar em ocorréncias de desordens reprodutivas, ineficiéncia na conversao alimentar,
e aumento na susceptibilidade a infec¢bes secundarias como as respiratorias e entéricas.

Por sua vez ¢ esta a forma de maior importancia econémica (HOELZLE, 2007).

Microscopia eletrdnica de varredura (A e B) e de
transmissdo (C e D) de hemacias infectadas por M. suis. As
diferentes formas morfolégicas e caracteristicas de M. suis
sdo mostrados invadindo as hemécias.

Figura 1 — Demonstrag&o do M. suis invadindo as hemacias
Fonte: (GROEBEL et al., 2009).

2.5 Diagnostico

A falta de crescimento in vitro é uma grande dificuldade enfrentada para
diagnostico de casos de suspeita de hemoplasmose suina em casos de campo
(HOELZLE, 2008). O diagnoéstico sempre se baseou na detecgdo microscopica em
esfregacos sanguineos em coloracéo de Giemsa para observagdo do M. suis, porém este

método é pouco sensivel e pouco especifico (HOELZLE et al., 2007).
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Atualmente ndo se dispdem de um método que possibilite ensaios de rotina
embora a literatura cite a Fixacdo de Complemento e ELISA (SCHULLER et al., 1990;
ZHANG et al., 2008) ou a Hemaglutinagéo Indireta (SMITH; RAHN, 1975).

Um ensaio de ELISA foi estabelecido por Hoelzle et al. (2007) utilizando
antigenos recombinantes e mostrou capacidade de ser utilizado para o diagndéstico de
campo da hemoplasmose suina. Técnicas moleculares, como o PCR foram
desenvolvidas com sucesso para a identificacdo do M. suis, entre elas a amplificacdo do
gene que codifica a subunidade 16s do rRNA (MESSICK et al., 1999). Estas técnicas
permitem tanto o diagnostico da forma aguda ou ainda na forma onde os animais

estejam infectados e assintomaticos.

Posteriormente foi desenvolvida uma técnica de Light Cycler real-time PCR
com a utilizagdo do gene conservado msg 1 como regido alvo. Este gene codifica uma
proteina de superficie andloga a GAPDH que possibilita a analise qualitativa e
quantitativa de hemoplasmose suina (HOELZLE et al., 2007). Outra técnica quantitativa
disponibilizada é a de TagMan PCR (GUIMARAES et al., 2011) que se mostrou com
sensibilidade 100 vezes maior que o PCR tradicional.

2.6 Controle

O método utilizado para o controle da hemoplasmose suina €
tradicionalmente a utilizacdo de antibidticos e 0 manejo que envolve o controle do
contato de sangue entre animais e insetos que podem transmitir o micoplasma por
picadas (MATOS et al., 2007). Embora estas préaticas funcionem parcialmente, elas ndo
eliminam o M. suis dos rebanhos ocasionando a mantenca de animais com infecgédo
persistente e inaparente clinicamente possibilitando assim a retransmisséo inter e entre
rebanhos (THACKER, 2006).

A principal dificuldade no desenvolvimento de uma vacina efetiva é a
impossibilidade do cultivo in vitro do agente sendo que vacinas derivadas de animais
infectados foram testadas, porém estas podem conter componentes sanguineos com
possibilidades de reagOes imunes ou ainda da impossibilidade de atenuacdo por
passagens em meios como naquelas vacinas oriundas de microrganismos cultivaveis.

Também, os fatores de viruléncia ainda ndo estdo estabelecidos, sendo que a ligagédo do
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micoplasma com a hemacia parece ser uma via crucial no desenvolvimento de uma
vacina (HOELZLE et at., 2009).

O tratamento clinico para a hemoplasmose suina é realizado com o uso de
tetraciclinas na dose de 30mg/Kg e tratamento de apoio (MATOS et al., 2007;
THACKER, 2006; SOBESTIANSKY et al.,1999). Medidas que eliminem a
possibilidade de transmissdo, como o controle de insetos e piolhos durante 0 manejo
impedindo o contato de sangue infectado como no uso de agulhas, laminas de castracéo
e corte de dentes sdo imprescindiveis como profilaxia da hemoplasmose suina
(THACKER, 2006).
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2. OBJETIVOS
3.1 Geral
e Verificar a ocorréncia de Mycoplasma suis em suinos de criagdes extensivas

do Estado do Maranh@o, por meio da PCR em Tempo Real Quantitativo.

3.2 Especificos

e Auvaliar a carga parasitaria de Mycoplasma suis em suinos de criagdes
extensivas dos municipios de Itapecuru Mirim e Santa Rita no Estado do
Maranhéo.

e Detectar a presenca de Mycoplasma suis em suinos de criacdes extensivas

dos municipios de Itapecuru Mirim e Santa Rita no Estado do Maranhéo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de Estudo

Figura3:
http://kamaleao.com/saoluis/7507/sa
nta-rita-maranhao

Figura2:https://pt.wikipedia.org/wi
ki/ltapecuru-Mirim

O estudo foi realizado nos municipios de Itapecuru Mirim e Santa Rita,

Estado do Maranh&o, o primeiro fica situado na microrregido de Itapecuru Mirim, tendo

em 2016, uma populacdo estimada pelo IBGE em 67.104 habitantes, sendo a cidade

mais importante da sua microrregido e a 18% maior cidade do estado. J& Santa Rita,

localiza-se na microrregido de Rosario, tem uma populacdo de 35.364 habitantes,

segundo estimativa do IBGE em 2014. Possui area de 706,38 kmz2.

A coleta das amostras sanguineas realizou-se em propriedades de criadores
extensivos de suinos, de forma casuistica, de acordo com o nimero de animais
disponiveis. Esses pequenos produtores de suinos dos municipios tém suas criagdes
classificadas como de subsisténcia, sem tecnificagdo e envolvendo mé&o-de-obra

familiar.

A pesquisa € decorrente de um projeto de pesquisa sendo este aprovado pela
Comissdo de FEtica e Experimentacio Animal (CEEA) do Curso de Medicina
Veterinaria da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA), Protocolo N° 004/2015
CEEA/UEMA).
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4.2 Colheita das Amostras

Foram realizadas coletas de sangue por venopuncéo, utilizando tubo tipo
vaccutainer com anticoagulante, para a realizacdo da Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR) em 65 suinos de cria¢Ges extensivas sendo 30 no municipio de Itapecuru Mirim e
35 no municipio de Santa Rita, Estado do Maranhdo. As amostras de sangue foram
armazenadas em microtubos de 1,5 ml estéreis, esse material coletado foi transportado
em caixas isotérmicas com gelo reciclavel e posteriormente acondicionado em freezer a
- 20°C no Laboratorio de Imunodiagndstico, da Universidade Estadual do Maranhao

(UEMA) no curso de Medicina Veterinaria, Campus Séo Luis - MA.

O estudo realizado foi uma parceria entre a Universidade Estadual do
Maranhédo e a Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita (UNESP), campus de
Jaboticabal, Sdo Paulo. O processamento laboratorial para realizagdo da Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR) foi desenvolvido no Laboratorio de Imunoparasitologia
da FCAV/UNESP, Jaboticabal.

4.3 Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

E uma reacdo que permite a amplificacdo de &cidos nucléicos (DNA ou
RNA) in vitro.

4.3.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA de sangue total foi realizada com o QlAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen, Valencia, Califérnia, Estados Unidos) de acordo com as
recomendacdes do fabricante, no Laboratério de Imunoparasitologia da FCAV/UNESP
Jaboticabal. Logo apds, o DNA extraido foi identificado e armazenado a - 20°C para
realizacéo da PCR.

4.3.2 PCR Convencional para gene endégeno GAPDH

Foi realizado um controle endogeno da PCR com o objetivo de eliminar
resultados falsos negativos em virtude da presenca de inibidores, as amostras de DNA
foram submetidas a uma PCR convencional objetivando a amplificagdo do gene
GAPDH (Gliceraldeido-3fosfato desidrogenase) de mamiferos (controle enddgeno da

reacdo). A PCR foi realizada utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores 5’-
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GTGATGCTGGTGCTGAGTATG -3’ ¢ 5’- GTGATGGCATGGAC (G/T) GTGG- 3,
que flanqueiam uma regido de 282 pb do gene supracitado (CHAMIZO et al., 2001).

A reacdo de amplificacdo foi realizada utilizando uma reacdo de volume
total final de 25uL, contendo uma mistura de S5uL. do DNA-amostra, 0,2mM de cada
deoxinucleotideo, 0,4uM de cada oligonucleotideo iniciador, 3,0mM de Cloreto de
Magnésio, 1,25U de Tag DNA Polimerase (GeneDireX®, Biochem Life Science, India),
tampdo da PCR e &gua ultra-pura esterilizada g.s.p. A sequéncia térmica e de tempo de
amplificacdo foi de: desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos compostos por
desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos e extensao a
72°C por 30 segundos, e extens&o final a 72°C por 5 minutos.

Todas as amostras que tiveram expressdo adequada de GAPDH foram
consideradas como tendo amplificacdo adequada do DNA. Para verificar a auséncia de
inibidores nas amostras de DNA, foi realizada uma reacdo de PCR para o gene
endégeno GAPDH, seguindo o protocolo estabelecido por Birkenheuer et al. (2003).
Para tal, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel
de agarose a 1,0% corado com brometo de etideo (0,5 uL/ml) em tampdo de corrida
TEB pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44 M &cido bdrico; 12,49 mm EDTA). A eletroforese
foi realizada a 90 V/ 50mA durante 90 minutos. Para a determinagdo dos produtos
amplificados foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 pares de base (Life
Technologies®). Os resultados foram visualizados e analisados utilizando-se um
transiluminador de luz ultravioleta acoplado a um programa computacional de anélise

de imagens (Chemi Doc Imaging System, BioRad®).

4.3.3 PCR em tempo real especifica para Mycoplasma suis baseada no
gene 16S rRNA

A PCR quantitativa em tempo real (qPCR), usando o sistema de deteccéo
TagMan®, utilizou primers e sonda segundo descrito por Guimarées et al. (2011). Os
primers foram criados para amplificar um fragmento do gene 16S Rrna.
As amostras de DNA extraidas que foram submetidas a uma PCR convencional para o
gene enddégeno GAPDH e que foram aptas vieram a ser submetidas a uma PCR em

tempo real baseada no gene 16S rRNA para Mycoplasma suis, utilizando-se 0s
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oligonucleotideos iniciadores (Integrated DNA Technologies®, Coralville, lowa,
Estados Unidos) Foward (5’-CCCTGATTGTACTAATTGAATAAG-3’) e Reverse (5°-
GCGAACACTTGTTAAGCAAG-3’) e a sonda de hidrolise TagMan (5’FAM-
TGRATACACAYTTCAG-MGBNFQ3’) (GUIMARAES et al., 2011). A reacdo de
amplificacdo foi realizada utilizando volume total final de 10uL, contendo uma mistura
de 1puL do DNA-amostra, 0,2uM de cada oligonucleotideo iniciador e sonda de
hidrolise, tampdo da PCR (IQ Multiplex Power Mix, BioRad®, Hercules, California,
Estados Unidos) e &gua ultrapura esterilizada (Nuclease-Free Water, Promega®,
Madison, Wisconsin, Estados Unidos) g.s.p. 10uL. A sequéncia térmica e de tempo de
amplificacdo foi de: 95°C por 10 minutos seguidos por 40 ciclos a 95°C por 15
segundos, 58,5°C por 45 segundos e 72°C por 30 segundos. Dilui¢des seriadas foram
feitas a fim de construir padroes com diferentes concentracdes de DNA plasmidial
contendo a sequéncia-alvo (2,0 x 107 copias/ pL a 2,0 x 10° copias/ pL). O nimero de
copias de plasmideos foi determinado de acordo com a formula (Xg/ puL DNA/

[tamanho do plasmideo (pb) x 660]) x 6.022 x10% x cdpias do plasmideo/pL.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo foram realizados a PCR convencional para a deteccdo do gene
GAPDH e PCR em tempo real quantitativa especifica para Mycoplasma suis baseada no
gene 16S rRNA. Dessa forma, obtivemos 40 amostras positivas para o gene GAPDH,
em que essas foram consideradas aptas a realizacdo da PCR em tempo real, sendo 17 do
municipio de Itapecuru Mirim e 23 no municipio de Santa Rita, ja que o gene GAPDH
nos afirma que o DNA encontrado estd em qualidade adequada, tendo o mesmo

amplificado. Onde 29 amostras se mostraram positivas para 0 Mycoplasma suis.

A PCR em tempo real representa o Gltimo avan¢o na tecnologia da PCR. Todos
0s testes diagndsticos que envolvem um método molecular de amplificagdo, como a
PCR, compreendem as etapas de extracdo de &cidos nucleicos de amostras bioldgicas,
seguido de amplificacdo de um segmento selecionado mediante a reacdo em cadeia pela
polimerase e de deteccdo dos fragmentos amplificados durante o processo. A PCR em
tempo real associa a metodologia de PCR a um sistema de detec¢do e quantificacdo de
fluorescéncia produzida durante os ciclos de quantificacdo. A metodologia permite a
amplificacdo, deteccdo e quantificacdo de DNA em uma Unica etapa, agilizando a
obtengdo de resultados e minimizando o risco decorrente de possiveis contaminacgdes. A
possibilidade de monitorar, ao longo da reagéo, a quantidade de produto formado a cada
ciclo de amplificacdo e de quantificar este produto durante a sua fase Otima de
formacdo, confere maior precisdo e reprodutibilidade a PCR em tempo real quando

comparado com a PCR convencional.

Das 30 amostras de Itapecuru Mirim, 17 (56,6%) mostraram-se positivas para
0 gene enddégeno GAPDH como pode ser observado na Figura 4 que mostra o resultado
da amplificacdo em gel de agarose, indicando que o DNA estava integro e que ndo havia
inibidores da reacdo nessas amostras. Das 17 amostras, 14 (82,35) mostraram-se
positivas para na qPCR para M. suis podendo ser visto no Quadro 1 que nos traz as
médias dos ciclos de quantificagdo, o0 numero de copias/ul e parametros da reagdo como
a eficiéncia, coeficiente de corre¢do, R? e y-intercepto para cada uma das amostras de
DNA extraida de sangue dos suinos do municipio de Itapecuru Mirim e ainda nas

Figuras 7 e 8 temos a curva de amplificagdo das amostras e a curva padrdo da reacdo na
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Qpcr para M.suis baseada no gene 16s Rrna das amostras do municipio de Itapecuru

Mirim sendo estas fornecidas pela maquina usada.

182 3 A 5v6 7 8 1011 1314

Figura 4 - Resultado da amplificagdo por qPCR de Mycoplasma suis em gel de agarose. Canal 1:
marcador ~de  peso  molecular/Ladder;  Canal 2: Controle  positivo;  Canal
9,12,15,16,17,19,20,21,22,23,24,25,26, e 28: Amostras positivas; Canal 29: Controle negativo

Das 35 amostras de Santa Rita, 23 (65,7%) mostraram-se positivas para 0 gene
enddgeno GAPDH como pode ser observado na Figura 5 e 6 mostrando o resultado da
amplificacdo em gel de agarose, indicando que o DNA estava integro e que ndo havia
inibidores da reacdo nessas amostras. Das 23 amostras, 15 (65,21%) mostraram-se
positivas para na gPCR para M. suis podendo ser visto no Quadro 2 que nos traz as
médias dos ciclos de quantificacdo, o nimero de copias/ul e parametros da reacdo como
a eficiéncia, coeficiente de correcdo, R? e y-intercepto para cada uma das amostras de
DNA extraida de sangue dos suinos do municipio de Santa Rita e ainda nas Figuras 9 e
10 temos a curva de amplificacdo das amostras e a curva padrdo da reacdo na Qpcr para
M.suis baseada no gene 16s Rrna das amostras do municipio de Santa Rita sendo estas

fornecidas pela maquina usada.
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Figura 5 e 6- Resultado da amplificacdo por qPCR de Mycoplasma suis em gel de agarose. Canal 1:
marcador  de peso molecular/Ladder; Canal 2: Controle positivo; Canal
3,4,7,8,9,10,11,13,14,15,16,17,18,21,25,26,28,29,30,31,32,34 e 35: Amostras positivas;
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Quadro 1. Médias dos Cgs, nimeros de cdpias/ pL, e parametros da reacdo (eficiéncia, coeficiente de
corregdo, R? e y-intercepto) para cada amostra de DNA extraida de sangue de suinos no municipio de
Itapecuru Mirim, MA.

Média de
Amostra 'c\:/lqé:"a Quantificacdo |gficiencia |R2 Slope Y- intercepto
(copias/ pL)
09 25,59 5,89 x 10*
12 22,59 4,36 x 10°
15 27,15 2,07 x 10*
16 20,50 1,77 x 106
17 24,29 1,43 x 10°
19 26,39 3,48 x 10*
20 26,50 3,23 x 10*
94,9% 0,977 -3,450 42,050
21 25,83 5,22 x 10*
22 32,54 6,07 x 102
23 26,77 2,67 x 10*
24 28,52 8,31 x 10°
25 26,34 3,72 x 10*
27 22,17 5,78 x 10°
28 28,86 6,65 x 103
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Quadro 2. Médias dos Cgs, nimeros de cépias/ pL, e parametros da reacdo (eficiéncia, coeficiente de

corregdo, R? e y-intercepto) para cada amostra de DNA extraida de sangue de suinos no municipio de
Santa Rita, MA.

Média de
Amostra lc\:/lqégia Quantificacdo |gficiencia  |R? Slope Y- intercepto
(copias/ pL)
03 26,08 1,66 x 10*
04 28,32 7,15 x 103
07 27,95 9,05 x 103
08 25,82 1,71 x 10*
09 27,44 1,27 x 10*
10 31,20 1,11 x 10°
11 33,10 3,22 x 102
91,1% 0,992 -3,555 42,016
13 26,28 2,67 x 10*
16 28,65 5,74 x 103
21 30,50 8,36 x 102
25 29,13 4,21 x 103
26 34,35 1,44 x 10?
28 24,79 7,05 x 10
29 31,36 1,01 x 108
34 33,02 3,41 x 102
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A eficiéncia da qPCR foi de 94,9%, r? de 0,977, y int. 42,050 e slope de -3,450 (Figura 7 e 8).

Amplification

RFU

Figura 7 — Curva de amplificagdo das amostras do municipio de Itapecuru Mirim
LEGENDA DO GRAFICO
a Curva Padréo
Il Controle Negativo
B cControle Positivo

Standard Curve

Log Starting Quantity

{3 Standard 3 Unknown

—— FAM  E=84.5% R"2=0,977 Slope=-3,450 y-int=42,0:50

Figura 8 — Curva padrdo da reacao para gPCR para M. Suis baseada no gene 16s rRNA das amostras
do municipio de Itapecuru Mirim.
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A eficiéncia da qPCR foi de 91,1%, r? de 0,992, y int. 42,016 e slope de -3,555 (Figura 9 e 10).

Amplification
1':‘3 + T T T T T T

Figura 9 — Curva de amplificacdo das amostras do municipio de Santa Rita
LEGENDA DO GRAFICO
[ | Curva Padrio
Il Controle Negativo
B controle Positivo

Standard Curve

Log Starting Quantity

{ Standard 3 Unknown
— FAM E=31,1% R"2=0,557 Slope=1, 355 y-ini=42, 018

Figura 10-Curva padrdo da reacdo para gPCR para M. Suis baseada no gene 16s rRNA das amostras
do municipio de Santa Rita.
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Das 40 amostras positivas na PCR convencional para o gene endéogeno GAPDH
sendo 17 (56,6%) em Itapecuru Mirim e 23 (65,71%) em Santa Rita e das 29 amostras
foram positivas para o Mycoplasma suis na gPCR sendo 14 (82,35%) em Itapecuru
Mirim e 15 (65,21%) em Santa Rita. Comparando-se a ocorréncia do referido agente
obtida no presente estudo com a encontrada por Yuan et al. (2009) na China, nota-se
que os resultados apresentam poucas similaridades, devido 0 mesmo nimero de suinos
amostrados, porém ambos tém um percentual de positividade alto. Esses pesquisadores
encontraram uma ocorréncia de 86% para o M. suis, por meio da PCR convencional,
dentre 172 suinos amostrados em Shangai.

Ja na Alemanha, Ritzmann et al. (2009) investigaram a prevaléncia do parasita
em suinos de abate e a possivel correlagdo entre os resultados da qPCR e dos esfregagos
sanguineos corados. Dos 1176 suinos amostrados em 196 propriedades na Alemanha,
164 (13,9%) mostraram-se positivos na qPCR para M. suis. Ritzmann et al. (2009),
observando-se entdo uma menor prevaléncia em comparagdo com nosso estudo. O
referido estudo demonstrou também que a avaliagdo microscopica de esfregacos
sanguineos corados de amostras contendo 10° cépias de M. suis por ml de sangue
permitiu um diagnostico suficientemente coerente na fase aguda da doenca nos suinos
de abate. Contudo, em menores parasitemias (estimada pelo nimero de cdpias/ml), a
sensibilidade e a especificidade dos esfregagcos sanguineos mostraram-se baixas para
poderem ser empregadas dentro de um escopo de programas de controle ou erradicacao
da hemoplasmose suina. Além disso, falsos positivos em esfregacos sanguineos sdo
possiveis devido a dificuldade de distin¢do entre M. suis e fragmentos de DNA imaturos

de estruturas eritrocitarias.

Em nosso estudo, a quantificacdo do fragmento do gene 16S rRNA de M. suis
foi variavel de pL, sendo considerada relativamente baixa em parte dos animais.
Gerando, provavelmente, resultados negativos na analise de esfregacos sanguineos
corados. Devido a baixa sensibilidade e especificidade no diagnéstico laboratorial das
infeccbes por M. suis baseado na observacdo de esfregaco sanguineo corado ao
microscopio, essa técnica ndo gera confiabilidade nos resultados. Embora esta técnica
seja de facil execucdo e de baixo custo, depende da observacdo e da sensibilidade
individual de cada pesquisador sendo assim, passivel de erros. Testes sorolégicos

empregando proteinas recombinantes também podem ser empregados no diagnostico de



37

M. suis, uma vez que apresentam elevadas sensibilidade e a especificidade (HOELZLE
etal., 2007).

Hoelzle et al. (2010) investigaram a ocorréncia do M. suis em javalis selvagens
(Sus scrofa) de 10 areas de caca e de um cativeiro selvagem no sudoeste da Alemanha,
por meio da PCR convencional. No estudo supracitado, o parasita foi detectado em 36
(10,03%) dentre os 359 javalis amostrados, sendo que a maioria dos animais positivos
eram originarios de cativeiro selvagem na Alemanha (HOELZLE et al., 2010),
demonstrando assim, que o percentual de positividade nesse estudo também foi menor
que aquele encontrado entre os suinos dos municipios de Itapecuru Mirim e Santa Rita,
MA.

Para se explicar as diferencas dos percentuais de positividade observados nos
trabalhos de Hoelzle et al. (2010), Ritzmann et al. (2009) e Yuan et al. (2009) em
comparado ao presente estudo, podemos analisar o tipo de criagdo dos suinos. As
criagdes analisadas no experimento de Hoelzle et al. (2010) na Alemanha foram
divididas em duas &reas: 10 locais de caca, onde 0s animais mantinham contato uns com
0S outros apenas por comportamento natural (cinco animais infectados — 1,39%), e um
cativeiro selvagem, onde a presenca de cercas e a alta densidade populacional levava a
um frequente e proximo contato entre os javalis, causando um elevado aumento no
percentual de positividade (31 animais infectados — 86%). Ja as criacGes analisadas por
Ritzmann et al. (2009) contemplavam 196 fazendas de suinos na Alemanha, distribuidas
em trés regides, as quais representavam o sul, ocidente e oriente do pais, sendo todas

tecnificadas.

Porém, os suinos amostrados em nosso estudo eram oriundos de criacBes nédo
tecnificadas, ou seja, criagbes com auséncia de programas nutricionais, ambientais e
instalagdes adequadas, genética definida e técnicas de manejo padronizadas.
Apresentando condicBes semelhantes as de nosso estudo, os animais amostrados no
trabalho de Yuan et al. (2009) provinham de fazendas comerciais de suinos, as quais
apresentavam pobres condi¢bes sanitarias e, dessa forma, fornecendo um &timo
ambiente para o desenvolvimento de mosquitos do género Aedes spp. De acordo com
Yuan et al. (2009), este género de mosquito desempenha um importante papel na
transmissdo de M. suis entre os suinos. Além disso, foi encontrado um alto percentual
de positividade (49%) para o agente em estudo dentre 65 trabalhadores dessas criagdes.

Os pesquisadores também observaram outras situacfes que poderiam favorecer uma
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maior transmissdao do agente entre 0s suinos, tais como a ingestdo de alimento
contaminado com sangue de suinos infectados e a reutilizacdo de seringas. Portanto,
esses fatores podem ter contribuido para o alto percentual de positividade da infec¢do

por M. suis no estudo conduzido em Shangai, na China (YUAN et al., 2009).

Em uma analise geral dos trés estudos supracitados em associagdo ao
desenvolvido nesta pesquisa pode-se inferir que as condicfes sanitarias das criacfes tém
influéncia nas taxas de positividade para a doenca. Nas pesquisas conduzidas na
Alemanha (HOELZLE et al., 2010; RITZMANN et al., 2009) a positividade foi bem
menor quando comparadas a desenvolvida na China (YUAN et al., 2009) e por nossa
pesquisa. Hoelzle et al. (2010) encontraram apenas 36 javalis positivos (10,03%) para o
agente dentre os 359 amostrados. Os javalis que ficavam nos locais de caga mantinham
contato uns com 0s outros apenas por comportamento natural, ou seja, a densidade
populacional ndo era alta e tampouco o contato entre eles era forcado. Sendo assim,
apenas cinco animais mostraram-se positivos. Ja os javalis amostrados no cativeiro
selvagem mantinham frequente e proximo contato uns com os outros, devido a presenca
de cercas e da alta densidade populacional. Tal ambiente favoreceu um elevado
percentual de positividade (31 animais positivos dentre os 36), haja vista que um maior
contato favorece a transmissdo do agente. Neste caso se observa um fator de risco
associado a positividade: a densidade populacional. J& as condi¢fes do ambiente, das
instalagdes e as técnicas de manejo nos locais de caca eram adequadas e padronizadas
(HOELZLE et al., 2010; RITZMANN et al., 2009). Em ambos os estudos conduzidos
na Alemanha (HOELZLE et al., 2010; RITZMANN et al., 2009) os animais
apresentavam genética definida e presenca de programa nutricional. Entretanto, as
instalacOes nas quais eram mantidos os javalis em cativeiro selvagem apresenta falhas,
uma vez que o contato aumentou, a possibilidade de transmissdo e a taxa de
positividade entre eles. Contudo, ainda apresentaram menores taxas de positividade
quando comparadas com aquelas encontradas no presente estudo e com o estudo de
YUAN et al., (2009).

Os fatores de risco associados a positividade podem se tornar evidentes quando
em condi¢cbes de criacbes com baixas condi¢des sanitarias. O lixo acumulado pode
aumentar a presenca de possiveis vetores, tais como moscas e mosquitos. Ainda,

deficientes técnicas de manejo levam a falta de limpeza do local e o compartilhamento
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de seringas e de outros materiais. As condi¢des dos comedouros e bebedouros podem
facilitar a contaminacdo de alimentos e &gua com sangue, saliva, secre¢des nasais,
poeira e até mesmo urina de animais infectados, e assim, favorecendo a transmissdo do
agente. Portanto, mais estudos acerca dos efetivos mecanismos de transmisséo do M.
suis devem ser propostos, ja que pobres condicbes sanitarias poderiam favorecer a
transmisséo do agente.

Vale ressaltar que, além da analise dos fatores de risco e das condic¢Ges sanitarias,
deve-se atentar para a questdo da sazonalidade e das condicGes climaticas. De acordo
com Song et al. (2014), a soroprevaléncia do M. suis em porcas na provincia de Hubei,
China foi maior no verdo e no outono quando comparada aquela observada na
primavera e no inverno. Tais achados podem estar relacionados com o periodo de maior
ocorréncia dos vetores artropodes, favorecendo a transmissdo do agente. Além disso, a
soroprevaléncia para 0 agente mostrou-se mais alta em porcas de reposicao (40,6%),
porcas multiparas (48,2%) e em javalis (44,4%), quando comparada a de leitbes (13%),
leitBes recém desmamados (10,8%) e a de suinos em fase final de crescimento (25%).
Além do mais, o tratamento medicamentoso e a frequéncia de desinfecgdo mostraram-se
como fatores de prevencdo da hemoplasmose. Contudo mais estudos a respeito dos
fatores de risco associados a transmissibilidade e a positividade ao agente, além da
sazonalidade e condicGes climaticas devem ser propostos para os diferentes tipos de

criacdes de suinos.

Em nosso estudo, a positividade para M. suis mostrou-se elevada. Tal fato, se
deve, provavelmente, a auséncia de tecnificacdo das propriedades amostrados e das
precarias condi¢bes sanitarias. Contudo, assim como observado no trabalho de Song e
colaboradores (2014), pode-se inferir que a sazonalidade também pode ter sido um fator
de associacdo a essa alta positividade obtida em nosso estudo. Em periodos com
temperatura mais amena e com baixa umidade, ou seja, na primavera e no inverno, a
soroprevaléncia das porcas na provincia chinesa de Hubei foi menor quando comparada
aquela encontrada no do veréo e outono, onde o clima é mais umido e quente. Esse fato
pode indicar que a transmissdo pode ser favorecida em climas mais quentes e, devido a
localizag@o de nossa regido de estudo, podemos inferir que a alta taxa de positividade
foi provavelmente influenciada por mais esse fator. Guimarées et al. (2007) realizaram
um estudo em Santa Catarina, regido sul do Brasil, onde 121 porcas foram amostradas.

Enquanto que na PCR convencional a positividade foi de 18,2%, no Southern blotting
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foi de 33,1%. Ainda no mesmo experimento, 1,63% dentre 61 leitdes, e 25% dentre
quatro javalis, mostraram-se positivos para o agente. Ja no Estado do Parana, Vieira et
al. (2011) verificaram auséncia de positividade para M. suis dentre 28 suinos selvagens
(Tayassu tajacu e Tayassu pecari) mantidos em cativeiro na regido Sul do Brasil, por
meio da andlise de esfregacos sanguineos corados e PCR convencional. Isso pode
ocorrer devido a Regido Sul do nosso pais apresentar temperaturas mais amenas, essas
baixas taxas de positividades podem ser explicadas pelas diferencas de temperatura,

clima, da tecnificacdo e das condig¢des sanitarias.

Recentemente, um grupo de pesquisa da UNESP encontrou alta porcentagem de
positividade (76,19%) para M. suis pela gPCR em suinos amostrados em criacfes
extensivas na cidade de Mossord, estado do Rio Grande do Norte (TOLEDO et al.,
2016). Vemos, portanto, 0 quao importante é realizar a intensificacdo da pesquisa
voltada para esse parasito, por pouco se ter esclarecido sobre ele, e pouco ou quase nada

aqui do Nordeste.

Futuros estudos objetivando verificar a ocorréncia do M. suis em cria¢fes nao
tecnificadas e de subsisténcia em outras regides do Brasil, anélise dos fatores de risco
associados a infeccdo, positividade e susceptibilidade ao agente nas diferentes faixas
etarias e a investigacdo do real impacto da hemoplasmose nas esferas produtiva e

sanitaria em suinoculturas se faz necessario no Brasil e em nosso estado.
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CONCLUSOES

O presente estudo mostra uma alta ocorréncia de (82,35%) e (65,21%) de M.
suis em suinos de cria¢fes ndo tecnificadas nos municipios de Itapecuru Mirim e
Santa Rita respectivamente, no estado do Maranhao.

Notou-se, 0 qudo critico se encontra a situacdo dos municipios de Itapecuru
Mirim e Santa Rita, ja que o numero de amostras positivas foi quase em sua
totalidade, afirmando que é de suma importancia a intensificacdo da pesquisa em
mais propriedades desses municipios e de outros, ja que ndo ha dados
encontrados no estado do Maranh&o.

E o emprego da técnica de QPCR nos futuros estudos a serem conduzidos a
respeito da ocorréncia e dos fatores de risco associados a infec¢do pelo M.suis,
destacando seu baixo risco de contaminacdo, alto rendimento, especificidade,

sensibilidade, reprodutibilidade e confiabilidade é importante.
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