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RESUMO

Mycoplasma hyopneumoniae é um importante patdgeno que causa pneumonia, perda de
peso e condenacdo de carcacas no abatedouro. O diagndstico de infeccdo por M.
hyopneumoniae é frequentemente feito através de histopatologia, imuno-histoquimica
(IHQ) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR), ou uma combinacdo dessas técnicas.
Para exame histolégico, amostras sdo conservadas em solu¢do de formalina a 10%. PCR
pode ser realizada a partir de amostras submetidas a varios métodos de conservacao,
incluindo suabes, tecido refrigerado ou congelado, ou ainda tecido fixado em formalina
e embebido em parafina (FFEP). Entretanto, o processo de fixacdo em formalina pode
inibir a amplificagdo de DNA. Para avaliar os diferentes métodos de conservacgao para a
deteccdo de M. hyopneumoniae, 15 pulmdes com lesdes de consolidacéo cranio-ventral
de suinos oriundos de rebanhos com problemas respiratorios foram selecionados no
abatedouro. Suabes bronquiais e pulmdo fresco foram colhidos, e um fragmento da
mesma por¢do de pulmdo foi colocado por 48 horas em solugdo de formalina
tamponada. Nested PCR e PCR em Tempo Real foram realizados comparando amostras
de tecido FFEP e amostras refrigeradas (suabe bronquial e tecido). O exame
histopatoldgico dos pulmdes revelou caracteristicas de infeccdo por M. hyopneumoniae
em 12 casos. Deteccdo de M. hyopneumoniae por nested PCR ocorreu em todas as
amostras de suabe e tecido ndo fixado. J& em amostras FFEP, o agente foi detectado
somente em 11 amostras. Os resultados de PCR em Tempo Real foram todos positivos
para amostras de suabe e de tecido ndo fixado, enquanto todas as amostras FFEP foram
positivas para o agente. Ao relacionar os resultados com achados histoldgicos, 8 de 9
animais com score de lesdo 3 apresentaram resultado do nested PCR positivo.
Resultados de PCR em Tempo Real com valor de Cicle threshold (Ct) entre 24,1 e 33,3
tiveram carateristicas mais compativeis com infeccdo por M. hyopneumoniae. PCR em
Tempo Real foi a técnica que melhor detectou material genético de M.hyopneumoniae a
partir de amostras FFEP. Esta comparacdo demonstrou que é possivel detectar M.
hyopneumoniae a partir de amostras FFEP, porém a eficacia do teste fica comprometida
sob essas condicdes. O estudo demonstrou que é possivel detectar M. hyopneumoniae a

partir de diferentes métodos de conservacao, porém com variavel eficacia.
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ABSTRACT

Mycoplasma hyopneumoniae is an important pathogen that causes pneumonia, weight
losses and carcass condemnation in swine. The diagnosis of Mycoplasma
hyopneumoniae  infection is often performed through histopathology,
immunohistochemistry (IHC) and polymerase chain reaction (PCR), or a combination
of these techniques. For histological examination, samples are conserved in a 10%
formalin solution. PCR can be performed from samples under several methods of
conservation, including swabs, frozen tissue or formalin fixed and paraffin embedded
(FFPE) tissue. However, the formalin fixation process often inhibits DNA
amplification. In order to evaluate whether M. hyopneumoniae DNA could be recovered
from FFPE tissues, 15 lungs with cranioventral consolidation lesions from swine bred in
herds with respiratory disease were selected in a slaughterhouse. Bronchial swabs and
fresh lung tissue were collected, and a fragment of same lung portion was placed for
24h in neutral buffered formalin. Two different PCR assays were performed comparing
samples of FFPE tissue with samples that were only refrigerated (bronchial swabs and
tissue). Histopathological examination of the lungs revealed M. hyopneumoniae features
in 12 cases. Nested PCR detection of Mycoplasma hyopneumoniae occurred in all 15
samples of swab and refrigerated tissue, while in FFPE tissue samples, M.
hyopneumoniae was detected in only 11 of the 15 samples. Real time PCR results were
all positive for swab and untreated tissue samples and FFPE samples. The results were
related to histological findings, and 8 of the 9 lungs with score 3 lesions were nested
PCR positive. Real-time PCR results from FFEP samples showed more consistent
histological features of M. hyopneumoniae infection when the Ct value was between
24.1 and 33.3. Real-time PCR test was relatively the most sensitive technique.
Comparison of different sample conservation methods indicates that it is possible to
detect M. hyopneumoniae from FFPE tissue, but the efficiency of the PCR gets

compromised under these conditions.

Index Terms: Mycoplasma hyopneumoniae, FFPE tissue, swine.
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1. INTRODUCAO

Mycoplasma hyopneumoniae é o principal agente causador de pneumonias em
suinos, ele gera danos econdmicos importantes relacionados a sanidade na inddstria
suina (Desrosiers 2001, Sibila et al. 2009). A infeccdo por M. hyopneumoniae resulta
em alta morbidade e baixa mortalidade, a adesdo do agente nos cilios do epitélio das
vias aéreas inferiors afeta o sistema de defesa mucociliar, e ajuda na entrada de agents
secundérios, resultando em atraso no crescimento e condenacdo de carcaca no
abatedouro (Desrosiers 2001, Srinivasan et al. 2002, Martinez et al. 2007, Hansen et al.
2010).

A principal lesdo macroscépica causada por M. hyopneumoniae no pulmao é a
consolidacéo das suas porgdes cranio-ventrais (Sarradel et al. 2003, Ribeiro et al. 2004,
Redondo et al. 2009). Microscopicamente, a hiperplasia de tecido linfoide associado a
brénquios e bronquiolos (BALT) é o achado mais caracteristico de infeccdo por esse
agente (Sarradel et al. 2003, Redondo et al. 2009).

Cultivo e isolamento de Mycoplasma hyopneumoniae é reconhecido como o
padrdo ouro para seu diagndstico, porem, este € menos utilizado, visto que o agente
apresenta crescimento fastidioso e seu cultivo é laborioso, requerendo meio especial de
Friis (Thacker 2004, Otagiri et al. 2005). Além disso, outros microorganismos podem
crescer antes de M. hyopneumoniae, atrapalhando seu crescimento (Thacker 2004).
Desta forma, o isolamento do agente fica dificultado, especialmente a partir de amostras
de campo. Ha outras alternativas para diagnostico de infeccdo por M. hyopneumoniae
como analise histologica, imuno-histoquimica (IHQ) ou reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), atualmente, essas sdo as técnicas mais utilizadas para diagnéstico de pneumonia
por M. hyopneumoniae (Ribeiro et al. 2004, Thacker 2004, Otagiri et al. 2005).

Amostras encaminhadas para diagndstico através de técnicas histoldgicas séo
mantidas em solucdo de formalina a 10% por um periodo de 24 a 48 horas e
posteriormente processadas e embebidas em parafina. (Srinivasan et al. 2002, Coura et
al. 2005, Delfour et al. 2006, Ferrer et al. 2007). Laboratdrios de patologia possuem
grandes acervos de tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina (FFEP), o
que permite estudos retrospectivos utilizando anélise histoldgica (Ferrer et al. 2007).
Para técnicas de diagndstico utilizando biologia molecular, como PCR, DNA pode ser

extraido a partir de suabes, tecido refrigerado, congelado, ou ainda de amostras FFEP.



Entretanto, formaldeido leva a formacdo de ligages cruzadas entre acidos nucleicos e
proteinas e causa fragmentacdo desses, prejudicando a extracdo de material genético
vidvel para testes moleculares (Gilbert et al. 2007).

Nested PCR é uma técnica mais sensivel e especifica do que PCR convencional,
porém ela requer reacOes duplicadas e ha maior risco de contaminagéo nos resultados
(Otagiri et al 2005, Marois et al. 2009). A técnica de PCR em tempo real tem as
vantagens de alta sensibilidade, além de ndo haver necessidade de manipulacdo de
amostras apds a amplificacdo (Valasek and Repa 2005).

O proposito deste trabalho é avaliar deteccdo de M. hyopneumoniae através de
duas técnicas de PCR diferentes, comparando amostras de tecido congelado e suabe
bronquial refrigerado com amostras fixadas em formalina e embebidas em parafina, e
finalmente relacionar esses resultados com avaliacdo histologica, para avaliar

cronicidade e severidade das lesdes causadas por M. hyopneumoniae.



2. MATERIAL E METODOS

Fragmentos de quinze pulmdes suinos oriundos de rebanhos com doenca
respiratéria, apresentando consolidacdo cranio-ventral foram coletados em um
abatedouro. O material coletado foi dividido em duas partes iguais: a primeira foi fixada
em solucdo de formalina a 10% e embebida em parafina apds um periodo de 24 horas;
da segunda parte, coletou-se suabes bronquiais, que foram refrigerados, e a fracdo de
pulméo foi congelada a -20°C.

Subsequentemente, processou-se rotineiramente as amostras pulmonares FFEP,
corando se¢des de 4 um com hematoxilina e eosina para analise histoldgica (Prophet et
al. 1992). A analise histologica de todas as amostras foi realizada pelo mesmo
patologista. Dividiu-se as lesdes histologicas observadas em 3 graus, dependendo de sua
relacdo com infeccdo por M. hyopneumoniae. A classificagdo foi baseada em estudos
prévios, com grau 1 quando ndo havia lesdes ou quando eram muito discretas e
inespecificas, grau 2 para lesbes moderadamente indicativas, como hiperplasia de
BALT sem outros achados e grau 3 para lesdes muito indicativas, quando havia edema e
macrofagos alveolares combinados com hiperplasia de BALT (Morris et al. 1995,
Calsamiglia et al. 2001).

Extraiu-se o0 DNA de todas as amostras (suabe, tecido congelado e amostras
FFEP). Para tanto, utilizou-se kits comerciais (Qiagen™) especificos para amostras de
suabe e tecido (QIAMP DNA mini kit), e para tecido FFEP (QiIAMP FFPE tissue kit). O
DNA total extraido foi quantificado por espectrofotémetro.

Dois pares de oligonucleotideos para a regido do 16S ribosomal de M.
hyopneumoniae foram utilizados nas reacdes de nested PCR. Os primers utilizados para

amplificacdo por nested PCR foram os seguintes: MH Nested RI1 Up (5’-

GAGCCTTCA AGCTTCACCAAGA-3"), MH_Nested R1_Do (5°-
TGTGTTAGTGACTTTTGCCA CC-3"), MH_Nested R2_Up (5-
ACTAGATAGGAAATGCTCTAGT-3") e MH_Nested R2_Do (5°-

GTGGACTACCAGGGTATCT-3’) (Yamaguti et al. 2008). O par de primers utilizados
na primeira reacdo amplificam um fragmento de 649 pares de base (pb) e o par utilizado
na segunda reacdo amplifica um produto de 352 pb. O volume final da reacdo foi de
25uL, contendo 15 pmol/uL de cada primer, 0.5 pl de dNTP (200 uM), 0.5 uL de



MgCl, (1 mM), solucdo tampdo 1x e 1U de Taq polimerase (Invitrogen). Utilizou-se
uma amostra de cultivo de M. hyopneumoniae para controle positivo. Na primeira
reacdo utilizou-se 1 pL de amostra . Para a segunda reacdo aplicou-se 0.5 pL de produto
de PCR da primeira reacdo. O protocolo utilizado para os ciclos da primeira PCR da
nested foi de 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C
pos 30 segundos, 72°C por 45 segundos, finalizando com 72°C por 5 minutos. A
segunda PCR prosseguiu com 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de 95°C por 30 segundos,
60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, e 72°C por 5 minutos.

O par de primers e a sonda que foram utilizadas na PCR em tempo real (primers
MHP50S-F, MHP50S-R e sonda Probe50S-FAM, respectivamente) ligam-se a regido
50S ribossomal do genoma de M. hyopneumoniae. Para o desenvolvimento desses
reagentes utilizou-se o software Primer Express 3.0 (Applied Biosystems). O sistema
aplicado na reacgdo incluiu sonda TagMan® MGB e corante FAM como reporter. A
reacdo de PCR em tempo real foi submetida ao seguinte protocolo de amplificacéo:
95°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 30
segundos e 69°C por 1 minuto, com 15 pmol de cada primer, 1mM de MgCl,, 200 uM
de dNTP, 200 nM da sonda e 1U de Tag polimerase Platinum (Invitrogen). A reacéo foi
analisada através de um equipamento StepOnePlus 7500 (Applied Biosystems). O valor
de Ct (Cycle threshold) foi utilizado para estimar a quantificacio de DNA-alvo para

cada amostra e para comparar com lesdes histoldgicas.



3. RESULTADOS

Caracteristicas de infeccdo por M. hyopneumoniae foram observadas em 12 dos
15 casos. Hiperplasia de BALT foi constatada em 11 pulmdes (Figura 1), 7 pulmdes
apresentaram edema alveolar e 7 tinham aumentado nimero de macrofagos alveolares
(Figura 2). Os pulmdes foram classificados de acordo com as lesGes observadas, 10
pulmdes apresentaram grau 3, houveram 3 pulmdes classificados em grau 1 e no grau 2
haviam 2 pulmdes.

Foi possivel extrair mais DNA total de tecido congelado e suabe refrigerado do
que de amostras FFEP (Tabela 1). A mediana encontrada nas amostras de suabe foi de
88 ng/uL, e nas amostras de tecido congelado foi de 148ng/uL, enquanto as amostras
FFEP apresentaram mediana de 22 ng/uL.

Tabela 1 — Quantificacdo de DNA total nas amostras submetidas a diferentes métodos
de conservacéo

Conservacao de amostra Quantificacdo de DNA total (ng/uL)
Mediana Minimo Maximo
Suabe refrigerado 88 32 243
Tecido congelado 148 35 406
FFEP 22 3 88

Através de nested PCR detectou-se M. hyopneumoniae em todas as amostras de
suabe e de tecido refrigerado. Somente 11 amostras FFEP foram positivas na nested
PCR (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados da nested PCR nas amostras submetidas a diferentes métodos de
conservacgéo

Resultado da nested PCR Métodos de Conservacdo de Amostras
Suabe Refrigerado Tecido Congelado Amostra FFEP
Positivos 15 15 11
Negativos 0 0 4

O limite de amplificacdo para a PCR em tempo real foi de 6 fentogramas (fg) de
DNA puro do agente. Os resultados foram positivos em todas as amostras submetidas a

diferentes métodos de conservacao. Os valores de Ct de amostras de suabe apresentaram
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mediana de 25,1, a de amostras de tecido congelado foi de 27,5, enquanto a mediana de
amostras FFEP foi de 30,1 (Tabela 3).

Tabela 3 — Resultados da PCR em tempo real das amostras submetidas a diferentes
métodos de conservagdo

Conservacao de amostra Valores de Ct

Mediana Minimo Maximo
Suabe refrigerado 25,10 15,10 32,70
Tecido congelado 27,50 22,30 36,10
FFEP 30,10 24,10 34,70

Figura 1: Hiperplasia de BALT, caracteristica tipica de infeccdo por M. hyopneumoniae.
HE. Obj. 4X
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Figura 2: Edema alveolar e aumentado nimero de macréfagos alveolares, achados
indicativos de infec¢do por M. hyopneumoniae. HE. Obj. 20X
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4. DISCUSSAO

Microscopicamente, a hiperplasia de BALT foi a lesdo mais observada. Dentre
os achados histolégicos em pulm@es de suinos, esse é altamente indicativo de infeccdo
por M. hyopneumoniae. Os macrofagos alveolares e o edema alveolar podem estar
associados com o agente (Redondo et al. 2009). A alta freqiéncia de hiperplasia de
BALT encontrada nos casos € esperada, pois uma das causas do achado macroscopico
que foi critério de selecdo das amostras (consolidacdo cranio-ventral) é a hiperplasia de
BALT (Sibila 2007, Redondo 2009). Macrofagos alveolares e edema alveolar séo
alteracOes histolégicas manifestadas inicialmente em um pulmdo infectado pelo agente
(Redondo 2009), lesdes de grau 3 foram observadas em 10 das amostras analisadas,
demonstrando que a infeccdo estava em estagios intermediarios nesses pulmdes. Apesar
das duas lesdes estarem relacionadas, é possivel que ndo aparecam com igual
intensidade ao mesmo tempo, por regredirem em tempos diferentes (Sibila 2007).

A quantificacdo de DNA total realizada apos a extracdo de DNA mostrou que
menos DNA pode ser extraido de amostras FFEP, quando comparado a suabes e tecido.
A mediana apresentada em amostras de tecido foi a mais alta (Tabela 1), isso ocorre
porque ha mais DNA suino nesse tipo de amostra, 0 que aumenta a concentracdo de
DNA total. Parametros de fixagdo como periodo de permanéncia na solucéo fixativa, pH
desta solucdo e qual o tipo de solucdo utilizada afetam diretamente a integridade e
preservacdo dos acidos nucleicos da amostra (Ferrer et al. 2007) , a formalina provoca a
formacdo de ligacGes cruzadas, que alteram a estrutura e fragmentam os &cidos
nucléicos, prejudicando sua integridade (Delfour 2006). Neste estudo foi utilizada
formalina a 10% ndo tamponada, pois rotineiramente recebe-se amostras fixadas nesta
solucdo, as amostras foram mantidas nela por 24 horas, tempo minimo necessario para
fixacdo. Mesmo assim as concentracdes de DNA total extraido dessas amostras foram
inferiores as das submetidas aos outros métodos de conservacdo. Desta forma, a nested
PCR e a PCR em tempo real ficam com sua capacidade de deteccdo comprometida
quando aplicadas a amostras conservadas na forma de tecido FFEP.

Todos esses fatores explicam o fato de que todas as amostras de suabe e de
tecido congelado foram positivas para M. hyopneumoniae através de nested PCR,
enquanto em somente 11 das amostras FFPE detectou-se 0 agente através dessa técnica.
O resultado positivo era esperado em todas as amostras, pois concorda com alteragcoes

macroscopicas observadas (Dubosson 2004, Hansen 2010).
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Nested PCR é um método consolidado e comumente utilizado para diagndstico
de M. hyopneumoniae (Calsamiglia 1999, Calsamiglia 2000, Otagiri 2005), porém ele é
somente qualitativo, enquanto a PCR em tempo real é qualitativa, permite quantificacdo
e o protocolo utilizado neste trabalho é mais sensivel que o de nested PCR. A regido
para a qual os primers e a sonda foram projetados é uma das mais conservadas do
genoma bacteriano, ao contrario de outros estudos que visaram detectar, através de PCR
em tempo real, regides que codificam proteinas que sdo fatores de viruléncia, mas que
podem sofrer mutagdes (Marois 2010), a PCR em tempo real realizada no presente
trabalho utiliza a regido 50S ribossomal porque o enfoque é acessar a qualidade de
diagndstico, e ndo avaliagdo de patogenicidade. Os resultados de PCR em tempo real
utilizando amostras FFEP foram todos positivos, enquanto a nested PCR apresentou 4
resultados negativos.

Isso ocorreu porque sob essas condicOes, o teste de sensibilidade realizado na
PCR em tempo real demonstrou que esta foi capaz de detectar 6 fentogramas (fg) de
DNA alvo, por outro lado, o resultado de teste de sensibilidade da nested PCR
apresentou um limite de deteccdo de 60 picogramas (pg). Esses resultados se
reproduziram nas amostras FFEP.

Resultados de PCR em tempo real de amostras submetidas a diferentes metodos
de conservacéo tiveram valores de Ct diferentes, amostras FFEP apresentaram valores
mais altos, o que indica menor carga de DNA alvo presente neste tipo de amostra, as
condicBes que prejudicam a extracdo de DNA sdo as mesmas que indiretamente
prejudicam as reacdes de PCR, pois a amostra ja parte de uma concentracdo menor de
DNA total.

Quando comparados as lesdes histoldgicas, os valores meédios de Ct da PCR em
tempo real foram mais baixos, indicando maior carga infecciosa, em lesbes grau 3,
quando haviam todas as principais caracteristicas de infeccdo pulmonar por M.
hyopneumoniae, variando entre 20,8 e 30,4 (Figura 3). No auge da infeccdo por M.
hyopneumoniae, observa-se histologicamente macréfagos alveolares, edema alveolar e
hyperplasia de BALT (Caswell; Williams 2006, Sibila 2007), essas evidéncias
concordam com o0s resultados apresentados, pois lesées de nivel 3, que eram as que
apresentavam essas caracteristicas, apresentaram maior carga infecciosa. Da mesma
forma, lesdes de grau 1 (muito discretas ou inespecificas) e de grau 2 (somente

hiperplasia de BALT) apresentaram valores de Ct variando entre 27,3 e 34,5. E
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possivel que esses pulmdes ndo estivessem mais no auge da infeccdo por M.

hyopneumoniae.

.
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Figura 3: Resultados de PCR em tempo real comparados com escore histopatologico.
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5. CONCLUSOES

Os testes de PCR em tempo real e nested PCR demonstram que amostras FFEP
reduzem a capacidade de deteccdo de M. hyopneumoniae. Através da quantificacdo de
DNA total, p6de-se concluir que menos DNA é extraido dessas amostras. Embora seja
possivel detectar o agente em amostras FFEP, estas ndo devem ser assumidas como
amostras ideais em um laboratério, ja que ha outras alternativas de conservacéo.

A PCR em tempo real foi mais sensivel que a nested PCR, e forneceu mais
informacgdes sobre as amostras submetidas a diferentes métodos de conservacdo. Esta
PCR foi capaz de detectar o agente em todas as amostras FFEP, sendo portanto mais
adequada para diagndstico do agente a partir dessas amostras.
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