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Isolamento do Mycoplasma hyosynoviae de articulacdes
de suinoscom artrite no abatedouro*

Isolation of Mycoplasma hyosynoviae from porcine joints with arthritis at the abattoir

Geraldo Camilo Alberton?'?, [tamar Antonio Piffer3, Marni Lucia Fracasso Ramenzoni?,
Enio Pedone Bandarra?, José Luis Athaide Costa® & Renato Silva de Sousa?

RESUMO

O Mycoplasma hyosynovigeum dos agentes causadores de artrite em suinos em fase de recria e terminagao.
Esta infeccdo provoca atraso no crescimento, gastos com tratamento e condenacgdes de carcacas. O presente trabalho
teve como objetivo padronizar a técnica de isolamento e identificagdolimsynovia@ investigar a presenca deste
agente na articulagcdo de suinos artriticos no matadouro. Procedeu-se 0 exame microbiolégico das articulagdes de 50
carcacas de suinos recentemente abatidos e julgados artriticos pelo Servico de Inspecdo Federal. Utilizaram-se técnicas
de isolamento adequadas para o crescimento dos principais agentes artritogénicos dos suinos com especial atencéo ao
isolamento dd/. hyosynoviaeDos 50, 40 (80%) eram assépticas, de sete (14%) foi isolysipelothrix rhusiopathiae
e de trés (6%), ®. hyosynoviaesendo este Ultimo isolado pela primeira vez no Bradil. @yosynovia@apresentou
crescimento rapido nos meios de cultivos liquidos e sélidos. O crescimento deste agente foi evidenciado pela alcaliniza¢éo
do meio, com consequente alteragdo da cor original salméo para cor vinho. Dos trés isolamentos de campo, em dois foi
observado o crescimento nos tubos 24 horas apés e em um, cinco dias apés a semeadura. Condllirs@gyeaviae
cresce abundantemente e com rapidez nos meios liquidos e sdlidos enriquecidos com arginina e mucina.

Descritores: suinos, artriteMycoplasma hyosynovia&rysipelothrix rhusiopathiae.
ABSTRACT

The Mycoplasma hyosynovids one of the arthritis agents in growing-finishing pigs. This infection causes
growth delay, treatment expenses and condemned carcasses. The present study aimed to establish a standard technique fot
isolation and identification d¥1. hyosynovia@nd to investigate the presence of this agent in porcine arthritic joints at the
abbatoir. Arthritic joints obtained from 50 freshly slaughtered pig carcasses, condemned for arthritis by the Federal Inspec-
tion Service, were microbiologically analyzed. Isolation techniques were developed for the main artrictic agents growth,
with special attention t. hyosynoviadsolation. From the 50 animals, 40 (80%) were demed asé&ptisipelothrix
rhusiopathiaewas isolated from seven animals (14%) and three pigs (6%) shdwlegbsynoviagwhich was the first
isolation in Brazil. TheM. hyosynoviag@resented fast growth in both liquid and solid culture media. The grovith of
hyosynoviasvas evidencied by the media alcalinization, which turned the media from the original salmon to red wine color.
From the three field isolates two presented tube growth at 24 hours and one at five days. In cohtlisiosynoviae
growth was abundant and fast in liquid and solid media enriched with arginine and mucine.

Key words: swine, arthritisMycoplasma hyosynovigErysipelothrix rhusiopathiae.
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INTRODUCAO de Bunsen. Com auxilio de uma seringa adaptada a
. uma agulha calibre 40X16, o liquido sinovial foi aspi-
O Mycoplasma hyosynovigeum dos agen- . . ~ n .
. . . rado. Posteriormente, a articulagdo e regides adja-
tes causadores de artrite em suinos na recria e termi- . .
~ ~ _ centes foram embebidas em alcool 70% e flambadas
nacdo sendo que esta afeccdo pode persistir até 0, . . . ~ .
. ho bico de Bunsen. Em seguida, a articulacao foi
momento do abate [12,13], gerando condenacdes € . . .
. -~ Incisada com uma faca e, com pinga e tesoura, reali-
aproveitamento condicional das carcagas. As tonsilas . A .
T ~ L . dzou-seacolhelta da membrana sinovial, que foi colo-
dos animais infectados s&o o principal reservatorio dg . L.
. . cada em placa de Petri estéril.
M. hyosynoviad6] podendo os suinos ser portado-

res deste agente em suas tonsilas sem manifestarem OS exames m|crob|olog|cos foram realizados no
artrite e sem desenvolverem anticorpos [8]. Laboratorio Central da Sadia S.A. e no Laboratorio

baixa freqiiéncia dos casos de artrite durante o ab&@s € Aves - Embrapa, ambos localizados em Concor-
[3,10] e, em muitos casos, ele n3o tem sido isolado @& - SC.
nenhuma das artic_ulagéeg estudadas [15]._ I_Entretanf\geiO de cultivo para Mycoplasma hyosynoviae
alguns autores obtiveram isolamentos positivos deste
agente em 20% dos 50 casos de artrite identificados  Utilizou-se o meio de cultivo Friis para
no abate [7]. O isolamento d&. hyosynoviae par- Mycoplasma hyosynoviaescrito por Friis em 1974
tir do liquido sinovial é mais eficiente nos estagios inif5] € adaptado pelos autores. O meio liquido tinha a
ciais da doenca [11], sendo que o agente desaparé&guinte composicdo e método de preparo: agua
das articulagBes afetadas ap6s um periodo de trés grapura, 237,5 ml; Bacto PPLO broth sem cristal vio-
manas [14]. leta, cinco gramas. Esta mistura foi autoclavada a uma
No Brasil ndo existe nenhum relato do isola@tmosfera por cinco minutos. Apds esfriar adicionou-
mento daVl. hyosynoviae tampouco relatos de ten- Se: extrato de levedura, 12,5mL; solugéo de vermelho
tativas de isolamento deste agente. O presente tralgg-fenol (0,5%), 0,9 mL; penicilina G, 75.000 Ul; acetato
lho teve como objetivo padronizar a técnica de isolade talio (5,6%), 0,6mL,; soro de peru inativado, 64,4 mL;
mento e identificacdo dbl. hyosynoviaee investi- Solugdo de arginina e mucina, 8,06 mL. Depois de mis-
gar a presenca deste agente na articulagdo de suitig@do, o pH da solucéo foi ajustado para 7,3 e proce-
artriticos no matadouro. deu-se a filtracdo em membrana esterilizante e em se-
guida o teste de esterilidade. A solug&o de arginina e
mucina tinha a seguinte composi¢ao: arginina, 4,0 g;
mucina bacteriolégica, 0,4 g; agua ultrapura, 50 mL.

MATERIAIS E METODOS

Local e animais
) ) O meio sélido de Friis tinha a seguinte composi-
As amostras foram colhidas no _Serw_go de In_s(-;g10 e método de preparo: Oxoid agar, 3,2 g; Deae
pecao Federal no.1 - Matadouro — Frigorifico Ioca“blextran, 0,04 g; 4gua ultrapura, 200 mL. A mistura foi
zado no municipio de Concordia — SC, Brasil. Foramqecida para dissolver o Agar e autoclavada a 121 °C
amostrados 50 suinos com peso de 60 a 120 quilogigs; 15 minutos. Ao atingir 60° C adicionou-se a mistura
mas, sem distin¢go de raca, idade ou sexo; abatid9gie jgual de meio de Friis duas vezes concentrado a
por meio de eletrocussdo e posterior sangria. 37° C. Em seguida, distribui-se o meio nas placas.

Os animais foram escolhidos de forma i i i
direcionada, entre aqueles desviados para o Dep C{,(_)ntrole de qualidade _do meio de cultivo para
tamento de Inspecdo Final (DIF) e que apresenta-ycoplasmal hyosynoviae
vam artrite com caracteristica infecciosa, ou seja, Para comprovar a eficiéncia do meio de Friis
linfonodo regional reativo e moderada a acentuadaara promover o crescimento Blio hyosynoviageste
hipertrofia da membrana sinovial. A pele e os mudoi testado com a amostra padraoMiohyosynoviae
culos dos membros afetados foram retirados e o IGATCC — 27720). A amostra liofilizada foi ressuspensa
cal de introducédo da agulha foi desinfetado com em tubo de ensaio de 10 X 100 mm, contendo 1,8 mL
contato com espatula previamente aquecida em bide meio Friis pard. hyosynoviaee vedado com
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rolha de borracha, que foi incubado &@7Decorri- caracteristicas dbl. hyosynoviaebtidas dos isola-

das 72 horas o tubo original foi repicado para outrasientos das articulagbes com artrite no matadouro.
tubos e para placas com meio Friis Agar para
visualizacao das colbnias.

Os soros dos coelhos foram testados em duas
oportunidades, na sangria de prova e ha sangria total,
Producdo de anti-soro contraMycoplasma deacordo com a seguinte metodologia: as placas com
hyosynoviae meio Friis paraV. hyosynoviadoram colocadas em
camara de fluxo laminar com a tampa um pouco aber-
Apos a adaptacdo da amostra padradVido 5 por 30 minutos para a secagem completa da super-
hyosynoviago meio de cultivo por meio de sucessificie do meio. Em uma placa de Petri estéril foram
vas passagens em tubos, iniciou-se os trabalhos de Rigpostos discos de filtro estéril com seis milimetros
ducdo de antigeno para inoculagéo em coelhos paja diametro umedecidos com 25 microlitros do soro a
producédo de soro hiperimune. Para a producdo d@r testado. De um tubo com cultura viavel da amos-
in6culo, os tubos com meio de cultivo com crescimentgg padrdo dé. hyosynoviaem diluicao de 18 foi
foram repicados para frascos com 50 mL de meio @tirado 0,1 mL de meio e espalhado com alca de
destes, apos o crescimento, para garrafas com 350 Wkgalski sobre 0 meio de cultivés placas foram
de meio. Confirmado o crescimentoMohyosynoviae deixadas em temperatura ambiente até que o in6culo
nas garrafas, o meio foi centrifugado a 14.000 rotacOgssse completamente absorvido pelo meio. Quando a
por minutos durante 30 minutos. O sobrenadante fgj,perficie do meio encontrava-se seca, foram dispos-

desprezado e o precipitado ressuspenso em solucagaiesobre 0 mesmo, os discos embebidos com o soro
Hanks e centrifugado novamente na mesma velocid@ys coelhos a serem testados.

de e tempo. Repetiu-se essa operagéo duas vezes e 0

precipitado obtido foi ressuspenso em solug&o de Hanks AS. placas f(?ram m_cubada_s em jarra de
com formalina (0,15%) anaerobiose por até sete dias. A leitura foi realizada

medindo-se a zona de inibi¢do ao redor do disco. Con-
Foram utilizados dez coelhos adultos que recesigerava-se positiva a inibicso do crescimento, quan-
beram nove aplicagdes do indculo que consistia de 0,49 o halo de inibicdo possuia um raio maior que 1,5
ml de antigeno mais 0,75 ml de adjuvante completo ¢@ntimetro. Esta mesma técnica foi utilizada para tes-
Freund. Os coelhos receberam 1,5 mL do indculo Vig as amostras dé. hyosynoviaebtidas dos isola-
intramuscular no 1°, 3°, 6°, 9°, 12°, 33° e 35° dia. N0 4gientos de campo, substituindo a semeadura da amos-

dia foi realizada a sangria de prova, ou seja, retirou-se; padrio, pela semeadura da amostra a ser testada.
ml de sangue de cada coelho para determinar se a quan-

tidade de anticorpos tinha alcancado um nivel adequgltivo das amostras de campo
do para ser utilizado no teste de inibicdo de crescimen-

FO,'b_Of c_oilh_os cuio;: SOros aplr)esentarajsgg halo Bgra 0 exame bacteriolégico, sendo processados sepa-
ni _|<;ao~|n erora 1,o mm, rece.efam nq i 13, UMP, jamente e semeados em tubos e placas distintos. Os
aplicacdo de reforgo de 1 mL doinoculo via Intr"’“’enosﬁragmentos de membrana sinovial foram triturados em

0 i i - i . ~ . yan ~
No 52 dladreallzoll:] S? a sang;a total dosdcoelhos. al com areia e solucdo salina estéril. As suspensdes
soro de cada coelho fol testado e estocado separafy iantes e o liquido sinovial foram cultivados de acor-

mente. A especificidade dos soros foi determinada pelgy ¢y 4 seguinte técnica: 0,2 mL do triturado e 0,2 mL

ndo inibicdo do crescimento das amostras padres 9 jido sinovial foram inoculados em 1,8 mL de caldo

M. hyorhinis, M. hyopneumoniaeM. flocculare.  cis narav. hyosynoviagdisposto em tubos de ensaio

Teste de inibicdo de crescimento de 10 X 100 mm vedados com rolhas de borrachas. Os

tubos foram incubados por até sete dias, fazendo-se a

Este teste foi realizado em duas situagdes. Napicagem dos tubos que apresentavam indicios de cres-

primeira, o mesmo foi utilizado para testar a eficiénciaimento para placas de meio Friis Agar psta

do soro hiperimune dos coelhos em inibir o crescimeriyosynoviaeConfirmado o crescimento das coldnias

to da amostra padréo dé. hyosynoviaeem placas em placa, foi realizado o teste de inibicdo de crescimen-

de cultivo e, na segunda, para testar as amostras ctorde acordo com a técnica descrita anteriormente.

O liquido e a membrana sinovial foram utilizados
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Cultivo de outras bactérias de cultivos liquidos e solidos. Dos trés isolamentos de
campo, em dois foi observado o crescimento nos tu-
Realizou-se também o exame bacteriol6gico Vinos 24 horas apés a semeadura e em um, cinco dias
sando o isolamento de outras bactérias causadorasgifs a semeadura. O crescimento deste agente foi
artrite. Os fragmentos de membrana sinovial forargyidenciado pela alcalinizacdo do meio, com conse-
triturados em gral com areia e solucéo salina eStér&Uente alteracdo da cor original salmao para cor vi-
O liquido sinovial e a suspenséo do triturado de memho. Além da mudanca de cor, 0 meio apresentou tur-
brana sinovial foram cultivados de acordo com os S%géo homogénea e a formacdo de uma pe||'cu|a se-
guintes métodos bacteriologicos: melhante a gordura sobre a superficie do tubo.
- Cultura direta em meio Agar sangue: O triturado No meio sdlido, observou-se a formagéo de
descrito e o liquido sinovial foram estriados em placagplonias apds dois dias de incubacdo. Estas apresenta-
de Agar sangue com estrias Seaphylococcus g "oy vam formato de
aureusNAD positivo. As placas foram incubadas & ovo frito, e medi-

37°C, em microaerofilia, por até seis dias. i | am de 05 a
- Enriguecimento em meio Erysipelothrix Selective 1,0mm(F|gura 1_)'
A partir do tercei-

Broth (ESB): 0,5 ml do triturado descrito e 0,5 mL dc
liquido sinovial foram inoculados em 5 mL do meio & €
ESB. Os tubos foram incubados a 37 °C por até 4 S

. iniciavam a for-
horas fazendo a repicagem dos tubos com turvag: 50 d
para placas de Agar sangue, que foram incubadas | <y Magao de Uma

LT ; . Ll | estrutura seme-
até seis dias a 3T em microaerofilia. i - i o
=i AT lhante a cristais

. . . . S s S e L ¥
As placas e tubos foram inspecionados d'a”af:igura 1. Colonias deMycoplasma €m torno das
mente. Nos casos de crescimento de col6nias no Ag@fosynoviaepés cinco dias de incu-mesmas. Com o

sangue, foi realizado um esfregaco para coloragéo thecéo. M.O. 40X. passar do tempo
Gram. A identificagéo do:s microrganismos foi rggll- } estas estruturas
zada segundo as caracteristicas culturais, morfolégic: :
tintoriais e bioquimicas.

ro dia de incuba-
¢ao as colbnias

cobriam toda a
superficie do meio
formando uma
pelicula de aspec-
to perolado. Nas
I amostras de cam-
po o crescimento

RESULTADOS

Dos 50 casos de artrite Mycoplasma
hyosynoviadoi isolado das articulagdes de trés suing
e oErysipelothrix rhusiopathiaele sete animais. Dos
outros 40 casos néo foi isolado nenhum agente infec * inicial do M.
0s0. As artrites provocadas p&arhusiopathiaedi- ¥ hyosynovia€gfoi
ferenciaram-se daquelas provocadas pklo S e rapido, contudo
hyosynoviag@rincipalmente pelo grau de hipertrofia daFigura 2. Teste de inibicio de cresci-aS sub-culturas

membrana sinovial que no primeiro &€ acentuado € RQento doMycoplasma hyosynoviae€le tornou-se len-
segundo é moderado. Além disso, nos casoB.de em placa ap6s sete dias de incubgeg e somente a
rhusiopathiaep linfonodo regional apresentava-se mai§a0- Notar o disco embebido com oy, ir 44 quarta ou
aumentado de volume e fregiientemente com Cistae antiM. hyosynoviad ), a re- i

q g 50 em torno do disco onde o crescAUINta passagem
Em ambos os casos observaram-se eros6es na cariii@gnto foi inibido( * ) e a regizio com ele passou a acon-
gem articular, contudo, este tipo de lesdo foi mais fresrescimento recoberta com uma peliecer com 24 a 48

quiente nos casos d& rhusiopathiae cula de aspecto perolag ). horas. Os trés iso-
Os trés isolamentos dd. hyosynoviado-  |amentos d&l. hyosynoviagéoram submetidos ao teste

ram obtidos somente da membrana sinoviaMO de inibi¢&o de crescimento em placa, tendo sido obtida

hyosynovia@presentou crescimento rapido nos meiog inibic&o do crescimento em todos os casos (Figura 2).
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DISCUSSAO da artrite crdénica [4,9] e com observacdes de

Os dois agentes isolados s&o reconhecigé®atedouro [10]. o _
como os principais causadores de artrite em sufnos ~ 'odas as caracteristicas culturais apresenta-
em idade de abate [1,2,7,10]. As artrites infecciosdt&S PeldM. hyosynoviaestao de acordo com o des-
sem isolamento podem ter sido causadas por difereffit0 N2 literatura [5,6]. A baixa frequéncia de isola-
tes agentes infecciosos dentre aqueles reconhecidg§nte deste agente provaveimente deve-se a fato de
como causadores de artrite nos sufnos. Contudo, #€ OM. hyosynoviaalesaparece das articulagoes
caracteristicas macroscopicas dessas articulacgd§tadas apos um periodo de trés semanas [14]. Com-
permitem estabelecer estimativas sobre os agenf¥9vando estas afirmacoes, Faisal. [7] realizaram
causadores dessas artrites. Assim, entre os 40 suiija €studo comparando a eficiéncia do isolamento com
com artrite infecciosa sem isolamento, 72% deles apr@- Pe€squisa de —anticorpos  por meétodos
sentaram lesdes articulares semelhantes aquelas JBunoenzimaticos. Na técnica do isolamento 20% das
servadas nos casos de artrite causadas Belo @Mostras resultaram positivas paid.diyosynoviag
rhusiopathiaeou seja, acentuada hipertrofia da mem&nduanto que pela pesquisa de anticorpos este
brana sinovial, geralmente com as vilosidades dilat&€rcentual foi de 35%, sugerindo os autores que nos
das, fregiientemente acompanhada de eroso de GgSOS Cronicos a presenca de anticorpos nas articula-
tilagem e formac&o dpannus linfonodos com au- ©0€S seja mais freqiente que a do agente.

mento consideravel de volume e algumas vezes com CONCLUSOES
presenca de cistos.
As lesBes observadas nas estruturas articula- O Mycoplasma hyosynoviagresce abun-

res e nos linfonodos estéo de acordo com o descril@antemente e com rapidez nos meios liquidos e sélidos
na literatura, excetuando a observacgdo de eroséo emiquecidos com arginina e mucina,;

cartilagem articular em um caso de artrite por Os principais agentes causadores de artrite

hyosynoviad3,10]. As lesGes observadaas arti- infecciosa em suinos com idade de abate sdo, em or-
culacbes afetadas pelh rhusiopathiaeconcordam dem de incidéncia, &rysipelothrix rhusiopathiae

com o descrito em trabalhos de indugéo experimentalMycoplasma hyosynoviae.
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