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Introducao

Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) é o agente primdario da pneumonia
enzoodtica suina. O microrganismo € encontrado principalmente na
superficie da mucosa da traqueia, bronquios e bronquiolos de suinos,
porém seu cultivo e isolamento se caracteriza por ser fastidioso e de
crescimento lento (Calus et.al, 2010). A quantificacao rapida e precisa e o
entendimento da curva de crescimento bacteriano in vitro é de extrema
importancia para as praticas laboratoriais de pesquisa e industrial. As
técnicas classicas de quantificacdo, como a contagem padrao em placa e
mensuracao de turbidez ndo sao empregadas para Mhyo devido as suas
caracteristicas de crescimento.

Resultados e Discussao

O pH do isolado UFV01 variou de 7,95 a 6,52, o namero de coOpias de
DNA /qul foi de 9,13E+01 até 7,00E+07 e a DO toi de 1,805 para 0,415. Ja para
isolado UFV02, o pH foi de 7,94 para 657; o niumero de copias de DNA /ul
foi de 3,09E+03 para 3,09E+03 e a DO variou de 1,802 a 0,468. Os valores de
correlacao entre as variaveis pH x qPCR foi de -0,939 e -0,961; pH x DO foi
de 0,973 e 0,982 e qPCR x DO foi de -0,925 e -0,967, respectivamente para
UFVO01 e UFV02, como descritos na tabela 1 e 2.
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Objetivos

O objetivo é avaliar a curva de crescimento dos isolados UFV01 e UFV02 e
a correlacao de trés técnicas: leitura por densidade Optica (DO) em
espectrofotdmetro, mensuracao do pH, e qPCR.

Material e Método

Os isolados foram reativados em meio Friis 1x contendo vermelho de fenol
em trés passagens seguidas. ApOs a terceira passagem, os isolados foram
diluidos em uma proporcao de 1:20 (in6éculo x meio Friis) em tubos tipo
falcon no volume de 50 ml. Diariamente, durante 10 dias, foi retirado uma
aliquota de 4 ml para mensuracdo do seguido de leitura em
espectrofotometro no comprimento de onda de 550 A. Para a qPPCR, o DNA
foi extraido de uma aliquota de 500pl das amostras utilizando Fenol-
Cloroférmio e eluido em 50ul de 4gua DNAse free. O DNA foi submetido a
reacao de qPCR, utilizando 0S primers sensed'-
TAAGGGTCAAAGTCAAAGTCS anti-sense
S'AAATTAAAAGCTGTTCAAATGC-3 e sonda 5'-FAM-
AACCAGTTTCCACTTCATCGCC-§8BHQ2-3. A curva padrao foi
construida a partir de uma clonagem com célula competente TOP10, sendo
diluida de forma seriada de 10° até 10!. A eficiéncia da reagdo de qPCR foi
de 100 %; R? de 0,994; e slope de -3,323. Para a reacdo foi utilizado 10pL de
Master mix Go taq®; 1pL de cada par de primer; 0,6pL da sonda; 2,7pL de
agua e 2pL de DNA da amostra, totalizando 20pL. A reacdo se deu com
desnaturacdao por 3 min a 95°C, 39 ciclos a 95°C for 15s e um ciclo de
anelamento/extensao 55,7°C for 1 min. Os dados foram compilados pelo
teste de Shapiro-Wilk para verificacdo de normalidade dos erros; e o teste
de Levene, para verificacdio da homogeneidade de variancias e
poster1ormente submetidos ao teste de correlacao de Spearman.
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Tabela 1 - Dados referentes a variacdo de pH, Tabela 2 - Dados referentes a variacdo de pH,
numero de copias de DNA e densidade oOptica da  ntamero de copias de DNA e densidade 6ptica da
cepa UFV01 cepa UFV02

Pode-se concluir que os isolados apresentam curva de crescimento
semelhantes e de que as variaveis testadas apresentam alta correlacdao entre
S1.
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