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Introducao

Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) é o causador primario da
pneumonia enzootica suina. Este se configura como um
microrganismo fastidioso, de crescimento lento em meio soélido,
tamanho reduzido das colonias, e nao formacao de turbidez em meio
liquido. Isso faz com que os métodos classicos de quantificacao
microbiana nao sejam eficientes para este microrganismo. O padrao
ouro para a quantificacao de Mhyo é a técnica de CCU (color changing
units) (Calus et al. (2010). Esta técnica consiste na microdiluicao do
isolado em placas de 96 pocos e um periodo de incubacao de 14 dias.
Isto dificulta o trabalho com os isolados, pois quando o resultado de
CCU é obtido, eles ja passaram do seu ponto 6timo de crescimento. Ja
houve esforcos para padronizar a quantificacaio por meio de
espectrofotometria de massa, ensaios luminomeétricos e ELISA de
competicao, porém sao técnicas laboriosas e que apresentam
limitacoes. Sendo assim, é de suma importancia a padronizacao de
técnicas que permitam uma leitura rapida, de baixo custo e precisa,
como por exemplo a utilizacao da densidade optica (DO) em
espectrofotometro. O vermelho de fenol é um indicador de pH
comum que esta presente na maioria dos meios de cultura, inclusive
no meio Friis utilizado para o cultivo de Mhyo, sendo que a
acidificacao do meio indica que ha crescimento microbiano.

Os dados dos isolados foram compilados conjuntamente,
totalizando 40 leituras por cada comprimento avaliado, as variaveis
quantitativas foram avaliadas pelo teste de Shapiro-Wilk para
verificacao de normalidade dos erros; e, o teste de Levene, para
verificacdo da homogeneidade de varidncias e posteriormente
submetidos ao teste de correlacao de Pearson.

Resultados e Discussao

O pH médio inicial foi de 7,93 decaindo até 6,56 no dia 10. Os
coeficientes de correlacao foram de R= -0,95731 (y = -0,4228x + 4,5551);
-0,94233 (y = -0,3419x + 3,8537); -0,75794 (y = -0,1615x + 2,307); 0,97814
(y = 0,6876x - 4,1292) e 0,982991 (y = 1,0815x - 6,7656), respectivamente
para cada comprimento de onda testado, de acordo com a tabela 1.

Matriz das correlacoes

Comprimento de Onda (A)  Coeficiente de Correlacao (R) Equacao de Correlacao

430A -0,95731 y=-0,4228x + 4,551
450A -0,94233 y=-0.3419x + 3.8537
470A -0,75794 y=-0.1615x + 2.307
530A -0,97814 y=0.6876Xx-4.1292
550A -0,982991 y=1.0815x-6.7656

Tabela 1: Matriz das correlacoes entre DO e pH.

Objetivos

Conclusoes

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi estabelecer o comprimento
de onda ideal para correlacionar a DO com o pH do meio, contendo
Mhyo, a fim de estabelecer uma curva de quantificacao da bactéria.

Apesar de todos os comprimentos de ondas apresentarem forte
correlacao entre as variaveis pH e densidade Optica, conclui-se que o
comprimento de onda de 550 A é o0 mais adequado para a aplicacao da
correlacao entre estas duas variaveis.

Material e Método
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Para isto, foi preparado o meio Friis 1x contendo o vermelho de fenol
e foram utilizados quatro isolados de Mhyo, sendo a Cepa J (Reino
Unido), 232 (USA), UFV01 e UFV02 (Brasil). Os isolados foram
reativados seguido de trés passagens sucessivas, e ap0s foram
diluidos em uma proporcao de 1:20 (inéculo x meio Friis) em tubos
tipo falcon no volume de 50 ml. Diariamente, durante 10 dias
seguidos, foi retirado uma aliquota de 4 ml, seu pH foi mensurado

seguido de leitura em espectrofotometro nos seguintes
comprimentos de onda: 430 \, 450 A\, 470 N\, 530 A e 550 A.
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