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RESUMO

BROMBILLA, T. - IMPACTO DE AGENTES BACTERIANOS DO COMPLEXO DE
DOENCAS RESPIRATORIAS DE SUINOS (CDRS) NOS INDICES ZOOTECNICOS E NO
APROVEITAMENTO DE CARCACA EM SUINOS EM FASE DE TERMINACAO. S&o Paulo.
2015. Dissertacdo (Mestrado em Seguranca Alimentar e Sanidade no Agroecossistema) —

Instituto Bioldgico.

A suinocultura vem progredindo em grande escala, com uma maior tecnificacdo e assim
possibilitando uma maior producdo com estrutura e mecanismos desenvolvidos. Fatores
ambientais, falhas de manejo e alta concentracdo de animais predispdem o plantel as
doencas respiratérias graves que acarretam sérios prejuizos econdmicos. Dentre as
pneumonias bacterianas de importancia, encontra-se a Pleuropneumonia Suina (PPS),
doenca causada pelo agente Actinobacillus pleuropneumoniae (App), acometendo o0s
animais em fase de terminacao, reduzindo o ganho de peso e podendo levar a condenacao
da carcaca dos suinos doentes. E de extrema importancia que na auséncia de App, seja
realizado o diagndstico diferencial das principais doengas bacterianas respiratérias que
pertencem ao Complexo de Doencas Respiratérias dos Suinos (CDRS): Mycoplasma
hyopneumoniae, Pasteurella multocida, Haemophilus parasuis e Streptococcus sp. O
presente estudo teve por objetivo diagnosticar do PPS em suinos em fase de terminacao por
meio de sorologia (ELISA), exame anatomopatolégico (macroscopia e microscopia), cultivo
microbiolégico e Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). O M. hyopneumoniae foi
testado por nested PCR, a P. multocida e H. parasuis por multiplex PCR e o Streptococcus
sp identificado por cultivo bacteriano. A investigacdo soroepidemiolégica para PPS foi
realizada em quatro granjas do Estado de S&o Paulo, totalizando 192 suinos na fase de
terminacao, sendo 2,09% reagentes. O histopatolégico realizado em 135 amostras
identificou lesdes sugestivas de doenca respiratoria, como edema intersticial, intenso
espessamento da pleura visceral e interlobular, enfisema pulmonar, presenca de infiltrado
inflamatdério mononuclear e neutréfilos. No cultivo microbiolégico realizado em 145 amostras
nao foi isolado o App, porém isolou-se o Streptococcus sp em 11,54% pulm&es com lesdes
macroscopicas e microscopicas. Quanto a multiplex PCR para App e agentes diferenciais
(P. multocida e H. parasuis), todas as 115 amostras foram negativas na PCR multiplex para
0 A. pleuropneumoniae quanto para P. multocida e H. parasuis. Apesar de vacinado contra
a Pneumonia enzodtica, o plantel (115 amostras) apresentou elevado indice de positividade
na nested PCR (98,26%), demonstrando endemicidade ao M. hyopneumoniae, pois a vacina
ameniza sinais clinicos, mas nado evita a infeccdo. Realizou-se a andlise de varidncia em

115 amostras considerando a infec¢cdo mista por Streptococcus sp e M. hyopneumoniae, ou



somente M. hyopneumoniae, tendo como variaveis zootécnicas: peso no nascimento, ganho
de peso do nascimento ao abate, peso do suino no final da terminagéo, e peso da carcaca
apés abate. Quanto a andlise de variancia para as lesbes macroscopicas, o pulméo
enfisematoso reduziu o peso ao abate e 0 peso da carcaca, porém nao foi possivel para
esta amostragem, concluir o efeito destes patdgenos nestas variaveis produtivas, sendo
necessarios estudos experimentais controlados e balanceados quanto ao numero de
animais positivos e negativos para patégenos, sexo e idade, e ndo vacinados contra M.

hyopneumoniae, a fim de verificar a interferéncia dos patégenos respiratérios de suinos.

Palavras-chave: suinos, pleuropneumonia, Actinobacillus pleuropneumoniae, diagnéstico

diferencial, Complexo de doencgas respiratorias dos suinos (CDRS).



ABSTRACT

BROMBILLA, T. IMPACT OF BACTERIAL AGENTS OF PORCINE RESPIRATORY
DISEASE COMPLEX (PRDC) ZOOTECHNICAL INDICES AND CARCASS YIELDS OF
FATTENING PIGS. Sdo Paulo. 2015. Dissertation (MSc in Food Security and Health in
Agroecosystem) — Instituto Bioldgico.

The pig industry is progressing on a large scale, with a higher technicization and thus
allowing greater production with structure and mechanisms developed. Environmental
factors, management fails and high concentration of animals predispose the squad to severe
respiratory diseases that may cause serious economic losses. Among bacterial pneumonia
importance is the porcine pleuropneumonia (PPS), a disease caused by the agent
Actinobacillus pleuropneumoniae, affecting animals in fattening pigs, and loss weight, in
addition to nullifying the slaughter of these animals at the appropriate time, the condemnation
of sick animal carcasses may occur. It is extremely important that in the absence of App,
tests for differential diagnosis of main bacterial diseases diagnosis that belongs to the
Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC) be carried out: Mycoplasma hyopneumoniae,
Pasteurella multocida, Haemophilus parasuis, and Streptococcus sp. This study aimed to
identify PPS in pigs in the finishing phase by serology (ELISA), pathology (macroscopy and
microscopy), Polymerase Chain Reaction (PCR) and microbiological culture. M.
hyopneumoniae was tested by nested PCR, P. multocida and H. parasuis by multiplex PCR
and Streptococcus sp by bacterial culture. The PPS seroepidemiological investigation it was
been done in four farms of S&o Paulo, being analyzed 192 pigs in the finishing phase, with
2.09% seroreactors. Histopathology was been done in 135 samples, and it was found lesions
characteristic of respiratory disease such as oedema, severe thickening of the visceral and
parietal pleura, pulmonary emphysema, the presence of mononuclear cell infiltration, and
neutrophils. In microbiological culture performed on 145 samples, the PPS was not isolated,
while were identified Streptococcus sp in 11.54% lungs with significative macroscopic and
microscopic lesions. All the 115 samples were negative by multiplex PCR for A.
pleuropneumoniae, P. multocida and H. parasuis. Despite vaccinated against M.
hyopneumoniae, the herd presented rigth rates of positivity in nested PCR (98.26%),
showing endemicity, because the vaccine against this pathogen diminish clinical signals, but
not avoid infection. A rate of 98.26% samples were positive to M. hyopneumoniae nested
PCR. The analysis of variance of 115 samples considering the presence or absence of
infection to Streptococcus sp and M. hyopneumoniae in zootechnical performance rates:

birth weight, weight gain from birth to slaughter, final weight at termination, and weight of the



carcass after slaughter. And the analysis of variance for gross lesions, the lung emphysema,
reduced the slaughter weight and carcass weight, so was not possible. The conclude to
effect of these pathogens in these variables, being necessary to develop experimental
studies, whith controlled and balanced number of positive and negative animals to
pathogens, sex and age, and not vaccinated against M. hyopneumoniae, in order to verify

the interference of swine respiratory diseases in production.

Keywords: swine, pleuropneumonia, Actinobacillus pleuropneumoniae, differential

diagnosis, Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC).
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1. INTRODUCAO

O sistema de producéo de suinos nos paises industrializados vem mostrando grande
evolucao, percebendo-se 0 aumento do confinamento de suinos objetivando uma producao
em larga escala. Esse aglomerado de populacbes suinas confinadas, associados com
fatores de manejo, ambiente, fatores nutricionais e de instalacdes, bem como o estresse e
grau de imunidade, coletivamente ampliam muito o risco do surgimento de enfermidades
respiratorias, acompanhadas de prejuizos que ocasionam (CHRISTENSEN et al., 1999).

A etiologia dos problemas respiratérios em suinos € complexa, normalmente
ocorrendo interacdo de dois ou mais agentes infecciosos (SORENSEN et al., 2006),
podendo ser agentes bacterianos e/ou virais, além de englobar outras condi¢des, como de
manejo e ambiente. Dessa forma, surgiu o termo Complexo de Doencas Respiratorias dos
Suinos (PRDC - Porcine Respiratory Disease Complex), uma sindrome conhecida
mundialmente pela importancia que representa para a suinocultura. Dentre os agentes
bacterianos responsaveis por essas enfermidades destacam-se o0 Mycoplasma
hyopneumoniae, Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus
parasuis, Streptococcus suis e Bordetella bronchiseptica.

O diagnéstico das enfermidades respiratorias estd baseado principalmente no exame
clinico e laboratorial dos suinos afetados, caracteristicas epidemiol6gicas da populacdo de
suinos e nas lesBes presentes em animais mortos pela infec¢do, sacrificados para
diagndstico ou analise das lesdes observadas ao abate. E importante estabelecer um
diagnostico diferencial, buscando encontrar o agente causal da doenca.

E de grande importancia que sejam diagnosticados os agentes respiratdrios, pois as
doencas respiratorias estdo entre os problemas de maior relevancia econ6mica na
suinocultura moderna, sendo responsaveis por inUmeras perdas diretas e indiretas. Os
problemas séo claros, ocorrendo piora no ganho de peso diario e na conversao alimentar,
aumento na mortalidade, maiores gastos com medicamentos e vacinas e perdas no abate
por condenacgdes relacionadas com pneumonias, aderéncias nas carcacgas, pleurites e/ou
abscessos (BLAHA et al., 1994). Nos matadouros, as lesées pneumdnicas destacam-se
como as principais causas de condenacdo e aproveitamento condicional de carcacas.
Aproximadamente 50% de todas as condenac¢Bes sdo causadas por pneumonias (DAL
BEM, 2008). Esta informacao também é afirmada por Alberton; Mores (2008), além de
também afirmar que no abate, aproximadamente 50% dos animais apresentam algum tipo

de lesdo pulmonar.



O controle e prevencdo se baseiam principalmente em acgéo sanitaria e ambiental,
eliminacéo dos fatores de risco pertinentes ao surgimento de doencas respiratorias, além do
manejo adequado com 0s animais.

Como base desse trabalho, o conhecimento do impacto produtivo da
Pleuropneumonia suina € uma etapa fundamental para justificar o diagndstico e implantacéo
de acdes preventivas contra esta enfermidade nas granjas, pois faltam dados zootécnicos
consistentes que permitam visualizar as perdas produtivas em suinos com enfermidades
respiratorias.

Portanto, tendo em vista a importancia que as doencas respiratérias de suinos
representam no desenvolvimento da suinocultura nacional, € de fundamental valia conhecer
as principais causas e agentes bacterianos que desencadeiam esse processo. Dessa forma,

os objetivos do trabalho foram:

v' Realizar levantamento soroepidemiolégico por teste de ELISA em granjas de
suinos com suspeita de Pleuropneumonia Suina  (Actinobacillus

pleuropneumoniae).

v' Realizar diagnostico diferencial direto de agentes bacterianos envolvidos no
complexo de doencas respiratérias de suinos (CDRS) ao abate: Actinobacillus
pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumoniae, Pasteurella multocida e
Haemophilus parasuis pela PCR, e do Actinobacillus pleuropneumoniae e

Streptococcus sp por cultivo bacteriano.

v' Avaliar o padrao das les6es macroscépicas e microscépicas causadas pelos

agentes bacterianos do CDRS em suinos ao abate.

v' Avaliar os indices zootécnicos de animais positivos aos agentes bacterianos
causadores do CDRS em suinos de terminacgdo, segundo as variaveis peso ao
nascer, peso no final da terminacdo, ganho de peso médio diario e peso da

carcaca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 COMPLEXO DE DOENCAS RESPIRATORIAS DOS SUINOS (PRDC)

A organizacao da producado de suinos vem sofrendo intensas mudancas nos ultimos
anos (KRABBE, 2013). O aumento das popula¢des confinadas, manejo e parametros
ambientais, como temperatura, umidade e presenca de aménia, bem como fatores inerentes
ao animal, como imunidade e estresse, contribuiram para o aparecimento de enfermidades
respiratdrias (CHRISTENSEN et al., 1999).

O Complexo de Doengas Respiratorias dos Suinos (PRDC) tem sido muito utilizado
para referenciar os quadros clinicos causados por infeccdes mistas com dois ou mais
agentes infecciosos, principalmente em suinos nas fases de crescimento e terminacgéo
(HANSEN et al., 2010; THAKER, 2001).

Os agentes responsaveis por enfermidades respiratérias podem ser bacterianos,
virais, ou ainda parasitarios. Dentre os agentes bacterianos, bem como as doencas que
ocasionam, encontra-se o0 Mycoplasma hyopneumoniae, agente da Pneumonia Enzodtica
dos Suinos; a Pasteurella multocida responsavel por pleurites e juntamente com a
Bordetella bronchiseptica, causam a Rinite Atréfica; o Actinobacillus pleuropneumoniae,
agente causador da Pleuropneumonia Suina, o Haemophilus parasuis, agente da Doenca
de Glasser e 0 Streptococcus suis, responsavel por causar pneumonia e pleurites. Quanto
aos agentes virais, tem-se como destaque o Circovirus suino 2 (Porcine Circovirus 2 -
PCV2), virus da Influenza suina e virus da PRRS (Porcine Reproductive and Respiratory
Syndrome — Sindrome Reprodutiva e Respiratéria dos Suinos), a qual é exética no Brasil
(HANSEN et al., 2010). A infeccdo priméria por determinados agentes compromete a saude
pulmonar dos animais, levando a infec¢Bes bacterianas secundéarias importantes, que
culminam no agravo do quadro (PIJOAN, 2006; SOBESTIANSKY et al., 2007,
WELLENBERG et al., 2010). No caso de agentes parasitarios, podem ser encontrados o
Ascaris suum e Metastrongilus spp (YAGUE, 2012).

Exemplo disso é a infeccdo pelo PCV2, a qual apresenta forte associacdo com
patégenos bacterianos como Haemophilus parasuis, Mycoplasma hyopneumoniae e
Pasteurella multocida (OPRIESSNIG et al., 2007; ZANELLA et al., 2007). Outro exemplo é o
virus da gripe suina, agente que sozinho causa doenca respiratoria benigna, porém quando
associado ao Actinobacillus pleuropneumoniae e/ou Pasteurella multocida, a doenca pode
ser bem mais grave (SOBESTIANSKY et al, 1999). Sendo assim, a severidade da

pneumonia aumenta com um maior nimero de agentes envolvidos.



Além do quadro clinico de enfermidade respiratoria, pode-se encontrar pericardite,
sendo que geralmente fazem parte desse quadro, doencas especificas como a doenca de
Glasser, Pleuropneumonia Suina, a Pasteurelose, infec¢des por Streptococcus sp e alguns
Micoplasmas (SOBESTIANSKY et al., 1999).

Conforme Opriessnig et al. (2011), os agentes infecciosos causadores de doenca
respiratoria em suinos podem ser divididos em patbégenos primarios, capazes de causar
lesGes respiratdrias severas devido a sua prépria viruléncia, e patégenos secundarios ou
oportunistas, 0s quais necessitam de ajuda de outros agentes infecciosos ou cofatores para
induzirem les@es respiratérias significativas.

Dessa forma, as desordens respiratérias constituem um dos problemas mais
importantes na suinocultura moderna, pelas perdas econdmicas decorrentes de mortalidade,
animais que se tornam refugos e condenacéo de carcagas (PALADINO, 2012).

Tendo em vista que o impacto das condenacgfes de carcacas € significativamente
incidente nos custos de producdo, cada vez mais 0s sanitaristas tém aplicado os
conhecimentos gerados nestas pesquisas para realizar um diagndstico diferencial das
lesbes pulmonares, procurando correlacionar as lesées com o agente causal (DAL BEM,
2008). Portanto, € importante que estudos sejam realizados nessa area, visando um

aprimoramento e solu¢des para os problemas encontrados.

2.2 PLEUROPNEUMONIA SUINA E DIAGNOSTICOS DIFERENCIAIS

Segundo Stark (2000), os fatores determinantes das doengas respiratorias suinas
sao geralmente infecciosos, sendo que o Actinobacillus pleuropneumoniae, juntamente com
Pasteurella multocida, Haemophilus parasuis e Streptococcus suis, podem desencadear

doenca respiratoria geralmente iniciada pelo agente Mycoplasma hyopneumoniae.

2.2.1 PLEUROPNEUMONIA SUINA (Actinobacillus pleuropneumoniae)

Definicéo e etiopatogenia

Dentre as pneumonias bacterianas, a Pleuropneumonia Suina (PPS) é uma das mais
importantes em todo o mundo (MORENO et al., 1999), sendo uma doenca infectocontagiosa

gue causa lesbes graves no pulméao e na pleura (SOBESTIANSKY et al., 1999).



A etiologia da doenca é frequentemente complexa, com interacdes entre outros
patdgenos (bactérias oportunistas e virus) e fatores ambientais, como mudancas bruscas de
temperatura, alta umidade relativa do ar e transporte de animais, resultando em supressédo
das defesas do pulméo e predispondo a aquisicédo e disseminacdo da infeccdo. Em alguns
casos isto pode levar a morte, enquanto em outros, a doenca pode regredir durante a vida,
tendo um significante efeito negativo no desempenho do animal.

A PPS é uma doenca causada pelo Actinobacillus pleuropneumoniae (App), agente
etiolégico gram-negativo, pleomérfico, imoével, ndo esporulado e capsulado (NICOLET,
1992). O App € um patégeno bacteriano especifico de suinos, possivelmente pela
capacidade de obter ferro apenas da transferrina suina (INZANA, 1991). Esta espécie pode
ser dividida em dois grupos, com base na exigéncia de NAD (Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo) para a sua multiplicagédo: o biotipo 1, que € NAD-dependente e o biotipo 2,
gue ndo necessita do NAD para seu desenvolvimento (FODOR et al.,, 1989; DOM et al.,
1994). Através de estudos realizados o biotipo 2 se mostrou menos virulento que o biotipo 1
(DOM; HAESEBROUCK, 1992). Dessa forma, foram descritos para o App 12 sorotipos do
biotipo 1 (sorotipo 5 apresenta dois subtipos 5A e 5B) (NICOLET, 1971; ROSENDAL;
BOYD, 1982), o sorotipo 13 e 14 para o biotipo 2 (NAD-independente) e o sorotipo 15 que
também pertence ao biotipo 1 (BLACKALL et al., 2002).

Quanto aos niveis de viruléncia, podem ser definidos em trés: maior viruléncia,
moderados e menor viruléncia. Estudos indicaram que os sorotipos 1, 5, 9, 10 e 11 sdo os
mais virulentos, estando geralmente envolvidos em surtos severos, com extensas lesdes
pulmonares e elevada mortalidade (HAESEBROUCK et al., 1997). Os sorotipos 2, 4, 6, 7, 8,
12 e 15 sédo moderados e o sorotipo 3 é considerado de menor viruléncia, mas também séo
encontrados ocasionando enfermidade em diversos paises (BECK et al.,, 1994). Ja os
demais, 13 e 14, sao isolados raramente. No Brasil, foram relatadas a ocorréncia dos
sorotipos 1, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 e 12 (PIFFER et al., 1997; KUCHIISHI et al., 2007),
sendo que os sorotipos 3, 5 e 7 sdo considerados de grande ocorréncia e importancia,
principalmente, para os criatérios suinos na regido Sul (PIFFER et al., 1997), sendo o
sorotipo 5 considerado o mais prevalente dentre esses (KUCHIISHI, 2007).

Os sorotipos descritos séo definidos pela producdo de uma ou mais citotoxinas (Apxl,
Apxll, Apxlll a ApxlV) pertencentes a familia de toxina RTXs (do inglés, Repeat in the
Structural Toxin), sendo a ApxlV comum para todos os sorotipos. O conhecimento do
sorotipo de A. pleuropneumoniae prevalente numa determinada regido auxilia os estudos de
epidemiologia, profilaxia e selecéo do teste soroldgico sorotipo especifico a ser empregado.
A sorotipificagdo do patdgeno é importante por confirmar o prévio diagnéstico microbiolégico
(NIELSEN, 1988; TAYLOR, 1999) e para o adequado emprego de vacinas, as quais sado
sorotipo especifico (MITTAL et al., 1993).



Histoérico

No Brasil, a PPS foi diagnosticada pela primeira vez em 1981 (LOCATELLI et al.,
1981) no Estado de Santa Catarina, sendo que posteriormente, varios surtos foram
observados ainda no Sul do pais (PIFFER et al., 1987).

Importancia

Por ser uma das mais importantes doencas respiratorias de suinos, a PPS acarreta
perdas econdmicas em todas as idades. A sua importdncia ndo € somente pelo fato de
poder conduzir a morte, mas também da reducdo da producdo, aumento do indice de
conversdo e custos associados a terapéutica e profilaxia, além de perdas com possiveis
condenacdes de carcacas (SOBESTIANSKY et al., 1998; TAYLOR, 1999).

Straw et al. (1989) afirmam que a PPS ocasiona, em média, uma diminuicdo no
ganho de peso diario de 34% e uma reducdo de 26% na eficiéncia alimentar. Além disso,
em torno de 10 a 20% das carcacas dos animais provenientes de rebanhos infectados séo
totalmente condenadas no frigorifico. Esta doenca esta associada com até 20% de reducéo
no desenvolvimento corpéreo (ROHRBACH et al., 1993) e a mortalidade pode ser de 10 a
20% durante os surtos, porém, é usualmente menor que 1% em rebanhos com infecgéo
cronica (CHRISTENSEN et al., 1999).

Segundo trabalho realizado pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) de Concoérdia no Estado de Santa Catarina, Talamine et al. (2006) estimaram
0s custos na produgéo do suino vivo posto na industria tanto para a fase de leitdes como de
terminacdo, ambos no sistema de integragdo. A remuneracgdo é feita conforme desempenho
do lote, geralmente sendo considerada a conversdo alimentar, a taxa de mortalidade, a
idade e o peso de abate. Dessa forma, a remuneracdo do produtor esta baseada nédo s6 no
preco do suino, mas também no peso da carcaca e o consumo de racao. A avaliacao foi
realizada buscando analisar os indices zootécnicos em lotes de 350 animais aparentemente
saudaveis, 0s quais sdo encaminhados para o abate aos 120 dias com 118 kg
aproximadamente, permitindo produzir 2,8 lotes por ano. Os custos sdo elevados e todos
planejados, isso esclarece a importancia de haver uma sanidade adequada no rebanho,
para garantir animais em condi¢cdes adequadas de idade de abate e peso. Animais que nado
atingem o peso ideal na idade estipulada vao causar prejuizos a granja pelos custos de
alimentacdo e mantenca do animal, enquanto poderia se alojar animais rentaveis. Além
disso, animais doentes, quando encaminhados ao frigorifico, podem causar prejuizos e se
tratando de Pleuropneumonia, a perda € ainda maior por haver o descarte da carcaca,

conferindo a importancia do diagndstico precoce na granja.



Epidemiologia

A transmissao ocorre por via aerdégena e por contato direto com suinos infectados da
mesma baia ou de baia adjacente (SOBESTIANSKY et al., 1999). Acredita-se que o App
seja inalado atingindo os alvéolos pulmonares via traqueia e brénquios (NICOLET, 1992;
ABASCAL et al., 1994). Em distancia acima de quatro metros é dificil ocorrer transmisséo,
fato esse que pode ser observado em baias com infeccdo e outras ausentes de infecgao,
porém ha alguns trabalhos realizados que comprovaram o papel importante dos aerossois e
do movimento do ar na disseminacdo de App em distancias superiores a 2,5 metros
(JOBERT et al., 2000; CHIERS et al., 2002). A transmissdo por meio de botas, roupas e
equipamentos é considerado raro (SOBESTIANSKY et al., 1999).

Suinos de todas as idades podem ser acometidos, entretanto leitbes em fase de
crescimento, menores de seis meses, pertencentes a rebanhos cronicamente infectados,
estdo entre os mais vulneraveis e severamente afetados (TAYLOR, 1999). Segundo
Sobestiansky et al. (1998), os surtos ocorrem geralmente naqueles animais que estdo entre
setenta e cem dias de idade. Apb6s essa fase, segue-se a forma crbnica, afetando
principalmente os animais na terminagéo, os quais permanecem portadores.

Os portadores assintomaticos séo considerados a forma mais importante de
manutencdo da infeccdo no rebanho e de transmissdo da doencga entre rebanhos, pelo
transito e comércio de animais (ROSENDAL; MITCHELL, 1983).

Sinais clinicos

A enfermidade pode apresentar tanto manifestagdes clinicas severas, como se tornar
cronica e subclinica (TAYLOR, 1999). Experimentos conduzidos revelaram que sinais
clinicos muito severos e lesdes pneumonicas mais extensas estdo presentes em suinos
infectados com M. hyopneumoniae, seguido por uma infeccdo com App (YAGIHASHI et al.,
1984).

A PPS pode apresentar forma clinica superaguda, aguda e crdnica. Na forma
superaguda, 0s animais podem ser encontrados mortos nas terminacdes, sem terem
mostrado sinais clinicos prévios. Na forma aguda observa-se anorexia, prostracéo,
hipertermia, dificuldade respiratéria e tosse profunda. Os animais podem ficar em posicéo de
“cao sentado” nos cantos das baias. Ja na forma cronica, os Unicos sinais observados sao a
falta de desenvolvimento e acessos esporadicos de tosse. Nesse caso, podem ser
observadas aderéncias de pleura e pericardio, com condenagcfes de carcagcas nos
frigorificos (SOBESTIANSKY et al., 1999).



Lesbes ao abate e analise histopatoldgica

Segundo Sobestiansky et al. (1999), as lesdes apresentam-se com maior frequéncia
nos lobos diafragméticos e cardiacos direitos, além da pleura adjacente as lesdes
pulmonares mostrar-se afetada. Entretanto, Taylor (1999) afirma que as lesdes podem ser
encontradas bilateralmente e além dos lobos diafragmaticos e cardiaco, no lobo apical
também é frequentemente observado.

Quanto as lesBes macroscopicas, nos casos hiperagudos, as vias respiratorias
contem um exsudado espumoso sanguinolento (SHOKOUHI, 1998). Ja a forma aguda
apresenta lesdes fibrinosas e necro-hemorragicas no pulmao e pleurite. Em casos cronicos,
observam-se nodulos encapsulados no parénquima pulmonar (MORES et al.,, 1984),
abcessos pulmonares, pleurite e pericardite fibrinosas com aderéncias (SOBESTIANSKY et
al., 1999; TAYLOR, 1999 apud DAL BEM, 2008).

Segundo Alberton et al. (2008), as lesdes mais caracteristicas provocadas por este
agente estdo localizadas na regido dorso-caudal do paréngquima pulmonar, constituidas por
nddulos de tecido necrético ou purulento.

Quando h& existéncia de pleurite fibrinosa, as zonas pneuménicas sdo escuras e
duras (TAYLOR, 1999). Dessa forma, achados de necropsia, como pleurisia, pneumonia
exsudativa e necrose podem ser sugestivas de PPS (GRAM et al., 1996), sendo a doenga
caracterizada pelo desenvolvimento de broncopneumonia necrosante, hemorragica e
pleurite fibrinosa (CORREA; CORREA, 1992).

A pleura pode estar comprometida, apresentando-se espessada e com tecido
fibroso, e muitas vezes, com aderéncias a parede costal (ALBERTON et al., 2008).

Cabe salientar que os efeitos das enfermidades respiratérias sobre os suinos
costumam ser medidos pela avaliacdo das lesGes ao abate (NOYES et al., 1990), devendo-
se considerar que alguns animais podem apresentar recuperacdo sem vestigios de
sequelas, porém demonstrando prejuizo sobre o ganho médio diario de peso (PIFFER et al.,
1987).

Na analise histopatologica, h& presenca de zonas de necrose delineadas por uma
zona de reagdo por neutréfilos necréticos e, em casos cronicos, por tecido fibroso. Os
septos interlobulares apresentam-se dilatados por exsudado fibrinopurulento (TAYLOR,
1996). O edema pulmonar e a necrose estdo relacionados com trombose na
microvasculatura pulmonar e ativacdo de neutréfilos (CORREA; CORREA, 1992). Ou seja,
h& uma pleuropneumonia exsudativa fibrino-hemorragica, com predominio de células
mononucleares, trombose de vasos sanguineos e linfaticos, levando a uma grande area de
necrose coagulativa (SOBESTIANSKY et al., 1999).



Diagndstico

O diagnéstico da PPS é uma etapa fundamental para o estabelecimento de acdes
preventivas nas granjas (FERRAZ et al., 2010). Dessa forma, mostra-se a importancia da
realizacdo de estudos otimizando resultados que evitem possiveis disseminagbes e
preconizem a sanidade suidea.

O diagndstico deste tipo de pleuropneumonia é feito a partir da anamnese e das
lesbes macro e microscopicas e pode ser confirmado por meio do isolamento do agente e
sua identificacdo, bem como sorologicamente e por biologia molecular. E de suma
importancia fazer a diferenciacédo de outros patdégenos presentes no trato respiratorio, como:
Mycoplasma hyopneumoniae, Streptococcus sp, Haemophilus parasuis, Pasteurella
multocida e Bordetella bronchiseptica (GRAM et al., 1996).

Segundo Sobestiansky et al. (1999), na forma cronica, geralmente, o diagndstico se
faz pelas lesdes encontradas no matadouro e pela pesquisa do agente nessas lesfes, ou
por meio da sorologia dos suinos na terminagéo. Ao abate, no diagnostico macroscoépico, 0s
pulmdes e pleura sédo examinados quanto & presenca de lesdes, determinando a ocorréncia,
prevaléncia e eficiéncia dos métodos de controle, bem com a presenga das formas clinicas
de enfermidades (KICH; PONTES, 2001).

Um método que pode ser utilizado para detec¢cdo do anticorpo é o diagnostico
soroldgico por meio da técnica de ELISA (BOSSE et al., 1990).

A técnica de ELISA vem sendo muito utilizada e veio substituir o teste de fixacdo de
complemento, o qual era considerado o teste padrdo de diagnéstico. O ELISA inicialmente
era uma prova de deteccdo da espécie, sendo atualmente uma prova especifica do sorotipo.
O teste imunolégico ELISA, e a cultura bacteriana séo técnicas consideradas tradicionais
por alguns autores para o diagndstico da infeccao por App (SCHALLER et al., 2001).

Uma outra forma de detectar esse agente, é a técnica da Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR), a qual tem sido relatada por diversos autores. Segundo Ferraz et al.
(2010), a principal vantagem em relacdo ao isolamento bacteriano é a possibilidade de
amplificar material genético de amostras ndo viaveis biologicamente, o que minimiza
resultados falso-negativos. Além disso, facilta a identificagdo de amostras né&o-
sorotipificaveis, reduz o tempo necessario para a obtengéo de resultados conclusivos, bem
como otimiza estratégias de isolamento bacteriano, aumentando as possibilidades de
deteccdo do agente e agilidade no diagndéstico (CHO; CHAE, 2001; COSTA et al. 2004).
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Controle e profilaxia

Atualmente, essa enfermidade pode estar presente em diversas granjas, por este
motivo, 0 monitoramento sanitario dos animais introduzidos no plantel, oriundo de outras
propriedades, deve ser sempre preconizado.

Essa enfermidade tem sido controlada por meio da vacinacdo, que impede a
mortalidade, mas néo a infecgdo. A erradicagdo da doenca num plantel pode ser dificil pela
presenca dos portadores, sendo recomendado eliminar o rebanho e repopular com animais
livres do agente. Os estudos que estdo sendo desenvolvidos no Brasil demonstram o
interesse e a importancia desta enfermidade em suinos e as pesquisas tém buscado
metodologias mais especificas e sensiveis para o diagnéstico (RUIZ et al., 2005).

Espera-se que a adocdo de medidas eficazes de controle e profilaxia também deva
contribuir para o controle e erradicacdo da PPS nos rebanhos brasileiros. A limpeza e
desinfeccdo das baias sdo de suma importancia para o controle da infeccdo no rebanho e o
uso de antibiéticos deve ser sempre acompanhado por um médico veterinario, que
estabelecera por meio de testes de antibiograma, qual é o medicamento mais adequado
(RUIZ et al., 2005).

2.2.2 PNEUMONIA ENZOOTICA DOS SUINOS (Mycoplasma hyopneumoniae)

Definicdo e Etiopatogenia

O Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) é o patégeno responsavel pela Pneumonia
Enzodtica Suina (PES) ou Pneumonia Micopldsmica Suina, e que na maioria das vezes esta
associado a agentes secundarios, como Pasteurella multocida, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis e com viroses suinas, incluindo as sindromes
respiratorias e também reprodutivas (CALSAMIGLIA et al., 1999b; THACKER et al., 1999).

E considerada uma das principais doencas respiratérias dos suinos, sendo que esse
agente destrdi o principal mecanismo de defesa inespecifico do trato respiratério, o elevador
mucociliar (DEBEY; ROSS, 1994).
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Importancia

Considerada uma enfermidade respiratéria cronica, quando interage com outros
patdgenos secundarios, ocasiona reducdo na taxa de crescimento, piora na taxa de
conversao alimentar, aumento nos custos de medicacdo e aumento nos indices de
mortalidade e depreciacdo de carcacas no frigorifico, devido a aderéncia de pleura e
abscessos pulmonares (MAES, 2010; MAES et al., 1996).

A PES possui alta morbidade e baixa mortalidade e as perdas econdbmicas séo
decorrentes de quedas na produtividade que podem chegar a 20% sobre a converséo
alimentar e até 30% sobre o ganho de peso, dependendo da gravidade das lesdes e das
infeccdes secundarias (SOBESTIANSKY et al., 1999).

Epidemiologia

A principal forma de transmissao da infeccédo pelo Mycoplasma é o contato nasal-
nasal com secrecoes respiratérias (JANKE, 1997), contanto com aerossois induzidos pela
tosse (DESROSIERS, 2001) ou, menos frequentemente, por fomites (BATISTA et al.,
2004).

A doenca geralmente dissemina-se vagarosamente, podendo ocorrer transmissao
vertical das porcas para os recém-nascidos (KOBISCH, 2000), ou transmissao horizontal de
leitbes mais velhos para os mais jovens (KOBISCH, 2000). O agente multiplica-se no trato
respiratorio do suino, e pode ser excretado durante tosses ou espirros (SOBESTIANSKY,
1999).

Por mais que esse agente possa afetar suinos de todas as idades, a forma clinica da
doengca é mais comum nos animais da fase de crescimento e terminagdo. Variaveis
ambientais e de manejo favorecem a sua ocorréncia e severidade, por isso é considerada
uma doenca multifatorial (SOBESTIANSKY et al., 1999).

Sinais clinicos

A PES é uma doenca infecciosa crbnica, muito contagiosa, caracterizada por uma
broncopneumonia catarral que geralmente cursa com complicagbes broncopulmonares
purulentas e que se manifesta clinicamente por tosse seca e atraso no crescimento
(SOBESTIANSKY et al., 1999).
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Lesbes ao abate e analise histopatoldgica

Segundo Andreasen et al. (2001), as lesGes de PES estdo também associadas com
as pleurites no abate, sendo que nos suinos que desenvolvem a doenca mais
precocemente, aumenta a chance de apresentarem pleurites na ocasido do abate.

E também observado nos animais que soroconvertem precocemente mais pleurite, o
que pode ser explicado por uma maior severidade da PES em animais mais jovens,
predispondo as infec¢des secundarias.

De acordo com Alberton et al. (2008), a PES causa lesGes na regido cranioventral do
pulmdo, localizadas principalmente nas extremidades dos lobos apicais, cardiacos,
intermediarios e regido anteroventral dos diafragmaticos. Estas lesdes apresentam uma
consisténcia como a de musculo, sendo bem delimitadas do tecido normal. Possuem uma
coloracao puarpura a cinza e geralmente os linfonodos apresentam-se bastante reativos.

As lesdes histopatoldgicas causadas por Mhyo possuem padréao histomorfol6gico de
pneumonia broncointersticial, sendo caracterizadas no estagio agudo por perda dos cilios,
esfoliacdo das células epiteliais, acumulagcdo de neutréfilos e macrofagos na luz dos
brénquios e bronquiolos e nos alvéolos adjacentes (DUNGWORTH, 1993; KWON et al.,
2002).

Diagndstico

Quanto as ferramentas diagndsticas para monitorar os programas de controle e/ou
erradicagdo da doenca, os sinais clinicos, sorologia e inspe¢édo de lesbes pulmonares no
abate sdo as mais utilizadas.

A sorologia, especificamente o ELISA, é o instrumento diagndstico mais utilizado
para determinar a presen¢ga de Mhyo num rebanho, mas, devido a baixa sensibilidade dos
testes de ELISA disponiveis (ERLANDSON et al, 2005), ndao devem ser usados
isoladamente.

De acordo com Tracker (2007), para implementar estratégias de erradicacdo de um
microrganismo, é fundamental contar com técnicas de diagndstico capazes de detectar com
precisdo os animais infectados, por isso a PCR deve ser considerada, por ter sensibilidade e
especificidade satisfatéria. Além disso, é fundamental associar as lesées encontradas na

histopatologia.
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Controle e profilaxia

Apesar dos esforgos e estratégias de controle adotados, o Mhyo continua sendo um
organismo amplamente difundido nas popula¢gdes de suinos, 0 que torna a erradicagédo da
doenca ocasionada pelo mesmo, uma tarefa muito dificil e frustrante (VILLAREAL, 2010).

As Unicas vacinas contra a PES disponiveis no mercado sédo as bacterinas. Elas
conferem protecdo aos suinos, caracterizada pela reducdo das les6es e melhora dos indices
de produtividade (ganho de peso e conversdo alimentar), porém ndo impedem a colonizacéo
de Mhyo nem o estabelecimento de suinos portadores, uma vez que este tipo de vacina ndo
estimula uma adequada imunidade de mucosa. Apesar disso, reduzem de forma significativa
0 impacto econbmico da PES (MAES et al., 1999; MOREAU et al., 2004).

Para controlar e erradicar a PES, assim como outras doencas, o0 método mais eficaz
€ 0 despovoamento total seguido de repovoamento com animais livres do patégeno em
guestdo (HARRIS, 2000).

Segundo afirmado por Maes et al. (2008), nem a vacinagdo, nem a medicagao
preventiva podem prevenir a infecgdo e aderéncia de Mhyo nas células ciliadas do trato
respiratorio. Em casos de niveis elevados de infecgdo ou em rebanhos com instalagfes e
manejo precario, o uso de antimicrobianos pode ser necessario para melhores resultados na

vacinacao e para a melhora clinica e das lesdes.

2.2.3 PASTEURELOSE PULMONAR (Pasteurella multocida)

Definicdo e etiopatogenia

A Pasteurella multocida (Pm) é o agente causador da pasteurelose pulmonar dos
suinos e geralmente esta associado a infec¢des secundarias no Complexo de Doencas
Respiratorias dos Suinos (PRDC) (MORES, 2006).

A P. multocida tipo capsular D (PmD) esta envolvida na etiologia da rinite atrofica
progressiva e a do tipo capsular A (PmA) é considerada agente complicador de processo
pneumadnicos, causados pelo Mycoplasma hyopneumoniae e pode ser isolado em mais de
90% das lesdes pulmonares em suinos, sendo considerado um agente importante e
prevalente como causa de diferentes infec¢des respiratérias nessa espécie (NOYES, 1990;
HOIE, 1991; KICH et al., 2007, BOROWSKI, 2002; JORDAN, 2006; MORES, 2006; PIJOAN,
1999 e ZUCKER et al., 1996).

De acordo com Kich et al. (2007), ap6s a infeccdo experimental de PmA, as

observacdes do quadro clinico e lesdes apés necropsia sugeriram que a PmA pode também



14

ser agente priméario de lesBes pulmonares e alerta para o diagnéstico diferencial com
Actinobacillus pleuropneumoniae (App) e Haemophillus parasuis (HPS).

Dois dos agentes bacterianos muito prevalentes, a PmA e Streptococcus suis, sao
habitantes normais do trato respiratério superior dos suinos, sendo que por muitos séo
considerados agentes oportunistas nas lesBes respiratérias causadas por virus ou
por Mycoplasma hyopneumoniae (HIGGINS, GOTTSCHALK, 2006; JORDAN et al., 2006).

Importancia e epidemiologia

A Pm é observada em granjas produtoras de suinos em todo o mundo, até mesmo
naquelas de elevado status sanitario (KICH et al., 2010). Nos Ultimos anos muitos autores
tém reportado a presenca desse agente em pulmdes de suinos em diversos paises (PIJOAN
et al., 1984; ZHAO et al., 1992) e em Varios tipos de clima e condi¢des de criacdo. No Brasil,
€ cada vez maior o numero de isolamentos de cepas dessa bactéria a partir de pulmdes de
suinos com pneumonia e pleurite (BOROWSKI, 2007).

Como toda doenca respiratoria, podem causar perdas econdémicas devido aos casos
de mortalidade, atraso no desenvolvimento, falta de uniformidade dos lotes, condenagé&o das
carcagas e gastos com medicamentos (BOROWISKI, 2007). Desta forma, a pneumonia em
suinos é considerada uma doenca de alto custo (PIJOAN, 2006).

Alguns pesquisadores no sul do Brasil (BOROWSKI, 2002; MORES, 2006;
BOROWSKI et al., 2007; KICH et al., 2007, 2010) tém sugerido ser um agente capaz de
induzir quadro de extrema gravidade, similar aos observados na Pleuropneumonia causada
por A. pleuropneumoniae e pelo H. parasuis, podendo causar pleurite e pericardite fibrinosas
e mortalidade em animais de crescimento e terminacdo. Médicos veterinarios especializados
em suinos também relatam a observacdo da mudanca do perfil patolégico do quadro de
Pasteurelose em suinos de terminagdo. Esses relatos podem indicar que cepas de Pm de
alta viruléncia, capazes de causar lesdes pneumonicas tipicas de A. pleuropneumoniae e/ou
H. parasuis estejam circulando nos rebanhos suinos brasileiros, em especial nas regides de
producdo mais expressiva como Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Parana, Minas Gerais,

Sao Paulo e Mato Grosso.

Sinais clinicos

Os sinais clinicos variam em severidade, dependendo da cepa de P. multocida e do
grau de imunidade do animal. Existem trés formas clinicas: aguda, subaguda e cronica
(PIJOAN, 1999).
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A forma aguda pode ter mortalidade variando de 4 a 50%, porém, sua infeccdo €
rara. A forma subaguda esta associada a cepas que causam pleurite, sendo confundido com
a Pleuropneumonia causada pelo App, com aparecimento de tosse e respiracdo abdominal
em suinos na fase de crescimento e terminacdo, no entanto, ndo se observa morte subita. A
forma cronica é a mais comum e caracteriza-se com tosse de severidade variavel. Os
animais sdo acometidos entre 10 e 16 semanas de vida e por ser uma exacerbacao ou
continuacdo da pneumonia por micoplasmose, sendo clinicamente indistinguivel com o

Mycoplasma hyopneumoniae (BOROWSKI, 2007).

Lesdes ao abate e analise histopatoldgica

As lesdes ocorrem na cavidade toracica observando-se areas de consolidagédo do
pulmédo de coloracdo avermelhada ou acinzentadas. Pode ocorrer a evolugdo para um
guadro de pleurite e abcessos, com aderéncia da pleura na parece toracica (BOROWSKI,
2007). Os linfonodos mediastinicos apresentam aumento de volume e ao corte, cor
avermelhada (PIJOAN, 2006)

As lesbes de PmD caracterizaram-se, principalmente, por grandes nddulos de tecido
necrotico purulento, envoltos por uma capsula fibrosa espessa, com ou sem envolvimento
de pleura. Estas lesdes localizaram-se, na maioria das vezes, na regido dorsocaudal do
pulmé&o.

As lesBes de PmA caracterizam-se, principalmente, por nédulos de hepatizacdo do
parénquima pulmonar, com ou sem necrose, com exsudagdo mucopurulenta nos brénquios
e bronquiolos e deposic¢édo de fibrina sobre a pleura visceral, localizadas nos lobos cardiacos
e diafragmaticos. Este agente também provoca pleurite fibrinosa, sem alteracées no
paréngquima pulmonar.

As lesbes microscopicas sdo similares aos presentes na maioria das pneumonias
bacterianas com broncopneumonia exsudativa, presenca de neutréfilos no exsudato
mucopurulento nos brénquios e alvéolos. Também tem sido relatada a presenca de nefrite

intersticial associada a broncopneumonia (BOROWSKI et al., 2007).

Diagnéstico

Tanto os sinais clinicos como as lesdes da infeccdo por Pm, ndo sé&o
patognomonicos e ndo podem ser usados como Uunico critério para o diagnéstico definitivo
da doencga. A associagdo do histérico da doenca, lesGes na histologia, biologia molecular e o

isolamento do agente é a melhor maneira de se confirmar o diagnéstico (PIJOAN, 2006).
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Testes sorologicos ndo tém provado eficiéncia no diagnéstico da Pasteurelose, nao
sendo indicados para a detecc¢éo rotineira de Pm (PIJOAN, 2006).

O diagnéstico diferencial deve ser feito com outros agentes envolvidos em
pneumonias como Actinobacillus pleuropneumoniae, virus da influenza, Mycoplasma

hyopneumoniae, além do Streptococcus sp (BOROWSKI, 2007).

Controle e profilaxia

A terapia antimicrobiana é largamente utilizada na suinocultura com funcgbes
terapéutica e profilatica (BOROWSKI, 2002), mas é de grande importdncia que medidas

profilaticas de controle ambiental e sanitario sejam preconizadas.

2.2.4. DOENCA DE GLASSER (Haemophilus parasuis)

Definicdo e etiopatogenia

A Doenga de Glasser é uma doencga infecciosa e septicémica, caracterizada por
poliserosite, poliartrite e meningite, acometendo principalmente os leitdes, causando
mortalidade, refugos entre os sobreviventes e depreciacdo da carcaca no frigorifico. O
agente etioldgico € o Haemophilus parasuis (HPS), um bastonete imével, Gram negativo,
ndo hemolitico e NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo) dependente (MENIN et al.,
2005; SOBESTIANSKY et al., 1999).

Devido a deteccdo do agente também em aparelhos respiratérios de animais sadios,
sua patogenia é pouco conhecida ainda. Porém, sabe-se que a infec¢do ocorre através de
aerossois e 0 H. parasuis possui tropismo particular para as membranas serosas, sinovial e
meningea e para o parénquima pulmonar (SOBESTIANSKY et al.,, 1999). Locais de
colonizacao inicial no trato respiratério superior de suinos ainda ndo foram identificados
(NEDBALCOVA et al., 2006).

O H. parasuis pode ser isolado de porgfes intermediarias do trato respiratério, e
pode estar acompanhado de rinite supurativa e perda de células microciliadas, o que indica
gue a Bordetella bronchiseptica pode estar envolvida como fator predisponente para a
ocorréncia da Doenca de Glasser (VAHLE et al., 1997; BROCKMEIER, 2004 apud
NEDBALCOVA et al., 2006).
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Importancia

A Doenca de Glasser tem emergido como uma importante doenca bacteriana que
acomete suinos do mundo todo (RAPPGABRIELSON, 1999 Apud MACEDO et al., 2009).
Atualmente é considerada uma das doenc¢as mais importantes economicamente na inddstria
de suinos devido aos altos custos com tratamentos com antibiéticos e o descarte de animais
(NEDBALCOVA et al., 2006).

As consequéncias econdmicas sdo devido a mortalidade de leites, ao elevado
namero de refugos entre os sobreviventes e a depreciacdo das carcagas dos animais
afetados (SOBESTIANSKY et al., 1999).

Epidemiologia

O H. parasuis esté distribuido de forma ampla no mundo inteiro. E um dos primeiros
agentes a colonizar o aparelho respiratério de suinos sadios, afetando animais
comprometidos pelo estresse, com maior frequéncia entre cinco e oito semanas de idade
(SOBESTIANSKY et al., 1999).

No Brasil, dos 15 sorovares conhecidos, 0 4 é 0 mais prevalente. Porém ja foram
identificados os sorovares 2, 5, 13 e 14, sendo os trés Ultimos as cepas de alta
patogenicidades (MORENO et al., 2011; CASTILLA et al., 2012).

A Doenca de Glasser é considerada uma doencga esporadica em leitdes, e quando
associada a fatores estressantes como desmame, transporte dos animais, mudanca de
ambiente, mistura de lotes, baixas temperaturas e até mesmo a presenca de outros
patdgenos como, por exemplo, o Circovirus, ocasiona a queda da resisténcia e
consequente, o desenvolvimento da doencga (SANTOS et al.,, 1998 apud ALMEIDA et al.,
2008; SOBESTIANSKY et al., 1999; KICH, PONTES, 2001).

A transmissdo acontece por contato direto e a transmissdo indireta € apenas
hipotética. O agente é introduzido em um rebanho pela compra de animais de rebanhos
infectados. Situacdo semelhante pode ocorrer em um rebanho infectado quando uma nova
cepa virulenta e antigenicamente diferente € introduzida (OLIVEIRA; PIJOAN, 2002).

Os leitbes podem se infectar com o H. parasuis durante a amamentacdo, desde que
a porca elimine cepas patogénicas e ndo patogénicas pelo leite. Porém, a eliminacédo desse
agente pelo leite é baixa e somente alguns leitdes serdo acometidos pela doenca
(NEDBALCOVA et al., 2006).

Leitdes acometidos durante a amamentacdo adquirem sua prépria imunidade e se
tornam portadores. No entanto, a medida que estes leitbes vdo se desmamando, a

frequéncia da eliminagdo do agente aumenta, devido a queda na imunidade causada pelo
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estresse da propria desmama. Os leitdes que ndo se infectaram neste periodo, sdo
protegidos pela imunidade do colostro, que diminuem em torno de cinco a seis semanas de
vida. ApOs este periodo, estes suinos se tornam altamente susceptiveis, surgindo as
manifestacdes clinicas da doenca (SOLANO-AGUILAR et al.,, 1999; OLIVEIRA; PIJOAN,
2002).

Sinais clinicos

Os animais doentes apresentam sinais clinicos variados, que véo depender do
estado imune do rebanho, viruléncia da cepa e estdgio da infeccdo. Os suinos geralmente
adoecem de forma subita entre cinco e oito semanas de idade, apresentando anorexia,
febre e apatia. Podem ocorrer tosse, dispneia, cianose, inflamagéo e dores nas articulagdes,
claudicacao, tremores, incoordenacdo e decubito lateral. O leitdo infectado pode morrer ou
evoluir para a forma cronica com aparecimento de artrite crénica e aderéncia das seroras
(SOBESTIANSKY et al., 1999; MENIN et al., 2005).

O H. parasuis pode estar associado a trés formas clinicas: (i) exsudagéo
serofibrinosa e purulenta envolvendo qualquer serosa (poliserosite) incluindo membrana
sinovial, peritbnio, pleura, pericardio e meninges; (ii) septicemia sem poliserosite, podendo
ocorrer morte subita e hemorragia renal subcapsular; (iii) pneumonia onde o H. parasuis

pode estar envolvido como agente primario ou secundario (SOBESTIANSKY et al., 1999).

LesBes ao abate e analise histopatoldgica

A diversidade de lesdes também varia de acordo com 0s mesmos fatores que
interferem a presenca dos sinais clinicos. As principais lesées encontradas sao pleurite,
pericardite, peritonite, poliartrite e meningite, com exsudacao fibrinosa ou serofibrinosa, e as
vezes areas de pneumonia hemorragica. Essas lesdes podem existir em varias
combinac¢des ou isoladamente (SOBESTIANSKY et al., 1999; MENIN et al., 2005).

Nos casos cronicos, as lesbes sdo observadas em abatedouro, com a presenca de
aderéncia nas serosas toracicas e abdominais e conteudo fibrino-purulento nas articulacées
(SOBESTIANSKY et al., 1999).

As lesGes microscopicas se caracterizam por inflamacgéo fibrino-purulenta com
infiltragcdo de neutrdfilos e alguns mononucleares nas serosas afetadas. Em casos mais
graves, a meningite, meningoencefalite, tromboética acompanhada com um aumento da
producéo de fluido cerebrospinal e artrite sdo encontradas (NICOLET, 1992; AMANO et al.,
1994; SOBESTIANSKY et al., 1999).
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Diagnéstico

O diagnostico deve ser baseado no histérico, sinais clinicos e lesdes.
Frequentemente se suspeita da doenca no campo, porém, a confirmacao laboratorial por
meio do isolamento é o melhor método de diagnéstico (SOBESTIANSKY et al., 1999).

Ao selecionar animais ou tecidos para amostragem, alguns critérios devem ser
seguidos. Os suinos escolhidos devem apresentar sinais clinicos caracteristicos da
infeccdo, ndo terem recebido tratamento com antibi6ticos por pelo menos uma semana e
devem ser sacrificados, pois animais jA& mortos tém as chances de isolamento de H.
parasuis diminuidas (NEDBALCOVA et al., 2006).

A utilizacdo desta técnica é dificil, pois necessita de meios seletivos contendo
bacitracina ou cristal violeta. Resultados negativos no cultivo ndo necessariamente indicam
gque H. parasuis nao esta afetando o rebanho, pois muitas vezes o0 agente esta presente em
baixo nimero na amostra, o tempo decorrido entre a morte do animal e a colheita de
material pode ter sido extenso, o animal foi medicado ou a colheita, manuseio e transporte
do material pode ter sido feito de forma inadequada (SOBESTIANSKY et al.,, 1999;
NEDBALCOVA et al., 2006).

Isolamentos positivos também devem ser interpretados com cuidado, pois 0 agente é
um microrganismo comensal do trato respiratério superior de suinos e pode ser comumente
isolado de cavidades nasais, amigdalas e traqueia de animais saudaveis. Portanto, é
importante saber o local onde o agente foi isolado, pois existe uma grande diferenca entre
as cepas do trato respiratério superior, do pulmédo e de sitios sistémicos. As cepas que
causam doenca sistémica geralmente sdo de alta viruléncia e tem baixa predilecdo ao trato
respiratdrio superior. J4 as cepas predominantes da cavidade nasal e tonsila séo de baixa
viruléncia (OLIVEIRA; PIJOAN, 2002).

O isolamento de H. parasuis de locais sistémicos ou de lesées macroscoépicas pode
garantir que o agente isolado esteja envolvido no processo da infeccdo (RAPP-
GABRIELSON, 1999).

Técnicas de biologia molecular tém se tornado bastante integradas na pratica da
epidemiologia de doencas infecciosas, para caracterizar de forma precisa as amostras de
organismos. A técnica de PCR € uma excelente ferramenta para diagndstico e para
avaliacdo das estratégias de controle e erradicagdo da doencga. Os suabes de tonsilas s&o
as amostras de eleicdo para definir a prevaléncia da colonizacdo em marrds, porcas ou
leitbes (MACEDO, et al., 2009; OLIVEIRA, 2009).

O diagnéstico sorologico € considerado inconsistente e impreciso. A detec¢do de
anticorpos contra H. parasuis € representada pela fixacdo de complemento (FC),
hemaglutinacéo indireta (HI) e ELISA (NEDBALCOVA et al., 2006).
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Os sinais clinicos e as lesdes ndo sao especificos e devem ser diferenciados.
Existem outras doencas bacterianas e virais agudas com febre concomitante como:
Actinobacillus pleuropneumoniae, Actinobacillus suis, Streptococcus suis, Erysipelothrix
rhusiopathiae, Mycoplasma hyorhinis e Influenzavirus (NICOLET, 1992; RAPP-
GABRIELSON, 1999).

Controle e profilaxia

O uso de antibiéticos para tratamento do H. parasuis é utilizado. A antibioticoterapia
parenteral deve ser iniciada o mais rapidamente possivel ap6s a manifestacdo dos sinais
clinicos. Como medida de prevencao pode-se optar por medicar o lote por via oral (dgua ou
racao) (NICOLET, 1992).

A aplicacéo de vacinas comerciais ou autdégenas pode ser utilizada para profilaxia da
doenca, porém, as vacinas comerciais tém se mostrado inconsistentes em rebanhos
distintos. Este fato pode estar relacionado a presenca de diferentes sorovares ou falha na
protecdo cruzada. Embora fatores de viruléncia e antigenos protetores de H. parasuis ndo
sejam bem conhecidos ainda, € amplamente aceito que exista imunidade especifica do
sorotipo (SOBESTIANSKY et al., 1999; MENIN et al., 2005; NEDBALCOVA et al., 2006).

A prevengdo da doenca deve ser aliada as praticas de manejo, para reduzir ou
eliminar outros patégenos respiratérios e reduzir os fatores de estresse (SOBESTIANSKY et
al., 1999).

2.2.5. DOENCA RESPIRATORIA CAUSADA POR Streptococcus sp

Definigcao e etiopatogenia

O grupo de Streptococcus hemolitico, oriundo de infecgbes em suinos, foi
caracterizado pela primeira vez por Moor entre 1956 e 1963 (MOOR, 1963). Estes
Streptococcus caracterizam-se por serem Gram positivos, geralmente imdveis e por néo
formarem esporos. Apresentam a formacao de longas cadeias, mas podem ter a formacéo
de pequenas cadeias de quatro células ou de cocos agrupados em duas células (GOMES,
2013).

O Streptococcus suis foi identificado em 1987, sendo desde entdo reconhecidos 35
distintos sorotipos. Dentre estes, o sorotipo 2 tem sido o mais comumente isolado de

animais doentes, embora outros sorotipos possam também estar associados a casos graves
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de infeccbes (CLOUTIER et al.,, 2003). No Brasil, o sorotipo 2 também tem sido o mais
isolado de suinos enfermos (COSTA et al., 2005), acometendo suinos em qualquer faixa
etéria (WINDSOR; ELLIOT, 1975), sendo considerado o mais importante na suinocultura.

Importancia

O Streptococcus suis é considerado um importante patdégeno para a suinocultura
(WINDSOR; ELLIOT, 1975), pois pode desencadear prejuizos econdmicos, pela mortalidade
dos animais, perda de peso, gastos com medicamentos, além do trabalho para trata-los
(CLIFTON-HADLEY et al., 1986).

E um agente conhecido e de significancia clinica na maioria dos paises onde a
suinocultura é intensiva (MAROIS et al., 2007). Esse patdgeno esta associado a doencas
em suinos, tais como meningites, artrites, pericardites, septicemia, pneumonia, morte subita
(MAROIS et al., 2007) e infeccdes em seres humanos (GOTTSCHALK et al., 2007), fato
esse que ha grande preocupacao.

O carater zoondético que a enfermidade apresenta é um fator adicional para indicar a
importancia deste agente, pois tém sido relatados varios casos de infeccdo humana por S.
suis tipo Il, principalmente na Europa. As pessoas afetadas geralmente apresentavam
alguma ligacdo com atividades ligadas a suinocultura, como os criadores de suinos, pedes,
magarefes e médicos veterinarios, sendo a doenca considerada de carater ocupacional
(CLIFTON-HADLEY, 1983). Os sinais clinicos observados em humanos s@o septicemia e
meningites (ARENDS; ZANEN, 1988), surdez devido a sequela, além de problemas de
coracao. A via principal de contaminacdo para o homem € a cuténea, geralmente por lesbes

da pele durante o trabalho com suinos, ou por instrumentos cortantes.

Epidemiologia

A enfermidade afeta principalmente animais jovens e que estdo sob condicbes de
alta densidade populacional. A incidéncia da doencga varia entre os rebanhos e as condi¢des
gue os mesmos se encontram. A maior fonte de disseminacao da doenca sao os préprios
suinos portadores, que albergam o agente nas amigdalas e, ocasionalmente, na mucosa
nasal. Quando infectados, estes animais podem permanecer portadores por até seis meses
(CLIFTON-HADLEY, 1983).

Um estudo realizado no Japdo por Kataoka et al. (1993) mostra os aspectos
epidemioldgicos da infeccdo por S. suis, onde foi isolado S. suis sorotipo 2 em 28,2% das
380 amostras. A maioria dos isolados era proveniente de casos de meningite, pneumonia e

endocardite, demostrando a agressividade do sorotipo 2 nessa espécie.
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Prieto et al. (1993) obtiveram 65 isolamentos de S. suis de suinos doentes, sendo
que 96% foram tipificados em varios sorotipos, onde o sorotipo 2 representou 53,8% dos

isolados, obtendo-se o isolamento de meninges, pulmdes e outros 6rgaos.

Sinais clinicos e lesdes macro e microscopicas

A bactéria Streptococcus sp e outras bactérias do grupo corineformes podem
ocasionar pequenos abscessos disseminados por todos os lobos do parénquima pulmonar,
podendo estarem associados com caudofagia ou outras portas de entrada (MORES, 2006).

O Streptococcus sp pode causar lesbes de broncopneumonia por infeccdo via
aerdgena, ou pneumonia embdlica por disseminacdo hematdégena. A patogénese da
bactéria determina a ectasia bronquiolar, que envolve bronquite crénica com destruicdo das
paredes. Ocorre dilatagdo permanente de um brdénquio ou bronquiolo como resultado do
acumulo de exsudato no lumen e ruptura parcial das paredes. A destruicdo das paredes
ocorre, em parte, quando enzimas proteoliticas liberadas das células fagocitarias durante a
inflamacao crbnica degradam e enfraguecem os tecidos que compdem a parede e ajudam a
manter o diametro normal da via aérea (LOPEZ, 1998).

Sendo assim, o Streptococcus sp pode ter outros agentes envolvidos, podendo
aumentar as lesbes presentes. Pode causar broncopneumonia supurativa como infeccéo
Gnica ou em combinagdo com P. multocida (REAMS et al. 1994, VASCONCELOS et al.
1994), e em combinagdo com o H. parasuis, pode desenvolver pleurite e peritonite fibrinosa
ou fibrinopurulenta (REAMS et al., 1994).

Diagndstico

7

Em laboratério, é realizada a identificacdo da bactéria (agente etiolégico), onde
geralmente é feita a partir do isolamento de colénias oriundas do material de animais
doentes. As colbnias sdo pequenas, esverdeadas ou transparentes, e levemente mucoides
(GOTTSCHALK et al., 1991).

Controle e profilaxia

O uso de medicacao estratégica em periodos com maior probabilidade de ocorréncia
de surtos é o mais indicado. Fatores relacionados ao manejo que levam a um aumento de
estresse devem ser minimizados, e o controle de outras doencas que podem agravar o
quadro também deve ser feito (SANFORD; HIGGINS, 1992).

O uso de vacinas para controle do S. suis ainda ndo alcancou os resultados

almejados. Apesar de varios estudos realizados com o intuito de esclarecer quais
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mecanismos relacionados a resposta imunologica (celular e humoral) séo importantes para
a protecdo do animal, ainda ndo se conhece com clareza os caminhos necessarios para a
producéo de vacinas realmente eficazes (BUSQUE et al., 1997; WISSELINK et al., 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. CETEA

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do
Instituto Bioldégico (CETEA-IB) e registrado sob o protocolo n.130/13 atendendo aos
principios éticos na Experimentacdo Animal, adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia
em Animais de Laboratério/Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (SBCAL/COBEA)
(Anexo 1).

3.2. INQUERITO EPIDEMIOLOGICO (Questionario associado a sorologia)

Primeiramente foi realizada uma investigacdo epidemiolégica por meio de um
guestionario (Anexo 2), tendo esse a finalidade de caracterizar as granjas que estavam
sendo analisadas. Além disso, utilizou-se da técnica de sorologia (ELISA), para buscar

detectar o agente Actinobacillus pleuropneumoniae (App).

Para isso, foram selecionadas granjas de suinos que apresentassem 0s seguintes

fatores de inclusdo e exclusao:

1. A granja ndo poderia ser somente de subsisténcia.

2. Os suinos teriam que apresentar sinais clinicos condizentes com doenga respiratoria,
principalmente nas fases de crescimento e terminagao.

3. O produtor deveria apresentar dados zootécnicos ou permitir que 0 grupo deste
trabalho verificasse esses dados.
Os animais ndo poderiam ser vacinados contra Actinobacillus pleuropneumoniae.
O produtor devia permitir a colheita do sangue dos suinos, bem como a marcagéo
dos mesmos.

6. Os animais da granja precisavam ser enviados para abate em frigorifico ou
matadouro.

7. O frigorifico teria que apresentar algum historico de lesdes respiratérias no abate,
advindo de animais da granja escolhida.

8. A granja deveria pertencer ao Estado de S&o Paulo.
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3.3. AMOSTRAS

3.3.1. Colheitade sangue de suinos em granjas e frigorificos/matadouro

Apoés a fase de selecao e caracterizacdo das granjas, foi feita a colheita de sangue e
identificacdo dos animais em fase de terminagdo, na granja ou no frigorifico/matadouro
(Figuras 1 e 2), para a investigacdo epidemioldgica da ocorréncia do agente App, por meio

da deteccéo de anticorpos pela técnica de ELISA.

Figura 1 - Granja 1. Colheita de sangue em Figura 2 - Animais da Granja 4
suino no inicio da terminacao. (Matadouro). Colheita de sangue
no momento da exsanguinagao.

Foram colhidas amostras de sangue de 192 suinos. Desse total, 35 suinos foram
identificados por brincos no inicio da terminagdo e também pesados nessa fase (Granja 1),
115 tiveram identificacdo por marcagédo australiana e peso nas diferentes fases de vida
(Granja 4), 15 suinos foram identificados por brincos no final da terminacéo e ndo pesados
(Granja 3), e os 27 suinos restantes foram escolhidos aleatoriamente na granja e no

frigorifico (Granja 1 e Granja 2) (Quadro 1).
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Quadro 1 - Caracteristicas das granjas de suinos e numero de amostras colhidas — Séo
Paulo, 2015.

Granja Caracteristicas Numero de animais
Suinos identificados por brincos no inicio da 35
terminacado e pesados nessa fase
Granja 1
Suinos escolhidos aleatoriamente no frigorifico 7
Granja 2 Suinos escolhidos aleatoriamente na granja 20
Granja 3 Suinos |dent|_f|cac105 por brincos no final da 15
terminacdo e nao pesados
: Suinos com identificagcdo por marcagao
Granja 4 australiana e peso nas diferentes fases de vida 115
TOTAL 192

As informacgbes referentes as propriedades selecionadas, fase de criacdo, data e
local da colheita, bem como o nimero de amostras colhidas, encontram-se dispostas no
Quadro 2.
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Quadro 2 - Dados referentes a investigacdo epidemioldgica para pesquisa de anticorpos
contra o Actinobacillus pleuropneumoniae, em diferentes granjas de suinos do Estado de
Sao Paulo — Sao Paulo, 2015.

Granja Ngmﬁ:gise Fase de criacéo Local Data da colheita
35 Inicio Terminacédo (100 dias) Granja 11/04/2014
Granja 1
7 Final Terminag&o (140 dias) Frigorifico 28/04/2014
Granja 2 20 Inicio Terminacao (100 dias) Granja 09/05/2014
Granja 3 15 Final Terminacao (140 dias) Granja 10/06/2014
17 Final Terminacao (140 dias) | Matadouro 07/07/2014
21 Final Terminagéo (140 dias) | Matadouro 28/07/2014
Granja 4 19 Final Terminac&o (140 dias) | Matadouro 22/09/2014
40 Final Terminag&o (140 dias) | Matadouro 22/10/2014
18 Final Terminagéo (140 dias) | Matadouro 22/01/2015
TOTAL 192

E importante salientar que todos os animais analisados n&o tinham sido vacinados

para A. pleuropneumoniae.
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3.3.2. Colheita de pulmdes e linfonodos mediastinicos em frigorificos e

matadouro

A préxima etapa consistiu em acompanhar o abate dos animais da granja 1, 3 e 4 em
dois frigorificos e um matadouro, respectivamente. Os frigorificos estdo localizados na
cidade de Cosmopolis e Ibilna e o matadouro na cidade de Pirassununga, sendo todos

pertencentes ao Estado de Sao Paulo (Quadro 3).

Quadro 3 - Frigorificos e matadouro do Estado de Sdo Paulo, onde foram realizadas as
colheitas de pulmdes e linfonodos de diferentes granjas — Sao Paulo, 2015.

Srigelitee) Local Origem Data da colheita

matadouro

Frigorifico 1 Cosmapolis Granja 1 28/04/2014

Frigorifico 2 Ibilna Granja 3 11/06/2014
Pirassununga Granja 4 07/07/2014
Pirassununga Granja 4 28/07/2014

Matadouro Pirassununga Granja 4 22/09/2014
Pirassununga Granja 4 22/10/2014
Pirassununga Granja 4 22/01/2015

Dessa forma, na ocasido foram colhidos pulmdes e linfonodos mediastinicos para
diagndstico laboratorial, observando as lesdes macroscépicas (Figura 3) e buscando fazer o
processamento laboratorial para deteccdo do(s) agente(s), além da visualizagdo dos
aspectos microscopicos.

A granja 2 ndo teve animais enviados ao abate em frigorifico sob inspecdo no
periodo analisado. Entdo foram colhidas 145 amostras de pulmfes e linfonodos
mediastinicos de suinos oriundos da Granja 1, 3 e 4, sendo que desse total, todas as
amostras foram encaminhadas para analise bacteriol6gica, 135 delas para a andlise
histopatoldgica e 115 (todos as amostras da Granja 4) foram submetidas a técnica de PCR.
As informacdes referentes ao numero de amostras, a data de colheita de pulmé&o e

linfonodos, além das técnicas submetidas, estdo apresentadas no Quadro 4.
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Figura 3 - Colheita dos fragmentos de pulméo e linfonodos mediastinicos no frigorifico 1.

Quadro 4 - Granjas, numero de amostras (pulmao/linfonodo) colhidas, data da colheita no
frigorifico/matadouro e técnicas laboratoriais utilizadas — Sao Paulo, 2015.

_ Numero de o ) Data da
Granja Técnicas submetidas _
amostras colheita
Granja 1 10 Cultivo Microbiolégico 28/04/2014
Granja 2 N&o houve colheita de 6rgaos
Granja 3 20 Cultivo Microbioldgico, Histopatologico e PCR 11/06/2014
17 Cultivo Microbioldgico, Histopatol6gico e PCR | 07/07/2014
21 Cultivo Microbiolégico, Histopatologico e PCR | 28/07/2014
Granja 4 19 Cultivo Microbioldgico, Histopatoldgico e PCR | 22/09/2014
40 Cultivo Microbioldgico, Histopatolégico e PCR | 22/10/2014
18 Cultivo Microbioldgico, Histopatolégico e PCR | 22/01/2015
TOTAL 145

Na auséncia do App, e levando em consideracdo a importancia que o diagnostico

diferencial representa, objetivou-se testar também agentes bacterianos cujas lesdes

macroscopicas poderiam ser confundidas com lesdes ocasionadas por essa bactéria. Nesse

caso,

foram utilizadas técnicas moleculares,

sorologicas,

isolamento bacteriano e

histopatoldgico para encontrar os agentes envolvidos no surgimento de lesdes pulmonares

observadas no abate.
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Quanto ao local de processamento das amostras, as técnicas foram realizadas em

trés laboratérios do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento em Sanidade Animal do Instituto

Biolégico de Sao Paulo. A sorologia foi realizada no Laboratério de Doencas de Suinos

Washington Sugay (LDSWS), o histopatolégico no Laboratério de Anatomia Patolbgica

(LAP), o isolamento bacteriano, bem como a multiplex PCR, no Laboratério de Bacteriologia

Geral (LBG), e o nested PCR no Laboratério de Doencas Bacterianas da Reproducéo

(LDBR). O Quadro 5 mostra os laboratdrios, as técnicas realizadas, bem como o nimero de

amostras processadas em cada unidade.

Quadro 5 - Amostras relacionadas ao local de processamento e técnica laboratorial utilizada

- Sao Paulo, 2015.

Laboratério do Instituto
Biol6gico/SP

Técnica Laboratorial

Numero de
amostras
processadas

Laboratério de Doengas de
Suinos Washington Sugay
(LDSWS)

Analise soroldgica
(ELISA)

192 amostras de
sSoro

Laboratério de Anatomia
Patolégica (LAP)

Histopatolégico

135 amostras

Laboratério de Bacteriologia Geral
(LBG)

Cultivo bacteriano

145 amostras

Multiplex PCR

115 amostras

Laboratério de Doengas
Bacterianas da Reproducéo
(LDBR)

Nested-PCR

115 amostras
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3.4. SOROLOGIA (ELISA)

3.4.1. Sorologia para Actinobacillus pleuropneumoniae

Objetivando realizar uma investigacao epidemioldgica por meio da sorologia (ELISA),
foi colhido o sangue de 55 suinos no inicio da terminacdo e de 137 animais no final da
terminacao.

Do total de 192 animais, 70 foram colhidos em granjas por puncdo da veia cava
cranial utilizando agulhas e seringas estéreis. E o0 restante, 122 animais, a colheita de
sangue foi realizada no frigorifico/matadouro.

Apés a chegada do material sanguineo no laboratério de Doengas de Suinos
Washington Sugay (LDSWS), foi feita a centrifugagcdo do material e a dessora, 0S SOros
foram armazenados em microtubos de 1,5 mL e mantidos a -20°C até realizacao do teste de
ELISA.

O kit de diagnéstico utilizado foi IDEXX® APP-ApxIV Teste Ab, que detecta
anticorpos contra App, em soro e plasma de suinos, independente do sorotipo desse
agente. H& deteccao dos anticorpos exclusivamente para a toxina ApxIV, a Unica toxina
comum a todos os sorotipos de App. Esse kit permite discriminar animais vacinados (ndo
reagente) a partir de animais infectados (reagente). O protocolo, bem como o principio da

técnica encontram-se dispostos no Anexo 3.

3.5. ANATOMOPATOLOGICO

3.5.1. Analise macroscopica

Foram submetidos & analise macroscopica, nos frigorificos e no matadouro, os
pulmdes e linfonodos de todos os animais do lote que estavam sendo abatidos, totalizando
uma analise de 135 amostras. Um lote de suinos foi marcado com brincos, e outros 5 lotes
os animais foram identificados por marcacdo australiana, permitindo assim, ter uma
rastreabilidade entre o sangue e 6rgao colhido do mesmo animal. Preconizou-se observar o
aspecto que o pulmdo apresentava, a coloragdo do mesmo, presenca de aderéncia da
pleura na parede costal, presenca de edema e se havia linfonodos reativos e de coloragao
alterada.
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3.5.2. Corte de pulmdes e linfonodos fixados em formol 10% tamponado

Apos a fixacdo das amostras de pulmao/linfonodo em formalina 10% tamponada, que
deve ser deixado no minimo por trés dias, os materiais foram cortados em fragmentos
menores em fluxo laminar com exaustdo forcada, dispostos em cassetes histolégicos
devidamente identificados e submetidos a exames histopatolégicos no Laboratdrio de
Anatomia Patolégica (LAP).

E importante salientar que a analise descrita se refere ao fragmento de pulmio e

linfonodo colhido, geralmente a parte lesionada, ndo ao 6rgao inteiro.

3.5.3. Desidratacdo, diafanizacdo e emblocagem em parafina das amostras de

pulmdes e linfonodos

A histotécnica (desidratacéo, diafanizagdo, emblocagem em parafina, microtomia e
coloracdo por hematoxilina/eosina) foi realizada segundo o protocolo descrito por Prophet et
al. (1995), presente no Manual de Métodos Histotecnoldgicos do Instituto de Patologia das
Forcas Armadas dos Estados Unidos (AFIP).

A descricdo das patologias empregou conhecimentos morfol6gicos macroscopicos e
microscépicos descritos em literatura de referéncia na area (SOBESTIANSKY, 1999;
JONES et al., 2000; McGAVIN; ZACHARY, 2007).

Os fragmentos de pulméo e linfonodo dispostos em cassetes e emergidos no formol
foram submetidos a um protocolo de desidratagéo utilizando solu¢des de alcool etilico em
concentracdes crescentes, além de serem colocados na presenca do xilol para diafanizagéo,
e apoOs serem embebidos por parafina (Quadro 6).

Depois de realizado esse protocolo com duracdo de cerca de 12,5 horas, 0s
cassetes foram retirados do histotécnico e na inclusora de parafina foram emblocados em

moldes de ago inox com parafina a 63°C.
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Quadro 6 - Protocolo para 6rgdos: desidratacdo, diafanizacdo e embebicdo por parafina,

modificado de Prophet et al. (1995).

Reagente Tempo

Formol 2h
Alcool70% 1h
Alcool80% 1h
Alcool 95% | 0,5h
Alcool 95% I 0,5h
Alcool Absoluto | 1h
Alcool Absoluto II 1h
Xilol | 1lh

Xilol 11 1lh

Xilol 1l 1lh
Parafina 63°C | 1h
Parafina 63°C I 1,5h

Total: 12,5h

3.5.4. Preparo das laminas histolégicas para coloracdo por Hematoxilina-

Eosina (HE)

O tecido que foi emblocado em parafina foi cortado em micr6tomo (3 um de

espessura), estendido em banho-maria (60°C) e colocado em lamina de vidro tratada

previamente com albumina, para facilitar a adesao do corte histolégico na lamina.

Em seguida, a lamina foi colocada em estufa 63°C overnight e apés foi submetida a

um protocolo de desparafinizagdo (xilol), lavagem em 4&lcool absoluto, hidratagdo em

solucdes hidro-alcodlicas, coloracdo pela HE, desidratacdo em alcoodis e diafanizacdo em

xilol (Quadro 7).

Para a montagem da lamina e laminula foi empregada a resina sintética Entellan

(Merck®).
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Quadro 7 - Protocolo de desparafinizacdo, hidratacdo, coloracdo, desidratacdo e
diafanizacdo dos cortes de tecido de pulmao e linfonodo de suinos, modificado de Prophet

et al. (1995).
Reagente Tempo
Xilol | 5 minutos
Xilol 1l 5 minutos
Alcool absoluto 2 minutos
Alcool 95% 2 minutos
Alcool 80% 2 minutos
Alcool 70% 1 minuto

Agua corrente

Imergir rapidamente

Hematoxilina

30 segundos

Agua corrente

Lavar 15 minutos em agua corrente

Eosina

2 minutos

Agua corrente

Imergir rapidamente

Alcool 70% Imergir rapidamente
Alcool 80% 1 minuto
Alcool 90% 1 minuto
Alcool absoluto | 5 minutos
Alcool absoluto Il 5 minutos
Xilol | 5 minutos
Xilol I 5 minutos

3.5.5. Anélise microscopica

Apds todo o processo histopatolégico descrito acima, as laminas devidamente

identificadas foram analisadas em microscopio 6ptico comum.
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3.6. CULTIVO BACTERIANO

3.6.1. Amostras

O isolamento bacteriano foi feito a partir de amostras de pulmao e linfonodos
oriundas de trés granjas (Granja 1, 3 e 4), em busca de Streptococcus sp, sendo analisadas
145 amostras.

Nos frigorificos e no matadouro, amostras de pulméao, pleura e linfonodos foram
colhidos e acondicionados em recipientes estéreis tipo coletor universal, sendo mantidos em
caixa isotérmica com gelo reciclavel, até a chegada ao Laboratério de Bacteriologia Geral

(LBG), local onde os materiais foram processados.

3.6.2. Processamento das amostras

Para isolamento e identificacdo bioquimica, os orgdos colhidos (pulmdes e
linfonodos) em frigorifico/matadouro foram suspensos em solucdo salina 0,85% estéril, e
1mL desse conteudo foi adicionado em caldo BHI (Brain Heart Infusion) para enriquecimento
da amostra. Um volume de 10uL da suspensao foram semeados em &gar sangue de
carneiro 5% e incubados por 48 horas a 37°C.

Ap6s o periodo de incubacao, havendo proliferacdo bacteriana neste meio, foram
observadas as caracteristicas morfologicas das colénias como tamanho, forma, coloragéo,
presenca e tipo de hemdlise.

A seguir, realizou-se a bacterioscopia, corando-se pelo método de Gram esfregagos
das diferentes col6nias, onde ao microscopio foram observadas a morfologia, a disposi¢éo
das células e as caracteristicas tintoriais ao Gram (bactérias Gram negativas ou Gram
positivas) (QUINN et al., 2005).

As espécies bacterianas foram identificadas de acordo com Quinn et al. (2005) e
Koneman et al. (2008) através de provas especicas para cada agente.

E importante salientar que o isolamento de Streptococcus sp foi realizado somente a

nivel de género, nado tendo havido identificacdo a nivel de espécie.
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3.7. REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

3.7.1. Processamento das amostras

As amostras pulmdes e linfonodos que foram submetidas a técnica de PCR foram
apenas dos suinos da Granja 4 (115 animais). Essas amostras colhidas no matadouro foram
acondicionadas em recipientes estéreis tipo coletor universal e mantidas em gelo reciclavel
até chegarem ao Laborat6rio de Bacteriologia Geral (LBG), onde foram processadas.

Um fragmento de cada érgéo foi separado, todos identificados por nimero do animal
em ordem da colheita, e esses fragmentos foram suspensos em solucéo salina 0,85% e
macerados manualmente. Desse macerado foi retirado o necesséario para o isolamento
bacteriano (procedimento descrito no item 3.6) e também foi retirado 1,5mL dessa solucéo,
armazenado em microtubo, o qual ficou mantido a -20°C até o momento de fazer o processo
da extracdo do DNA.

Como uma forma de buscar saber quais 0s agentes envolvidos nas lesbes
encontradas ao abate (agentes diferenciais), e que possivelmente ndo seriam o App,
preconizou-se realizar a multiplex PCR para os importantes agentes bacterianos
encontrados em doengas respiratorias de suinos: Pasteurella multocida e Haemophilus

parasuis. Além de também realizar a Nested PCR para Mycoplasma hyopneumoniae.

3.7.2. Extracdo do DNA

A extragcdo de DNA foi realizada a partir de amostras de pulméo e linfonodos
macerados previamente em solugdo salina 0,85%, sendo utilizado o kit comercial Quick-

gDNA™ MiniPrep w/ Zymo-Spin IIN Columns (Uncapped).

3.7.3. Beta actina (B-actina)

A B-actina é uma proteina com importantes funcdes celulares que vem sendo
utilizada como gene de controle enddgeno nas analises da PCR, aumentando assim a
confiabilidade das andlises.

Dessa forma, anteriormente ao teste das amostras para os agentes definidos,
preconizou-se confirmar a extracao de DNA atraves da PCR para o gene da B-actina.

Para isso, seguiu-se o protocolo descrito por Hui (2004), com a utilizagdo de primers

especificos para a espécie suina (Quadro 8).
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Quadro 8 - Primers utilizados para a PCR de B-actin (endégeno) em amostras de suinos.

Nome Sequéncia (5’ -> 3’) Tamanho do produto (pb)
Actin F TGAGACCTTCAACACGCC

745
Actin R ATCTGCTGGAAGGTGGAC

Para o ensaio da PCR, 2,5 yL de amostra de DNA extraido foram adicionados em
22,5uL de Mix da PCR, contendo 1,25 U Taq DNA polimerase, 200 yM de cada
desoxinucleotideo, 1X PCR Buffer (20 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KClI), 0,75mM de MgCly;
10 pmol de cada primer e agua ultrapura q.s.p. 25 pyL (Quadro 9). Como controle positivo
utilizou-se amostra sabidamente positiva para Mycoplasma hyopneumoniae e como controle
negativo foi utilizado agua ultra-pura.

Quadro 9 - Componentes e concentracdes da PCR para B-actina (enddgeno).

COMPONENTES DA REACAO CONCENTRACAO FINAL
Nuclease free water g.s.p
dNTP 1,25 mM 200 pM
20 mM Tris-HCI, pH 8,4
1X PCR Buffer ’ ’
Reagentes 50 mM KCl
(Mix) MgCl, 0,75mM
Primer Actin F 10 pmol
Primer Actin R 10 pmol
Taqg DNA Polimerase 1,25U
Amostra de DNA 2,5uL

O processo de amplificacdo foi realizado em termociclador, com as seguintes
condi¢bes: 95°C por 5 minutos; 39 ciclos de 95°C por 30 segundos, 56°C durante 45
segundos e 72°C por 45 segundos; para a extensao final foram 72°C por 5 minutos (Quadro
10).
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Quadro 10 - Processo de amplificacdo das amostras, com informacfes das condi¢cdes de
temperatura, tempo e numero de ciclos, para a PCR da B-actina.

FASE TEMPERATURA (°C) TEMPO CICLO
Desnaturacao inicial 95°C 5 1 ciclo
Desnaturacao 95°C 30”
Hibridizacdo 56°C 45" 39x
Extenséao 72°C 45”
Extensao Final 72°C 5 1 ciclo
Mantenca 4°C Indeterminado Hold

Apo6s a amplificacdo no termociclador, foi feito eletroforese em gel de agarose a 1%
corado com GelRed™ (diluido 1:2). Os fragmentos amplificados foram comparados com o
padrdo de tamanho molecular (100bp DNA Ladder Invitrogen®) e a imagem do gel sob luz
UV foi registrada em fotodocumentador acoplado a um computador.

3.7.4. Multiplex PCR para Actinobacillus pleuropneumoniae e agentes

diferenciais (Haemophilus parasuis e Pasteurella multocida)

Para deteccdo dos agentes, foi realizada a multiplex PCR empregando
oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos para cada agente, ou seja, para
Actinobacillus pleuropneumoniae (AP-IVF/ AP-IVR), Pasteurella multocida (KMT1 T7/ KMT1
SP6) e Haemophilus parasuis (HPS-F/ HPS-R), que amplificam um segmento de 346, 460 e
821 pares de bases (pb), respectivamente (Quadro 11). Os primers empregados na andlise
de PCR foram estabelecidos por Xiao et al. (2006), Townsend et al. (1998) e Oliveira et al.
(2001), e apresentados por Hricinova et al. (2010), em um trabalho de multiplex PCR.

Como controle positivo da reacdo foi utilizado a amostra padrdo do A.
pleuropneumoniae sorotipo I, Il e Va, amostras de isolamento de colénia de Haemophilus

parasuis e Pasteurella multocida. A amostra negativa foi 4gua ultra-pura.
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Quadro 11 - Sequéncia de primers utilizados para a reacdo de multiplex PCR, para
Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida e Haemophilus parasuis.

Tamanho
Nome Sequéncia (5’ -> 3’) do produto Referéncias
(pb)
AP-IVF ATA CGG TTA ATG GCG GTAATG G .
Xiao et al.
346 (2006)
AP-IVR ACC TGA GTG CTC ACC AAC G
KMT1 T7 ATC CGC TAT TTA CCC AGT GG
460 Townsend et al.
KMT1SP6 | GCT GTA AAC GAA CTC GCC AC (1998)
HPS-F GTG ATG AGG AAG GGT GGT GT o
Oliveira et al.
821 (2001)
HPS-R GGC TTC GTC ACCCTC TGT

Realizou-se a amplificacdo das amostras com a utilizacdo de 10 uL do DNA extraido
acrescido de 40 uL da mistura dos reagentes contendo 1,25 U Tag DNA polimerase, 1X
PCR Buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM KCI), 200 uM de cada desoxinucleotideo, 2 mM
MgCl; e 30 pmol de cada primer e agua ultrapura g.s.p. 50 pL (Quadro 12).

Quadro 12 - Componentes da reacdo de multiplex PCR para deteccdo dos agentes
Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida e Haemophilus parasuis.

COMPONENTES DA REACAO CONCENTRACAO FINAL

Nuclease free water g.s.p

dNTP 1,25 mM 200 pM

1X PCR Buffer 10 mMSB”;',\';l'i"CfH 8,0

MgCl. 2 mM

Reagentes Primer AP-IVF 30 pmol

(Mix) Primer AP-IVR 30 pmol

KMT1 T7 30 pmol

KMT1 SP6 30 pmol

HPS-F 30 pmol

HPS-R 30 pmol

Tag DNA Polimerase 1,25 U

Amostra de DNA 10 yL
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O processo de amplificagdo foi realizado em termociclador, de acordo com as
seguintes condi¢bes de temperatura e tempo: o DNA foi desnaturado com um ciclo a 95°C
por cinco minutos, seguido de 29 ciclos de: 94°C por 30 segundos, hibridizac&o dos primers
com a temperatura de 58°C durante 30 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos.
Depois de completados os 29 ciclos, uma etapa final consistia do aquecimento de 72°C por

7 minutos para a extensao final (Quadro 13).

Quadro 13 - Processo de amplificacdo do material, com informacfes das condicdes de
temperatura, tempo e numero de ciclos.

FASE TEMPERATURA (°C) TEMPO CICLO
Desnaturacdao inicial 95°C 5 1 ciclo
Desnaturacao 94°C 30”
Hibridizacao 58°C 30” 29x
Extensao 72°C 45”
Extenséao Final 72°C 7 1 ciclo
Mantenca 4°C Indeterminado Hold

Apo6s a amplificacdo no termociclador, foi feito eletroforese em gel de agarose a 1%
corado com GelRed™ (diluido 1:2). Os fragmentos amplificados foram comparados com o
padrdo de tamanho molecular (100bp DNA Ladder Invitrogen®) e a imagem do gel sob luz
UV foi registrada em fotodocumentador acoplado a um computador.

3.7.5 Nested PCR para Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo)

Por ser um agente de grande importancia na suinocultura e estar muito presente nas
granjas desencadeando doenca respiratOria, preconizou-se buscar o Mhyo nas granjas
estudadas, através da técnica de nested PCR.

Os primers externos (Mhyo A-F/Mhyo B-R) utilizados neste trabalho foram descritos
por MATSSON et al. (1995) e os primers internos (Mhyo C-F/Mhyo D-R) por CALSAMIGLIA
et al. (1999a). Primeiramente foi amplificado um fragmento de 649pb, e a nested PCR teve

amplificacdo de um fragmento interno de 352pb. Os primers estédo descritos no Quadro 14.
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Quadro 14 - Relacdo dos primers utilizados na Nested-PCR para diagnédstico de
Mycoplasma hyopneumoniae.

Tamanho do

Primers Sequéncia (5’ -> 3') fragmento (pb)

Mhyo A-F | GAGCCTTCAAGCTTCACCAAGA

Primers externos 649pb

Mhyo B-R | TGTGTTAGTGACTTTTGCCACC

Mhyo C-F | ACTAGATAGGAAATGCTCTAGT
Primers internos 352pb

Mhyo D-R GTGGACTACCAGGGTATCT

Para a realizacdo da PCR, a solugdo de reagentes do mix consistiu de 1,0 U Taq
DNA polimerase (Invitrogen®); 10 pmol de cada primer (Mhyo A-F e Mhyo B-R); 200 uM de
cada dNTP; 0,75 mM de MgCl,; 1X PCR Buffer (20 mM de Tris-HCI pH 8,4; 50 mM de KCI);
5 pyL de DNA extraido e agua ultrapura g.s.p. 25 pL. O controle positivo foi DNA de Mhyo e
negativo agua ultra-pura.

Os ciclos de temperatura foram de 95°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C
por 1 minuto, 64°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e meio, encerrando com aquecimento de
72°C por 5 minutos para a extensao final.

Na nested PCR, a solucdo de reagentes foi idéntica & PCR, substituindo-se apenas o
par de primers (Mhyo C-F e Mhyo D-R) e tendo alteracdo da temperatura de hibridizacao,
passando de 64°C para 60°C.

Os produtos amplificados foram visualizados por transiluminacdo com luz UV, apés
eletroforese em gel de agarose a 1,3%, acrescido de brometo de etideo a 0,5ug/mL. Os
fragmentos amplificados foram comparados com o padrao de tamanho molecular (100bp
DNA Ladder Invitrogen®) e a imagem do gel sob luz UV foi registrada em fotodocumentador

acoplado a um computador.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada na Granja 4 (115 suinos) a andlise de variancia considerando a
infeccdo conjunta de Streptococcus sp e Mhyo, ou somente Mhyo. Foram avaliadas as
variaveis zootécnicas: peso no nascimento (PN), ganho de peso do nascimento ao abate

(GMD), peso do suino final de terminacdo (PF), e peso da carcaca apds abate (PCAR),
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associada as fontes de variacdo: sexo (macho e fémea), doenca (positivo ou negativo),
idade (em dias) e lesdes macro e microscépicas.

Os dados foram analisados em um delineamento inteiramente casualisado. Utilizou-
se 0 modelo misto e para os efeitos aleatérios de lote e residuo foi utilizando o procedimento
MIXED do SAS (versao 9.3).

Quando significativa, as médias entre tratamentos foram comparadas usando a
diferenca minima significativa de Fisher (i.e., a op¢do DIFF do comando LSMEANS). Em

todas as analises a significancia foi declarada a P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. SELEGCAO DAS GRANJAS

Realizou-se a selecdo de quatro granjas de suinos que apresentassem 0s requisitos
propostos, identificadas neste trabalho como Granjas 1, 2, 3 e 4.
As granjas selecionadas possuem caracteristicas diferentes com relacdo a

localizacao, tipo de instalacdo, manejo, biosseguridade e biosseguranca.

Granja 1

Estad localizada no municipio de Monte Mor/SP e possui aproximadamente 350
matrizes. A criacdo dos suinos é intensiva com ciclo completo. Cerca de 120 animais séo
enviados ao abate semanalmente. A granja adota medidas de controle e preocupa¢édo na
biosseguridade, com a maioria dos galpbes separados para cada fase da criacdo (Figura 4),
além da alimentagdo controlada (racao) que € fornecida aos animais (Figura 5). Porém,
mesmo assim possui alguns problemas sanitarios, como a limpeza do local interno e
externo, a presenca de eventuais diarreias e a fabrica de ragdo junto com um dos galpbes

de terminagéo (Figura 6).

Figura 4 - Estrutura interna do galpéo de terminacéo (Granja 1).
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Figura 5 - Alimentacéo (ragéo) fornecida aos animais no galp&o de terminacgédo (Granja 1).

Figura 6 - Galpdes separados na Granja 1. Seta amarela: maternidade isolada da
terminacao. Seta vermelha: galpdo com fabrica de ragéo e parte da terminacao.
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Granja 2

Estd localizada no municipio de Embu-Guacu/SP e ha aproximadamente 100
matrizes. A criacdo é intensiva, possuindo uma baixa tecnificacdo, onde as instala¢cdes sao
inadequadas, com ambientes escuros, abafados e Umidos, além da presenca de outras
espécies de animais soltos nos galpdes, como aves (Figura 7) e animais sinantrépicos. A
maternidade encontra-se proxima a outras fases de criagcdo (Figura 8), perto de machos
reprodutores e animais da terminagdo. O manejo nutricional é deficiente, ou seja, ndo sao
utilizadas rac¢des balanceadas, sendo que a alimentagéo dos animais & baseada em batata-
inglesa de baixa qualidade, em processo de degradagédo (Figura 9 e 10). Os animais
apresentam sintomatologia clinica de problema respiratério, como tosse, dificuldade

respiratoria e presenca de suinos em posigao de “céo sentado” (Figura 11).

A

Figura 7 - Galpdo de terminacdo com ambiente escuro e com condi¢cdes sanitarias
precarias. Circulos: presenca de aves no local (Granja 2).
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Figura 9 - Alimentagdo disponibilizada aos suinos (batata aquecida). Caldeirdo de
aguecimento das batatas (Granja 2).



a7

Figura 10 - Alimentacdo disponibilizada aos suinos (batata aquecida). Seta amarela: local
de armazenamento e mistura das batatas. Seta vermelha: Caldeirdo de aquecimento das
batatas.

i

Figura 11 - Animal com sintomatologia clinica de doenca respiratoria: tosse, dispneia e
posicao de “cao sentado” no galpao de terminacao (Granja 2).
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Granja 3

Esté localizada no municipio de Ibitina/SP, com cerca de 80 matrizes. Nao adota um
manejo sanitario adequado, a criacdo é intensiva e a maternidade esta localizada junto a
terminacdo. Um problema encontrado € a aquisicdo de suinos de diversas propriedades
diferentes, o que possibilita a entrada de patégenos na granja. A racao é formulada com
produtos industrializados e ha a presenca de criacbes de outras espécies ao redor dos

galpdes (Figura 12). Cerca de 40 animais sao enviados semanalmente para o abate.

Figura 12 - Parte externa do galpdo de terminacdo e maternidade de suinos com presenca
de aves no local (Granja 3).
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Granja 4

Esta localizada no municipio de Pirassununga/SP, possuindo 26 matrizes. Realiza
um manejo adequado com os animais, visando o bem-estar, sendo que em algumas fases
da produgé&o os animais séo criados em extenséo (Figura 13). A alimentacdo é controlada, a
limpeza e desinfeccdo das instalacbes sdo bem rigorosas (Figura 14) possuindo areas
delimitadas nas diferentes fases de criagdo (Figura 15). Cerca de 20 animais sdo enviados
gquinzenalmente para o abate. H& controle zootécnico na granja e 0s animais sao vacinados
para Pneumonia Enzodtica dos Suinos — Mycoplasma hyopneumoniae (Respisure ONE
Mycoplasma Lab. Zoetis), lleite (Enterisol-Lab. Boehringer Ingelhei), Paratifo e Erisipela

(Suiven Lab. Verconfarma) e Parvovirose (Farrowsure (GOLD) Lab. Zoetis).

Figura 13 - Fémea reprodutora em gestacdo, criada na forma extensiva, objetivando o bem-
estar animal (Granja 4).
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Figura 14 - Baia com vazio sanitario.(Granja 4).

Figura 15 - Baia com animais de terminacdo. (Granja 4).
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4.2. SOROLOGIA

Foi verificado pela sorologia um total de 192 amostras de soros de suinos, oriundos
de quatro granjas do Estado de Sao Paulo. Desse total, 4 (2,09%) foram reagentes no teste
de ELISA para App, sendo o restante, 188 (97,91%), ndo reagentes para o agente (Tabela
1).

A Granja 1 (42 soros) e a Granja 4 (115 soros), hao apresentaram nenhum resultado
reagente. Entretanto, na Granja 2 (20 soros) e Granja 3 (15 soros), obteve-se 3 e 1 animal
reagentes, respectivamente.

E importante observar que houve diferenca entre a presenca do anticorpo com

relag@o ao status sanitério da granja analisada.

Tabela 1 - Resultados obtidos na sorologia para Actinobacillus pleuropneumoniae,
encontrados em suinos de quatro diferentes granjas do Estado de Sdo Paulo — Sao Paulo,
2015.

Sorologia

i 0
Granja Nao Reagente (n/%) Reagente (n/%) teitel] (i)
Granja 1 42 (21,87) 0(0) 42 (21,87)
Granja 2 17 (8,85) 3(1,57) 20 (10,42)

Granja 3 14 (7,30) 1(0,52) 15 (7,82)
Granja 4 115 (59,89) 0 (0) 115 (59,89)

TOTAL 188 (97,91) 4 (2,09) 192 (100,00)
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4.3. ANATOMOPATOLOGICO

4.3.1 Andlise macroscopica

Os pulmdes e linfonodos de suinos oriundos das diferentes granjas foram analisados
ao abate e foram visualizadas diversas lesGes caracteristicas de doencga respiratoria.

Primeiramente, é importante ter como referéncia o que é dito como normal em se
tratando de estruturas anatbmicas. Nas Figuras 16, 17 e 18, podem ser observadas a

carcaca, pulméo e linfonodo mediastico de suino, respectivamente, sendo que 0s mesmos

estdo com aspecto macroscopicamente normal.

Figura 16 - Animal da Granja 3 (Frigorifico Figura 17 - Animal da Granja 4 (Matadouro).
2). Carcaga de suino sem lesdo na parede Pulmdo de  suino com aspecto
costal. aparentemente normal.
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Figura 18 - Animal da Granja 4 (Matadouro). Linfonodo mediastinico de suino com aspecto
aparentemente normal.

Dessa forma, entre as lesdes macroscépicas encontradas, pode-se citar aderéncia
da pleura na carcaca (Figuras 19 e 21) e os respectivos pulmfes com perda de parénquima
pulmonar e pleura (Figuras 20 e 22), observou-se também presenca de nodulos (Figura 23),
pulmdo marmorizado com alteracdo na coloracdo e pulm&@o com lobos atrofiados. Foi
também observado o 6rgdo edemaciado, com aspecto esponjoso (enfisematoso) e marcas
das costelas no parénquima pulmonar (Figura 24), além de pericardite (Figura 25). Haviam
linfonodos que estavam reativos, hemorragicos e de coloracao alterada (Figura 26).
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Figura 19 - Animal da Granja 3 (Frigorifico 2). Carcaga de suino com tecido pulmonar
(pleura) aderido a parede costal.

Figura 20 - Animal da Granja 3 (Frigorifico 2). Pulmdo de suino com auséncia de pleura,
pela aderéncia na carcaca.
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Figura 21 - Animal da Granja 4 (Matadouro). Carcaga de suino com tecido pulmonar
(pleura) aderido a parede costal.

Figura 22 - Animal da Granja 4 (Matadouro). Pulméo de suino com auséncia de fragmentos
de pleura, presenca de edema e hemorragia.
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Figura 23 - Animal da Granja 3 (Frigorifico 2). Fragmento de pulm&o de suino. Superficie de
nodulo pulmonar. Area de necrose tecidual.

Figura 24 - Animal da Granja 4 (Matadouro). Fragmento de pulm&o de suino. Superficie
pulmonar marcada pelas costelas.
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|DE— e S — |

Figura 26 - Animal da Granja 4 (Matadouro). Linfonodo mediastincio de suino reativo e
hemorragico.
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As lesdes macroscopicas pulmonares observadas nos animais da Granja 4, e que
foram tabuladas em funcdo da positividade do isolamento bacteriano para o Streptococcus
sp e nested PCR para o Mhyo, demonstram que as lesfes mais frequentes nas 17 amostras
positivas para Streptococcus sp associado a Mhyo, foram marmoreio (6,25%), pulmao friavel
(2,50%), palido (2,50%), hemorragia (1,25%), edema (1,24%) e petéquias (0,63%) Para as
113 amostras que foram positivas para Mhyo, as lesdes observadas foram marmoreio
(45,00%), edema (20,62%), hemorragia (8,75%), pulméo fridvel (8,12%), palido (7,50%),
enfisematoso (4,38%), atrofia (2,50%), petéquias (1,89%), aderéncia de pleura (0,62%) e
pericadite (0,62%) (Tabela 2).

Tabela 2 - LesGes macroscépicas pulmonares encontradas nos animais da Granja 4 com
relacdo ao isolamento de Streptococcus sp e nested PCR para Mhyo - Sao Paulo, 2015.

LesBes Macroscopicas Streptococcus sp Somente
Pulmonares e Mhyo Mhyo Total (%)
Total (%) Total (%)
Marmoreio 10 (6,25) 62 (38,75) 72 (45,00)
Edema 2 (1,24) 31 (19,38) 33 (20,62)
Hemorragia 2 (1,25) 12 (7,50) 14 (8,75)
Pulmao friavel 4 (2,50) 9 (5,62) 13 (8,12)
Palido 4 (2,50) 8 (5,00) 12 (7,50)
atterada (enfisomatose) 0 (©00) 7(439) 7(439)
Atrofia 0 (0,00) 4 (2,50) 4 (2,50)
Petéquias 1 (0,63) 2 (1,26) 3(1,89)
Aderéncia de pleura 0 (0,00) 1(0,62) 1(0,62)
Pericardite 0 (0,00) 1 (0,62) 1 (0,62)
Total 160 (100)

4.3.2. Anédlise microscopica

Primeiramente, como mostrado macroscopicamente, € interessante apresentar numa
visdo microscopica, um fragmento de pulméo normal, onde a pleura apresenta-se integra e
as estruturas pulmonares normais (Figura 27).

As alteragbes encontradas no fragmento na analise microscopica foram lesdes
condizentes com problemas respiratérios, tanto em pulmfes, como nos linfonodos

mediastinicos.



59

As principais lesbes pulmonares caracterizaram-se pela presenca de focos de
infiltrado inflamatério mononuclear peribronquiolar (Figuras 29 e 32) e intersticial (Figuras
29, 31, 33 e 34), espessamento da pleura visceral (Figuras 29, 31 e 32) e interlobular
(Figura 34), areas de enfisema (Figura 34), septos alveolares espessados (Figuras 31, 32 e
34), presenca de edema pleural, alveolar (Figura 31, 33 e 34) e nos bronquiolos, além de
focos hemorragicos e macicez pulmonar (Figura 34).

Além disso, foi observada fibrose interlobular e presenca de fibrina intersticial no
parénquima alveolar (Figura 34), além de neutréfilos no limen dos bronquiolos (Figuras 30 e
32).

Nos pulmdes que macroscopicamente apresentavam nodulos, na histopatologia foi
observado focos de granulomas no parénquima (Figura 28a) formado por areas de necrose
com presenca de neutrdfilos, infiltrado mononuclear, e macréfagos, circundados por capsula
de tecido conjuntivo (Figuras 28a-b).

Havia linfonodos com reacdo lifoide folicular (Figuras 35 e 36) e com &reas
hemorragicas (Figura 36).

Figura 27 - Suino. Pulmao normal. Controle negativo. Epitélio bronquiolar integro, alvéolos
normais, pleura com espessura regular (Granja 3). HE.40x.
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Figura 28 - a: Suino. Pulm&o. Focos de granuloma no parénquima (seta vermelha).
H.E.40x. b: N6dulo formado por areas de necrose, com presenca de neutrofilos, infiltrado
mononuclear e macrofagos (seta amarela), circundados por cédpsula de tecido conjuntivo
(seta azul) (Granja 3). HE.40x. Isolamento bacteriano: ndo foi possivel por haver
contaminantes.

Figura 29 - Suino. Pulmdo. Intenso espessamento da pleura visceral (seta vermelha).
Infiltrado inflamatério mononuclear peribronquiolar (seta azul) e no intersticio (seta amarela)
(Granja 3). HE.40x. Isolamento bacteriano: Streptococcus sp
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Figura 30 - Suino. Pulmao. Presenca de neutréfilos no limen dos bronquiolos (seta
vermelha) (Granja 3) HE.100x. Isolamento bacteriano: contaminantes (nada representativo).

\

Figura 31 - Suino. Pulmao. Intenso espessamento da pleura visceral, com infiltrado
inflamat6ério mononuclear (seta vermelha). Edema alveolar (seta amarela) e infiltrado
mononuclear intersticial (seta azul) (Granja 3). HE.100x. Isolamento bacteriano:
contaminantes (nada representativo).
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Figura 32 - Suino. Pulmao. Intenso espessamento da pleura visceral (seta vermelha).
Intenso infiltrado inflamatério mononuclear peribronquiolar (seta azul). Presenca de
neutroéfilos no limen dos bronquiolos (seta verde) (Granja 3). HE.25x Isolamento bacteriano:

contaminantes (nada representativo).

Figura 33 - Suino. Pulméo. Intenso edema alveolar (seta vermelha) e discreto infiltrado
inflamat6rio mononuclear intersticial (seta azul) (Lote 5/Granja 4). HE.100x Isolamento
bacteriano: contaminantes (nada representativo).
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Figura 34 - Suino. Pulm&o. Intenso espessamento e presenca de fibrina na pleura interlobular
(seta vermelha). Intenso infiltrado inflamatério mononuclear intersticial (seta azul) Area de
macicez pulmonar com edema e fibrina intersticial (seta verde). Areas de enfisema (seta
amarela) (Lote 4/Granja 4). HE.40x Isolamento bacteriano: contaminantes (nada
representativo).

Fnigura 36 - Suino. Linfonodo Figura 35 - Suino. Linfonodo mediastinico.
mediastinico. Reacdo linfoide folicular Reacéo linfoide folicular (seta vermelha) e
(seta vermelha) (Granja 3). HE.25x. focos hemorragicos (seta azul) (Lote 5/
Isolamento  bacteriano:  contaminantes Granja 4). HE.25x. Isolamento bacteriano:

(nada representativo). contaminantes (nada representativo).
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As lesBes microscopicas pulmonares tabuladas em funcdo da positividade do
isolamento bacteriano para o Streptococcus sp e nested PCR para o Mhyo demonstram que
as lesbes mais frequentes nas 17 amostras positivas para Streptococcus foram:
espessamento da pleura interlobular (1,64%), fibrina intersticial (1,64%), espessamento dos
septos alveolares (1,64%), infiltrado mononuclear intersticial (1,45%), infiltrado mononuclear
peribronquiolar (1,35%), enfisema (1,25%), espessamento da pleura visceral (1,16%),
edema (1,16%), debris celulares no limen dos bronquiolos (0,67%), neutréfilos no
parénguima e no limen dos bronquiolos (0,58%), macicez pulmonar (0,58%), macréfagos
espumosos (0,58%) e hemorragia intersticial (0,38%). Para as 113 amostras positivas para
Mhyo foram: fibrina intersticial (10,33%), espessamento da pleura interlobular (10,42%),
espessamento dos septos alveolares (10,23%), infiltrado mononuclear intersticial (10,23%),
infiltrado mononuclear peribronquiolar (10,04%), enfisema (9,07%), espessamento da pleura
visceral (7,63%), debris celulares no lumen dos bronquiolos (7,24%), edema (6,66%),
macicez pulmonar (5,60%), macréfagos espumosos (4,63%), neutrofilos no parénquima e no
limen dos bronquiolos (4,44%), e hemorragia intersticial (3,47%) (Tabela 3).

Tabela 3 - LesBes microscdpicas pulmonares encontradas nos animais da Granja 4 e
isolamento de Streptococcus sp e nested PCR para Mhyo — Sao Paulo, 2015.

~ . - Streptococcus sp Somente
Lesbes Microscopicas
Pulmonares © e e Total (%)
Total (%) Total (%)
Espessamento da pleura 17 (1,64) 91 (8,78) 108 (10,42)
interlobular
Fibrina intersticial 17 (1,64) 90 (8,69) 107 (10,33)
Espessamento dos septos 17 (1,64) 89 (8,59) 106 (10,23)
alveolares
Infiltrado mononuclear
intersticial 15 (1,45) 91 (8,78) 106 (10,23)
Inﬂltradp monqnuclear 14 (1,35) 90 (8,69) 104 (10,04)
peribronquiolar
Enfisema 13 (1,25) 81 (7,82) 94 (9,07)
Espessamento da pleura 12 (1,16) 67 (6,47) 79 (7.63)
visceral
Debris celulares no Iimen
dos bronguiolos 7 (0,67) 68 (6,57) 75 (7,24)
Edema 12 (1,16) 57 (5,50) 69 (6,66)
Macicez pulmonar 6 (0,58) 52 (5,02) 58 (5,60)
Macrofagos espumosos 6 (0,58) 42 (4,05) 48 (4,63)
Neutrdfilos no parénquima 6 (0,58) 40 (3,86) 46 (4,44)

e limen bronquiolos
Hemorragia intersticial 4 (0,38) 32 (3,09) 36 (3,47)
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4.4, CULTIVO BACTERIANO

De forma geral, o isolamento bacteriano foi realizado de amostras advindas de trés
granjas (a Granja 2 nao teve colheita de 6rgaos), sendo que foram testadas 145 amostras
de pulméo e linfonodos mediastinicos. Entretanto, em 12 casos, a tentativa de isolamento de
bactérias foi somente do pulmdo, por ndo ter sido possivel a colheita do linfonodo
mediastinico. Na Tabela 4 é possivel observar, no geral, todas as bactérias que foram
isoladas.

Na Tabela 5, é possivel visualizar as bactérias que foram encontradas em cada
granja individualmente. Isso permite observar quais as granjas mais problematicas, que

necessitam de maior cuidado sanitario e quais sao os patdégenos envolvidos.

Tabela 4 - Total de bactérias encontradas no isolamento bacteriano, de amostras de pulméo
e linfonodo de trés granjas do Estado de Sao Paulo - Sdo Paulo, 2015.

Isolamento Bacteriano Total

Granja Numero de
isolados (%)

Bactérias encontradas

Bacillus sp 60 (28,85)
Staphylococcus intermedius 43 (20,67)
Escherichia coli 30 (14,42)
Streptococcus sp 24 (11,54)
Pantoa agglomerans 19 (9,13)
Granja 1 Enterobactéria 13 (6,25)
Contaminagé&o por Proteus 6 (2,88)
Granja 3 . po
Gram negativo ndo fermentador 5 (2,40)
Serratia liquefacienas
Granja 4 2(0.96)
Staphyloccocus aureus 2 (0,96)
Staphylococcus epidermidis 1 (0,48)
Trueperella pyogenes 1(0,48)
Morganella morganii 1(0,48)
Enterobacter aerogenes 1(0,48)

TOTAL 208 (100)




Tabela 5 - Isolados bacterianos obtidos conforme a granja estudada - Sao Paulo, 2015.
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Numero de i
amostras NUumero IRGIEL:
Granja ~ . Bactérias isoladas Numero de
(pulméo e de cultivos isolados (%)
linfonodo) °
Staphylococcus intermedius 2 (28,57)
1 a9 (pool) :
Granja ) Bacillus sp 2 (28,57)
1 10a 14 Pantoa agglomerans 2 (28,57)
(pool) Enterobactéria 1 (14,29)
TOTAL 7 (100)
Grgnja Na&o foi feita a colheita de érgaos
Bacillus sp 12 (27,27)
Pantoa agglomerans 12 (27,27)
Streptococcus sp 7 (15,91)
Staphylococcus intermedius 6 (13,63)
Granja 22* 22 Contaminac&o por Proteus
3 (Impossibilitou fazer a
identificacdo das 6 (13,63)
colénias que haviam crescido
no agar)
Staphylococcus epidermidis 1(2,29)
TOTAL 44 (100)
Bacillus sp 46 (29,30)
Staphylococcus intermedius 35 (22,29)
Escherichia coli 30 (19,11)
Streptococcus sp 17 (10,83)
Lote 1 17 Enterobactéria 12 (7,64)
Granja Lote 2 21 Pantoa agglqmerans 5 (3,18)
4 Lote 3 19 Gram negativo n&o 5 (3,18)
Lote 4 40 fermentador ’
Lote 5 18 Serratia liquefacienas 2 (1,27)
Staphylococcus aureus 2 (1,27)
Trueperella pyogenes 1 (0,64)
Morganella morganii 1 (0,64)
Enterobacter aerogenes 1 (0,64)
TOTAL 157 (100)

* Amostras de ndmero 6,8,9,11,15,16,17,18,19,20,21,22 ndo haviam linfonodos. Tentativa

de isolamento somente com pulmdes.
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Dentre as bactérias encontradas, é importante observar que foram isoladas 24
colénicas de Streptococcus sp (Figura 37 e 38), sendo o Unico agente bacteriano
encontrado e que apresenta significado importante para doencas respiratorias de suinos,

além de ser um dos agentes diferenciais de Actinobacillus pleuropneumoniae.

Figura 37 - Suino. Placa &gar-sangue carneiro, com crescimento de colbnias de
Streptococcus sp isoladas de pulméo e linfonodos mediastinicos (Granja 4).

Figura 38 - Suino. Coldnias de Streptococcus sp encontrada em amostra de pulméo e
linfonodos (Granja 4). Microscopio com objetiva de imerséo (100x).
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4.5. REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

4.5.1 PCR para Beta actina

Foram realizados testes com todas as amostras de campo (pulmdes e linfonodos) da
Granja 4 (115 animais) as quais haviam sido previamente extraidas, visando verificar
presenca de DNA amplificavel por PCR para o gene da B-actina.

De acordo com o resultado, pode-se observar que a extracdo das amostras foi
confirmada pela presenca da banda de 745 pb, indicando que o DNA foi amplificavel. Na

Figura 39 pode-se ter como exemplo algumas amostras do Lote 1.

745 pb —»

Figura 39 — Teste das amostras de campo submetidas a PCR para controle enddgeno (-
actina. 1- 100pb Ladder (Invitrogen®); 2 ao 10- Amostras de campo (Lote 1/Granja 4); 11-
Controle positivo (Mycoplasma hyopneumoniae); 12- Controle negativo (agua ultra-pura) —
S&o Paulo, 2015.

45.2 Multiplex PCR para Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus

parasuis e Pasteurella multocida

A Técnica de multiplex PCR foi padronizada para os agentes: Actinobacillus
pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis e Pasteurella multocida, utilizando os primers
descritos no item 3.7.2.1 deste trabalho.

Inicialmente a reacdo foi padronizada buscando testar os controles positivos dos

agentes, verificando se estavam viaveis para o uso. E importante salientar que os controles
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positivos de Actinobacillus pleuropneumoniae apresentam uma amplificacdo de 346pb, o
Haemophilus parasuis tem tamanho de 821 pb e Pasteurella multocida de 460 pb.

O resultado esté representado na Figura 40, onde € identificado cada controle, com
base no Ladder de 100 pares de base (pb) (Invitrogen®).

Todas as 115 amostras da Granja 4 foram submetidas a técnica de multiplex PCR,
porém nenhuma amostra foi positiva para os agentes jA& mencionados. Como exemplo,
podem-se observar dois géis escolhidos aleatoriamente (Figura 41 e 42), onde todas as

amostras sao negativas.

821 pb

460 pb
346 pb

Figura 40 - Resultado do teste dos controles positivos utilizando a técnica de multiplex PCR.
1- 100pb Ladder (Invitrogen®); 2- Controle positivo Actinobacillus pleuropneumoniae (346
pb); 3- Controle positivo Haemophilus parasuis (821 pb); 4- Controle positivo Pasteurella
multocida (460 pb); 5- Controle negativo — Sdo Paulo, 2015.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

821 pb

460 pb
346 pb

Figura 41 - Resultado do teste das amostras de campo utilizando a técnica de multiplex
PCR. 1- 100pb Ladder (Invitrogen®); 2 até 14- Amostras de campo (Lote 2/Granja 4); 15-
Controle positivo Actinobacillus pleuropneumoniae (346 pb); 16- Controle positivo
Haemophilus parasuis (821 pb); 17- Controle positivo Pasteurella multocida (460 pb); 18-
Controle negativo — Séo Paulo, 2015.
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1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

821 pb

460 pb
346 pb

Figura 42 - Resultado do teste das amostras de campo utilizando a técnica de multiplex
PCR. 1 e 19- 100pb Ladder (Invitrogen®); 2 a 18; 20 a 32- Amostras de campo (Lote
4/Granja 4); 33- Controle positivo Actinobacillus pleuropneumoniae; 34- Controle positivo
Haemophilus parasuis; 35- Controle positivo Pasteurella multocida; 36- Controle negativo —
S&o Paulo, 2015.
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6.5.3. Nested PCR para Mycoplasma hyopeumoniae

Foram testadas as 115 amostras da Granja 4 pela técnica de nested PCR, sendo
que 113 delas foram positivas para o agente (98,26%). Na Figura 43 pode ser observada
parte das analises realizadas. E importante acrescentar que o tamanho do fragmento é 352

pb.

1 2 3 456 7 8 91011121314 1516 17 1819 20

352 pb —»

Figura 43 - Resultado do teste das amostras de campo utilizando a técnica de nested PCR.
1 e 21- 100pb Ladder (Invitrogen®); 2 a 20; 22 a 31- Amostras de campo (Lote 4/Granja 4);
30- Controle positivo Mycoplasma hyopneumoniae (352 pb); 31- Controle negativo — S&o
Paulo, 2015.
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4.6. ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada na Granja 4 (115 suinos) a andlise de varidncia considerando a
infeccdo conjunta de Streptococcus sp e Mhyo, ou somente Mhyo. Tendo em vista que
guase 100% dos animais foram positivos para Mhyo, o que diferencia o primeiro do segundo
grupo é a presenca do Streptococcus sp e, portanto, este serd considerado o patdgeno
principal. Foram avaliadas as varidveis zootécnicas: peso no nascimento (PN), ganho de
peso do nascimento ao abate (GMD), peso do suino no final da terminacéo (PF), e peso da
carcaca apos abate (PCAR).

Considerando erro alfa 0,05 (a = 5%), para animais positivos apenas para Mhyo ou
infectados por ambos os agentes (Streptococcus sp associado ao Mhyo), ndo houve
interferéncia na variave PN (p>0,05), porém, houve interferéncia nas variaveis GMD, PF e
PCAR (Tabela 6).

Tabela 6 - Resumo do quadro de Analise de Variancia para animais positivos apenas para
Mhyo ou infectados por ambos o0s agentes (Streptococcus sp associado ao Mhyo), segundo
as fontes de variagdo (peso no nascimento (PN), ganho de peso do nascimento ao abate
(GMD), peso do suino final de terminacédo (PF), e peso da carcaca apds abate (PCAR) —
S&o Paulo, 2015.

L Positivo Mhyo Ambos

Fontes de variag&o Média + desvio Média + desvio Pr>F
padrao padrio

PN 1,75+ 0,03 1,91 +0,08 0,0633

GMD 0,56 + 0,01 0,61 + 0,02 0,0030

PF 78,42 + 1,34 87,65 + 3,19 0,0088

PCAR 62,57 + 1,23 70,12 + 2,92 0,0190

Considerando as lesdes macroscépicas, o pulmdo com textura alterada
(enfisematoso) afetou significativamente o PF o PCAR. As demais lesdes macroscopicas

ndo afetaram nenhuma das outras caracteristicas produtivas (Tabela 7).
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Tabela 7 - Resumo do quadro de Analise de Variancia para caracteristica de lesdes
macroscopicas pulmonares de suinos, segundo as fontes de variagdo (peso do suino no
final de terminacgéo (PF) e peso da carcaca apés abate (PCAR) — Séao Paulo, 2015.

Fontes de Tino de lesio Sem lesao Com lesao
. P D Média + desvio ~ Média + desvio Pr>F
variacao macroscopica ~ ~
padréo padréo
Textura pulmonar
PF alterada 80,70 + 1,26 65,84 £ 4,91 0,0041
(enfisematoso)
Textura pulmonar
PCAR alterada 64,65+ 1,13 49,46 + 4,42 0,0012

(enfisematoso)

Considerando as les6es microscopicas, 0s debris celulares no lumen dos
bronquiolos afetaram significativamente o PF e o PCAR. A presenca de fibrina intersticial
afetou o PF e o GMD e PCAR e o enfisema afetou significativamente o PCAR (Tabela 8).

Tabela 8 - Resumo do quadro de Analise de Variancia para caracteristica de lesdes
microscopicas pulmonares de suinos, segundo as fontes de variacéo (peso do suino no final
de terminagéo (PF), ganho de peso do nascimento ao abate (GMD) e peso da carcaca apos
abate (PCAR) — S&o Paulo, 2015.

Fontes de Tino de lesio Sem lesao Com lesao
L P €S Média + desvio  Média + desvio Pr>F
variacao microscoépica ~ ~
padréo padréo
Debris celulares
no ltmen dos 75,40 + 2,13 82,00 £1,51 0,0129
PF bronquiolos
Fibrina intersticial 68,50 + 5,40 80,41£1,28 0,0340
GMD Fibrina intersticial 0,51 +£0,02 0,56 = 0,006 0,0476
Debris celulares
no lamen dos 59,60 + 1,93 65,77 + 1,37 0,0106
PCAR bronquiolos
Fibrina intersticial 51,78 + 4,87 64,36 £ 1,15 0,0134

Enfisema 57,84 +2,74 64,88 £ 1,24 0,0213
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De uma visdo mais ampla, pode-se observar na Tabela 9 um resumo das médias
encontradas em cada fonte de variagcdo (indices zootécnicos) e na Tabela 10 a distribuicdo
dos animais infectados apenas com Mhyo, ou Streptococcus sp associado ao Mhyo,
segundo sexo macho ou fémea, com o numero total de animais analisados, ou seja, 115

suinos em periodo de terminacao.

Tabela 9 - Resumo da média de Analise de Variancia para fontes de variagdo (peso no
nascimento (PN), ganho de peso do nascimento ao abate (GMD), peso do suino no final de
terminacao (PF), e peso da carcaca apés abate (PCAR) — S&o Paulo, 2015.

Fontes de Desvio . .
L N Média - Minimo Maximo
variagao Padréo
PN 115 1,76 0,34 1,00 2,83
GMD 115 0,56 0,07 0,40 0,76
PF 115 79,76 13,64 43,00 111,00
PCAR 115 63,67 12,44 33,54 86,59

Tabela 10 - Distribuicdo dos animais infectados apenas com Mhyo, ou Mhyo associado a
Streptococcus sp segundo sexo macho ou fémea — S&o Paulo, 2015.

Mhyo Ambos

Macho Fémea Macho Fémea

Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg

50 0 46 0 8 0 9 2
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5. DISCUSSAO

O presente estudo buscou encontrar animais sororeagentes para App em quatro
granjas e correlacionar com os achados histopatologicos (HE), isolamento bacteriano e
deteccdo por PCR. No decorrer do trabalho, ao verificar lesées macroscépicas ao abate e
sendo negativo para o agente pesquisado (App), percebeu-se a necessidade de verificar
agentes diferenciais que poderiam causar lesbes semelhantes. Dessa forma, buscou-se o
diagnostico diferencial por meio de combinacdes de técnicas. E importante salientar, que
nenhum teste diagnostico apresenta 100% de especificidade e sensibilidade e o uso
combinado de testes pode ser preferivel para melhor interpretacdo dos resultados
(NIELSEN, 1988).

Cabe salientar a importancia do status sanitario da granja, fato esse que determina o
surgimento de muitas doencas infecciosas, dentre elas, as doencas respiratrias causadas
por agentes bacterianos. Isso pode ser observado nos resultados que foram encontrados,
onde as granjas que possuiam um maior descuido em relagdo a sanidade foram as que
apresentaram animais sororeagentes para App.

Como reflexo da granja, as lesdes ao abate de suinos no frigorifico devem ser
observadas. Nas quatro granjas analisadas foram encontradas caracteristicas
macroscopicas, como a presenca de nddulos pulmonares encapsulados no parénquima
pulmonar, abscessos pulmonares, pleurite e pericardite fibrinosa, e caso com aderéncia na
carcaca, além de nddulos necréticos, que sdo descritos como possiveis sequelas de
broncopneumonias fibrinosas (LOPEZ, 1998). Além disso, os linfonodos apresentaram-se
reativos e hemorragicos.

Quanto a detecgéo de anticorpos na identificacdo de reagdo para App, € importante
lembrar que vérios testes diagnosticos tém sido descritos, sendo o ELISA o teste mais
utilizado, pois permite que grande nimero de amostras sejam analisadas simultaneamente,
além de apresentar facilidade na execucao e boa sensibilidade (GOTTSCHALK et al., 1994),
entretanto, o sorodiagndéstico é ferramenta que pode complementar as técnicas de biologia
molecular, porque o primeiro diagnostica anticorpos (resposta imune ao antigeno), e o
segundo a presenca do antigeno. Por isso a necessidade de adotar a realizagdo de mais
técnicas para buscar o diagnostico.

Alguns rebanhos de suinos podem apresentar sorologia positiva para App, mas nao
demonstram os sinais clinicos da doenca (GAGNE et al., 1998), ou lesdo macroscépica.
Nestes casos € possivel que os rebanhos infectados sorologicamente positivos apresentem
otimo status imunoldgico e toleréncia a doencga, ou é indicativo que a infec¢do ocorreu por

amostras de baixa viruléncia, podendo tornar-se portador. Por outro lado, muitos animais
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apresentam sorologia negativa e carreiam o App nas cavidades nasais e tonsilas, sem sinais
clinicos, mostrando que o agente pode colonizar o trato respiratério superior sem indugéo da
soroconverséo (SIDIBE et al., 1993; CHIERS et al., 2002). Deste modo, o isolamento do
agente ou a PCR s&o importantes para confirmar a infeccdo (GAGNE et al., 1998).

No exame de cultivo bacterioldgico, existe uma dificuldade basica no diagnostico de
algumas infeccdes bacterianas do trato respiratério, que se relaciona com o fato de ser esse
um ambiente contaminado por ampla variedade de microorganismos comensais. Por ser
uma extensdo do ambiente externo, as vias respiratérias sdo constantemente expostas ao
contato e colonizacdo por microorganismos em suspensao no ar atmosférico.

Além disso, pode ser considerado um dos principais motivos pelo qual ndo foi
possivel o isolamento do App, pelo uso intensivo de antibiéticos para controlar doencas
respiratdrias nas granjas de suinos com falhas ambientais, sendo que isso pode aumentar a
chance da ocorréncia de problemas de resisténcia bacteriana e antimicrobianos, bem como
dificultar o diagndstico.

Na pesquisa bacteriana descrita por Mores et al. (2011), das 87 amostras analisadas,
em 40 (46,0%) houve crescimento bacteriano (Pasteurella multocida tipo A e Streptococcus
suis, Haemophilus parasuis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida tipo D,
Bacilos Gram negativos NAD dependentes). As outras 47 amostras (54,0%) néao
apresentaram crescimento bacteriano significativo, podendo estar relacionadas a animais
previamente tratados com antimicrobianos ou infec¢des exclusivamente virais ou por
Mycoplasma hyopneumoniae, pois este néo foi pesquisado no método bacteriolégico. Tendo
em vista a importancia do Mhyo como agente respiratorio que causa leses macroscoépicas
semelhantes ao App, sua analise também foi realizada no presente trabalho.

Outro fator que pode explicar a baixa sensibilidade da cultura bacteriana é o
isolamento do App ter um crescimento lento. O crescimento de organismos dependentes de
NAD, e facilmente invadidos por outras bactérias, perdendo a viabilidade, como descrito por
Christensen et al. (1999). Dessa forma, observando os resultados pouco significativos
encontrados, foi importante utilizar uma ferramenta para incrementar o diagnéstico, como a
Multiplex PCR ou nested-PCR, as quais podem ser técnicas interessantes e importantes
para a deteccao rapida de agentes sem a necessidade de obtenc¢do de culturas puras, o que
facilita o processo e permite fechar o diagnoéstico com éxito.

No caso das amostras pareadas de soro com érgaos (pulmao/linfonodo) do mesmo
animal, que foram submetidas ao teste sorol6gico de ELISA com o bacteriolégico, os
resultados ndo foram representativos. Exemplo de um animal da Granja 3 que foi reagente
no teste de ELISA para App, porém negativo no isolamento bacteriano. Portanto, houve a

necessida de utilizar a PCR para aumentar a sensibilidade e especificidade.
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Ao realizar o diagnostico diferencial do CDRS nos animais negativos para o App, foi
possivel isolar o Streptococcus sp em 15,91% das amostras da Granja 3 e 10,83% das
amostras da Granja 4, porque 0 Streptococcus sp ter um crescimento mais facil e rapido
guando comparado a outras bactérias.

Na analise por meio da multiplex PCR, pode-se perceber que todas as amostras da
Granja 4 (115 animais) foram negativas para App, HPS e Pm. Provavelmente esse resultado
foi encontrado devido ao status sanitario da granja ser o melhor entre as granjas analisadas
e 0s animais ndo apresentarem lesGes pulmonares macroscépicas muito caracteristicas das
doencas analisadas nesta reacdo. Entretanto, na nested PCR feita para Mhyo, 98,26% das
amostras foram positivas para o agente, sendo o Mhyo um agente primario e que abre
portas para a agao de agentes secundarios.

O resultado da nested PCR mostrou que o Mhyo esteve presente em praticamente
todas as amostras analisadas (98,26%), mesmo naqueles animais que ndo apresentaram
lesGes pulmonares téo significativas. A presenca do DNA de Mhyo ndo indica uma infecgéo
ativa podendo ser uma infeccdo assintomatica (colonizacdo). No caso em que as lesdes
pulmonares foram minimas, poderiamos afirmar que o agente se manteve, mas ndo em
suficiente quantia para causar doenga (TAMIOZZO, 2011).

Utilizou-se o protocolo de nested PCR por ser capaz de evidenciar sinal a partir de
uma quantidade cinco vezes menor de material do que aquele presente na PCR, o que é
muito interessante se tratando de amostras de campo, nas quais a concentracao bacteriana
pode estar reduzida e a viabilidade do DNA comprometida (FERRAZ et al., 2010).

Todos o0s animais da Granja 4 foram vacinados para Mhyo, e mesmo assim o
resultado para o agente foi altamente positivo (98,26%), sendo que 0s suinos apresentaram
lesBes compativeis, inclusive um animal apresentou aderéncia de pleura e pericardio. As
vacinas comerciais existentes no mercado sdo constituidas de células inteiras inativadas de
Mhyo e sdo usadas no mundo todo. Estas vacinas demonstraram ser efetivas na reducéo
dos sinais clinicos, mas somente uma prote¢éo parcial contra o desenvolvimento de lesdes
e na transmissdo do agente tem sido obtida, ndo previnem a colonizacdo do Mhyo no trato
respiratorio dos suinos e ndo reduzem a transmissédo do patdgeno, sendo que ha estudos
que questionam sua eficacia (HAESEBROUCK et al., 2004), o que também foi constatado
no presente estudo. Por isso a importancia de haver mais estudos de patologia a campo
com animais vacinados e nao vacinados, além da importancia de estudos de
desenvolvimento de imundgenos eficazes e com cepas circulantes no Brasil.

Seria interessante ter animais negativos e positivos para Mhyo, para possibilitar a
comparagéo entre o grupo de animais infectados e vacinados com animais nédo infectados e
vacinados, porém, na granja 4, mesmo vacinados, quase 100% dos animais foram positivos

ao Mhyo.
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As amostras que foram isoladas Streptococcus sp (10,83%) e detectadas Mhyo
(98,26%) da Granja 4, todas tiveram algum tipo de lesdo macroscépica e microscopica
pulmonar associada, discreta ou nao.

As lesbes macroscopicas encontradas mostraram como lesGes mais frequentes nas
113 amostras positivas para Mhyo e/ou associadas a Streptococcus sp: marmoreio
(45,00%), edema (20,62%), hemorragia (8,75%), pulmao friavel (8,12%), palido (7,50%),
enfisematoso (4,38%), atrofia (2,50%), petéquias (1,89%), aderéncia de pleura (0,62%) e
pericadite (0,62%), sendo estas lesbes sdo compativeis com estes patdgenos, segundo
Sobestiansky et al. (1999).

Com relagéo a analise estatistica das lesdes macroscopicas, o pulméo com a textura
alterada (enfisematoso) afetou significativamente o PF (p=0,0041) e o PCAR (p=0,0012). As
demais lesbes macroscopicas nao afetaram nenhuma das outras caracteristicas produtivas.
Na questdo do peso corpéreo, observa-se uma média de peso menor nos animais que
apresentaram enfisema pulmonar, tanto no PF (65,84 kg) como no PCAR (49,46),
comparado aos animais sem lesdo macroscoépica (80,70 kg e 64,65 kg, respectivamente)
(PALADINO, 2012).

As lesdes microscopicas tabuladas em funcdo da positividade do isolamento
bacteriano para o Streptococcus sp e nested PCR para o Mhyo, demonstram que as lesdes
mais frequentes nas 113 amostras positivas para Mhyo foram: fibrina intersticial (10,33%),
espessamento da pleura interlobular (10,42%), espessamento dos septos alveolares
(10,23%), infiltrado mononuclear intersticial (10,23%), infiltrado mononuclear peribronquiolar
(10,04%), enfisema (9,07%), espessamento da pleura visceral (7,63%), debris celulares no
[imen dos bronquiolos (7,24%), edema (6,66%), macicez pulmonar (5,60%), macrofagos
espumosos (4,63%), neutréfilos no parénquima e no lumen dos bronquiolos (4,44%), e
hemorragia intersticial (3,47%), lesdes conformes descritas por Sobestiansky et al. (1999).

A andlise de variancia das lesdes microscépicas revelou que os debris celulares no
[imen dos bronquiolos afetaram significativamente o PF (p=0,0129) e o PCAR (p=0,0106). A
presenca de fibrina intersticial afetou o PF (p=0,0476), o GMD (p=0,0340) e PCAR
(p=0,0134) e o enfisema afetou significativamente o PCAR (p=0,0213). A capacidade
respiratéria adequada é fundamental para o0 crescimento e engorda dos suinos
(SOBESTIANSKY et al.,, 2001), sendo que as desordens respiratérias preocupam por
constituirem um dos problemas mais importantes na suinocultura moderna, pelas perdas
econdmicas ocasionadas pela mortalidade, animais que se tornam refugos e condenacéo de
carcacas (PALADINO, 2012).

A andlise de variancia das lesbes microscopicas revelou que para as variaveis PF,
GMD e PCAR, os animais com lesédo apresentaram peso superior a média dos animais sem

lesBes, possivelmente devido ao desbalanceamento amostral.
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Esses achados evidenciaram que a associacdo do Mhyo e Streptococcus sp causam
sérias lesdes pulmonares, pois atuam em conjunto agravando o quadro clinico. Entretanto,
pode-se pensar que haja ainda outros agentes envolvidos concomitantemente e que nao
foram pesquisados nesse trabalho, como agentes virais imunossupressores, tendo como
exemplo o Circovirus suino 2 (Porcine Circovirus 2 - PCV2).

A média do PN dos animais positivos para ambos Streptococcus sp e Mhyo foi 1,91
kg, enquanto que dos animais positivos somente para Mhyo foi 1,75 kg, ndo havendo
interferéncia da doenc¢a no peso ao nascimento.

A média do GMD dos animais positivos para ambos Streptococcus sp e Mhyo foi
0,61 kg, enquanto que dos animais positivos somente para Mhyo foi 0,56 kg, havendo um
menor ganho de peso neste Ultimo. Este resultado pode ser devido a um desbalanceamento
das amostras, com relagéo a idade de abate, pois ela também influencia no GMD.

A média do PF dos animais positivos para ambos Streptococcus sp e Mhyo foi 87,65
kg, enquanto que dos animais positivos somente para Mhyo foi 78,42 kg, havendo um
menor ganho de peso neste Ultimo. Este resultado pode ser devido a um desbalanceamento
das amostras, com relacdo a idade de abate, pois ela também influencia no PF.

A média do PCAR dos animais positivos para ambos Streptococcus sp e Mhyo foi
70,12 kg, enquanto que dos animais positivos somente para Mhyo foi 62,57 kg, havendo um
menor ganho de peso neste Ultimo. Este resultado pode ser devido a um desbalanceamento
das amostras, com relacéo a idade de abate e sexo, pois ela também influencia no PCAR.

Com base nos indices zootécnicos publicados pela Embrapa (2006), o limite do peso
médio dos leitbes ao nascer (kg) foi 1,4 Kg, sendo ideal que o animal nas¢ca maior que 1,5
kg. Quanto ao peso médio dos suinos na saida da terminacgdo para o abate (kg), os indices
Embrapa (2006) foram: animais aos 133 dias de idade devem apresentar limite de peso de
78 kg, sendo o ideal estarem acima dos 83 kg; aos 140 dias devem estar acima de 85 kg,
sendo o ideal acima de 90 kg; aos 147 dias devem apresentar limite de peso de 92 kg,
sendo o ideal estarem acima dos 97 kg; aos 154 dias o peso limite foi 98 kg, sendo o ideal
apresentarem peso superior a 103 kg.

O grupo experimental total (granja 4) apresentou o PN médio de 1,76 kg, o PF 79,76
kg, ou seja, estdo dentro dos padrdes da suinocultura, publicados pela Embrapa (2006).

O efeito de desbalanceamento amostral ndo permitiu concluir se os patdégenos
Streptococcus sp e Mhyo estéo interferindo nas variaveis zootécnicas, causando diminuigao
do peso no final da terminacdo, ganho de peso médio diario e peso da carcaca, sendo
necessarios estudos em grupos balanceados quanto a idade e que hajam animais negativos

para Mhyo.
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6. CONCLUSAO

v" Granjas de suinos do Estado de Sao Paulo com manejo sanitario precario,
apresentaram animais sororeagentes ao ELISA para Actinobacillus pleuropneumoniae
(App), ao contrario de animais mantidos sob regime de biosseguridade satisfatoria, o

que pode favorecer um aumento de animais sororeagentes ao App.

v O diagndstico diferencial direto de agentes bacterianos envolvidos no complexo de
doencas respiratorias de suinos (CDRS) ao abate ndo detectou Actinobacillus
pleuropneumoniae, Pasteurella multocida e Haemophilus parasuis pela PCR. Por outro
lado, o Mycoplasma hyopneumoniae apresentou 98,26% de positividade, indicando
elevada frequéncia de ocorréncia em plantel vacinado contra esta doenca. O segundo
patdégeno mais frequente foi Streptococcus sp.

v/ Sao necessarios estudos experimentais controlados em animais positivos e negativos
para a infecgdo, em animais ndo vacinados para Mhyo, e em grupos balanceados
quanto ao sexo e idade, a fim de verificar a interferéncia dos diferentes patégenos

respiratorios dos suinos em variaveis zootécnicas.

v Apesar dos animais serem vacinados contra o Mycoplasma hyopneumoniae, foram
observados suinos com lesfes macroscopicas e microscépicas caracteristicas deste
patégeno, demonstrando que a vacina ndo protege contra a infec¢do, sendo
necessario o desenvolvimento de imundgenos que previnam a doenga. A prevencao
desta doenca faz-se necessaria porque carcacas com adenopatia e aderéncia de
pulmdes estdo sujeitas a tratamento com desvalorizacdo da carne, ou descarte

sanitario em frigorifico sob inspecéo.

v" O Streptococcus sp causou lesdes macroscopicas e microscopicas nos animais,

indicando necessidade de prevencao, tendo em vista que é uma zoonose.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Certificado da Comiss&o de Etica na Experimentacéo Animal (CETEA), aprovado
em 23 de maio de 2013.

'SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO BIOLOGICO

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTAGAO ANIMAL — CETEA-IB

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 130/13 sobre o projeto: “Impacto da Pleuropneumonia Suina nos indices zootécnicos
@ no aproveitamento de carcaca em suinos (Sus scrofa domesticus) em fase de terminagao” sob a responsabilidade de
Claudia Del Fava, esta de acordo com os principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério / Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (SBCAL/COBEA)

Séo Paulo, 23 de maio de 2013

Rica‘rd§«$pa aza Jordao
Coordénador da CETEA-IB

CETEA - IB

Registro

Namero : 130/13
Livro : 02
Folha : 30

Data: 23/05/13




Anexo 2: Boletim epidemioldgico

GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS

INSTITUTO BIOLOGICO

QUESTIONARIO SANITARIO

FICHA
N©:
1. IDENTIFICACAO
PROPRIETARIO:
PROPRIEDADE:
ENDERECO:
MUNICIPIO: ESTADO:
: CAIXA .
CEP: POSTAL: TEL.: ( )
E-MAIL:
2. DADOS DO REBANHO SUINO
A. POPULACAO ANIMAL
N° ANIMAIS NA N° FEMEAS
PROPRIEDADE: REPRODUTORAS:
N° MACHOS TOTAL DE ANIMAIS
REPRODUTORES: TERMINADOS/ANO:
B. FINALIDADE DA EXPLORACAO
PRODUCAO DE % A
LEITOES: () | TERMINACAO: ( )
CICLO ,
COMPLETO: () |OUTROG:
C. TIPO DE CRIACAO
INTENSIVO: | () SEMI- ( ) EXTENSIVO: | (
' INTENSIVO: '
D. REPOSICAO DO PLANTEL
PROPRIO OUTROS _
REBANHO: () | REBANHOS: ¢ ) AMBOS: | (

E. INSTALAGOES PREDOMINANTES

ALVENARIA: | () | MADEIRA: () MISTA: ( ) | OUTRO:
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F. TIPO DE ALIM

ENTACAO UTILIZADA

RACAO FORMULACAO .
COMPLETA: () pROPRIA: () OUTRC:
RESIDUO DE COMIDA/ DE E
INDUSTRIA: () Fervipo? SM () )
3. MEDIDAS PROFILATICAS

A. VACINACAO
UTILIZA "
VACINA? SIM () NAG ()
QUAIS VACINAS E EM QUE IDADE?

B. TESTES DIAGNOSTICOS
REALIZA TESTES X .
PERIODICOS? SIM () (NAG () | QUAIS:

C. DESTINO DOS CADAVERES

ABANDONA A CEU
ABERTO?

() | CREMACAQ?

( ) ENTERRA? | ( )

()

RIO/CORREGO? | ( )

OUTRO:

D. DEJETOS

QUANDO E FEITA A RETIRADA DOS

DEJETOS?

DESTINO DOS
DEJETOS?

SOFRE ALGUM TIPO DE
TRATAMENTO?

SIM | ()

QUAIS:

E. LIMPEZA E DESINFECCAO

COM QUE FREQUENCIA E REALIZADA A LIMPEZA (LAVAGEM) DAS INSTALACOES?

TODOS 0S A CADA QUINZE
DIAS? () | SEMANALMENTE? | () iAo
OUTRO:
E REALIZADA A DESINFECCAO PERIODICA DAS INSTALACOES?
x QUAL

SMT(C ) NAOT( ) | BESINFETANTE?

F. CONTROLE DE ACESSO
E FEITO O CONTROLE DE ACESSO A NAO DE
GRANJA? ( ) | vEicuLOS
DE ,
PESsoas | () AMBOS () | OUTRO:
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4. INDICADORES DE SAUDE/PRODUTIVIDADE
A. TAMANHO MEDIO DO LOTE
<100 | ( ) 100-200 | () 200-300 ( ) | >300 ¢ )Qu
B. IDADE DE ENTRADA DOS LEITOES NA TERMINACAO
<60dias | ( ) | 60-65dias | ( ) 65-70 dias | ( ) >70 dias | ( )
C. PESO DE ENTRADA DOS LEITOES NA TERMINACAO
<20Kg | ( ) 20-23 Kg ( ) 23-25 Kg ( ) | >25 (
D. IDADE MEDIA DE ABATE
120 A 130 () 131 A 140 () 141 A 150 ) >150 ( )
DIAS DIAS DIAS DIAS
E. PESO MEDIO DE ABATE
ATE 80 91 A 100 101 A 110 > 110
K () BLA90Kg( ) o () kg (Vg € )

TERMINACAO

F. MORBIDADE E MORTALIDADE POR SINTOMAS RESPIRATORIOS NO LOTE

% DOENTES

% MORTOS

SANITARIA?

G. OS ANIMAIS SAO ENVIADOS PARA QUAL MATADOURO COM INSPECAO

RESPIRATORIAS? (QUANTO?)

H. HA DESCARTE DE CARCACA NO LOTE TERMIANGCAO POR LESOES

| 5. ASSISTENCIA VETERINARIA

PERMANENTE | ( )| EMERGENCIAL (

)

PERIODICA | ()

NAO
TEM

(
)

DATA:

/ / 2015

NOME DA PESSOA ENTREVISTADA:

NOME DO ENTREVISTADOR:
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Anexo 3 - Kit para deteccao de anticorpos contra Actinobacillus pleuropneumoniae

Protocolo do teste de ELISA (IDEXX® APP-ApxIV Teste Ab)

Todos os reagentes devem atingir 18-26°C antes do uso. Os reagentes devem ser

homogeneizados por movimentos gentis ou por vértex. Usar uma ponteira diferente para

cada amostra.

10.
11.

12.

Separe as placas e anote a posi¢do das amostras em folha de trabalho.

Diluir previamente cada amostra e controles a 1:10 em um tubo usando diluente de
amostra. Por exemplo 15uL de amostra ou controle + 135pL de diluente de amostra.
Distribuir 100uL das amostras e controles pré-diluidos nas cavidades apropriadas da
placa de microtitulagdo

Cobrir a placa de microtitulagéo e incubar por 60 minutos (+- 5 min.) a +37°C (+-3°C)
em uma camara umida.

Lavar a cavidade com aproximadamente 300uL de Solucdo de Lavagem por 5 vezes.
Aspirar 0 conteudo de todas as cavidades ap6s cada lavagem. Evitar que a placa
seque entre as lavagens e antes de adicionar o conjugado. ApGs a aspiracéao final,
eliminar o fluido residual de lavagem de cada placa batendo-a firmemente em
material absorvente.

Distribuir 100uL do Conjugado em cada cavidade.

Cobrir e incubar a placa de microtitulagdo por 60 minutos (+- 5 min.) a +37°C (+-3°C)
em uma camara umida.

Repetir o0 passo 5.

Distribuir 100uL de Substrato TMB N°12 em cada cavidade.

Incubar o substrato a 18-26°C durante 15 minutos (+- 1min.).

Parar a reagdo croméatica adicionando 100pL de solug&o de interrupcdo TMB N°3 por
cavidade. A solucdo de interrupcdo deverd ser colocada na mesma ordem e na
mesma velocidade utilizadas com o substrato.

Zerar a leitora com ar.

Medir e registrar os valores de densidade Optica das amostras e controles a 450nm.

Calcular os resultados.
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Principio da técnica

Placas de microtitulacdo sao impregnadas com o antigeno bacteriano recombinante
ApxIV. A amostras testadas foram diluidas a 1:10 utilizando o diluente da amostra e
incubadas nas cavidades da placa por 60 minutos. Qualquer anticorpo especifico contra
ApxIV liga-se ao antigeno nas cavidades e forma complexo antigeno/anticorpo que fica
aderido na placa. O material ndo ligado é removido da placa pela lavagem. Apds, é
adicionado o conjugado anti-IgG suina marcado com peroxidase que se liga a anticorpos
suinos ligados ao antigeno ApxlV, sendo que o conjugado ndo ligado é removido pela
lavagem e o substrato que contém TMB (Tetrametilbenzidina) é adicionado as cavidades.
H4& entdo, o procedimento de cor (densidade Optica medida a 450nm) que é gradual e é
diretamente proporcional a quantidade de anticorpos especificos contra ApxIV presentes na
amostra. O resultado é obtido comparando-se a densidade 6ptica (DO) que se desenvolve
nas cavidades que contém as amostras com a DO das cavidades que contém o controle

reagente positivo.
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