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RESUMO

O Mycoplasma hyopneumoniae, associado a Pneumonia Enzodtica Suina
(PES) e Circovirus Suino Tipo 2 (PCV2) sédo dois patdgenos causadores de
significativas perdas econbmicas para a indastria suinicola. Além de causar
pneumonia, suspeita-se que o M. hyopneumoniae ndo seja exclusivo do trato
respiratério, podendo estar presente em outros 6rgdos causando lesdes, as quais
podem ser confundidas com aquelas causadas pelo PCV2. Este trabalho objetivou
diagnosticar a presenca de M. hyopneumoniae em tecidos pulmonar e renal, de
PCV2 em rins e tecido linféide e de Leptospira spp. em tecido renal; identificar e
caracterizar histologicamente as lesBes presentes nestes 0Orgdos, avaliar a
concordancia dos diagnésticos de PES na Inspecdo post-mortem com outros
métodos e verificar se as variaveis de desempenho sao influenciados pela presenca
de lesBes microscopicas pulmonares, renais e M. hyopneumoniae. Foram coletados
tecidos pulmonares de 50 suinos com lesées macroscopicas de PES e de 50 suinos
considerados normais, abatidos sob inspecédo sanitaria, além de fragmentos de rins,
linfonodo e tonsila, bem como seus dados de desempenho. Parte dos fragmentos
foram fixados em formol 10%, processados pelas técnicas habituais para inclusédo
em parafina, submetidos aos diagnésticos histopatolégico e pela imunohistoquimica
(IHQ). A outra parte foi congelada e submetida a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(“Nested-PCR”), para o diagnoéstico de M. hyopneumoniae e PCV2. O M.
hyopneumoniae foi detectado em 96,87% dos rins com les6es microscopicas,
comprovando que este agente pode ser detectado em tecido renal de suinos com
lesdo. Né&o foi detectada a presenca de Leptospira spp. em tecido renal. Houve
concordancia entre o diagnostico da Inspecdo Sanitdria post-mortem com a
histopatologia e com a IHQ e da histopatologia com a IHQ, permitindo concluir que o
diagnéstico conferido pelos funciondrios da Inspe¢éo Sanitaria nos matadouros ndo
estd equivocado, sendo a macroscopia um meétodo valido para o diagndéstico de
PES, porém este ndo confere a deteccdo de M. hyopneumoniae. As lesdes
microscoépicas pulmonares influenciaram a espessura de gordura e o percentual de
carne magra, porém nao influenciaram o peso; as lesdes microscopicas renais e a
presenca de M. hyopneumoniae pela IHQ nao influenciaram as variaveis de
desempenho, possivelmente pelo fato dos animais analisados terem sido vacinados
contra este agente etiologico. Foi detectado o DNA de PCV2 em 76% dos linfonodos
e em 67% das tonsilas. No entanto, quando presentes, as lesbes detectadas nestes
orgdos foram brandas. Este quadro reflete a mudanca no cenério de saude de
suinos com relacdo ao PCV2 apos a adocao de vacinacao dos rebanhos, de forma
que a manifestagéo clinica da enfermidade atualmente € rara.

Palavras-chave: Mycoplasma hyopneumoniae. PCV2. Nested-PCR. Pneumonia
Enzodtica Suina. Leptospira spp. Suinos. Histopatologia. Inspecao sanitaria.



ABSTRACT

Mycoplasma hyopneumoniae, associated with Porcine Enzootic Pneumonia
(PEP) and Porcine Circovirus type 2 (PCV2) are two pathogens that cause significant
economic losses to the pig industry. In addition to causing pneumonia, it is suspected
that M. hyopneumoniae is not exclusive of the respiratory tract and may be present in
other organs, causing lesions, which can be confused with those caused by PCV2.
This study aimed to diagnostic the M. hyopneumoniae in lung and kidney tissues, the
presence of PCV2 in kidneys and lymphoid tissue and Leptospira spp. in renal tissue;
to identify and describe histological lesions present in these organs, to compare the
reliability of diagnosis of PEP in the post-mortem inspection with other methods and
verify the performance variables are influenced by microscopic lung lesions, renal
and M. hyopneumoniae. Lung tissues were collected from 50 pigs with macroscopic
lesions PEP and 50 considered normal pigs, slaughtered under sanitary inspection,
and fragments of kidney, lymph node and tonsil, as well as their performance data.
Part of the fragments were fixed in 10% formalin, processed by standard techniques
for paraffin, subjected to histophatologic diagnostic and by immunohistochemistry
(IHC). The other half was frozen and subjected to Polymerase Chain Reaction
("nested PCR"), for the diagnosis of M. hyopneumoniae and PCV2. M.
hyopneumoniae was detected in 96.87% of kidneys with microscopic lesions,
confirming that this agent can be detected in kidney tissue of pigs with and without
injury. It was not detect the presence of Leptospira spp. in renal tissue. There was
agreement between the diagnosis of Sanitary Inspection post-mortem with the
histopathology and IHC and the histopathology with IHC, allowing this to conclude
that the diagnosis given by the staff of Sanitary Inspection in slaughterhouses is not
wrong, and the macroscopic a valid method for the diagnosis of PEP, understanding
if this is not to say that the detection of M. hyopneumoniae. The microscopic lung
lesions influenced the fat thickness and percentage of lean meat, but did not affect
weight, microscopic renal lesions and the presence of M. hyopneumoniae by IHC did
not influence the performance variables, possibly because of the analyzed animals
have been vaccinated against this agent. Was detected PCV2 DNA in 76% of lymph
nodes and in 67% of the tonsils. However, when present, the lesions were detected
in these soft organs. This table reflects the change in scenery health of pigs with
PCV2 compared to after the adoption of vaccination of cattle, so that the clinical
manifestation of the disease is now rare.

Keywords: Mycoplasma hyopneumoniae, PCV2, Nested-PCR, Porcine Enzootic
Pneumonia, Leptospira spp., swine, histopathology, sanitary inspection.



1 INTRODUCAO

Os dois patdégenos mais prevalentes na suinocultura tecnificada atual sédo o
Mycoplasma hyopneumoniae e Circovirus Suino Tipo 2 (PCV2), que causam perdas
econdmicas significativas, tanto para os produtores quanto para a industria (EGGEN
et al., 2010). O primeiro deles estéa relacionado a Pneumonia Enzodtica Suina (PES),
uma enfermidade respiratéria cronica. Interagindo com outros patdégenos
secundarios, ocasiona reducao na taxa de crescimento, piora na taxa de conversao
alimentar, aumento nos custos de medicagdo, 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).

Apesar dos esforcos e estratégias de controle adotados, o M. hyopneumoniae
continua a ser um organismo amplamente difundido nas populacdes de suinos, o
gue torna a erradicacédo da doenca ocasionada pelo mesmo, uma tarefa muito dificil
e frustrante (VILLAREAL, 2011). Além do quadro de pneumonia ja bem
estabelecido, suspeita-se que este agente nao seja exclusivo e especifico do trato
respiratério, podendo estar presente em outros érgaos causando lesGes. Deve ser,
portanto, investigada a sua presenca em outros 0rgaos.

O segundo agente citado € considerado um patdégeno emergente, o qual esta
associado a diferentes sindromes e enfermidades. Baseado em estudos soroldgicos,
presume-se que infeccdo por PCV2 € onipresente em todo o mundo e de forma
geral, todos os animais em condi¢cées de campo estao infectados por este agente
(RAMAMOORTHY e MENG, 2008; SEGALES et al., 2005).

Quando ha manifestacdo clinica, dependendo da sindrome, os animais
podem apresentar emagrecimento progressivo e diversos o6rgdos podem ser

acometidos, resultando em pneumonias, hepatites e nefrites (ALLAN e ELLIS, 2000).
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Muitas vezes, as lesfes que este agente ocasiona, podem ser confundidas com
lesbes desencadeadas por outros agentes etiologicos, incluindo o M.
hyopneumoniae. No entanto, com a disponibilizacdo de vacinas comerciais e a
adocao da pratica de vacinacdo dos rebanhos em massa como medida de controle
das enfermidades desencadeadas por este agente, a principal forma de
manifestacdo é a subclinica (YOUNG et al.,, 2011). Embora os animais nao
manifestem sinais clinicos, o comprometimento produtivo ainda permanece,
ocasionando diminuicdo de parametros produtivos (ganho meédio diario, condicao
corporal e peso da carcaca), além da ocorréncia de lesBes discretas em 0Orgaos
linféides, sobretudo linfonodos (SIMAO, 2010).

As lesbes histopatoldgicas atribuidas ao PCV2 sdo observadas em diversos
orgaos, mas predominantemente nos orgaos linféides. Também se observa
frequentemente, lesdes como hepatites, pneumonia intersticial e nefrites nos animais
infectados (ROSSEL et al., 1999). Dessa forma, faz-se necessario diferenciar qual é
0 agente etiologico envolvido no desencadeamento das lesfes renais, incluindo a
Leptospira spp., importante patdgeno que pode ocasionar as referidas lesdes.

Nesta pesquisa objetivou-se diagnosticar a presenca de M. hyopneumoniae
em tecidos pulmonar e renal e de PCV2 em rins e tecido linféide (linfonodos e
tonsilas), identificar e caracterizar histologicamente as lesfes presentes nestes
orgaos, avaliar a concordancia dos diagndsticos de pulmdes com lesbes sugestivas
de PES na Inspecdo post-mortem com outros métodos de diagndstico
(histopatologia e Imunohistoquimica) e verificar se as varidveis de desempenho
(peso, espessura de gordura, rendimento e porcentagem de carne magra) Sao
influenciados pela presenca de lesdes microscopicas pulmonares, lesdes
microscoépicas renais e M. hyopneumoniae. Busca-se dessa forma comprovar a
hipétese de que o M. hyopneumoniae pode estar presente no tecido renal de suinos
de terminacdo abatidos sob inspecéo sanitaria e se o diagnostico conferido pelos

funcionarios da Inspec¢éo Sanitaria nos matadouros ndo esta equivocado.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A IMPORTANCIA DA SUINOCULTURA BRASILEIRA NOS CENARIOS
NACIONAL E INTERNACIONAL

A suinocultura brasileira, cujo objetivo principal culmina com a obtencédo de
carne suina, € uma atividade organizada, presente em aproximadamente 50% das
propriedades rurais existentes no pais. Utilizando mao-de-obra tipicamente familiar,
€ praticada na maioria por pequenos produtores que participam de sistemas
integrados coordenados pelas agroindustrias, tendo importancia fundamental na
fixacdo do homem no campo por meio da geracao de empregos tanto diretos quanto
indiretos (BOHRER, 1993; YAMAGUTI, 2009).

Apesar de a carne suina ser a mais consumida no mundo, com cerca de 39%
do consumo total de carnes, a producdo brasileira, participa no comércio
internacional, anualmente, com menos de cinco milhdes de toneladas, em
equivalente carcaca, sendo ultrapassada em volume pelas carnes de aves e bovinos
(ABIPECS, 2012; SAAB e CLAUDIO, 2010).

Segundo dados da Associacdo Brasileira de Produtores e Exportadores de
Carne Suina (ABIPECS) a China € hoje o pais com a maior producdo de carne
suina, detendo praticamente metade da producdo mundial, porém o0s maiores
exportadores sdo os Estados Unidos e a Unido Européia (ABIPECS, 2012). Estudos
e investimentos na suinocultura posicionaram o Brasil em quarto lugar no “ranking”
de producdo e exportacdo mundial de carne suina. Alguns elementos como
sanidade, nutricdo, bom manejo da granja, producédo integrada e, principalmente,
aprimoramento gerencial dos produtores, contribuiram para aumentar a oferta

interna e colocar o pais em destaque no cenario mundial. Especialistas brasileiros
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também investiram na evolucdo genética da espécie por 20 anos, o que reduziu em
31% a gordura da carne, 10% do colesterol e 14% de calorias, tornando a carne
suina brasileira mais magra e nutritiva, além de saborosa (BRASIL, 2012).

Consequéncia de investimento, a producao vem crescendo em torno de 4,9%
ao ano sendo os estados de Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul os
principais estados produtores de suinos do pais (ABIPECS, 2012).

Atualmente, o Brasil representa 10% do volume exportado de carne suina no
mundo, e no ano de 2011 a receita gerada com as exportacdes foi de US$ 130,61
milhdes (ABCS, 2012). Devido ao fechamento do mercado russo em meados de
2011, a disponibilidade de carne suina no mercado brasileiro aumentou em 6,7% em
relacdo a 2010, o equivalente a 180 mil toneladas, fato que favoreceu o aumento do
consumo interno desta carne no Brasil. Este consumo interno brasileiro teve um
incremento em torno de 5%, fazendo com que o consumo per capita (Kg) passasse
de 14,33 Kg em 2010 para 15,06 Kg em 2011 (ABIPECS, 2012).

Os principais paises que importaram a carne suina brasileira no ano de 2011
foram a Russia, Hong Kong, Ucrania, Cingapura e Argentina (ABIPECS, 2012).
Contudo, outros mercados em potencial poderiam receber os produtos brasileiros,
mas existem vérias barreiras a comercializagdo da carne suina. Dentre as principais
restricdbes a exportacdo pelo Brasil, estdo os problemas sanitarios nos rebanhos,
ocasionados principalmente por doencas multifatoriais, incluindo as respiratérias e
entéricas, as quais comprometem o sistema imune dos suinos e ocasionam muitas
perdas econdmicas (COSTA, 2002; SAAB e CLAUDIO, 2010).

A forma de producado de suinos passou por diversas mudancas para atender
as necessidades de mercado, com a alteracdo no modelo de criacdo extensiva para
intensiva, que resultou na exacerbacdo de doencas multifatoriais, uma vez que sua
frequéncia e grau de severidade dependem ndo somente das caracteristicas do(s)
agente(s) e da imunidade do rebanho, mas também das condicbes ambientais em
gue os animais sao criados (SOBESTIANSKY et al., 1987). Dentre as enfermidades
multifatoriais, a Pneumonia Enzooética Suina (PES) e as Doengas Associadas ao
Circovirus Suino Tipo 2 (PCV2) acarretam perdas econdmicas significativas na
suinocultura tecnificada, devido a frequéncia e intensidade com que atingem o0s
rebanhos (CHRISTENSEN et al., 1999; RODRIGUEZ-ARRIOJA et al., 2003). A

seguir serdo abordados aspectos relativos a estas duas enfermidades.
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2.2 PNEUMONIA ENZOOTICA SUINA

A Pneumonia Enzodtica Suina (PES) € uma doenca infecciosa cronica,
altamente contagiosa, de distribuicdo cosmopolita, caracterizada por alta morbidade,
baixa mortalidade, cujo agente etiolégico principal envolvido € o Mycoplasma
hyopneumoniae (COSTA, 2002; OBOEGBULEN, 1981). Este foi isolado pela
primeira vez em 1965, sendo demonstrada também neste mesmo ano, a capacidade
deste agente em causar enfermidade (GOODWIN et al., 1965; MARE e SWITZER,
1965).

Em nivel de campo, apds este patdgeno aderir e posteriormente causar danos
ao epitélio ciliado da traquéia, bréonquios e bronquiolos, predispbe a instalacdo de
patdgenos secundarios, ocasionando complicacdes broncopulmonares purulentas,
gue se manifestam clinicamente por tosse seca e atraso no crescimento
(HAESEBROUCK et al., 2004; THACKER et al., 1999a).

Suinos de todas as idades sdo geralmente afetados, porém a forma clinica da
doenca é mais comum nos animais nas fases de crescimento e terminagcdo. A
transmissao ocorre por contato direto, indireto e através de aerossois eliminados
durante os acessos de tosse. Sua ocorréncia e severidade sdo influenciadas por
variaveis ambientais e de manejo, sendo considerada uma doenca multifatorial. As
perdas econdmicas em funcédo da PES s&o decorrentes de quedas na produtividade
gue podem chegar a 20% sobre a taxa de conversdo alimentar e até 30% sobre o
ganho de peso, dependendo da gravidade das lesfes e das infeccbes secundarias
(SOBESTIANSKY et al., 1999).

Devido a diminuicdo da taxa de crescimento, piora na conversao alimentar,
aumento dos custos de tratamento e aumento da mortalidade caso nao seja
controlada, é uma enfermidade que recebe muita atencdo da comunidade cientifica
(GEORGAKIS et al., 2002; MAES et al.,, 2008; RAUTIAINEN et al., 2000; ROSS,
1999;).

2.2.1 Agente Etiologico

Os micoplasmas pertencem a classe Mollicutes (mollis, mole; cutis, pele, em

latim), sendo, portanto diferenciados fenotipicamente de outras bactérias, pelo
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diminuto tamanho e auséncia de parede celular. Sdo reconhecidos como as
menores microrganismos (0,2 ym) capazes de se autoreplicar (BLANCHARD et al.,
1992; JACQUES et al., 1992; TAJIMA e YAGIHASHI, 1982). Esta classe é composta
pelos géneros Acholeplasma, Anaeroplasma, Asterosplama, Mycoplasma,
Spiroplasma e Ureaplasma, ordem Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae e
género Mycoplasma (WALKER, 2003).

Sua morfologia € bastante variada, em funcéo da auséncia de parede celular,
podendo a célula apresentar-se em forma de péra, esférica, espiral ou filamentosa. E
corada insatisfatoriamente pelo Método de Gram, sendo recomendadas as
coloracbes de Giemsa, Castafieda, Dienes e Novo Azul de Metileno. Possuem
membrana trilaminar simples composta de proteinas, glicoproteinas, glicolipideos,
fosfolipideos e colesterol, sendo este responsavel pela rigidez e estabilidade
osmaética da membrana (WALKER, 2003). A auséncia de parede celular torna os
micoplasmas resistentes aos antimicrobianos que afetam a sua sintese, como
penicilinas, cefalosporinas e bacitracinas, sendo estes, portanto, ineficazes para
tratamento (SOBESTIANSKY et al., 1999). Além disso, necessitam que haja um
contato intimo com as células do hospedeiro, para que seja capaz de suprir as
necessidades nutricionais indispenséveis para a sua sobrevivéncia (CLARK, 2005).

O M. hyopneumoniae possui um genoma simples e pequeno (893-920 quilo-
pares de bases) (MINION et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2005). Infecta uma
Gnica espécie, a suina, porém os mecanismos de especificidade do hospedeiro
ainda sdo desconhecidos (CONCEICAO e DELLAGOSTIN, 2006). E extremamente
sensivel as condi¢cdes ambientais, ndo sendo capaz de sobreviver durante longo
periodo fora de seu hospedeiro, mas em aerossoéis seu tempo de sobrevivéncia
aumenta, podendo permanecer em sua forma infecciosa por até 31 dias em agua a
2-7°C (GOODWIN, 1972). E um microrganismo de vida livre, ao contrario de
micoplasmas patogénicos ao homem (M. genitalium e M. pneumoniae), que sao
intracelulares, sendo dificil seu isolamento e cultivo em funcdo de sua natureza
singular (ROSS, 1999).

In vitro este microrganismo € caracterizado por um crescimento lento e
fastidioso, sendo extremamente dificil de ser isolado (FRIIS, 1974). Em func&o deste
comportamento, o isolamento ndo € utilizado para o diagnéstico de rotina

(THACKER, 2004). Este crescimento lento e fastidioso esta relacionado a sua
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dependéncia em relagédo ao fornecimento de determinados nutrientes e condigoes
ambientais constantes. Assim, uma série de aminoacidos essenciais e acidos graxos
sao requeridos no meio de cultura, uma vez que uma proporcao consideravel de
genes envolvidos na biossintese de cofatores foram perdidos ao longo de sua
evolucédo (POLLACK, 2002; RAZIN et al., 1998).

2.2.2 Mecanismos de patogenicidade do M. hyopneumoniae

O M. hyopneumoniae possui a capacidade de alterar ou desviar a resposta
imune e pré dispor o suino a infecgdes secundarias (CIPRIAN et al., 1988; DEBEY e
ROSS, 1994; THACKER et al., 1999a). Segundo Conceigcédo e Dellagostin (2006),
uma caracteristica muito importante de micoplasmas com potencial patogénico, € a
notavel capacidade de alterar os seus antigenos de superficie. Por meio deste
mecanismo, estes microrganismos conseguem evadir a resposta imune montada
pelo hospedeiro e estabelecer uma infeccdo cronica (ASAlI et al., 1996,
HENDERSON et al., 1996; MUNETA et al., 2006; MUNETA et al., 2008). Estudos
tem demonstrado que este agente permanece nos pulmdes por até 6 (FANO et al.,
2005) ou 8 meses (PIETERS et al., 2009) ap6s o desafio.

A variagdo antigénica em micoplasmas geralmente esta relacionada a
presenca de sequéncias de DNA repetitivas nos genes. Provavelmente, durante o
processo de replicacdo do DNA é que ocorre a mudanca no numero de unidades
repetitivas responsavel pela variacdo antigénica (DJORDJEVIC et al., 2004). No
entanto, ao contrario de outros micoplasmas, o M. hyopneumoniae contém poucos
genes com sequéncias repetitivas que poderiam estar envolvidas na variagao
antigénica (MINION et al., 2004). Desta forma, ndo estd claro como este
microrganismo evade o sistema imune e estabelece uma infeccdo crénica.

Outros mecanismos de patogenicidade que os micoplasmas patogénicos
utilizam, além da evaséo e/ou modulacéo da resposta imune do hospedeiro, envolve
a adeséo/colonizacgéao, citotoxicidade, competicdo por substratos, efeito clastrogénico
e oncogénico (RAZIN et al.,, 1998; ROSS, 1999). Razin et al. (1998) sugerem
também que os danos causados em humanos e animais devido as infec¢des
causadas por micoplasmas, deve-se a resposta imune e inflamatoria instalada e nao

ao efeito toxico direto causado pelos componentes destes microrganismos.
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Algumas espécies de micoplasma (como por exemplo, o M. gallisepticum) tem
a capacidade de penetrar e se estabelecer dentro de células hospedeiras (WINNER
et al, 2000), mas ndo h& nenhuma evidéncia que isto ocorra com o M.
hyopneumoniae (JENKINS et al., 2006). Com relacdo a outras espécies, como por
exemplo, o M. mycoides, alguns autores tem sugerido que a producao de peroxido
de hidrogénio (H,O,) pode estar envolvida no dano as células hospedeiras (MILES et
al., 1991; RICE et al., 2001). Mas nao se sabe se este é também o caso do M.
hyopneumoniae (VILLARREAL, 2010).

Outros micoplasmas podem ser vistos aderidos intimamente as células do
trato urogenital e articulagbes nos animais e no ser humano. Esta aderéncia pode
ser intima a ponto de promover trocas antigénicas ou mesmo a fusdo celular
(BLANCHARD e BROWNING, 2005).

Caruso e Ross (1990) demonstraram que a fagocitose pelos macrofagos
alveolares € suprimida durante a infeccéo pelo M. hyopneumoniae. Além disso, Asai
et al. (1996) demonstraram por quimioluminescéncia que os neutrofilos obtidos a
partir do lavado brénquio-alveolar em suinos infectados experimentalmente com M.
hyopneumoniae foi suprimida, indicando uma diminuicdo na funcdo destas células.
Thanawongnuwech et al. (2004) também constatou a capacidade deste agente em
inibir a funcdo dos neutréfilos, o que contribuiria para infecgcbes secundéarias no
organismo do animal.

Os mecanismos envolvidos na patogenicidade deste agente permanecem
obscuros (VILLARREAL, 2010). Suas propriedades bioldgicas, a capacidade de
provocar alteragcbes nas células, bem como as caracteristicas singulares de
parasitismo e interacdo, evidenciam a complexidade deste microrganismo como

patdgeno, desafiando de modo diferenciado, a homeostasia do hospedeiro.

2.2.3 Patogenia e alteracdes anatomopatolégicas

Apos ser inalado, o M. hyopneumoniae adere e coloniza o epitélio ciliado da
traquéia, brénquios e bronquiolos, formando microcoldnias nas pontas e ao longo do
comprimento dos cilios, causando esfoliagdo dos mesmos num segundo momento
(BLANCHARD et al., 1992;. KWON et al., 2002; SARADELL et al., 2003). A adeséo
€ um pré-requisito para iniciar a doenca (TAJIMA e YAGIHASHI, 1982), cujo
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processo € mediado por carboidratos e proteinas (LI et al., 2009; ZIELINSKI et al.,
1993) presentes na superficie deste microrganismo e no epitélio do trato respiratorio
suino. Sao capazes ainda de alterar a motilidade dos cilios ou mesmo provocar
efeitos que levam a degeneracdo destas estruturas (ROSS, 1999). As células
epiteliais ciliadas da traqueia, brénquios e bronquiolos, a secrecdo de muco e 0s
macréfagos alveolares sdo importantes para a remocdo de particulas nocivas e
agentes patogénicos inalados. Uma vez que a atividade ciliar € prejudicada, este
sistema de depuracdo torna-se ineficaz, levando a hipersecrecdo excessiva de
glicoproteina pelas células caliciformes (DEBEY et al.,, 1992). Assim, a perda na
eficiéncia do sistema mucociliar, importante mecanismo de defesa inespecifico, e o
aumento da producdo de muco oportunizam infec¢cdes secundarias (CIPRIAN et al.,
1988; JACQUES et al., 1992; SORENSEN et al., 1997).

O M. hyopneumoniae interage com macréfagos alveolares e linfocitos,
estimulando-os a produzir citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1 e IL-6)
responsaveis pelas lesdes pulmonares e pela hiperplasia linféide perivascular e
peribronquial (RODRIGUEZ et al., 2004), caracteristicas da PES, sugerindo o
envolvimento da resposta imune no desenvolvimento das lesfes. Além disso, sdo
capazes de ativar a mitose de linfocitos B e T (MESSIER e ROSS, 1991; RAZIN et
al., 1998), o que também poderia auxiliar na evolu¢cdo da hiperplasia linféide. O
avanco da hiperplasia resulta na obstrucdo das vias aéreas, levando a formacao das
lesBes atelectasicas nos pulmdes, 0s quais apresentam aspecto de consolidacéo e
coloracdo que varia do vermelho escuro tendendo ao roxo nos casos agudos
(ARMSTRONG, 1994; THACKER et al.,, 1999b, VAN ALSTINE et al.,, 1996) a
castanho acinzentado nos casos crbénicos (THACKER et al., 1999a), localizadas
principalmente na regido cranioventral dos lobos apicais e cardiaco
(SOBESTIANSKY et al., 1999). As lesbGes resolvidas aparecem como areas
colapsadas de consolidagéo, fissuradas e levemente necréticas, resultando em
segmentacao dos lobos (NOGUEIRA, 1996).

As lesdes se resolvem com o tempo (ANDREASEN et al., 2001). Dessa
forma, as lesGes encontradas na inspecdo post-mortem podem apresentar
diferencas, em consequéncia do tempo decorrido entre a infeccdo e o abate.
Sobestiansky et al. (2001) demonstraram o que pode acontecer quando a infec¢cao
ocorre na fase de creche, recria e fase inicial de terminacdo em relagdo a presenca

de lesdes pulmonares detectaveis em matadouros. Caso a infecgdo ocorra na
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creche, os sinais clinicos serdo manifestados na fase de recria e inicio de
terminac@o. Como as lesfes tendem a cicatrizar entre 30 a 70 dias ap0s o inicio da
manifestacdo dos sinais, pode-se observar que no periodo em que 0s animais forem
abatidos, a maioria das lesdes ja estara cicatrizada e dessa forma poderdo ser
consideradas “sem lesdo” no abate. Por outro lado, quando a infec¢gdo ocorre no
inicio da recria, observa-se que os sinais ocorrem em geral na fase inicial da
terminacdo. Quanto as lesdes, nesse caso, apenas parte dos leitbes estara positiva
por ocasido do abate. Dentro dessa logica, apenas as infeccbes na fase de
terminagdo apresentardo no abate lesdes plenamente identificaveis.

Histologicamente a PES apresenta o padrdo morfolégico de pneumonia
catarral broncointersticial, com formacédo de extensa hiperplasia de tecido linféide
peribronquial, peribronquiolar e perivascular. Nos casos crbénicos, podem ser
observados nédulos linféides, as vezes com esboc¢os de centros germinativos ou
mesmo ocorréncia de fibrose peribronquial e peribronquiolar, provocando destruicao
da muscularis mucosae e causando estreitamento do limen dos brénquios e
bronquiolos (ROSS et al.,1992).

Embora alguns estudos de microscopia eletronica, relacionando a interagao
entre M. hyopneumoniae e o epitélio respiratério suino (BLANCHARD et al., 1992;
TAJIMA e YAGIHASHI, 1982) ndo evidenciaram que este patdégeno seja capaz de
atravessar a barreira de células epiteliais, em outros estudos, o M. hyopneumoniae
foi isolado do fluido pericardico (BUTTENSCHON et al.,, 1997) e cérebro
(FRIIS,1974) de suinos criados comercialmente, bem como de linfonodos, baco,
figado e rins de animais infectados experimentalmente por via intratraqueal (LE
CARROU et al., 2006; MAROIS et al., 2007). Tais autores sugerem que a
disseminacao deste patdgeno pelos 6rgaos internos ocorre por via linfatica (devido a
recuperacao deste microrganismo a partir de linfonodos) ou por via hemética. Estas
observacdes sugerem que o M. hyopneumoniae possui a capacidade de colonizar
diferentes tecidos suinos (WILTON et al., 2009), porém os autores destes estudos
nao explicitam qual seria o mecanismo utilizado por este agente para esta

colonizag&o extra pulmonar.
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2.2.4 Diagnostico da PES e do M. hyopneumoniae

Em virtude das caracteristicas da PES, o diagnéstico presuntivo pode ser
realizado pela conjuncdo dos sinais clinicos (tosse cronica ndo produtiva, reducao
do crescimento, baixa mortalidade e desuniformidade dos lotes) e dos aspectos
macroscopicos (areas de consolidacdo de cor purpura a cinza) e microscopicos das
lesdes (hiperplasia linfoide peribronquiolar) (AHRENS e FRIIS, 1991; DONE, 1996;
ROSS e STEMKE, 1995).

A verificagdo de lesdes pulmonares na inspecao post-mortem de suinos no
abate (HURNIK et al., 1992; MORRIS et al.,, 1995; SIBILA et al., 2009) é
frequentemente adotada para investigar o envolvimento de M. hyopneumoniae em
doencas respiratérias nos rebanhos. Sistemas de avaliagdo por escore baseados em
lesbes macroscopicas pulmonares tem sido descritos por diversos autores
(HANNAN et al., 1982; HURNIK et al., 1993; LIUM e FALK 1991; MORRISON et al.,
1985; OSTANELLO et al., 2007). Todavia, esse procedimento possui uma parcela de
subjetividade e imprecisdo, pelo fato de que outros agentes podem causar sinais
clinicos e lesdes parecidas (SIBILA et al., 2008). Além deste fato, devido as
infeccbes secundarias que geralmente ocorrem, tanto os sinais clinicos quanto as
lesbes podem apresentar alteragbes na sua forma de apresentacdo. Para a
confirmacéo do diagndstico do agente etioldgico, faz-se necesséria a utilizacdo de
recursos laboratoriais complementares, a fim de se evitar o diagnéstico inconclusivo
e controverso (SOBESTIANSKY et al., 1999).

Embora o isolamento a partir de pulmdes infectados através de técnicas
bacteriol6gicas seja considerado o padrao ouro (“Gold Standard”) das técnicas de
diagndstico para o M. hyopneumoniae, tal metodologia raramente é utilizada, pois
apresenta muitas limitacdes, como crescimento lento, interferéncia com outros
micoplasmas de suinos presentes no material bioldgico, meio de cultivo diferenciado
e profissional especializado (OLIVEIRA, 2008; RAZIN, 2002; SIBILA et al., 2009;
YAMAGUTI, 2003).

A deteccdo precisa do M. hyopneumoniae aumentou significativamente com
0s avancos da biologia molecular, métodos baseados na aplicacdo de tecnologia do
DNA recombinante, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (ABIVEN et al.,
1992; AHRENS e FRIIS, 1991; FUTO et al., 1992; STEMKE, 1989). O primeiro teste
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para amplificar e detectar especificamente o DNA deste microrganismo foi descrito
por Harasawa et al. (1991). Desde entdo varios testes tem sido relatados
(CALSAMIGLIA et al., 1999; CARON et al., 2000; KURTH et al., 2002; MATTSON et
al., 1995; STARK et al., 1998; STRAIT et al., 2008; THACKER et al., 2004; VERDIN
et al., 2000).

A PCR possibilita a deteccdo do M. hyopneumoniae a partir de amostras
biolégicas como lavado traqueal, suabes nasais e fragmentos de pulméao
(BAUMEISTER et al., 1998; BLANCHARD et al., 1996; CALSAMIGLIA et al., 1999;
STEMKE, 1997; VERDIN et al., 2000). Estes trabalhos permitiram constatar a alta
sensibilidade e especificidade da técnica, possibilitando que a identificacdo do
agente fosse mais rapida e mais precisa (BACCARO et al., 1999; MATTINSON et
al., 1995; VERDIN et al., 2000).

Uma variacao da PCR convencional € a “Nested-PCR” (N-PCR), que consiste
em uma segunda amplificacdo do produto obtido na primeira etapa, aumentando o
limiar de deteccdo da PCR convencional de um unico passo (CALSAMIGLIA et al.,
2000; STARK et al., 1998, VERDIN et al., 2000). Sao utilizados “primers” internos
especificos, os quais reconhecem a sequéncia de nucleotideos da primeira
amplificacdo (BLANCHARD et al., 1996). A segunda amplificacdo além de aumentar
a sensibilidade da primeira etapa também confirma a especificidade do produto da
primeira reacdo (TANG et al., 1997).

A N-PCR é suficientemente sensivel para detectar 1-4 microrganismos/ul da
amostra de PCR (GEBRUERS et al., 2008; KURTH et al., 2002). Verdin et al. (2000)
e Yamaguti et al. (2008) utilizaram a N-PCR e encontraram sensibilidade de um
fentograma (equivalente a um microrganismo) e 80 fentogramas, respectivamente,
demonstrando a eficiéncia desta técnica. No entanto, hd maior risco de
contaminacdo devido aos procedimentos de pipetagem repetidas. Para evitar
resultados falsos positivos devido a contaminacdo, controles positivos e negativos
devem ser usados durante a extracdo do DNA e sua amplificacdo (VILLAREAL,
2010). O tecido pulmonar e o lavado traqueal sdo considerados os locais de coleta
mais confiaveis para a detec¢cdo do M. hyopneumoniae (KURTH et al., 2002).

A deteccado deste microrganismo no tecido pulmonar também pode ser
realizada por meio de métodos de imunohistoquimica (IHQ). Segundo Gimeno
(1995), estes sédo baseados na conjugacao de distintos marcadores com moléculas

de imunoglobulinas. Constitui-se hum método complementar a histopatologia, no
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qual a marcacdo de anticorpos com diversas enzimas ou compostos fluorescentes
permite localizar determinantes antigénicos nas intimidades das células e tecidos
fixados e processados por métodos histologicos convencionais. Em todos os
meétodos imunoenzimaicos utiliza-se uma reagcao enzima-substrato que transforma o
cromoégeno incolor em um produto final colorido.

A IHQ pode ser realizada com tecidos fixados em parafina, tornando esta
técnica mais pratica. Ribeiro et al. (2004) apontaram esta técnica como uma boa
ferramenta auxiliar, rapida e de baixo custo para a detec¢cdo de M. hyopneumoniae
em laboratérios de rotina em histopatologia. Anticorpos monoclonais sdo comumente
utilizados para detectar os antigenos de M. hyopneumoniae, tornando-os
especificos. No entanto, se as vias aéreas contendo epitélio ciliado ndo forem
incluidas nas amostras de tecido coletadas para o diagnéstico, nenhum organismo
ser& detectado, levando a resultados falsos negativos (THACKER, 2004).

O diagndstico eficiente da enfermidade induzida por M. hyopneumoniae pode
ser complicado e frustrante. A presenca deste organismo sozinho nem sempre €&
correlacionado a doenca e pneumonia. Entretanto, se a doenca respiratoria estiver
presente em rebanhos positivos para o M. hyopneumoniae, provavelmente o
microrganismo esteja contribuindo para a manifestacdo clinica e lesdes de
pneumonia (THACKER, 2004).

2.2.5 Prejuizos Econémicos

Alguns autores apontam que o M. hyopneumoniae é predominante em todo o
mundo onde a suinocultura € desenvolvida, com uma prevaléncia aproximando-se
de 100% nos rebanhos (FLECK e SNELSON, 2004). Na maioria das granjas em que
0S animais apresentam sinais de problemas respiratorios, 20-80% dos suinos na
ocasido do abate exibem lesbes de pneumonia associadas com a infec¢ao por este
agente (JIRAWATTANAPONG et al., 2010; LENEVEU et al., 2005; MORRIS et al.,
1995; SIBILA et al., 2007).

Os prejuizos econdbmicos em decorréncia da infeccdo e complicagédo
ocasionados por este microrganismo s&do considerados como uma das mais
importantes na cadeia de producao suinicola (RAUTIAINEN e WALLGREN, 2001). O

BN

aspecto econdmico mais relevante nestes casos refere-se a reducdo do
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desempenho do suino, traduzido em menor ganho de peso e pior conversao
alimentar. Straw et al. (1999) realizaram uma analise de 27 estudos sobre o impacto
econdmico do M. hyopneumoniae e concluiram que, em média, a PES causa uma
reducdo de 17% no ganho de peso diario. Os mesmos autores também deduziram
que em meédia, para cada 10% do pulméo lesionado, o ganho de peso diario é
reduzido em 37 gramas.

A maioria dos dados sobre perdas econdmicas esta baseada na avaliacdo de
pulmdes no abate. No entanto alguns autores ndo encontraram correlacdo entre
ganho de peso diario médio e a severidade das lesdes observadas na PES. Noyes
et al. (1990) relataram que lesbes pneumonicas detectadas no abate ndo tinham
correlacdo com lesBes encontradas por meio de radiografias quando os animais
estavam vivos. Estes autores puderam constatar, dessa forma, que o impacto
econdmico causado pela PES, sem duavida, esta altamente associado com outros
fatores, tais como manejo deficiente, infecgcbes bacterianas secundérias, alta
densidade populacional e uso de sistemas continuos de producédo (ndo realizacdo
de vazio sanitario).

Quando o M. hyopneumoniae atua como agente predisponente e ocorre uma
infeccdo secundaria por outros agentes, as conseqiéncias se agravam, uma vez
que, além do desempenho prejudicado, deve-se levar em consideracao a morte dos
animais por pneumonias, as despesas com medicamentos e em nivel de industria, a
depreciacdo e até mesmo condenacdo de carcacas em funcdo de alteracdes de
pulméo e pleura e formacdo de abscessos pulmonares (SOBESTIANSKY et al.,
2001).

2.3 DOENCAS ASSOCIADAS AO PCV2

Doencas associadas ao PCV2 é a denominacdo dada ao conjunto de
manifestacdes causadas por este virus que esta disseminado em rebanhos suinos
de todo o mundo. Atualmente, seu agente etioldgico € considerado endémico no
Brasil, sendo que sua primeira manifestacdo clinica no pais, por meio da Sindrome
Multissistémica do Definhamento dos Suinos (SMDS) foi descrita pela primeira vez
em 2000. No entanto, o PCV2 foi diagnosticado em materiais de arquivo de 1988,

sugerindo que a infeccado ja estava presente anteriormente no Brasil. Os fatores que
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determinaram o surgimento desta enfermidade como uma doenga emergente, nos
altimos anos, permanecem desconhecidos (CIACCI-ZANELLA, 2007).

O PCV2 tem sido associado a um grande numero de sindromes que afetam
0s suinos. Todas estas condi¢cfes clinicas foram inicialmente referenciadas com os
termos Circovirose (ROSELL et al.,, 2000a) e Doencas do Circovirus Suino -
“Porcine Circovirus Diseases” (PCVD) (ALLAN et al., 2002; SEGALES et al., 2005).
Este dltimo termo foi largamente usado na Europa, mas em 2006, na América do
Norte, surgiu um novo termo, incluindo a palavra “associadas”, o qual ficou
denominado Doencas associadas ao Circovirus tipo 2 — “Porcine Circovirus-
Associated Disease (PCVAD)” (OPRIESSNIG et al., 2007). Trata-se, portanto, de
uma enfermidade global, com a mesma etiologia e patogenia, porém com
terminologias diferentes (SEGALES, 2012). Na presente revisdo, sera adotada a
termologia “Doencas associadas ao Circovirus Suino” (PCVAD), tanto para designar
todas as condig6es clinicas descritas na literatura, quanto a infec¢éo subclinica pelo
PCV2. Estas condi¢cdes clinicas incluem o emagrecimento, aumento da mortalidade,
sinais respiratorios, enterite, falha reprodutiva e a Sindrome da Dermatite e
Nefropatia Suina (SDNS) (BEACH e MENG, 2012).

2.3.1 Agente Etioldgico

O Circovirus suino tipo 2 (PCV2) foi descoberto e sequenciado em 1998, e
desde a sua descoberta inicial até os dias atuais tem recebido grande atencéo da
comunidade cientifica, em grande parte devido a sua crescente associacdo com
diferentes manifestacdes clinicas em suinos, tratando-se de um dos patdgenos mais
importantes economicamente na suinocultura tecnificada em nivel mundial (MENG,
2012).

Os virus incluidos na familia Circoviridae caracterizam-se por serem nao
envelopados, pequenos, icosaédricos e infectam vertebrados (McNULTY et al.,
2000; TODD et al., 2005). Sao encontrados com frequéncia em varias espécies, mas
0S suinos se constituem nos Unicos mamiferos nos quais o virus ja foi isolado
(CIACCI-ZANELLA, 2007). Seu genoma € composto por uma cadeia circular simples
de DNA (TISCHER et al., 1974; TISCHER et al., 1982), com 1759 a 2319 pares de
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bases (pb), unida de forma covalente em suas extremidades, conferindo um aspecto
circular (MANKERTZ et al., 2004).

Os circovirus sdo extremamente estaveis sob condicdes ambientais. Cultivos
celulares contendo estes virus conservam seu potencial infectivo apés a incubacéo a
56 ou 70°C e tratamento a pH 3 ou cloroférmio, por 15 minutos (FENAUX et al.,
2004; HAMEL et al., 1998; MEEHAN et al.,, 1997; TISCHER et al.,, 1982). Essa
resisténcia a inativacdo desempenha um importante papel na epidemiologia do
agente e possui implicacdes para o controle das infeccdes por esses virus (CIACCI-
ZANELLA, 2007).

Dois circovirus ja foram identificados em suinos: o PCV1 e o PCV2. O PCV1
foi descoberto em 1974 como um contaminante comum de células de cultivo de rim
de suino (PK-15) (TISCHER et al., 1974; TISCHER et al., 1982) e embora esteja
presente na populacao de suinos de todo o mundo (ALLAN et al., 1994; TISCHER et
al., 1986) ndo provoca manifestacdo clinica nos animais (TISCHER et al., 1995).
Uma cepa variante, o PCV2 tem sido associado com diferentes sindromes clinicas,
dentre elas a SMDS, uma doenca emergente e multifatorial em suinos. Esta foi
reconhecida pela primeira vez na América do Norte em 1991 (CLARK, 1997,
HARDING, 1996). Desde entéo, esta forma de manifestacdo devastou quase todas
as areas de producéo de suinos no mundo (FINSTERBUSCH e MANKERTZ, 2009).

O PCV1 e 0 PCV2 tem organizacdo genémica semelhante e apresentam 76%
de homologia (FINSTERBUSCH e MANKERTZ, 2009). Seus genomas possuem seis
fases abertas de leitura (‘ORFS’) potenciais, mas apenas trés codificam proteinas ja
identificadas: ORF1, ORF2 E ORF3. A ORF1 codifica uma proteina essencial para a
replicacdo viral (CHEUNG, 2003; MANKERTZ et al., 2003). A ORF2 codifica a
proteina do capsideo viral, a qual tem a capacidade de se ligar ao receptor da célula
hospedeira (KHAYAT et al., 2011; LEKCHAROENSUK et al., 2004; MISINZO et al .,
2006; SHANG et al., 2009) e a ORF3 codifica uma proteina viral ndo essencial para
a replicacédo viral, mas com um papel importante na inducdo de apoptose em cultivo
celular (LIU et al., 2005).

O capsideo do PCV2 é a principal proteina imunogénica deste microrganismo
(BLANCHARD et al., 2003; MAHE et al., 2000) e tem sido portanto, o alvo para o
desenvolvimento de vacinas e testes imunolégicos especificos para o PCV2
(HUANG et al.,, 2011; NAWAGITGUL et al., 2002; PATTERSON et al., 2008;
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PATTERSON et al., 2011; SUN et al., 2010).

Pelo menos trés gendtipos diferentes de PCV2 foram reconhecidos: PCV2a,
PCV2b e PCV2c (CORTEY et al.,, 2011; DUPONT et al., 2008; SEGALES et al.,
2008). Tanto o PCV2a e o PCV2b tém sido associados com manifestacdes clinicas
em diferentes graus de severidade (ALLAN et al., 2007; AN et al., 2007; CIACCI-
ZANELLA et al., 2009; GAUGER et al., 2011; LAGER et al., 2007; MADSON et al.,
2008; OPRIESSNIG et al., 2006a; OPRIESSNIG et al., 2008), enquanto PCV2c foi
relatado somente em alguns rebanhos que ndo apresentavam manifestacao clinica
na Dinamarca (DUPONT et al., 2008).

Antes de 2003, os genotipos PCV2a e PCV2b estavam presentes na Europa
e na China, enquanto que nos Estados Unidos e Canada estava presente apenas 0
PCV2a (ALLAN et al., 2007; CHAE e CHOI, 2010; DUPONT et al., 2008). No
entanto, desde 2003, houve uma mudanga dréstica na prevaléncia mundial,
predominando o PCV2b em popula¢gbes de suinos comerciais, concomitantemente
com aumento da gravidade das manifestacdes clinicas (CARMAN et al., 2008;
CHAE e CHOI, 2010; CHEUNG et al.,, 2007; CIACCI-ZANELLA, et al., 2009;
CORTEY et al., 2011; DUPONT et al., 2008; GAGNON et al., 2007; WANG et al.,
2009; WIEDERKEHR et al., 2009). Variacdes na sequéncia genética entre PCV2a e
PCV2b sdo encontrados principalmente no gene do capsideo. Eventos de
recombinacdo entre os diferentes genétipos de PCV2 podem complicar esta

classificacéo, alterando ainda mais a patogenicidade do PCV2 (MENG, 2012).

2.3.2 Aspectos historicos, distribuicdo e prejuizos econdmicos

O PCV2 é considerado economicamente, um dos agentes patogénicos virais
mais importantes em todos 0s principais paises produtores de suinos (GILLESPIE et
al., 2009). Foi inicialmente reconhecido em 1998 (ALLAN et al., 1998; MEEHAN et
al., 1998; MOROZOQV et al., 1998), mas com base em investigacdes soroldgicas e
moleculares, ja estava presente na populacdo de suinos, em nivel mundial, muitos
anos antes de sua descoberta (JACOBSEN et al., 2009). A primeira evidéncia de
infeccdo por PCV2 foi retrospectivamente encontrado na Alemanha em 1962

(JACOBSEN et al, 2009), enquanto que o0s primeiros diagnosticos
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retrospectivamente estabelecidos de SMDS séo da década de 90 (JACOBSEN et al.,
2009; RODRIGUEZ-ARRIOJA et al., 2003).

A primeira referéncia a SMDS, doenca de etiologia desconhecida que vinha
ocorrendo na Europa e nos Estados Unidos foi feita no Canada em 1991 (CLARK,
1997). Imediatamente diversos outros autores confirmaram essas observacoes,
principalmente na América do Norte, Europa e Asia (ALLAN et al., 1998; CHOI et al.,
2002; ELLIS et al., 1998; HARDING, 1997; MEEHAN et al.,1998; MOROZQV et al.,
1998) e atualmente ja foi descrita em todos os continentes, incluindo a Oceania
(GRAU-ROMA et al., 2011). Logo a seguir, uma nova entidade associada ao PCV2,
a SDNS foi descrita na Inglaterra (SMITH et al, 1993). Como esta manifestacéo
clinica nunca foi reproduzida experimentalmente (SEGALES, 2012), tem sido
guestionado 0 mecanismo para o desenvolvimento desta alteracéo, sendo sugerido
que o mesmo decorre de um rapido inicio de coagulacao sistémica que poderia ser
induzida por uma combinacdo de patdgenos endoteliotropicos ou toxinas, com ou
sem a presenca de PCV2 (KRAKOWKA et al., 2008).

No Brasil, a primeira descricdo da SMDS foi feita em 2000, no Estado de
Santa Catarina (CIACCI-ZANELLA, 2000), sendo, posteriormente, descrito em 2003
no Rio Grande do Sul (PESCADOR et al., 2003) e em 2004 no estado do Rio de
Janeiro (FRANCA, 2004; FRANCA et al., 2005). Progressivamente a doencga foi
diagnosticada nos demais estados brasileiros. A severidade das manifestacdes
clinicas variou muito entre diferentes granjas e, de maneira geral, observou-se que
sistemas antigos, com mau manejo ou com higiene deficiente apresentavam
problemas mais sérios. ApGs algum tempo as manifestacdes iniciais dos sinais
tipicos de definhamento ou dermatite-nefropatia tornavam-se comuns, bem como as
formas entéricas e respiratérias. Num periodo posterior, 0s sinais mais tipicos
passaram a ser de pouca especificidade, observados principalmente na forma de
mau desenvolvimento, piora da conversdo alimentar ou aumento significativo da
mortalidade nas terminacdes. As lesbes de necropsia nessa fase tornaram-se
bastante modestas quando comparadas com as presentes nos quadros agudos
(iniciais) da doenca (BARCELLOS et al., 2009).

Com base em estudos soroldgicos, presume-se que a infec¢ao pelo PCV2 é
generalizada em todo o mundo, com soropositividade de 100% em alguns rebanhos
(SEGALES et al., 2005; SEGALES, 2012), enquanto que a prevaléncia da

manifestagdo clinica € muito menor. Apenas uma pequena propor¢cao de animais
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infectados (5-30%) realmente desenvolvem a manifestacdo clinica. Por conseguinte,
a forma mais comum de manifestacdo do PCV2 atualmente € a infec¢do subclinica
(SEGALES, 2012).

O PCV2 é eliminado de suinos infectados por varias vias e 0 virus pode se
espalhar facilmente tanto por transmissao horizontal quanto vertical. Acredita-se que
0 contato direto entre suinos seja uma eficiente via de transmissao de PCV2. Devido
a sua natureza altamente resistente a inativacdo e suas caracteristicas de
transmissdo, o PCV2 pode ser mantido dentro de exploracbes de suinos sem a
necessidade de reintroducao (ROSE et al., 2012).

As manifestacgdes clinicas associadas ao PCV2 no Brasil tém sido frequentes
e comuns nas principais regiées produtoras do pais, 0 que acarreta diminuicdo da
produtividade e grandes prejuizos econdmicos ao setor (MORES, 2005).

Em paises como o Reino Unido e Franca, foi observado um impacto
econOdmico da doenga com uma queda de 15% de crescimento por animal (CIACCI-
ZANELLA et al., 2006). Nos Estados Unidos, as perdas foram estimadas em US$
3,00 - 4,00 por suino, chegando a picos de até US$ 20,00 por animal (GILLESPIE et
al., 2009). Tao importante quanto a avaliagdo clinica dos animais, o0
acompanhamento dos indices de producao torna-se essencial para deteccdo de
problemas presentes nas granjas, principalmente em se tratando de doencas
subclinicas (GUEDES, 2005).

Tao importante como a doencga clinica, a infeccdo subclinica tem ganhado
grande atencao nos ultimos anos (DARWICH et al., 2008; STEINER et al., 2009). A
desuniformidade dos animais de um mesmo lote no momento do abate € um
problema que pode comprometer a produtividade e o retorno financeiro, pois alguns
animais poderdo chegar ao final da vida produtiva com o peso abaixo do esperado,
podendo aumentar, significativamente, os custos de producdo para atender as
exigéncias da industria e do mercado (DEEN e LARRIESTRA, 2004). Com a
introducdo de vacinas comerciais contra PCV2 nas granjas, as formas clinicas da
SMDS comecaram a ser controladas e, com isso, 0S prejuizos econdmicos
diminuiram consideravelmente (CLINE et al., 2008; HORLEN et al., 2008). Porém, a
nao manifestacdo da doenca clinica ndo significa que o animal esteja fora do
comprometimento produtivo (GRAU et al., 2001; KING et al., 2008).
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Embora tenham sido desenvolvidas vacinas comerciais eficazes contra este
agente, muitas perguntas permanecem a respeito dos mecanismos moleculares de
replicacéo e patogénese do PCV2 (DARWICH e MATEU, 2012).

2.3.3 Patogenia, manifestacdes clinicas e alteracdes anatomopatologicas

A patogenia da PCVAD é complexa e multifatorial. Causa um quadro de
imunossupressdo por ter tropismo a células de origem histiocitica. O PCV2
geralmente infecta os suinos com 5-15 semanas de idade, frequentemente pela via
oronasal (CIACCI-ZANELLA, 2007). Muito se debate acerca de como o PCV2 entra
na célula e duas hipoteses tem sido levantadas: através da fagocitose de outras
células infectadas (endocitose) ou pela existéncia de um receptor para PCV2 na
superficie de macréfagos. Talvez a presenca de PCV2 possa se dar por ambos os
mecanismos (DARWICH et al., 2004).

O virus infecta células do sistema imunolégico, como macréfagos, linfocitos e
células dendriticas, e é capaz de replicar em varios tipos celulares,
preferencialmente em células com divisao ativa (CIACCI-ZANELLA, 2007). Além das
células do sistema imune, a replicagcéo virica parece ser mais eficiente em tecidos
com marcada atividade mitética, uma vez que o0 virus depende de polimerases
presentes no nacleo celular do hospedeiro. Sua replicacdo ocorre durante a fase S
do ciclo celular e além das polimerases, requer ainda a participacdo de varias
proteinas das células hospedeiras A replicacdo do genoma se inicia logo apés a
penetracdo do virus na célula (TISCHER et al., 1987).

A predilecdo do PCV2 por macréfagos, mondcitos, histiocitos e macrofagos
apresentadores de antigenos do pulmao, timo e bacgo, indica que a patogénese da
infeccdo estd associada a disfuncdo imune, uma vez que este virus interfere com a
funcdo imunoldgica normal (ZANELLA e MORES, 2003). Adicionalmente, ocorre
destruicdo de macréfagos, o que indica um efeito patogénico direto do virus,
aumentando a susceptibilidade a outros agentes (KIM et al.,, 2002). Os estudos
moleculares (AMEISEN et al., 2002; HISCOTT et al., 2001; KARUPPANNAN et al.,
2008; LIU et al., 2005; STEVENSON et al., 2007; WEI et al., 2008) tém incriminado

uma de suas proteinas (ORF3), como responséavel pela patogénese da infecgéo,
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pela inducédo de apoptose relacionando-a inclusive com a dispersdo do PCV2 in vivo
através de macrofagos e células dendriticas.

Apoés a infeccdo e replicacdo em células do sistema imunoldgico, o PCV2
produz viremia e se dissemina sistemicamente no organismo, através dos monaqcitos
do sangue (CIACCI-ZANELLA, 2007). Em condi¢Bes experimentais, o periodo de
incubagéo da doenca pode chegar a 2-4 semanas (ALLAN et al., 1999; BALASH et
al., 1999; HARMS et al., 2001), periodo no qual o acumulo de virus necessario para
iniciar a doenca é alcancado. Quanto maior a quantidade de antigeno virico
detectado, maior a deplecao linféide, maior é a extensao das lesbes (CHIANINI et
al., 2003; DARWICH et al., 2002; DARWICH et al., 2003; ROSELL et al., 1999;).

Devido a incapacidade do animal infectado desenvolver uma resposta
imunologica efetiva, 0 PCV2 pode infectar células de varios érgaos (pulmdes, figado,
rins, intestino), produzir diferentes lesdes e, assim, agravar o quadro clinico. Um
desequilibrio das substancias mediadoras da imunidade, morte de linfocitos e falhas
na reposicdo de células linféides colaboram para esta imunodeficiéncia (CIACCI-
ZANELLA, 2007).

A relagédo entre o PCV2 e as células envolvidas na resposta imune difere
durante o curso da doenca. A presenca de macrofagos ativados parece ser um fator
essencial no desenvolvimento da doenca, enquanto que a imunossupressao é uma
consequéncia em suinos severamente afetados (SEGALES et al., 2004). Assim, nas
infeccbes mais avancadas, a deplecdo linféide € maior nas areas foliculares. Em
estagios iniciais e intermediarios da infeccdo, ocorre o aumento da populacao
mononuclear fagocitaria, atribuida a perda de células linféides em zonas
interfoliculares dos linfonodos e a infiltracdo por macréfagos nestes 6rgédos. Nos
estagios finais da doenca, observaram-se reducédo de linfocitos T e B (SARLI et al.,
2001; SHIBAHARA et al., 2000).

Segundo Darwich e Mateu (2012) todos os suinos de criacdo comercial séo
infectados pelo PCV2 em algum momento de suas vidas, porém ainda nao esté claro
porque apenas uma parcela dos animais infectados desenvolve manifestacao
clinica. Sugere-se que a presenca de PCV2 é um fator absolutamente necessario
para o desenvolvimento da PCVAD, porém provavelmente, ndo é um fator suficiente,
de forma que existiriam outros fatores que facilitariam ou desenvolveriam a doenca
sob determinadas condicdes (QUINTANA et al., 2001; SEGALES, 2012).
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A explicagdo para que haja manifestacéo clinica pode estar relacionada com
a presenca de co-fatores infecciosos e ndo-infecciosos, que sdo responséaveis pelo
aumento dos niveis de replicacdo do PCV2. Sabe-se que 0s animais que
desenvolvem a infeccdo subclinica apresentam uma carga viral inferior aquela
presente nos animais que desenvolvem a manifestacdo clinica, sobretudo a SMDS.
Estes animais também desenvolvem titulos superiores de anticorpos neutralizantes
contra o PCV2 (CIACCI-ZANELLA, 2007).

Além da SMDS, o PCV2 tem sido associado a outras manifestacdes clinicas,
tais como desordens reprodutivas (MADSON et al., 2009; MATEUSEN et al., 2007,
O'CONNOR et al., 2001), complexo de doencas respiratérias dos suinos (PRDC),
enterite (KIM et al.,, 2004; OPRIESSNIG et al., 2007), sindrome da dermatite e
nefropatia suina (SDNS) (ALLAN et al., 2000; ROSELL et al., 2000b; WELLENBERG
et al., 2004), pneumonia necrosante e proliferativa (PNP) (GRAU-ROMA e
SEGALES, 2007; SZEREDI e SZENTIRMAI, 2008) e infeccdo sistémica associada
ao PCV2 (OPRIESSNIG et al., 2007). Além disso, o tremor congénito tipo A2 foi
inicialmente associado a infeccdo por PCV2 (STEVENSON et al., 2001), mas
estudos posteriores sugeriram que ndo ha nenhuma associa¢ao entre o virus e esta
condigcédo (HA et al., 2005; KENNEDY et al., 2003).

A infeccdo sistémica associada ao PCV2 é caracterizada clinicamente por
emagrecimento, baixa condicdo corporal, depressdo, anemia, palidez de pele e
mucosas, dificuldades respiratorias, diarréia e ocasionamente ictericia e Ulcera
gastrica (DARWICH et al.,, 2004; HARDING e CLARK, 1997; KRAKOWKA et al.,
2004; LARROCHELLE et al., 1999; ROSELL et al., 1999). O aumento dos ganglios
linfaticos subcutaneos é um achado comum nas fases iniciais da doenca (CLARK,
1997; ROSELL et al., 1999). Mesmo leitdes identificados como sobreviventes
apresentam falha no crescimento exibindo um deficiente ganho de peso e
desuniformidade de carcaga (CIACCI-ZANELLA, 2007).

O PCV2 associado a doenca pulmonar e doenca entérica envolvem
dificuldade respiratoria (HARMS et al., 2002; KIM et al., 2003) e diarréia (KIM et al.,
2004; OPRIESSNIG et al., 2007), respectivamente, podendo haver uma
sobreposicdo a essas duas condigcdes (OPRIESSNIG et al., 2007), uma vez que
ambos o0s sinais clinicos podem estar facilmente presentes em casos de doenca

sistémica.
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Na SDNS, os suinos afetados apresentam-se deprimidos e com anorexia,
com pouca ou nenhuma febre (DROLET et al.,, 1999). Podem estar prostrados,
relutantes em se mover e/ou exibir dura marcha. O sinal mais evidente é a presenca
de maculas e papulas vermelhas a purpura na pele, principalmente nos membros
traseiros e area perineal. Com o tempo, as lesdes tornam-se cobertas por crostas
escuras. Lesdes cutaneas tendem a gradualmente desaparecer, por vezes deixando
cicatrizes (DROLET et al., 1999; SEGALES et al., 1998). Esta sindrome afeta os
animais em fase de creche, crescimento, terminacédo e suinos adultos (DROLET et
al., 1999), sendo que sua prevaléncia é geralmente inferior a 1% (SEGALES et al.,
1998).

Lesdes renais tém sido amplamente descritas na PCVAD (SEGALES et al.,
2004). Suinos infectados normalmente exibem nefrite intersticial, que tem sido
descrito como nefrite linfoplasmocitaria tubulointersticial, nefrite intersticial
granulomatosa e tipos mistos. Em todos esses tipos de lesdo, o PCV2 é
relativamente abundante, ndo sO0 dentro das células inflamatérias renais, mas
também nas células epiteliais (SARLI et al., 2008). Por outro lado, as lesdes nos rins
em casos SDNS, podem culminar com o desenvolvimento de glomerulite fibrino-
necrotizante grave, nefrite intersticial ndo-supurativa e vasculite necrotizante na
pélvis renal (DROLET et al., 1999; SEGALES et al., 1998). O PCV2 foi detectado
dentro dos infiltrados inflamatorios intersticiais nos rins, bem como em células
tubulares renais em casos SDNS (ROSELL et al., 2000b).

Macroscopicamente sdo encontradas lesdes granulomatosas em varios
orgdos especialmente linfonodos mesentéricos e inguinais, pulmao, rins e intestino
grosso. Além de marcada atrofia do timo em animais severamente afetados (ELLIS
et al., 1998; OPRIESSNIG et al., 2007; ROSELL et al., 1999; SEGALES et al., 2004).
Geralmente ha uma evidente linfadenopatia sistémica, especialmente envolvendo os
linfonodos inguinais, mesentéricos, brénquicos e mediastinais que podem
apresentar-se brancacentos e homogéneos a superficie de corte. Alteragbes
similares sédo observadas nas placas de Payer e no baco. O figado pode apresentar
desde uma discreta ictericia até atrofia com acentuada presenca de tecido conjuntivo
interlobular. Nos rins podem ser observados pontos brancos na cortex renal, edema
e aumento de tamanho do 6rgdo. Podem ser encontrados também pulmdes com
consolidagdo cranio-ventral e colabamento. No caso de envolvimento do trato

gastrointestinal pode haver palidez, edema e ulceracdo ndo hemorragica da porcao
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paresofagica do estbmago, além de espessamento das paredes do intestino com
preenchimento por fluido, especialmente no intestino delgado (ALLAN e ELLIS,
2000; OPRIESSNIG et al., 2007; SEGALES et al., 2004).

O comprometimento de um ou mais 6rgdos é bastante variavel em animais
acometidos pela PCVAD e os fatores que determinam esta caracteristica ndo estao
bem compreendidos, mas podem estar associados a presenca de agentes co-
infecciosos bacterianos, diferencas entre isolados do virus, estagio da infeccdo, além
de diferencas genéticas ou da resposta imune do hospedeiro (ALLAN e ELLIS,
2000).

As principais lesdes histopatologicas da PCVAD estdo relacionadas com o
sistema linfocitario, apresentando processos de deplecdo linféide (ALLAN et al.,
1999; ELLIS et al.,, 1999; KENNEDY et al.,, 2000; KRAKOWKA et al., 2002;
MOROZOV et al., 1998; ROSELL et al., 1999), perda da arquitetura de 6rgaos
linféides secundarios (CHIANINI et al, 2003; SARLI et al., 2001). Observa-se ainda
infiltracdo  histiocitaria, que frequentemente contém corpos de incluséo
citoplasmaticos, basofilicos e que séo vistos como grandes inclusdes individuais
(sincicios) ou como corpos pequenos multiplos (ALLAN et al., 1998; FENAUX et al.,
2002; ROSELL et al., 1999). Em casos mais cronicos, a deplecao linfocitaria tende a
ser menos severa com menor proliferacdo de histiocitos e menor infiltracdo de
células gigantes multinucleadas (QUINTANA et al., 2001).

Linfadenite necrosante pode ser encontrada em, pelo menos, um linfonodo
em cerca de 10% dos suinos que sofrem de ocorréncia natural de PCVDs
(SEGALES et al., 2004). Essa lesdo foi também observada em condicdes
experimentais com suinos que apresentaram deplecdo linfocitaria e inflamacao
granulomatosa nos linfonodos (OPRIESSNIG et al., 2006a; OPRIESSNIG et al.,
2006b). Tal necrose pode afetar grandes areas do parénquima do linfonodo ou ser
focada principalmente em areas foliculares (SEGALES, 2012).

A deplecéo linfoide afetando células B e células T revela o enorme impacto da
infeccdo por PCV2 sobre o sistema imunoldgico dos suinos afetados, predispondo-
os a outras infeccbes (DARWICH E MATEU, 2012).

Em geral os sinais clinicos e lesbes em decorréncia das diferentes
manifestacbes sdo inespecificos. Diante de tantas condi¢des associadas ao PCV2, o
estabelecimento de critérios para o diagnostico é algo de grande complexidade
(SEGALES, 2012).
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2.3.4 Diagnéstico do PCV2 e doencas associadas

Pelo fato do PCV2 ser um virus ubiquo, o diagndéstico das sindromes que
ocasionam manifestacao clinica ndo pode simplesmente ser baseado na deteccéo
do virus ou anticorpos contra ele (McNEILLY et al., 2002; OPRIESSNIG et al., 2007,
SEGALES e DOMINGO, 2002). Os critérios de diagnostico s&o, portanto,
considerados muito rigorosos (SEGALES, 2012). O diagndstico definitivo das
enfermidades associadas a este agente € entdo estabelecido com base em trés
critérios: sinais clinicos compativeis com a enfermidade; presenca de lesbes
microscépicas nos orgaos linféides e deteccdo de antigeno ou &cido nucléico do
PCV2 nas les6es (QUINTANA et al., 2001; SORDEN, 2000).

Os métodos de diagnostico que sdo mais rotineiramente utilizados para
detectar o PCV2 incluem hibridizacao in situ (IHS), imunohistoquimica (IHC), ensaios
de imunofluorescéncia (IF) (ELLIS et al., 1998; ELLIS et al., 1999; McNEILLY et al.,
1999; MOROZOV et al.,, 1998; ROSELL et al., 1999), assim como a reacdo da
polimerase em cadeia (PCR) (ALLAN et al., 1999; LAROCHELLE et al., 1999). Nao
h& efeito citopatico causado pelo PCV em cultivo celular.

O acido nucléico ou antigeno de PCV2 é detectado usualmente no citoplasma
de histiocitos, células sinciciais e outras células do sistema mononuclear fagocitario
tais como os macréfagos alveolares, células de Kupfer e as células dendriticas dos
orgaos linféides (ALLAN e ELLIS, 2000; ROSELL et al., 1999). De forma mais
esporadica também pode se detectar o virus em hepatdcitos, em células do epitélio
renal e respiratorio, endotélios vasculares, linfécitos, células ductulares e acinares
pancreaticas, células musculares lisas e enterdcitos (McNEILLY et al., 1999;
ROSELL et al., 1999; SIRINARUMITR et al., 2000). Entretanto, também é possivel
detectar o PCV2 em suinos clinicamente normais; nestes casos, a quantidade de
virus é muito baixa e a intensidade das lesdes € muito leve (QUINTANA et al., 2001).

Os resultados positivos em suinos sadios ou suinos portadores de outras
enfermidades devem ser interpretados cautelosamente; em geral, sdo aceitas trés
possiveis interpretacbes para estes resultados: 1) Infeccdo subclinica por PCV2
(portanto neste caso, ndo se estabelece o diagnodstico da enfermidade clinica em
nenhum dos casos); 2) Suinos na fase inicial da infeccdo (talvez estes animais

acabariam desenvolvendo a manifestacéo clinica); 3) Suinos em fase convalescente
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da doenca (animais que manifestaram clinicamente a enfermidade, porém se

encontram em fase de recuperacao) (QUINTANA et al., 2001).



3 DESENVOLVIMENTO

3.1 DIAGNOSTICO DA PNEUMONIA ENZOOTICA SUINA PELA INSPECAO
SANITARIA POST-MORTEM: COMPARACAO COM OUTROS METODOS DE
DIAGNOSTICO.

Enviado para o periddico Pesquisa Veterinaria Brasileira (Qualis A2)
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Diagnodstico da pneumonia enzodtica suina pela inspecio sanitaria post-mortem: comparacio com
outros métodos de diagnéstico?

Kénia de F. Carrijo*, Elmiro R. do Nascimento3, Virginia Léo de A. Pereira3, Nelson Morés#, Catia S. Klein?,
Leonardo M. Domingues> e Rogerio Tortelly®

ABSTRACT.-Carrijo K.F., Nascimento E.R., Pereira V.L.A., Morés, N., Klein, C.S., Domingues L.M. & Tortelly
R. 2012. [Diagnostic of porcine enzootic pneumonia by post mortem sanitary inspection:
comparation with other methods of diagnosis.] Diagndstico da pneumonia enzodtica suina pela
inspe¢do sanitdria post mortem: comparacdo com outros métodos de diagnéstico. Pesquisa Veterindria
Brasileira 00(0):00-00. Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal Fluminense, Rua Vital Brazil Filho
64, Niterdi, R] 24230-340, Brazil. E-mail: keniacarrijo@famev.ufu.br

To compare the concordance of the diagnosis of porcine enzootic pneumonia (PEP) by post-
mortem Sanitary Inspection with other methods (histophatology and immunohistochemistry- IHC), we
used lung tissue samples from 100 pigs slaughtered under sanitary inspection, and 50 of these had
macroscopic lesions suggestive of PEP and 50 had no such lesions. These were fixed in 10% buffered
formalin and processed by routine procedures for paraffin embedding and IHC technique for Mycoplasma
hyopneumoniae using a monoespecific polyclonal antibody. The study demonstrating that there is
concordance between the diagnosis of Sanitary Inspection with histophatology, between the diagnosis of
Sanitary Inspection with [HC and histophatology with IHC. It can be conclude that when the lung has gross
lesions, the probability the result is positive in IHC and the presence of microscopic lesions increases.
Thus, the microscopic diagnosis for PEP is feasible because it is associated to the other, so that the
diagnosis given by the officials of Sanitary Inspection in slaughterhouses is not wrong; the macroscopic
diagnosis is therefore a valid method for the diagnosis of PEP, it being understood this is not to say that
the detection of M. hyopneumoniae.

INDEX TERMS: Porcine enzootic pneumonia, post mortem sanitary inspection, diseases of swine,
histopathology, immunohistochemistry.

RESUMO.- Para a comparacdo da concordancia do diagnoéstico de pneumonia enzoética suina (PES) pela
Inspecdo Sanitdria post-mortem com outros métodos (histopatologia e imunohistoquimica - IHQ), foram
utilizadas amostras de tecido pulmonar de 100 suinos abatidos em um matadouro-frigorifico sob inspec¢do
sanitaria, sendo que destes 50 eram portadores de lesdes macroscépicas sugestivas de PES e 50 nao
tinham tais lesdes. Estas foram conservadas em formalina 10% tamponada e submetidas as técnicas
habituais para inclusdo em parafina e IHQ para Mycoplasma hyopneumoniae usando-se um anticorpo
policlonal monoespecifico. O estudo demonstrou que ha concordancia entre o diagndstico da Inspeg¢io
Sanitaria com a histopatologia, entre o diagnéstico da Inspecdo Sanitaria com a IHQ e da histopatologia
com a IHQ. Pode-se concluir que quando os pulmdes tem lesdes macroscopicas, a probabilidade de o
resultado ser positivo na IHQ e a presenca de lesdes microscopicas aumenta. Assim, o diagnéstico
macroscopico para PES é factivel porque esta associado aos demais, de forma que o diagndstico conferido
pelos funciondrios da Inspe¢do Sanitaria nos matadouros ndo estd equivocado; o diagndstico
macroscopico é, portanto um método valido para o diagnéstico de PES, entendendo-se que isto nio
significa dizer que seja a detec¢do de M. hyopneumoniae.

TERMOS DE INDEXACAO: Pneumonia enzodtica suina, inspecao sanitaria post mortem, doencas de suinos,
histopatologia e imunohistoquimica.

INTRODUGAO

A Pneumonia Enzodtica Suina (PES), cujo principal agente etiolégico envolvido é o Mycoplasma
hyopneumoniae, é uma enfermidade respiratéria crénica que acomete o sistema respiratério de suinos de
producdo intensiva. Causa significativas perdas econdmicas para os produtores e para a industria, em
funcdo da piora na conversdo alimentar, atraso no ganho de peso, gastos com medicamentos e
principalmente, predisposicido a infec¢ées secundarias com consequente depreciagdo das carcacgas (Ross
1999).

Dentro deste contexto, a avaliagdo de 6rgdos de suinos em matadouro é de elevada importancia
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em diversas areas de sadde animal. Inicialmente, estas avaliagdes foram usadas no diagnéstico de
enfermidades subclinicas, bem como para confirmar a presenca de doengas clinicamente evidentes, de
forma a se obter um indicativo do agente etioldgico envolvido e a prevaléncia desta condi¢do no rebanho.
Posteriormente, os matadouros foram usados para monitorar a eficiéncia de algumas estratégias de
controle de doengas através da comparagdo da prevaléncia e severidade das lesdes no abate antes e apds a
implantacdo de mudancas entre grupos de teste e medidas de controle. Atualmente, as avaliacdes nos
matadouros provaram ser de valor, tanto na pesquisa como na identificacdo de lesdes provocadas por
quadro clinico, observado nas granjas, quando se suspeita estarem presentes na sua forma subclinica ou
na sua forma cronica (Sobestiansky et al. 2001).

E no exame post-mortem, realizado nos frigorificos por fiscais sanitarios, que as lesées por PES
sdo identificadas mediante exames macroscépicos, indicando a situacdo de saide do rebanho e gerando
dados que podem ser relevantes em estudos epidemiolégicos e econdmicos da enfermidade (Maes et al.
2001, Walker & Bilkei 2006, Martinez et al. 2007). Dessa maneira, ndo ha duvidas de que os dados obtidos
pela Inspecdo Sanitaria no matadouro constituem um importante subsidio para a avaliacdo das perdas
econdmicas (Carrijo et al. 2008).

Na literatura, apesar de existir numerosos relatos comparando resultados de diagndstico das
lesdes pulmonares na inspecdo sanitaria com resultados sorolégicos (Mousing et al. 1990, Bahnson et al.
1994, Morris et al. 1995), sdo escassos os trabalhos que comparam a eficiéncia do diagnéstico
macroscopico com outros métodos de diagnostico, como por exemplo, a histopatologia (microscopia) e a
Imunohistoquimica (IHQ) a fim de verificar a o grau de concordancia entre estes.

A partir do exposto, o presente trabalho teve como objetivo comparar a concordancia dos
diagnoésticos de pulmdes com lesdes sugestivas de PES na Inspecio Sanitaria post-mortem, realizada por
funcionarios do Servico de Inspec¢do Sanitaria com outros métodos de diagndstico (histopatologia e IHQ),
mediante a realizacdo de um estudo observacional do tipo caso-controle.

MATERIAL E METODOS

Foram obtidas amostras de tecido pulmonar de 100 suinos abatidos sob inspec¢do sanitidria em um
matadouro-frigorifico do estado de Santa Catarina, durante o més de fevereiro de 2011. Foram
estabelecidos dois grupos, cada um com 50 animais, tratando-se de um estudo epidemiolégico do tipo
caso-controle. O grupo caso foi representado por suinos portadores de lesdes macroscépicas sugestivas de
PES (Fig.1), enquanto que o grupo controle foi representado por suinos sem as referidas lesdes, ambos
diagnosticados durante o abate, por funcionarios do Servico de Inspecdo do estabelecimento. Para cada
amostra caso, era obtida em seguida uma amostra controle de forma alternada, com o cuidado de que este
conjunto fosse do mesmo plantel. As amostras utilizadas no grupo caso foram retiradas do lobo pulmonar
que apresentava maior extensao de lesdo macroscdpica. No grupo controle, as amostras foram coletadas
no lobo correspondente ao que foi coletado no grupo caso. Cada fragmento foi acondicionado em frascos
separados, contendo formalina a 10% tamponada, sendo posteriormente processados para a
histopatologia, através das técnicas habituais para inclusdo em parafina (Allen 1992). De cada animal
foram obtidos dois cortes histolégicos a partir dos blocos: um foi corado com hematoxilina-eosina (para
ser realizado o diagnoéstico histopatolégico ou microscépico de rotina) e o outro foi tratado e corado,
segundo a técnica de imunohistoquimica proposta por Gava et al. (2008), para identificar, a presenca de
antigenos de M. hyopneumoniae nos tecidos (Fig.2). Nesta, utilizou-se um anticorpo policlonal
monoespecifico contra a proteina recombinante do M. hyopneumoniae p36 produzido e cedido pelo
Programa de Investigacdo de Genomas Sul - PIGS, na diluigdo 1:2400. Como controle positivo foram
utilizados cortes de pulmdes de suinos livres de patoégenos especificos (SPF) inoculados
experimentalmente com este microrganismo e com diagnostico confirmado pela Nested-PCR (N-PCR).
Como controle negativo foram utilizados cortes de pulmdes de animais SPF, também testados pela N-PCR.
Tais controles foram gentilmente cedidos pelo Dr. Nelson Morés, Laboratério de Patologia, Embrapa
Suinos e Aves, Concordia, SC, Brasil.

No exame histopatoldgico, seguiu-se os critérios de classificagdo por escore descritos por Van
Alstine et al. (1996), Irigoyen et al. (1998) e Scofano (2006). A reacdo peribronquial foi graduada como
escore zero quando nio eram observados nédulos peribronquiais de constituigio mononuclear, indicando
auséncia de lesdo; escore um quando pequenos nddulos estavam presentes em menos de 25% dos
brénquios, bronquiolos e vasos; escore dois quando pequenos ndédulos estavam presentes em 25-75%
dessas estruturas e escore trés quando estavam presentes em mais de 75% das estruturas ou devido a
presenca de grandes nédulos (Fig.3). Foram considerados como negativos, os pulmdes com escores
microscopicos zero e um e positivos os que apresentaram escore microscopico dois e trés.
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Para a interpretacdo do exame de IHQ, adotou-se a metodologia proposta por Lorenzo et al.
(2006), que estabelecem o resultado como negativo, quando nenhum sinal foi detectado (escore zero) e
positivo (escores que variam de um a trés). O escore um indica uma fraca quantidade de antigeno no
epitélio ciliado de pelo menos um bréonquio/bronquiolo; escore dois, moderada quantidade de antigeno na
superficie de um pequeno niimero de bronquios/bronquiolos e trés, quando ha uma grande quantidade de
antigeno na superficie de muitos bronquios e bronquiolos.

Os resultados foram armazenados em banco de dados e analisados por meio dos softwares Instat
e BioEstat 5.0, obtendo-se a frequéncia de casos positivos e negativos, tanto na macroscopia quanto na
microscopia e IHQ. Os Testes de Fisher e McNemar com alfa igual a 5% foram utilizados para verificar a
significancia entre os métodos de diagnoéstico. A razdo de chances (“Odds Ratio”) foi calculada a fim de se
verificar a associacdo entre os referidos métodos de diagnostico.

0 Indice de concordancia ajustada (Kappa), que exclui as concordancias ao acaso, foi calculado
para demonstrar o relacionamento entre os exames macroscopico e microscopico, macroscopico e IHQ,
microscépico e IHQ indicando a concordancia entre si (Thrusfield 2004). A interpretagdo do coeficiente de
Kappa (k) seguiu os seguintes critérios propostos por Pereira (1995):

Kappa Concordancia
<0,00 Ruim
0,00-0,20 Fraca
0,21-0,40 Sofrivel
0,41-0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima
1,00 Perfeita
RESULTADOS E DISCUSSAO

Diagndstico macroscopico x microscépico da PES

Pode-se verificar no quadro 1, que dos 50 animais diagnosticados como positivos para PES (grupo caso),
segundo os funcionarios do Servico de Inspec¢do Sanitdria na avaliagdo post-mortem (macroscopia), todos
foram positivos também na microscopia. No grupo controle (negativos para a PES na macroscopia), dos 50
animais avaliados, 47 (94%) também foram diagnosticados como negativos na microscopia. Os trés casos
(6%) positivos neste exame constituiram os casos discordantes.

O teste exato de Fisher para se verificar a significancia entre diagnéstico de casos microscopicos
com o diagndstico de casos macroscépicos (inspecdo post-mortem) de PES, revelou associagdo
significativa (p<0,001) entre os mesmos. Foi ainda calculado o “Odds Ratio”, obtendo-se 1.370,1 (69,910-
27.266) como resultado. Dessa forma, animais com presenca de lesdes macroscopicas de pulmio
apresentam 1370,1 vezes mais chances de ter também lesdes na microscopia em relagdo aqueles sem
lesdo macroscépica (p<0,001).

A taxa geral de concordancia entre os dois métodos de diagnéstico foi de 97% e o valor de Kappa
(k) foi igual a 0,94 (94%), indicando uma 6tima concordancia entre eles (p<0,001). Consequentemente, o
nivel de reprodutibilidade entre eles é classificado como excelente. A taxa de concordancia encontrada no
presente trabalho foi superior aquela encontrada por Carrijo et al. (2008) em estudo também do tipo caso-
controle, cuja taxa geral de concordancia entre os dois métodos de diagnéstico (macroscopia versus
microscopia) foi de 80,44% e o valor de Kappa foi de 0,62 (62%), considerado de “boa concordancia”.

A concordancia significativa obtida na comparagdo entre os dois métodos de diagnodstico
(macroscopia e microscopia) para PES (ou seja, a deteccdo da lesdo, ndo necessariamente causada
exclusivamente pelo M. hyopneumoniae) permite-se afirmar que os referidos métodos possuem o mesmo
valor diagndstico, ou muito préximo, apesar da existéncia de casos negativos discordantes. Ribeiro et al.
(2004), também verificaram uma correlagdo positiva entre os diagnésticos macroscopico e microscopico
para esta enfermidade, indicando correspondéncia entre essas manifestagdes, além de demonstrar o valor
preditivo destas alteragdes para fins de diagnéstico.

A existéncia dos negativos discordantes (auséncia de lesdes macroscépicas, porém com alteragdes
microscépicas) pode ser justificada em funcdo da idade em que os animais foram infectados e em qual fase
da enfermidade foram abatidos. Segundo Blanchard et al. (1996) as lesdes macroscépicas podem ndo ser
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observadas em casos que o animal se infectou poucas semanas antes do abate, ndo havendo ainda tempo
suficiente para que as lesGes macroscopicas se apresentem na superficie do 6rgdo. Nogueira (1996)
complementa tal informacdo, afirmando que as lesdes s6 podem ser vistas entre 7 e 28 dias apés a
infeccéo.

Outra possibilidade, segundo Irigoyen et al. (1998) e Van Alstine et al. (1996) refere-se aos
animais que se infectaram, porém tiveram regressao das lesdes superficiais. Segundo Kobisch et al. (1993)
a recuperacdo destas pode ocorrer por volta das 8-12 semanas apds a exposicdo. Dessa forma, se os
animais se infectaram no inicio de suas vidas, estas lesdes macroscopicas poderiam ja ter regredido na
ocasido do abate, embora as altera¢des microscopicas permanecessem.

Diagndstico macroscopico da PES x IHQ para M. hyopneumoniae

Quando se comparou o diagnéstico macroscépico dos 50 pulmdes portadores de lesdes sugestivas de PES
(grupo caso), realizado pelos Fiscais do Servigo de Inspecdo Sanitaria, com a IHQ para M. hyopneumoniae,
(Quadro 2), pode-se verificar que em 82% (41/50) deles foi verificada a presenca de M. hyopneumoniae.
Pelo calculo do “Odds ratio”, pode-se verificar que animais com a presenca de lesdes macroscopicas
pulmonares apresentam 2,25 vezes mais chances de ser detectada a presenca de M. hyopneumoniae pela
[HQ em relacdo aqueles sem lesdo macroscépica (p<0,001). O teste de McNemar evidenciou que animais
com lesdes macroscopicas de pulmio apresentaram maior probabilidade de ser detectado o M.
hyopneumoniae por meio da IHQ, do que aqueles que ndo tinham lesdes macroscopicas, porém esta
probabilidade nao é significativa (p=0,2668). No entanto, nos pulmdes do grupo controle (sem lesdes
macroscopicas de PES), foi verificada a presenca deste agente em 8% (4/50) deles. A taxa geral de
concordancia entre os dois métodos foi de 87% e o valor de “kappa” foi igual a 0,74 (74%), indicando boa
concordancia entre eles, e esta é significativa (p<0,0001). Desta forma, verifica-se que estes dois métodos
estdo relacionados.

Ao analisar os resultados apresentados, deve-se levar em consideragio que o diagndstico
macroscopico é baseado na presenca de lesdes sugestivas de PES, que tem como agente etioldgico
primario, o M. hyopneumoniae. No entanto, outros agentes virais e bacterianos secundarios podem estar
presentes, exacerbando tais lesdes (Ciprian et al. 1988, Sgrensen et al. 1997, Marois et al. 2009, Opriessnig
et al. 2004). Em virtude do M. hyopneumoniae ter sido detectado em 82% dos pulmdes com lesdes,
constata-se que a grande maioria delas esta associada a este agente e que o diagndstico conferido pelos
funcionarios do Servico de Inspegdo Sanitaria para PES é valido.

Apesar do diagnostico macroscopico ter possibilitado a verificagdo da associagdo das lesdes
pulmonares com o M. hyopneumoniae, este agente foi detectado em 92% dos pulmdes que ndo tinham
lesdo, confirmando que a deteccdo deste agente por si s6 nem sempre esta acompanhada de lesdes de
pneumonia (Thacker 2004), as quais, se estivessem presentes, acarretariam a condenag¢ao do 6rgido no
momento do abate.

Diagnostico microscopico da PES x IHQ para M. hyopneumoniae

Quando se avaliou a associacdo entre o diagnéstico microscépico da PES, baseado em caracteristicas
especificas de que seja uma infeccdo ocasionada pelo M. hyopneumoniae, com a IHQ para este agente,
pode-se verificar que na microscopia, dentre os 53 casos positivos, 43 (81,2%) também foram positivos na
IHQ. E dentre os 47 casos negativos na microscopia, 45 (95,75%) também foram negativos para a IHQ,
conforme pode-se observar no quadro 3. Pelo Teste de McNemar, verificou-se que os dois métodos estdo
associados de forma significativa (p=0,0386) e aqueles animais com diagnéstico positivo para M.
hyopneumoniae pela IHQ apresentam 96,75 vezes (OR=95,7500) mais chances de também apresentar
lesdes microscépicas para PES do que aqueles negativos (p<0,0001).

A taxa geral de concordancia entre os dois métodos foi de 88% e o valor de “kappa” foi igual a 0,77
(77,14%), indicando boa concordancia e excelente replicabilidade entre os dois métodos. Ribeiro et al.
(2004) também verificaram uma associacdo significativa entre as técnicas microscopica e
imunohistoquimica, por meio da correlagdo positiva das mesmas, indicando que a presenca de lesdo esta
associada a presenca de M. hyopneumoniae.

Quanto aos 10 casos em que ndo foi detectado o M. hyopneumoniae pela IHQ (18,8%) e que, no
entanto, foram positivos para PES na microscopia, esta situacdo pode estar relacionada a quantidade
variavel de antigeno no tecido pulmonar, dependendo do estdgio de infeccdo e locais de lesdes mais
desenvolvidas. Segundo Feenstra et al. (1994), nos casos agudos da enfermidade, devido ao maior niimero
de células de M. hyopneumoniae presentes, a probabilidade de se obter resultados positivos no diagnédstico
pela IHQ é aumentada; porém, nas infec¢des cronicas, a sensibilidade do método diminui devido ao baixo
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nimero de microrganismos. Doster & Lin (1988) também citam que animais cronicamente afetados
podem exibir pequena concentra¢do de microrganismos, justificando em determinadas situagdes, a
auséncia de imunomarcac¢do. Bashiruddin et al. (1999) consideram ainda que as areas com maior
concentragio de antigenos correspondem aos locais de lesdes mais desenvolvidas e dependendo do corte
histolégico, areas com menor concentragdo de antigenos podem ser obtidas, ocasionando imunomarcagdo
mais ténue ou até mesmo ausente.

Além disso, a presenca de lesdes de PES, porém sem a deteccdo do M. hyopneumoniae na IHQ,
pode estar relacionada, possivelmente a medicagdo com antimicrobianos em alimentos e/ou em 4gua, com
acdo sobre este agente, a fim de combater a infecgdo nos animais alojados na granja até o inicio da fase de
terminacdo (Vicca et al. 2004), porém as lesdes ainda ndo haviam regredido totalmente até a ocasido do
abate. Deve-se ainda considerar a possibilidade de medicacdo individual injetavel para os animais que
apresentaram manifestacdo clinica no periodo de terminac¢do usando drogas com periodo de retirada
compativel com a data de abate (Ross 1999).

Assim, mesmo sendo detectadas nas lesdes de PES caracteristicas indicativas de infecg¢des
cronicas pelo M. hyopneumoniae, como hiperplasia de nddulos linféides peribronquiais e
peribronquiolares, por exemplo (ROSS 1992), a quantidade de células necessarias para que houvesse
imunomarcacdo pode nio ter sido suficiente, sendo estes casos julgados como negativos quanto a
presenca deste agente etioldgico.

CONCLUSOES

0 estudo demonstrou que ha concordancia entre o diagnéstico da Inspecdo Sanitaria com a histopatologia,
da Inspecdo Sanitaria com a IHQ e da histopatologia com a IHQ.

Portanto, conclui-se que quando os pulmdes tem lesdo macroscdpica, a probabilidade de o
resultado ser positivo na IHQ e a presen¢a de lesdes microscopicas aumenta. Assim, o diagnéstico
macroscopico para PES é factivel porque estd associado aos demais, de forma que o diagnéstico conferido
pelos funciondrios da Inspecdo Sanitaria nos matadouros ndo estd equivocado; o diagndstico
macroscopico é, portanto um método valido para o diagnéstico de PES, entendendo-se que isto nio
significa que seja a deteccdo de M. hyopneumoniae.
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Legenda das Figuras

Fig.1. Suino. Pulmio. Lesdes sugestivas de PES. Acometimento bilateral (setas). Parte dos lobos
apresentam tonalidade arroxeada.

Fig.2. Marcacdo positiva acentuada vermelha de antigenos na superficie de um bronquiolo. Anticorpo
policlonal monoespecifico anti p36 de M. hyopneumoniae 1:2400. Imunohistoquimica pelo método LSAB e
contra corada com hematoxilina de Harris, obj.40x.

Fig.3. Suino. Pulm3o. Pneumonia enzooética suina. Escore 3, presenca de grandes nédulos (N) de
mononucleares. H.E., obj.10x.

Os Quadros
Quadro 1. Relacgdo entre os diagndsticos macroscopico e microscopico da PES em suinos abatidos

sob Inspecao Sanitaria no estado de Santa Catarina, Brasil, durante o més de fevereiro de 2011, em
um estudo tipo caso-controle*

Casos Casos Microscdpicos

Macroscépicos Positivos (%) Negativos (%) Total (%)
Positivos 50 (50,0) 0 (0,0) 50 (100)
Negativos 3(6,0) 47 (94,0) 50 (100)
Total 53 (53,0) 47 (47,0) 100 (100)

*Taxa geral de concordancia: 97%; Kappa= 94% (6tima concordancia - p <0,001); Teste Exato de Fisher
significativo (p<0,001); OR: 1370,1 (69,910-27266,00).

Quadro 2. Relac¢ido entre os diagndsticos macroscépico da PES e da Imunohistoquimica (IHQ) para
M. hyopneumoniae em suinos abatidos sob Inspecio Sanitaria no estado de Santa Catarina, Brasil,
durante o més de fevereiro de 2011, em um estudo tipo caso-controle*

Macroscopia IHQ - M. hyopneumoniae
PES Positivos (%) Negativos (%) Total (%)
Positivos 41 (82,0) 9 (18,0) 50 (100)
Negativos 4(8,0) 46 (92,0) 50 (100)
Total 45 (45,0) 55 (55,0) 100 (100)

*Taxa geral de concordancia: 87%; Kappa= 74% (boa concordancia - p<0,0001; McNemar ndo
significativo (p=0,2668); OR: 2,25 (0,6361-8,659).

Quadro 3. Relacio entre os diagnodsticos microscopico da PES e do M. hyopneumoniae pela IHQ em
suinos abatidos sob Inspecio Sanitaria no estado de Santa Catarina, Brasil, durante o més de
fevereiro de 2011, em um estudo tipo caso-controle*

Microscopia IHQ - M. hyopneumoniae
PES Positivos (%) Negativos (%) Total (%)
Positivos 43 (81,2) 10 (18,8) 53 (100)
Negativos 2 (4,25) 45 (95,75) 47 (100)
Total 45 (45,0) 55 (55,0) 100 (100)

*Taxa geral de concordancia: 88%; Kappa= 76,14% (boa concordancia - p=0,0001); McNemar
significativo (p=0,0209); OR: 96,75 (20,0341-467,2323).
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3.2 MYCOPLASMA HYOPNEUMONIAE, CIRCOVIRUS SUINO TIPO 2 E
LEPTOSPIRA spp. NA ETIOLOGIA DE NEFRITES EM SUINOS DE ABATE COM

OU SEM LESOES DE PNEUMONIA ENZOOTICA

Enviado para o periodico “Journal of Veterinary Diagnostic Investigation” (Qualis B1)

em sua versao traduzida para a lingua inglesa.
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Mycoplasma hyopneumoniae, Circovirus suino tipo 2 e Leptospira spp. na etiologia de
nefrites em suinos de abate com ou sem lesGes de Pneumonia Enzodtica
Abstract. Mycoplasma hyopneumoniae e Circovirus Suino Tipo 2 (PCV2) sdo os dois
patdgenos mais prevalentes na suinocultura tecnificada, causando perdas pela reducédo na taxa
de crescimento e eficiéncia alimentar. Foi verificado em estudo prévio, que suinos com lesdes
pulmonares de Pneumonia Enzootica Suina (PES) tem maior predisposicdo para
desenvolverem nefrite. Outros estudos sugerem que este agente possui a capacidade de
colonizar diferentes tecidos, além do trato respiratorio. O objetivo do presente estudo foi
identificar e caracterizar possiveis lesdes renais inflamatdrias quanto ao aspecto e localizacédo
do infiltrado inflamatorio e associa-las a presenca de M. hyopneumoniae, PCV2 e Leptospira
spp. como agentes etiologicos, a fim de comprovar a associacao entre lesdes pulmonares de
PES e lesGes renais com envolvimento do M. hyopneumoniae, por sua deteccdo concomitante
com o tecido renal de suinos de terminacdo abatidos sob inspecdo. Foram analisados 100 rins
de suinos de terminacdo (110 dias de idade), sendo que 64% apresentavam lesdes
microscopicas. 72% (36/50) dos animais com lesdes pulmonares de PES apresentaram
concomitantemente lesdo renal e 44% (22/50) apresentaram diagnostico negativo para as duas
situacbes. O M. hyopneumoniae foi detectado em 96% (96/100) e o0 PCV2 em 86 (86/100),
sendo que em 96,87 (62/64) dos rins com lesBes microscopicas foi detectado o M.
hyopneumoniae. A deteccdo conjunta dos dois agentes no tecido renal foi de 82% (82/100),
sendo que nos rins com lesdo, a presenca destes dois agentes foi detectada em 85,94%
(55/64). Com relacdo ao infiltrado inflamatdrio renal, o aspecto difuso (41%) e a localizacdo
intersticial (40%) foram os mais frequentes. A Leptospira spp. ndo esta associada as lesoes
renais, porém o PCV2 e o M. hyopnemoniae estdo, sendo comprovada a hipdtese de que este
ultimo agente pode ser detectado no tecido renal de suinos de terminacéo na ocasido do abate,

tanto em rins com lesdo quanto naqueles sem lesdo. No entanto ndo se sabe se 0 mesmo pode
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ocasionar lesbes. Mesmo diante da verificacdo da presenca destes dois agentes no rim, as
lesGes renais foram brandas. Estes resultados reforcam a necessidade de estudos adicionais
sobre a patogenia renal de M. hyopneumoniae. Além disso, é necessario que seja verificada se
a presenca conjunta de PCV2 e de M. hyopneumoniae é uma associacao sinérgica e capaz de
provocar leséo.

Key words: Mycoplasma hyopneumoniae; PCV2; inspecdo sanitaria; nefrite.
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Introducéo

Os dois patdgenos mais prevalentes encontrados na suinocultura tecnificada atual sdo
0 Mycoplasma hyopneumoniae e Circovirus Suino Tipo 2 (PCV2), que causam prejuizos
econémicos significativos. O primeiro deles estd relacionado principalmente a Pneumonia
Enzootica Suina (PES), uma enfermidade respiratoria cronica e o segundo é considerado um
patdgeno emergente, o qual esta associado a diferentes sindromes e que pode ocasionar
inclusive nefrites'’. Dentro deste contexto, as lesdes renais em suinos ocupam um lugar de
destaque na suinocultura moderna®, podendo ser ocasionadas por diversos agentes t6xicos ou
infecciosos, respostas imunomediadas e outras causas desconhecidas?.

Por muitos anos, a bactéria Leptospira interrogans foi associada as lesbes

inflamatorias renais*>#1:3

além de outros agentes como por exemplo, 0 PCV2*. Porém,
alguns estudos falharam em demonstrar a associacdo de alguns destes agentes a essas
les6es®%3%7 Uma série de patogenos foram pesquisados a fim de associar sua presenca com
tais lesbes e foi verificado que nenhum dos agentes infecciosos detectados poderia ser
diretamente atribuido como causa primaria de nefrite nos rins analisados*".

Apesar de alguns estudos’*, os autores n&o evidenciaram que o M. hyopneumoniae
seja capaz de atravessar a barreira de células epiteliais do trato respiratério, alguns autores
afirmam que o M. hyopneumoniae, possui a capacidade de colonizar diferentes tecidos suinos,
além do trato respiratério*, evidenciando que este agente néo é especifico e exclusivo do trato
respiratorio. Este ja foi isolado de fluido pericardico e cérebro® de suinos criados
comercialmente, bem como de linfonodos, baco, figado e rins de animais infectados
experimentalmente por via intratraqueal®”*®°. Outros autores'® verificaram que suinos com

lesbes de PES tem maior predisposi¢do para desenvolver um quadro de nefrite e puderam

estabelecer uma relagdo entre lesbes pulmonares e renais. No entanto ndo pesquisaram qual
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agente etiologico poderia estar presente nestas lesdes. Sugeriram ainda que a imunodepressao
ocasionada pelo M. hyopneumoniae, principal agente envolvido nesta enfermidade, seja
também a provavel causa da concomitante alteracdo renal, apesar desta relacdo entre lesdes
ser desconhecida. Embora seu DNA tenha sido detectado em nivel renal por autores de apenas
um estudo®’, sua presenca como possivel agente associado as lesdes renais inflamatérias
(nefrite) ndo foi investigada e portanto ndo é conhecida.

Diante dos fatos expostos, o objetivo do presente estudo foi identificar e caracterizar
possiveis lesbes renais inflamatdrias quanto ao aspecto e localizacdo do infiltrado inflamatorio
e associd-las a presenca de M. hyopneumoniae, PCV2 e Leptospira spp. como agentes
etioldgicos, a fim de comprovar a associacdo entre lesdes pulmonares de PES e lesbes renais
com envolvimento do M. hyopneumoniae, por sua deteccdo concomitante com o tecido renal

de suinos de terminacdo abatidos sob inspecao.

Material e métodos

Foram avaliados 100 rins de suinos de terminacdo, abatidos sob inspe¢do sanitéria
oficial durante 0 més de fevereiro de 2011 no estado de Santa Catarina, Brasil. Estes animais
eram procedentes de 50 granjas diferentes e tinham em média 110 dias de idade e peso médio
de 85,16 Kg.

Durante o abate e na ocasido da inspecdo post-mortem, para se coletar cada rim foi
levada em consideragédo a presenca/auséncia de lesdes pulmonares macroscopicas sugestivas
de PES, diagnosticadas por funcionarios do servigo de inspecdo do estabelecimento. Para isso
foram estabelecidos dois grupos, cada um com 50 animais, tratando-se de um estudo

epidemioldgico do tipo caso-controle. Assim, 0 grupo caso foi representado por rins
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procedentes de suinos diagnosticadas com as referidas lesGes, enquanto que o grupo controle
foi representado por rins de suinos coletados de animais sem tais lesbes pulmonares. Para
cada amostra de rim obtido de um animal com lesdo pulmonar, era obtida em seguida uma
amostra de rim de um animal sem lesdo pulmonar, com o cuidado de gque este conjunto fosse
do mesmo plantel.

Ap0s a coleta, uma parte de cada amostra foi congelada a -70°C e a outra parte foi
conservada em formalina tamponada a 10% e esta Ultima foi processada para a histopatologia,
através das técnicas habituais para inclusio em parafina’ e submetida ao exame
histopatolégico, a fim de se verificar a presenca de lesBes renais. Para isto, foram avaliados
sob microscopia dptica, os cortes histoldgicos obtidos a partir de blocos de parafina contendo
fragmentos dos respectivos rins analisados, corados pela hematoxilina e eosina. Os rins com
lesbes inflamatdrias microscopicas (nefrite) foram agrupados segundo o aspecto e a
localizacdo do referido infiltrado inflamatério e quantificados por meio da estatistica
descritiva.

Tanto 0s casos que apresentaram quanto os que ndo apresentaram lesdes renais na
microscopia, foram testados quanto a presenca de Leptospira spp. Para isso, foi utilizada a
técnica de Imunofluorescéncia Direta (IFD), conforme Ellis et al.'®, a partir de impressées de
fragmentos de rim fresco em laminas para microscopia, as quais estavam congeladas a -20°C.
Estas foram processadas segundo metodologia descrita por Miller et al.*.

A fim de relacionar as lesbes renais identificadas na microscopia com a deteccdo de
PCV2 e M. hyopneumoniae, foram pesquisados a partir do material congelado a -70°C a
presenca destes agentes, por meio da Nested-PCR (N-PCR), que consiste em uma variacéo da
PCR convencional, permitindo uma segunda amplificacdo do produto da primeira PCR,
utilizando “primers” internos especificos, os quais reconhecem a sequéncia de nucleotideos da

primeira amplificacao®.
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A extracdo do DNA gendmico utilizado na N-PCR foi realizada por meio do Kit
DNAse Blood & Tissue (Qiagen®), segundo as recomendacdes do fabricante. Para a pesquisa
de DNA de M. hyopneumoniae, tanto a reacdo da PCR quanto da N-PCR foram realizadas

segundo Yamaguti et al.*’. Os “primers” externos utilizados foram os previamente descritos

|.33 |.10.

por Matsson et al.*” e 0s “primers” internos foram aqueles descritos por Calsamiglia et a
Como controle positivo foi utilizado DNA extraido de cultura pura de M. hyopneumoniae.
Como controle negativo das reacdes, utilizou-se agua ultrapura.

Para a deteccdo de DNA de PCV2, a PCR convencional e a N-PCR foram conduzidas
usando “primers” previamente descritos por Ellis et al*® e Kim e Chae®®. As reacdes foram

realizadas conforme a descricdo de Kim et al®®

. Como controle positivo, foi utilizada amostra
de PCV2 isolada de suinos com sinais clinicos e lesdes de Sindrome Multissistémica do
Definhamento do Suino (SMDS)*. Agua ultrapura foi utilizada como controle negativo nas
reacoes.

Os produtos amplificados na N-PCR foram visualizados em gel de agarose a 2%
contendo brometo de etideo. A visualizacdo e a fotodocumentacdo foram realizadas sob luz
ultravioleta.

O teste de McNemar foi usado para verificar a associacdo entre o diagndstico

macroscopico de PES e nefrite; entre lesdes de nefrite e presenca de M. hyopneumoniae e

lesGes de nefrite e presenca de PCV2.

Resultados e discussao

Avalia¢do microscopica

Apols a analise microscopica, dos 100 rins avaliados, 64 apresentaram lesGes

inflamatorias (nefrite) em diferentes graus de severidade, indicando uma frequéncia relativa
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de 64%, conforme pode ser observado na Tabela 1. O aspecto e a localizacdo do infiltrado
inflamatdrio, levando-se em consideracdo os rins provenientes de animais com e sem lesdes
de PES, podem ser verificados na Tabela 1.

Com relacdo ao aspecto do infiltrado inflamatério mononuclear, o difuso foi 0 mais
frequente (41%), tanto no grupo caso quanto no grupo controle. Em relagédo a localizacdo do
referido infiltrado, o intersticial, considerado isoladamente, foi 0 mais frequente (40%).

Os resultados encontrados no presente estudo estdo de acordo com aqueles relatados
por Carrijo*?, que também verificou que o infiltrado inflamatério difuso e o intersticial foram

0 aspecto e a localizacdo mais frequentes no tecido renal, respectivamente.

Diagndstico macroscopico de PES x nefrite

Os resultados da associacao das variaveis diagndstico macroscépico de PES e nefrite
encontram-se dispostos na Tabela 2. Pode-se verificar que 72% (36/50) dos animais com
lesbes pulmonares para PES apresentaram concomitantemente lesdo renal e 44% (22/50)
apresentaram diagndstico negativo para as duas situacdes. Pelo Teste de McNemar, ha uma
relacdo significante (p=0,0308) entre estas lesdes, comprovando que em individuos que
possuem lesBes de PES ha maior predisposicao para se estabelecer um quadro de nefrite.

Estes resultados estdo de acordo com os que foram apresentados por Carrijo et al.*!,
que também verificaram que animais com diagndstico microscépico de PES apresentam

maior associagdo a um quadro de nefrite.

Presenca de Leptospira spp.
Quanto a presenca da bactéria Leptospira spp., todos os tecidos analisados foram
negativos apods o teste da IFD. Este resultado estd de acordo com o que foi encontrado por

Oliveira-Filho®’, que também néo detectou a presenca deste agente em nivel renal, utilizando
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a mesma técnica adotada no presente estudo, apos ter analisado 400 rins de suinos com lesdes
macroscopicas de nefrites (rins de “manchas brancas’). Outros autores*! encontraram apenas
duas amostras positivas para este agente através da IFD em 44 rins analisados. Estes
resultados reforcam a afirmacdo de que nem sempre as lesdes renais estdo associadas a este
patégeno, como relatado anteriormente por outros autores'®>!. Este novo cenario pode estar
relacionado as melhores condic¢Ges de higiene adotadas no manejo e nas instalacGes, além de
praticas de saneamento necessarias na suinocultura tecnificada, proporcionando o controle
desta infeccdo por meio de uma série de medidas, como por exemplo, a pratica generalizada
de vacinacgdo de animais reprodutores, cuja prole (animais em terminacéo) recebe anticorpos
de forma passiva e o controle de roedores, principal fonte de eliminacdo da bactéria®%**.
Complementarmente, a ado¢do de tratamento com antimicrobianos para controle de outras
infeccdes, porém com acdo sobre leptospiras, e 0 curto periodo de permanéncia dos animais
terminados nas granjas favorecem a manutencdo da sanidade dos animais em relacdo a este

agente!®*.

Presenca de M. hyopneumoniae

Conforme pode ser observado na Tabela 3, em 96,87% (62/64) dos rins com lesbes
microscopicas foi detectado o M. hyopneumoniae, indicando que h& uma associacdo
estatisticamente significante entre lesdes renais e a presenca deste agente (p<0,0001).

Muitos autores tem procurado esclarecer quais sdo 0s agentes infecciosos
possivelmente envolvidos na nefrite intersticial de suinos aparentemente saudaveis na ocasido
do abate, mas os resultados tem variado consideravelmente*®****?2_ No entanto, embora o
DNA do M. hyopneumoniae ja tenha sido detectado em rins®’, este microrganismo nunca foi

relacionado como um suposto agente causador das alteragcdes inflamatorias nesse sitio.



56

O presente estudo confirmou que ha uma associacdo significativa entre a presenca de
lesbes inflamatdrias renais e a deteccdo do DNA de M. hyopneumoniae, o qual estd presente
em rins de suinos de terminacdo (110 dias) na ocasido do abate. Esta € a primeira vez que um
trabalho relaciona a presenca de M. hyopneumoniae como um possivel agente etiologico de
lesGes renais.

A possivel rota utilizada pelo M. hyopneumoniae para que o mesmo se localize em
outros sitios, distintos do trato respiratorio ndo séo esclarecidos. Foi sugerido por Le Carrou et
al.?” que essa disseminacdo para outros locais pode ocorrer pela via linfatica (devido a
recuperacdo deste agente a partir dos linfonodos) ou pela via hematica. Foi verificada a
presenca do DNA deste micoplasma nos macréfagos alveolares e intersticiais?®. Diante destes
achados, ndo esta claro se o M. hyopneumoniae realmente infecta estas células ou se a
presenca de seu DNA ¢é resultado do sistema de defesa natural dos macréfagos, os quais
eliminam organismos bacterianos, DNA e seus produtos®®.

Segundo Le Carrou et al.?’

presenca deste microrganismo em Orgdos internos
provavelmente ndo esta relacionada ao desencadeamento da enfermidade em nivel pulmonar.
No entanto, no presente trabalho, comprovou-se que ha uma associacdo significante entre
animais com lesBes pulmonares de PES e alteragdes inflamatdrias renais. Os autores
supracitados®’ também verificaram a presenca de M. hyopneumoniae tanto em rins quanto em
outros 6rgdos internos (baco, figado e linfonodos) de suinos infectados experimentalmente e
naqueles que tiveram contato com portadores deste agente. No entanto estes autores
atribuiram pouca importancia a este achado, sugerindo que essa disseminagdo para 6rgaos
internos parece ser transitdria, pelo fato de que o DNA do M. hyopneumoniae nao foi
recuperado em todas as coletas realizadas ao longo do estudo, deixando de ser detectados a

partir destes orgdos no final do experimento (76 a 80 dias pds inoculacdo em suinos com trés

semanas de idade) e foram detectados apenas em linfonodos e no trato respiratorio. Outros
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micoplasmas com predilecdo pelo trato respiratorio, tais como M. pneumoniae em

humanos?*#

e M. gallisepticum em aves® sdo capazes de atravessar a barreira mucosa e
disseminar pelo organismo do hospedeiro e que portanto sdo necessarios mais estudos para se
verificar se 0 M. hyopneumoniae tem a capacidade de invadir células fagocitarias e nédo
fagocitarias.

Apesar de muitos aspectos das alteracdes imunologicas induzidas nas infeccdes pelo

M. hyopneumoniae serem ainda desconhecidos, a resposta inflamatoria é vista como o

componente mais importante na enfermidade causada por este agente?.

Presenca de PCV2

Na Tabela 4 pode-se verificar que 89,06% (57/64) dos rins com lesdo microscopica
também foi verificada a presenca de PCV2 havendo uma associacdo significante (p=0,0002)
entre as lesdes inflamatorias renais e a deteccdo deste agente. Estes resultados estdo de acordo
com os relatados por Drolet et al."®, que também verificaram uma associacao significativa
(p=0,0074) entre lesdo de nefrite intersticial e presenca de PCV2.

O PCV2 foi detectado também pela N-PCR em 30,35% (98/324) rins de suinos de
terminacdo, na ocasido do abate, com alteraces histopatoldgicas provenientes do estado de
Mato Grosso, Brasil ¥, percentual este inferior ao encontrado no presente trabalho. No
entanto este autor supde que a deteccdo deste agente pode ter sido subestimada, pois muitas
lesGes observadas indicavam um processo cronico, podendo o agente ndo estar mais presente
na les&o.

Embora o tecido renal no seja considerado o 6rgéo alvo da infeccdo pelo PCV2*,
exceto nos casos da Sindrome da Dermatite e Nefropatia dos suinos**, a alta deteccdo deste
agente comprova que 0 mesmo esta disseminado por todo o rebanho brasileiro®, sendo a

forma subclinica a mais comum de manifestacéo, apesar da vacinagdo dos rebanhos em massa
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ter sido adotada como principal medida de controle®®. Desta forma praticamente néo se
observa sinais clinicos em animais na inspecdo ante-mortem, porém o agente continua sendo

detectado com facilidade em rins de suinos com lesdo.

Presenca conjunta de PCV2 e M. hyopneumoniae

A presenca conjunta de PCV2 e M. hyopneumoniae foi detectada em 85,94% (55/64)
dos rins com lesdo, conforme pode ser verificado na Tabela 5. Mesmo diante da verificacdo
da presenca destes dois patdgenos em um mesmo 6rgdo (rim), apresentados neste estudo,

pode-se constatar que as lesdes renais foram brandas, embora alguns autores®*38%

que
detectaram os dois agentes tenham dito que em casos de co-infeccdo, a gravidade das lesdes e
a manifestacao clinica sdo aumentadas.

Estudos sobre a investigacdo da relacdo entre o M. hyopneumoniae e o PCV2 em co-
infeccdes sdo deficientes, sobretudo nas infeccBes subclinicas e que sdo necessarios mais
estudos®. Maes®® corrobora os autores supracitados, afirmando que a interacéo entre estes

dois patdgenos, a nivel de campo, refletem apenas de forma parcial a complexidade desta

relacao.

Conclusoes

O estudo demonstrou que a Leptospira spp. ndo estd associada as lesGes renais
verificadas nos animais analisados, porém o PCV2 e o M. hyopnemoniae estdo, sendo
comprovada a hipdtese de que este ultimo agente pode ser detectado no tecido renal de suinos
na ocasido do abate, tanto em rins com lesdo quanto naqueles sem lesdo. No entanto ndo se
sabe se 0 mesmo pode ocasionar lesbes. Estes resultados reforcam a necessidade de estudos

adicionais sobre a patogenia renal de M. hyopneumoniae. Além disso, € necessario que seja
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verificada se a presenca conjunta de PCV2 e de M. hyopneumoniae € uma associacdo

sinérgica e capaz de provocar lesao
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Tabela 1. Achados microscopicos em rins de suinos de terminagdo abatidos sob Inspecédo

Sanitaria no estado de Santa Catarina, Brasil, durante o més de fevereiro de 2011, em um

estudo tipo caso-controle.

Achados histopatolégicos rins suinos Grupo caso  Grupo controle  TOTAL
Infiltrado inflamatdrio mononuclear N % N % N %
Difuso 21 42 20 40 41 41
Nodular 15 30 6 12 17 17
Aspecto Difuso + Nodular 4 8 2 4 4 6
S/ inflamacao 14 28 22 44 36 36
TOTAL 50 100 50 100 100 100
Perivascular 7 14 1 2 8 8
Intersticial 23 46 17 34 40 40
Periv + Inter +Perigl 2 4 0 0 2 2
Localizacdo Perivas + intersticial 4 8 10 20 14 14
S/ inflamacao 14 28 22 44 36 36
TOTAL 50 100 50 100 100 100
Rins sem leséo 14 28 22 22 44 36
Rins com leséo 36 72 28 78 56 100
TOTAL rins analisados 50 100 50 100 100 100
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Tabela 2. Relagéo entre o diagnostico macroscopicos de PES e microscopico de nefrites em
suinos abatidos sob Inspecdo Sanitaria no estado de Santa Catarina, Brasil, durante o0 més de

fevereiro de 2011, em um estudo tipo caso-controle*.

Lesdo macroscopica Lesdo microscopica renal (nefrite)
PES Positivos (%) Negativos (%) Total (%)
Positivos (caso) 36 (72,0) 14 (28,0) 50 (100)
Negativos (controle) 28 (56,0) 22 (44,0) 50 (100)
Total 64 (64,0) 36 (36,0) 100 (100)

* McNemar significativo (p=0,0308).

Tabela 3. Relagdo entre os diagndsticos microscopicos de lesdes renais (nefrite) e PCR para
M. hyopneumoniae (MY) em rins de suinos abatidos sob Inspecdo Sanitéaria no estado de Santa

Catarina, Brasil, durante o més de fevereiro de 2011*.

Leséo renal PCR MY em rins

microscopica Positivos (%) Negativos (%) Total (%)
Positivos 62 (96,87) 2 (3,13) 64 (100)
Negativos 34 (94,45) 2 (5,55) 36 (100)
Total 96 (96,0) 4 (4,0) 100 (100)

*McNemar significativo (p<0,0001).
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Tabela 4. Relagdo entre os diagndsticos microscopicos de lesdes renais (nefrite) e PCR para
PCV2 em rins de suinos abatidos sob Inspecdo Sanitaria no estado de Santa Catarina, Brasil,

durante o més de fevereiro de 2011*.

Leséo renal PCR PCV2 em rins

microscopica Positivos (%) Negativos (%) Total (%)
Positivos 57 (89,06) 7 (10,94) 64 (100)
Negativos 29 (80,55) 7 (19,45) 36 (100)
Total 86 (86,0) 14 (14,0) 100 (100)

*McNemar significativo (p=0,0002).

Tabela 5. Relacdo entre o diagnostico pela PCR para PCV2 e M. hyopneumoniae em rins de
suinos com lesdo, abatidos sob Inspecdo Sanitaria no estado de Santa Catarina, Brasil, durante

0 més de fevereiro de 2011.

PCV2 (PCR) M. hyopneumoniae (PCR)
Positivos (%) Negativos (%) Total (%)
Positivos 55 (85,937) 2 (3,125) 57 (89,06)
Negativos 7 (10,94) 0 (0,0) 7 (10,94)

Total 62 (96,877) 2 (3,125) 64 (100)
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3.3 INFLUENCIA DO M. hyopneumoniae EM SUINOS DE ABATE COM LESOES
MICROSCOPICAS PULMONARES E RENAIS SOBRE O PESO, ESPESSURA DE
GORDURA, RENDIMENTO E PERCENTUAL DE CARNE MAGRA

Enviado para o periédico Ciéncia Animal Brasileira (Qualis B2).
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi verificar se as variaveis de desempenho: peso, espessura de gordura,
rendimento e porcentagem de carne magra de suinos de terminacéo séo influenciados pela presenca
lesbes microscopicas pulmonares, lesdes microscopicas renais e M. hyopneumoniae detectado pela
imunohistoquimica (IHQ). Apoés o abate de 100 suinos de terminacdo, foram coletados fragmentos de
rim e de pulmdes, sendo que destes, 50 possuiam lesGes macroscépicas caracteristicas de PES e 50 ndo
tinham tais lesbes. Estes foram acondicionados em frascos contendo formalina tamponada a 10% e
submetidos a analise histopatoldgica. Obteve-se ainda os dados de peso, espessura de gordura,
rendimento e porcentagem de carne magra das respectivas carcagas. Pesquisou-se ainda a presenca de
antigenos de M. hyopneumoniae por meio da IHQ. Aplicou-se a andlise de variancia por meio do
procedimento GLM do software SAS. As lesGes microscopicas pulmonares influenciaram a espessura
de gordura e o percentual de carne magra, porém ndo influenciaram o peso; as les6es microscopicas
renais e a presenca de M. hyopneumoniae pela IHQ ndo influenciaram nenhuma das variaveis de
desempenho analisadas, possivelmente pelo fato dos animais analisados terem sido vacinados contra
este agente etioldgico.

Palavras-chave: Mycoplasma hyopneumoniae, lesdes pulmonares, lesGes renais, variaveis de
desempenho, suinos.

INFLUENCE OF M. HYOPNEUMONIAE IN SLAUGHTER PIGS WITH MICROSCOPIC
LUNG AND RENAL LESIONS UNDER WEIGHT, FAT THICKNESS, YIELD AND
LEAN PERCENTAGE

ABSTRACT

The aim of this study was to determine whether the performance variables: weight, fat
thickness, yield and percentage of lean pigs termination are influenced by the presence of
microscopic lung lesions, microscopic lesions and renal M. hyopneumoniae detected by
immunohistochemistry (IHC). After the slaughter of 100 pigs termination, samples were
collected from kidney and lungs, and of these, 50 had gross lesions characteristic of PES and
50 had no such lesions. These were placed in plastic flasks containing 10% buffered formalin
and submitted for histopathologic analysis. Obtained even if the data weight, fat thickness,
yield, and lean percentage of the respective carcasses. It was also investigated the presence of
antigens of M. hyopneumoniae by immunohistochemistry (IHC). Applied to analysis of
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variance by the GLM procedure of SAS software. The microscopic lung lesions influenced
the fat thickness and percentage of lean meat, but did not affect weight, microscopic renal
lesions and the presence of M. hyopneumoniae by IHC did not influence any of the
performance variables analyzed, possibly because of the analyzed animals have been
vaccinated against this agent.

Key-words: Mycoplasma hyopneumoniae, lung lesions, renal lesions, performance variables,
swine.

INTRODUCAO

O desempenho animal é o resultado de uma complexa interacdo de processos
bioldgicos, regulados pela conjuncdo de fatores genéticos e ambientais (condicGes térmicas,
manejo nutricional e padrdo sanitario), os quais irdo definir qual a proporcédo do potencial
genético que os animais poderdo efetivamente expressar (WILLIAMS, 1998). Dentre as
varidveis ambientais, o padrdo sanitario € uma das mais decisivas para a otimizacdo deste
desempenho. Na ocorréncia de doengas infecciosas, 0s processos inflamatérios desencadeados
podem resultar em diminuicdo no ganho de peso e na eficiéncia alimentar (VAN HEUTGEN
etal., 1994).

Animais doentes ndo demonstram bom crescimento e desenvolvimento em funcéo do
baixo consumo alimentar (DRITZ et al., 1996), resultante da anorexia ocasionada pela acéo
de citocinas inflamatorias secretadas por macréfagos, os quais tiveram a sintese destes
compostos induzida pela acdo de determinados patdgenos (KELLEY et al., 1993). Além
disso, ha reducdo na sintese protéica, prejudicando a deposi¢do de proteina no tecido muscular
esquelético, associado a maior taxa de degradacdo (catabolismo muscular), em funcdo da
inibicdo na sintese de hormdnios anabolicos pelo adeno-hipofise. Essas alteracdes auxiliam na
compreensdo dos mecanismos pelos quais 0s animais doentes tem seu desempenho
negativamente aumentado (WEBEL et al., 1997).

Dentro deste contexto, a Pneumonia Enzodtica Suina (PES), associada ao M.
hyopneumoniae, é uma doenca respiratdria cronica que resulta em infeccdes combinadas com
um ou mais patogenos secundarios (THACKER, 2006), ocasionando aumento nos custos de
medicacdo, reducdo das taxas de crescimento e conversdo alimentar, aléem da consequente
depreciagdo das carcagas no frigorifico (MAES et al., 1996; MAES, 2010; ROSS, 1999).
Apbs se instalar, este agente é capaz de suprimir as atividades de fagocitose do macréfago
alveolar, principal célula de defesa do trato respiratério contra agentes infecciosos,

desencadeando um processo de imunossupresséo no hospedeiro (THANAWONGNUWECH
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et al., 2004), o que contribui para que infec¢des secundarias ocorram em nivel pulmonar.
Além das lesGes pulmonares que ocasiona, CARRIJO et al. (2011) verificaram que suinos
com lesbes de PES tem maior predisposicdo para desenvolver um quadro de lesdes renais
(nefrite). Complementarmente, CARRIJO (2007) constatou que a presenca desta inflamacéo
em nivel renal interfere negativamente no peso, de forma que um animal portador da referida
inflamacdo apresenta peso menor em relagdo a um animal com diagndstico negativo para esta
leséo.

Baseado nestes fatos, o objetivo do presente estudo foi verificar se as variaveis de
desempenho: peso, espessura de gordura, rendimento e porcentagem de carne magra de suinos
de terminacdo sdo influenciados pela presenca lesGes microscépicas pulmonares, lesdes

microscopicas renais e M. hyopneumoniae detectado pela imunohistoquimica (IHQ).

MATERIAL E METODOS

Origem do material e coleta das amostras

Para esta pesquisa foram obtidas amostras de tecidos de 100 suinos com idade média
de 110 dias, abatidos sob inspecdo sanitaria no estado de Santa Catarina durante 0 més de
fevereiro de 2011, oriundos de 50 granjas localizadas em 31 municipios diferentes.

Apds o abate e a realizacdo dos exames que constituem a inspecdo post-mortem dos
animais nas linhas de inspecdo no frigorifico, foram separados de um mesmo animal o
conjunto traquéia-pulmdes e um dos rins, ja destacados da gordura perirrenal. O critério
adotado para realizar a coleta do pulméo foi a verificacdo de presenca/auséncia de lesdes
macroscopicas sugestivas de PES. Foram estabelecidos dois grupos, cada um com 50 pulmdes
com as referidas lesGes e 50 sem tais lesdes. De cada lote de suinos, apds a obtencdo de um
fragmento de pulmé&o com leséo, era recolhido em seguida um fragmento de pulmao sem tais
lesGes de outro animal, bem como um dos rins de suas respectivas carcacas. Os fragmentos de
pulmdo e rim coletados foram entdo acondicionados em frascos contendo formalina
tamponada a 10% para posterior processamento histologico.

As respectivas carcacas dos animais selecionados foram identificadas, imediatamente
apos a coleta dos oOrgdos, para que pudessem ser obtidos posteriormente na secdo de
tipificacdo, seus respectivos dados de peso, espessura de gordura (mm), rendimento de carne
magra (CM/kg) e porcentagem de carne magra (CM porcentagem), por meio do uso de pistola

eletronica de tipificacdo Hennessy Grading Probe®, modelo GP4, tomada entre a Ultima
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vertebra lombar e a primeira vértebra sacral (BRASIL, 1981). Apds a obtencdo dos dados,
estes foram digitados no banco de dados para serem posteriormente analisados.

Processamento histologico e Imunohistoquimica para deteccdo de antigenos de M.

hyopneumoniae

Os tecidos pulmonar e renal foram processados segundo o método usual de rotina de
inclusdo em parafina (ALLEN, 1992). Para isso, as amostras fixadas em formalina tamponada
a 10% foram desidratadas em concentracdes crescentes de alcool e diafanizadas em xilol.
Posteriormente foram submetidas a trés banhos em parafina e incluidas em blocos. Estes
foram seccionados a 4pum em microtomo. Para a colora¢do por Hematoxilina e eosina, 0s
cortes histologicos de pulmédo e rim foram desparafinizados em Xxilol e reidratados em
concentragOes decrescentes de alcool, corados e posteriormente visualizados em microscépio
optico.

Com relacdo ao tecido renal, durante a leitura, verificou-se a presenca de lesbes
microscopicas inflamatorias, sendo considerados como positivos aqueles rins portadores de
tais lesdes e negativos aqueles que ndo tinham as referidas lesGes. Quanto ao tecido pulmonar,
adotou-se os critérios de classificacdo por escore de leséo descritos por VAN ALSTINE et al.
(1996), IRIGOYEN et al. (1998) e SCOFANO (2006). A reacédo peribronquial foi graduada
como escore zero quando ndo eram observados nddulos peribronquiais de constituicdo
mononuclear, indicando auséncia de lesdo; escore um quando pequenos nodulos estavam
presentes em menos de 25% dos bronquios, bronquiolos e vasos; escore dois quando
pequenos nddulos estavam presentes em 25-75% dessas estruturas e escore trés quando
estavam presentes em mais de 75% das estruturas ou devido a presenca de grandes nodulos.
Foram considerados como negativos, 0s pulmdes com escores microscépicos zero e um e
positivos 0s que apresentaram escore microscopico dois e trés.

Os cortes histoldgicos de pulméo, destinados a IHQ para a deteccdo de antigenos de
M. hyopneumoniae foram colocados sobre laminas para microscopia revestidas com poly-L-
lisina (Sigma Aldrich®, St Louis, MO, USA) e posteriormente foram tratados e corados
segundo a técnica proposta por GAVA et al. (2008). Como controle positivo foram utilizados
cortes de pulmdes de suinos livres de patogenos especificos (SPF) inoculados
experimentalmente com este microrganismo e com diagnostico confirmado pela Nested-PCR

(N-PCR). Como controle negativo foram utilizados cortes de pulmdes de animais SPF,



73

também testados pela N-PCR. Tais controles foram gentilmente cedidos pelo Dr. Nelson
Morés, Laboratorio de Patologia, Embrapa Suinos e Aves, Concordia, SC, Brasil.

Os cortes foram desparafinados em xilol e reidratados em solucdes de alcool
decrescentes. A recuperacdo antigénica foi realizada submergindo-se as laminas em tampéo
citrato e posteriormente aquecidas em microondas em duas etapas de 5 minutos cada. A
seguir, os tecidos foram cobertos com solucéo de pepsina 0,04% diluida em acido cloridrico
0,01N e incubadas em camara imida em estufa a 37°C por 10 minutos.

O bloqueio da peroxidase endogena foi realizado em solucdo de perdxido de
hidrogénio a 3% durante cinco minutos. Para o blogqueio das reagdes inespecificas, utilizou-se
a solug@o de bloqueio “Serum Blocking Solution” do Kit Histostain-sp — HRP 1000S (Life
Technology/Invitrogen®), incubando-se as laminas em cémara Umida por 30 minutos.
Posteriormente, o0s tecidos pulmonares foram cobertos com anticorpo policlonal
monoespecifico contra a proteina recombinante p36 do M. hyopneumoniae, produzido e
cedido pelo Programa de Investigacdo de Genomas Sul — PIGS, na diluicdo de 1:2400 e
incubados por 2 horas em camara imida em estufa a 37°C.

A seguir estes tecidos foram cobertos e incubados por 10 minutos em camara Umida
em estufa a 37°C com o anticorpo secunddrio biotinilado (“Biotinylated Second Antibody”) e
a seguir, pelo conjugado enzimatico (“HRP Streptavidin®), sendo os tecidos incubados por 30
minutos a 37°C em camara Umida, ambos pertencentes ao Kit Histostain-sp — HRP 1000S
(Life Technology/Invitrogen®).

A revelacdo da reacdo foi realizada com a solugdo reveladora de AEC (3-amino 9-
ethyl-carbazole-hydrogen peroxide substrate) por cinco minutos em estufa a 37°C.
Posteriormente as laminas foram contracoradas com Hematoxilina de Mayer por dois minutos
e logo em seguida procedeu-se a montagem das laminas, pingando-se uma gota de gelatina-
glicerol a 42°C e as mesmas foram examinadas ao microscopio dptico.

Para a verificacdo da presenca de antigeno de M. hyopneumoniae, adotou-se a
metodologia descrita por LORENZO et al. (2006), que estabelecem o resultado como
negativo, quando nenhum sinal foi detectado (escore zero) e positivo (escores que variam de
um a trés). O escore um indica uma fraca quantidade de antigeno no epitélio ciliado de pelo
menos um brénquio/bronquiolo; escore dois, moderada quantidade de antigeno na superficie
de um pequeno numero de bronquios/bronquiolos e trés, quando ha uma grande quantidade de

antigeno na superficie de muitos brénquios e bronquiolos.
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Andlise estatistica

Para avaliar o efeito da presenca de lesdes microscéopicas de PES em pulméo, lesdes
microscopicas em rim e presenca de M. hyopneumoniae diagnosticado pela IHQ sobre peso,
espessura de gordura (mm de gordura), rendimento de carne magra (CM kg rendimento) e
porcentagem de carne magra (CM Porcentagem) foi aplicada a andlise de variancia. Essa
analise foi realizada através do procedimento GLM do software SAS (2008). Como suporte
estatistico foi ainda utilizada a metodologia descrita por THRUSFIELD (2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Associacdo da presenca das lesdes microscépicas pulmonares sobre as varidveis de
desempenho: peso, espessura de gordura (mm de gordura) e rendimento de carne magra (CM

kg rendimento) e porcentagem de carne magra (CM porcentagem)

Apos a andlise dos cortes histologicos de pulmé@o, verificou-se que 100% (50/50)
daqueles que apresentaram lesdes sugestivas de PES foram também positivos na
histopatologia. Dentre aqueles sem tais lesdes, 94% (47/50) foram negativos para esta
enfermidade.

Com relacdo aos escores de lesdo, dos 50 animais considerados como positivos na
macroscopia, 22 (44%) foram classificados como escore trés na microscopia, 23 (46%) como
escore dois, 3 (6%) como escore um e 2 (4%) como escore zero, que representa auséncia de
lesdo. Dentre os animais considerados negativos na macroscopia, 37 (74%) apresentaram
escore zero, 10 (20%) escore um, 2 (4%) escore dois e um (2%) escore 3. Ao todo, foram
considerados como resultados positivos (escores dois e trés) para PES 48% (48/100) e
negativos (escores zero e um), 52% (52/100) (dados néo publicados).

Na tabela 1 é apresentada a média e o erro padrdo de algumas varidveis de
desempenho em funcdo da presenga ou ndo de lesGes microscopicas de pulmao. Nota-se que
animais positivos para lesées microscopicas de pulméo tiveram menor espessura de gordura
(mm de gordura) e consequentemente maior percentual de carne magra do que 0s negativos
para essa leséo. A diferenca de peso entre animais positivos, quando comparada aos negativos

néo foi significativa.
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Tabela 1 - Médias e erros-padrao das variaveis de desempenho em funcéo da presenca
ou nao de lesdes microscopicas de pulmao de suinos de abate.

Lesdes microscopicas de pulméo

Variavel i _ Prob>F

negativo positivo
CM kg rendimento 48,87+0,85 49,79+0,88 0,3843
CM porcentagem 56,72+0,47 56,26+0,43 0,0193
Peso 85,88+1,52 84,72+1,50 0,7585
mm de gordura 17,76x0,72 15,53+0,52 0,0172

Estes resultados estdo parcialmente de acordo com aqueles apresentados por
CARRIJO (2007), que também verificou que as lesdes pulmonares ndo afetaram de forma
significativa (p<0,05) o peso individual. No entanto, este autor verificou que a espessura de
gordura e o rendimento de carne magra também néo foram afetados, discordando com aqueles
apresentados no presente estudo. Scofano (2006) verificou uma perda de peso justificada em
7% (p<0,05) em funcéo da lesdo pulmonar, fato que ndo foi constatado no presente trabalho.

O fato de ndo ter sido verificada influéncia no peso, embora inumeros autores (CHOI
et al., 2006; DEE, 1997; LORENZO et al., 2006; SCOFANO, 2006) tenham relacionado que
animais que apresentam lesdao pulmonar de PES tem esta variavel de desempenho prejudicada,
pode ser justificado por alguns fatores. Dentre eles, deve-se levar em consideracdo o fato de
gue nos tempos atuais, a vacinagdo contra o M. hyopneumoniae tem sido largamente usada na
indUstria suina para aumentar o desempenho dos suinos (BAK & NORREGARD, 2010). E
dentre os animais analisados no presente estudo, 86% (86/100) eram vacinados para M.
hyopneumoniae, segundo informacdo obtida a partir do Boletim Sanitario de
acompanhamento do lote dos suinos (BRASIL, 2009), cedidos pela direcdo do
estabelecimento onde foi realizado o abate dos animais (dados ndo publicados). Embora a
vacinacdo ndo impeca a colonizacao deste agente (HAESEBROUCK et al., 2004), essa tem
como vantagem, uma melhoria no ganho de peso didrio (2-8%) e na taxa de conversdo
alimentar, além de reduzir os sinais clinicos e lesdes pulmonares, diminuindo a mortalidade e
melhorando a qualidade das carcacas (MAES et al., 1998; MAES et al.; 1999).

Outro fator que deve ser considerado € o tamanho da amostragem utilizada no estudo.
E uma amostragem relativamente pequena, porém representativa do ponto de vista
epidemioldgico, uma vez que foi possivel analisar animais provenientes de 50 propriedades
localizadas em 31 municipios diferentes, englobando diferentes manejos e condigdes

sanitarias distintas. Apesar desta referida representatividade, caso o numero de lotes
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analisados fosse maior, talvez fosse possivel verificar tal diferenca de peso e demais variaveis

de desempenho entre animais com lesdes e animais sem tais lesdes.

Associacdo da presenca das lesdes microscopicas renais sobre as variaveis de desempenho:

peso, espessura de gordura e rendimento de carne magra

Apols a andlise histopatoldgica, verificou-se que 64% (64/100) dos rins avaliados
possuiam lesdes inflamatdrias. Além disso, 72% dos animais com lesGes pulmonares
sugestivas de PES apresentaram concomitantemente leséo renal (p<0,05). Conforme pode ser
observado na tabela 2, por meio da andlise de variancia, nota-se que ndo houve diferenga nas
varidveis de desempenho analisadas quando se compararam animais positivos com animais
negativos para estas lesoes.

Estes resultados discordam daqueles que foram relatados por CARRIJO (2007), que
verificou que estas lesbes microscopicas neste 6rgao interferem no peso, de forma que um
animal portador de tais lesbes apresenta menor peso em relacdo a um animal com diagnostico
microscopico negativo para esta alteracdo, justificando esta diferenca de peso em 5,7%
(p<0,05).

Tabela 2 - Médias e erros-padrdo das variaveis de desempenho em funcéo da presenca
ou nao de lesdes microscopicas de rim de suinos.

LesBes microscdpicas de rim

Variavel i _ Prob>F

negativo positivo
CM Kg rendimento 49,40+1,06 49,71+0,90 0,3357
CM porcentagem 56,78+0,66 57,65+0,51 0,0591
Peso 87,10+1,82 85,94+1,72 0,8231
mm de gordura 17,81+1,00 16,86+0,68 0,1201

Efeito da presenca de M. hyopneumoniae em pulmdes diagnosticado pela IHQ sobre as
variaveis de desempenho: peso, espessura de gordura, rendimento e percentual de carne

magra

Ap0s a andlise dos cortes de pulméo tratados e corados pela técnica de IHQ, verificou-
se que 82% (41/50) daqueles que apresentaram lesdes sugestivas de PES foram também
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positivos para M. hyopneumoniae por esta técnica. Dentre aqueles sem tais lesdes, 92%
(46/50) foram negativos para este agente. Ao total, 55% (55/100) dos pulmdes analisados
apresentaram-se negativos para este agente, enquanto que 45% (45/100) foram positivos
(dados néao publicados).

Pela andlise de variancia (tabela 3) pode-se verificar que a presenca ou ndo deste
agente etioldgico ndo interferiu em nenhuma das varidveis de desempenho analisadas.

MACHADO & FONTES (2004) comentam que frequentemente em infecgdes
experimentais puras, a PES atribuida ao M. hyopneumoniae, tem um efeito minimo no
desempenho dos suinos, fato este que em infecgdes naturais (em nivel de campo) dificilmente
ocorre. Quando associado a outros agentes infecciosos, resultam em severa diminuicdo da
eficiéncia de ganhos diarios e de alimentacdo, impedindo o desenvolvimento normal dos
suinos. No entanto, conforme mencionado anteriormente, o fato da maioria dos suinos
analisados terem sido vacinados contra o M. hyopneumoniae (86%), ndo foi verificada uma
diferenca significativa nas varidveis analisadas, uma vez que a vacina minimiza a
manifestacdo clinica da enfermidade, fornece boa protecdo contra o desenvolvimento de
lesbes e melhoram significativamente o ganho médio diario em relacdo aos ndo vacinados
(JENSEN et al., 2002).

Tabela 3 - Médias e erros-padrao das variaveis de desempenho em funcdo da presenca
ou nao de M. hyopneumoniae diagnosticado pela IHQ em pulm&es de suinos de abate.

M. hyopneumoniae pela IHQ

Variavel i _ Prob>F
negativo positivo
CM Kg rendimento 49,02+0,85 49,58+0,93 0,3917
CM porcentagem 56,59+0,66 58,20+0,47 0,0835
Peso 85,99+1,55 84,73+1,65 0,9155
mm de gordura 17,92+0,74 15,56+0,58 0,0530
CONCLUSOES

Nos suinos analisados, a presenca de lesdes microscopicas pulmonares se associaram a
espessura de gordura e ao percentual de carne magra, porém nao se associaram ao peso; as
lesGes microscopicas renais e a presenca de M. hyopneumoniae pela IHQ néo se associaram a
nenhuma das variaveis de desempenho analisadas, possivelmente pelo fato dos animais

analisados terem sido vacinados contra este agente etiologico.
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ABSTRACT. Carrijo K.F., Nascimento E.R., Morés N., Morés M.A.Z., Almeida L.P. &
Tortelly R. [Leptospira spp. in kidneys of pigs slaughtered under sanitary
inspection: potential risk of transmission of workers slaughterhouses].
Leptospira spp. em rins de suinos abatidos sob inspec¢&o sanitéria: potencial risco de
transmissao a trabalhadores de matadouro frigorifico. Revista Brasileira de Medicina
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This study aimed to investigate the presence of Leptospira spp. in kidneys of
pigs slaughtered under sanitary inspection, to verify their potential risk of
transmission to slaughterhouse workers who handle them. We evaluated 100 kidneys
from pigs coming from 50 different farms, slaughtered under sanitary inspection in
the state of Santa Catarina, Brazil. None of these animals showed clinical signs
consistent with leptospirosis at the time of the ante-mortem inspection. We did not
detect any sample positive for the bacterium Leptospira spp. by direct
immunoflourescence, although 64 (64%) of the kidneys analyzed showed
microscopic inflammatory changes (nephritis) after histopathological evaluation.
Although has not been found positive samples for Leptospira spp. is of fundamental
importance to constant monitoring of the etiologic agent, because of its zoonotic
potential, which endangers the health of workers in pigs slaughterhouses.
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RESUMO. Este trabalho objetivou pesquisar a presenca de Leptospira spp. em rins
de suinos abatidos sob inspec¢éo sanitaria, a fim de verificar seu potencial risco de
transmissdo a trabalhadores de matadouro frigorifico que os manipulam. Foram
avaliados 100 rins de suinos, procedentes de 50 granjas diferentes, abatidos sob
Inspecdo Sanitaria, no estado de Santa Catarina. Nenhum dos animais apresentava
sinais clinicos compativeis com a leptospirose na ocasido da inspe¢ao ante-mortem.
Nao foi detectada nenhuma amostra positiva para a bactéria Leptospira spp. pela
técnica de Imunofluorescéncia Direta, embora 64 (64%) dos rins analisados
apresentassem alteracfes inflamatérias microscopicas (nefrites) apos avaliacao
histopatologica. Mesmo nédo tendo sido encontradas amostras positivas para
Leptospira spp., € de fundamental importancia o constante monitoramento deste
agente etioldgico, em funcdo de seu potencial zoondtico, que coloca em risco a
saude dos trabalhadores de matadouros frigorificos de suinos.

PALAVRAS-CHAVE: Leptospira, inspecao sanitaria, rins.

INTRODUCAO

A leptospirose, enfermidade causada por bactérias patogénicas da espécie
Leptospira interrogans € uma zoonose de grande importancia do ponto de vista
socio-econdmico e/ou sanitario em nivel mundial, causando graves problemas tanto
para 0s animais quanto para o ser humano (Faine et al. 1999, Blaha 1989, Perry &
Heardy 2000). Os animais séo considerados hospedeiros primarios importantes para
a persisténcia dos focos de infeccdo e o homem, hospedeiro acidental e terminal,
sendo pouco eficiente na perpetuacao da doenca (Badke 2001).

Em suinos, a forma aguda da leptospirose ocorre principalmente de forma
subclinica, podendo passar despercebida na granja. A forma crénica é caracterizada
pela ocorréncia de abortamento no terco final da gestacdo, repeticdo de cio,
mumificacdo fetal, natimortalidade, nascimento de leitdes fracos, baixo nimero de
leitbes, descarga vulvar e morte embrionaria (Ellis 1992). A eliminacao de leptospiras
na urina é o fator mais importante na epidemiologia da leptospirose em suinos. A
urina de um suino infectado pode eliminar grande quantidade de leptospiras entre 30
e 60 dias apoOs a infeccdo (Sobestiansky & Barcellos 2007). Os sorovares mais
comumente encontrados, infectando e causando a doenca nesta espécie sao:
Pomona, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi, Canicola, Gryppotyphosa, Bratislava e
Muenchen (Sobestiansky et al. 1999).

Além do prejuizo econdmico ocasionado em virtude da infeccdo aos animais,
a leptospirose € considerada uma doenca de risco ocupacional, atingindo diferentes

categorias profissionais, como trabalhadores em arrozais e canaviais, minas,
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matadouros frigorificos e saneamento, além de tratadores de animais. Essas
atividades geralmente sdo executadas na auséncia de recursos tecnolégicos e de
equipamentos de seguranca, por mao-de-obra desqualificada e mal remunerada, o
gue aumenta ainda mais o risco da infec¢cdo ser contraida (Almeida et al. 1994).
Desta forma, funcionérios que trabalham diretamente no abate de suinos tem risco
ocupacional de adquirirem a leptospirose suina (Bastos 2006, Mérien & Artharid
2005), por estarem expostos ao seu agente etioldogico enquanto manipulam rins de
animais recém abatidos, muitas das vezes sem luvas, sendo este fato de grande
relevancia para a saude coletiva. Tendo em vista o potencial risco a salude destes
trabalhadores, este trabalho objetivou pesquisar a presenca de Leptospira spp. em
rins de suinos abatidos sob inspec¢éo sanitéria, a fim de verificar sua potencial risco

de transmissao a trabalhadores de matadouro frigorifico que os manipulam.

MATERIAL E METODO

Foram avaliados 100 rins de suinos, procedentes de 50 granjas diferentes
(dois animais por granja), abatidos em um estabelecimento sob Servi¢co de Inspecao
Federal, no estado de Santa Catarina, durante o més de fevereiro de 2011. A
escolha dos animais foi aleatéria, sem discriminagéo de sexo, raga e idade. Também
foi aleatdria a escolha do rim colhido de cada animal, sem preferéncia quanto a
posicdo do 6rgdo, se direita ou esquerda. Nenhum dos animais apresentava sinais
clinicos compativeis com a leptospirose, na ocasido da inspecao ante-mortem.

Apbs a coleta de cada rim na linha de inspecdo, foi realizada a impressao de
um fragmento com cerca de 0,5 a 1 cm, abrangendo tanto a regido medular quanto a
cortical, em laminas para microscopia, as quais foram secas em temperatura
ambiente, segundo metodologia descrita por Miller et al. (1989). Posteriormente, as
mesmas foram fixadas em Acetona P.A por 10 minutos, secas em temperatura
ambiente e estocadas a -20°C. Armazenadas sob refrigeracdo em caixas de
polimero expandido contendo gelo, as laminas foram encaminhadas e processadas
no Laboratorio de Patologia Animal do Complexo de Sanidade e Genética Animal do
Centro de Pesquisa em Suinos e Aves da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA). Para o diagnostico de leptospirose, foi utilizada a técnica
de Imunofluorescéncia Direta (IFD), conforme descrita por Ellis et al. (1982), no qual

utiliza-se anticorpos multivalentes (NVLS, Ames, IA, USA) preparados em coelhos e
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conjugados com isotiocianato de fluoresceina. Tal técnica é constituida das
seguintes etapas:

1. Aplicacao de cerca de 25 pl de conjugado anti-leptospira sp em uma diluicdo de
1:2500, deixando-o em camara umida a 37°C por 30 minutos;

2. Lavagem das laminas com agua destilada rapidamente;

3. Segunda lavagem em Tampéao Fosfato Salino (PBS) por 15 minutos em agitador
orbital;

4. Contra coloracdo com Preto de Eriocromo (1 grama de preto de eriocromo em 59
mL de agua destilada — 1:60) por 10 a 20 segundos;

5. Lavagem em agua destilada;

6. Montagem de lamina-laminula com solu¢éo de glicerina tamponada sobre o tecido
fixado e contracorado;

7. Leitura das laminas em microscopico de epifluorescéncia, onde se observa a
leptospira com fluorescéncia forte e de formas tipicas.

Como controle positivo da reacéo, foi utilizado esfregaco de culturas puras de
Leptospira interrogans sorovares Canicola (maior tamanho celular) e
Icterohaemorragiae (menor tamanho celular), fixados em chama (calor) e Acetona
P.A. Como controle negativo foi utilizado esfregaco de cultura pura de Escherichia
coli, fixado igualmente ao controle positivo. Tais culturas foram gentilmente cedidas
pelo Centro de Diagndstico de Sanidade Animal (CEDISA), de Concoérdia-SC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foi detectada nenhuma amostra positiva para a bactéria Leptospira spp.
pela técnica de IFD, embora 64 (64%) dos rins analisados apresentassem alteracfes
inflamatérias microscépicas (nefrites) ap6s avaliacdo histopatologica (dados nao
publicados). Martinez et al. (2006) encontrou duas amostras positivas para
Leptospira spp. em 44 amostras analisadas, utilizando a mesma técnica adotada no
presente estudo. O diagndstico laboratorial da leptospirose suina pode ser realizado
por diferentes métodos na deteccéo direta ou indireta do agente ou do seu material
genético (Faine et al. 1999, Santa Rosa et al. 1970). A escolha da técnica adotada
no presente trabalho foi norteada, levando-se em consideragéao, as vantagens que
esta apresenta. A demonstracdo de leptospiras com IFD utilizando anticorpos

multivalentes fornece evidéncias definitivas de que houve uma infeccdo, ou seja,
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demonstra a presenca do agente no tecido (Miller et al. 1989). Este fato é
particularmente importante, quando se leva em consideracdo a epidemiologia da
leptospirose. As leptospiras podem penetrar ativamente no organismo através das
mucosas (ocular e nasofaringea, por exemplo), da pele integra (imersa em agua) ou
da pele com solucdo de continuidade (Levett 2001, Riet-Correa et al. 2007). Apos a
penetracdo, estas se disseminam rapidamente por via sanguinea ou linfatica (Badke
2001, Genovez 2007).

Uma vez presente nos tecidos, durante a manipulacdo para a execucao dos
exames que constituem a inspecéo post-mortem (palpacéo e cortes do parénquima),
0s agentes de inspecao e os inspetores de carne podem se infectar, estando em
risco a saude destes trabalhadores (Baker et al. 1989).

Dentre as outras vantagens que a técnica adotada apresenta pode-se citar
que sua metodologia apresenta rapidez, permitindo a execucdo imediata da técnica,
€ menos onerosa, além de permitir identificar diferentes sorovares (Miller et al.
1989). Adicionalmente, este método ndo sofre interferéncia quanto ao seu
diagndéstico, como ocorre com outras técnicas, como a Soromicroaglutinacao (SAM),
preconizada como metodologia de referéncia pela Organizacdo Mundial de Saude
(Faine et al. 1999). A interpretacdo desta Ultima técnica é complexa devido as
reacoes cruzadas que acontecem entre sorogrupos distintos, principalmente na fase
aguda da doenca (Faine 1994, Rentko et al. 1992, Mérien & Artharid 2005), além de
haver a interferéncia no diagnéstico com o uso de vacinas polivalentes (Oliveira
1999).

Em virtude de néo ter sido identificado nenhum animal portador de leptospira
por meio da IFD, pode-se inferir que este resultado esta relacionado as préticas de
saneamento adotadas nas granjas, proporcionando o controle da infeccdo por meio
de uma série de medidas, como por exemplo, a préatica generalizada de vacinacao
de animais reprodutores, cuja prole (animais em terminacéo) recebe anticorpos de
forma passiva. Além disso, as melhores condi¢des de higiene adotadas no manejo e
nas instalagcfes, necessarias na suinocultura tecnificada, que incluem o controle de
roedores, principal fonte de eliminacdo da bactéria (Badke 2001, Rende 2007, Soto
2007) favorecem a manutencdo da sanidade dos animais. Complementarmente, a
adocdo de tratamento com antimicrobianos e o curto periodo de permanéncia dos
animais terminados nas granjas contribuem para este quadro (Ribotta et al. 1999,
Drolet et al. 2002)
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Apesar da rapidez e facilidade na execucdo da técnica e na série de
vantagens apresentadas, alguns autores que a utilizaram para a detecgdo de
antigenos de Leptospira spp. em amostras de outros tecidos bioldgicos e fluidos de
outras espécies animais, consideraram-na de baixa sensibilidade (Anzai 2006,
Brown et al. 2003). Estes autores recomendam sua associa¢cdo a outras técnicas,
como por exemplo, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). No entanto, esta
tltima permite a identificacdo de fragmentos de DNA do microrganismo. Embora
possua algumas limitacdes, Donahue et al. (1991) e Oliveira Filho (2010) afirmam
que a IFD é um teste bastante util, rapido e eficaz para se estabelecer o diagnéstico
desta doenca sendo utilizado por varios laboratérios com resultados satisfatorios.
Pescador et al. (2004) corroboram os autores supracitados, afirmando que este € um

teste bastante Gtil no diagnéstico definitivo desta doenca.

CONCLUSAO
O risco de contaminacdo por Leptospira spp. para trabalhadores de
matadouros frigorificos sob inspecéo sanitaria que abatem suinos provenientes das
granjas tecnificadas analisadas é baixo. No entanto € de fundamental importancia o
constante monitoramento deste agente etiolégico, em funcdo de seu potencial

zoonotico.
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HISTOPATOLOGIA DE TONSILAS E LINFONODOS DE SUINOS DE ABATE:

VERIFICACAO DE LESOES ASSOCIADAS AO CIRCOVIRUS SUINO TIPO 2

KENIA DE FATIMA CARRIJO*; ELMIRO ROSENDO DO NASCIMENTO?; NELSON

MORES?; JANICE REIS CIACCI-ZANELLA® ROGERIO TORTELLY*

ABSTRACT

Background: The porcine circovirus type 2 (PCV2) is associated with various syndromes,
responsible for economic losses in the pork industry worldwide, and infection subclinical
infection is currently considered the most common manifestation. The histological lesions in
various organs, attributed to PCV2 were evaluated and described previously by other authors.
However, these lesions refer to animals with clinical symptoms, there are few reports about
the subclinical manifestation of these lesions. The aim of this study was to identify and
characterize the microscopic lesions observed in tonsil and lymph node lymphoid organs
finishing swine slaughtered under sanitary inspection, subclinically infected with PCV2 and
compare them with the presence of this virus by Nested-PCR.

Materials, Methods & Results: Were evaluated histopathologically and examined for PCV2

by nested PCR (N-PCR), tonsil and lymph node samples from 100 pigs termination without

! Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Av. Paré,
1720, Bloco 2T, Umuarama, Uberlandia, MG, Brasil. CEP: 38400-902. E-mail:
keniacarrijo@famev.ufu.br

2 Departamento de Salide Coletiva Veterinaria e Saude Publica. Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal Fluminense (UFF). E-mail: elmiro@vm.uff.br.

% Embrapa Suinos e Aves. Concdrdia, SC, Brasil.

* Departamento de Patologia e Clinica Veterinaria da Faculdade de Veterinaria —
Universidade Federal Fluminense (UFF). E-mail: rtortelly@hotmail.com.



93

clinical signs consistent with infection associated with PCV2, slaughtered under sanitary
inspection. After post-mortem sanitary inspection, were collected samples of tonsil and
tracheobronchial lymph node. Part of each sample was placed in flasks containing 10%
buffered formalin and the other part was placed in polypropylene tubes, which were kept at -
70 C until time of use. After the fixation, the samples preserved in formalin were
histologically processed through routine methods, stained with hematoxylin and eosin and
were evaluated under light microscopy. The material from the frozen (-70 C) was investigated
DNA PCV2 by N-PCR. The results were stored in the data base and analyzed statistically
using the Software BioEstat 5.0. Histologically, 46% of lymph nodes and 94% of the tonsils
did not show any microscopic change. Evidence of lymphoid depletion were found in 6% of
lymph nodes and in 3% of the tonsils analyzed. Among the microscopic changes, the most
frequent was the presence of indistinct follicles in lymph nodes (37%), tonsil (3%). Jointly,
there was so much the presence of lymphoid depletion than follicles indistinct in 11% of
lymph nodes. The N-PCR can be detected in DNA from PCV2 on 76% and 67% (67/100) of
lymph nodes and tonsils analyzed, respectively. Were investigated the joint presence of this
agent in 57% of the lymphoid organs analyzed. The concordance by Kappa between the
diagnosis of PCV2 by N-PCR between the two bodies was 0.29 (29%) were in agreement
with each other (p <0.05). The Odds Ratio value was equal to 4.2, which means that the
probability to detect DNA from PCV2 by N-PCR was 4.2 times higher in the lymph node
than tonsil (p <0.05). 42% of the animals that had microscopic lesions in the lymph node had
PCV2 by N-PCR. In contrast, we detected the presence of DNA of this agent in 35% of lymph
nodes and in 62% of the tonsils without lesions.

Discussion: Although the analyzed animals do not show clinical PCV2 can be seen that
histopathological lesions typical of this event can be observed in these clinically normal

animals, although such lesions were mild. The data presented in this study support the
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changing health scenery of pigs in relation to PCV2, due to the success of vaccination against
PCV2 in parallel with the control of clinical disease led to a reduction of tissue damage
caused by this agent, limited to subclinical infections, with outbreaks occasional nature of this
disease. Despite the significant detection of PCV2 DNA, the histopathological lesions in
lymphoid organs were mild. This situation reflects the change of sanitary status of pigs at
relation the PCV2 compared to after the widespread adoption of vaccination of livestock, so

that the clinical manifestation of the disease is now rare.

Keywords: Histopathology, PCV2, tonsil, lymph node, Nested-PCR.

Descritores: Histopatologia, PCV2, tonsila, linfonodo, Nested-PCR.

INTRODUCAO

O Circovirus suino tipo 2 (PCV2) é reconhecido como o agente primario de diversas
sindromes [45,39,17], responsaveis por importantes perdas econdmicas na industria de carne
suina em todo o mundo [8,41]. No entanto, apds a infeccdo com o PCV2, alguns suinos
desenvolvem a enfermidade na sua forma clinica ou subclinica [48], sendo que os
mecanismos precisos para que uma forma ou outra desenvolva ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos [20].

Tdo importante quanto a doenca clinica, a infeccdo subclinica tem ganhado grande
importancia nos estudos das enfermidades associadas ao PCV2 [11,50,52], sendo considerada
atualmente a forma mais comum de manifestacdo ap6s a recomendacdo e adogdo da
vacinacdo contra o PCV2, que possibilitou a reducdo de seu impacto nos parametros
produtivos nos rebanhos [53].

Sabe-se que a manifestacdo da infecgédo subclinica é caracterizada, além da auséncia

de sinais clinicos, pelas baixas quantidades de PCV2 e nenhuma ou leve presenca de lesdes



95

histopatoldgicas nos tecidos, sobretudo os linféides [17,47]. Lesdes histoldgicas em diversos
Orgdos, atribuidas ao PCV2, foram avaliadas e descritas anteriormente por outros autores
[32,27,30,42,15,21,30,2,25,17]. Entretanto estas lesdes referiam-se a animais que
apresentavam manifestacdes clinicas, havendo poucos relatos a cerca destas lesdes na
manifestacdo subclinica desta enfermidade.

Baseados nos fatos expostos, o objetivo deste estudo foi identificar e caracterizar as
lesbes microscépicas verificadas nos oOrgaos linféides tonsila e linfonodo de suinos de
terminacdo abatidos sob Inspecdo Sanitaria, infectados subclinicamente com o PCV2 e

compara-las com a presenca do virus pela Nested-PCR.

MATERIAL E METODO
Procedéncia e processamento histoldgico do material

Para esta pesquisa foram coletadas amostras de tecidos biologicos de 100 suinos de
terminacdo, abatidos sob inspecdo sanitaria no estado de Santa Catarina, provenientes de 50
granjas situadas em 31 cidades no oeste deste estado, durante 0 més de fevereiro de 2011. Na
ocasido da inspecdo ante-mortem, nenhum dos animais apresentava sinais clinicos
compativeis com as doengas associadas ao PCV2, tais como palidez de pele e/ou ictericia,
emagrecimento excessivo, hipertrofia de linfonodos inguinais superficiais, dispnéia, diarréia
[18,26,32,47] e lesGes dérmicas multifocais de coloragcdo vermelha escura [13]. ApdGs o abate
e realizagdo da inspecdo post-mortem, foram coletados de um mesmo animal, amostras de
tonsila e linfonodo traqueobronquico. Uma parte de cada amostra foi acondicionada em
frascos separados contendo formalina a 10% tamponada e a outra parte foi acondicionada em
frascos de prolipropileno, os quais foram mantidos a -70°C até o momento do uso.

Com relacdo as amostras conservadas em formalina, apos a fixacdo, estas foram

processadas histologicamente por meio dos métodos de rotina [3], incluidas em blocos de
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parafina, os quais foram seccionados em cortes de 4um, montados em lamina para
microscopia e corados com hematoxilina e eosina (HE). Posteriormente foram avaliados sob
microscopia optica.

A fim de se verificar a presenca de lesbes microscopicas sugestivas de PCV2 nos
orgdos linféides avaliados (tonsila e linfonodo), adotou-se o0s critérios propostos por
Opriessnig et al. [33] quanto a deplecéo linfoide, cujos escores variam de zero a trés (zero:
auséncia de deplecdo linfoide; um: deplecéo linféide com perda da celularidade global; dois:
moderada deplecdo linfdide; trés: severa deplecdo linféide com perda da estrutura folicular
linféide. Foi verificada ainda a presenca de foliculos indistintos, infiltragdo histiocitica e
células gigantes multinuceladas, conforme Hansen et al. [17], formacdo de granulomas e
presenca de corpusculos de inclusdo conforme O’Dea et al. [30].

Deteccédo Molecular de PCV2

A partir do material congelado (-70°C), foi pesquisado 0 DNA de PCV2 por meio da
Nested-PCR (N-PCR). O DNA foi extraido conforme Ciacci-Zanella et al.[7] e Sambrook &
Russell [43].

Os “primers” utilizados na primeira etapa da reacdo (PCR externa) foram aqueles
previamente descritos por [14] e na segunda etapa (PCR interna), aqueles previamente
descritos por [22]. As reacdes foram realizadas conforme Kim et al. [23]. Como controle
positivo, foi utilizada amostra de PCV2 isolada de suinos com sinais clinicos e lesGes de
doencas associadas ao PCV2 [6]. Agua ultrapura foi utilizada como controle negativo nas
reacOes. Apds a amplificacdo dos produtos, estes foram visualizados em gel de agarose a 2%
contendo brometo de etideo. A visualizacdo e a fotodocumentacdo foram realizadas sob luz
ultravioleta.

Andlise estatistica
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Para a analise estatistica, os resultados foram armazenados em banco de dados e
posteriormente analisados por meio do Software BioEstat 5.0. Pela estatistica descritiva,
obteve-se o percentual de alteracbes microscopicas 