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Mycoplasma Suis HEMOTROFICO NO ESTADO DE SAO PAULO: EPIDEMIOLOGIA E
HEMATOLOGIA

RESUMO - A hemoplasmose dos suinos, causada pelo Mycoplasma suis, caracteriza-se
como doenca geograficamente cosmopolita, atinge animais de diversas faixas etarias,
frequentemente associada a anemia hemolitica moderada a grave e predispde os animais
a imunossupressao, infertilidade, diminuicdo do ganho de peso, aumento de natimortos,
abortos e retorno ao cio, ou seja, impacta diretamente as granjas de suinos e leva a
imensuraveis perdas econbmicas. Do ponto de vista epidemiolégico, animais
assintomaticos sdo considerados como foco da hemoplasmose por serem portadores e
apresentarem melhora clinica sem a eliminacdo do parasita e alguns autores reportam a
micoplasmose hemotréfica como uma enfermidade de potencial zoondtico. A prevaléncia
nos rebanhos brasileiros € discutivel, especialmente por que o diagndstico tradicional pela
observacéo do M. suis no esfregaco sanguineo tem baixa sensibilidade. Objetivou-se com
0 presente trabalho caracterizar a taxa de prevaléncia e correlacionar a quantidade do
Mycoplasma suis quantificado por gPCR com alteragdes nos parametros hematoldgicos em
suinos em diferentes fases de criacdo de granjas tecnificadas de ciclo completo do Estado
de Sao Paulo. Foram avaliadas 20 diferentes granjas suinicolas de ciclo completa situadas
em territério paulista, foram coletadas 501 amostras de sangue total em EDTA-K2 para
analise molecular de gPCR para Mycoplasma suis e realizacdo de hemograma e pesquisa
de hemoparasitas em esfregaco sanguineo. No primeiro capitulo realizou-se uma revisao
de literatura sobre o Mycoplasma suis, a patobiologia do agente bem como os sinais clinicos
nos animais. No capitulo 2 relatou-se a ocorréncia do Mycoplasma suis nas granjas
tecnificadas de ciclo completo no Estado de S&o Paulo e foi possivel determinar uma
prevaléncia total de animais infectados de 31,93% (161/201) e 95% (19/20) de granjas
infectados e por fase de criagcdo foram: creche (30,47%); recria (31,29%), teminacgao
(26,18%) e frigorifico (40,25%). No terceiro capitulo, correlacionou-se os resultados dos
parametros hematolégicos com a bacteremia de M suis, sendo que, na comparacao dos
hemogramas de animais positivos e negativos nao houve diferenca estatistica e ambos os
grupos nao apresentavam valores alteracdes em relacao aos valores referenciais adotados,
situacdo na qual evidencia-se a condicdo de animais portadores, aparentemente sadios
gue auxiliam na permanéncia e propagacéo do agente nos rebanhos. Nos animais positivos
foram observadas correlacao entre hemoglobina (y = 9,978 + 0,186 x, p = 0,02, r2=0,354),
plaguetas (y = 582,522 — 16,190 x, p = 0,04, r2 = 0,286) e neutrdfilos (y = 9,77 — 0,307 X, p
= 0,05, r2 = 0,276) com a bacteremia de M suis, esses resultados indicam a presenca de
hemdlise, dano vascular e consumo plaquetario inerente aos animais portadores da
micoplasmose hemotréfica.

Palavras-chaves: Mycoplasmose, Suinos, hemoplasma, prevaléncia, bacteremia, fases de
criacao



Mycoplasma suis IN THE STATE OF SAO PAULO: EPIDEMIOLOGY AND
HEMATOLOGY

ABSTRACT - Porcine hemoplasmosis caused by Mycoplasma suis, is characterized as a
geographically cosmopolitan disease. It affects animals of various age groups, often
associated with moderate to severe hemolytic anemia and predisposes the animals to
immunosuppression, infertility, decreased weight gain, increased stillbirths, miscarriages
and return to heat, that is, directly impacts pig farms and leads to immeasurable economic
losses. From an epidemiological point of view, asymptomatic animals are considered as the
focus of hemoplasmosis because they are carriers and present clinical improvement without
the elimination of the parasite and some authors report hemotrophic mycoplasmosis as a
zoonotic potential disease. The prevalence in Brazilian herds is debatable, especially since
the traditional diagnosis by observing M suis in the blood smear has low sensitivity. The
objective of this study was to characterize the prevalence rate and correlate the quantity of
Mycoplasma suis quantified by gPCR with changes in hematological parameters in pigs in
different phases of rearing of full-cycle farms in the State of S&o Paulo. Twenty different
complete cycle swine farms located in the state of Sdo Paulo were evaluated, 501 whole
blood samples were collected in EDTA-K2 for molecular analysis of gPCR for Mycoplasma
suis and blood count and blood smear hemoparasites. In the first chapter there was a
literature review on Mycoplasma suis, the pathobiology of the agent as well as clinical signs
in animals. In Chapter 2, the occurrence of Mycoplasma suis was reported in the full-cycle
technicated farms in the State of Sdo Paulo and it was possible to determine a total
prevalence of infected animals of 31.93% (161/201) and 95% (19/20) infected farms and by
growth stages were: nursery (30.47%); growing (31.29%), finishing (26.18%) and slaughter
(40.25%). In Chapter 3, the results of the hematological parameters were correlated with the
M suis bacteremia, and in the comparison of the blood counts of positive and negative
animals there was no statistical difference and both groups did not present alterations values
in relation to the adopted reference values. This situation evidences the condition of
apparently healthy carriers that help in the permanence and propagation of the agent in the
herds. In positive animals, a correlation was observed between hemoglobin (y = 9.978 +
0.186 x, p = 0.02, r2 = 0.354), platelets (y = 582.522 - 16.190 x, p = 0.04, r2 = 0.286) and
neutrophils (y = 9.77 - 0.307 x, p = 0.05, r?2 = 0.276) with M suis bacteremia, these results
indicate the presence of hemolysis, vascular damage and platelet consumption inherent in
animals with hemotrophic mycoplasmosis.

Keywords: Mycoplasmose, swine, haemoplasma, prevalence, bacteremia, growth stages



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Introducéo

A hemoplasmose dos suinos, causada pelo Mycoplasma suis, caracteriza-se como
doenca de distribuicdo geografica mundial, atingindo suinos em diversos niveis produtivos
e estd associada a anemia hemolitica severa ou crénica moderada, disgalactia, infertilidade
e imunossupressao que podem acarretar prejuizos econdmicos.

Por apresentar um complexo mecanismo patogénico, que estabelece um mecanismo
de infeccdo persistente, esta enfermidade pode apresentar trés comportamentos clinicos,
quais sejam, agudo que é o comportamento classico com intensa anemia hemolitica,
crénico e assintomético.

De acordo com a literatura, os cursos crénicos e assintomaticos da micoplasmose
apresentam ampla variedade de condi¢des clinicas quando comparados com o curso agudo
da referida doenca. Na manifestacdo aguda, observa-se baixo desempenho dos recém-
nascidos, retardo no crescimento e baixa converséo alimentar, podem se confundir com
outras enfermidades dos suinos.

Animais portadores assintomaticos da micoplasmose hemotrofica constituem um
grande problema dos pontos de vista epidemioldgico e econdmico, visto que essa condicdo
silenciosa pode perdurar por longos periodos e pode ser mascarada pela instituicdo de
protocolos antibioticoterapéuticos sem a eliminacgéo eficaz do agente, o que contribui para
permanéncia nas granjas.

Além disso, se 0 agente etioldgico é subdiagnosticado ou sua prevaléncia nos
rebanhos é desconhecida, quando ha episddios de estresse, dispara o gatilho para
multiplicacéo, levando a bacteremia e anemia devido a imunossupressao temporaria.

A prevaléncia da M suis ainda néo foi relatada nos rebanhos paulistas e o Estado de
S&o Paulo detém uma particularidade na producao de suinos quando se compara a outros
estados produtores como da Regido Sul (Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Parana) e
Centro-oeste (Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul).

Dentro de S&o Paulo, xas criacbes seguem o sistema integrado e com poucos
sistemas de ciclo completo e com produtor médio que busca na suinocultura uma

diversificacao das atividades produtivas principais.
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O ciclo completo é um sistema que envolve todas as fases de producdo na mesma
propriedade, ou seja, 0 suino nasce e permanece na granja até o momento de ser
conduzido ao abate (ABCS, 2016).

A suinocultura paulista € formada inteiramente por produtores independentes sem
ligacdo com integradoras ou cooperativas do setor com baixa representatividade em
granjas especializadas em pequenas propriedades (sitios), por exemplo, crecharios, “wean
to finish” ou terminag&o e com pulverizacéo entre as mesorregides do Estado (ABCS, 2016).

Com base no cadastro de produtores da Associacao Paulista de Criadores de Suinos
(APCS, Dados fornecidos, 2016) a maioria das granjas se concentram nas macrorregioes
de Campinas, Barretos e Bauru e de acordo com o mapeamento da Associacao Brasileira
de Criadores de Suinos (ABCS) estas regides juntas concentram 30% do plantel paulista
(APCS, Dados fornecidos, 2016; ABCS, 2016).

Com os olhos nas particularidades da producédo de suinos no Estado de Sao Paulo,
bem como na dindmica do micoplasma hemotréfico dentro da suinocultura paulista,
objetivou-se, neste estudo, caracterizar a taxa de prevaléncia do Mycoplasma suis, nas
diferentes fases de producéo, e analisar o perfil hematolégicos dos suinos portadores de
micoplasmose hemotroéfica no referido Estado.

1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Histérico

O Mycoplasma suis é uma bactéria incultivavel, epicelular, com parede celular
ausente, sensivel a tetraciclina e que se liga a superficie dos eritrocitos causando
deformacbes estruturais (Hoelzle, 2008). Em 1932, Kinsley descreveu particulas
semelhantes ao Anaplasma spp. ligadas aos eritrocitos em esfregacos sanguineos de
suinos infectados e apresentando hemorragia nos pulmdes, coracao e rins, esplenomegalia
e hepatomegalia com impregnacgéao de bilirrubina, denominando a doenca de icteroanemia
suina (Splitter, 1950).

Devido as similaridades morfologicas entre 0 agente da icteroanemia suina e 0s
hemoparasitas conhecidos a época, Eperythrozoon wenyonii e Eperythrozoon ovis, ele foi

denominado Eperythrozoon suis, e a doenca eperitrozoonose dos suinos (Splitter e
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Williamson, 1950). Sendo assim, essa bactéria foi classificada originalmente na ordem
Rickettsiales, dentro de dois géneros, Eperythrozoon e Haemobartonella.

Com base em recentes estudos filogenéticos e fenotipicos, os hemoplasmas foram
reclassificados dentro do género Mycoplasma (Rikihisa et al., 1997; Neimark et al., 2002;
2002; Messick et al., 2002; Tasker et al., 2003). De acordo com a classificacdo molecular
atual, tais parasitos foram realocados na ordem Mollicutes, familia Mycoplasmataceae e

género Mycoplasma (Hoelzle, 2008).

1.2.2 Taxonomia

Splitter e Williamson (1950) descreveram a bactéria responsavel pela doenca
observada anteriormente por Doyle (1932) e Kinsley (1932), e nomearam-na de
Eperythrozoon suis, devido as similaridades morfologicas entre 0 agente da icteroanemia
suina e os parasitas sanguineos conhecidos a época, Eperythrozoon wenyonii e
Eperythrozoon ovis.

Originalmente a E. suis havia sido classificada em duas espécies diferentes, E. suis
e Eperythrozoon parvum, devido a diferencas morfolégicas. Posteriormente, houve a
unificacdo destes taxons, pois, se tratavam de espécies homodlogas, e as diferencas
morfoldégicas se deviam a diferentes fases de vida, j& que o parasita apresenta
pleomorfismo (Splitter, 1950; Zachary e Basgall, 1985).

Caracteristicas como tamanho reduzido, parasitismo eritrocitario e coloracdo gram-
negativa levaram M.suis a ser inicialmente descrita como uma bactéria pertencente a ordem
Ricketsiales, familia Anaplasmataceae (Moulder, 1974). Rikihisa et al. (1997) realizaram o
sequenciamento do gene 16S rRNA do E. suis e outras duas espécies do género
Haemobartonella (Haemobartonella muris e Haemobartonella felis), ambos géneros
pertencentes a familia Anaplasmataceae.

Os dados obtidos com o sequenciamento, foram comparados entre si, € com outros
organismos relacionados por alinhamento de nucleotideos. Os resultados mostraram uma
alta similaridade entre E. suis e Haemobartonella spp. (acima de 84% de similaridade),
sobretudo com H. felis (92%), evidenciando um possivel parentesco. Além disso, foi
observada uma estreita semelhanca destes organismos com os do género Mycoplasma (79
a 83%). JA& a semelhanca destes organismos com outros membros da familia
Anaplasmataceae foi relativamente baixa (abaixo de 75%) (Neimark et al., 2001).

Os resultados dos comparativos moleculares mostraram que, ao contrario da

classificacdo anterior baseada em caracteristicas bioldégicas e morfologicas, E. suis néo
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pertenceria a familia Anaplasmataceae ou mesmo a ordem Ricketsiales, e estaria mais
préxima das outras espécies do género Mycoplasma (Rikihisa et al, 1997).

Neimark e Kocan (1997), ao realizarem o sequenciamento de outra bactéria
hemotroépica, Eperythrozoon wenyonii, obtiveram resultados semelhantes, onde E. wenyonii
se encontrava dentre os micoplasmas, além disso, a similaridade com H. muris, H. felis e
E. suis variou entre 80 a 100%.

Baseado na filogenia e sequenciamentos do gene 16S rRNA destas bactérias
hemotropicas, propds-se a reclassificagdo para o género Mycoplasma, dentro da familia
Mycoplasmataceae, classe Mollicute, instituindo assim o grupo dos hemoplasmas. E com
isso, em 2001, Eperythrozoon suis teve sua nomenclatura alterada para a atualmente
utilizada, Mycoplasma suis (Neimark et al, 2001; Johansson et al, 2002; Tasker et al, 2003).

Um segundo micoplasma hemotroéfico descrito em porcos é o Mycoplasma parvum,
antes chamado de Eperythrozoon parvum, que teoricamente ndo é patogénico, mas €
préximo filogeneticamente do M. suis (Nascimento et al., 2014).

A analise filogenética para o M. suis descrita por Guimaraes et al. (2011) basead no
16S rRNA gene (900 bp) € muito proxima do cluster de M. parvum de amostras oriundas
do Sul do Brasil de matrizes suinas no estudo de (Gatto et al., 2019). Nascimento et al.
(2014) relata essas caracteristicas genbmicas compartilhadas que incluem funcdes
metabdlicas, transportadores e fatores de viruléncia putativos (Nascimento et al., 2013,

Guimaraes et al., 2014).

1.2.3 Biologia e Epidemiologia do Mycoplasma suis

M. suis € um pequeno parasita epicelular, que utiliza glicose presente no plasma do
hospedeiro para o0 seu proprio metabolismo (Smith et al., 1990; Gwaltney, 1995). Em estudo
gndémico, estabeleceu-se que, além de glicose, estas bactérias utilizam outras moléculas
do hospedeiro, tais como: inosina, hipoxantina, aminoacidos, nicotinamida, NADH e
NADPH (Guimarées et al., 2011; Hoelzle et al., 2014).

Assim como outros hemoplasmas, M. suis ndo apresenta parede celular, organelas
e nucleo, com DNA e RNA livres no citoplasma, e reduzido nimero de genes, 0s quais
codificam somente os produtos essenciais para o suporte da vida (Messick, 2004;
Guimarées et al., 2011; Dietz et al., 2016).

Estes organismos sdo encontrados aderidos a membrana externa dos eritrocitos,

provocando danos e deformagbes (Gwaltney, 1995; Thacker e Minion, 2012) e, também,
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livres no plasma, ou intracelularmente, em vacuolos aderidos a membrana eritrocitaria
interna ou soltos no citoplasma (Groebel et al, 2009).

M. suis possuem morfologia pleomorfica, sendo que no inicio da infeccdo
predominam as fases imaturas, de formas cocoides, com didametro variando entre 0,2 ym e
0,5 um, e que ndo causam deformidades as membranas dos eritrécitos nos quais estao
aderidos. As fases juvenis, possuem forma de bastonetes ou discoides, com presenca de
vacuolos intracelulares, e causam as primeiras invaginagdes nas membranas eritrocitarias
(Hoelze, 2014).

No final do ciclo de desenvolvimento surgem as fases maduras do parasita, que
causam as maiores alteracdes estruturais nas membranas eritrocitarias. O diametro desta
forma varia entre 0,8 um a mais de 2,5 um, exibindo &reas centrais extremamente
colapsadas, conferindo uma forma anelada (Splitter, 1950; Zachary e Basgall, 1985;
Gwaltney, 1995).

A replicacdo do M. suis ocorre com o brotamento de pequenas formas imaturas, de
formas imaturas maiores, juvenis ou maduras. As formas imaturas recém-brotadas se
aderem adjacentemente a membrana do mesmo eritrocito formando grupos de parasitas,
ou em eritrocitos proximos ndo parasitados (Wu et al., 2006).

Desta forma, em fases de alta bacteremia, é possivel encontrar um grande nimero
de organismos em diferentes fases de vida, associados a um mesmo eritrocito (Zachary e
Basgall, 1985). O M suis tem distribuicdo cosmopolita e pode estar presente todas as fases
de criacdo de suinos doméstico (Sus scrofa domesticus) e outros suideos (Hoelze et al.,
2007; Dias et al. 2019). As prevaléncias determinadas por biologia molecular podem ser

visualizadas no Quadro 1 e demonstram a abrangéncia geografica do agente.

1.2.4 Patogenia do Mycoplasma suis

A transmissdo do M. suis pode ocorrer por inoculacdo subcuténea, intravenosa,
intraperitoneal e, em casos de canibalismos ou em solug¢des de continuidade (ferimentos)
na pele causadas por brigas de hierarquia, a absorcéo pode ser oral (Henry, 1979).

A transmissao indireta pode ocorrer por fomites (seringas e instrumentos cirdrgicos
contaminados) (Dietz et al., 2014). Em relacdo a transmissédo vertical, Henderson et al.
(1997) afirmava que ela poderia ocorrer via transplacentaria, com base nos estudos de
Stadler et al. (2019), leitdes apresentam positividade e titulacdo para M. suis ap0s o

nascimento em amostras coletadas em fazendas na Bavaria, Alemanha. Estes autores
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afirmam que a transmissdo para os leitdes pode ocorrer em duas possibilidades:

intrauterina ou por contato no nascimento com secre¢des vaginas ou sangue contaminados

de suas maes.

Quadro 1. Revisao de estudos de prevaléncia molecular de Mycoplasma suis hemotrofico

determinados em diferentes lugares do mundo.

PAIS CATEGORIA PREVALENCIA (%) REFERENCIA
Coreia do Sul Suinos -  criagcles 2,9 (55/1867) Seo et al., 2019
tecnificadas
Alemanha Leitdes 14,35 (68/474) Stadler et al., 2019
Bavaria Matrizes 23,8 (65/208)
Brasil Matrizes 79,72 (342/429) Gatto et al. 2019
Regido Sul
Brasil Javali selvagem 50 (7/14) Dias et al., 2019
BA, GO e MG
Hungria Javali selvagem 47,1 (8/17) Hornok et al., 2018
Brasil Criacéo néo tecnificada 54,7 (35/64) Martins et al., 2018
Maranh&o
China Crescimento 42,4 (101/238)
China Matrizes 70,9 (61/86) Fuetal., 2017
Brasil Criac&o néo tecnificada 76,2 (112/147) Toledo et al, 2016
Mossor6 (RN) Frigorifico
Leitbes 13 (39/300)
Recria 10,8 (100/923)
. Terminacdo 25 (190/759)
China Matrizes de reposicdo 40,6 (125/308) Song etal., 2014
Matrizes 48.2 (779/1615)
Cachacos 44.4 (44/99)
Japao Crescimento 5 (6/120)
Japéo Crescimento 50 (6/12) Watanabe et al., 2012
Brasil Matrizes 80 (32/40) Guimarées et al.,
2011
Brasil Cateto e queixada 0 (0/22) Guimaraes et al.,
Foz do Iguacu, Parana 2011
EUA Suinos 7,5 (3/40) Guimaraes et al.,
2011
Alemanha Porcos selvagens 10,03 (36/359) Hoelzle et al., 2009
Alemanha Crescimento 13,9 (164/1176) Ritzmann et al., 2009
China Diversas idades 86 (148/172) Yuan et al., 2009
Suica Matrizes 19 (19/100) Hoelzle et al., 2007
Alemanha Crescimento 10,6 (17/160) Hoelzle et al, 2007

Alguns autores sugerem que o patdgeno em questéo seja transmitido por meio de

vetores, incluindo insetos hematéfagos e ectoparasitas, principalmente pelo piolho

Haematopinus suis (Heinritzi, 1992; Messick, 2004) e por moscas (Stomoxys calcitrans) e

mosquito ou culicideos (Aedes aegypti), mosquito vetor da dengue, zicavirus e chicungunha

(Prullage et al, 1993), entretanto, ndo existe até o0 momento estudos que comprovem a

presenca do M suis em ectoparasitas e estudos com transmissao via vetores.



7

Além disso, foram especuladas rotas alternativas de transmissdo de Mycoplasma
suis, uma vez que, o agente foi detectado em amostras urinarias, swabs de secrecdes
vaginais e nasais e amostras de poeira ambiental, podendo, inclusive, ser transmitido por
aerossois e pela agua (Dietz et al., 2014).

Do ponto de vista da patogenicidade, a Micoplasmose € uma infeccao persistente,
sendo, a anemia o seu sinal clinico evidente (Schweighardt et al, 1989). A adesdo ou
invasdo pelo M. suis induz a alteracdes das hemécias resultando em eritro-apoptose
culminando com anemia hemolitica severa, fase aguda, ou, crbnicamente, anemia
moderada; vasculite, devido a danos vasculares, diatese hemorragica, infertilidade,
imunossupressao (Hoelzle, 2008) e resposta inflamatéria exacerbada (Hoelzle et al., 2014).

Na fase aguda, caracteriza-se pela presenca de anemia hemolitica severa, o M. suis
induz alteracdes nas membranas dos eritrécitos, principalmente no citoesqueleto, levando
a formacao de canais e a inducao de eritro-apoptose das células (Hoelzle, 2008; Felder et
al., 2011), que se caracteriza pelo processo de morte celular programada de glébulos
vermelhos, que se assemelha a apoptose em células nucleadas (Felder et al., 2011).

Durante a infeccdo, o patégeno produz radicais livres que levam ao estresse
oxidativo da membrana celular hospedeira (Somerson et al., 1965); além disso, 0s
micoplasmas utilizam nutrientes e precursores biossintéticos para o seu metabolismo,
podendo levar ao esgotamento e danos as células parasitadas (Russel, 1966; Messick,
2004).

A ocorréncia deste mecanismo patogénico esta relacionada com a viruléncia do
isolado da amostra e da fase de infeccéo. Felder et al. (2011) relataram que em porcos
infectados com amostras altamente virulentas, a eritro-apoptose € regulada positivamente,
porém esta ndo controla a infecgéo.

Em contrapartida, porcos infectados com amostras de baixa viruléncia apresentavam
alta taxa de eritro-apoptose e, ainda assim, a sintomatologia era leve, com leve anemia, e
valores hematolégicos inalterados; portanto, acredita-se que a alta frequéncia desse
mecanismo regularia o curso da infeccéo (Busser et al., 2008).

Além destas interacdes (adesdo e invasdo) entre o agente patogénico e 0s
eritrécitos, levarem a destruicdo direta das células, ocorre também a hemolise
extravascular, principalmente no baco e figado, devido a fagocitose por macréfagos
(eritrofagocitose), incluindo o sequestro esplénico de células deformadas ou alteradas pela
bactéria (Zachary e Smith, 1985; Groebel et al., 2009; Hoelzle et al., 2014).

J&, na resposta inflamatoria exacerbada, esta reacdo pode estar associada ao fato

de alguns micoplasmas produzirem superantigenos, que sdo capazes de se ligarem as



8

moléculas do sistema imune sem que sejam destruidos, assim, desencadeiam uma
resposta de estimulacdo de um grande numero de linfécitos, liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias, porém, havendo uma supressdo potencial destas células e levando ao
desenvolvimento de sintomas debilitantes, como a artrite cronica (Cole e Alkins, 1991).

Como os micoplasmas hemotropicos tem potencial para invasao intracelular, como
um de seus mecanismos patogénicos, este fato possibilita a evasédo do sistema imune do
hospedeiro, isto €, além de utilizar as respostas imunes para seus beneficios nutricionais,
também podem reduzir a eficicia da utilizacdo de antibiéticos (Groebel et al., 2009). Tal
fato, esses mecanismos podem justificar a maior ocorréncia crénica da enfermidade
(Messick, 2004).

1.2.5 Sinais clinicos na micoplasmose dos suinos

As primeiras descricdes dos sinais clinicos e lesdes feitas por Kinsley (1932)
classificavam a doenca como uma icteroanemia, pois apresentava manifestacdes clinicas
como ictericia, sangue mais fluido, hemorragia de 6rgéaos vitais; tais como pulmdes, rins e
coracgao, espleno e hepatomegalia.

A hemoplasmose suina pode apresentar trés fases clinicas: aguda, cronica e
subclinica, em cuja fase os sinais clinicos ndo séo caracteristicos (Hoelzle, 2008). Na fase
aguda ha intensa bacteremia, anemia hemolitica severa (fatais para leitdes e porcas
gestantes), quadros hipoglicémicos e morte.

Ademais, hé relatos de sinais como dispneia, enterite, fezes com impregnacao biliar,
cianose e necrose gangrenosa das orelhas (Smith, 1992; Messick, 2004). Ja, na fase
cronica, a infeccdo nos suinos é manifestada pela anemia, leve ictericia, baixo desempenho
e retardo no crescimento (Henry, 1979; Brownback, 1981; Zinn et al., 1983; Schweighardt
et al.,, 1986). Nas fémeas, a manifestacdo aguda pode resultar em depressao, anorexia,
estado febril, comportamento materno fraco e, até mesmo, diminui¢cao da producao de leite;
e quando associada a problemas reprodutivos, pode ocorrer diminuicdo da eficiéncia
reprodutiva, incluindo estro tardio ou anestro, morte embrionaria precoce e abortamentos
(Messick, 2004).

Os suinos podem tornar-se portadores crénicos do M. suis. Do ponto vista
epidemioldgico e econdmico, tal fato caracteriza-se como um grande problema, visto que
0S animais sdo assintomaticos por meses e em alguns casos podem nao apresentar

gualquer sintomatologia clinica (Messick et al, 2002).
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Esta fase também compreende animais que tiveram melhora clinica induzida por
antibioticoterapia sem a eliminacéo eficaz do parasita (Gresham et al., 1994). Outro fator €
0 subdiagnoéstico da enfermidade pelos métodos laboratoriais, situagdo que perpetua a
hemoplasmose nos rebanhos (Strait et al., 2012).

Thacker e Minion (2012) asseveram que a ocorréncia de sinais clinicos,
repentinamente, nas fases crbnica e assintomatica decorre-se pelo estresse ou praticas
inadequadas de manejo, visto que, a imunossupressao predispde a multiplicacdo do agente
e bacteremia no animal portador.

A imunodepressdo também associada ao aumento da ocorréncia de doencas
entéricas e respiratérias em suinos, podendo assim, agravar o quadro do animal e
eventualmente a doenca pode se manifestar como surtos clinicos, podendo aumentar a
frequéncia em rebanhos infectados, principalmente, quando ha ruptura da relacéo entre a
bactéria e o hospedeiro (Zachary e Smith, 1985; Thacker e Minion, 2012; Fard, 2014)

1.2.6 Diagnéstico da micoplasmose dos suinos

O diagnéstico esta baseado nos sinais manifestados no plano clinico, bem como no
uso das mais variadas modalidades de investigacdo laboratorial, sendo os testes
hematolégicos e sorolégicos bem usuais (Thacker e Minion, 2012), e de importancia na
identificacdo de animais portadores, a fim de elimina-los do rebanho, e para realizacéo de
testes de triagem para prevenir a introducéo de animais infectados em rebanhos negativos
(Messick, 2004).

O diagndstico das infecgcdes por M. suis é frequentemente fundamentado na
observacdo microscoépica de esfregacos sanguineos corados, porém trata-se de pesquisa
laboratorial de baixa sensibilidade e especificidade (Hoelzle et al., 2007).

A sorologia por meio de “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” (ELISA) pode ser
empregada para diagndstico, mas a falta de cultivo e purificacdo do M suis séo fatores que
limitam a difus@o da técnica (Schuller et al., 1990; Hsu et al., 1992; Hoelzle, 2007b). Na
literatura ha relatos da utilizacdo de Fixacdo de Complemento (Splitter, 1958; Baljer et al.,
1989; Schuller et al., 1990) e Hemaglutinacao Indireta (Smith e Rahn, 1975).

Porém, uma limitacdo da técnica de Hemaglutinacdo indireta ocorre pelo fato de
mensurar anticorpos IgM, produzidos durante a infec¢do por M. suis e mais direcionados

as ceélulas danificadas do que ao antigeno propriamente dito. Assim, estes anticorpos
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podem tornar-se variaveis e até indetectaveis, portanto, dificultam o diagnostico por esta
técnica (Heinritzi, 1990; Schuller et al., 1990).

Ja os métodos moleculares por PCR e gPCR s&o os mais efetivos para o diagnéstico
de micoplasmas hemotroficos, mostrando-se altamente sensiveis, especificos,
principalmente para a identificacdo, dentro da criacdo, de animais que sdo portadores
(baixa bacteremia) ou que possuem a forma subclinica da doenca, e apresentando baixo

risco de contaminacao e reprodutibilidade (Hoelzle, 2008).

1.2.7 Profilaxia e tratamento da micoplasmose

Devem ser utilizadas medidas profilaticas e de controle juntamente com o
tratamento, para evitar a disseminacdo do agente através de boas praticas de manejo
(Messick et al., 2004).

Hoezle et al. (2009) afirma que a transmisséao iatrogénica (p. ex. agulhas), pode ser
evitada utilizando-se agulhas novas ou desinfetadas por porca e leitegadas, assim como
outros instrumentais cirdrgicas.

Exames sorolégicos ou de preferéncia por conta da alta sensibilidade e
especificidade a metodologia de gPCR na aquisicdo de novos animais na granja para a
evitar a introducdo do agente no rebanho ou para descartar animais portadores da M suis
(Fard et al., 2004).

Para o tratamento da infeccdo aguda, o medicamento de escolha é a oxitetraciclina
na dose de 20-30 mg/kg de peso. N&o estédo disponiveis vacinas contra esta enfermidade
no mercado, devido a dificuldade de cultivo da bactéria e aos poucos conhecimentos sobre
sua viruléncia. Entretanto, existe experimentos para desenvolvimento de vacinas com
proteinas recombinantes, exemplo disso € o estudo de Hoelzle et al. (2009) que trabalhou
com imunogenicidade e eficacia de uma adesina imunodominante do M. suis (MSG1) que
se estimulou forte imunidade humoral e celular com inducao de anticorpos funcionalmente
ativos.

Como terapia de suporte pode ser feito um tratamento parenteral, visto que o0s
animais ndo se alimentam adequadamente, e aplicacbes de ferro para auxiliar na

recuperacéo da anemia e, ocasionalmente, regredir a mortalidade (Straw et al., 2006).
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CAPITULO 2 — PREVALENCIA MOLECULAR DO MYCOPLASMA SUIS EM GRANJAS
TECNIFICADAS DE CICLO COMPLETO NO ESTADO DE SAO PAULO, BRASIL?.

2.1 INTRODUCAO

A hemoplasmose dos suinos, causada pelo Mycoplasma suis, possui uma
distribuicdo geografica mundial, atingindo suinos em diversos niveis produtivos e é
associada a anemia hemolitica severa ou cronica moderada, disgalactia, infertilidade e
imunossupressao que podem acarretar prejuizos econdémicos (Messick, 2004; Hoelze et
al., 2014).

Do ponto de vista epidemiolégico, os animais assintomaticos sao considerados como
principal foco de infeccdo da hemoplasmose, por serem portadores do agente sem o
desenvolvimento clinico ou apresentam melhora clinica sem a eliminacdo do parasita,
contribuem para a permanéncia nos rebanhos acarretando prejuizos econdémicos
silenciosos e persistentes (Wu et al., 2006).

A prevaléncia nas granjas brasileira ainda é discutivel, visto que a maioria dos
trabalhos se destinam no relato de soroprevaléncia e prevaléncia molecular em matrizes
(Guimarées et al., 2007; Guimaraes et al., 2011; Gatto et al., 2019), em criacdes extensivas
com baixo grau de tecnificacdo (Toledo et al.,, 2016; Martins et al., 2019), em porcos
selvagens (Dias et al., 2019) e em porcos de cativeiro (Viera et al., 2011).

Existem poucos estudos que se dedicam no conhecimento da presenca do M suis
entre as fases de criacdo de creche a terminacdo, bem como, a distribuicdo geografica do
parasita nas diferentes regides brasileiras.

O presente estudo teve como objetivo estimar a prevaléncia por reagdo de
polimerase quantitativa (QPCR) do Mycoplasma suis em granjas tecnificadas de ciclo

completo no Estado de Sao Paulo, Brasil.

2 Este capitulo corresponde ao artigo cientifico submetido a Veterinary Microbiology e encontra-se em
avaliacdo para publicacéo.



17

2.2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias da Universidade
Estadual Paulista, Campus Jaboticabal (FCAV — UNESP), sobre o protocolo n° 11.317/16.

2.2.1 Delineamento amostral

Com base no cadastrado de associados pela Associacdo Paulista de Criadores de
Suinos (APCS) (APCS, Dados fornecidos, 2016) foram indicadas 41 granjas de ciclo
completo situadas em diversas regides do Estado de Sao Paulo que possuiam
aproximadamente 80.000 animais.

Das 41 granjas existentes, 20 aceitaram participar da pesquisa, desta maneira, néo
foi possivel obter uma amostra probabilistica. O presente estudo e os pesquisadores
responsaveis nao possuem caracter de autoridade sanitaria e a adesao ao projeto foi
voluntaria por parte dos produtores apds apresentagcdo do projeto e delineamento
experimental.

Alguns produtores ndo aderiram ao projeto com alegagdes de manutencdo da
biosseguridade da granja com visita dos pesquisadores ou devido a suspensas das
atividades de criagdo durante o periodo da amostragem. A populagdo-alvo nessas 20
granjas paulistas era composta por 37.670 animais, entre os quais se procurou aplicar
metodologia de seleg¢ao probabilistica.

O tamanho da amostragem de cada estabelecimento seguiu a férmula de estimagao
de prevaléncia proposta por Thrusfield (2007) onde se considerou uma prevaléncia
estimada de 50%, uma vez que, as literaturas disponiveis ndo apresentavam a mesmas
condigdes de criagdo zootécnica, foi aplicado a seguinte férmula:

1,96% Pexp (1 — Pexp)

n

Onde:
n = quantidade de amostras necessarias
Pexp = prevaléncia estimada

d = limite de preciséo absoluta
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Para a determinagcdo do numero de animais investigados em cada fase de criagéao
dos plantéis, foi utilizada a férmula que considera a sensibilidade (S) como grau de
confianga da amostragem de animais dentro do rebanho e que os falsos positivos foram
identificados com um teste confirmatério (Cannon e Roe, 1982; Martin et al. (1992);
Noordhuizeen et al., 1997).

M—-—(DxS-1)

N=[1-(1-C)o%] x| :

Onde:

N = Amostragem necessaria ou animais que precisado ser investigados
C = grau de confianca do teste utilizado

D = numero de unidades com doenga / infecgéo (prevaléncia estimada)
S = Sensibilidade do teste

M = numero de unidades (animais ou rebanho) a ser estudado

Na obtencdo da amostra, contemplaram-se as quatro fases de criagdo que
estratificavam a populacao-alvo em: creche (21 — 65 dias), recria (66 — 110 dias), terminagao
(111 — 160 dias) e frigorifico (170 — 190 dias). Com o objetivo de padronizar as coletas e
uniformizar a idade dos animais coletados foram consideradas o ponto médio de dias para
cada fase: creche (45 dias), recria (90 dias), terminagao (140 dias) e frigorificos (180 dias).

O numero de unidades (M) foi inquérito ao produtor no momento da coleta onde ele
informava o tamanho do plantel por fase de criagcédo. Ao final, foram coletadas um total de
2256 amostras de sangue.

Para o calculo do tamanho da amostra necessaria para determinagao da prevaléncia
empregou-se a formula abaixo, que ja embute a correcdo de acordo com o tamanho da
populagao estimada. O calculo foi realizado por meio do software Epi Info.

N*p*q*Zz
 (N—-1)*EZ+px*q=*Z2

n

n = tamanho da amostra a ser examinada
N = tamanho da populagéo-alvo

p = prevaléncia esperada = 0,35 (35%)

g = 1 — prevaléncia esperada (0,65)

Z = 1,96 (nivel de confianga = 95%)

E = erro admitido (0,05 ou 5%)
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A aplicagao da férmula resultou em um tamanho de amostra no minimo 348 animais.
Uma vez que havia disponibilidade de recursos laboratoriais, foram examinadas 501
amostras. Para manutencdo amostral buscou-se uma proporgéo de animais em cada fase
para nao distanciar da proporgao representada da fase na populagao-alvo. Foram assim
examinadas 128 amostras de animais de creche, 121 de recria, 64 de terminacao e 188 de
frigorifico.

Ademais, houve uma distribuicdo da amostra em relagéo as mesorregides do Estado
de Sao Paulo seguidas pelo Instituto Geografico e Cartografico do Estado (IGB — Governo
de Sao Paulo, 2019). A distribuicdo de amostras estratificadas por granjas e animais pelas

mesorregides paulistas podem ser visualizadas na tabela 1.

Tabela 1. DistribuicBo das amostras coletadas estratificadas pela quantidade de granjas e
animais existentes e examinadas para determinacdo da prevaléncia do Mycoplasma suis
hemotréfico em relacdo as mesorregides do Estado de S&o Paulo.

~ GRANJAS ANIMAIS
MESORREGIAO EXISTENTES EXAMINADAS EXISTENTES EXAMINADOS

1- Aracatuba 1 1 2.200 23
2- Barretos 2 1 5.050 75
3- Bauru 3 1 1.090 15
4- Campinas 14 6 2.110 27
5- Araraquara-Central 3 3 11.550 155
6- Ribeirdo Preto 4 4 7.150 95
7- Sorocaba 11 4 8.520 111

TOTAL 41 20 37.670 501

2.2.2 Procedimento epidemioldgico

Para analise epidemiolégica dos dados foram adotadas as seguintes medidas: a)
considerando toda a populacao; b) uma analise independente por fase de criacéo; e ¢) uma
analise para cada regido do estado. Dessa forma, foi calculado um peso para a analise
geral, andlise de cada fase e outro a analise por regiéo.

Considerou-se a granja como a unidade primaria de amostragem, exceto na analise
por regido nas situacdes em que todos os rebanhos da regido foram examinados, ou em
gue apenas um rebanho foi examinado; nesse caso, considerou-se o animal como a
unidade priméaria de amostragem. Na analise geral e na andlise por regido foi adotada a
estratificacdo segundo a fase de criacéo.

Para calcular a taxa de prevaléncia de animais infectados obteve-se o peso que cada

animal amostrado representava na populacdo. Para isso determinou-se inicialmente a
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probabilidade de selecao de cada animal da amostra, de acordo com a formula abaixo
(Dohoo et al., 2009).

=zl =
S

Nessa férmula:

n = nimero de granjas amostradas

N = numero de granjas na populagao

m = numero de animais amostrados na granja

M = numero de animais na granja

O peso do animal foi calculado como sendo o inverso da probabilidade de selecéao,
ou seja, 1/[(n/N)*(m/M)]. Dessa forma, o peso significa 0 numero de animais que o animal
amostrado representa.

Outra informacgao inquerida dos criadores foram a quantidade de matrizes suinas da
propriedade com objetivo de conhecer o tamanho da granja pela sua possibilidade de
producdo a partir das reprodutoras, como uma medicdo indireta. Esses dados foram
aplicados em férmula de intervalos de classe com objetivo de agrupar as granjas

considerando seu tamanho de produgao.

2.2.3 Selecao dos animais e procedimento de coleta

Para selecdo de animais higidos para as coletas inicialmente foram determinadas
analise de temperatura corporal, auscultagao pulmonar e cardiaca, estado comportamental
e tempo de perfusdo capilar de mucosas (TPC). Entretanto, devido o tempo de
deslocamento dos pesquisadores até granja, viabilidade da amostra para serem realizados
os testes laboratoriais, estresse pela manipulagdo durante o procedimento de coleta e
recepcao dos criados aos procedimentos de pesquisa, optou-se por considerar apenas TPC
e estado comportamental normal para atestar a higidez dos animais coletados. Evitou-se
animais que ndo se movimentavam nas baias ou animais que ficavam préoximos de baias
de enfermos.

Todos os animais amostrados tiveram amostras coletadas por venopungao da veia
jugular direita e as amostras foram acondicionadas em tubos a vacuo separados, estéreis
e tratados com anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA-K2) com inibidor de

DNA/RNAse para determinagado molecular do Mycoplasma suis.
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As amostras de sangue total foram transportadas em caixas isotérmicas com
refrigeracdo ao Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, Campus Jaboticabal (FCAV-
UNESP) onde foram aliquotadas separadamente em criotubos RNA/DNA free e
armazenadas a -20°C até a realizacdo dos procedimentos de biologia molecular no
Laboratério de Imunoparasitologia (FCAV-UNESP).

2.2.4 Tempo real quantitativo (QPCR) absoluto para M. suis

Todas as analises foram realizadas obedecendo as normas estabelecidas pelo MIQE
(Minimum information for publication of quantitative real-time PCR experiments) (Bustin et
al., 2009).

A extracdo de DNA foi realizada com sangue total de suinos usando o protocolo
descrito por Kuramae-lzioka (1997). As mensuracdes da concentracdo de DNA das
amostras foram realizadas por meio de espectrofotometria com o auxilio do equipamento
Thermo Scientific NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo FisherScientific®,
Wilmington, Estados Unidos), absorbancia de 260/280 nm para determinacdo de
concentracdo do DNA, tendo como fator de exclusdo de amostras aquelas que nao
atingiram a pureza de 1,8 a 2,0 para realizacdo da técnica de PCR.Com a intencéo de
descartar a possibilidade de ocorréncia de falso-negativos na PCR em tempo real para M.
suis e atestar a qualidade do procedimento da extragdo do DNA amostral, todas as
amostras extraidas foram submetidas a uma PCR convencional utilizando os
oligonucleotideos iniciadores GAPDH-F (5-CCTTCATTGACCTCAACTACAT-3’) e
GAPDH-R (5’-CCAAAGTTGTCATGGATGACC-3’) que flanquearam um fragmento de 437
pares de base (pb) do gene GAPDH (gene enddgeno).

A técnica da PCR adotada foi a proposta por Birkenheuer et al. (2003) modificada,
sendo que, a reacdo de amplificacdo utilizou uma reacao de volume total final de 25uL (5uL
do DNA-amostra, 0,2mM de cada desoxinucleotideo, 1uM de cada oligonucleotideo
iniciador, 0,75mM de Cloreto de Magnésio, 0,25 uL de Tag DNA Polimerase Platinum,
tampéao da PCR e agua ultra-pura esterilizada g.s.p. 25uL), com submissao térmica e tempo
de amplificacdo de: desnaturacgéo inicial a 94°C por 3 minutos, 35 ciclos compostos por
desnaturacao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 50°C por 2 minutos e extensao a 72°C

por 2 minutos, seguidos por extenséo final a 72°C durante 7 minutos.
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Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose a 1,5% corado com Brometo de Etideo (0,5 pL/mL) em tamp&o de corrida TEB pH
8,0 a uma corrente de 90V / 50mA durante 90 minutos. Os produtos amplificados foram
comparados com um marcador de peso molecular de 100 pares de base, e os resultados
foram visibilizados e analisados através de um transiluminador de luz ultravioleta (Chemi-
Doc, Bio-Rad®) acoplado a um programa computacional de andlise de imagens (Image Lab,
Bio-Rad®).

As amostras de DNA extraidas e positivas na PCR convencional para o gene
enddgeno GADPH foram submetidas a gPCR baseada no gene 16S rRNA para
Mycoplasma suis, utilizando os oligonucleotideos iniciadores (Integrated DNA
Technologies®, Coralville, lowa, Estados Unidos) F (5-
CCCTGATTGTACTAATTGAATAAG-3’) e R (5- GCGAACACTTGTTAAGCAAG-3) e a
sonda de hidrélise TagMan (5’FAM- TGRATACACAYTTCAG-MGBNFQ3’) descrito por
Guimaraes et al., 2011.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas no Termociclador modelo CFX 96
(BioRad®), utilizando volume total final de 10pL, contendo uma mistura de 1uL do DNA-
amostra, 0,2uM de cada oligonucleotideo iniciador e sonda de hidrdlise, tampao da PCR
(1Q Multiplex Power Mix, BioRad®, Hercules, Califérnia, Estados Unidos) e agua ultrapura
esterilizada (Nuclease-FreeWater, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) g.s.p.
10uL. A sequéncia térmica e de tempo de amplificacdo adotado foi: 95°C por 10 minutos
seguidos por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos, 58,5°C por 45 segundos e 72°C por 30
segundos.

Para o procedimento de quantificacdo do nimero de copias de DNA das amostras,
foram realizadas diluicbes seriadas com diferentes concentragbes de DNA plasmidial
contendo a sequéncia-alvo (2,0 x 107 copias/yL a 2,0 x 10° cépias/pL) para estabelecer
uma curva padrao e estas também foram consideradas como controles positivos da reacao.
Como controle negativo nas reacdes de gPCR ultilizou agua ultrapura esterilizada
(Nuclease-Free Water, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) g.s.p. do mix
gPCR descrito.

O numero de coépias de plasmideos foi determinado de acordo com a férmula ((Xg/
uL DNA/ [tamanho do plasmideo (pb) x 660]) x 6,022 x 1023 x cépias do plasmideo/uL). O
numero de copias alvo /L foi calculado com base em 100% de eficiéncia de extracdo de
DNA. As eficiéncias de amplificacao foram calculadas a partir da inclinacéo da curva padrao

1071

em cada corrida com base na seguinte formula: E = ———
Inclinacao

(Bustin et al., 2009).
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Todas as amostras positivas ou com uma leitura inespecifica foram repetidas em
triplicada conforme preconizado com guidelines do grupo MIQE Guidelines (Bustin et al.,
2009).

2.2.5 Procedimento estatistico

Os dados foram tabulados em software Microsoft Excel® (Windows, 2010) e as
analises epidemioldgicas utilizaram o recurso “Complex Sample Frequencies” do software
Epilnfo™ 7.7.2.16. (Centers for Disease Control and Prevention — CDC, 2018). Para o
calculo do intervalo de confianca da proporcdo de granjas com animais infectados adotou-
se 0 método de Wilson (Trhusfield, 2007).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esse é o primeiro estudo de deteccdo molecular de M. suis considerando a presenca
do agente nas mais diferentes fases de producéo e distribuicdo geogréafica dentro do Estado
de Sado Paulo. Apesar de ndo haver uma adeséo de todos os proprietarios, nosso estudo
possui uma importante amostragem sobre a presenca do Mycoplasma suis dentro do
sistema produtivo tecnificado paulista.

Com base no censo produtivo da Associacao Brasileira de Criadores de Suinos
(ABCS, Dados coletados, 2016) as mesorregides paulistas de Bauru (12%), Campinas
(14%), Sao José do Rio Preto (14%), Sorocaba (10%) e Macro Metropolitana — Sao Paulo
(16%) concentram o plantel paulista.

Do cadastro de produtores de 41 granjas de ciclo completo disponibilizado pela
Associacdo Paulista de Criadores de Suinos (APCS, Dados fornecidos, 2016), as
mesorregides que tém mais produtores, sdo: Campinas (12/24 — 29,3%), Sorocaba (10/41
— 24,4%), Ribeirdo Preto (5/41 — 12,2%), Araraquara-Central, Barretos e Bauru com 7,3%
(3/41), sendo que, a relacdo das granjas pode ser visualizada na Tabela 2.

Somente 20/41 (48,8%) granjas cadastradas aceitaram participar, as quais distribuiu-
se da seguinte forma: Aracatuba (1/20 — 5%); Araraquara-Central (2/20 — 10%); Barretos
(2/20 — 10%); Bauru (1/20 — 5%); Campinas (5/20 — 25%); Ribeirdo Preto (5/20 — 25%); e,
Sorocaba (4/20 — 20%).

Foram coletadas 501 amostras de sangue total e todos o0s animais nao
apresentavam alteragbfes comportamentais ou clinicas nas observacdes dos

pesquisadores. Apos a extracdo de DNA, a determinacdo de positivos para M suis, bem
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como sua quantificacdo, baseou-se em uma eficiéncia de 100% da extracao, visto que
todas as amostras foram positivas para o GAPDH (gene enddgeno).

As amostras foram processadas em 21 placas diferentes com eficiéncia de reacao
(E) que variou entre 93,1 — 105% (Tabela 3). ApGs a triagem das amostras suspeitas
positivas, elas foram quantificadas por triplicatas.

Foram utilizadas 12 placas para determinacdo da quantidade de copias de M. suis,
sendo que, a eficiéncia da reacao (E) variou de 93,6 — 105% e coeficiente de correlacao
(R?) entre 0,931 — 0,995 (Tabela 4).

Houveram algumas que amostras ndo puderam ser quantificadas devido ao efeito
de Monte-Carlo, que se trata de uma limitacdo da técnica, quando a amostra apresenta
baixo numero de cépias de DNA (Bustin et al., 2009). Essas amostras foram repetidas em
triplicada e caso ndo fossem quantificAveis, foram consideradas positivas nao
quantificaveis.

A média de ciclos de quantificacdo (Cq) das placas foi de 8,89 — 37,76 e niUmero de
copias de M. suis teve uma variacdo de 1,36 x10! — 7,5 x10°. Em uma das amostras, a
maior quantificacéo foi de 2,23 x10%° copias de M suis por pL de sangue.

A técnica de gPCR utilizada neste estudo possui alta sensibilidade e especificidade
conforme padronizada por Guimarées et al. (2011) e amplamente reproduzida por outros
autores Toledo et al. (2016), Dias et al. (2019), Gatto et al. (2019), Martins et al. (2019).
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Tabela 2. Relacao de granjas de suinos de ciclo completo cadastradas na Associacdo Paulista de
Criadores de Suinos (APCS) com respectiva localizacdo por Mesorregibes Administrativas do
Estado de Sao Paulo (IGB — Governo de Séo Paulo, 2019) e aderéncia a coleta experimental do
presente trabalho. N. Indica recusa do criador por motivos de biosseguridade ou inatividade
zootécnica durante periodo; S. Autorizacdo de coleta.

GRANJA  MESORREGIAO PAULISTAY CIDADE PARTICIPACAO
1 Aracatuba Andradina S
2 Araraquara — Central Brotas N
3 Araraquara — Central Descalvado S
4 Araraquara — Central Séo Carlos S
5 Assis — Marilia Tupa N
6 Assis — Marilia Taquarituba N
7 Barretos Monte Azul Paulista N
8 Barretos Bebedouro S
9 Barretos Colina S
10 Bauru Bauru N
11 Bauru Presidente Alves N
12 Bauru Arealva S
13 Campinas Braganca Paulista N
14 Campinas Casa Branca N
15 Campinas Espirito Santo do Pinhal N
16 Campinas Holambra N
17 Campinas Indaiatuba N
18 Campinas Mogi-Mirim N
19 Campinas ltupeva N

20 Campinas Aguas da Prata S
21 Campinas Braganca Paulista S
22 Campinas Holambra S
23 Campinas Leme S
24 Campinas Monte A. do Sul S
25 Ribeirdo Preto Ipud S
26 Ribeirdo Preto Cristais Paulista S
27 Ribeirdo Preto Patrocinio Paulista S
28 Ribeirdo Preto Cérrego Rico S
29 Ribeirdo Preto Guariba/Taitva S
30 Sao José do Rio Preto Neves Paulista N
31 S&o0 José dos Campos Jambeiro N
32 Sorocaba Boituva N
33 Sorocaba Aracoiaba da Serra N
34 Sorocaba Capela do Alto N
35 Sorocaba Itararé N
36 Sorocaba Paranapanema N
37 Sorocaba Ibiana N
38 Sorocaba Capivari S
39 Sorocaba Cerqueira César S
40 Sorocaba laras S
41 Sorocaba Itu S

TMesorregic”)es determinadas pelo Instituto Geografico e Cartografico do Estado (IGB — Governo de Sao Paulo, 2019).



26

Tabela 3. Parametros da reacao do ensaio de gPCR de Mycoplasma suis baseado no 16S
rRNA gene extraido no DNA de sangue de suinos de granjas do Estado de S&o Paulo.

Identificacdo da Reacéo E R2 Slope y-int
1-040319 104 0,992 -3,815 34,921
1-080319 104,3 0,997 -3,941 35,609
1-130918 104 0,984 -3,23 39,292
1-180419 104,5 0,931 -3,576 32,601
1-220319 96,8 0,965 -3,401 39,986
1-240419 101 0,994 -3,297 39,603
1-250119 104,3 0,994 -3,222 37,794
1-260419 101,8 0,992 -3,279 39,691
1-290419 99,5 0,994 -3,335 39,179
2-040319 105 0,995 -3,95 34,955
2-080319 100,7 0,997 -3,909 34,967
2-130819 93,6 0,964 -3,486 39,23
2-180419 104,4 0,997 -3,446 34,72
2-240419 99,9 0,989 -3,324 40,252
2-250119 101,1 0,978 -3,296 36,885
2-260419 104,8 0,991 -3,211 38,513
2-280119 102,6 0,99 -3,621 37,528
3-080319 105 0,989 -3,009 36,151
3-250119 105 0,999 -3,202 38,721
3-260419 104,9 0,995 -3,211 38,627
4-260419 101,6 0,987 -3,284 37,909

E: eficiéncia; Rz coeficiente de correlagdo; Slope: grau de inclinagéo da curva; e, y-int: intercepto da curva.

Tabela 4. Parametros da reacdo do ensaio de qPCR de Mycoplasma suis e quantificacéo
do numero de coOpias baseado no 16S rRNA gene extraido no DNA de sangue de suinos
de granjas do Estado de S&o Paulo.

Mean Cq  Quantification

Identificagdo da Reagéo E R2 Slope y-int mean
1-130918 104 0,984 -3,23 39,292 NA 0
1-180419 104,5 0,931 -3,576 32,601 28,89 6,81 x108
1-240419 101 0,994 -3,297 39,603 32,96 7,74 x108
1-260419 101,8 0,992 -3,279 39,691 37,76 7,22
1-290419 99,5 0,994 -3,335 39,179 30,06 1,93 x10*
2-130819 93,6 0,964 -3,486 39,23 35,29 1,36 x10*
2-240419 99,9 0,989 -3,324 40,252 31,61 3,92 x108
2-250119 1011 0,978 -3,296 36,885 8,89 7,5 x10°
2-260419 104,8 0,991 -3,211 38,513 29,83 7,81 x10°
3-080319 105 0,989 -3,009 36,151 32,52 6,27 x108
3-260419 104,9 0,995 -3,211 38,627 30,59 3,82 x 103
4-260419 101,6 0,987 -3,284 37,909 32,19 4,04 x 103

E: eficiéncia; R2: coeficiente de correlagdo; Slope: grau de inclinagdo da curva; e, y-int: intercepto da curva. NA: Amostra
positiva, entretanto, ndo quantificavel devido ao Efeito de Monte-Carlo.
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Pelo nosso conhecimento, somos o primeiro relato de M suis em granjas tecnificadas
de ciclo completo no Estado de Sao Paulo. Na tabela 5 sdo apresentadas as prevaléncias
em relagdo aos animais infectados para Mycoplasma suis, primeiramente considerando
todos animais amostrados (geral) e divididos por fase de criagao.

Em nosso estudo, a prevaléncia de M suis em 501 suinos de 20 granjas de ciclo
completo foi investigada e encontramos taxa de prevaléncia nos animais infectados de
31,93% + 2,87 (161/501, IC: 25,67 — 37,12%). Em concordancia, a prevaléncia de M suis
relatada em diversas partes do mundo estiveram entre 31,9% a 86% (Toledo et al., 2006;
Yuan et al., 2006; Guimarées et al., 2011; Song et al., 2014; Fu et al., 2017; Gatto et al.,

2019; Martins et al., 2019), nosso estudo ficou dentro desses limites.

Tabela 5. Proporcédo de animais infectados para Mycoplasma suis de granjas de suinos
de ciclo completo no Estado de S&o Paulo estratificado a fase de criacéo: creche (45 dias),
recria (90 dias), terminacao (140 dias) e frigorifico (180 dias).

Grupos Examinados Positivos % pos!  Tx.Pv. (%)? EP (%)® IC (%)* Efeito®
Geral 501 161 32,14 31,39 2,87 25,67 — 37,12 1,918
Creche 128 34 26,56 30,47 1,75 19,15-41,80 5,411
Recria 121 36 29,75 31,29 7,49 15,61 — 46,97 3,133
Terminagao 64 17 26,56 26,18 6,21 13,19 - 39,17 1,256
Frigorifico 188 74 39,36 40,25 5,29 29,18 — 51,31 2,172

1. Percentual de positivos; 2. Taxa de prevaléncia considerando o delineamento amostral; 3. Erro padréo; 4. Intervalo
de confianca 95%; 5. Efeito do delineamento amostral.

Conforme afirmado por Song et al. (2014), essas variacdes nas taxas de prevaléncia
sdo justificadas pela diferenca da distribuicdo geogréfica, época de amostragem,
delineamento amostram, caracteristicas referentes a granja (p. ex. tamanho, tecnificacao,
condicdes sanitarias e etc.) e fase de criacdo (Hoelze et al., 2008).

Quando comparado a estabelecimentos suinicolas ndo tecnificados, a prevaléncia
de animais infectados vistas nesse estudo (31,93%) foi menor daquelas relatadas por
Martins et al. (2019) no Maranhao, Brasil (35/64 — 54,7%) e por Toledo et al. (2016) em
Mossor0, Rio Grande do Norte, Brasil (112/147 — 76,19%) em fase abate (frigorifico).

Essa diferenca deve-se ao fato que as granjas paulistas amostradas eram intensivas-
tecnificadas com e acesso a programas nutricionais, instalagbes adequadas, genética
definida e padronizacdo de manejo zootécnico, ao contrario das citadas na literatura que
eram extensivas e nao tecnificadas.

Yuan et al. (2009) afirma que suinoculturas comerciais que possuem precarias
condi¢des zootécnicas-sanitarias promovem boas condi¢des para alimentacdo de vetores

e outras fontes de transmisséo e infec¢cao do M suis.
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Em consideracédo as fases de criacdo, ndés observamos uma proporcédo de animais
infectados maior na frase de frigorifico 40,25% + 5,29 (IC: 29,18 — 51,31), seguidos da fase
de recria 31,29% + 7,49 (IC: 15,61 — 46,97) e creche 30,47% = 1,75 (IC: 19,15 — 41,8) que
tiveram taxas semelhantes. E menor taxa de infeccdo em animais com 140 dias com
26,18% + 6,21 (IC: 13,19 —39,17), contudo, esses valores diferiram pelo indice de confianca
(1C).

Fu et al. (2017) descreve uma prevaléncia em suinos de crescimento semelhante a
encontra por esse estudo, 42,4% (101/238) na regido Zhekiang na China, porém, os autores
consideram a faixa etaria entre 30 a 120 dias, estratificacdo que sombreia com as faixas
determinadas por esse estudo e que possivelmente corroboram com nossos resultados.

Em matrizes suinas, as taxas de infec¢do sdo altas e variam de 79,7 a 80% em
amostragem realizados no sul do Brasil (Estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul) (Guimaraes et al., 2011; Gatto et al.,, 2019) bem como na China com base nos
estudos de Song et al. (2014) com prevaléncia de 48,2% nesta categoria.

Nosso experimento ndo investigou esta fase, porém em Hoelze et al. (2008),
concordamos que o M suis pode ser transmitido por contado direto em leitbes recém-
nascidos com matrizes infectadas, que séo reservatérios do agente dentro da granja devido
alto periodo de permanéncia no ciclo produtivo, e assim a enfermidade se alastra a cada
leitegada pelo sistema produtivo através de disputas, canibalismo, vetores e etc.

Com base em estudos de soroprevaléncia estratificados por faixas etarias em
granjas tecnificadas na regido de Hubei (China), Song et al. (2014) encontrou um aumento
da prevaléncia nos 21 dias (13%) em relacdo aos suinos com mais de 71 dias, observacao
gue foi encontrada na frigorifico em relacdo a demais fases.

Com vistas nas prevaléncias de M suis em suinos de granjas pouco tecnificadas na
regido de Shanghai (China) correlacionadas com faixa etaria, sexo e localizacdo estudos
por Yuan et al. (2006), apesar da alta prevaléncia constatada (148/172 — 86%) os autores
afirmam que ndo houve diferenca, entretanto, eles ndo apresentaram as taxas de
prevaléncia pela estratificacéo etaria. Complementando com a ilacéo de Gatto et al. (2019),
as diferencas de prevaléncias entre as fases podem ser explicadas pelo comportamento
cronico da infecgéo e baixa bacteremia.

Song et al. (2014) encontrou correlacdo entre a idade e prevaléncia de animais
infectados, sendo assim, nés acreditamos que a estratificacdo por faixa etaria é
fundamental para compreensdo da micoplasmose hemotrofica. A faixa etaria pode ser
considerada como uma medida substituta do tempo de exposicédo ao agente, visto que ha

uma presenca e um aumento da infeccdo do M suis com o estagio de desenvolvimento e
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possivelmente os desafios que levam ao estresse, inerentes da criacdo de suino, auxiliam
em novas infeccdes e reagudizacao da enfermidade (Wu et al., 2006; Hoelze, 2008; Song
et al., 2014).

Na tabela 6 sdo apresentadas as prevaléncias em relacdo aos animais infectados
para Mycoplasma suis das granjas amostras em relacao divididos por fase de criacdo. A
maioria das granjas teve positividade para Mycoplasma suis (19/20 — 95%, IC: 76,39 —
99,11).

Tabela 6. Proporcéo de granjas com animais infectados para Mycoplasma suis de granjas
de suinos de ciclo completo no Estado de S&o Paulo estratificado a fase de criacdo: creche
(45 dias), recria (90 dias), terminacao (140 dias) e frigorifico (180 dias).

Granjas - .
Grupo : — % Positivos Intervalo de confiancga (%)*
Examinadas Positivas
Geral 20 19 95,0 76,39 — 99,11
Creche 20 16 80,0 58,40 — 91,93
Recria 20 13 65,0 43,29 — 81,88
Terminacéo 20 11 55,0 34,21 -74,18
Frigorifico 20 18 90,0 69,90 — 97,21

1. Intervalo de confianca: 95%.

Quando considera a taxa de positividade das granjas em relacéao a fase de criacao,
na terminacgao e recria houveram menores taxas de positividade, 55% (IC: 34,24 — 74,18%)
e 65% (IC: 43,29 — 81,88%). A fase de creche teve uma presenca de 80% (IC: 58,4 —
91,93%) e a mais prevalente foi a fase de frigorifico de 90% (IC: 69,90 — 97,21%).

Em comparacéo com a literatura, Gatto et al. (2019) encontrou positividade em todas
as fazendas suinicolas amostras de matrizes na regido sul do Brasil (53/53 — 100%). Song
et al. (2014), relata 95,65% (66/69) afetadas com a presenca do M suis. Ainda na China, na
regido de Shanghai, Yuan et al. (2009) relata que 49% (32/65) tem animais infectados.

Yuan et al. (2009) ultimos autores nao estratificam a positividade das granjas com a
fase de criagdo, mas justificam que essas diferencas podem estar na metodologia da
amostragem, distribuicdo geografica e nimero de copias do bactéria (bacteremia).

A quantidade das amostras positivas do presente estudo que n&o foram
guantificaveis devido a baixa bacteremia do Mycoplasma suis foram a maioria (Tabela 7) e
foi dividida por fase de criacdo sendo: no total 45,3% (73/161); na fase de creche 58,8%
(20/34); na recria 57,1% (20/35); na terminacdo 37,5% (6/16); e, na fase de frigorifico
35,53% (27/76).

A quantificagdo absoluta do 16S rRNA M suis variou foi variavel entre as fases de
creche (5,61 x101 — 6,08 x10°), recria (5,57 x10? — 2,23 x10%9), terminacéo (1,56 x10* —
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6,13 x103) e frigorifico (1,32 x10* — 1,11 x108). Em Martins et al. (2019), a quantificacédo
absoluta do 16S rRNA M suis variou de 1,26x10! - 1,77x108 cépias/uL, mostrou valores
abaixo que 103 em 20% das amostras positivas. Na amostragem realizada por Gatto et al.
(2019) as bacteremias encontradas (numero de copias) também foi variavel.

Tabela 7. Resultados de amostras positivas para Mycoplasma suis de suinos de granjas
de ciclo completo do Estado de S&o Paulo divididos pelo numero de copias/ pL do agente
determinado através da metodologia de reacdo de polimerase quantitativa (QPCR).

M suis 16S rRNA Fase de criagao

n.° de cépias/uL Geral Creche Recria Terminacgéo Frigorifico
DNA 45 dias 90 dias 140 dias 180 dias
Bacteremia n % n % n % n % n %
NA2 73 453 20 58,8 20 57,1 6 37,5 27 35,53
101 1 0,6 0 0,0 1 2,9 0 0,0 0 0,0
102 7 4,3 2 2,9 0 0,0 0 0,0 6 7,9
100 23 14,3 5 14,7 2 5,7 0 0,0 16 21,1
10! 17 10,6 2 5,9 3 8,6 4 25,0 8 10,5
102 6 3,7 1 2,9 1 2,9 1 6,2 3 3,9
103 21 13,0 3 8,8 2 5,7 5 31,2 11 14,5
104 7 4,3 1 2,9 3 8,6 0 0,0 3 3,9
10° 2 1,2 0 0,0 1 2,9 0 0,0 1 1,3
108 1 0,6 1 2,9 0 0,0 0 0,0 0 0,0
107 1 0,6 0 0,0 1 2,9 0 0,0 0 0,0
108 1 0,6 0 0,0 1 2,9 0 0,0 1 1,3
10° 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
100 1 0,6 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
TOTAL 161 100 34 100 35 100 16 100 76 100

a. NA: Amostra positiva ndo quantificavel devido ao efeito de Monte-Carlo.

Guimaraes et al. (2011) afirma que quantificacdo do M suis € fundamental para
indicar a presenga, principalmente, porque a micoplasmose tem sinais clinicos
inespecificos na fase aguda ou reagudizacdo e além disso os niveis debacteremia
bacteremia podem flutuar ao longo do més associado a inUmeros fatores que causam
estresse nos animais ou na incluséo indiscriminada de antibiéticos na alimentacédo (Wu et
al., 2006; Hoelze et al., 2014; Gatto et al., 2019).

Apesar da baixa bacteremia, estes animais positivos podem desempenhar um
importante papel de fonte infeccdo, uma vez que, sdo portadores crénicos, silenciosos e
falsos negativos em esfregacos sanguineos e PCR convencional (Stadler et al., 2014).
Também tal observacdo em nossos resultados e na literatura, abre uma discussdo néo

apenas se 0 M. suis € um agente de uma enfermidade principal, mas também se ele
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colabora para que outros agentes se instalem, como um cofator para enfermidade
pulmonares, entéricas ou virais.

A proporcao das granjas com animais infectados por fase de criagdo e mesorregido
podem ser consultadas na tabela 8 e 9, respectivamente. Quando se estratificou a
proporcao de animais infectados em relacdo a mesorregiao constatou-se que em Sorocaba
ha maior taxa de prevaléncia, 43,10% + 8,25 (IC: 25,13 — 61,07).

A mesorregido que fica no centro do Estado, Araraquara-Central tem uma
prevaléncia de 31,89% + 5,71 (IC: 19,97 — 43,81). As regibes de Aracatuba, Barretos,
Bauru, Campinas e Ribeirdo Preto possuem uma taxa similar que varia de 21,74 a 27,33%.
A mesorregido de Araraquara-Central teve uma percentagem de granjas positivas de
83,33% (5/6), as outras mesorregides tiveram presenca geral em todas as granjas
amostradas.

Tabela 8. Proporcado de animais infectados para Mycoplasma suis de granjas de suinos
de ciclo completo estratificado pelas mesorregiées no Estado de Sao Paulo.

Grupos Examinados Positivos % pos! Tx.Pv. (%)?> EP (%)® IC (%)* Efeito®
Geral 501 161 32,14 31,39 2,87 25,67 — 37,12 1,918
1 - Aracatuba 23 5 21,74 21,74 8,53 3,88 — 39,59 0,941
2 - Barretos 75 24 32,00 27,33 5,14 17,09 — 37,58 0,983
3 - Bauru 15 4 26,67 26,67 6,67 11,99-41,34 0,318
4 - Campinas 27 7 25,93 25,93 8,10 9,18 — 42,67 0,887
5 - Araraquara-

Central 155 50 32,26 31,89 5,71 19,97 -43,81 2,316
6 - Ribeirdo

Preto 95 22 23,16 24,81 4,57 15,73 - 33,90 1,054
7 - Sorocaba 111 49 44,14 43,10 8,25 25,13 — 61,07 3,051

1. Percentual de positivos; 2. Taxa de prevaléncia considerando o delineamento amostral; 3. Erro padrdo; 4. Intervalo
de confianca 95%; 5. Efeito do delineamento amostral.

Tabela 9. Propor¢do de granjas com animais infectados de granjas de suinos de ciclo
completo estratificado pelas mesorregides no Estado de Sdo Paulo.

Grupo Examinadas Positivas % Positivos Intervalo de confiancga (%)*
Geral 20 19 95,0 76,39 -99,11

1- Aracatuba 1 1 100,0 -

2- Barretos 3 3 100,0 -

3- Bauru 1 1 100,0 -

4- Campinas 1 1 100,0 -

5- Araraquara-Central 6 5 83,3 -

6- Ribeirdo Preto 4 4 100,0 -

7- Sorocaba 4 4 100,0 -

1. Intervalo de confianca: 95%.
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O Estado de Séao Paulo é divido em 13 mesorregides pela Instituto Geografico e
Cartografico (ICG, 2019), sendo que, o presente estudo conseguiu coletar em 7
mesorregides que podem ser visualizadas na Figura 1.

O Estado de S&o Paulo faz fronteira com os Estados brasileiros de: 1. Ao norte e
nordeste com Minas Gerais; 2. A leste com o Rio de Janeiro através da mesorregido de
S&o José dos Campos; 3. A sudoeste com o Parané; e, 4. A oeste e noroeste com Mato
Grosso do Sul.

Conforme apresentado, a mesoregido de Sorocaba no sudoeste do Estado,
apresentou a maior taxa de prevaléncia (43,10%) em a relacao outras regifes paulistas.
Acreditamos que essa observacéo pode estar ligada ao fato desta regido estar ao lado do
Estado do Parana que possui grande atividade suinicola quando comparado a producao
paulista.

No ultimo censo realizado pela ABCS (2016), o Estado do Parana contava com 592
granjas que corresponde 16% da producéo brasileira e 6.216.158 cabecas de suinos (IBGE,
2017) e quando se compara comparadas a realidade de S&o Paulo, relata-se 75
estabelecimentos paulistas (ABCS, 2016) e 1.205.646 cabecas de suinos (IBGE, 2017).
Ressalta-se que a fronteira entre esses Estados, principalmente nesta regido € seca sem
ocorréncia rios e acidentes geograficos, fatores que podem facilitar da disseminacéo do
agente.

Assim, como em Sao Paulo, o estudo da presenca do Mycoplasma suis é pouco
relatado na literatura na regido Sul do Brasil, Bordin (2012) relata uma prevaléncia de 17,5%
em matrizes com transtornos reprodutivos no Estado do Parana e Santa Catarina. Altas
prevaléncias em matrizes sao relatadas por Guimarées et al. (2011) e Gatto et al. (2019)
ou seja, dados que evidenciam a manutencédo do agente na regiao.

Uma vez inserido no sistema de producdo, o sistema de confinamento e alta
densidade populacional leva ao contato frequente e proximo que causa altos indices de
infeccdo nos animais (Hoelze et al., 2008).

Nas outras fronteiras paulistas junto as regiées Sul e Triangulo de Minas Gerais e
Leste do Mato Grosso do Sul, essas possuem as maiores producdes suinicolas dos seus
estados com 46% (Regides Sul/Sudoeste e Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba) e 55%
(Regido Sudoeste), respectivamente, segundo dados da ABCS (2016) e IBGE (2017).
Porém, estas fronteiras sé@o delimitadas por rios e acidentes geograficos, observacao que
pode justificar a baixa prevaléncia das regides paulistas proximas a estes Estados, quando

comparado a mesorregiao de Sorocaba



33

Um ponto que pode ser considerado na circulagcdo do M suis é a disseminacao de
porcos selvagens nestas regifes. Dias et al. (2019) evidencia a circulacdo de M suis em
porcos selvagens em amostras coletadas na mesorregidao de Barretos (7/14 — 50%),
perante isso, levanta-se a seguinte hipétese: qual o impacto da relacdo de suinos em
criacao tecnificadas com presenca de porcos selvagens infectados na regido? Ja que, os
porcos selvagens além de causar diversos impactos ambientais, também, podem facilitar a
disseminac¢do de agentes patoldgicos.

Hoelze et al. (2007) em estudo de prevaléncia M suis em porcos selvagens no
sudoeste da Alemanha, afirma que o contato direto entre o porco doméstico em
confinamento e porcos selvagens € improvavel. Entretanto, o porco selvagem torna-se
reservatério da doenca e a propagacao da doenca pode ocorrer por meio de vetores como:
piolhos (Haemotopinus suis), moscas hematdfagas (Stomoxys calcitrans) e mosquitos
(Aedes aegypti) conforme relato por Prullage et al. (1993).

De qualquer forma, nossas observacdes sobre distribuicdo espacial do agente
podem convocar futuros estudos em relacdo a presenca e comportamento desta

enfermidade nos demais estados vizinhos.

2.4 CONCLUSAO

O presente estudo relatou a ocorréncia de Mycoplasma suis em granjas tecnificadas
de ciclo completo no Estado de S&o Paulo, Brasil, sendo assim, a prevaléncia total de
animais infectados foi de 31,93% e 95% das granjas infectadas. A taxa de prevaléncia de
animais infectados entre as fases foi de: creche (30,47%); recria (31,29%), terminacao
(26,18%) e frigorifico (40,25%). E a mesorregido de Sorocaba no sul do Estado teve uma
prevaléncia M. suis de 43,10% (49/111).
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CAPITULO 3 - CORRELACAO DE PARAMETROS HEMATOLOGICOS E
QUANTIFICACAO DE NIVEL DE BACTEREMIA EM SUINOS CRIADOS EM GRANJAS
DE CICLO COMPLETO NATURALMENTE INFECTADOS POR MYCOPLASMA SUIS*

3.1 INTRODUCAO

O Mycoplasma suis possui uma distribuicdo geografica mundial, afeta suinos de
todas as fases reprodutivas (reprodutores, leitbes e animais de engorda) causando anemia
hemolitica e hipoglicemia que podem culminar em uma morte aguda pos-infecgéo (Strait et
al., 2012).

A doenca pode ter um comportamento diferente dependendo da relacdo parasita-
hospedeiro em relacéo a viruléncia do agente e condicdo imunolégica do animal infectado.
Alguns animais podem desenvolver a fase subclinica ou cronica caracterizada pela anemia
cronica (Messick et al., 2004; Strait et al., 2012).

M suis em comportamento cronico causa diversas sindromes ao longo das fases de
producdo, como: 1. Aumento da susceptibilidade a infecgBes bacterianas entéricas e
respiratérias; 2. Falha de crescimento, debilitacao e diminuicéo a tolerancia para o estresse;
3. Falha reprodutiva; 4. Irregularidade de cio; 5. Diminuicdo das taxas de concepcéo de
marras e matrizes; 6. Anemia em recém-nascidos e neonatos; 7. Aumento de natimortos;
e, 8. Diminuicdo do ganho de peso (desenvolvimento ponderal) (Gwaltney, 1995; Messick,
2004; Busser et al., 2008; Hoelze et al, 2014) e também contribui para o aparecimento de
outras enfermidades.

Esse comportamento crénico da enfermidade gera animais portadores que
apresentam niveis mais baixos de bacteremia associado a discretas alteracdes
hematoldgicas ainda pouco investigadas nesta fase da doenca em animais naturalmente
infectados. Em eventos de estresse como: nascimento, amamentacao, parto e pode ocorrer
imunossupressao, gatilho para episédios agudos da micoplasmose (Henderson, 1997; Dent
et al., 2013).

Uma vez infectado, o animal se torna portador e 0 M suis se adere na superficie da
hemacia, culminando com a hemolise (Groebel et al. 2009). Por meio de inUmeros formas
de transmissdo se propaga no rebanho gerando prejuizos produtivos e econbmicos

(Gwaltney, 1995), contudo, pouco descritos e mensurados na literatura.

4 Este capitulo corresponde ao artigo cientifico submetido a The Veterinary Journal e encontra-se em
avaliacdo para publicacéo.
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Além disso, a doenca tem potencial zoonaético, conforme relatos de Yuan et al. (2009)
em trabalhadores de granjas de suinos na China. Segundo Prullage et al. (1993), a
transmissao pode acontecer através de vetores como pulgas (Haematopinus suis), dipteros
(Stomoxys calcitrans) e mosquitos (Aedes aegypti). O género Mycoplasma spp, no qual
estao incluidos os hemoplasmas como M suis, pode atuar como cofator na infeccédo da HIV
(Santos et al., 2008).

A determinacao de portadores M suis pela metodologia de PCR quantitativa é uma
excelente ferramenta para diagnoéstico (Dent et al., 2013) e determinagdo da bacteremia,
mesmo com baixo niumero de copias (Guimaraes et al., 2011) para estudos transversais
sobre comportamento hematolégico (Ritzmann et al., 2008), impactos produtivos e como
ferramenta sanitéria para eliminacdo de animais portadores do rebanho.

Nosso estudo tem como objetivo correlacionar as alteracbes dos parametros
hematol6gicos com a quantificagdo do numero de copias de DNA de M suis em amostras
de sangue de suinos de granjas tecnificadas de ciclo completo do Estado de Sao Paulo,

Brasil em diferentes fases de criacéo.

3.2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade
Estadual Paulista, Campus Jaboticabal (FCAV — UNESP), sobre o protocolo n° 11.317/16.

3.2.1 Delineamento e procedimento amostral

Com base no cadastrado de associados pela Associacao Paulista de Criadores de
Suinos (APCS) (APCS, Dados fornecidos, 2016) foram indicadas 41 granjas de ciclo
completo situadas em diversas regides do Estado de Sao Paulo que possuiam
aproximadamente 80.000 animais.

Das 41 granjas existentes, 20 aceitaram participar da pesquisa. Desta maneira, nao
foi possivel obter uma amostra probabilistica. O presente estudo e os pesquisadores
responsaveis ndo possuem caracter de autoridade sanitaria e a adesao ao projeto foi
voluntaria por parte dos produtores apds apresentacdo do projeto e delineamento

experimental.
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Alguns produtores ndao aderiram ao projeto com alegagdes de manutengdo da
biosseguridade da granja com visita dos pesquisadores ou devido a suspensas das
atividades de criagdo durante o periodo da amostragem. A populagdo-alvo nessas 20
granjas paulistas era composta por 37.670 animais, entre 0os quais se procurou aplicar
metodologia de selegao probabilistica.

O tamanho da amostragem de cada estabelecimento seguiu a férmula de estimagao
de prevaléncia proposta por Thrusfield (2007) onde se considerou uma prevaléncia
estimada de 50%, uma vez que, as literaturas disponiveis ndo apresentavam a mesmas
condigdes de criagdo zootécnica, foi aplicado a seguinte férmula:

1,962 Pexp (1 — Pexp)

n

Onde:
n = quantidade de amostras necessarias
Pexp = prevaléncia estimada

d = limite de precisao absoluta

A determinagao do numero de animais investigados em cada fase de criacdo dos
plantéis, utilizou a férmula que considerou a sensibilidade (S) como grau de confianca da
amostragem de animais dentro do rebanho e que os falsos positivos foram identificados
com um teste confirmatorio (Cannon e Roe, 1982; Martin et al. (1992); Noordhuizeen et al.,
1997).

M—-(DxS—-1)
2

N=[1-(-0od] x|

Onde:

N = Amostragem necessdria ou animais que precisao ser investigados
C = grau de confianga do teste utilizado

D = numero de unidades com doenga / infecgéo (prevaléncia estimada)
S = Sensibilidade do teste

M = numero de unidades (animais ou rebanho) a ser estudado

Na obtencdo da amostra, contemplaram-se as quatro fases de criagdo que
estratificavam a populacéo-alvo em: creche (21 — 65 dias), recria (66 — 110 dias), terminagao
(111 — 160 dias) e frigorifico (170 — 190 dias). Com o objetivo de padronizar as coletas e
uniformizar a idade dos animais coletados foram consideradas o ponto médio de dias para
cada fase: creche (45 dias), recria (90 dias), terminagao (140 dias) e frigorificos (180 dias).
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O numero de unidades (M) foi inquérito ao produtor no momento da coleta onde ele
informava o tamanho do plantel por fase de criagao, ao final, foram coletadas um total de
2256 amostras de sangue.

Para o calculo do tamanho da amostra necessaria para determinagéo da prevaléncia
empregou-se a formula abaixo, que ja embute a corre¢do de acordo com o tamanho da
populagao estimada. O célculo foi realizado por meio do software Epi Info.

N*p*q*Z2
 (N—1)*EZ+px*q=*Z2

n

n = tamanho da amostra a ser examinada
N = tamanho da populacéo-alvo

p = prevaléncia esperada = 0,35 (35%)

g = 1 — prevaléncia esperada (0,65)

Z = 1,96 (nivel de confianga = 95%)

E = erro admitido (0,05 ou 5%)

A aplicagao da férmula resultou em um tamanho de amostra de 348 animais. Uma
vez que havia disponibilidade de recursos laboratoriais, foram examinadas 501 amostras.

Para manter na amostra uma proporgcédo de animais de cada fase que nao ficasse
muito distante da proporcao representada pela fase na populagdo-alvo. Foram assim
examinadas 128 amostras de animais de creche, 121 de recria, 64 de terminacao e 188 de

frigorifico.

3.2.2 Animais e Procedimento de coleta

Para selecdo de animais higidos para as coletas inicialmente foram determinadas
analise de temperatura corporal, auscultagao pulmonar e cardiaca, estado comportamental
e tempo de perfusdo capilar de mucosas (TPC). Entretanto, devido o tempo de
deslocamento dos pesquisadores até granja, viabilidade da amostra para serem realizados
os testes laboratoriais, estresse pela manipulagdo durante o procedimento de coleta e
recepcao dos criados aos procedimentos de pesquisa, optou-se por considerar apenas TPC
e estado comportamental normal para atestar a higidez dos animais coletados. Evitou-se
animais que ndo se movimentavam nas baias ou animais que ficavam préximos de baias
de enfermos.

Todos os animais amostrados tiveram amostras coletadas por venopungao da veia

jugular direita e as amostras foram acondicionadas em doias tubos a vacuo, estéreis e
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tratados com anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA-K2) para realizagdo dos
hemogramas e nos tubos destinados a determinagdo molecular do Mycoplasma suis
adicionou-se inibidor de DNA/RNAse (RNAlater™ Stabilization Solution, Thermofisher).

As amostras de sangue total foram transportadas em caixas isotérmicas com
refrigeracdo ao Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, Campus Jaboticabal (FCAV-
UNESP) onde foram aliquotadas separadamente em criotubos RNA/DNA free e
armazenadas a -20°C até a realizacdo dos procedimentos de biologia molecular no
Laboratério de Imunoparasitologia (FCAV-UNESP).

3.2.3 Tempo real quantitavio (qPCR) absoluto para M. suis

Todas as analises foram realizadas obedecendo as normas estabelecidas pelo MIQE
(Minimum information for publication of quantitative real-time PCR experiments) (Bustin et
al., 2009).

A extracdo de DNA foi realizada com sangue total de suinos usando o protocolo
descrito por Kuramae-lzioka (1997). As mensuragdes da concentracdo de DNA das
amostras foram realizadas por meio de espectrofotometria com o auxilio do equipamento
Thermo Scientific NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo FisherScientific®,
Wilmington, Estados Unidos), absorbancia de 260/280 nm para determinagdo de
concentracdo do DNA, tendo como fator de exclusdo de amostras aquelas que nao
atingiram a pureza de 1,8 a 2,0 para realizagédo da técnica de PCR.

Com a intencdo de descartar a presenca de inibidores nas amostras de DNA
extraidas e possibilidade de ocorréncia de falso-negativos na PCR em tempo real para M.
suis, todas as amostras de DNA extraidas foram submetidas & uma PCR convencional
utilizando os oligonucleotideos iniciadores GAPDH-F (5°-CCTTCATTGACCTCAACTACAT-
3’) e GAPDH-R (5-CCAAAGTTGTCATGGATGACC-3’) que flanquearam um fragmento de
437 pares de base (pb) do gene GAPDH.

A técnica da PCR adotada foi a proposta por Birkenheuer et al. (2003) modificada,
sendo que, a reacdo de amplificacdo utilizou uma reacao de volume total final de 25uL (5uL
do DNA-amostra, 0,2mM de cada desoxinucleotideo, 1uM de cada oligonucleotideo
iniciador, 0,75mM de Cloreto de Magnésio, 0,25 uL de Taq DNA Polimerase Platinum,
tampdo da PCR e 4gua ultra-pura esterilizada g.s.p. 25uL), com submissao térmica e tempo

de amplificacdo de: desnaturacéo inicial a 94°C por 3 minutos, 35 ciclos compostos por



42

desnaturacao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 50°C por 2 minutos e extensao a 72°C
por 2 minutos, seguidos por extensao final a 72°C durante 7 minutos.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose a 1,5% corado com Brometo de Etideo (0,5 pL/mL) em tampéao de corrida TEB pH
8,0 a uma corrente de 90V / 50mA durante 90 minutos. Os produtos amplificados foram
comparados com um marcador de peso molecular de 100 pares de base, e os resultados
foram visibilizados e analisados através de um transiluminador de luz ultravioleta (Chemi-
Doc, Bio-Rad®) acoplado a um programa computacional de andlise de imagens (Image Lab,
Bio-Rad®).

As amostras de DNA extraidas e positivas ha PCR convencional para o gene
enddégeno GADPH foram submetidas a qPCR baseada no gene 16S rRNA para
Mycoplasma suis, utilizando os oligonucleotideos iniciadores (Integrated DNA
Technologies®, Coralville, lowa, Estados Unidos) F (5-
CCCTGATTGTACTAATTGAATAAG-3’) e R (5'- GCGAACACTTGTTAAGCAAG-3) e a
sonda de hidrélise TagMan (5’FAM- TGRATACACAYTTCAG-MGBNFQ3’) descrito por
Guimaraes et al., 2011.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas no Termociclador modelo CFX 96
(BioRad®), utilizando volume total final de 10uL, contendo uma mistura de 1uL do DNA-
amostra, 0,2uM de cada oligonucleotideo iniciador e sonda de hidrélise, tampao da PCR
(IQ Multiplex Power Mix, BioRad®, Hercules, Califérnia, Estados Unidos) e dgua ultrapura
esterilizada (Nuclease-FreeWater, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) q.s.p.
10uL. A sequéncia térmica e de tempo de amplificacdo adotado foi: 95°C por 10 minutos
seguidos por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos, 58,5°C por 45 segundos e 72°C por 30
segundos.

Para o procedimento de quantificacdo do nimero de copias de DNA das amostras,
foram realizadas diluicbes seriadas com diferentes concentracdes de DNA plasmidial
contendo a sequéncia-alvo (2,0 x 107 cépias/pL a 2,0 x 10° cépias/uL) para estabelecer
uma curva padrao e estas também foram consideradas como controles positivos da reacao.
Como controle negativo nas reacdes de gPCR ultilizou agua ultrapura esterilizada
(Nuclease-Free Water, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) g.s.p. do mix
gPCR descrito.

O numero de copias de plasmideos foi determinado de acordo com a formula ((Xg/
uL DNA/ [tamanho do plasmideo (pb) x 660]) x 6,022 x 1023 x copias do plasmideo/uL). O
namero de copias alvo /pL foi calculado com base em 100% de eficiéncia de extracdo de

DNA. As eficiéncias de amplificacao foram calculadas a partir da inclinagcéo da curva padrao
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Lo — (Bustin et al., 2009). Todas

em cada corrida com base na seguinte formula: £ = ———
Inclinagao

as amostras positivas ou com uma leitura inespecifica foram repetidas em triplicada

conforme preconizado pelo MIQE Guidelines (Bustin et al., 2009).

3.2.4 Andlise hematoldgica

Das amostras de sangue total tratadas com EDTA foram realizados hemograma por
meio de contador automatico de células sanguineas (ABCVet Counter, Horiba, Montpellier,
Franca, 2004), incluindo as seguintes variaveis: contagem de eritrécitos (x108/uL),
hemoglobina (g/dL), hematécrito (%), volume corpuscular médio (fL), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (g/dL), contagem total de leucécitos (x103/uL) e contagem
de plaquetas (x103/uL).

A férmula leucocitaria relativa (FLR) sera obtida em esfregacos sanguineos corados
com uma mistura de May-Grunwald-Giemsa, e estabelecida ap6s contagem de 100
leucécitos, em microscopia de luz. A partir da contagem global dos leucécitos e da formula
leucocitaria relativa, estabelecer-se-4 a formula leucocitaria absoluta (FLA), com a
aplicacao de uma regra de trés simples (cada variedade leucocitaria x103/uL) (Thrall, 2012).
Além disso, foram realizadas pesquisas para inclusdes parasitarias de Mycoplasma suis

nos eritrocitos dos suinos amostrado.

3.2.5 Procedimento estatistico

Os dados relacionados a determinacdo da presenca do Mycoplasma suis foram
tabulados em software Microsoft Excel® (Windows, 2010) e as andlises epidemiolégicas
utilizaram o recurso “Complex Sample Frequencies” do software Epilnfo™ 7.7.2.16.
(Centers for Disease Control and Prevention — CDC, 2018). Para o calculo do intervalo de
confianca da proporcéo de granjas com animais infectados adotou-se o método de Wilson
(Trhusfield, 2007)

Os valores hematologicos foram tabulados divididos em dois grupos em relagcéo a
positividade da para Mycoplasma suis 16S rRNA extraido do sangue dos suinos coletados
e fase de criagéo (creche, recria, terminacao e frigorifico). Os valores hematoldgicos foram
submetidos ao teste de normalidade de Kolmogoroy-Smirnov (p < 0,05) e assim foram
comparados pelos testes de Tukey (p < 0,05) quando paramétricos e Kruskal-Wallis (p <
0,05) quando nao parametricos. Por ndo se tratar de um estudo de infec¢cdo experimental,

nao foram dados outliers ou influentes.
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Para determinacao da correlacdo e regressao linear entre a quantificacdo do nimero
de coépias baseado no 16S rRNA do Mycoplasma suis que foram submetidos a
transformacao logaritmica e valores hematolégicos por fase de criagdo (todas, creche,
recria, terminacgéo e frigorifico), utilizou-se, teste de Pearson (paramétricos) e Spearman
(ndo paramétricos com grau de confianca de 95% para ambos os testes.

Quando a correlacao foi significativa, determinou-se o nivel de relacéo por regressao
linear simples, onde, considerou-se a variavel independente (x) a quantificacdo M suis e
dependente a varidvel hematoldgica teste (y).

Os procedimentos estatisticos descritivos, normalidade, teste de médias, correlacéo

e regressao foram realizadas no software R (R Core Team, 2016).

3.3 RESULTADOS

Foram coletadas 501 amostras de sangue total e todos o0s animais nao
apresentavam alteragfes comportamentais ou clinicas. Todas as amostras extraidas de
DNA foram positivas para o GAPDH (gene enddgeno). As amostras foram processadas em
vinte umas placas diferentes com eficiéncia de reacdo (E) que variou entre 93,1 — 105%.
Apbs a triagem das amostras suspeitas positivas, elas foram quantificadas por triplicatas.

Apés a triagem das amostras positivas, estas amostras foram repetidas em triplicada
para a determinacdo da quantidade de coOpias de M. suis baseado no 16S rRNA, sendo
gue, a eficiéncia da reacao (E) variou de 93,6 — 105% e coeficiente de correlacao (R?) entre
0,931 — 0,995. A média de ciclos (Cq) foi de 8,89 — 37,76 e niumero de cOpias de M. suis
teve uma variacdo de 1,36 x10! — 7,5 x10°. Em uma das amostras, a maior quantificacdo
foi de 2,23 x101° cépias de M suis por pL de sangue.

Devido ao baixo numero de copias/yL de DNA do parasita houve amostras que néo
puderam ser quantificadas, essa foi uma limitacdo da técnica de qPCR, denominada Efeito
de Monte-Carlo (Bustin et al., 2009), e foi também relatado por outros autores que
trabalharam com o mesmo agente Guimaraes et al. (2011), Gatto et al. (2019) e Martins et
al. (2019).

Pelo nosso conhecimento, somos o primeiro relato de M suis em granjas tecnificadas
de ciclo completo no Estado de S&o Paulo. Em nosso estudo, a prevaléncia de M suis em
501 porcos de 20 granjas de ciclo completo foi investigada e n6s encontramos taxa de
prevaléncia nos animais infectados de 31,93% * 2,87 (161/501, IC: 25,67 — 37,12%). Na

tabela 1 sdo apresentadas as prevaléncias em relacdo aos animais infectados para M suis.
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Tabela 1. Proporcéo de animais infectados para Mycoplasma suis de granjas de suinos
de ciclo completo no Estado de S&o Paulo estratificado a fase de criagao: creche (45 dias),
recria (90 dias), terminacéo (140 dias) e frigorifico (180 dias).

Grupos Examinados Positivos % pos?  Tx.Pv. (%)?> EP (%)3 IC (%)* Efeito®
Geral 501 161 32,14 31,39 2,87 25,67 — 37,12 1,918
Creche 128 34 26,56 30,47 1,75 19,15 -41,80 5,411
Recria 121 36 29,75 31,29 7,49 15,61 — 46,97 3,133
Terminacgao 64 17 26,56 26,18 6,21 13,19 - 39,17 1,256
Frigorifico 188 74 39,36 40,25 5,29 29,18 — 51,31 2,172

1. Percentual de positivos; 2. Taxa de prevaléncia considerando o delineamento amostral; 3. Erro padréo; 4. Intervalo
de confianca 95%; 5. Efeito do delineamento amostral.

Das 161 amostras positivas, todas foram quantificadas para a determinacdo da
presenca do parasita no sangue total periférico (bacteremia). Nas amostras coletadas por
nosso estudo, nés encontramos uma maior quantidade de amostras ndo quantificaveis
devido a baixa bacteremia, além disso, o percentual de amostras foi divido entre as fases

de criacdo pela n° de copias/ pL de DNA e pode ser visualizado na Tabela 4.

Tabela 2. Resultados de amostras positivas para Mycoplasma suis de suinos de granjas
de ciclo completo do Estado de Sdo Paulo divididos pelo nimero de copias/ UL do agente
determinado através da metodologia de reacdo de polimerase quantitativa (QPCR).

M suis 16S rRNA Fase de criagédo
n.° de copias/uL (ncieizll) Creqhe Rec'ria Terminggéo Frigon’_fico
DNA = 45 dias 90 dias 140 dias 180 dias
(n=34) (n=35) (n=16) (n=76)
Bacteremia n % n % n % n % n %
NA2 73 453 20 58,8 20 57,1 6 37,5 27 35,53
101 1 0,6 0 0,0 1 2,9 0 0,0 0 0,0
102 7 4,3 2 2,9 0 0,0 0 0,0 6 7,9
100 23 14,3 5 14,7 2 5,7 0 0,0 16 21,1
10! 17 10,6 2 5,9 3 8,6 4 25,0 8 10,5
102 6 3,7 1 2,9 1 2,9 1 6,2 3 3,9
108 21 13,0 3 8,8 2 5,7 5 31,2 11 14,5
104 7 4,3 1 2,9 3 8,6 0 0,0 3 3,9
105 2 1,2 0 0,0 1 2,9 0 0,0 1 1,3
106 1 0,6 1 2,9 0 0,0 0 0,0 0 0,0
107 1 0,6 0 0,0 1 2,9 0 0,0 0 0,0
108 1 0,6 0 0,0 1 2,9 0 0,0 1 1,3
10° 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
1010 1 0,6 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
TOTAL 161 100 34 100 35 100 16 100 76 100

a. NA: Amostra positiva ndo quantificavel devido ao efeito de Monte-Carlo.

A quantidade das amostras positivas que nao foram quantificaveis devido a baixa

bacteremia do Mycoplasma suis foram de: no geral 45,3% (73/161); na fase de creche
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58,8% (20/34); na recria 57,1% (20/35); na terminacgéo 37,5% (6/16); e, na fase de frigorifico
35,53% (27/76). A quantificacdo absoluta do 16S rRNA M suis variou foi variavel entre as
fases de creche (5,61 x10! — 6,08 x10°), recria (5,57 x102 — 2,23 x10%9), terminac&o (1,56
x10* — 6,13 x103) e frigorifico (1,32 x101 — 1,11 x108).

Os valores médios, desvio padrdo das variaveis hematologicas e resultado das
comparacoes de médias estao nas tabelas 5 e 6 e foram divididas pela infeccédo por M suis
e estratificado pelas fases de criacdo podem ser visualizadas na.

Utilizou-se o valor referencial proposto por Thorn (2012) para interpretacdo dos
resultados hematologicos. As médias encontradas de todos parametros hematoldgicas em
ambos o0s grupos estiveram dentro do valor referencial para suinos.

Houve diferenga nos animais da fase de recria (90 dias) entre os grupos negativo e
positivo para M suis para os parametros de leucdcitos (Negativo: 16,3 + 3,5; Positivo: 18,2
+ 4,6; p = 0,022), eosindfilos (Negativo: 0,38 + 0,46; Positivo: 0,55 + 0,57; p = 0,042),
linfocitos (Negativo: 8,85 * 2,75; Positivo: 10,7 + 2,90; p = 0,001) e eritrocitos (Negativo:
6,29 £ 0,6; Positivo: 6,54 £ 0,6; p = 0,036).

Nos animais da terminacgéo (140 dias) houve diferenca para os valores de leucocitos
(Negativo: 16,6 + 3,1; Positivo: 18 £ 3,8; p = 0,051) e concentragcdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) (Negativo: 32,3 + 1,6; Positivo: 31,7 = 1,0; p = 0,027) e durante
a fase de frigorifico (180 dias) houve diferenca nos valores de linfocitos (Negativo: 11,6 +
3,4; Positivo: 10,6 * 3,4; p = 0,016), mondcitos (Negativo: 0,09 + 0,15; Positivo: 0,18 + 0,09;
p = 0,023) e CHCM (Negativo: 31,6 = 1,9; Positivo: 32,1 £ 1,7; p = 0,018).

Em relacdo a pesquisa de hemoparasitas nas extensdes sanguineas, ndo foram
visualizadas incluses redondas a ovaladas pericelulares de M suis nos eritrécitos dos
suinos amostrados.

Nosso estudo conseguiu indicar correlacdes entre a quantidade de bactérias
definidas pelo gPCR nas amostras positivas com alguns parametros hematoldgicos (Tabela
7). Considerando as fases criacao juntas, houve significancia nos parametros de eosindfilos
(p = 0,054), neutrofilos (p = 0,048) e plaquetas (p = 0,057).

Na fase de creche, houve correlagdo nos parametros de eosinoéfilos (p = 0,0941),
neutroéfilos (p = 0,00874), hemoglobina (p = 0,0249) e hematdcrito (p = 0,0299). Na fase de
recria, os parametros de eosinéfilos (p = 0,055), bastonetes (p = 0,058) e plaquetas (p =
0,040) que foram significativas.

Na fase de terminacdo ndo houveram correlacbes significativas e na fase de
frigorifico (180 dias) apenas o parametro de mondcitos teve significancia em relagdo ao

numero de cépias do parasita por uL/amostra (p = 0,053).
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Dos parametros que tiveram correlacédo foram determinadas a relagéo por regressao
linear para determinar o modelo entre o n.° de cépias/pL de DNA do 16S rRNA Mycoplasma
suis (x) e parametros hematoldgicos (y), sendo que, este que os modelos estdo todos
descritos na tabela 8.

O modelo teve significancia para apenas para plaguetas quando se considerou todas
amostras reunidas, hemoglobina e neutrofilos na fase de creche e na fase de recria apenas
0s parametros de plaquetas e eosindfilos. Em relacdo ao coeficiente de determinacao (r?),

todas as regressoes tiveram valores abaixo de 0,5.



Tabela 5. Resultados de leucdcitos totais, basofilos, eosindéfilos, bastonete, neutrofilos, linfocitos e mondcitos de suinos de
granjas de ciclo completo do Estado de S&o Paulo estratificados pela fase de criacédo (creche, recria, terminacao e frigorifico)
e agrupados em relacéo a positividade para Mycoplasma suis determinada pela técnica de qPCR.

FASE M. suis’ Leucdcitos Basdfilos Eosinofilos Bastonete Neutrdfilos Linfocitos Mondécitos
) (x 103/uL) (x 103/uL) (x 103/uL) (x 103/uL) (x 103/uL) (x 103/ulL) (x 103/uL)

'\('ﬁiag;’)o 18,7+57 004+091  030%042  001%006  755%317 107%47  0,10%0,19

Creche Positivo

(45 dias) (ho3qy 193%57 001:003  036%082 0,03+0,12  7,63+342 112+47  0,15+0,20
p<0,05 0,522 0,182 0,427 0,610 0,985 0,517 0,089
N(iggtgf 16,3+35 007+0,13 0,38 +0,46 0,01+006 685+276 885+275 0,12+0,21

Recria —

(90 dias) Fnoiltzla\g)) 18,2+46 005+0,10 055+057  001+005 680%367 10,7+290 0,19+0,28
p <0,05 0,022 0,543 0,042 0,848 0,369 0,001 0,095
'\('ﬁiazgf 16,6+31 004+007  035%0,39 00,22 558+214 104342 0,18+0,29

Terminacgéo Positivo

(140 dias) (h=16 18+3,8  0,03+0,07  0,52+0,43 0+0 586+218 11,3+329  0,31+0,37
p<0,05 0,050 0,912 0,060 0,556 0,553 0,259 0,133
(Nne?al“l"z‘; 19.8+4,2 0,02+007 0,50 +0,66 0,02 + 0,07 7,55+ 3,7 11,6+34  0,09+0,15

Frigorifico —

(180 dias) (Pnoi't;‘g)’ 19,4+45 0,02+007 0,37 +0,60 0,04+011  826+275 10,6+3,4 0,18 +0,09
p<0,05 0,410 0,712 0,070 0,131 0,144 0,016 0,023

1 Comparacdo de médias realizada pelos testes de Tukey ou Kruskal-Wallis com base no teste de normalidade de Kolmogoroy-Smirnov (p < 0,05) e
valores de p em negrito indicam diferenca estatistica.
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Tabela 6. Resultados de eritrécitos, hemoglobina, hematdécrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e plaquetas dos suinos de granjas de ciclo completo do Estado
de Sao Paulo estratificados pela fase de criacao (creche, recria, terminacéo e frigorifico) e agrupados em relacdo a positividade
para Mycoplasma suis determinada pela técnica de qPCR.
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FASE M. suis' Eritrécitos Hemoglobina Hematécrito VCM HCM CHCM Plaguetas
' (x10°%/L) (g/dL) (%) (fL) (g/dL) (%) (X10¥L)
Negativo
6,09+ 0,9 10,8+ 1,5 36+5 594+58  17,7+22  30,1+13  479+191
(n=94)
Creche Positivo
(45 dias) (=34 6,13+ 0,6 113+1,1 37+4 609+4,4  185+15 304+115 487 +115
p<0,05 0,971 0,119 0,288 0,225 0,132 0,192 0,385
N(i%a;g;o 6,29+ 0,6 11,2+1,0 36+39 567+42  18+15 31,6+1,7  428+115
Recria Po;itivo
(90 dias) (=35 6,54 0,6 115+172 37+46  562+44  177+13  31,5¢1,9 481+ 180
p <0,05 0,036 0,301 0,184 0,245 0,133 0,338 0,188
Ts%azg;’ 6,37 +0,7 11242 36+42  565+36 182+14  31,7+16 425+ 94
Terminagéo POSIIVO
(140 dias) - 16) 6,52 0,6 11,4+0,9 36+28  553+26 175+12  323+10  423+141
p <0,05 0,481 0,724 0,714 0,284 0,096 0,027 0,735
z\r']e?it'l‘g 7,67+0,8 13,7+ 1,4 44+47  57,1+31 1814 31,6+19 401108
Frigorifico Po_sitivo
(180 dias) (= 76) 7,68+ 0,8 13,9+ 1,9 43+55 564+4  181+17  321+17 386102
p<0,05 0,925 0,285 0,500 0,272 0,765 0,018 0,640

+ Comparacao de médias realizada pelos testes de Tukey ou Kruskal-Wallis com base no teste de normalidade de Kolmogoroy-Smirnov (p < 0,05) e valores
de p em negrito indicam diferenca estatistica.
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Tabela 7. Coeficientes de correlacdo’ entre n.° de cépias/uL de DNA do 16S rRNA Mycoplasma suis em relagcdo aos valores hematolégicos
dos suinos de granjas de ciclo completo do Estado de Sao Paulo estratificados pela fase de criacéo (creche, recria, terminacgao e frigorifico).

Leucécitos Basdfilos Eosindfilos Bastonetes Neutrofilos Linfécitos Mondcitos
Coeficiente -0,112 0,072 0,206 -0,003 -0,211 0,002 -0,032
TODOS p <0,05 0,298 0,503 0,054 0,980 0,048 0,982 0,767
Eritrcitos  Hemoglobina  Hematdcrito VCM? HCM?2 CHCM? Plaguetas
Coeficiente -0,099 0,018 -0,063 0,107 0,112 0,086 -0,204
p<0,05 0,356 0,865 0,557 0,322 0,299 0,423 0,057
Leucécitos Basdfilos Eosinodfilos Bastonetes Neutrofilos Linfécitos Mondcitos
Coeficiente -0,381 0,378 0,460 -0,378 -0,666 -0,165 0,153
CRECHE p <0,05 0,179 0,173 0,094 0,173 0,008 0,573 0,594
(45 DIAS) Eritr6citos  Hemoglobina  Hematdcrito VCM HCM CHCM Plaguetas
Coeficiente 0,420 0,595 0,579 0,178 0,116 0,0304 -0,380
p <0,05 0,129 0,025 0,029 0,542 0,693 0,918 0,180
Leucécitos Basdfilos Eosinodfilos Bastonetes Neutrofilos Linfécitos Mondcitos
Coeficiente 0,264 -0,0619 0,505 0,495 0,0640 0,172 0,422
RECRIA p <0,05 0,340 0,822 0,055 0,058 0,821 0,593 0,113
(90 DIAS) Eritr6citos  Hemoglobina  Hematdcrito VCM HCM CHCM Plaguetas
Coeficiente 0,0516 -0,330 -0,164 -0,285 -0,458 -0,187 -0,535
p <0,05 0,855 0,224 0,560 0,302 0,086 0,504 0,040
Leucécitos Basdfilos Eosindfilos Bastonetes Neutréfilos Linfécitos Mondcitos
Coeficiente -0,470 0,121 0,173 - -0,146 -0,146 -0,253
TERMINACAO p <0,05 0,171 0,733 0,633 - 0,688 0,688 0,482
(140 DIAS) Eritr6citos  Hemoglobina  Hematdcrito VCM HCM CHCM Plaquetas
Coeficiente -0,337 -0,204 -0,293 0,237 0,241 0,261 -0,141
p <0,05 0,342 0,571 0,411 0,510 0,467 0,698 0,698
Leucécitos Basdfilos Eosindfilos Bastonetes Neutréfilos Linfécitos Mondcitos
Coeficiente 0,0165 -0,0387 0,0283 0,0166 -0,0453 0,0502 -0,278
FRIGORIFICO p <0,05 0,910 0,791 0,846 0,909 0,756 0,731 0,053
(180 DIAS) Eritr6citos  Hemoglobina  Hematdcrito VCM HCM CHCM Plaguetas
Coeficiente 0,0351 0,0993 0,0611 0,233 0,0954 -0,189 -0,154
p < 0,05 0,810 0,496 0,677 0,107 0,513 0,193 0,290

t Teste de correlacao realizada pelos testes de Pearson ou Spearmann com base no teste de normalidade de Shapiro-Wilk. (p < 0,05); 1. Volume corpuscular

médio; 2. Hemoglobina Corpuscular Média; 3. Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. Valores de p em negrito indicam diferenca estatistica.
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Tabela 8. Determinacgdo da relacdo entre n.° de cépias/uL de DNA do 16S rRNA Mycoplasma
suis (x) e parametros hematolégicos (y) através do ajuste de modelo de regressao linear (y = a
+ bx), grau de significancia do modelo (p < 0,05) e coeficiente de determinacao (r?).

Parametros y =a+ bx p <0,05 r2
Plaquetas y = 453,04 - 6,75x 0,02 0,047
TODOS Neutrdfilos y = 8,16 — 0,10x 0,09 0,021
Eosinofilos y =0,31 + 0,01x 0,22 0,005
Hemoglobina y =9,98 + 0,19x 0,02 0,354
CRECHE Hematdcrito y = 33,18 + 0,60x 0,28 0,336
(45 dias) Eosinofilos y =0,32 + 0,01x 0,92 0,001
Neutrofilos y=9,77 - 0,31x 0,05 0,276
Plaguetas y =582,52 - 16,19x 0,04 0,286
RECRIA HCMt y = 17,80 - 0,091x 0,09 0,210
(90 dias) Eosinofilos y =0,30 + 0,03x 0,05 0,255
Bastonete y =-0,004 + 0,004x 0,14 0,160
FRIGORIFICO L. y = 0,26 - 0,01x 0,19 0,035
Mondcitos

(180 dias)
+ HCM: Hemoglobina Corpuscular Média.

3.4 DISCUSSAO

A prevaléncia do Mycoplasma suis ndo € amplamente conhecida na suinocultura
industrial devido ao agente ser subdiagnosticado nos rebanhos (Strait et al, 2012). No
conhecimento dos autores, esse é o primeiro estudo que busca determinar a prevaléncia e
correlacdo com as alteracdes hematoldgicas dos suinos criados em ciclo completo no
Estado de S&o Paulo, Brasil.

O estudo utilizou a técnica de PCR quantitativa para determinar a presenca e
guantificar o DNA do agente etioldgico. A técnica possui alta sensibilidade e especificidade
para M suis (Hoelzle et al., 2007; Guimaraes et al., 2011) e ja foi varias vezes reproduzida
por autores anteriores ao nosso estudo Toledo et al. (2016), Dias et al. (2019), Gatto et al.
(2019); Martins et al. (2019).

Como encontrado por Gatto et al. (2019), o niumero de copias /pL foi variavel, sendo
que, 20% dos seus resultados ficaram com em 103 e 0s nossos foram em sua maioria
positivos ndo quantificaveis 37,5% a 58,8%, dependendo da fase de criacdo estudada.
Martins et al. (2019) teve uma quantificacdo absoluta do 16S r RNA M suis com variacao

de 1,26 x10? - 1,77x10° copias/uL e nossos resultados se aproximaram desse relato.
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Dent et al. (2013) elucida que muitos animais infectados se recuperam mas
continuam a ser portadores com baixos niveis de bacteremia e sinais clinicos ausentes ou
geralmente leves com possibilidade de recrudescéncia de episodios agudos.

A bacteremia variavel reside no fato da relacdo do M suis com eritrocito do
hospedeiro atacando a superficie da célula ou invadindo o citoplasma e causando uma
infeccdo perniciosa (Fard et al., 2014). Essas bacteremias baixas e ndo detectadas, levam
a perda econdmicas significativa na producdo de suinos e diminuigcdo no rendimento de
carcaca na fase frigorifico, devido a baixo desenvolvimento ponderal (Ritzmann et al.,
2008).

Na analise do esfregaco sanguineo, ndo houve a visualizacdo dos microrganismos
na microscopia. Os esfregacos para avaliar a presenca do parasita possuem baixa
sensibilidade para detectar a infeccdo, principalmente, nos suinos que ndo possuem sinais
clinicos (Gwaltney, 1995; Guimaraes et al., 2007).

Apesar de a micoplasmose ser reportada ao redor do mundo ainda ha poucos relatos
gue se dedicam a investigar os valores hematoldgicos e a prevaléncia do M suis. No
conhecimento dos autores esse € o primeiro estudo em larga escala que investiga 0s
valores hematol6gicos e sua correlacdo coma prevaléncia pela metodologia qPCR do M
suis em suinos de granjas tecnificadas no Brasil considerando as fases de criacéo.

Nenhum dos suinos amostrados foram considerados anémico quando comparados
aos valores referenciais adotados por nossa investigacdo. Isso reforca a condicdo de
portabilidade dos suinos, uma vez que, ndo apresentam como relatados caso de anemia
aguda infecciosa por micoplasma ou infeccdes experimentais onde 0s suinos apresentam
diminuicdo eritrocitos, hemoglobina, hematdécrito, aumento de bilirrubina total e sem
alteracdo na contagem de leucdcitos (Busser et al. 2008; Ritzmann et al 2008) diferenca
em relacdo a animais negativos para M suis (Hoelze et al., 2007b).

Em nenhuma das fases de criagcdo houve diferenca entre animais negativos e
positivos para eritrécitos, hemoglobina e hematocrito, observacéo relatada por Guimaréaes
et al. (2007) e Stephan (2007) que afirmam que esses parametros ndo séo sensiveis para
indicacdo de infec¢do cronica em M suis.

N&o observamos altera¢des nos indices eritrocitarios, em Stadler et al. (2014), a esse
achado em animais com anemia aguda € uma marca registrada de anemia hemolitica, para
nos é uma marca de portabilidade do agente etiolégico com alteracOes discretas ou até
ausentes na populacgao eritrocitaria.

Hoelze et al. (2014) afirma que condi¢cdo anémica pode ocorrer em associacdo com

massiva ou minima bacteremia e ademais a infeccdo de M suis pode resultar em animais
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clinicamente sadios com condi¢cdes subclinica ou estado de portador crénico (Dent et al.,
2013).

Stadler et al. (2014) em estudos com animais esplenectomizados desenvolvem fase
aguda com anemia e quando possuem baco apresentam a fase crénica com ou sem anemia
moderada. Dessa forma, a condicdo experimental realizada por estes autores versa sobre
a condicao de imunossupressao, crucial na predisposicdo ao desenvolvimento de diversas
doencas que incluem as micoplasmose (Busser et al. 2008).

Episddios fisiologicos de estresse como: lutas por dominéncia, adaptacdo a novas
fases de criacdo, partos, transporte, alteracdo de alimentacdo, uso indiscriminado de
antibidticos e procedimentos cirdrgicos sao relacionadas ao reagudizacdo da anemia em
animais portadores M suis (Hoelzle, 2008; Dent et al., 2013) que reforga o papel silencioso
do agente nos rebanhos suinicolas descrito por Fard et al. (2014).

Nos animais de terminagao e frigorifico foram encontradas significancia entre os
grupos para o parametro de CHCM, essas observacfes podem estar correlacionadas com
uma hemodlise intravascular nos grupos positivos para M suis, visto que, uma das alteracées
patolégicos € a hemdlise (Hoelze et al.,, 2007b) e esses animais tem uma laténcia do
microrganismo mesmo sem causar grandes quadros de anemia hemolitica.

Observou-se na fase de recria, valores significativamente baixos sem caracterizacao
de anemia no grupo positivo o que pode confirmar uma influéncia do M suis e sua
bacteremia varidvel sobre a populacgéo eritrocitaria (Hoelze et al., 2007b; Ritzmann et al.,
2008).

Outra observacéao foi em relacdo aos leucdcitos, eosindfilos e linfocitos que foram
significativamente maiores no grupo positivo (18,2 + 4,6; 0,55 + 0,57; 10,7 + 2,9) em relacao
aos negativos (16,3 £ 3,5; 0,38 £ 0,46; 8,85 = 2,75). Nos animais positivos existe uma
modulacdo da resposta leucocitaria mediada pelos linfocitos frente a infec¢éo pelo M suis
guando assume um comportamento crénico, ademais, os eosindfilos estdo associados a
resposta contra ecto e endoparasitas (Zachary e Smith, 1985).

Com base nos nossos resultados, bem como asseverado por Ritzmann et al. (2008),
0s parametros hematoldgicos nao refletem o status de infeccdo pelo M suis e ndo podem
ser usados como indicadores infec¢do, ja que, estes animais estavam saudaveis, sem
sinais clinicos e baixa bacteremia (fase cronica).

O presente estudo identificou correlagdes entre o indice de presenca do M suis na
corrente sanguinea pela gPCR e os parametros hematologicos analisados, contudo, nosso
os coeficientes de determinacao (r?) foram baixos. Uma explicacdo para esse achado seria

gue os animais amostrados sao sadios e portadores de M suis (Dent et al.,, 2013),
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bacteremia oscilatoria que influéncia no aparecimento dos sinais clinicos (Hoelze et al.,
2014) e possibilidade de infeccdo por uma amostra M suis de baixa viruléncia (Stadler et
al., 2014).

Quando se considerou todos os animais amostrados houve correlagdo nos
parametros de plaquetas, neutroéfilos e eosindfilos, entretanto, na determinacdo do modelo
linear o coeficiente de determinacéo foi extremamente baixo ou ndo houve significancia no
modelo (0,047; 0,021; e, 0,005, respectivamente) que esta relacionado ao efeito da
amostragem por fase de criagdo sobre o teste estatistico.

Na fase de creche, apesar hematdcrito e eosinéfilos terem correlacdo o modelo ndo
foi significativo (p = 0,28; p = 0,92, respectivamente). Nesta fase, a hemoglobina (y = 9,98
+ 0,19x) e neutrdfilos (y= 9,77 — 0,31x), nossos achados foram relevantes.

A explicacdo para correlagéo positiva da hemoglobina estd em que quando aumenta-
se a presenca do M suis mais eritrécitos sao invadidos que causa lise direta por toxinas e
citolisinas, bem como, uma inducdo na producdo de IgM e IgG anti-eritrocitos que
desencadeia uma reacao autoimune, causando hemodlise indireta (Hoelze et al., 2014; Fard
et al., 2014, Stadler et al., 2014).

Outra possibilidade de hemodlise indireta descrita por Felder et al. (2011) € a
eritroptose, quando, o M suis de baixa viruléncia interage com o0s metabolismos
eritrocitarios buscando nutrientes (Fard et al., 2014), principalmente a glicose, e a hemacias
como uma forma de defesa inicia um processo de morte celular programa com 0 objetivo
de impedir uma progressao da infecgéo, contudo, esse mecanismo, todavia ndo esta bem
elucidado.

Em relacéo aos neutrdfilos, a relacdo é negativa ao aumento da bacteremia, porque,
como acontece hemodlise intravascular os restos eritrocitarios formam grumos que se
depositam ao longo dos vasos que causa reacdes inflamatoérias endotelias (vasculite) e
hemorragia focais ocasionando uma migracao neutrofilica para esses sitios inflamatorios
(Messick et al., 2004; Hoelze et al., 2014).

Hoelze et al. (2007b), Ritzmann et al. (2008) e Stadler et al. (2014) relataram
correlacdo entre diminuicdo de hematdcrito, hemoglobina e eritrocitos com aumento da
bacteremia ou de anticorpos para M suis, porém, estes estudos investigavam o
comportamento aguda da micoplasmose.

Nos suinos da fase de recria (90 dias) encontrou-se uma correlacéo entre plaquetas
e bacteremia (y = 582,52 - 16,19x, p = 0,04, r2 = 0,286) diferente do que relatado por
Ritzmann et al. (2008) e Stadler et al. (2014). Com base em nosso achado, podemos

correlatar com dano vascular e consumo plaquetario.



55

Fard et al. (2014) elucida que, no momento que acontece a lise eritrocitaria no leito
vascular acontece uma sedimentacdo desses restos eritrocitos infectados e assim
desencadeiam a formacéo de complexos imunes que causam danos vasculares que por
sua vez ativam processos de coagulacdo com consumo plaquetério, diatese hemorragica
e resposta inflamatoéria excessiva (Hoelze et al., 2014).

No&s reconhecemos que os coeficientes determinados por nosso estudo séo baixos,
no entanto, por tratar-se uma amostragem em condicdes de infec¢do natural, mas estudos
devem ser realizados com objetivo de aumentar o n amostral, bem como, estabelecer um
estudo experimental considerando animais portadores M suis em fase cronica.

Os parametros de eritrécitos, hemoglobina e hematdécrito dos animais M suis
positivos da fase de frigorificos foram significativamente altos em relacdo as fases de
creche, recria e terminacéo (Figura 1). Essa observacao justifica-se porque animais de
crescimento possuem um sistema imunolégico em desenvolvimento em comparagdo com
animais adultos (180 dias), sendo assim, mas predispostos a infeccdo pelo micoplasma
(Dent et al., 2013).

Nas primeiras fases de vida, os leitdes sofrem muito mais pressdes de adaptacéo de
manejo em relacdo animais mais velhos, essas pressfes causam estresses fisioldégicos que
de promovem a susceptibilidade desses individuos que podem se infectar, parecer normais
por meses até o aparecimento dos sintomas (Hoelze et al.,, 2008), terem sintomas
inespecificos que podem ser confundidos com outras infecgBes comum nas primeiras fases
criacdo e até mesmo terem condicbes levemente anémica mas nunca serem

diagnosticadas por nao apresentar sinais clinicos aparentes.
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Figura 1. Graficos de eritdcitos (x108/uL), hemoglobina (g/dL) e hematdcrito (%) de suinos
positivos para Mycoplasmos suis pela metodologia de qPCR dividos pelas fases de
criacao: creche (45 dias), recria (90 dias), terminacéo (140 dias) e frigorifico (180 dias).
Houve diferenca significativa da fase de frigorifico em relacdo a outras fases nos trés
parametros analisados (Teste de Tukey, p < 0,05).
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3.5 CONCLUSAO

O presente estudo correlacionou os parametros hematolégicos com a quantificacéo
do numero cépias de DNA de M suis 16S rRNA em suinos de granjas tecnificadas de ciclo
completo em diferentes fases de criagcdo do Estado de S&o Paulo, Brasil.

Houve correlacdo em relacdo a hemoglobina, plaquetas e neutréfilos em com
bacteremia de M suis que indica a presenca de hemdlise, dano vascular e consumo

plaguetario nos animais portadores de M suis.
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