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Categorizacdo anatomopatoldgica e deteccao etiolégica em lesdes

pulmonares de suinos no abate
RESUMO - A intensificagdo da suinocultura acarretou elevados desafios de
controle e prevencdo de problemas sanitarios, dentre eles se destacam as
doencas do complexo respiratério. O monitoramento sanitario no abate € uma
ferramenta de controle importante, devido aos elevados desafios sanidade do
rebanho. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi identificar os principais
agentes etioldgicos que causam pleurisia no abate de suinos, uma vez que esta
condigdo causa grande prejuizo econdmico no setor. Para tal, foi selecionado
um frigorifico localizado no Estado de S&o Paulo e as carcacgas na linha de abate
analisadas. As amostras de pleurisia foram classificadas de acordo com o grau
da lesdo do pulméo e alocadas em cinco scores: GO: pleurisia grau 0 — sem
lesdes; G1: pleurisia grau 1; G2: pleurisia grau 2; G3: pleurisia grau 3; G4:
pleurisia grau 4). Foram coletados 217 fragmentos de pulméo, em duplicata, para
a identificacdo dos seguintes patdégenos bacterianos: Actinobacillus
pleuropneumoniae (APP), Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) e Pasteurella
multocida (PM), pela técnica de gPCR. Um exame histopatolégico também foi
realizado nas amostras a fim de determinar os escores das lesdes. Os resultados
demonstraram que Mhyo e APP foram o0s agentes etiolégicos mais prevalentes
(infeccdes Unicas e coinfeccbes) nas amostras de pulmdes, nos diferentes graus
de pleurisia, enquanto que as lesdes de broncopneumonia e de hiperplasia BALT
foram os achados histopatologicos mais frequentes. Também foram encontradas
correlacdes positivas entre a quantificacdo de DNA de APP com o grau de
pleurisia (rho = 0,25386) e com o grau de consolidacdo pulmonar em todos os
lobos pulmonares (rho = 0,18063 a rho = 0,32858) e no pulméo inteiro (rho =
0,38898).

Palavras-chave: carcaca, doencas respiratérias, pleurite, gPCR, Sus scrofa

domesticus



Pathological categorization and etiological detection in lung lesions of

pigs at slaughter.
ABSTRACT - The intensification of pig farming has led to high challenges in the
control and prevention of health problems, among which the diseases of the
respiratory complex stand out. Health monitoring at slaughter is an important
control tool, due to the high herd health challenges. In this context, the objective
of the work was to identify the main etiologic agents that cause pleurisy at the
slaughter of pigs. For this purpose, a slaughterhouse located in the State of S&do
Paulo was selected and the carcasses on the slaughter line were analyzed. The
pleurisy samples were classified according to the degree of lung lesion and
allocated into five score groups: GO: pleurisy grade 0 - no lesions; G1: pleurisy
grade 1; G2: pleurisy grade 2; G3: pleurisy grade 3; G4: pleurisy grade 4). A total
of 217 lung fragments were collected in duplicate for the identification of the
following bacterial pathogens: Actinobacillus pleuropneumoniae (APP),
Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) and Pasteurella multocida (PM), by gPCR
technique. A histopathological examination was also performed on the samples
in order to determine the lesion scores. The results showed that Mhyo and APP
were the most prevalent etiologic agents (single infections and coinfections) in
the lung samples at the different grades of pleurisy, while bronchopneumonia and
BALT hyperplasia lesions were the most frequent histopathologic findings.
Positive correlations were also found between APP DNA quantification with the
degree of pleurisy (rho = 0.25386) and with the degree of lung consolidation in
all lung lobes (rho = 0.18063 to rho = 0.32858) and in the whole lung (rho =
0.38898).

Keywords: carcass, respiratory diseases, pleuritis, gPCR, Sus scrofa

domesticus



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. Introducéo

A suinocultura brasileira ocupa um lugar de destaque no contexto mundial,
se configurando como o quarto maior produtor e exportador mundial de carne
suina (ABPA, 2022), gerando milhares de empregos diretos e indiretos.
Entretanto, a modernizacdo da industria e 0 aumento da produc¢do trouxeram
consigo um crescimento da produtividade e por consequéncia um aumento da
pressao de infeccao, em especial ao complexo das doencas respiratorias dos
suinos (CDRS).

No Brasil, as altas prevaléncias de lesdes pulmonares em suinos no
momento de abate revelam uma possivel deficiéncia nas condi¢bes sanitarias,
de manejo e instalagcbes (TAKEUTI et al.,, 2017; CONTI et al., 2021). Este
complexo, determinado de triade epidemiologica é resultante da interacdo de
diversos agentes infecciosos, desafios ambientais e das praticas de manejo nas
granjas (MERIALDI et al., 2012) sendo fatores de risco importantes para a
ocorréncia de pneumonias. As lesdes pulmonares mais observadas em
frigorificos sdo resultantes de pneumonias e pleurites (ARAUJO-BRETAS et al.,
2018).

Muitos patégenos circulantes no rebanho pertencem ao Complexo de
Doencas Respiratorias dos Suinos e facilitam a disseminacdo e a ocorréncia
destas infeccBes respiratorias. Dentre os agentes do CDRS que se destacam na
formacdo das lesGes pulmonares estdo Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo),
Pasteurella multocida (PM) e Actinobacillus pleuropneumoniae (APP). A
ocorréncia das lesBes no parénquima pulmonar dos suinos ocorre em
decorréncia das interacdes entre 0s patdgenos em si e seu contato com o
sistema imune do hospedeiro (THACKER; THACKER et al., 2001).

O Mycoplasma hyopneumoniae, agente primario da pneumonia
enzootica, € uma bactéria pertencente ao Filo Firmicutes e classe Mollicutes,
gue, além de possuir um genoma pequeno, auséncia de parede celular, contém

apenas uma membrana plasmatica, sendo sua biologia molecular semelhante a



das bactérias gram-positivas (KOBISCH; FRIIS, 1996; SIMIONATTO et al.,
2013).

Jé& foi constatado por diferentes técnicas como a anélise em multilocus de
repeticbes em tandem de numero variavel - MLVA (multiple locus variable
number tandem repeats analysis) e sequenciamento genémico completo, que
existe um grande numero de variantes de cepas de Mhyo em todos os paises
onde a suinocultura tem relevancia econdmica. Esta variabilidade genética faz
com que as cepas apresentem diferentes graus de patogenicidade, podendo ser
classificadas como baixa, média e alta (VICCA et al., 2003; THACKER; MINION,
2012; DOS SANTOS et al., 2015; TAKEUTI et al., 2017).

O APP é um agente primario causador da pleuropneumonia suina, uma
lesdo respiratéria caracterizada por broncopneumonia fibrino-hemorragica e
necrosante, com exsudacao de fibrina na fase aguda e com formacao de nddulos
de pneumonia no parénquima pulmonar adjacente na fase cronica (CHIERS et
al., 2010). Nas granjas comerciais podem ser encontrados isolados com
diferentes graus de patogenicidade.

Até o momento sdo reconhecidos 19 sorotipos de APP, o0s quais
compartilham diferentes determinantes antigénicos como as exotoxinas Apx |, I,
Il e IV (STRINGER et al., 2021), sendo estas determinantes na formacao das
lesbes. Pasteurella multocida é considerada um agente secundario nas
pneumonias em suinos (ROSS, 2007); quando associada a Bordetella
bronchiseptica pode causar rinite atréfica progressiva (BLACKALL et al., 2000;
SUN et al., 2010).

Portanto, a determinacdo dos principais agentes etioldgicos bacterianos
identificados nos casos de lesbes pulmonares apos o abate pode auxiliar no
levantamento dos patdgenos associados as lesdes e permite a adocao de
medidas de controle e prevencao eficazes. A partir dos resultados deste estudo
podem servir de base para que medidas de controle possam ser desenvolvidas

futuramente.

2. Revisao de Literatura



O complexo das doencas respiratérias dos suinos (CDRS) é um problema
sanitario desafiador enfrentado pela suinocultura mundial. Este complexo é
resultante da interacdo de diversos agentes infecciosos, desafios ambientais e
das préaticas de manejo nas granjas (MERIALDI et al., 2012). As perdas estédo
relacionadas & mortalidade, piora na conversao alimentar, diminuicdo do ganho
de peso diério, gastos com medicamentos e condenacdes de carcacas no abate.
Entre as causas mais frequentes de condenacdes de carcagas em suinos
abatidos no Brasil estdo as les6es pulmonares, especialmente as pneumonias e
pleurisias (COLDEBELLA et al., 2018).

Pleurisia é a inflamacdo da membrana que recobre os pulmdes e reveste
a cavidade toracica (pleura) (MORES et al., 2017). Fatores de risco como alta
densidade animal, mistura de lotes de diferentes origens e falhas de manejo
atuam como promotores de infeccbes por doencas respiratorias e elevam a
ocorréncia de pleurisias ao abate (NASCIMENTO et al., 2018).

Na fase aguda da pleurisia um exsudato fibrinoso é visivel nas superficies
pleurais. Posteriormente, os animais melhoram e a fibrina € transformada em
tecido fibroso colagenoso. O diagndstico de pleurisia em suinos pode ser
realizado por meio de monitoria clinica com presenca de tosse, espirro ou no
abate, por meio da presenca de lesfes no parénquima pulmonar (ANDREASEN
et al.,, 2001; NASCIMENTO, 2016). Estudos relatam prevaléncias de 37,6% a
62,3% de pleurisias nos pulmdes analisados ao abate (MEYNS et al., 2011;
MERIALDI et al., 2012; LIAO et al., 2017).

Segundo Alberton e Mores (2008), aproximadamente 50% dos animais
desviados para o Departamento de Inspecdo Final (DIF) no abatedouro,
apresentam algum tipo de lesdo pulmonar. Durante a linha de inspecao, os
animais que sao identificados com lesbes de pleurisias sdo desviados ao DIF
para avaliacdo, podendo ser destinados para o aproveitamento condicional ou
condenacao total da carcaca (NASCIMENTO et al., 2018).

No Brasil, a frequéncia de desvio de carcacas ao abate ao DIF por
aderéncias de pleura é de 3,72% (RIISPOA, 2017). Um estudo realizado por
Morés et al. (2017), entre os anos de 2010 a 2014, com dados de um frigorifico
da regido Sul do Brasil, avaliou as carcagas que foram desviadas ao DIF, e

destas, 7,3% apresentaram pleurisias e/ou pericardite.



A forma mais comum de pleurisia encontrada em suinos no abate é a
fibrinosa, representando um processo inflamatério agudo. Durante a fase aguda
da inflamacéo, fluidos com uma alta concentracdo de proteinas acumulam-se no
espaco pleural, dando origem a um liquido denominado exsudato. A poliserosite
ocasionada por Glasserella parasuis (GPS) na doenca de Glasser € um exemplo
de pleurisia fibrinosa (JAGER et al., 2012).

Em um estudo realizado na Holanda com 10 rebanhos analisados, a
meédia de prevaléncia de pleurite foi de 45%, sendo esta localizada nos lobos
caudais, area comumente afetada por lesdes em casos de pleuropneumonia
suina, e 43% dos suinos avaliados apresentaram conjuntamente lesGes de
pleurisias e pneumonia (JIRAWATTANAPONG et al., 2010).

Actinobacillus pleuropneumoniae (App) € um patégeno especifico de
suino e o0 agente etiologico da pleuropneumonia suina. Trata-se de uma
das mais importantes pneumonias de origem bacteriana para suinocultura
mundial, uma vez que esta doenca respiratoria grave é caracterizada por
broncopneumonia fibrino-hemorragica e necrosante com exsudacéo de fibrina
na fase aguda e aderéncias firmes de pleura com formacédo de ndédulos de
pneumonia no parénquima pulmonar (RUIZ et al., 2006; SASSU et al., 2017).

A bactéria Pasteurella multocida (Pm) é considerada um importante
microrganismo que faz parte da microbiota residente no trato respiratorio dos
suinos. A PM é um patdégeno comensal da microbiota do trato respiratério
superior, sendo que, na maior parte dos casos € considerado um patégeno
secundario. Contudo, pode atuar como agente primario causando pneumonia,
serosites e pleuropneumonia (OLIVEIRA FILHO, 2014).

As pleurisias podem ser divididas em duas formas: primaria e ou
secundaria. Infeccdes por GPS e Streptococcus suis (S. suis) podem resultar em
pleurisia primaria, enquanto a forma secundaria normalmente est4 associada a
pneumonia. Porém, PM tipo A também pode causar lesdes primarias nas
serosas (OLIVEIRA FILHO, 2014). Ja as pleurisias associadas aos nédulos
pulmonares sédo causadas em sua grande maioria por APP (ENOE et al., 2002;
FRAILE et al., 2009).

Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo), APP e virus da Influenza A suina
(IAV), atuam como agentes primarios e predispdem as infecgbes secundarias
causadas por PM, GPS e S. suis (YAEGER; VAN ALSTINE, 2019). Entre os



principais agentes bacterianos causadores de pleurisia, destacam-se GPS, PM,
APP, S. suis e Bordetella bronchiseptica (BB); estes podem causar pleurisia
fibrinosa aguda ou ndo, com ou sem pneumonia (CLEVELAND-NIELSEN et al.,
2002).

Estudo conduzido no Sul do Brasil avaliou 150 pulmdes oriundos de cinco
frigorificos, 68% das amostras apresentava sugestdo histopatologica de
envolvimento de mais de um tipo de agente infeccioso. Destas amostras
lesionadas, 92% apresentavam Mycoplasma hyopneumoniae e 89% IAV.
(CONTI et al., 2021). Entretanto, existem poucos estudos no Brasil acerca da
prevaléncia DOS principais patégenos respiratorios e suas correlacbes com as
lesGes pulmonares ao abate.

Mycoplasma hyopneumoniae €& o principal agente da pneumonia
enzootica suina (PES) e também é considerado o patégeno primario envolvido
no complexo de doencas respiratérias dos suinos (THACKER; MINION, 2012,
TAKEUTI et al., 2017). E encontrado principalmente na superficie da mucosa da
traqueia, bronquios e bronquiolos. A interacao entre cepas patogénicas e células
do hospedeiro durante a colonizagcdo € um processo critico para a patogenia e
estabelecimento de infec¢des por outros patdgenos bacterianos (Raymond et al.,
2018) como PM, APP, S. suis e GPS (THACKER et al., 2001).

Baraldi et al. (2019) avaliaram a soroprevaléncia de Mhyo em granjas
vacinadas no estado de S&o Paulo, encontrando na terminacdo uma
soroprevaléncia para Mhyo de 80% e 12% area de consolidacéao pulmonar e 9%
de pleurite no abate, sendo que 79,8% dos animais apresentavam algum grau
de consolidacdo. Ja Galdeano et al. (2019), em um estudo sobre a
soroprevaléncia de Mhyo no estado de Goias, verificaram que, na terminacéo,
88,36% dos animais foram soropositivos, e, no abate, observaram 7,29% de area
de consolidacdo pulmonar e 10,33% de pleurite. Dos animais abatidos, 80,33%
apresentavam algum grau de consolidac&o pulmonar.

Apesar dos estudos existentes serem de uma abrangéncia regional, pode-
se observar que a PES é endémica em todas as regides produtoras do pais e
causa consideraveis perdas econbmicas a atividade. Ferraz et al. (2020)
determinaram que para cada 1% de lesdo pulmonar ha uma diminuicdo de 1,8
gramas de ganho médio diério, podendo os prejuizos alcancarem US$ 6,55 por

animal abatido.



As cepas de Mhyo possuem uma grande variabilidade genética e
patogenicidade (THACKER; MINION, 2012) que podem ser detectadas por meio
da analise em multilocus de repeticdes em tandem de nimero variavel - MLVA
(multiple locus variable number tandem repeats analysis) (VRANCKX et al.,
2011; DOS SANTOS etal., 2015; PANTOJA et al., 2016; MICHIELS et al., 2017).

Através do estudo de gendtipos, também € sabido que a mesma cepa
pode estar presente no pulméo do mesmo animal por no minimo doze semanas,
0 que indica que a resposta imune do animal ndo apresenta sucesso em reduzir
a infeccdo (VRANCKX et al., 2011). Esse resultado € comparavel a estudos
anteriores que demonstram que animais podem permanecer positivos por mais
de 200 dias ap6s a infeccédo (PIETERS et al., 2009).

Em estudo recente, que avaliou amostras do Brasil e de outros paises em
conjunto, observou-se alta diversidade entre as amostras dos diferentes paises
avaliados, entre os diferentes estados de cada pais e dentro do proprio estado,
sendo que nenhum tipo MLVA comum foi encontrado entre as regides estudadas
(DOS SANTOS et al., 2015).

Estima-se que as perdas econdmicas na cadeia suina brasileira com
pneumonias, pleurisias e aderéncias sejam de R$216 milhdes anuais, sendo
gue, um quinto das lesdes de aderéncia e pleurisias estéo relacionadas a PM, o
gue resulta aproximadamente em R$43 milhées anuais (NASCIMENTO, 2016).
As lesdes pneumdnicas sugestivas de PM séo frequentemente detectadas nos
rebanhos de suinos no Brasil.

A patogenicidade de PM envolve uma série de genes associados a
viruléncia, entre eles, os mais importantes sdo os que codificam a capsula de
lipopolissacarideos (LPS); proteina de aquisicdo de ferro (hgbA e hgbA);
proteinas da membrana externa téxicas (toxA); proteina de adeséo bacteriana
(pfha), leucotoxinas e enzimas que podem estar envolvidas na producdo de
doenca como a hialuronidase e neuraminidase (BIBERSTEIN; HIRSH, 2003;
FURIAN et al., 2016).

O diagnoéstico das pleurisias nas granjas ainda € um desafio, pois os
problemas respiratérios podem ndo causar sinais clinicos evidentes, de forma
que, a visualizacdo da leséo por pleurisia € comumente identificada somente no
momento de abate dos animais (ANDREASEN et al., 2001). Conhecer os

principais agentes etiolégicos que causam pleurisia no abate de suinos permitiria



tracar medidas de controle e mitigar os fatores de riscos, pois o impacto da desta
lesdo torna-se aparente e ocasiona perdas somente apos o abate.

O manejo sanitario adotado pelas granjas e a falta de esclarecimentos
sobre o0s patdgenos circulantes no rebanho facilitam a disseminacdo e
ocorréncia destas infecgfes respiratorias. Portanto, a identificag&do dos principais
agentes etiologicos bacterianos nos casos de pleurisias de suinos apés o abate
pode auxiliar no levantamento de quais patdgenos estdo associados a este tipo
de lesdo, na adocédo de medidas de controle e prevencédo da infeccdo e no
planejamento de um protocolo sanitario mais eficaz dentro das granjas

comerciais de suinos.
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Resumo

A intensificacdo da suinocultura acarretou elevados desafios de controle e prevencéo de
problemas sanitarios, dentre eles se destacam as doengas do complexo respiratério. O
monitoramento sanitario no abate € uma ferramenta de controle importante, devido aos
desafios sanitarios dos rebanhos. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi identificar os
principais agentes etiologicos que causam pleurisia no abate de suinos e caracterizar as
lesbes anatomopatologicas. Para tal, foi selecionado um frigorifico localizado no Estado
de Séo Paulo e as carcacas na linha de abate analisadas. As amostras de pleurisia passaram
por um exame histopatoldgico e foram classificadas de acordo com o grau da lesdo do
pulmdo e alocadas em cinco grupos: GO: pleurisia grau 0 — sem lesdes; G1: pleurisia grau
1; G2: pleurisia grau 2; G3: pleurisia grau 3; G4: pleurisia grau 4). Foram coletados 217
fragmentos de pulmdo, em duplicata, para a identificacdo dos seguintes patdgenos
bacterianos: Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Mycoplasma hyopneumoniae
(Mhyo) e Pasteurella multocida (PM), pela técnica de gPCR. Os resultados
demonstraram que Mhyo e APP foram os agentes etiologicos mais prevalentes (infeccdes

Unicas e coinfecgdes) nas amostras de pulmdes, nos diferentes graus de pleurisia,
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enquanto as lesdes de broncopneumonia e de hiperplasia de BALT foram os achados
histopatoldgicos mais frequentes. Também foram encontradas correlagdes positivas entre
a quantificacdo de DNA de APP com o grau de pleurisia (rho = 0,25386) e com o grau de
consolidacdo pulmonar em todos os lobos pulmonares (rho = 0,18063 a rho = 0,32858) e

no pulméo inteiro (rho = 0,38898).

Palavras-chave: Sus scrofa domesticus, carcacga, doencas respiratdrias, pleurite, qPCR.

1. Introducéo

As doencas respiratdrias causam grandes perdas econdmicas para a suinocultura
mundial devido a alta morbidade e mortalidade, piora da conversdo alimentar, reducao
do ganho de peso dos animais e aumento dos gastos com medicamentos (SZEREDI et al.,
2015). O complexo de doengas respiratorias dos suinos (CDRS) é um quadro clinico
decorrente da interacdo de agentes infecciosos virais e bacterianos, intensificado por

condicGes ambientais, genéticas e praticas de manejo (MERIALDI et al., 2012).

Estima-se que as perdas econémicas na cadeia suina brasileira com pneumonias,
pleurisias e aderéncias sejam de R$216 milhdes anuais, sendo que, um quinto das lesdes
de aderéncia e pleurisias estdo relacionadas a PM, o que resulta aproximadamente em

R$43 milhdes anuais (MORES, 2006).

As pleurisias sdo consideradas lesdes multifatoriais, apresentando um quadro de
repercussao sistémica, que comprometem negativamente a eficiéncia de producéo e o
bem-estar animal (PAGOT et al,, 2007; HOLST et al., 2015). Neste contexto, a

pneumonia enzootica suina (PES) é uma doenca crbnica infecciosa causada
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primariamente por Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) que se manifesta clinicamente
com uma tosse seca ndo produtiva (SIBILA et al., 2009; MAES et al., 2018). O impacto
econdmico pode ser estimado em US$6,55 por animal abatido (FERRAZ et al., 2020),

podendo ser maior quando associada a patégenos secundarios.

Pasteurella multocida (PM) tipo A € considerado um agente secundario da PES
originalmente causada pelas infecgdes por Mhyo (PARK et al., 2016; FILHO et al., 2018).
Ainda, uma alta relacao entre estes dois patdgenos que compdem o CDRS foi observada
em estudo anterior (PARK et al., 2016). InfeccGes causadas por cepas patogénicas de
Actinobacillus pleuropneumoniae (APP) s&o as principais causas de pleurite em suinos,
embora outros agentes possam estar envolvidos. Lesdes pleuriticas e lesdes pneumdnicas
séo encontradas principalmente nas areas cranioventral do pulméo quando associadas a

Mhyo (BARALDI et al., 2019).

As prevaléncias de lesdes pulmonares sdo relatadas por todo o mundo,
evidenciando a importancia do monitoramento sanitario e da identificacdo de tais lesdes.
Estudos relatam de 37,6% a 62,3% de pleurisias nos pulmdes analisados no abate de
suinos (MEYNS et al., 2011; MERIALDI et al., 2012; LIAO et al., 2017). Vale ressaltar
que lesBes associadas ao CDRS séo as principais causas de condenacdo de carcacas em
frigorificos (FABLET et al., 2012; SZEREDI et al., 2015; CONTI et al., 2021). Para
estimar a ocorréncia e a gravidade das lesdes pulmonares ocasionadas pelas doencas
respiratorias, o abatedouro é o ponto de escolha para a coleta de dados sobre o status
sanitario do rebanho (MEYNS et al., 2011; MERIALDI et al., 2012; ALAWNEH et al.,

2018).

. Este estudo assume relevancia significativa, uma vez que, até o momento,

pesquisas semelhantes ndo foram realizadas no Brasil. A intensificacdo da suinocultura e
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os desafios relacionados ao controle de problemas sanitarios, no que diz respeito as
doencas respiratorias, tornam a investigacdo dos agentes etioldgicos da pleurisia de suinos

no abate de extrema importancia.

Tendo em vista 0s prejuizos causados pelas doencgas respiratorias, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a frequéncia de deteccdo de Actinobacillus pleuropnemoniae,
Mycoplasma hyopneumoniae e Pasteurella multocida, pela técnica de qPCR, em
amostras de pulméo com diferentes graus de pleurisia no momento do abate, e investigar

a associacao desses trés agentes etioldgicos com as lesdes pulmonares microscopicas.

2. Material e Métodos
2.1. Delineamento experimental e coleta das amostras

O estudo foi conduzido num frigorifico de suinos localizado no municipio de
Guariba, Estado de Séo Paulo, com o fluxo de abate diario de aproximadamente 400
animais, oriundos de diferentes regides do Brasil, e teve aprovacio da Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) pelo protocolo n°204/23 da Faculdade de Ciéncias Agrarias

e Veterinarias — FCAV/UNESP, Jaboticabal — SP.

Foram avaliadas um total de 1.570 carcacas de suinos durante o acompanhamento
do abate, oriundos de sete lotes do estado do Mato Grosso do Sul de diferentes origens e
submetidos a avaliacdo macroscépica, das quais foram selecionadas 217 amostras durante

os dias de acompanhamento do abate que apresentaram diferentes graus de pleurisia.
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2.2. Coleta de amostras

De cada carcaca selecionada, foram coletados fragmentos de pulméo do conjunto
de lobos apical-cardiaco-diafragmatico, preconizando a regido do interior dos lobos (ao
redor dos bronquios) e de lesdes presentes no pulmdo com auxilio de instrumental
esterilizado. As amostras de pulméo foram acondicionadas em microtubos estéreis livres
de RNAse e DNAse (Axygen, EUA) e armazenadas a -20°C até o momento das analises

moleculares.

Um segundo fragmento de tecido pulmonar, medindo aproximadamente 3 x 3 cm,
foi coletado na area de transicdo da lesdo de consolidacdo pulmonar, armazenado em
frasco devidamente identificado e submerso em solucdo de formalina tamponada 10%
(pH 7,0), na proporcdo aproximada de 10:1 (formalina: tecido), para analise

histopatologica.

2.3. Avaliacdo macroscopica das carcacas e dos pulmdes

2.3.1. Categorizacao das lesdes de pleurisia

As amostras selecionadas foram avaliadas macroscopicamente e divididas em
cinco grupos (GO, G1, G2, G3 e G4), de acordo com a avaliacdo das lesdes na pleura,
utilizando-se 0 método descrito por Dottori et al. (2007), conhecido como Sistema de
Avaliacdo de Pleurisia em Abatedouros (Slaughterhouse Pleurisy Evaluation System -

SPES) (Tabela 1).

Tabela 1

Método de avaliacdo do escore de leséo por pleurisias de Dottori et al. (2007).
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Caracteristicas da pleurisia, considerando a extensdo e localizagédo

Escore
das lesbes
0 Sem lesGes
1 Pleurisia afetando a porgéo cranio-ventral do pulmao; adeséo interlobular
2 Pleurisia unilateral discreta do lobo diafragmatico
Pleurisia discreta bilateral de ambos os lobos diafragmaticos; adesdo
3
grande e unilateral afetando o lobo diafragmatico
Grandes aderéncias bilaterais entre os lobos diafragméaticos de um lado e
4

a parede toracica do outro

2.3.2. indice para Pneumonia (IPP), porcentagens médias de pleurisias e consolidagio

pulmonar dos lotes

Também foi feito o calculo do indice para Pneumonia (IPP) dos sete lotes
avaliados, segundo a metodologia descrita por Piffer e Brito (1991) (Tabela 2), e das
porcentagens médias de pleurisias e consolidacdo pulmonar com auxilio do software

Ceva Lung Program®.

Tabela 2

Escore do grau de consolidacdo pulmonar de acordo com Piffer e Brito (1991).

Extensao da lesdo de consolidacio pulmonar por lobo (% da area
Escore
pulmonar)

0 Lobo normal, sem consolida¢do pulmonar
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1 <25% da superficie do lobo afetada
2 25 a 50% da superficie do lobo afetada
3 51 a 75% da superficie do lobo afetada
4 >76% da superficie do lobo afetada

2.4 Deteccéo de APP, Mhyo e PM por PCR
2.4.1. Extracdo de DNA e PCR convencional para o gene endégeno gapdh

A extracdo de DNA das amostras de pulméo foi realizada in house pelo método
descrito por Kuramae-lzioka (1997), com modificacbes (TOLEDO et al., 2016). A
mensuracdo da concentracdo de DNA foi realizada por meio de espectrofotometria,
NanoDrop One Spectrophotometer (Thermo FisherScientific®, Wilmington, EUA). As
amostras que ndo atingiram a pureza de 1,8 a 2,0 na relacdo 260/280 foram submetidas
novamente a extracdo de DNA (Bustin et al., 2009). Apds a extracdo, as amostras foram

aliquotadas em duplicata e armazenadas a -80°C.

Para verificar a presenca de inibidores de gPCR nas amostras de DNA extraidas
que pudessem acarretar falsos negativos, todas as amostras foram submetidas a PCR
convencional (cPCR) para deteccdo do gene enddgeno gapdh de acordo com a
metodologia proposta por Birkenheuer et al. (2003), com modificacdes (TOLEDO et al.,
2016). A reagdo foi composta por 1,0 uM de cada um dos oligonocleotideos iniciadores
(Foward: 5'-CCTTCATTGACCTCAACTACAT-3' e Reverse: 5'-
CCAAAGTTGTCATGGATGACC-3") (Invitrogen, EUA), 1 U da enzima Taq

polimerase (Invitrogen, EUA), solucdo tampédo 1x (Invitrogen, EUA), 0,75 mM de MgCl»



21

(Invitrogen, EUA), 0,2 mM de cada desoxinucleotideo (Invitrogen, EUA), dgua ultrapura
q.s.p. para 20 pL e 5 pL. de DNA molde, totalizando um volume final de 25 pL. A reacdo
de amplificacdo consistiu num ciclo inicial de desnaturacdo a 94°C por 3 minutos seguido
de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 50°C por 2 minutos e
extensdo de 72°C por 2 minutos, e uma extensdo final a 72°C durante 7 minutos em
termociclador MyCycler (Bio Rad, EUA). Em seguida, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1% (SigmaAldrich, EUA) corado com brometo de etidio
0,1% (Sigma-Aldrich, EUA). O gel foi lido no transiluminador ChemiDoc MP (Bio-Rad,
EUA). O tamanho do fragmento amplificado foi de 437 pb. Amostras negativas foram

novamente submetidas a extracdo de DNA e cPCR para o gene enddgeno gapdh.

2.4.2. Deteccao dos patogenos por qPCR multiplex

Para a deteccao de Actinobacillus pleuropneumoniae foram utilizados um par de
oligonucleotideos iniciadores e sonda de hidrdlise para o gene alvo omIA (SUNAGA et
al., 2020); para Mycoplasma hyopneumoniae o alvo foi o gene que codifica a adesina
p102 (FOUROUR et al., 2018); e para deteccdo de Pasteurella multocida o gene alvo foi
o kmtl que codifica uma lipoproteina de membrana (GOECKE et al., 2021), como

descrito na Tabela 3.

Tabela 3

Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores e sondas utilizadas para deteccdo do

Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida e Mycoplasma hyopneumoniae.



22

Oligonucleotideos

Gene Amplicon
iniciadores e Sequéncia (5’ — 3°)
S (pb)
sondas
F APP AGTGCTTACCGCATGTAGTGGC
R APP TTGGTGCGGACATATCAACCTTA
omlA 153
5’-Cy5-
P APP CGATGAACCCGATGAGCCGCC-3’-
IB®°RQ
F Mhyo 5-TAAGGGTCAAAGTCAAAGTC-3'
R Mhyo 5-AAATTAAAAGCTGTTCAAATGC-3’
p102 150
5’-FAM-
P Mhyo AACCAGTTTCCACTTCATCGCC-3’-
BHQ1
FPM 5’-GGGCTTGTCGGTAGTCTTT -3’
kmtl o 148

R PM

CGGCAAATAACAATAAGCTGAGTA-

37
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5’-TexRd-
PPM CGGCGCAACTGATTGGACGTTATT3’

-IB®°RQ

A reacdo de qPCR foi composta por 2 uL. da amostra de DNA, 0,4 uM de cada
sonda de hidrdlise, 0,5 pM de cada oligonucleotideo iniciador, 1x Master Mix Go taq®
(Promega, Madison, EUA) e 4gua ultrapura (Nuclease-Free Water, Promega®, Madison,
Wisconsin, EUA) q.s.p, totalizando 10 pL. As amplificagdes foram realizadas usando
termociclador CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad®, Franca) sob as
seguintes condigdes: um ciclo inicial de desnaturagcdo de 3 minutos a 95 °C, seguido de
39 ciclos a 95 °C por 15 segundos de extensdo a 57,2 °C por 30 segundos (PETRI et al.,
2023). Todas as amostras foram testadas em duplicata, e os resultados s6 foram aceitos
para aquelas com desvio padrdo menor ou igual a 0,5 ciclos (BUSTIN et al., 2009). As
amostras com desvio superior a 0,5 foram novamente testadas em triplicata. As curvas
dos fluoroforos FAM (alvo p102), Cy5 (alvo omlA) e TxR (alvo kmtl) foram analisadas
e os resultados foram visualizados com auxilio do software Bio-Rad CFX Manager

Versao 3.0 (Bio-Rad, Franca).

Para a quantificacdo absoluta do nimero de copias de DNA dos respectivos
agentes, diluicdes seriadas foram feitas para construcao da curva-padrdo com diferentes
concentracdes de DNA sintético GBlock® contendo a sequéncia-alvo (1,0 x 107 copias/uL

a 1,0 x 10* copias/uL), que também foram utilizados como controles positivos da reagao.
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2.5. Exame histopatoldgico e determinacao dos escores das lesdes microscopicas

Os fragmentos de pulmdo foram processados de acordo com protocolo
histotécnico padréo para confeccdo de Idminas histologicas e corados com hematoxilina
e eosina (HE). As laminas foram observadas em microscépio de luz em busca de lesdes

sugestivas de pleurisia e pneumonia, em laboratorio terceirizado e especializado.

A hiperplasia de tecido linfoide associado aos bronquios (BALT — Bronchus
Associted Lymphoid Tissue) foi classificada em cinco diferentes graus de acordo com a
metodologia adotada por Ross (1999), sendo: ausente (0); aumento difuso leve de
linfocitos nos tecidos peribronquial, peribronquiolar e perivascular (+); aumento difuso
moderado de linfécitos e/ou presenca de alguns nddulos linfoides (++); nimero marcado
de nddulos linfoides (+++); ou nimero extenso de nodulos linfoides que afetam a maior

parte da secdo pulmonar avaliada (++++).

De acordo com Hansen et al. (2010), as broncopneumonias foram classificadas
em agudas, subagudas e cronicas. As lesdes agudas foram aquelas com neutrofilos como
tipo de célula inflamatoria dominante, presenca de edema extenso e/ou exsudato de
fibrina. As lesdes subagudas foram caracterizadas de acordo com a infiltracdo celular
dominada por neutro6filos, combinados com hiperplasia moderada de BALT como a Unica
lesdo cronica. Ja as lesbes cronicas foram classificadas por fibroplasias, hiperplasia de
BALT de grau ++ a ++++, hiperplasia do epitélio brénquico ou bronquiolar, hipertrofia
do masculo liso, que é a camada ao redor dos bronquiolos, ductos alveolares e infiltrados
celulares constituidos principalmente de linfécitos e células plasmaticas. As pneumonias
também foram classificadas em: necrotizante, supurativa, ndo supurativa ou mista (PORS

et al., 2011).
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2.6. Analise estatistica

O indice para pneumonia (IPP) e as porcentagens médias de pleurisias e
consolidacdo pulmonar de cada lote foram determinados com auxilio do software Ceva
Lung Program®. Na analise estatistica foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar
normalidade dos dados. Os dados paramétricos foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e ao teste de Tukey para comparacdo entre pares de médias. Os dados ndo
paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste de
Dunn. A correlacdo entre pares de variaveis foi realizada por meio da aplicacdo do
coeficiente de correlacdo de Spearman. O nivel de significancia foi estabelecido em 5%

(p<0,05). O software R versdo 3.5.1 foi utilizado para analise dos dados.

3. Resultados

Neste estudo, foram avaliadas um total de 1.570 carcacas de suinos durante o
acompanhamento do abate, oriundos de sete lotes do estado do Mato Grosso do Sul.
Durante o processo de coleta, foram selecionadas 217 amostras, submetidas a exames

histopatoldogico e gPCR.

3.1. Avaliacéo dos lotes
3.1.1 Achados macroscopicos

Como pode ser observado na Tabela 4, os valores de IPP variaram de 1,01% (lote
2) a 6,58% (lote 6) entre os sete lotes avaliados. A porcentagem de pleurisias variou de

7,82% (lote 4) a 14,52% (lote 6) e a porcentagem de consolidac&do pulmonar variou de
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4,61% (lote 2) até 44,4% (lote 7). Todas as variaveis analisadas apresentaram diferencas

significativas entre os lotes (p<0,05%).

Tabela 4

indice para pneumonia (IPP), porcentagens médias de pleurisias e consolidag&o pulmonar

dos sete lotes avaliados com auxilio do software Ceva Lung Program®.

Lotes
Parametros Lote Lote2 Lote3 Loted4d Lote5 Lote6 Lote7
1
N° de carcacas
174 217 121 294 358 241 165
avaliadas
indice para Pneumonia
293¢ 1,019 240" 3169 4,75°¢ 6,58% 577°
(IPP)
% de pleurisias 11,59 101f 124" 7829 109° 145% 121°
% de consolidagéo

5757 4,619 578° 21,09 299° 444°% 439°

pulmonar

Médias seguidas de letras iguais numa mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (p<0,05).

3.1.2 Achados microscopicos

Dentre os achados microscépicos destacaram-se a broncopneumonia aguda mista

53,3% (120 amostras), broncopneumonia aguda supurativa 22,1% (48 amostras) e

hiperplasia epitelial 16,6% (36 amostras). Em se tratando da hiperplasia de BALT, leséo
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caracteristica causada por Mycoplasma hyopneumoniae apenas 1,84% (4 amostras) das

amostras de pulmao avaliadas ndo apresentaram nenhum grau de BALT (Tabela 5).

Tabela 5

Achados histopatologicos em 217 amostras de pulm&o dos sete lotes avaliados.

Lesdo histoldgica

%

Pneumonia necrotizante (PN)

Broncopneumonia aguda supurativa (BPAS)
Broncopneumonia aguda mista (BPAM)
Broncopneumonia aguda nao supurativa (BPANS)
Broncopneumonia subaguda (BPSUB)
Broncopneumonia cronica (BPCR)

Hiperplasia epitelial (HEP)

BALT

0

+
++
+++
++++

Total pontuado entre + a ++++

1,84% (4/217)
22,1% (48/217)
55,3% (120/217)
8,76% (19/217)

0,92% (2/217)

2,30% (5/217)

16,6% (36/217)

1,84% (4/217)
41,8% (89/213)
31,0% (66/213)
22,5% (48/213)
4,69% (10/213)

98,2% (213/217)

BALT: hiperplasia de tecido linfoide associado aos bronquios; a hiperplasia BALT foi

classificada como ausente (0), leve (+), moderada (++), marcada (+ + +) ou extensa (+ +

+4).
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3.2. Prevaléncia de Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Mycoplasma
hyopneumoniae (Mhyo) e Pasteurella multocida (PM) em amostras de pulmao de acordo

com o grau de pleurisia

Das 217 amostras avaliadas, 97,7% (212/217) foram positivas para Mhyo, 46,1%
para APP e 22,1% para PM isoladamente. Para as coinfec¢Oes, 45,6% (99/217) foram
positivas para APP e Mhyo, 21,7% para Mhyo e PM, 10,1% (22/217) para APP e PM e

10,1% (22/217) foram positivas para os trés agentes simultaneamente.

Quanto aos graus de pleurisia, 0s maiores percentuais de amostras de pulméo
positivas para APP, Mhyo e PM isoladamente foram observados no G2 (65,8%; 25/38),

G4 (100%; 28/28) e G1 (22,0%; 9/41), respectivamente.

Tabela 6

Porcentagens de amostras de pulméo positivas para Actinobacillus pleuropneumoniae
(APP), Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) e Pasteurella multocida (PM) e para
respectivas coinfec¢bes por APP e Mhyo (i), APP e PM (ii), Mhyo e PM (iii) e pelos trés
agentes (iv), pela técnica de qPCR, nos grupos experimentais classificados de acordo com

o0 grau de pleurisia (GO a G4).

Grupo APP Mhyo PM (i) (i) (iii) (iv)

GO 3L,7%  951%  22,0% 31,7%  9,76%  22,0%  9,76%
(13/41)  (39/41)  (9/41)  (13/41)  (4/41)  (9/41)  (4/41)
Gl 31,1%  984%  262%  31,1%  9,83%  246%  9,83%
(19/61) (60/61) (16/61) (19/61)  (6/61)  (15/61)  (6/61)

G2 65,8% 97,4% 18,4% 63,2% 10,5% 18,4% 10,5%
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(25/38) (37/38)  (7/38)  (24/38)  (4/38)  (7/38)  (4/38)
G3 551%  98,0%  224%  551%  102%  224%  10,2%

(27/49)  (48/49)  (L1/49)  (27/49)  (5/49)  (11/49)  (5/49)
G4 57,1%  100%  17.9%  571%  10,7%  17,9%  10,7%

(16/28) (28/28)  (5/28)  (16/28)  (3/28)  (5/28)  (3/28)

GO: pleurisia grau 0 — sem lesdes; G1: pleurisia grau 1; G2: pleurisia grau 2; G3: pleurisia

grau 3; G4: pleurisia grau 4.

3.3. Quantificagbes de DNA de Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Mycoplasma
hyopneumoniae (Mhyo) e Pasteurella multocida (PM) em amostras de pulmé&o, de acordo

com o grau de pleurisia, por qPCR

N&o foram observadas diferencas estatisticas entre as quantificacbes de DNA de
APP, Mhyo e PM nas amostras de pulmao dos grupos experimentais classificados de
acordo com o grau de pleurisia (p>0,05) (Tabela 7). Em relagéo as coinfec¢des, houve
predominio da associacdo de APP e Mhyo nas amostras do G2 (63,2%; 24/38), G3
(55,1%; 27/49) e G4 (57,1%; 16/28) seguida pela associacdo de Mhyo e PM nas amostras

do G1 (24,6%; 15/61), G3 (22,4%: 11/49) e GO (22,0%; 9/41) (Tabela 6).

Maiores valores de medianas das quantificacdes de DNA de APP e Mhyo foram
observados no G2 (APP: 1,96 x 10° copias/pl; Mhyo: 6,96 x 102 copias/ul). Em todos os

grupos avaliados os valores da mediana para PM foi de 0,00 x 10° copias/pl.
Tabela 7

Mediana (Intervalo Interquartil - 1Q) das quantificacbes de DNA (copias/pl) de
Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) e
Pasteurella multocida (PM) em amostras de pulmao, pela técnica de qPCR, dos grupos

classificados de acordo com o grau de pleurisia (GO a G4).
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APP Mhyo PM
Grupo

(1Q) (1Q) (1Q)
0,00 x 10°2 2,20 x 10?2 0,00 x 10°2
° (7,29 x 10 (8,19 x 10?) (0,00 x 109
0,00 x 10°2 6,82 x 10?2 0,00 x 10°2
o (5,22 x 10 (2,48 x 10%) (1,45 x 10%)
1,96 x 10°2 6,96 x 10?2 0,00 x 10°2
o (1,58 x 10%) (4,48 x 10%) (0,00 x 10°)
3,41x101? 5,75 x 1022 0,00 x 10°2
o (2,15 x 10% (2,48 x 10%) (0,00 x 10°)
1,86 x 10°2 2,42 x 10%2 0,00 x 10°@
o (2,31 x 10Y) (3,00 x 10°) (0,00 x 10°)

Medianas seguidas de letras iguais numa mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de

Dunn (p>0,05).

3.4. Correlacgdes entre as quantificacdes de DNA de Actinobacillus pleuropneumoniae
(APP), Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) e Pasteurella multocida (PM) com o grau
de pleurisia, e com o escore de consolidacéo pulmonar por lobo pulmonar e no pulméo

inteiro

Observou-se uma correlacdo positiva significativa entre a quantificacdo de DNA
para APP e o grau de pleurisia (rho = 0,25386) e correlacGes positivas significativas entre
a quantificacdo de DNA para APP e o grau de consolidacdo pulmonar em todos os lobos
pulmonares (rho = 0,18063 a rho = 0,32858) e no pulmdo inteiro (rho = 0,38898) (Tabela

8).



Tabela 8

Coeficiente de correlagdo de Spearman (rho) e valor de p entre as quantificacbes de DNA
de Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) e

Pasteurella multocida (PM) em amostras de pulm&o com o grau de pleurisia e com 0

escore de consolidag&o pulmonar por lobo pulmonar e no pulmé&o inteiro.

Analise APP Mhyo PM
rho = 0,25386
Grau de pleurisia p =0,3970 p =0,6397
p = 0,0002
rho = 0,18063
AD p = 0,4831 p = 0,6875
p = 0,0089
rho = 0,23462
CD p =0,9683 p = 0,3947
p = 0,0006
rho = 0,30656
DD p = 0,4296 p =0,6219
p < 0,0001
rho = 0,23878
AE p =0,3903 p = 0,4809
p = 0,0005
rho = 0,32858
CE p = 0,6349 p=0,5171
p <0,0001
rho = 0,26033
DE p=0,4273 p =0,4289
p = 0,0001
rho = 0,23834
I p=0,1034 p=0,6478
p = 0,0005
rho = 0,38898
Pulmao inteiro p =0,5289 p =0,3509

p = <0,001
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AD: apical direito; CD: cardiaco direito, DD: diafragmatico direito; AE: apical esquerdo;

CE: cardiaco esquerdo; DD: diafragmatico esquerdo; I: intermediario.

3.5. Percentual das lesdes histolégicas nas amostras de pulmé&o de acordo com o grau de

pleurisia

Dentre os achados microscopicos, de acordo com o grau de pleurisia, 0 G4
apresentou maior percentual de lesdes de broncopneumonia aguda mista (75,0%; 21/28)
e 0 G1 os maiores percentuais de broncopneumonia aguda supurativa (29,5%; 18/61) e
hiperplasia epitelial (21,3%; 13/61). Independentemente do grau de pleurisia, hiperplasia

BALT foi observada entre 96,4% e 100% das amostras de pulmao (Tabela 9).

Tabela 9

Achados histopatoldgicos em 217 amostras de pulméo de acordo com o grau de pleurisia

(G0 a G4).
Leséo %
histoldgica GO Gl G2 G3 G4
0% 3,28% 2,63% 2,04% 0%
PN
(0/41) (2/61) (1/38) (1/49) (0/28)
9,76% 29,5% 23,7% 26,5% 14,3%
BPAS
(4/41) (18/61) (9/38) (13/49) (4/28)
48,8% 55,7% 55,3% 49,0% 75,0%
BPAM

(20/41) (34/61) (21/38) (24/49) (21/28)



BPANS

BPSUB

BPCR

HEP

BALT

++

+++

++++

Total

pontuado

entre + a

++++

17,1%
(7/41)
0%
(0/41)
2,44%
(1/41)
4,88%

(2/41)

2,44%
(1/41)
65,0%
(26/40)
25,0%
(10/40)
10,0%
(4/40)
0%

(0/40)

97,6%

(40/41)

3,28%
(2/61)
1,64%
(1/61)
0%
(0/61)
21,3%

(13/61)

3,28%
(2/61)
44,1%
(26/59)
30,5%
(18/59)
18,6%
(11/59)
6,78%

(4/59)

96,7%

(59/61)

7,89%
(3/38)
0%
(0/38)
5,26%
(2/38)
21,1%

(8/38)

0%
(0/38)
15,8%
(6/38)
55,3%

(21/38)
23,7%
(9/38)
5,26%

(2/38)

100%

(38/38)

12,2%
(6/49)
0%
(0/49)
4,08%
(2/49)
16,3%

(8/49)

0%
(0/49)
42,9%

(21/49)
20,4%
(10/49)
30,6%
(15/49)
6,12%

(3/49)

100%

(49/49)

3,57%
(1/28)
3,57%
(1/28)
0%
(0/28)
17,9%

(5/28)

3,57%
(1/28)
37,0%
(10/27)
25,9%
(7127)
33,3%
(9/27)
3,70%

(1/27)

96,4%

(27/28)
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PN: pneumonia necrotizante; BPAS: broncopneumonia aguda supurativa; BPAM:

broncopneumonia aguda mista; BPANS: broncopneumonia aguda ndo supurativa;
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BPSUB: broncopneumonia subaguda; BPCR: broncopneumonia crbnica; HEP:
hiperplasia epitelial; BALT: tecido linfoide associado aos bronquios; a hiperplasia BALT
foi classificada como ausente (0), leve (+), moderada (++), marcada (+ + +) ou extensa

(++++).

3.6. Correlacgdes entre as quantificagdes de DNA de Actinobacillus pleuropneumoniae
(APP), Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) e Pasteurella multocida (PM) em amostras

de pulméo e os escores das lesdes microscopicas

Notou-se uma correlagcdo negativa significativa entre a quantificacdo de APP e
lesbes de BPAS (rho =-0,19) e correlag¢Ges positivas significativas entre a quantificacao
de APP e lesbes de BPAM (rho = 0,15), quantificacdo de Mhyo e lesdes de PN (rho =
0,15), quantificacdo de Mhyo e lesGes de BPAS (rho = 0,16) e quantificacdo de PM e

BPCR (rho=0,15) (Tabela 10).

Tabela 10

Coeficiente de correlacdo de Spearman (rho) e valor de p entre as quantificacdes de DNA
de Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) e

Pasteurella multocida (PM) em amostras de pulmao e as lesdes histopatologicas.

Leséao
APP Mhyo PM
histoldgica
rho = 0,15
PN p=0,57 p=0,12

p =0,0339
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rho = -0,19 rho = 0,16
BPAS p=0,38
p = 0,049 p =0,0225
rho = 0,15
BPAM p =0,57 p=0,83
p =0,0242
BPANS p=0,65 p=0,34 p=0,94
BPSUB p=0,21 p=0,75 p =0,46
rho = 0,15
BPCR p=0,25 p=0,23
p =0,0307
HEP p=0,20 p=0,16 p=0,11
rho = 0,13
BALT p=0,28 p=0,40
p =0,0533

PN: pneumonia necrotizante; BPAS: broncopneumonia aguda supurativa; BPAM:
broncopneumonia aguda mista; BPANS: broncopneumonia aguda ndo supurativa;
BPSUB: broncopneumonia subaguda; BPCR: broncopneumonia cronica; HEP:

hiperplasia epitelial; BALT: tecido linfoide associado aos brénquios.

4. Discussao

O sistema de producéo de suinos é caracterizado por uma producao intensiva, com
grande concentragdo de animais em espacos reduzidos. Essa forma de producéo é adotada
para atender a demanda crescente por carne suina, que € uma fonte de proteina animal
muito consumida no pais e no mundo. No entanto, esse sistema de producéo pode resultar
na alta prevaléncia de agentes patogénicos relacionados ao complexo de doencas
respiratorias dos suinos. Dentre as causas mais frequentes de condenacdes de carcacas de

suinos abatidos destacam-se as lesbes pulmonares, especialmente as pneumonias e
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pleurisias, geralmente causadas pela interacdo entre varios agentes etiologicos

(OPRIESSNIG et al., 2011; COLDEBELLA et al., 2018).

No presente estudo, foi possivel identificar a presenca de APP, Mhyo e PM nas
amostras de pulmao com diferentes graus de pleurisias, principalmente dos dois primeiros
agentes etioldgicos. Os sete lotes avaliados apresentaram IPP de grau grave (>1,0),
indicando a presenca de uma lesdo que pode representar uma ameaga para 0 rebanho

(BRITO et al., 1990; DALLA COSTA et al., 2000; VALENCA et al., 2016).

Mycoplasma hyopneumoniae é o principal agente da pneumonia enzootica suina
e é considerado o patégeno priméario envolvido no complexo de doengas respiratorias dos
suinos (THACKER; MINION, 2012, TAKEUTI et al., 2017), enquanto Actinobacillus
pleuropneumoniae é o agente etiologico da pleuropneumonia suina (RUIZ et al., 2006;

SASSU et al., 2017).

Amostras de pulmao do G2 e do G4 apresentaram maior frequéncia de diagnostico
de APP e Mhyo, respectivamente. Ademais, nesses mesmos grupos houve o predominio
da associacao entre esses dois agentes que sdo 0s patdgenos bacterianos primarios mais
importantes na etiologia das lesdes pulmonares (FRAILE et al., 2010). Com relacéo as
quantificacdes de DNA pela técnica de gPCR, o G2 também apresentou maiores valores
para APP e Mhyo. Por outro lado, as quantificacdes de DNA de PM foram muito baixas

ou nulas nos diferentes graus de pleurisia.

Pasteurella multocida é considerada um agente secundario nas pneumonias em
suinos (ROSS, 2007) e sua importancia na patogenia das lesdes de pneumonias esta
relacionada as altas taxas de prevaléncia desse agente nos rebanhos (PARK et al., 2016),
fato ndo observado no presente estudo, apesar da interagdo com Mhyo ter sido a segunda

coinfeccdo de maior ocorréncia. No entanto, é possivel inferir que a baixa ocorréncia da
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bactéria pode ser resultado de uma combinagdo de fatores bioldgicos, imunologicos,
ambientais e de manejo que influenciam a epidemiologia e a patogenia dessa infecgdo em

suinos (Cid, D. et al., 2019).

Observou-se correlagdes positivas entre a quantificacdo de DNA de APP com o
com o grau de pleurisia e com o grau de consolidacdo pulmonar. As pleurisias sdo
consideradas lesdes multifatoriais, que podem se manifestar de forma grave nos casos de
coinfecgdes, havendo relacdo entre o grau de pleurisia com a prevaléncia do patégeno
(TURNI et al., 2021). InfeccOes experimentais com Mhyo em associagdo com APP ou
PM resultaram em agravamento das lesdes em comparagdo com as infecgdes individuais

(AMASS et al., 1994; MAROIS et al., 2009).

Os achados histopatolégicos mais observados nas amostras de pulmdo foram a
hiperplasia de BALT (todos os grupos), broncopneumonia aguda mista (G4),
broncopneumonia aguda supurativa e hiperplasia epitelial (G1). Microscopicamente, as
principais lesdes associadas a presenca de Mhyo sdo broncopneumonia, caracterizada por
grande infiltrado de neutrofilos, linfécitos e macrofagos no limen, e hiperplasia de tecido
linfoide associado aos bronquios (BALT) (HILLEN et al., 2014). A presenca de APP esta
relacionada a pleuropneumonia fibrino-hemorragica-necrotizante (TOBIAS et al., 2014)

enquanto a presenca de PM a pleuropneumonia necrosupurativa (NASCIMENTO, 2016).

As lesBes de pneumonia associadas a infeccdo por Mhyo sdo as mais comumente
detectadas em abatedouros de suinos, estimando-se uma prevaléncia mundial entre 19%
a 79% (FABLET et al.,, 2012). Infeccbes apenas com Mhyo levam a quadros de
broncopneumonia, entretanto, quando ha coinfeccdes com outros patdgenos primarios
(como APP) ou secundarios (como PM) ocorre broncopneumonia supurativa, que esta

associada as pleurisias (ZACHARY, 2017).
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Este estudo apresenta limitaces que devem ser consideradas. Primeiramente, foi
conduzido em um Unico frigorifico de suinos do estado de S&o Paulo (SP), o que limita a
generalizacdo dos resultados para outras regifes e sistemas de producdo. Além disso, 0s
animais avaliados eram exclusivamente do estado do Mato Grosso do Sul, reduzindo a

representatividade para outras regides do Brasil.

Com base nos resultados encontrados, sugere-se realizar futuras pesquisas sobre
0 impacto econdmico desses agentes infecciosos em suinos. Avaliar 0s custos gerados
pelas infeccdes respiratdrias afetam e a producdo e assim auxiliar na implementacdo de

medidas mais efetivas de controle.

De acordo com os dados obtidos, as infecgdes por Mhyo sdo mais frequentes, visto
que é um agente de grande prevaléncia nas granjas brasileiras, portanto medidas de

controle e prevencéo para este agente devem ser intensificadas.

5. Conclusao

Mhyo e APP foram os agentes mais prevalentes (infecgdes Unicas e coinfecgdes)
nas amostras de pulmdes, nos diferentes graus de pleurisia, enquanto as lesdes de
broncopneumonia e de hiperplasia de BALT foram os achados microscépicos mais
frequentes. Também foram encontradas correlacGes positivas entre a quantificacdo de

DNA de APP com o com o grau de pleurisia e com o grau de consolidacdo pulmonar.
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