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Resumo

A pneumonia micoplasmica causada por bactérias do género Mycoplasma é uma enfermidade
de grande importancia para industria suinicola, sendo ainda controverso o papel desempenhado
pelo Mycoplasma hyorhinis nessa doenca. A confirmagdo da presenca dessas bactérias bem
como a identificacdo de seus papéis em doencas respiratérias continua sendo um grande desafio.
Os objetivos desse estudo foram comparar diferentes técnicas, em especial a de hibridizacdo
fluorescente in situ (FISH), para diagnostico de micoplasmoses respiratoria em suinos
naturalmente infectados e avaliar a presenga do M. hyorhinis em casos precoces de pneumonia
micopladsmica. Foram utilizadas 90 amostras de tecido pulmonar infectado para cada um ou
ambos os agentes (M. hyopneumoniae e M. hyorhinis) determinados pelo mosaico de
diagnostico (sinais clinicos, lesbes macroscépicas e microscopicas e pela PCR). No grupo de
animais positivos pela PCR apenas para M. hyorhinis (Grupo 2) a média da idade foi de 57,32
dias e no grupo apenas positivo para M. hyopneumoniae (Grupo 1) a média foi de 116,31 dias
(P<0,01). Estes achados sugerem que a colonizacdo e o aparecimento de lesdes causadas pelo
M. hyorhinis seja mais precoce do que aquelas causadas pelo M. hyopneumoniae. As alteracoes
microscopicas foram estatisticamente (P<0,01) mais intensas no grupo 1 do que no grupo 2.
Usando o mosaico de diagnostico como padrdo ouro, a sensibilidade e especificidade na FISH
para M. hyopneumoniae foi de 75 e 100%, respectivamente, e 40 e 73,3%, na imuno-
histoquimica. A sensibilidade e especificidade da FISH para M. hyorhinis foi de 76,7 e 100%.
Esses valores demonstram que a FISH pode ser uma ferramenta Util para diagnoéstico de
micoplasmoses. Foi detectado a presenca de agentes virais (PCV2 ou influenza) em 53,3% das

amostras do grupo 2 (M. hyorhinis) e em 13,3% das amostras do grupo 1 (M. hyopneumoniae).

Palavras-chave: Mycoplasma hyopneumoniae, imuno-histoquimica, FISH, PCR, pneumonia

micoplasmica.
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Abstract

Enzootic pneumonia caused by bacteria of the genus Mycoplasma is a disease of great
importance in the pig industry. Due to the controversial role of Mycoplasma hyorhinis in this
disease, confirmation of the presence of these bacteria, and the identification of their roles, in
respiratory disease remains a major challenge. The objectives of this study were to compare
different techniques, especially fluorescent in situ hybridization (FISH), for diagnosis of
respiratory mycoplasmosis in naturally infected pigs, and to evaluate the presence of M.
hyorhinis in early cases of mycoplasmal pneumonia. Ninety M. hyopneumoniae and/or M.
hyorhinis infected lung tissue samples were selected based on the mosaic of diagnosis (clinical
signs, gross and microscopic lesions and PCR) were used. The average age of animals in group
2 (PCR positive for M. hyorhinis only) was 57.32 days and 116.31 days (P <0.01) for group 1
(PCR positive for M. hyopneumoniae only). These findings suggest that colonization and
development of lesions caused by M. hyorhinis occur earlier than those caused by M.
hyopneumoniae. Microscopic changes were statistically (P <0.01) more intense in group 1 than
in group 2. Using the mosaic of diagnosis as the gold standard, the sensitivity and specificity of
FISH for M. hyopneumoniae was 75 and 100%, respectively, and 40 to 73.3% by
immunohistochemistry. The sensitivity and specificity of FISH for M. hyorhinis was 76.7 to
100%, respectively. These findings demonstrate that FISH can be a useful tool for diagnosing
mycoplasmosis. The presence of viral antigens (PCV2 or influenza A) was detected in 53.3% of
the samples in group 2 (M. hyorhinis) and 13.3% of the samples in group 1 (M.
hyopneumoniae).

Key-words: Mycoplasma hyopneumoniae, immunohistochemistry, FISH, PCR, mycoplasmal

pneumonia.
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1-) INTRODUCAO

O sistema intensivo de producgéo
utilizado pelas suinoculturas tecnificadas ao
buscar maior produtividade, aumenta a
exposicdo dos animais a patdgenos
diversos, tornando-os mais susceptiveis a
doencas. Neste contexto, sobressaem
aquelas de origem respiratéria, que se
constituem numa das principais
responsaveis por perdas econémicas devido
aos custos com antibi6éticos, aumento da
taxa de mortalidade, diminuicdo da
conversdo alimentar e eventual condenacéo
da carcaca ao abate.

Varios sdo 0s agentes causadores de
pneumonias nos suinos podendo 0s mesmos
atuarem isoladamente ou, quando de forma
sinérgica, causar uma sindrome conhecida
como complexo de doengas respiratorias
dos suinos (PRDC, do inglés Porcine
Respiratory Disease Complex). Dentre 0s
principais agentes envolvidos  nesse
complexo destacam-se 0 Mycoplasma
hyopneumoniae, o virus da Influenza A, o
Circovirus suino tipo 2 (PCV2) e o virus da
Sindrome Respiratdria e Reprodutiva Suina
(PRRS, do inglés Porcine Respiratory
Reproductive Syndrome), ainda exotica no
Brasil. A contaminacdo secundaria por
bactérias de diversos géneros determinam
agravamento do quadro.

Como patdgeno respiratério, o M.
hyopneumoniae possui grande relevancia

em decorréncia da dificuldade de seu

controle e pela sua cinética de infec¢do.
Geralmente, este microrganismo causa uma
pneumonia  cronica, porém  branda,
conhecida como pneumonia micoplasmica
que, por suas caracteristicas
imunossupressoras, torna o animal mais
vulnerdvel a infecgbes por  outros
contaminantes, levando ao quadro de
pneumonia enzodtica (PE).

J& o M. hyorhinis, incriminado
como causador de poliserosite, artrite e
otites em suinos, € um habitante saprofita
do trato respiratorio, eventualmente
responsabilizado como causador de
pneumonia, apesar de ndo serem conhecidas
as condicOes que desencadeiam o processo.
Estudos recentes tém demonstrado a
presenga de M. hyorhinis, pela PCR, em
guantidade crescente de animais ao longo
do ciclo de vida, sendo muitos desses
animais saudaveis. As lesdes pneumonicas
observadas sdo semelhantes aquelas
causadas pelo M. hyopneumoniae, quais
sejam, hiperplasia de tecido linféide
(BALT),

perivascular e peribronquiolar, e ainda

bronco-associado infiltrado
hiperplasia de pneumdcito tipo Il (Clavijo
et al.,2012).

Os suinos sdo susceptiveis a
infeccdo pelo M. hyopneumoniae em
gualquer fase da vida, entretanto a alta
concentracdo de anticorpos maternos nos
primeiros dias e o longo periodo de
incubacgéo da doenca faz com que os sinais
clinicos e lesdes, de uma forma geral,
comecem a aparecer na fase de recria. Nos

ultimos anos, com 0 crescente interesse e
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maior investigacdo no diagnostico do virus
da Influenza A, tém-se observado casos que
apresentam  lesGes  semelhantes  as
pneumonias micopldsmicas em suinos no
inicio da fase de creche em animais
positivos para Influenza A
Macroscopicamente, sdo observadas areas
de consolidagdo  crénio-ventrais e,
histologicamente, verifica-se que, além das
lesOes caracteristicas causadas pelo virus da
Influenza A, pode ser observada a
hiperplasia de BALT que é uma alteracdo
sugestiva de infeccdo por Micoplasma spp.
Com isso, comegam a prosperar suspeitas
do envolvimento do M. hyorhinis em casos
precoces de pneumonia micoplasmica. Por
outro lado, pouco se conhece a respeito do
potencial patogénico deste microrganismo
quando em associacdo com alguns agentes
virais, sobretudo com aqueles capazes de
causar  imunossupressdo, incluindo a
influenza A e o PCV2. Por este motivo, é
licito supor que o M. hyorhinis possa
desempenhar um papel relevante na génese
destas alteracdes, principalmente quando
associado a fatores imunossupressores.

A auséncia de parede celular é uma
caracteristica fenotipica particular, que por
si sO, poderia justificar as dificuldades no
controle dos Micoplasmas. Em decorréncia
disso, torna-se necessario um
monitoramento criterioso e continuo a fim
de prevenir a entrada deste microrganismo
nas granjas. A cultura bacteriana com alta
especificidade seria o padrdo ouro para
diagndstico das micoplasmoses, podendo 0s

patdgenos serem isolados das articulagGes,

membranas serosas, cavidade nasal, mucosa
traqueobronquial e de  bronquiolos.
Entretanto, o crescimento fastidioso e lento
do M. hyopneumoniae ao se contrapor ao
crescimento rdpido de outras espécies do
mesmo género dificulta o seu diagnostico.
Assim sendo, a busca de métodos de
diagnostico com elevada sensibilidade
como é o caso da PCR e mais recentemente
do LAMP-PCR tém se constituido em uma
opcdo  interessante.  Alternativamente,
outras técnicas podem ser utilizadas como é
0 caso da imuno-histoquimica e mais
recentemente, da hibridizacdo fluorescente
in situ (FISH), a qual tém a vantagem de
localizar o agente no tecido, associando-o
com a lesdo, porém pouco se conhece sobre
sua sensibilidade e especificidade. J& como
método indireto, trés diferentes técnicas de
ELISA estdo atualmente disponiveis para
deteccéo de anticorpos anti-M.
hyopneumoniae, as quais tém demonstrado
variagbes quanto a sua especificidade e
sensibilidade na deteccao de anticorpos.

A escassez de informacbes a
respeito da eficicia das diferentes técnicas
utilizadas para o diagnostico da doenca
causada por Micoplasma spp. em suinos,
bem como as dispersas anotagdes
enfatizando o papel do M. hyorhinis na
génese das patologias pulmonares em
suinos, representam uma caréncia de dados
essenciais. Desta forma, pretende-se por
meio do presente estudo comparar a
sensibilidade e a especificidade de
diferentes técnicas de diagnostico de

micoplasmoses respiratéria em suinos
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naturalmente infectados e avaliar a presenga
do M. hyorhinis em casos precoces de

pneumonia micoplasmica.

2-) REVISAO DE
LITERATURA

2.1) Mycoplasma

hyopneumoniae

2.1.1) Etiologia

Da classe dos Mollicutes o M.
hyopneumoniae é o agente causador da
pneumonia micoplasmica que, com a
contribuicdo de agentes oportunistas, pode
evoluir para uma pneumonia mais grave
conhecida como pneumonia enzodtica. As
técnicas de tratamento e controle utilizadas
contra este agente, na maioria das vezes sdo
ineficazes, presumivelmente por se tratar de
bactéria pequena, sem parede celular e
flexivel (Quinn et al., 2005 O M.
hyopneumoniae é dificil de ser isolado e
cultivado, devido ao seu crescimento lento,
e pela possibilidade de contaminacdo com
bactérias do mesmo género (Thacker e
Minion, 2012) requerendo para tal, meios
especificos e suplementados com colesterol
e glicose, e ambiente com 5 a 10% de
dioxido de carbono (Friis, 1975). Para seu
cultivo  sdo  necessdrias  sucessivas
passagens em caldo, anterior a inoculagdo
em &gar. Com trés dias ap6s a referida

inoculagdo ja sdo visualizadas, sob luz

transmitida, coldnias semelhantes a “ovo
frito”, com zona central mais densa, devido
ao crescimento da bactéria para o interior
do &gar. Apoés dez dias, as colénias podem
chegar a 1mm de didmetro (Maes et
al.,1996; Quinn e. al., 2005). As taxas
elevadas de insucesso no isolamento e
crescimento impossibilita a utilizagdo da

bacteriologia na rotina de diagnostico.

2.1.2) Epidemiologia

Aparentemente, 0 suino é a (nica
espécie susceptivel a infeccdo pelo M.
hyopneumoniae. Vicca e colaboradores
(2003) observaram diferencga na intensidade
de sinais clinicos e, a partir de estudo
experimental, classificaram as diferentes
cepas como sendo de baixa, moderada e alta
viruléncia. Com a dificuldade de cultivo,
Vranckx et al. (2011) por meio de técnica
molecular de tipificacdo das cepas de M.
hyopneumoniae (MLVA), demonstraram
que poderia haver variagdes pontuais dessas
cepas em uma mesma granja ou em um
mesmo animal, mas ainda assim, néo
haveria diferenca de grupos.
Adicionalmente, Vranckx et al. (2012)
concluiram, através de estudo longitudinal,
gue a resposta imune do hospedeiro ndo
seria capaz de eliminar a cepa infectante. Ja
Nathues e colaboradores (2011) observaram
gue diferentes cepas podem estar
simultaneamente presentes em um mesmo
animal. Portanto, mais estudos sado
necessarios  para  compreensdo  da

heterogeneidade de cepas em diferentes
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rebanhos, regides e paises. Vale ressaltar
que a inoculacdo de cepa com baixa
viruléncia ndo previne a capacidade de
infeccdo por cepas com alto poder
patogénico (Villarreal et al., 2011).

Estudos avaliando a
soroprevaléncia foram realizados em
diversos paises com a mesma variando de
30 a 80% (Leon et al., 2001; He et al.,
2011; Nathues et al., 2013). No cenario
nacional, Moreno et al. (1999), em um
estudo no qual foram avaliados 2808 soros
pelo teste de ELISA, observaram que
27,7% das amostras testadas eram positivas,
representando 59,1% das granjas de suinos
estudadas.

Em granjas positivas, a via de
transmissdo mais comum é o contato direto,
sendo as porcas importantes disseminadoras
do agente para sua leitegada. Porém, apesar
da possibilidade da infecgdo ocorrer logo
ap6s 0 nascimento, os sinais clinicos
geralmente sdo observados mais
tardiamente devido ao longo periodo de
incubacdo do agente (Sibila et al., 2007).
Outro ponto que retarda as manifestacGes
dos sinais da doenca sdo as altas
concentracBes de anticorpos maternos nos
leitBes nos primeiros dias de vida (Thacker
e Minion, 2012). Devem também ser
consideradas outras formas de transmisséo
como 0S aerossOis, que permitem em
condi¢cbes adequadas, a disseminacdo do
agente por longas distancias, chegando a
mais de 9 km em condig¢des favoraveis (Dee
et al., 2009; Otake et al., 2010).

2.1.3) Patogénese
Ap6és a inalagdo, o M.
hyopneumoniae supera a barreira muco
ciliar e as camadas de mucinas que
protegem as células do epitélio respiratorio.
Através de adesinas aderem-se aos cilios
levando a cilioestase e, posteriormente,
destruicdo dos mesmos (Debey & Ross,
1994). Apesar de ndo estar totalmente
esclarecida, a forma com que o M.
hyopneumoniae  coloniza o  epitélio
respiratorio, algumas proteinas
comprovadamente  envolvidas com o
processo de adesdo em estudos in vitro e in
vivo tém sido identificadas, dentre elas a
P97 (Zhang et al., 1995), a P102 (Seymour
etal., 2012) e a P216 (Wilton et al., 2009).
A P97 foi a primeira adesina
identificada do M hyopneumoniae que, ao
se ligar a receptores dos cilios das células
do epitélio respiratério se transforma em
importante fator de viruléncia do agente
(Zhang et al., 1995). Outra proteina de
grande relevancia na patogénese do M.
hyopneumoniae € a P102, capaz de recrutar
plasminogénio e fibronectina a superficie
deste microrganismo (Seymour et al., 2012)
e, assim procedendo, desempenhar seu
importante papel na viruléncia do agente.
Pouco se conhece sobre as
interacbes do M. hyopneumoniae com 0
sistema imune do hospedeiro. Rodriguez e
colaboradores (2004) demonstraram a
estimulacdo de macrdfagos alveolares e
linfocitos pelo agente, os quais produzem
citocinas  pré-inflamatdrias responsaveis

pelas lesdes pulmonares e hiperplasia
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linféide. Este microrganismo tem a
capacidade de alterar seus antigenos de
superficie permitindo sua colonizagdo por
longos periodos (Razin et al., 1998),
explicando a cronicidade caracteristica da
enfermidade.

Apesar do M. hyopneumoniae ser
primariamente um patégeno respiratorio,
sua disseminacdo por via linfatica ou
sanguinea tem sido sugerida por estudos
que identificaram o agente no figado, baco
e rim de animais experimentalmente
inoculados e contactantes (Marois et al.,
2007; Woolley et al., 2012). Contudo, essas
lesbes extra-pulmonares possuem pouca

relevancia.

2.1.4) Sinais Clinicos

Os principais sinais  clinicos
observados sdo tosse ndo produtiva que
varia de intensidade de acordo com o curso
e dose infectante, reducédo da taxa de ganho
de peso diario e aumento da conversao
alimentar. Quando ha o envolvimento de
patégenos secundarios resulta em febre,
anorexia e aumento das taxas de
mortalidade. Pelo fato dos sinais serem
inespecificos e requererem frequentemente
movimentagdo dos animais para a sua
manifestacao, técnicas diagnosticas
complementares sdo necessarias para 0
diagndstico definitivo (Sibila et al., 2009).

2.1.5) Les0es
Macroscopicamente  as  lesGes

quando agudas consistem em areas de

consolidacdo cranio-ventral e edema
pulmonar. Com a cronicidade, as alteragdes
circulatérias desaparecem e as porgoes
cranio-ventrais dos pulmdes apresentam-se
vermelho enegrecidas. Em infecgdes néo
complicadas com agentes secundarios,
apenas pequena porcdo do pulmdo sera
acometida, caracterizando uma
broncopneumonia catarral. Entretanto, com
0 envolvimento de  contaminantes
secundarios ha o agravamento do quadro,
com extensas areas da superficie pulmonar
acometidas, com as caracteristicas variando
de acordo com o microrganismo envolvido.
Na maioria dos casos ha exsudacdo
purulenta (Thacker e Minion, 2012). O grau
e a extensdo das lesdes observadas ao abate
estdo diretamente relacionados com a faixa
etaria em que o animal é infectado, sendo
mais discretas ou em fase de resolucdo
guando os animais sdo infectados mais
precocemente e, mais intensas ao abate,
guando a infeccdo ocorre mais tardiamente
(Simon et al., 1994).
Microscopicamente, infiltrado
linfohistiocitario peribronquial,
peribronquiolar e perivascular, hiperplasia
de pneumdcito tipo Il e a hiperplasia do
tecido linféide bronco-associado (BALT),
caracterizado por unidades estruturais
compostas por linfocitos organizados na
lamina basal, sdo as lesdes caracteristicas
das infeccdes por M. hyopneumoniae
(Thacker e Minion, 2012). Entretanto,
complicagBes com patdgenos secundarios
também podem alterar as caracteristicas

histolégicas das lesdes e,
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consequentemente, 0 diagnostico

morfoldgico.

2.1.6) Diagndstico

2.1.6.1) Métodos diretos

O cultivo bacteriano é o padréo
ouro, entretanto ndo é utilizado na rotina
pelo fato do M. hyopneumoniae ter um
crescimento extremamente lento e requerer
meios com suplementos especificos para o
seu metabolismo. Sendo assim, técnicas
alternativas sdo necessarias para deteccéo
do agente. A imuno-histoquimica tem sido
utilizada por alguns laboratérios de
diagnostico,  entretanto, possui  como
desvantagens ser realizada como exame
post morten e haver reacdo cruzada com
outras bactérias do género, em particular
com o M. hyorhinis (Cheik Saad Bouh,
2003). Por outro lado, tem a vantagem de
avaliar a localizacdo do agente e associa-lo
as lesbes histologicas (Sarradell et al.,
2003) Ja a imunofluorescéncia (IFA)
necessita de amostras congeladas e
equipamentos de processamento especificos
e, & semelhanga da imuno-histoquimica, o
diagnostico s6 pode ser realizado ap6s a
morte do animal (Piffer e Ross, 1985).

A PCR tem a vantagem de trabalhar
amostras in vivo e, assim, poder fazer um
acompanhamento da cinética de infecg¢do no
rebanho. Diversas variantes da PCR tém
sido  protocoladas. Estudos recentes
indicaram os principais sitios de coleta em

diferentes faixas etarias em nivel de campo

e experimental (Pieters e Rovira, 2013).
Neste contexto, 0s swabs nasais sdo mais
sensiveis no inicio da infeccdo, mas,
posteriormente, o swab laringeal torna-se a
melhor alternativa, visto que o M.
hyopneumoniae tem como alvo as células
ciliadas do epitélio respiratorio,
principalmente o trato respiratorio inferior
(Pieters e Rovira, 2013; Prado et al., 2013).

Técnicas histoquimicas como a
hibridizacdo in situ, marcada com
digoxigenina, foram utilizadas para estudos
de campo e experimentais (Kwon e Chae,
1999; Kwon et al., 2002). A FISH utiliza
uma sonda de oligonucleotideos conjugada
a um fluorocromo, que tem como alvo o
gene 16s do rRNA. A utilizacdo desse alvo
justifica-se pelo fato de estarem presentes
em grandes quantidades em todas as células
metabolicamente ativas (Boye et al., 2001).
Para técnica de FISH € necessério
microscopio de fluorescéncia para avaliagdo

da marcagéo.

2.1.6.2) Métodos indiretos

De uma forma geral, a
soroconversdo em casos de infec¢do pelo
M. hyopneumoniae é lenta e detectada mais
precocemente 14 dias apds de inoculagdo
experimental, podendo, contudo, chegar a
nove semanas em condicfes de campo
(Sorensen et al., 1997; Erlandson et al.,
2005; Okada et al., 2005). Provavelmente,
este periodo mais longo da soroconverséo
se deve ao fato do M. hyopneumoniae aderir

aos cilios do epitélio respiratério e néo
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invadir 0 parénquima pulmonar,
dificultando a apresentacdo do antigeno
para o sistema imune.

A técnica de ELISA é a mais
frequentemente usada para deteccdo de
anticorpos pela sua disponibilidade, custo e
facilidade. Os Kkits comerciais mais
utilizados sdo o ELISA de bloqueio
(DAKO Corporation,
California) e dois ELISAs indiretos (Tween
20-ELISA e HerdCheck, IDEXX). Diversos

estudos comparados

Carpenteria,

demonstraram
variagdes de sensibilidade e especificidade
entre esses Kits, sendo o ELISA de blogueio
0 que apresenta melhores resultados (Ameri
et al., 2005; Erlandson et al., 2005). As
principais técnicas para diagnéstico de M.
hyopneumoniae estdo resumidas na tabela
1.

2.1.7) Tratamento e Controle
Ap6s a deteccdo do M.
hyopneumoniae na granja, alguns fatores
devem ser combinados com o propoésito de
controlar a disseminagcdo da doenga.
Macrolideos e tetraciclinas tém sido
utilizados para o tratamento de doencas
respiratorias (Vicca et al., 2004). As
caracteristicas  particulares do agente
obrigam a escolha de antibidticos

especificos. Como o M. hyopneumoniae

ndo possui parede celular e adere aos cilios
das células do epitélio respiratorio, torna-se
necessario a escolha de antimicrobianos que
ndo utilizam a parede celular como alvo e
que alcancem o0 muco do trato respiratorio
em altas concentrages. Entretanto, o
tratamento é paliativo, resultando em
reducdo dos sinais clinicos e lesdes, mas
guando interrompido pode haver o
agravamento do quadro (Thacker e Minion,
2012).

Sem ddvida a vacinagdo é a
principal forma de controle da
micoplasmose. Inimeras vacinas
produzidas a partir da bactéria morta
(bacterinas) sdo comercializadas no mundo,
diferindo uma das outras pelo adjuvante
utilizado, o que justifica a grande variacdo
de resultados vacinais. Entretanto, ha
grande variagdo da eficacia de uma mesma
vacina utilizada em diferentes granjas, o
que pode ser atribuido a diferentes cepas
circulantes, protocolos de vacinacdo e
técnicas de manejo que minimizam ou
maximizam a disseminacdo da doenca.
Nenhuma vacina é capaz de impedir a
colonizagdo do agente, porém ocorre
reducdo dos sinais clinicos e lesdes ao
abate, além de melhoria dos indices de
desempenho quando comparado aos
animais ndo-vacinados (Thacker et al.,
1998).
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Tabela 1 - Principais técnicas de diagndstico para M. hyopneumoniae

Técnica Locais Vantagens Desvantagens Referéncias

PCR Swab nasal; swab | Ante morten N&do associado a lesdes, deteccdo de bactérias ndo | Cai et al., 2007
bronquial; macerado de | Boa sensibilidade e especificidade viaveis. Calsamiglia et al., 1999
pulmédo Stakenborg et al., 2006

Bacteriologia | Pulmdo; Ante morten, estudo do agente isolado, | Lento, suplementacdo do meio, crescimento de | Friis, 1975

Cavidade nasal

boa especificidade.

contaminantes, ndo associado a lesdes.

FISH Fragmento de pulmao Associado a lesBes, localizacdo do | Post morten, pequenas regifes de investigacdo, ndo | Boye et al., 2001
agente, utilizacdo de material fixado, boa | possibilita a caracterizagdo molecular do agente.
especificidade.

ISH Fragmento de pulmao Associado a lesBes, localizacdo do | Post morten, pequenas regifes de investigacdo, ndo | Kwon & Chae, 1999
agente, utilizacdo de material fixado possibilita a caracterizacdo molecular do agente.

IHQ Fragmento de pulméo Associado a lesBes, localizacdo do | Post morten, pequenas regiGes de investigacdo, ndo | Opriessing et al., 2004
agente, utilizacdo de material fixado possibilita a caracterizacdo molecular do agente.

IFA Fragmento congelado de | Associado a lesbes, localizagdo do | Post morten, pequenas regifes de investigagdo, ndo | Amanfu et al., 1984

pulmao agente possibilita a caracterizacdo molecular do agente,
fragmentagdo da amostra congelada.
Sorologia Soro sanguineo Ante morten, estudo de soroprevaléncia, | Baixa sensibilidade e reacdo cruzada Erlandson et al., 2005
(ELISA) boa especificidade.
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2.2) Mycoplasma hyorhinis

2.2.1) Etiologia

Pertencente a0  grupo  dos
Mollicutes, o M. hyorhinis é uma bactéria
pequena, de vida livre, ovoide ou em forma
de cocos, desprovida de parede celular e
que apresenta uma membrana com tripla
camada que Ihe confere certo pleomorfismo
(Friis, 1975). A semelhanca do M.
hyopneumoniae, necessita de meios
enriquecidos para 0 seu metabolismo e
forma coldnias com morfologia semelhante
a outros Mycoplasmas. Possui a
particularidade de ter crescimento réapido,
podendo formar colénias que chegam a
1mm de didmetro em meio s6lido em trés
dias (Kobisch e Friis, 1996).

2.2.2) Epidemiologia

Apesar de habitante sapréfita do
trato respiratério € tido como agente
causador de poliserosite, artrite e otite em
suino (Kobisch, 2000), sendo pouco
conhecido o seu papel como causador de
pneumonia. Estudos demonstraram a
presenca do agente em animais saudaveis e
doentes, sendo maior a sua deteccdo nos
animais acometidos quando comparado aos
animais higidos (Rovira, 2009). Em

inoculagcOes experimentais, nem todos oS

animais desenvolvem pneumonia e quando
na presenca de lesBes as mesmas sao
discretas (Lin et al., 2006). Em estudo
longitudinal, Clavijo e colaboradores
(2012) avaliaram pela PCR de swab nasal a
dindmica da colonizacdo pelo M. hyorhinis
em granjas com historico de poliserosite.
Animais lactentes apresentaram a pequena
média de 1,7% de positividade, aumentando
para o expressivo percentual de 85% ap0s o
desmame. Na tentativa de comprovar o
envolvimento do M. hyorhinis nos casos de
poliserosites, foram eutanasiados animais
com sinais clinicos e animais saudaveis. O
estudo demonstrou pouca relevancia da
presenca do agente na cavidade nasal, uma
vez que dos animais positivos nas amostras
de swab nasais, em apenas 60% foi
detectado o agente nas serosas (Clavijo et
al., 2012).

Além dos suinos, o M. hyorhinis
tem particular importancia em termos de
salde puablica pela sua capacidade de
infectar células tumorais. A infecgdo do M.
hyorhinis em tumores benignos pode causar
alteragdes fenotipicas e da expressdo génica
levando a transformagdo maligna desses
tumores, como j& demonstrado pela
capacidade desse agente infectar células de
tumores gastricos e prostaticos (Urbanek et
al., 2011; Xu et al., 2013).
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2.2.3) Patogénese

Existe uma caréncia de estudos
mais conclusivos sobre a patogénese do M.
hyorhinis, bem como dos seus fatores de
viruléncias e das condi¢Ges do hospedeiro
que facilitam o desenvolvimento das
enfermidades causadas por esse agente.
Muito é especulado baseado em resultado
de técnicas diretas de diagndstico que
permitem a visualizacdo do agente. Por
meio das técnicas de IHQ e FISH foi
possivel identificar a presenga do agente em
lesbes de serosas (peritdnio, pleura,
pericardio), articulagcGes e no ouvido médio
(Morita et al., 1993; Boye et al., 2001).

Estudos experimentais
demonstraram que fatores
imunossupressores tornam a colonizagdo
pelo M. hyorhinis mais intensa e de carater
mais agudo no trato respiratério e nas
serosas. Contrapondo a essa observacao,
observa-se que em animais mais velhos e
imuno competentes é mais frequente o
desenvolvimento de artrites (Magnusson et
al., 1998). Observacfes em condicdes de
campo demonstram aumento do diagnostico
de M. hyorhinis em casos de co-infeccéo
(PRRSV e PCV2), sugerindo serem o0s
agentes virais os fatores imunossupressores
que facilitam a colonizagcdo e a
disseminagdo do M. hyorhinis no
hospedeiro (Kawashima et al., 1996;
Kobayashi et al., 1996).

2.2.4) Sinais Clinicos

Os sinais clinicos irdo variar de
acordo com a forma de apresentacdo da
enfermidade e os sitios de acometimento.
Com alguma frequéncia pode-se observar
febre, dispneia, aumento de volume das
articulagOes, tosse, relutancia ao andar e
diminuicdo do desenvolvimento corporal
(Thacker e Minion, 2012).

2.2.5) Les0es

As alteracfes macroscopicas irdo
variar de acordo com o curso da doenca.
Em casos agudos de poliserosite, ha
deposicéo de fibrina na pleura, pericardio e
peritdnio e com a evolucdo da enfermidade
areas de aderéncia vdo se formando
(Roberts et al., 1963; Duncan e Ross,
1973). Na fase de terminacdo, o M.
hyorhinis tem sido incriminado como um
dos agentes causadores de artrites,
caracterizada pelo espessamento  da
membrana e aumento da quantidade do
liquido sinovial, enquanto a histologia pode
ser observada artrite linfocitaria (Barthel et
al., 1972).

As lesbes pneumdnicas tém
caracteristicas macro e microscopicas
semelhantes as observadas pelas infeccoes
pelo M. hyopneumoniae. Como registro,
deve ser salientado que as alteragdes

macroscopicas mais evidentes sdo areas de
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consolidacdo cranio-ventral nos pulmdes,
enguanto o exame histologico revela
hiperplasia de BALT, infiltrado linfo-
histiocitario peri-bronquial e peri-vascular e
hiperplasia de pneumécito tipo Il
Entretanto, deve ser ressaltado com base em
estudos experimentais, que as lesdes,
guando observadas, sdo mais discretas (Lin
etal., 2006).

2.2.6) Diagnostico

Os sinais clinicos e lesbes
macroscopicas nos casos de poliserosites
sdo semelhantes considerando diferentes
etiologias. Em vista disso, Kang e
colaboradores (2012) desenvolveram a PCR
multiplex para diagnéstico diferencial entre
M. hyorhinis, Haemophillus parasuis e
Streptococcus suis. O isolamento de M.
hyorhinis é menos laborioso quando
comparado ao M. hyopneumoniae, porém,
ndo é utilizado com frequéncia na rotina.
Além dessas técnicas, a PCR, ISH e FISH
podem ser utilizadas para o diagnostico
dessa espécie (Caron et al., 2000; Boye et
al., 2001; Kim et al., 2010) porém, pouco se
conhece a cerca da sensibilidade e
especificidade das mesmas. Atualmente,
nédo existem testes imunoldgicos
comercialmente  disponiveis para M.

hyorhinis (Clavijo e Rovira, 2013).

As técnicas indiretas disponiveis
para o diagndéstico, como a hemaglutinacao
indireta e ELISA sdo pouco utilizadas na
rotina de laboratérios. Reafirma-se que o M.
hyorhinis, no homem, tem a capacidade de
infectar células neoplasicas podendo
determinar transformagdo maligna dessas.
Nesses casos, é utilizada a sorologia
(ELISA) para tracar o prognostico de
pacientes com alteracbes proliferativas
prostaticas (Urbanek et al, 2011).

2.2.7) Tratamento e Controle

Pelo fato do M. hyorhinis néo
possuir parede celular, antimicrobianos que
atuam interferindo na sintese da mesma séo
ineficazes, como acontece com outras
espécies do género. Wu et al. (2000)
avaliaram a susceptibilidade de 15 cepas de
M. hyorhinis frente a 10 antimicrobianos e
encontraram melhores resultados com a
utilizacdo de Tilosina e Tetraciclina, sendo
as cepas altamente resistentes a
Eritromicina e
Sulfametoxazol/Trimetoprima.

Visto que o M. hyorhinis
aparentemente necessita de condicgdes
ambientais ideais e imunossupressdo do
hospedeiro para infectad-lo, a melhoria do
manejo e das condi¢cBes sanitarias das
granjas sdo o0s pontos chaves para o

controle do agente.
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2.3) PCV2 e Virus da
Influenza A como

Imunossupressores

O virus da Influenza A é o agente
etioldgico da gripe suina, enfermidade
respiratoria aguda, caracterizada por febre,
depressdo, perda de apetite, dispneia e
tosse. Altamente contagiosa, a morbidade
pode chegar préximo a 100% mas,
geralmente as taxas de mortalidade sdo
inferiores a 1% (Olsen et al., 2006). O virus
tem distribuicdo cosmopolita, podendo
variar quanto a prevaléncia dos seus
subtipos nas diferentes regides do globo.
Além da gripe suina, o virus é incriminado
com um dos agentes primarios responsaveis
pela PRDC.

O virus da Influenza através da
hemaglutinina (proteina estrutural) adere as
células do epitélio respiratério do
hospedeiro, penetra por endocitose e induz
a producdo de citocinas inflamatorias locais
no trato respiratério. Dentre as principais
citocinas destacam-se os interferons, fator
de necrose tumoral alfa, interleucinas 1, 6 e
12 e vérias quimiocinas (Van Reeth et al.,
2009; Barbe et al., 2011). Portanto, o virus
da Influenza é capaz de causar lesdes
diretas no revestimento do sistema
respiratorio, induzir a lesées no parénquima
pulmonar e adicionalmente imunossuprimir

0 hospedeiro, tornando-o mais susceptivel a

infeccbes  respiratorias  por  agentes
oportunistas.

Outro agente primario da PRDC, o
PCV2 é o determinante causal de diversas
sindromes que acometem suinos, sendo
mais  importante a sindrome do
definhamento pds-desmame (PMWS, do
inglés Post-weaning multisystemic wasting
syndrome) caracterizada por diminuicdo do
ganho de peso, aumento de volume de
linfonodos e dispneia (Segales et al., 2005;
Grau-Roma et al., 2011).

Tico e colaboradores (2013)
demonstraram,  através  de  estudo
retrospectivo, que as lesbes linféides
sistémicas induzidas pelo PCV2 tém acéo
direta no desencadeamento da PRDC, ao
contrario de outros relatos (Kim et al.,
2003) que no passado, salientavam que as
lesGes respiratérias desempenhavam papel
preponderante na génese desta sindrome.
Atualmente, prevalece a hip6tese de que
para o0 desenvolvimento das lesGes
sistémicas, o PCV2 deve infectar células do
sistema imune, incluindo as células
dendriticas (Balmelli et al., 2010) e
macro6fagos alveolares (Gilpin et al., 2003)
provocando alteracBes fenotipicas e
diminuicdo de suas fungdes imunolégicas.
O PCV2 é entdo carreado para 0s 0rgaos
linfoides onde ira proliferar, causando
deple¢do linfoide e linfopenia. Devido a

baixa carga de deteccdo do antigeno por
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técnicas moleculares (ISH) ou imunolégicas
(IHQ) nos linfdcitos, Shibahara e
colaboradores (2000) hipotetizaram que a
reducdo no nimero dessas células se deva a
apoptose induzida pelo agente. Depreende-
se, portanto, que tanto o virus de influenza
A guanto o PCV2 podem estar associados a
uma condicdo de predisposicdo a infeccBes

pelo M. hyorhinis e consequentes lesdes.

3) MATERIAL E METODOS

3.1) Amostras

Foram selecionadas 90 amostras de
tecido pulmonar no periodo de janeiro de
2011 a julho de 2013, oriundas das
principais regides produtoras de suinos do
Brasil (Sul, Sudeste, Centro-Oeste). Os
fragmentos de tecidos foram provenientes
de animais com sinais clinicos de doenca
respiratoria, lesbes macroscopicas e reagdo
positiva pela técnica da PCR-duplex (M.
hyopneumoniae — M. hyorhinis), realizada
no Laboratério Microvet- Microbiologia
Veterinaria Especial, Vigosa-MG. O critério
de selecdo e inclusdo no estudo foi
positividade para pelo menos um dos
agentes supracitados a PCR e presenca de
lesbes  microscopicas  sugestivas  de
micoplasmoses. Baseado na PCR-duplex,
foram selecionadas 30 amostras positivas

para M. hyopneumoniae (Grupo 1), 30

positivas para M. hyorhinis (Grupo 2) e 30
positivas para ambos agentes (Grupo 3).
Das fichas diagnosticas de todos os animais
que participaram do presente estudo foram
relativas  a

extraidas  informacdes

procedéncia, idade e historico clinico.

3.2) PCR-duplex

O DNA total de fragmentos de
pulmdo e swab bronquial foi extraido
utilizando o método PrepMan (Applied
Biosystems Carlsbad, CA, USA), seguindo
as  recomendagbes  propostas  pelo
fabricante. A concentragdo do DNA foi
analisada através do espectrofotbmetro
Ultrospec 1100 pro (UV/ visible
spectrophotometer Amersham Biosciences,
England), utilizando-se uma aliquota de
100uL, para padronizar a concentracdo de
DNA para 2 ng/uL. Para a detecgdo dos
Mycoplasmas  foram  utilizados  os
oligonucleotideos iniciadores que
amplificam a por¢do 16s do rRNA: 5'-
CGGGATGTAGCAATACTTCAG-3' para
M. hyorhinis e 5'-
TTCAAAGGAGCCTTCAAGCTTC-3’
para M. hyopneumoniae e  um
oligonucleotideo reverse 5'-
AGAGGCATGATTTGACGTC-3', comum
a todos os iniciadores presentes na reacao.
Esses iniciadores amplificam o fragmento

de 1129 pares de base (pb) para o M.
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hyorhinis, 1000 pb para M. hyopneumoniae
dentro da regido codificadora do gene 16S
rRNA (Stakenborg et al., 2006). O DNA
total foi submetido a PCR utilizando-se um
volume final de 25 pL. Com exce¢do do
DNA, todos os reagentes foram reunidos
em um mix contendo tampéo da PCR 10X,
3mM MgCl,, ImM dNTP mix, 1pmol do
iniciador senso, 1pmol anti-senso, gsp H,O
milli Q 25 puL e 1 unidade de Taq
polimerase (Invitrogen life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), que foram
dispensados em microtubos de 200 pL e
misturados lentamente. As reacGes da PCR
foram conduzidas no termociclador PXE
0.2 THERMO
Corporation) com temperatura inicial de 94

(Thermo Electron
°C por 1 minuto, seguido de 30 ciclos de 30
segundos a 94°C, 15 segundos a 54.6°C; e 1
minuto a 68°C com extensdo de 10 minutos
a 72 °C (Stakenborg et al., 2006).

3.3) Histopatologia

Fragmentos de pulmédo de regides
adjacentes as amostras utilizadas para a
PCR foram fixados em formalina 10%
tamponada (pH  7,2),  processados
rotineiramente  para  histopatologia e
embebidos em parafina. Foram realizadas
seis secdes de 4um de espessura de cada
fragmento, sendo cinco fixadas em Iaminas

silanizadas. As se¢des em laminas

silanizadas foram utilizadas para reacdes
imuno-histoquimica usando  anticorpos
contra M. hyopneumoniae, virus da
influenza A, PCV2 e hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH) para M.
hyopneumoniae e M. hyorhinis, como
descrito a frente. A secdo ndo fixada em
lamina silanizada foi corada pela HE e
examinada, por um Unico patologista
sem conhecimento prévio dos grupos
aos (uais pertenciam as amostras,

buscando evidenciar lesdes

caracteristicas  de  micoplasmoses

graduando-as de  forma  semi-
quantitativa; sendo zero (0), auséncia de
leses; um (1), discreto infiltrado
linfocitéario peribronquial, peribronquiolar e
perivascular difuso e discreta hiperplasia de
pneumocito tipo II; dois (2), moderado
infiltrado linfocitario peribronquial,
peribronquiolar e perivascular difuso,
moderada hiperplasia de pneumacito tipo Il
e discreta hiperplasia de BALT; trés (3),
intenso infiltrado linfocitario peribronquial,
peribronquiolar e perivascular difuso,
intensa hiperplasia de pneumdcito tipo Il e
moderada hiperplasia de BALT; e quatro
(4), hiperplasia de BALT intensa e difusa
(Hansen et al, 2010; modificado). Como
mencionado anteriormente, somente
amostras PCR positivas para pelo menos

um dos agentes (M. hyopneumoniae e/ou M.
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hyorhinis) e que apresentaram no minimo o
grau 1 de lesBes histolégicas foram

incluidas no presente estudo.

3.4) Hibridizagao fluorescente
in situ
O procedimento de FISH foi
executado de acordo com Boye et al.
(2001), utilizando individualmente as
sondas listadas na Tabela 2. Os cortes de
tecido seccionados em laminas silanizadas
com  4um  de  espessura  foram
desparafinizados por aquecimento em
estufa a 65°C, submersos em xilol,
hidratados em solugBes decrescentes de
etanol e agua destilada por 5 minutos.

A hibridizagdo foi realizada em
camaras de hibridizacdo' com as laminas
montadas em utensilio proprio?, e incubadas
com 100 ml de tampéo de hibridizac&o (100
mM Tris, pH 7,2, 0,9 M NaCl, 0,1% de
dodecil sulfato de sddio) e 500 ng de sonda,
a 37°C por 16 horas. Apds esse periodo, as
preparagOes foram lavadas trés vezes com
tampdo de hibridizacdo pré-aquecido
(37°C) e, posteriormente, mais trés vezes
com a solugdo de lavagem pré-aquecida
(37°C) (100 mM Tris, pH 7,2, 0,9 M NacCl).

As preparagdes foram finalmente lavadas

! Coverplate slide rack, Thermo Fisher, cat n°
73310017,Waltham, MA, USA

Z Coverplates, Thermo Fisher, cat n°7211001 7,
Waltham, MA, USA.

com agua destilada e secas em estufa a
37°C. Todo o procedimento foi realizado
sem a incidéncia de luz direta.
Posteriormente, as preparacdes foram
examinadas em microscépio de
fluorescéncia (Olympus, AX70, Japdo) com
cubo de filtro para o fluorocromo Cy3,
utilizando  objetiva de imersdo com
aumento de 40X e 100X e dleo de imerséo
para microscopia de fluorescéncia’.

Como controles positivos para a
técnica de FISH, foram utilizados
fragmentos de pulmdo comprovadamente
positivos para M.  hyopneumoniae,
gentilmente cedidas pelo Dr. Nelson Mores
da Embrapa Suinos e Aves, Concérdia, SC,
e para M. hyorhinis, cedidas pelo Dr. Tim
Kare Jensen do Danish National Institute,
Danish Technical University, Copenhagen,
Dinamarca. A marcacdo foi considerada
positiva quando houve a visualizagdo
destacada de sinal fluorescente do agente no
tecido, e negativa na auséncia de sinal

relevante.

® Immersion oil type F IR=1.35 Olympus

America Inc, Center Valley, PA, USA.
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Tabela 2 - Sequéncia e especificidade das probes utilizadas no estudo (Boye et al., 2001)

Agente Sequéncia da probe Alvo Fluorocromo
M. hyopneumoniae 5' ccg tca aga cta gag cat 3' 16s Cy3
M. hyorhinis 5' gct gtg aag ctc ctt tct 3' 16s Cy3

3.5) Imuno-histoquimica M.

hyopneumoniae

A técnica de imuno-histoquimica
para M. hyopneumoniae foi realizada na
Empresa Brasileira  de
Agropecuaria — EMBRAPA, Concérdia-

SC, de acordo com protocolo utilizado por

Pesquisas

Lorenzo et al. (2006). No exame utilizou-se
a técnica da Streptavidina marcada com
Peroxidase (Kit LSAB, Dako), recuperagdo
antigénica com microondas e pepsina, e
anticorpo priméario policlonal contra a
proteina P36 do M. hyopneumoniae. Para 0s
procedimentos de lavagens foi utilizado
PBS com pH 7.2, a revelagdo com o
cromégeno amino-etil-carbazol (AEC) e a
contracoloragcdo com Hematoxilina de

Meyer.

3.6) Imuno-histoquimica

PCV2 e Influenza

A técnica foi realizada no
laboratério de imuno-histoquimica do setor
de patologia da Escola de Veterinaria da
UFMG. A semelhanca da técnica anterior, a

imuno-histoquimica para PCV2 e virus da

Influenza A foi realizada utilizando a
Streptavidina marcada com Peroxidase (Kit
LSAB, Dako). A recuperacédo antigénica foi
com proteinase K e 0s anticorpos primarios
foram: policlonal leporino anti-PCV2
(Souza et al., 2008) e monoclonal anti-
nucleoproteina do virus da Influenza A
(Vincent et al., 1997). Para o0s
procedimentos de lavagens foi utilizado
PBS com pH 7.2, a revelagdo foi efetuada
com o cromogeno AEC e a contracoloragéo
com Hematoxilina de Meyer. Este
processamento foi realizado no Laboratdrio
de Imuno-histoquimica do Setor de
Patologia da Escola de Veterindria da
UFMG.

3.7) Analises Estatisticas

A sensibilidade (AJA+C),
especificidade(D/B+D), valor preditivo
positivo (A/A+B) e valor preditivo negativo
(D/C+D) foram calculados para as técnicas
de FISH para M. hyopneumoniae e M.
hyorhinis e IHQ para M. hyopneumoniae
considerando 0 mosaico diagnostico
descrito a seguir, como padréo ouro (Tabela
3).
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O mosaico diagnostico considerou a
amostra positiva a partir dos (i) sinais
clinicos respiratorios; (ii) lesbes macro e
microscopicas tipicas de micoplasmoses e;
(iii) e deteccdo do agente pela PCR. Foram
comparadas as idades dos animais dos
grupos 1 e 2 pela comparacdo de médias

pelo Teste t de Student. As lesGes

Tabela 3 - Calculo das variaveis

Mosaico Diagndstico

+ - Total
® + A B A+B
D
A - C D C+D

Total A+C | B+D

4-) RESULTADOS

4.1) Idade dos animais

As idades dos animais do grupo 1
(positivo para M. hyopneumoniae) foram
comparadas com as do grupo 2 (positivo
para M. hyorhinis) para indicar o periodo
em que os animais desenvolviam lesdes
compativeis com micoplasmose quando
infectados por esses dois agentes. Quatro
amostras do Grupo 1 e duas do Grupo 2 néo
tinham informacdes sobre a idade. O grupo
3 ndo foi incluido nessa comparacao pelo
fato de ser positivo para o0s dois

microrganismos.

microscopicas dos grupos 1, 2 e 3 foram
confrontadas pelo método ndo-paramétrico
de Kruskall-Wallys. A associacdo com 0s
agentes virais (PCV2 e Influenza) nos
grupos 1, 2 e 3 foram avaliadas pelo teste
de qui-quadrado. As analises foram
realizadas utilizando o software statistical

analysis system (SAS) versdo 9.2.

A média de idade dos suinos
positivos para M. hyopneumoniae (grupo 1)
foi de 116 dias, variando de 40 dias no
animal mais novo a 180 dias no suino mais
velho. Ja no grupo de suinos positivos para
M. hyorhinis (grupo 2) a média de idade foi
de 57,3 dias, com amplitude de variacdo de
28 dias no mais jovem a 110 dias no suino
mais velho (Tabela 4). Os animais
infectados pelo M. hyorhinis foram
significativamente mais jovens (P<0,01) do
gue o0s animais infectados pelo M.

hyopneumoniae.
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Tabela 4 - Médias da idade (X) dos animais e o desvio padrdo (DP), intensidade das lesGes

microscopicas nos grupos positivos a PCR para M. hyopneumoniae (grupo 1), para M. hyorhinis

(grupo 2) e para ambos (grupo 3), sensibilidade e especificidade do FISH e da IHQ.

Idade (X £ DP) | Intensidade lesdes Sensib./Especif. FISH Sensib./Especif. IHQ
Grupo 1 116,31 + 6,14" 2,37+0,17" 83%/100% 46,7%/NA?
Grupo 2 57,32 +5,92° 1,63+0,17° 83%/100% NA?¥/73,3%
Grupo 3 NA 2,17 +0,17°® 67,7% % - 70%°/NA 33,3%/NA

NA: Nao aplicavel; a8Sensibilidade para M. hyopneumoniae; bSensibilidade para M. hyorhinis. Letras maidsculas
diferentes em uma mesma coluna indica diferenca estatistica significativa para P<0.05.

4.2) Histopatologia

As lesBes provocadas por bactérias
do género Mycoplasma foram
caracterizadas por infiltrado linfocitario
peribronquial, peribronquiolar e
perivascular, hiperplasia de pneumdcito
tipo Il e hiperplasia de BALT (Figura 1),
observadas em diferentes graus de
intensidade nos animais do estudo. As
alteracbes foram semi-quantificadas onde
todos os grupos tiveram lesdes variando de

grau 1 (discreto) ao grau 4 (intenso). No

grupo 1 que corresponde as amostras
positivas para M. hyopneumoniae a média
da intensidade das lesoes foi de 2,37. J& no
grupo 2 com amostras positivas para M.
hyorhinis a média das lesdes foi de 1,63,
enquanto o grupo 3 (coinfeccdo) teve uma
média de 2,23 (Tabela 4). Foi observada a
existéncia de diferenca estatistica entre 0s
grupos 1 (M. hyopneumoniae) e 2 (M.
hyorhinis).
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Figura 1 —Pulmao de suino do Grupo 1 — Hiperplasia de tecido linféide bronco-associado (BALT) (seta) adjacente ao
bronquiolo e discreto infiltrado perivascular e peribronquiolar (HE, 200X).

4.3) Sensibilidade,
especificidade, valor preditivo
positivo (VPP) e valor
preditivo negativo (VPN) do
FISH para M. hyopneumoniae
As amostras foram consideradas
positivas quando observada a emissdo de
fluorescéncia sob forma de pequenos
granulos, com distribuicdo linear na
superficie do epitélio de bronquios e
bronquiolos, e difusamente no exsudato
presente na luz das vias aéreas (Figuras 2 e
3). Granulos maiores e mais grosseiros,
correspondendo a autofluorescéncia do

tecido foram observados na lamina propria

(Figura 2). Quarenta e cinco amostras
foram positivas para M. hyopneumoniae
pela técnica de FISH das 60 positivas para
este agente no mosaico de diagnostico
(grupos 1 e 3), com sensibilidade de 75%
(45/60). Nas 30 amostras negativas do
mosaico diagndstico (grupo 2) nao foi
visualizado sinal de fluorescéncia pela
aludida técnica para M. hyopneumoniae em
nenhuma das amostras (Tabela 5),
permitindo concluir que a mesma foi
altamente (30/30) especifica (100%). O
Valor Preditivo Positivo (VPP) foi de 100%
(45/45) o que equivale a dizer que todas as
amostras  positivas pela FISH sdo
verdadeiramente positivas quando
considerado o mosaico diagnostico. Ja o
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Valor Preditivo Negativo (VPN) foi de
66,6% (30/45) demonstrando que do total
de amostras negativas na FISH, um terco
foram falso negativas quando considerado o
mosaico de diagndstico. Nos casos em que

havia a co-infec¢do (grupo 3) pela PCR, os

casos positivos foram menos
diagnosticados, 66,6% (20/30), quando
comparados ao grupo 1 que apresentou
83,3% (25/30) de positividade pela técnica
de FISH (Tabela 4).

Tabela 5 - Resultados do FISH para M. hyopneumoniae.

Mosaico Diagndstico

+ - Total
T + 45 0 45
wn
o - 15 30 45

Total 60 30

Figura 2 - FISH de M. hyopneumoniae em pulméao de suino do Grupo 1 - Bronquio: Lamina propria (a), epitélio

respiratorio (b) e limen bronquial (c) com maior intensidade de fluorescéncia na superficie epitelial (seta vertical)

e no exsudato presente no limen bronquial (seta horizontal). Estruturas arredondadas na lamina prépria e
exsudato emitem autofluorescéncia (setas sélidas) (CY3, 400X).
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Figura 3 - FISH, M. hyopneumoniae em pulmé&o de suino do Grupo 1- Bronquio: Granulos fluorescentes na

superficie epitelial (seta) (CY3, 1000X).

4.4) Sensibilidade,

especificidade, VPP e VPN da

Imuno-histoquimica (IHQ)

para M. hyopneumoniae

A imunomarcagao positiva
evidenciada pela técnica de IHQ foi
observada na superficie do epitélio
respiratorio (Figura 4) e no exsudato
localizado no interior das vias aéreas.
Comparando ao mosaico de diagnéstico, a
técnica de IHQ teve sensibilidade de 40%,
uma vez que dos 60 animais positivos para

M. hyopneumoniae (grupos 1 e 3) pela

técnica  da PCR, 24 revelaram
imunomarcagdo. A  especificidade da
técnica foi mensurada a partir da analise das
amostras do grupo 2 (positivos para M
hyorhinis) resultando num percentual de
73,3% o0 que corresponde a auséncia de
imunomarcagdo em 22 das 30 amostras
analisadas. O VPP foi de 75% (24/32) e o
VPN foi de 37,9% (Tabela 6).

Quando a sensibilidade da técnica
de IHQ foi avaliada separadamente nos
grupos 1 e 3, resultou em percentuais de
46,7% e 33,3%, respectivamente (Tabela
4),
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Tabela 6 - Resultados da IHQ para M. hyopneumoniae.

Mosaico Diagndstico

+ - Total
o n 24 8 32
= - 36 | 22 58

Total 60 30

Figura 4 - IHQ, M. hyopneumoniae em pulmé&o de suino do grupo 1- Brénquio: Imunomarcacéo vermelha na
superficie do epitélio respiratério (AEC, hematoxilina — 400X).

4.5) Sensibilidade,

especificidade, VPP e VPN do

FISH para M. hyorhinis

As caracteristicas da fluorescéncia
emitida pelo M. hyorhinis  foram
semelhantes as  emitidas pelo M.
hyopneumoniae, entretanto era escassa a

quantidade destas bactérias aderidas ao

epitélio dos brénquios e dos bronquiolos
sendo detectada em maior quantidade no
exsudato das vias aéreas (Figuras 5 e 6). Os
valores preditivos da técnica de FISH
encontrados para M. hyorhinis foram
semelhantes aqueles do M. hyopneumoniae
(Tabela 7), com sensibilidade de 76,7%
(46/60), especificidade de 100% (30/30),
VPP de 100% (46/46) e VPN de 68,18%
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(30/44). Similarmente ao que ocorreu com a sensibilidade menor 70% (21/30) quando
FISH para M. hyopneumoniae, nas amostras comparadas ao grupo 2 que apresentou
portadoras de ambos os agentes pela PCR 83,3% (25/30) (Tabela 4).

(grupo 3) a técnica de FISH teve

Tabela 7 - Resultados do FISH para M. hyorhinis.

Mosaico Diagndstico

+ - Total
T + 46 0 46
wn
i - 14 30 44

Total 60 30

50 um

Figura 5 - FISH M. hyorhinis em pulmao de suino do Grupo 2. Bronquiolo: Estruturas granulares fluorescentes
formando pequenas col6nias aderidas ao epitélio (seta 1) e estruturas granulares no exsudato do limen (seta 2)
(CY3, 400X).
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Figura 6 - FISH, M. hyorhinis em pulmé&o de suino do Grupo 2— Bronquiolo: Granulos fluorescentes organizados
em coldnias na superficie do epitélio e no exsudato do limen (setas) (CY3, 1000X).

4.6) Imuno-histoquimica para

Circovirus e virus da

Influenza A.

Todas as amostras dos trés grupos
foram testadas pela IHQ para 0 PCV2 e
para o virus da Influenza. As amostras
positivas para o PCV2 apresentaram
imunomarcagdo no citoplasma e na
membrana nuclear de histiécitos (Figura 7),
principalmente nas regides peri-bronquial e
peri-bronquiolar. J& as imunomarcagdes

para o virus da Influenza A se localizaram

no citoplasma das células do epitélio de
brénquios e bronquiolos e das glandulas
bronquiais (Figura 8). No grupo 1, quatro
(13,3%) amostras revelaram imunoreagédo
para o virus da Influenza A e nenhuma foi
positiva para 0 PCV2. O grupo 2 teve 14
(46,67%) amostras positivas para 0 virus
da influenza A e seis (20%) positivas para o
PCV2, sendo 16 (53,3%) positivas para
pelo menos um dos agentes virais (Tabela
8). No Grupo 3 ndo houve detec¢do para o
PCV2 enquanto 10 (33,3%) amostras

foram positivas para o virus da influenza A.
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Figura 7 - IHQ, PCV2 em pulmao de suino do Grupo 2 — Bronquiolo — Imunomarcagéo de cor vermelha no
citoplasma e nucleo de macréfagos (AEC, hematoxilina, 200X).

Figura 8 - IHQ, Influenza A em pulmé&o de suino do Grupo 2 — Brénquio: Imunomarcagéo de cor vermelha no
citoplasma das células epiteliais e das glandulas bronquiais (AEC, hematoxilina, 200X).

38



Tabela 8 - Deteccdo pela IHQ de agentes virais no grupo 1 (M. hyopneumoniae), grupo 2

(M. hyorhinis) e grupo 3 (co-infeccao).

PCV2 (+) Influenza A (+) PCV2 ou Influenza A (+)
Grupo 1 0/30° 4/30° 4/30°
Grupo 2 6/30° 14/30° 16/30°
Grupo 3 0/30° 10/30® 10/30®

Letras minusculas diferentes em uma mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de qui-

quadrado (P<0.05).

5-) Discusséao

Verificou-se no presente trabalho
que a média de idade dos animais
acometidos com M. hyorhinis (grupo 2) foi
estatisticamente menor que 0s animais
infectados com o M. hyopneumoniae (grupo
1). E sabido que, apesar do suino ser
susceptivel em qualquer idade, a infeccéo
por M. hyopneumoniae ocorre com maior
frequéncia na fase de creche e, devido ao
seu longo periodo de incubagdo, os sinais
clinicos e lesdes aparecem  mais
tardiamente, ou seja, nas fases de recria e,
ou terminagdo. Estudos experimentais
(Sorensen et al., 1997; Deblanc et al., 2013)
assinalam inicio dos sinais clinicos uma
semana ap6s a inoculacdo, alcancando a
maior severidade ap6s o 20° dia. Deve ser
registrado que nesses estudos foram
utilizadas cepas de alta patogenicidade
isoladas a partir de surtos de pneumonia
enzoGtica, possuindo o inoculo a
concentragido de 10°CCU/ml. Contribuiu
ainda para a rapida manifestacdo da doenca

a utilizacéo de animais SPF o que propiciou

a colonizacdo e proliferagdo mais intensa
das bactérias quando comparados a animais
com anticorpos maternos remanescentes.
Ao contrario, outros agentes
primérios da PRDC, como o virus da
Influenza A, tem periodo de incubacgdo
significativamente mais curto. Detmer e
colaboradores  (2013)

aparecimento de manifestagcGes clinicas

observaram o

com menos de 24 horas apos a inoculagdo
experimental com esse virus. Além disso,
Loeffen et al. (2003)

incapacidade dos animais que recebem

observaram a

anticorpos maternos contra o virus da
Influenza de controlar a infeccdo. Porém
esse cenario ainda é controverso, pois
colaboradores (2012)

demonstraram que anticorpos maternos

Corzo e

proveniente de cepas homdlogas as
infectantes sdo capazes de reduzir a carga
de eliminacdo do virus e os sinais clinicos
da leitegada. Registraram também que esses
beneficios ndo foram observados quando os
leitbes foram desafiados com cepas
heter6logas aos anticorpos maternos.

Outros fatores imunossupressores
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infecciosos, a citar o PCV2 e o virus da
PRRS, também acometem animais mais
jovens. Para Clavijo et al. (2012), a
dindmica de infeccdo pelo M. hyorhinis
demonstra aumento da prevaléncia do
agente apd6s o desmame o que facilita a
colonizacdo e disseminacdo em animais
imunossuprimidos. Pelo exposto,
depreende-se que a acdo de fatores
imunossupressores no inicio da fase de
creche pode contribuir para a infecgdo pelo
M. hyorhinis. Adicionalmente, deve ser
registrada a semelhanga entre as lesdes
morfologicas  induzidas  pelos M.
hyopneumoniae e M. hyorhinis devendo
este Gltimo ser considerado na génese da
pneumonia micoplasmica.

Reforcando essa  hipdtese, o
presente estudo demonstrou a existéncia de
correlagdo entre animais portadores de M.
hyorhinis (grupo 2) e positividade para
virus da Influenza A e/ou PCV2 (Tabela 8).
Vale ressaltar que 0s exames imuno-
histoquimicos  foram  realizados em
fragmentos de pulmdes ndo sendo esse 0
melhor sitio para localizacdo do PCV2 e,
também, pelo fato de que o curso da
infecgdo pelo virus da Influenza A é rapido,
com isso esses valores podem ter sido
subestimados.

A localizagdo do M. hyorhinis pela
técnica da FISH foi, predominantemente,

no exsudato das vias aéreas (Figura 6), o

que permite inferir que esse agente possuli
menor capacidade de adesdo aos cilios do
epitélio respiratério quando comparado ao
M. hyopneumoniae, sendo mais um fator a
corroborar com a hipo6tese de que o M.
hyorhinis é um microrganismo oportunista.
Diversos trabalhos ja mostraram a
associacdo do M. hyorhinis com outros
agentes infecciosos e fatores
imunossupressores dentre eles, o0 stress
(Kinne et al., 1991; Kawashima et al., 1996;
Kawashima et al., 2007; Kixmoller et al.,
2008), o que possibilita a0 M. hyorhinis
colonizar, infectar e se disseminar nesses
individuos. Reforgcando a hip6tese de que o
M. hyorhinis é considerado agente
secundario de lesGes pneumdnicas, estudos
experimentais envolvendo esse patdgeno
raramente  demonstraram quadros de
pneumonia que, quando ocorreram, foram
discretas e acometeram pequena
porcentagem dos animais inoculados
(Poland et al., 1971; Lin et al., 2006).

Para a deteccdio do M.
hyopneumoniae, os sinais de fluorescéncia
foram observados em microrganismos
aderidos ao epitélio de brénguios e
bronquiolos e no exsudato presente nessas
vias aéreas. Neste contexto, um estudo
ultraestrutural para identificagio do M.
hyopneumoniae realizado por Blanchard et
al.  (1992) encontrou as  mesmas

localizagBes do presente estudo. Por outro
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lado, Doster e Lin (1988) e Kwon e Chae
(1999), utilizando a ISH e IHQ,
encontraram além das localizacbes acima
citadas também a presenca de M.
hyopneumoniae no interior de macréfagos e
de pneumdcitos tipo 1. Vale registrar que a
FISH, por suas caracteristicas, é capaz de
detectar apenas microrganismos viaveis, 0
gue poderia pelo menos em parte, justificar
essa diferenca de sitios de observagdes, e
sustentar a possibilidade de que a bactéria
ja estivesse morta no interior de macréfagos
e pneumacitos tipo I. Segundo Zhang et al.
(1995) a aderéncia do M. hyopneumoniae
aos cilios das células do epitélio respiratorio
seria importante evento inicial envolvido na
patogénese desse agente, determinando
alteracOes dessas estruturas e possibilitando
a colonizagdo e proliferacdo local desse
microrganismo. Woolley et al. (2012)
assinalaram que a disseminacao do agente é
um achado eventual e de pouca relevancia.
Todas as amostras apresentaram
alteraces histologicas, em diferentes niveis
de intensidade, caracterizadas por infiltrado
inflamatdério composto principalmente por
linfécitos adjacentes aos  brdnquios,
bronquiolos e vasos sanguineos e, em
alguns casos, hiperplasia de foliculos
linféides. As lesGes observadas nos grupos
variaram entre os graus discreto e intenso,
estando de acordo com aquelas ja descritas

por outros autores (Poland et al., 1971;

Sorensen et al., 1997; Lin et al., 2006). A
média da semi quantificacdo das lesGes
histolégicas do grupo 1  foram
estatisticamente superiores ao grupo 2. Ja o
grupo 3 ndo diferiu estatisticamente de
nenhum dos dois grupos, indicando que a
coexisténcia dos dois agentes ndo
potencializa ou determina aumento da
intensidade das les6es. Segundo Thacker e
Minion (2012), cronologicamente, as lesdes
se iniciam com infiltrado linfocitério,
neutrofilico e aumento do ndmero de
macréfagos adjacentes aos brénquios e
bronquiolos e exsudagdo serosa no limen
das vias aéreas. Em estagios mais
avancados, a lesdo histolégica mais
marcante da  infecgdo  pelo M.
hyopneumoniae € a hiperplasia do BALT,
levando a obliteragdo do limen das vias
aereas e areas de atelectasia. Vicca et al.
(2003), apo6s observarem variagGes da
intensidade de sinais clinicos, verificaram
diferencas de patogenicidade entre cepas de
M. hyopneumoniae e propuseram uma
classificagdo de baixa, média e alta
viruléncia, indicando que as intensidades
das lesdes também podem variar com as
cepas presentes no rebanho e com o tempo
de infeccdo. No que se refere a hiperplasia
de BALT, fatores imunol6gicos podem
influenciar a sua morfologia. Neste
contexto, Delventhal e colaboradores

(1992) demonstraram a partir de inoculagdo
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experimental com Actinobacillus

pleuropneumoniae  que o  estimulo
antigénico é responsavel por alteracBes do
namero e morfologia do BALT. Geralmente
existe a hiperplasia de BALT nas infeccdes
por Mycoplasma embora ndo seja essa
alteracdo exclusiva dessas bactérias. Para
Meisser e Ross (1991) essas manifestacdes
morfol6gicas poderiam estar relacionadas a
uma proteina mitogénica encontrada nas
membranas das bactérias do género
Mycoplasma. Lesdes semelhantes, embora
mais discretas, foram encontradas em
estudos experimentais com M. hyorhinis
(Lin et al., 2006) mas pouco se conhece
sobre a real relacdo do agente aos casos de
pneumonia.

M. hyopneumoniae e M. hyorhinis
sd0 agentes causadores de importantes
enfermidades em suinos, responsaveis por
diminuicio do desempenho e, por
conseguinte, perdas econdmicas. Visto que
o cultivo bacterioldgico é um método lento
e frustrante para a identificacdo de bactérias
do género Mycoplasma, a técnica de FISH
se vislumbra como uma alternativa
promissora, podendo contribuir para o0
diagndstico e estudo sobre a patogénese
desses agentes por sua  espécie-
especificidade. Em nosso trabalho, a
semelhanca ao observado por Boye et al.
(2001), a técnica da FISH ndo apresentou

reacdo cruzada entre as duas espécies de

Mycoplasma estudas, auséncia de falso-
positivos, ou seja a mesma se revelou 100%
especifica.

A técnica de IHQ teve 73,3% de
especificidade, com imunomarcacao de oito
das 30 amostras do grupo negativo na PCR
para M. hyopneumoniae, as quais eram
positivas na PCR para M. hyorhinis. Todas
essas oito amostras foram positivas na
FISH para M.

possivelmente, ocorreu

hyorhinis,  portanto,
imunoreagéo
cruzada com M. hyorhinis (falso positivos).
Em técnicas imunoldgicas a qualidade do
anticorpo se constitui em fator determinante
para deteccdo especifica do agente, visto
que existe a possibilidade de anticorpos
policlonais se ligarem a outras espécies do
género (Cheik Saad Bouh et al., 2003).
Curiosamente, no grupo 3 houve uma taxa
de deteccdo menor pela IHQ (10/30),
guando comparado ao grupo 1(14/30),
enquanto o grupo 3 teve 93,3% de
positividade pela FISH para M. hyorhinis
ou M. hyopnemoniae. Pelo fato de haver
reacdo cruzada era de se esperar uma maior
quantidade de imunomarcagdo nesse grupo.
A baixa sensibilidade da IHQ (40%)
guando comparada a FISH (75%) pode ser
devido ao alvo utilizado por essas técnicas,
enquanto a IHQ usa como alvo a proteina
de superficie P36, a FISH possui como alvo
0 rRNA. No que tange a P36, Stipkovits e

colaboradores  (1991) observaram a
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expressdo dessa proteina em todas as
amostras de campo testadas. Por outro lado,
colaboradores  (2005)

verificaram por meio do Immunobloting,

Assuncdo e

que essa proteina se expressava em
aproximadamente 45% das amostras
analisadas (8/18). Maiores estudos sobre
expressdao génica e heterogeneidade de
cepas de M. hyopneumoniae sdo requeridos
para verificar a presenca da proteina P36 e
sua utilizacdo como marcador em exames
imunohistoquimicos.

A sensibilidade da técnica de FISH
variou de 66,7% a 83,3% para M.
hyopneumoniae e de 70% a 83,3% para M.
hyorhinis. A menor sensibilidade foi
encontrada quando desmembradas as
amostras que eram positivas para os dois
agentes na PCR. O fato de o material
submetido aos exames ser de natureza
distinta (swabs e fragmentos de pulmé&o)
poderia, pelo menos em parte, explicar essa
diferenca, pois a area de abrangéncia da
FISH é muito menor que da PCR. Sorensen
e colaboradores (1997), ao avaliarem
técnicas de  diagndstico para M.
hyopneumoniae, observaram que héa
diminuicdo da sensibilidade temporal, com
a mesma caindo progressivamente em todas
as técnicas de diagndstico. Esse mesmo
estudo, ao considerar os resultados da 22 e
122 semana ap6s a infeccdo, revelou

variagdo da sensibilidade de 100% para

82% quando utilizado o cultivo bacteriano,
100% para 29% com o uso da PCR, 96%
para 18% na imunofluorescéncia e de 100%
para 20% na sorologia (ELISA). O efeito
cronolégico estaria ligado a quantidade do
agente na amostra testada significando que
com a evolugdo do processo, menor
guantidade de Mycoplasma estaria presente,
diminuindo as sensibilidades das técnicas
(Ross, 1999). A PCR teve otimizada sua
sensibilidade com a padronizagdo da
Nested-PCR, que é capaz de detectar baixas
guantidades do microrganismo. Por outro
lado, pode ser um problema por aumento do
potencial de contaminacdo ambiental das
amostras (Thacker, 2004).

A FISH, com sensibilidade de
76,7% e especificidade de 100% permite
visualizar os agentes viaveis nas lesbes o
qgue, além do auxilio no diagndstico,
também pode ser usado como ferramenta
para estudo da patogénese do M. hyorhinis,
visto que a auséncia de anticorpos
comerciais anti-M. hyorhinis  limitam
estudos de identificacdo do agente. A
localizagdo do microrganismo € importante
pelo fato do M. hyorhinis ser comensal do
trato respiratério dos suinos. Assim, a sua
deteccdo nem sempre implica na
causalidade do evento, devendo sempre, ser
associada as lesGes macroscopicas e
microscopicas para uma abordagem correta

dos problemas da granja.
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6-) Conclusdes
Os resultados obtidos a partir do presente
estudo permitiram concluir que:
- O FISH demonstrou ser altamente
especifico e ter boa sensibilidade quando
comparado a PCR para o diagndstico de
micoplasmoses respiratorias nos suinos.
- A IHQ para o M. hyopneumoniae teve
baixa sensibilidade e especificidade com
resultados falso-positivos, possivelmente,
devido a reacdo cruzada com o M.
hyorhinis.
- Os animais positivos para M. hyorhinis
foram mais jovens quando comparados aos
animais infectados pelo M. hyopneumoniae.
- As lesBes microscOpicas, embora
semelhantes, foram mais discretas em
suinos infectados por M. hyorhinis quando
comparados aos infectados por M.
hyopneumoniae.
- A correlagdo entre os animais positivos
para o M. hyorhinis e a IHQ positiva para
agentes virais (Influenza A e PCV2),
reforca a hipotese de que o M. hyorhinis é
um agente secundario nas lesGes
pneumdnicas em suinos e deve ser
considerado no diagndstico diferencial do
M. hyopneumoniae.
- A técnica da FISH se constitui numa boa
ferramenta para o diagndstico e estudos da

patogénese desses agentes.
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