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RESUMO

As doencgas respiratorias dos suinos sdo responsaveis por inimeras perdas diretas e indiretas
para a suinocultura. Dentro do Complexo de Doengas Respiratorias de Suinos (PRDC),
Pasteurella multocida é uma bactéria frequentemente envolvida nestes quadros em animais
de terminagdo. Historicamente, a P. multocida é conhecida como um agente oportunista,
causador de pneumonias em leitdes que apresentaram infeccdo prévia por outros agentes
bacterianos ou virais. Atualmente, cita-se em diversas partes do mundo a capacidade desta
bactéria de causar infec¢do primaria, e levar os animais a morte. Com isso, o objetivo deste
estudo foi fazer uma avaliag@o anatomopatologica e microbioldgica de amostras de pulméao
obtidas de animais com doenga respiratoria clinica e compara-las como amostras obtidas de
frigorifico. Avaliou-se 25 amostras, obtidas de 14 rebanhos com quadro clinico respiratério
relevante na terminagdo, e 19 amostras, coletadas ao abate, oriundas de outros 14 rebanhos,
totalizando 44 pulmdes avaliados. De todas estas amostras fizeram-se cultivos bacterianos, e
incluidos no experimento somente os casos com isolamento puro de P. multocida. Estes
isolados foram testados quanto a sensibilidade a 15 antimicrobianos, e todas as amostras de
pulmao foram examinadas macro e microscopicamente. Ainda, pesquisou-se co-infecgdes
com Influenza tipo A, Circovirus suino tipo 2 (PCV2) e Mycoplasma hyopneumoniae,
através de imuno-histoquimica (IHQ). A avaliagdo de sensibilidade aos antimicrobianos
demonstrou maior taxa de sensibilidade ao ceftiofur e espectinomicina, ¢ maior taxa de
resisténcia a lincomicina e penicilina. Isolados de P. multocida provenientes de pulmdes
coletados ao abate demonstraram ser mais frequentemente sensiveis a amoxicilina que cepas
isoladas de amostras clinicas (p<0,05). Houve maior ocorréncia de pleurite em amostras
clinicas (p<0,05), e uma tendéncia numérica que indicou maior frequéncia de pericardite,
linfadenomegalia e presenga de liquidos cavitarios também em amostras clinicas. Pela IHQ,
oito amostras foram positivas para Influenza tipo A, 11 para M. hyopneumoniae, 12
apresentaram infec¢do mista de M. hyopneumoniae e Influenza tipo A, e nenhuma foi
positiva para PCV2. Treze amostras foram negativas a IHQ para os trés agentes testados, e
apresentaram somente isolamento de P. multocida. Dentre estas 13 amostras, foi possivel
observar a ocorréncia de pleurite, pericardite e linfadenomegalia, em amostras clinicas, fato
que ndo ocorreu em amostras de frigorifico. Sugere-se, portanto, a sua capacidade de causar
quadros respiratorios primariamente. No entanto, ndo foi possivel pesquisar neste estudo,
marcadores de viruléncia que justifiquem este quadro.

Palavras-chave: pneumonia, P. multocida, suinos, terminagao
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ABSTRACT

Swine respiratory diseases are responsible for several direct and indirect losses to swine
herds. Pasteurella multocida is a frequent bacterium involved in the Porcine Respiratory
Disease Complex (PRDC) in finishing pigs. Historically, P. multocida is known as an
opportunist agent, causing secondary bacterial pneumonia in pigs after previous
Mycoplasma hyopneumoniae and/or viral infections. Nowadays, several studies have been
shown the possible ability of this bacterium to cause primary infection, leading to death.
The aim of this study was to evaluate the anatomopathology and microbiology of
pulmonary lesions of samples obtained from animals with clinical respiratory disease and
compare to pulmonary samples obtained at slaughter. Twenty-five lung samples, from 14
herds with clinical respiratory disease, and 19, collected at slaughter, from other 14 herds, in
a total of 44 evaluated lung samples were studied. In all lung samples, bacterial isolation
was performed, and only samples with pure P. multocida growth were included in the
evaluation. P. multocida isolates were tested for antimicrobial sensitivity to 15 drugs, and
lung samples were submitted to gross and microscopic evaluation. Also, co-infections with
Influenza type A, porcine Circovirus type 2 (PCV2) and Mycoplasma hyopneumoniae were
studied using immunohistochemistry (IHC). The antimicrobial sensitivity evaluation
showed higher sensitivity rate to ceftiofur and spectinomycin, and some resistance rate to
lincomycin and penicillin. P. multocida isolated from lungs collected at slaughter were
more sensitive to amoxicillin than isolated from clinical samples (p<0.05). Pleuritis was
more often observed in lungs of clinical samples than lungs obtained at slaughter (p<0.05).
Moreover, there was a numerical trend that indicated that pericarditis, lymphadenomegaly
and cavity exudates occurred more often in clinical samples. By IHC, eight samples were
positive to Influenza type A, 11 to M. hyopneumoniae, 12 had M. hyopneumoniae and
Influenza type A mixed infection, none were positive to PCV2, and 13 were negative to all
three of these agents and only tested positive to P. multocida. In these samples, lesions such
as pleuritis, pericarditis and lymphadenomegaly were observed only in clinical samples.
This finding suggests the ability of these P. multocida isolates to cause primary infection
however, it was not possible to determine in this study specific virulence markers.

Key-words: pneumonia, P. multocida, finishing, pigs
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1. INTRODUCAO

A intensificagdo da industria suinicola
otimizou a produ¢@o de carne suina, porém
paralelamente provocou o aumento de
doengas infecciosas em consequéncia ao
confinamento e aumento de densidade
animal, mistura de lotes de diferentes
origens e diversos outros desafios. As
desordens respiratorias constituem um dos
problemas mais importantes na suinocultura
moderna devido a perdas econdmicas
decorrentes de mortalidade, refugagem e
condenagdo de carcagas. O complexo de
doencas respiratorias dos suinos (PRDC —
Porcine Respiratory Disease Complex) ¢é
uma sindrome bem reconhecida que ocorre
em todo o mundo, destacando a pneumonia
enzootica suina, causada pelo Mycoplasma
hyopneumoniae e  outras  bactérias
secundarias, e pneumonias virais, causadas
por agentes tais como o Circovirus suino
tipo 2 (Porcine Circovirus type 2 - PCV2),
virus da Influenza suina e virus da PRRS
(Porcine Respiratory Reproductive
Syndrome — Sindrome Respiratoria e
Reprodutiva Suina). O PRDC acomete
animais em fase de crescimento e
terminacdo, e a infeccdo primaria por estes
agentes compromete a saude pulmonar dos
animais, levando a infec¢Ges bacterianas
secundarias importantes, que terminam por
agravar o quadro (Kim et al., 2003; Pijoan,
2006, Sobestiansky et al., 2007; Honnold,
2009; Wellenberg et al., 2010).

O PRDC ¢ responsavel por prejuizos a
suinocultura, pois, além de gastos inerentes
as despesas com diagnodstico e tratamento
dos animais enfermos, leva a diminuigado de
ganho de peso diario, atraso de crescimento,
aumento da conversdo alimentar e
mortalidade de leitdes de consideravel valor
econdmico agregado. Além disso, aumenta
taxa de desvio de carcacas em frigorificos,
sendo considerado o problema infeccioso
mais observado em plataformas de inspegéo
(Pijoan, 2006). Estima-se que perdas

econdmicas decorrentes de  afeccdes
respiratorias no Brasil no periodo de 2006 a
2008 tenham sido da ordem de R$ 216
milhdes ao ano, de acordo com dados do
Servigo de Inspecao Federal (Morés, 2011).

Atualmente, no Brasil, os protagonistas do
PRDC sdao M. hyopneumoniae, PCV2
(Castro, 2008; Souza et al., 2008; Costa et
al., 2009; Heres, 2009; Kich et al., 2010) e
Influenza tipo A, causada pelos subtipos
HIN1 e H3N2 (Brentano et al., 2002;
Mancini et al., 2006; Schaefer et al., 2011).
O virus da PRRS ¢ exo6tico no Brasil. A
Pasteurella multocida aparece como o
agente bacteriano secundario mais frequente
no PRDC, sendo diretamente relacionada a
quadros de pleuropneumonia (Morés, 2006;
Hansen et al., 2010; Fablet et al., 2011; Pors
et al., 2011), e também a rinite atrofica
progressiva  (RAP).  Outros  agentes
bacterianos de grande relevincia sdo o
Actinobacillus pleuropneumoniae, agente da
pleuropneumonia suina, o Haemophilus
parasuis, da Doengca de  Glasser,
Streptococcus suis e Actinobacillus suis
(Kim et al., 2003; Pijoan, 2006; Bethe et al.,
2009; Hansen et al., 2010; Wellenberg et al.,
2010).

A P. multocida & observada em granjas
produtoras de suinos em todo o mundo, até
mesmo naquelas de elevado status sanitario
(Kich et al., 2010). Historicamente, esta
bactéria é considerada fator agravante das
infecgoes pulmonares por M.
hyopneumoniae e PCV2 (Kim et al., 2003;
Pijoan, 2006; Honnold, 2009; Hansen et al.,
2010; Wellenberg et al., 2010; Fablet et al.,
2011). Entretanto, pesquisadores no sul do
Brasil (Borowski, 2001; Morés, 2006;
Borowski et al., 2007; Kich et al., 2007,
2010) e na Argentina (Cappuccio et al.,
2004) tém sugerido a sua participagdo como
agente primario, capaz de induzir quadro de
extrema gravidade, similar aos observados
na pleuropneumonia causada pelo A.
pleuropneumoniae e pleurite e pericardite
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fibrinosas causadas pelo H. parasuis, e,
consequentemente, causando mortalidade
em animais de crescimento e terminagao.
Meédicos veterinarios especializados em
suinos também relatam a observagdo da
mudanga do perfil patolégico do quadro de
pasteurelose em suinos de terminagdo. Esses
relatos podem indicar que cepas de P.
multocida de alta viruléncia, capazes de
causar lesdes pneumonicas tipicas de A.
pleuropneumoniae e/ou H. parasuis estejam
circulando nos rebanhos suinos brasileiros,
em especial nas regides de produgdo mais
expressiva como Santa Catarina, Rio Grande
do Sul, Parana, Minas Gerais, Sdo Paulo e
Mato Grosso.

Até o presente momento ndo foi realizada no
Brasil uma caracterizacao
anatomopatolégica e de sensibilidade
antimicrobiana destas cepas de elevada
patogenicidade, bem como sua possivel
associagdo com outros agentes infecciosos
pulmonares. Este estudo visou avaliar a
ocorréncia deste agente em granjas com o
quadro de pleuropneumonia fibrinosa ou
hemorragica e mortalidade de leitdes em
fase de terminagdo. Além disto, fez-se a
caracterizagdo do  quadro  anatomo-
histopatologico de amostras oriundas destes
rebanhos, determinou-se a ocorréncia de co-
infecgdes, e avaliou-se a susceptibilidade
das amostras de P. multocida a
antimicrobianos comumente utilizados na
suinocultura brasileira. Realizou-se ainda a
comparacao destas avaliagdes acima citadas
entre amostras de pulmao obtidas em granjas
com histérico de problema respiratorio
clinico grave, associado a aumento de
mortalidade na terminagdo, ¢ casos
broncopneumoénicos graves obtidos de
suinos ao abate em frigorificos.

2. REVISAO DE LITERATURA

Os desafios sanitarios a que a suinocultura é
exposta interferem na viabilidade econdmica
do setor, visto que mortalidade, atraso no

crescimento dos animais e condenagdo de
carcagas impactam o sucesso econdmico da
atividade. As doengas respiratorias estfo
diretamente envolvidas nestes prejuizos,
sendo responsaveis, por exemplo, por uma
parte significativa da condenagio de
carcagas ao abate. Em 1987, estudo no
estado de Santa Catarina relatou prevaléncia
de 55,3% de pneumonia observada ao abate,
e ainda estimou uma perda de 2,4 suinos
para cada 100 animais  abatidos
(considerando peso agregado de 95kg), em
rebanhos com lesdes pulmonares
(Sobestiansky et al., 1987). Na década
seguinte, outro estudo na mesma regido
demonstrou prevaléncia de 42,6% de lesdes
respiratorias ao abate (Sobestiansky et al.,
1999). Em 2001, os mesmos autores relatam
prevaléncia de 54,9% de lesdes pulmonares
avaliadas ao abate, na regido sul do Brasil
(Sobestiansky et al., 2001). Ao longo dos
anos, apesar dos esfor¢os para modernizagao
do setor, este desafio continua presente. Um
trabalho mais amplo e atual confirma esta
condicdo ao demonstrar que no periodo de
2002 a 2006 a prevaléncia média de
pneumonia observada ao abate foi de
63,3%=+7,68, em uma avaliagdo que abrangia
dez estados brasileiros (Silva et al., 2006).

Historicamente, a Pasteurella multocida é
considerada como o agente secundario mais
envolvido nas co-infec¢des das doengas
respiratorias (Kim et al., 2003; Pijoan, 2006;
Bethe et al., 2009; Hansen et al., 2010; Kich
et al., 2010; Fablet et al., 2011), e sua
participagdo nestes quadros ¢ relatada em
diversas regides do mundo, inclusive no
Brasil (Morés, 2006; Kich et al, 2010). Kim
et al. (2003), Hansen et al. (2010), Fablet et
al. (2011), e Pors et al. (2011) relatam a
presenga expressiva da P. multocida no
PRDC na Coréia, Franga e Dinamarca,
respectivamente. Morés (2006) relata o
envolvimento deste agente em 51,3% dos
casos de desvio de carcagas por pneumonia,
em estudo realizado em Santa Catarina.
Trabalhos realizados por laboratorios de
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diagnostico (Costa et al., 2009; Kich et al.,
2010) revelam presenga marcante da P.
multocida em casos de pneumonia enzootica
em Santa Catarina e Minas Gerais,
respectivamente. Barbosa et al. (2009)
demonstram ser a P. multocida o agente
mais frequentemente encontrado em casos
relacionados ao PCV2. Ainda, Silva et al.
(2009) relatam surto de pneumonia, com
mortalidade de leitdes de terminagdo no
Mato Grosso, também com envolvimento da
mesma bactéria.

A P. multocida é um agente que faz parte da
microbiota do trato respiratorio de suinos
(Pijoan, 2006; Boyce et al., 2010) e, por
muito tempo foi considerada um agente
oportunista, causador de infec¢do secundaria
em quadros de pneumonia instalados por
outros agentes, como o PCV2 e M.
hyopneumoniae (Pijoan, 2006; Hansen et al.,
2010). Porém, existem relatos que indicam a
capacidade deste agente de causar lesdes
primarias (Morés, 2006; Kich et al., 2007,
2010). Kich et al. (2007) demonstraram
experimentalmente a capacidade de cepas de
P. multocida tipo A, isoladas de um surto
ocorrido em uma granja comercial em Santa
Catarina, de desenvolver pneumonia como
agente primario. Ao inocularem cepas de
campo em animais livres de patdogenos
especificos (SPF — Specific Pathogen Free),
reproduziram um quadro muito severo de
pleuropneumonia, com  caracteristicas
anatomopatologicas semelhantes aquelas
causadas pelo A. pleuropneumoniae, com
pleuropneumonia  necro-hemorragica e
fibrinosa, denominadas pelos autores como
“App-like lesions” (lesdes semelhantes a
App - A. pleuropneumoniae) (Kich et al.,
2007; 2010). Da mesma forma, Cappuccio et
al. (2004), na Argentina, descreveram lesdes
similares em animais de campo, nos quais
foi isolada somente P. multocida.
Entretanto, ndo existem relatos semelhantes
na literatura em outros paises ou regides do
Brasil, embora existam indicagdes da
presenca do mesmo quadro em rebanhos

brasileiros (Borowski, 2001; Kich et al.,
2007; Heres, 2009; Kich et al., 2010).

2.1 Pasteurella multocida

A P. multocida é uma bactéria membro da
familia Pasteurellaceae e género Pasteurella.
Apresenta trés  subespécies:  gallicida,
septica e multocida, sendo que a ultima esta
diretamente relacionada a doengas em
animais domésticos, inclusive suinos. E um
cocobacilo  pequeno, gram  negativo,
extracelular, que ndo apresenta motilidade e
nem capacidade de esporulagdo. O cultivo se
da em meios enriquecidos com soro ou
sangue, ¢ nio necessita de fatores X ou V
para crescimento. Nao produz hemolise, ndo
cresce em meio MacConkey, e é anaerdbia
facultativa, crescendo plenamente em
aerobiose, microaerofilia e anaerobiose. As
caracteristicas  bioquimicas demonstram
catalase, citocromo oxidase e indol positivas
e urease negativa (Quinn et al., 1994; Songer
e Post, 2005). Alguns autores sugerem a
classificagdo de amostras de P. multocida,
com base em caracteristicas bioquimicas de
producdo de acido a partir de pentoses,
como xilose e arabinose, dissacarideos,
como maltose e trealose, e alcoois
polihidricos, como sorbitol, manitol e
dulcitol (Borowski et al., 2002). Para a
definicdo da subespécie multocida, espera-se
a fermentagdo de sorbitol, porém trealose e
xilose sdo variaveis, e nao fermentam
arabinose e dulcitol (Quinn et al.,, 1994;
Songer e Post, 2005). A espécie ainda possui
capacidade de fermentagdo de alguns
carboidratos, como monose, sacarose €
glicose, e ndo ha produgdo de gas. Nao
fermenta lactose, apresenta capacidade de
transformar nitrito em nitrato e ¢ gelatinase
negativo.

A cépsula Dbacteriana ¢é composta de
lipopolissacarideos (LPS), e baseado em sua
composi¢do, subdivide-se a espécie P.
multocida em cinco sorotipos, A, B, D, E ¢
F, e as doengas estdo associadas a tipos
capsulares e espécie animal especificos. Os
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sorotipos capsulares A, B e D estdo ligados a
quadros patologicos em suinos. O sorotipo B
pode ocasionar doencga severa, porém € raro.
Os sorotipos A e D estdo ligados a quadros
de pleuropneumonia e RAP,
respectivamente, embora o inverso seja
relatado (Quinn et al., 1994; Songer e Post,
2005; Pijoan, 2006; Borowski et al., 2007).
Pode-se classifica-la também se baseando
em antigenos somaticos capsulares, com
numeros seqiienciais de 1 a 16, onde cada
um expressa diferentes moléculas de LPS
(Boyce et al., 2010). Os sorotipos somaticos
3 e 5 sdo os mais frequentemente observados
em suinos, sendo A:3, A:5, D:5, e D:3, em
ordem de prevaléncia, os que mais sdo
encontrados em patologias respiratdrias
nesta espécie (Pijoan, 2006).

A tipificacdo capsular pode ser realizada por
métodos fenotipicos, como os citados por
Carter e Rundell (1975) e Carter e Subronto
(1973), contudo autores afirmam que a
tipificacdo baseada em métodos genéticos
permite melhor discriminagdo de cepas, e
podem diferenciar clones especificos dentro
de quadros clinicos (Chen et al., 2002;
Lainson et al., 2002; Boyce et al., 2010;
Garcia et al, 2011). Um método
desenvolvido por Townsend et al. (2001),
utiliza cinco pares de primers especificos
para cada tipo capsular, e através de reacao
em cadeia da polimerase (PCR - ), determina
o tipo capsular de maneira mais confiavel
que os métodos fenotipicos, que podem
apresentar falhas (Boyce et al., 2010).

2.1.1 Fatores de
Patogénese

Viruléncia e

A patogénese e mecanismos de viruléncia da
P. multocida ndo sdo completamente
compreendidos. Os fatores de viruléncia
conhecidos sdo adesinas, fimbrias,
hemaglutininas, siderdforos, sialidases,
proteases e proteinas de membrana externas,
que auxiliam na capacidade de invasdo e
adesdo da bactéria as superficies epiteliais

do hospedeiro. A producdo da toxina
dermonecroética ¢ essencial para a evolugdo
da RAP, porém seu papel nos quadros de
pleuropneumonia ¢  discutivel.  Esta
exotoxina ¢ produzida pelo gene foxA, em
geral relacionado ao sorotipo D, e menos
frequentemente encontrado no sorotipo A.
Esta toxina pode ser observada em casos de
pleuropneumonia, porém sua ocorréncia €
rara e ndo fundamental para o
desenvolvimento do quadro pulmonar
(Songer e Post, 2005; Pijoan, 2006;
Borowski et al., 2007; Boyce et al., 2010).
Os resultados obtidos em trabalhos de
Borowski et al. (2002) e Heres (2009)
corroboram esta afirmativa, onde, através da
PCR, nio foi observada a presenca do gene
toxA nos isolados dos casos de pneumonia
avaliados.

A disseminagdo da P. multocida se da pelo
contato direto entre os animais dentro do
rebanho, e sua via de entrada ¢ pelo trato
respiratorio. A bactéria tem fraca capacidade
de aderéncia ao epitélio, porém o sorotipo A
adere-se melhor em células ciliadas do trato
respiratorio; portanto, sdo mais resistentes
ao mecanismo mucociliar de defesa. Cepas
do sorotipo D tém melhor ades@o em células
ndo ciliadas (Pijoan, 2006; Boyce et al.,
2010). A capsula de LPS é um mecanismo
de viruléncia muito importante. Os
polissacarideos de todos os sorotipos sdo
compostos por glicosaminoglicanos,
idénticos a estrutura primaria da matriz
extracelular de células eucaridticas, que
nestas tem papel essencial na adesdo das
células e na regulagdo da atividade protéica.
Com isso, a capacidade do hospedeiro de
reconhecer bactérias que tenham estas
moléculas em sua composicdo fica
comprometida, sendo assim um importante
mecanismo de evasdo da resposta imune
inata do hospedeiro. Assim que ocorre
invasdo e colonizagdao do tecido, ocorre
intensa resposta inflamatdria, porém, em
alguns casos, esta ndo ¢ suficiente para
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impedir a evolugdo do quadro (Boyce et al.,
2010).

O sorotipo D contém heparina na capsula de
LPS, e o sorotipo A contem, na composi¢ao
de sua capsula, uma camada de acido
hialurénico, que também auxilia a evasdo do
microrganismo do sistema de fagocitose do
hospedeiro (Pijoan, 2006; Boyce et al.,
2010). Porém, ndo ¢é possivel determinar
quais os fatores de viruléncia envolvidos na
invasdo e coloniza¢do pulmonar em quadros
de pneumonia quando se comporta como um
agente oportunista, e tampouco em casos de
maior patogenicidade (Pijoan, 2006; Boyce
et al., 2010).

2.1.2 Sinais Clinicos

A pasteurelose pulmonar acomete animais
em fase de recria e terminagdo, e estes
apresentam anorexia, dificuldade respiratoria
com respiragdo abdominal, tosse, prostragdo,
hipertermia, secrecdo nasal e ocular. Na pele
do abddémen, podem aparecer manchas
arroxeadas, sugestivas de choque endotoxico.
Os sinais observados sdo indistinguiveis
daqueles causados por outros agentes
causadores de doengas respiratorias em suinos.
O rebanho passa a ter lotes em crescimento
com alta variabilidade, e morte pode ocorrer,
porém a taxa de mortalidade ¢ proporcional
aos desafios de cada rebanho individualmente
(Pijoan, 2006; Honnold, 2009; Kich et al.,
2010).

2.1.3 Lesoes

As alteragdes observadas ndo sdo
consideradas tipicas de P. multocida, e sim
caracteristicas de infec¢do bacteriana
secundaria nos pulmdes. Observam-se areas
de consolidagdo com distribui¢ao
cranioventral, de coloracdo vermelha a
acinzentada, dependendo do curso da
infecgdo, associado a edema intenso, ¢
exsudacdo mucopurulenta nas vias aéreas
(Pijoan, 2006; Caswell e Williams, 2007).
Ambos os sorotipos capsulares A e D tem

capacidade de produzir nédulos necroticos e
purulentos no pulmao (Morés, 2006; Pijoan,
2006; Kich et al., 2007; 2010). Pleurite pode
ser observada, e em fase inicial, apresenta
aspecto ressecado e cor brancacenta. Com a
progressio do quadro podem ocorrer
aderéncias  pleurais. Os  linfonodos
mediastinicos apresentam aumento de
volume e, ao corte, cor avermelhada (Pijoan,
2006; Caswell e Williams, 2007).

Entretanto, Kich et al. (2007) relatam que,
apos inoculagdo experimental de cepa de
campo em animais SPF, as alteragoes
observadas eram de maior gravidade. Os
animais inoculados apresentaram extensas
areas de consolidagdo pulmonar, intensa
exsudacdo de fibrina na superficie da pleura
visceral, presenca de liquido avermelhado
com filamentos de fibrina livres na cavidade
toracica e dentro do saco pericardico.
Observaram ainda severa exsudacdo de
fibrina na superficie do epicardio com
aderéncia ao saco pericardico, achado este
semelhante ao relatado por Pors et al.
(2011), e presenca de um nddulo
fibrinohemorragico localizado no lobo
diafragmatico. Estes animais apresentaram
um quadro de pleuropneumonia
necrohemorragica e fibrinosa e poliserosite
fibrinosa (Kich et al, 2007), com
caracteristicas bastante semelhantes as
doencgas causadas por A. pleuropneumoniae
e H. parasuis (Caswell e Williams, 2007).
No entanto, houve isolamento puro de P.
multocida tipo A de todas as regides onde se
observou lesdes, especialmente de onde
havia presenca de fibrina, sugerindo a
capacidade deste agente de causar um
quadro anatomopatologico diferente do que
¢ citado na literatura (Kich et al., 2007).

Segundo Pijoan (2006) e Caswell e Williams
(2007), as lesdes histologicas também ndo
sdo tipicas de P. multocida, e podem
caracterizar infec¢do por qualquer agente
bacteriano, onde se observa
broncopneumonia, com infiltragdo
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neutrofilica e histiocitdria em lamen
alveolar, bronquial e bronquiolar; e
exsudacdo de fibrina pode ocorrer, porém
ndo é marcante. Os bronquios e bronquiolos
em geral ndo apresentam alteragdes, porém
podem sofrer necrose caso haja infecgdes
concomitantes com outros agentes, como
virus da Influenza e PCV2. Kich et al.
(2007) relatam lesdes histopatologicas

diferentes, encontradas na  mesma
inoculagdo experimental, citada
anteriormente. Observaram intensa

infiltragdo neutrofilica, hemorragia e necrose
de coagulagio de parénquima pulmonar;
bronquite purulenta intensa com aciimulo de
grande quantidade de restos celulares no
limen bronquial; pleurite neutrofilica grave,
e em um dos animais, observou-se
fibroplasia ~em  pleura e  espagos
interlobulares, sugerindo cronicidade do
quadro.  Observaram  ainda, intensa
exsudacdo de fibrina em alvéolos, espacos
interlobulares e subpleural, e superficie de
pleura; pericardite e peritonite fibrinosas e
linfadenite neutrofilica e hemorragica,
novamente contrariando a literatura no que
diz respeito ao tipo e gravidade de lesdes
observadas.

Pijoan (2006) e Caswell e Williams (2007)
afirmam que as lesdes inerentes & infeccao
por P. multocida estdo restritas a cavidade
toracica, e também negam a possibilidade de
a pleurite nestes casos ser fibrinosa,
sugerindo esta ser um tipo de lesdo tipica de
A. pleuropneumoniae e H. parasuis. No
entanto, Kich et al. (2007) contrariaram
estas afirmativas ao reproduzir
experimentalmente pleurite e peritonite
fibrinosas com envolvimento exclusivo de
P. multocida.

2.2 Co-infeccoes

Atualmente, o PCV2, Influenza tipo A e o
M.  hyopneumoniae  aparecem  cOmo
protagonistas do PRDC em todo o mundo,
inclusive no Brasil (Kim et al., 2003; Ciacci-
Zanella et al, 2006; Morés, 2000;

Sobestiansky et al., 2007; Castro, 2008;
Souza et al., 2008; Costa et al., 2009; Heres,
2009; Kich et al., 2010; Wellenberg et al.,
2010). O virus da PRRS e Coronavirus
respiratorio sdo integrantes do PRDC, porém
ndo ha relatos de ocorréncia no Brasil
(Brentano et al., 2002; Morés et al., 2007).

O M. hyopneumoniae pode ser transmitido
aos leitdes ao nascimento, sendo a porca a
maior fonte de infec¢do, porém os primeiros
sinais clinicos s6 aparecerdo as seis semanas
de vida. Outra fonte de infec¢do ocorre na
fase de recria, quando ocorre mistura de
lotes, e animais portadores eliminam o
agente ¢ infectam animais livres. O M.
hyopneumoniae possui capacidade de se
aderir ao epitélio ciliado das vias
respiratorias, onde coloniza e se multiplica
em toda a arvore bronquica. Este fendmeno
leva a ciliostase e posterior destrui¢do dos
cilios, com redugdo da eficiéncia do sistema
mucociliar. Ocorre hiperplasia linfocitaria
peribronquiolar, alteragdo histolégica tipica
da infecgdo por este agente.
Macroscopicamente, observa-se
consolidagdo pulmonar cranioventral, com
acumulo de secre¢do muco-purulenta nas
vias aéreas (Sobestiansky et al., 2007).

O PCV2 ¢ o agente da circovirose, uma
sindrome  multifatorial que leva ao
definhamento dos animais. Dentro desta
sindrome, uma das manifestacdes clinicas
que pode ocorrer ¢ doenga respiratoria em
suinos entre cinco e 12 semanas de idade.
Quando ocorre, as lesdes observadas sdo de
pneumonia intersticial, onde
macroscopicamente o pulmio encontra-se
ndo colapsado. Histologicamente, as paredes
alveolares estdo espessadas por infiltragdo
linfohistiocitaria, assim como infiltragdo
peribronquiolar e perivascular, e o virus fica
alojado no citoplasma destas células
inflamatérias. Em o6rgdos linfoides, ha
marcante deplecdo linfoide associada a
intensa infiltracdo histiocitaria e inflamag&o
granulomatosa, com formagdo de células
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gigantes multinucleadas (Kim et al., 2003;
Caswell e Williams, 2007; Morés et al.,
2007; Wellenberg et al., 2010).

O virus da Influenza tipo A também faz
parte do PRDC, e existem relatos de
circulagdo dos subtipos HIN1 e H3N2 nos
rebanhos brasileiros (Brentano et al., 2002;
Mancini et al., 2006; Schaefer et al., 2011).
E uma doenca transmitida pelo contato
direto de animais com secreg¢des de outros
animais contaminados ou por aerossoéis, € a
colonizagdo ¢é restrita ao trato respiratorio.
Macroscopicamente, as lesdes observadas
sdo de consolidagdo pulmonar cranioventral,
com distribuicdo lobular. Na histologia, as
alteracOes mais marcantes ocorrem no
epitélio de bronquios e bronquiolos, pois é
onde ocorre infec¢do viral, que leva a lise
destas células epiteliais. Nestes casos, ¢
comum observar a  principio um
adelgacamento do epitélio, seguido de
hiperplasia em um segundo estagio, na
tentativa de reparo. Com o avango do
quadro, leva a necrose do epitélio, com
acimulo de restos celulares e células
inflamatérias no limen das vias aéreas.
Ainda, ocorre infiltragdo de linfbcitos,
plasmocitos e neutréfilos ao redor de vasos e
bronquiolos e no intersticio pulmonar
(Caswell e Williams, 2007).

As afecgOes acima citadas, além de causar
uma doenca respiratoria primaria, interferem
no sistema de defesa pulmonar, o que
permite a infeccdo por agentes bacterianos
secundarios. O diagnostico ¢ imprescindivel
para determinar os procedimentos a serem
instaurados, e para tal, o historico clinico,
caracterizacdo anatomopatoldgica, testes
sorologicos, exames bacteriologicos,
histopatologicos e imuno-histoquimica sao
de grande valia na tomada de decisdo.
Ressalta-se a importancia de determinar ao
certo quais os agentes envolvidos em
rebanhos com doencas respiratorias, sendo o
diagnostico a referéncia exata para definir a

estratégia de controle (Caswell e Williams,
2007; Sobestiansky et al., 2007).

2.3 Antimicrobianos

A terapia antimicrobiana ¢ largamente
utilizada na suinocultura com fungdes
terapéutica e profilatica. A utilizagdo desta
ferramenta  deve ser baseada na
farmacodindmica de cada droga assim como
na biologia do microrganismo alvo. Para tal
¢ necessario conhecer as classes de
antimicrobianos disponiveis, pra fazer um
uso racional destes em medicina veterindria,
e o0 sucesso terapéutico € alcangcado quando
se utiliza a droga correta, na concentragio e
tempo corretos, sendo este um conceito
essencial para técnicos (Borowski et al.,
2002; Songer e Post, 2005).

De  forma  geral, dividem-se os
antimicrobianos em  bactericidas  ou
bacteriostaticos, baseado na propriedade de
cessar o crescimento bacteriano. E dentro de
cada  grupo existem  classes de
antimicrobianos, onde cada uma possui um
mecanismo de acdo diferente. As drogas
bactericidas s3o capazes de matar as
bactérias alvo. Dentro deste grupo,
encontram-se as classes dos
aminoglicosideos, beta-lactdmicos e
fluorquinolonas. O grupo de bacteriostaticos
¢ capaz de impedir a multiplicagdo
bacteriana, porém em altas concentragdes
também sdo capazes de eliminar a bactéria.
Neste grupo, observam-se as classes de
tetraciclinas, sulfonamidas, pleuromutilinas,
lincosamidas, macrolideos e o florfenicol
(Songer e Post, 2005).

Diversos sdo os mecanismos de agdo dos
principios ativos encontrados nos
antimicrobianos. As classes de
aminoglicosideos, lincosamidas, florfenicol,
macrolideos, pleuromutilinas e tetraciclinas
agem inibindo a sintese protéica, através de
ligagdo reversivel ou ndo em alguma
subunidade ribossomal, o que leva a falha na
producdo de proteinas. As fluorquinolonas
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interferem da producdo da enzima DNA-
girase, que estd diretamente envolvida na
sintese ¢ manutencdo de DNA bacteriano. Ja
os beta-lactdmicos agem através da inibicao
da sintese de peptidoglicanos na parede
celular em bactérias ainda em fase de
multiplicacdo, e sulfonamidas inibem sintese
de acido folico via competicdo com acido
para-aminobenzodico (Songer e Post, 2005;
Spinosa et al., 2006).

Os aminoglicosideos e fluorquinolonas tém
acdo contra bactérias gram-negativas e
micoplasmas. Dentro do primeiro grupo,
tem-se as seguintes drogas: amicacina,
estreptomicina e gentamicina; ¢ o segundo
grupo ¢ subdivido em gerac¢des, sendo as de
segunda e terceira geracOes mais utilizadas
atualmente. Norfloxacina ¢ uma droga que
pertence & segunda  geracdo  das
fluorquinolonas, porém existem grandes
limitagdes de seu uso, ja que possui um
pequeno espectro de agdo devido a sua
pouca capacidade de penetragdo em tecidos
e fraca absorg¢do via oral. As fluorquinolonas
de terceira geragdo, como a enrofloxacina e
ciprofloxacina, apresentam espectro de agao
muito superior, com melhor capacidade de
distribui¢do nos tecidos. A classe de Beta-
lactamicos € subdividida em penicilinas e
cefalosporinas. o subgrupo das
benzilpenicilinas inclui a penicilina G, com
espectro de acdo voltado para bactérias
gram-positivas, e as aminobenzilpenicilinas,
que inclui ampicilina e amoxicilina, que tém
espectro de acdo maior, que inclui também
bactérias gram-negativas. As cefalosporinas
sdo subdivididas em geragdes, baseado na
estrutura bioquimica da droga e atividade
antibacteriana, sendo as de terceira geragdo
mais amplamente utilizadas a campo, por
exemplo, o ceftiofur, com melhor indicaggo
contra bactérias gram-negativas, portanto
com boas indicagdes para uso em doengas
respiratorias de suinos (Songer e Post, 2005;
Spinosa et al., 2006).

O florfenicol ¢ um analogo sintético do
cloranfenicol, e possuem mecanismo de
acdo semelhante. Entretanto o florfenicol
possui um atomo de fllior em sua molécula,
que auxilia na evasdo ao mecanismo de
resisténcia de Dbactérias ao cloranfenicol,
porém sem os efeitos colaterais relacionados
a este ultimo, e de uso liberado dentro da
medicina veterinaria. Sdo efetivos contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas,
aerobias ou anaerdbias (Songer e Post, 2005;
Spinosa et al., 2006). Dentro das
lincosamidas, uma droga de amplo uso na
suinocultura é a lincomicina, porém esta
apresenta um espectro de acdo limitado,
tendo melhor efetividade contra bactérias
gram-positivas (Songer e Post, 2005;
Spinosa et al., 2006). Os macrolideos
possuem propriedades em comum com as
drogas do grupo das lincosamidas. Neste
grupo estdo a eritromicina, tilosina,
tylvalosina, leucomicina e tilmicosin, e estes
possuem efetividade contra gram-positivos
aerobios e anaerdbios e micoplasmas, no
entanto ndo apresentam boa eficacia perante
bactérias gram-negativas aerdbias (Songer e
Post, 2005; Spinosa et al., 2006). De
qualquer forma, a tilosina e o tilmicosin s&o
muito utilizados na suinocultura, sendo o
segundo indicado inclusive para doengas
respiratorias de suinos, assim como a
tiamulina, do grupo das pleuromutilinas, que
tem boas indicagdes para doencas
respiratorias e entéricas de suinos (Songer e
Post, 2005).

O grupo das sulfonamidas possuiu um
amplo espectro de agdo, porém hoje em dia
relata-se um uso limitado, devido a selegdo
de  intmeras linhagens  bacterianas
resistentes a estes compostos, porém pode-se
associa-las ao trimetoprim, e com agfo
sinérgica, potencializa a agdo das
sulfonamidas, ampliando o espectro para
bactérias gram-positivas e gram-negativas.
As tetraciclinas, que inclui clortetraciclina,
oxitetraciclina, doxiciclina e  outros,
possuem agdo contra bactérias gram-
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positivas e gram-negativas, aerébias e
anaerobias, ¢ micoplasmas (Songer e Post,
2005; Spinosa et al., 20006).

Os mecanismos de resisténcia sdo respostas
evolutivas desenvolvidas pelas bactérias e
podem ser classificados como constitutivos
ou intrinsecos, ou seja, propriedade natural
da bactéria de ndo susceptibilidade ao
mecanismo de acdo de certos principios
ativos, ou adquiridos, que sdo os mais
relevantes epidemiologicamente. Em geral,
estes sdo originados de mutagdes
cromossOmicas ou aquisi¢do horizontal de
elementos genéticos que as torna resistentes,
e a partir dai inicia a multiplicagdo de uma
linhagem Dbacteriana resistente a certo
composto antimicrobiano (Songer e Post,
2005).

No Brasil, Borowski et al. (2002) avaliaram
a sensibilidade de isolados de P. multocida
obtidos de casos de pleuropneumonia suina
no estado do Rio Grande do Sul, e
observaram  maior  porcentagem  de
sensibilidade ao composto amoxicilina,
seguida por ceftiofur e tilmicosin. As
maiores taxas de resisténcia foram
observadas em relagdo a espectinomicina,
seguida por neomicina e enrofloxacina.
Heres (2009) demonstrou no mesmo estado
maior taxa de resisténcia a oxitetraciclina, e
nenhuma resisténcia foi observada a
enrofloxacina e ceftiofur. Em Santa
Catarina, Rebelatto et al. (2011) relatam
maior sensibilidade em rela¢do ao ceftiofur,
sulfazotina, trimetoprima e florfenicol, e
menores taxas em relagdo a clindamicina e
penicilina. Em um surto de pasteurelose em
suinos de termina¢do no Mato Grosso, Silva
et al. (2009) observaram que a
enrofloxacina, penicilina, ciprofloxacina e
norfloxacino apresentaram maiores taxas de
sensibilidade, a sulfonamida apresentou taxa
intermediaria, € ndo houve nenhum isolado
sensivel a lincomicina. Em Minas Gerais,
um laboratério de diagndstico avaliou
isolados de P. multocida do periodo de 2007

a 2011, e demonstrou maior sensibilidade
frente ao ceftiofur, florfenicol, amoxicilina,
doxiciclina, espectinomicina e tulatromicina.
As menores taxas de sensibilidade foram
percebidas em relacdo a lincomicina e
sulfadiazina (Maciel et al., 2011).

Existem poucos trabalhos cientificos que
determinam ao certo o mecanismo de
resisténcia de linhagens de P. multocida, e
poucos sdo os trabalhos que relatam a
avaliacdo de susceptibilidade de isolados de
campo regionalmente sendo a maioria
relatos de congressos, visto que faltam
pesquisas cientificas aprofundadas neste
assunto.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de
experimento

realizacio do

O experimento foi conduzido no laboratorio
de Patologia Veterinaria, do Departamento
de Clinica e Cirurgia Veterinarias (DCCV),
Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

3.2 Amostragem

Coletaram-se amostras provenientes de 28
diferentes rebanhos. No total, avaliou-se 44
pulmdes, sendo 25 amostras clinicas,
oriundos de 14 rebanhos diferentes (14/28;
50%), e 19 pulmdes coletados em
frigorifico, oriundos de outros 14 rebanhos
(14/28; 50%). As amostras clinicas sdo
provenientes de rebanhos com histérico de
doenga  respiratoria,  algumas  com
diagnéstico  prévio de  pasteurelose
pulmonar. Para a coleta, foram realizadas
visitas em seis granjas pré-selecionadas por
contato prévio com médicos veterinarios
responsaveis técnicos pelas propriedades,
que relatavam mortalidade de animais de
terminacdo, devido a doenga respiratoria.
Em cada uma, coletaram-se amostras de um
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a trés animais, com idade superior a 110
dias, com sinais clinicos tipicos de distirbios
respiratdrios, como dispneia, secre¢do nasal,
tosse, relutancia em se locomover, cianose
de focinho e orelhas, e, preferencialmente,
animais que ndo tivessem sido medicados
com antimicrobianos. Ainda, para compor as
amostras clinicas, foram incluidos no estudo
casos recebidos, de oito granjas com o
mesmo  perfil, para diagndstico no
Laboratério de Patologia Veterinaria da
Escola de Veterinaria da UFMG.

As amostras coletadas ao abate foram
obtidas em frigorifico localizado na regido
metropolitana de Belo Horizonte, e foram
coletados de um a trés pulmoes por lote de
rebanho abatido.

Foram incluidos na avaliacdo, somente
rebanhos onde se obteve isolamento em
cultura pura de P. multocida dos pulmdes
coletados. Amostras com isolamento
bacteriano misto ou que ndo apresentaram
nenhum crescimento bacteriano foram
excluidas do estudo. Como critério para
analise estatistica, utilizaram-se somente
pulmdes que apresentaram 4area de
pneumonia com extensdo igual ou superior a
34% em relacdo a area total do orglo,
segundo Halbur et al. (1995). Cada origem
foi identificada sequencialmente, de EO1 a
E29, seguido do numero que identifica o
animal amostrado. As amostras do rebanho
E27  foram  eliminadas devido a
caracterizacdo bioquimica ter revelado ndo
se tratar de P. multocida (Tabela 1).

Tabela 1: Listagem de rebanhos amostrados nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo ¢ Mato Grosso,

subdivididos pela origem das amostras.

Amostras Origem Rebanhos
Abate Frigorifico E04, E05, E06, E07, E17, E19, E20, E21, E22, E23, E24, E25, E26, E28.
Visita EO1, E03, E09, E10, E11, E29.

Clinicas

Diagnéstico E02, E08, E12", E13% E14", E15% E16', E18.

* Amostras provenientes de Sdo Paulo; §Amostras provenientes de Mato Grosso.

3.3 Coleta e remessa de material

Os animais selecionados para a coleta de
amostras clinicas nas propriedades visitadas
foram eutanasiados, de acordo com as
normas do Comité de FEtica em
Experimentagdo ~ Animal da  UFMG
(CETEA-111/11). Em seguida, foram
necropsiados e coletados pulmdes, coracdo e
traqueia, evitando manipulagdo excessiva e
contato com superficies contaminadas.
Quando se observou a presenga de exsudato
livre na cavidade toracica ou pericardica,
este material foi coletado utilizando-se
seringas ou suabes estéreis.

Todas as amostras foram coletadas em saco
plastico limpo, e imediatamente
refrigeradas, para envio ao laboratério e

processamento em um prazo maximo de 24
horas. O mesmo procedimento de remessa
foi adotado para as coletas realizadas no
frigorifico. Todas as amostras clinicas
enviadas para diagnostico  chegaram
corretamente acondicionadas, refrigeradas, e
em um prazo maximo de 48 horas apos a
coleta.

3.4 Processamento das amostras

Apods chegada ao laboratorio, todas as
amostras foram inicialmente identificadas e
fotografadas. Em seguida, foram avaliadas
quanto ao tipo de lesdo observada
macroscopicamente. Nos pulmdes, foram
descritas a extensdo e distribui¢do das areas
de consolidagdo, presenca de dareas de
necrose, hemorragia e abscessos. Quando se
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observou consolida¢do, realizou-se um
calculo de estimativa da 4area total

acometida, segundo Halbur et al. (1995)
(Figura 1).

Ventral

E

Dorsal

Figura 1: Representagdo esquematica de avaliagdo macroscopica de pulmoes, onde cada lobo pulmonar
recebe uma pontuagdo de area acometida em relagdo a pontuagdo de area total, totalizando 100 pontos,
segundo Halbur et al. (1995). (D — lado direito; E — lado esquerdo).

As alteragdes na pleura foram devidamente
avaliadas e descritas, como aspecto geral,
espessura, coloragdo e deposicdo de
exsudato na superficie. Os linfonodos
mediastinicos foram avaliados quanto a
coloragdo e ao tamanho, sendo classificados
como normal, linfadenomegalia discreta,
moderada ou acentuada. No coragdo, foram
consideradas a presenca de alteragdes no
epicardio e saco pericardico, actimulo de
material no interior de saco pericardico, e
possivel presenca de aderéncia destes entre
si e a tecidos adjacentes.

3.4.1. Cultivo e
Bacteriologico

Isolamento

Apés avaliagdo macroscopica de cada
pulmdo, foram selecionadas duas regides
com lesGes de consolidagdo evidentes. Todo

o processamento foi realizado em bancada
bacteriologica de uso exclusivo, com auxilio
de um bico de Bunsen. A superficie de cada
area escolhida foi flambada, utilizando-se
uma espatula metalica aquecida no fogo. Em
seguida, utilizando-se lamina de bisturi e
pinga estéreis, retirou-se um fragmento de 1
cm’, com imediata semeadura, por
impressio do fragmento em placas de Agar
MacConkey' (MCK) e Agar Casman Base®
acrescido de 5% de sangue ovino
desfibrinado (ASA). Nas placas de ASA era
realizada estria unica de Staphylococcus
aureus, fornecedor de nicotinamida-adenina-
dinucleotideo (NAD), para o crescimento de
microrganismos com esta exigéncia, como

! BD DIFCO™, Agar MacConkey, Catalogo 212123,
New Jersey, EUA

2BD BBL™, Casman Agar Base, Catalogo 211106,
New Jersey, EUA




A.  pleuropneumoniae e H. parasuis
(fendmeno de satelitismo). O mesmo
procedimento foi realizado em areas com
outros tipos de lesdes, tais como pleurite e
pericardite, em especial naquelas onde se
observou exsudacdo de fibrina. As placas de
ASA  foram incubadas em  jarra
bacteriologica, a 37° Celsius (C), em
ambiente de microaerofilia, obtido com uma
vela acesa no interior da jarra
hermeticamente fechada. As placas de MCK
foram incubadas em aerobiose, também a
37°C. Todas as placas foram avaliadas apos
36 e 60 horas de incubagdo, para verificagdo
de crescimento bacteriano.

3.4.2 Identificacao dos isolados

A avaliagdo das placas, todas as coldnias
observadas foram avaliadas quanto a
morfologia, e submetidas a provas
bioquimicas apropriadas, como descrito por
Quinn et al. (1994), para identificacdo dos
isolados. Os testes utilizados foram: prova
da catalase, através da observagdo de
borbulhamento em agua oxigenada comum,;
teste da oxidase, através de reacdo em tira’;
utilizacdo da ureia, através da reagdo em
Caldo Ureia®, produgio de H,S, formagio de
indol e motilidade, através do meio de SIM’
e coloragdo de Gram®. Quando confirmado
crescimento de P. multocida, foram
realizadas as provas fenotipicas da
hialuronidase (Carter e Rundell, 1975) e
acriflavina (Carter e Subronto, 1973), para
determinagdo dos subtipos capsulares A e D,
respectivamente.

As provas de utilizacdo de carboidratos
foram realizadas pelo laboratério de
bacteriologia da EMBRAPA Suinos e Aves,

3 LABORCLIN™, Tiras de Oxidase, Codigo 570661,
Parana, Brasil

4 BD DIFCO™, Urea Broth, Catalogo 227210, New
Jersey, EUA

> HIMEDIA™, Meio SIM, Referéncia M181-500g,
Parana, Brasil

¢ LABORCLIN™ Kit Coloragio de Gram, Parana,
Brasil

em Concoérdia, Santa Catarina, como parte
de um projeto de colaboragdo maior,
segundo protocolo proprio. Testou-se a
fermentacgdo dos substratos sorbitol, salicina,
rafinose, arabinose, maltose, sacarose,
lactose, xilose, glicose, trealose, monose,
esculina, dulcitol, manitol e nitrato.

3.4.3 Sensibilidade antimicrobiana

Todas as amostras isoladas e identificadas
como P. multocida foram repicadas em
caldo de enriquecimento Brain-Heart-
Infusion (BHI), na concentragio 0,5 da
escala de MacFarland. Em seguida, foram
submetidas a teste de sensibilidade a
antimicrobianos pela técnica de disco
difusio em Agar Muller-Hinton®, como
descrita por Bauer et al. (1966). A escolha
das drogas foi baseada no uso extensivo a
campo, sendo as seguintes selecionadas:
amoxicilina  (10pg)’, ceftiofur (30pg)’,
ciprofloxacina (5ug)’, doxiciclina (30pg)’,
enrofloxacina  (5ug)’,  espectinomicina
(100pg)’, florfenicol (30pg)’, gentamicina
(10pg)’, lincomicina (10pg)'™, norfloxacina
(10pg)’, penicilina G (10U)’, sulfonamida
(25pg)’, tetraciclina  (30pg)’, tiamulina
(30pg)"" e tilmicosina (15ug)’. A avaliagdo
dos halos de sensibilidade foi realizada de
acordo com instrugdes dos fabricantes,
sendo classificadas como  sensiveis,
parcialmente sensiveis e resistentes. Para
efeito de contabilizacdo final, amostras
parcialmente sensiveis foram consideradas
resistentes.

3.4.4. Processamento Histoldgico

Fragmentos de 2 cm?® foram coletados de
todos os pulmdes, selecionando areas com
lesdes aparentes, tais como consolidagdo,

7 BD BACTO™, Brain Heart Infusion, Catalogo n°
237500, New Jersey, USA

8 HIMEDIA™, Muller Hinton Agar, Mumbai, India
° SENSIFAR-VET CEFAR®, Sio Paulo, Brasil

1 DME® Sensidisc

" Novartis
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abscessos, pleurite, além de fragmentos de
linfonodos mediastinicos e bronquiais.
Coletou-se ainda coragdo, porém somente
aqueles com lesdes macroscopicas, como
pericardite. Estes foram fixados, por um
periodo de 72 horas, em solugdo de formol
tamponado a 10%, e, posteriormente,
processados pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina, seguido de microtomia
e coloragdo histologica pela técnica de
Hematoxilina e Eosina (Luna, 1968). Todas
as laminas foram avaliadas a microscopia
optica, seguindo critérios previamente
padronizados (Anexo I).

3.4.5. Imuno-histoquimica

Todas as amostras coletadas foram
submetidas a técnica de imuno-histoquimica
(IHQ) para deteccdo de antigeno de M.
hyopneumoniae, PCV2 e Influenza tipo A.
Utilizando-se o0 mesmo processamento
histologico previamente citado, foram
obtidas secdes de 3um dos tecidos
parafinizados em laminas silanizadas, para
execugdo da IHQ pelo método da
streptavidina'> marcada com peroxidase e
solugdo de cromégeno amino-etil-carbazol'?
(AEC). O protocolo utilizado foi o mesmo
para PCV2 e Influenza (Anexo II), porém
para o primeiro, foi dada preferéncia a
fragmentos de linfonodos e pulmoes, e foi
utilizado anticorpo policlonal leporino anti-
PCV2 na dilui¢do de 1:800 (Souza et al.,
2008). Para Influenza, foram utilizados
fragmentos de pulmdes e traqueia, e
utilizou-se  anticorpo monoclonal anti-
Influenza A'* (anti-nucleoproteina, clones
Al, A3 Blend), na dilui¢do de 1:1000,
segundo Haines et al. (1993) e Vincent et al.
(1997). Considerou-se positivas amostras
com marcacdo em vermelho no citoplasma
de linfocitos e histiocitos, no caso de THQ

12 Dako LSAB+ System —HRP Biotinnylated, cat n°
K0690, INVITROGEN, Carpinteria, USA

13 Dako, Corporation, AEC Substrate-Chromogen, cat
n°. K3464, INVITROGEN, Carpinteria, USA

' Millipore, Billerica, MA

para PCV2. Para Influenza, a marcagéo
positiva em vermelho foi verificada no
citoplasma de células epiteliais de
bronquios, bronquiolos e de glandulas
peribronquiais, e também em células
epiteliais de revestimento e glandulas de
submucosa na traquéia. Em todas as baterias
de ITHQ foram incluidos controles positivos e
negativos.

A THQ para deteccdo de M. hyopneumoniae
foi realizada no laboratério de Patologia na
Embrapa Suinos e Aves (Concoérdia, Santa
Catarina), segundo protocolo proprio, como
parte de um projeto de colaboragdo mais
abrangente, utilizando para tal anticorpo
policlonal anti-proteina p36. As marcagdes
positivas foram observadas em vermelho no
epitélio de vias aéreas, e foram classificadas
segundo a intensidade em leve (+),
moderada (++) e intensa (+++).

3.5 Analise Estatistica

As amostras foram avaliadas
estatisticamente, com relagdo a presenca de
lesdes macroscopicas e microscopicas, €
diferencas entre amostras clinicas, coletadas
em granjas, ¢ amostras oriundas de coletas
em frigorifico, pelo teste Exato de Fisher,
para analise de distribui¢do de frequéncias,
de acordo com o tamanho amostral. Todas
as analises foram executadas pelo programa
Statistix, versdo 2.0, com significancia de
95% (p<0,05). A extensdo de area de
pneumonia de amostras clinicas e de
frigorifico foi avaliada pelo teste ndo
paramétrico de  Mann-Whitney, com
significancia de 95% (p<0,05).

4. RESULTADOS

4.1 Amostragem

Trés rebanhos sdo localizados no estado de
Sao Paulo, dois no Mato Grosso e todos os
demais em Minas Gerais. As amostras
obtidas de Minas Gerais (23/28; 82,1%)
foram provenientes da Zona da Mata (07/23;
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Figura 2: Mapa de localizagdo dos municipios dos rebanhos incluidos no experimento, em cada
mesorregido do estado de Minas Gerais. Foram avaliadas amostras de 28 rebanhos, entretanto, em cinco
rebanhos nao foi possivel a obten¢do do municipio de origem.

30,4%), da regido metropolitana de Belo
Horizonte (03/23; 13,1%), do Triangulo
Mineiro e Alto Paranaiba (03/23; 13,1%), da
regido Oeste (03/23; 13,1%), da regido Sul
(01/23; 4,3%), e da regido Noroeste (01/23;
4,3%) (Figura 2). Em cinco rebanhos
mineiros amostrados em frigorifico (05/23;
21,7%) ndo foi possivel obter informacdes
de origem na data da coleta no frigorifico.

4.2  Isolamento Bacterioldgico

4.2.1 Identificacao de isolados

Houve o isolamento de P. multocida em 44
pulmdes, assim como de pleura em quatro
casos, epicardio em dois casos, e a partir do
exsudato livre na cavidade pleural em dois
casos.

Foram identificadas como P. multocida as
colonias de crescimento exclusivo em ASA,
de tamanho médio, cor branco-acinzentada,
com aspecto mucoide, odor adocicado, ndo

hemolitica e que ndo apresentaram
satelitismo. Estas foram submetidas as
provas bioquimicas previamente citadas, e
identificadas como tal aquelas que
demonstraram o seguinte resultado: catalase
positiva, oxidase positiva, urease negativa,
indol positiva, auséncia de produgdo de H,S
e auséncia de motilidade (Quinn et al.,
1994). O tipo capsular mais frequente foi o
tipo A (90,9%), e o tipo D foi encontrado
somente em quatro amostras (9,1%),
oriundas de dois rebanhos diferentes, ambos
obtidos em frigorifico (E04.1, E04.2, E04.3
e E21.1) (Figura 3 A, B).

A avaliacdo de utilizacdo dos carboidratos
foi realizada somente nos 44 isolados de
pulmdo, ndo sendo possivel avaliar os
isolados de pleura, pericardio e liquido
cavitario. Nenhum isolado fermentou
dulcitol (0/44; 0%), e 43 fermentaram
sorbitol (43/44; 97,7%), portanto, foram
classificadas como P. multocida subespécie
multocida, de acordo com o tipo de
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classificagdo proposta por Quinn et al.
(1994) e Davies (2004). Um unico isolado,
obtido de granja (E29.3) (1/44; 2,3%) nao
fermentou sorbitol nem dulcitol, e foi
classificado como P. multocida subespécie
septica, segundo Davies (2004).

Em nenhum isolado observou-se a presenga

de gelatinase, assim como nenhum isolado
fermentou arabinose e lactose. Entretanto,
todos fermentaram sacarose, glicose,

monose € manitol. A fermentacdo de xilose,
trealose, salicina, rafinose, esculina e
maltose foi variavel, ou seja, alguns isolados
fermentaram e outros ndo, assim como a
transformagdo de nitrato em nitrito também
foi variavel em um isolado.

Figura 3: A: Pasteurella multocida tipo A: colonias médias, acinzentadas, de aspecto mucoéide, nio
hemoliticas (Agar sangue - ASA). B: Teste da hialuronidase: placa de ASA com colénias de P. multocida
tipo A e estria de Staphylococcus aureus (*). Nota-se morfologia de colonias de P. multocida de menor
tamanho, quando localizadas préximo a estria (seta). C e D: Sensibilidade a antimicrobianos (teste de
disco difusdo em Agar Miiller-Hinton): enrofloxacina (ENO), ceftiofur (CTF), tiamulina (TIAMU),
espectinomicina (EPT), lincomicina (LIN), ciprofloxacina (CIP), amoxacilina (AMO), penicilina (PEN),
norfloxacina (NOR). Nota-se ao redor de cada disco, halo de auséncia de crescimento bacteriano (seta
longa), exceto para lincomicina (seta curta), onde houve crescimento bacteriano ao redor de todo o disco,

indicando resisténcia ao principio ativo.
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4.2.2 Sensibilidade
antimicrobianos

bacteriana a

A avaliagdo de  sensibilidade a
antimicrobianos realizada nos 44 isolados de
pulmdes demonstrou que o ceftiofur foi a
droga que apresentou a maior taxa de
sensibilidade (43/44; 97,7%), seguido de
espectinomicina (42/44; 95,4%) e florfenicol
(40/44;  90,9%). As drogas que
demonstraram menores taxas de
sensibilidade foram lincomicina, com
nenhum isolado sensivel (0/44; 0%); seguida
da penicilina (17/44; 38,6%) e gentamicina
(23/44; 52,3%). As taxas de sensibilidade
dos 44 isolados de pulmdes, em relacdo a
cada droga avaliada, s@o demonstradas na
Figura 4 ¢ ilustradas na Figura 3 C, D.

Um isolado de amostra clinica (E15.1) foi
sensivel a somente trés drogas, um isolado
de amostra coletada de frigorifico (E05.1)
foi sensivel a quatro drogas, e um isolado de

amostra clinica (E15.2) foi sensivel a cinco
drogas. Vinte isolados apresentaram
resisténcia de cinco a 12 drogas. Trés
isolados foram sensiveis a 14 drogas, sendo
um de amostra clinica (E01.2) e dois de
amostras de frigorifico (E12.1 e E23.1).

Na Figura 5, observa-se o perfil de
sensibilidade das amostras clinicas e de
frigorifico. Houve diferenca de sensibilidade
antimicrobiana entre cepas isoladas de
pulmdes destes dois grupos somente no caso
da Amoxicilina (p<0,05), j4 que houve
maior resisténcia em cepas isoladas de
amostras clinicas. O perfil de sensibilidade
dos quatro isolados obtidos em pleura
(E03.6; E18.1; amostras clinicas), pericardio
(E22.1; frigorifico) e liquido cavitario
(E29.1; amostra clinica), ¢ demonstrado na
Figura 6, onde comparou-se estes resultados
com o perfil de sensibilidade dos isolados de
pulmaio, respectivamente em cada caso.
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Figura 4: Perfil de sensibilidade das 15 drogas avaliadas frente aos 44 isolados de Pasteurella multocida

obtidos de pulmdes.
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Figura 5: Porcentagem de isolados sensiveis a cada um dos 15 antimicrobianos testados,
comparativamente entre amostras clinicas (n=25) e de frigorifico (n=19). * diferenca estatistica
significativa entre amostras clinicas e de frigorifico, para p<0,05.
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Figura 6: Comparagao do perfil de sensibilidade de isolados de Pasteurella multocida obtidos de pulméao
e extrapulmonar, em quatro amostras, frente a 15 antimicrobianos. * diferenga estatistica significativa,
para p<0,05, entre isolado de pulmao e extrapulmonar, respectivamente em cada caso.
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4.3 Alteracdes anatomopatologicas

4.3.1 Macroscopia

4.3.1.1 Pulmoes

A avaliagio macroscopica, a lesdo mais
observada foi de pneumonia, com areas de
consolidagdo com  distribuigdo  cranio-
ventral, observadas em 43 dos 44 (97,7%)
pulmdes analisados (Figura 7 A, B). Nestas,
os lobos apicais e intermediarios, direitos e
esquerdos, e lobo acessorio apresentavam-se
de consisténcia firme, coloragdo vermelho-
escuro, ¢ ao corte fluia secregdo viscosa de
coloragdo brancacenta. A média geral de
area de pneumonia observada foi de 48%,
com minimo de 8% e maximo de 90% de
comprometimento. Amostras coletadas em
frigorifico  apresentaram  extensdo de
pneumonia com minimo de 8% e maximo de
80%, média de 41% de area comprometida e
40% de mediana, inferior ao observado em
amostras provenientes de granjas
(p=0,0408), que apresentaram média de 54%
e mediana de 55%, com minimo de 20% e
maximo de 90%, em animais com idade
entre 90 a 170 dias. A unica amostra em que
ndo se observou pneumonia (El11.1)
pertencia a um animal oriundo de granja
(amostra clinica), que apresentava sinais
clinicos respiratérios tipicos, € a necropsia
apresentou pleurite fibrinosa difusa aguda
grave, associado a 4reas multifocais de
aderéncia entre pleuras parietal e visceral e
formacdo de abscessos extrapulmonares,
adjacentes a pleura e pericardio, com
aderéncia de todos estes tecidos entre si,
além de material purulento livre na cavidade
toracica. Neste caso, foi isolada P. multocida
de pulmio, pleura, pericardio, abscessos e
do exsudato purulento livre na cavidade
toracica, apesar da auséncia de pneumonia a
macroscopia. Ainda, este animal apresentou
exsudagdo de fibrina na cavidade abdominal,
com deposicdo de fibrina sobre bago, figado
e entre as algas intestinais, porém ndo foi
possivel o isolamento a partir destes locais.

Em todos os casos, observou-se secregdo
catarral no lumen das vias aéreas inferiores.
Em 15 amostras (15/44; 34,1%) a pleura
apresentava-se espessa, rugosa e¢ de cor
brancacenta, com distribui¢do difusa a
multifocal, caracterizadas como pleurite. Em
nove havia deposicdo de fibrina (EO1.1,
E03.6, E10.3, E11.1, E18.1, E18.2, E18.3,
E29.1, E29.2, todas amostras clinicas), em
variados graus, caracterizadas como pleurite
fibrinosa aguda, de onde foi possivel o
isolamento de P. multocida em quatro casos
(Figura 7C). Ainda, observou-se aderéncia
seca de pleura parietal em pleura visceral em
cinco destes casos, 0 que sugere curso
cronico, e foram caracterizadas como
pleurisia (E03.6, E03.7, EO08.1, EIl1.1,
E18.2, amostras clinicas). Em trés delas
havia um padrio misto de acometimento,
com areas de pleurisia multifocais
adjacentes a outros com deposicdo de
fibrina. Houve diferenca (p<0,05) na
avaliacdo da ocorréncia de pleurite entre
amostras clinicas e coletadas ao abate.

Outras  alteragdes  observadas  foram
abscessos pulmonares em seis casos (E01.1,
E01.2, El12.1, amostras clinicas; E04.3,
E07.3, E20.1, coletados em frigorifico)
(Figura 7G), e um abscesso extrapulmonar,
que envolvia pleuras parietal e visceral e
saco pericardico (E11.1, amostra clinica),
sem diferenga estatistica de ocorréncia entre
os grupos. Areas avermelhadas no
parénquima pulmonar que se aprofundavam
ao corte, sugestivas de hemorragia, foram
encontradas em cinco amostras (E02.1,
E03.6, El11.1, E14.1, amostras clinicas;
E19.1, amostra de abate), onde também nao
houve diferenga estatistica significativa
entre amostras clinicas ou de frigorifico.

Para efeito de avaliacdo estatistica foram
eliminadas oito amostras com area de
pneumonia inferior a 34% da extensdo total
do pulmio, e consequentemente animais
com idade inferior a 110 dias, sendo quatro
amostras clinicas (E08.1, E09.1, El11.1,
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E16.1), que eliminam trés rebanhos (EO08,
Ell, E16), e quatro amostras de frigorifico
(E04.2, E04.3, E04.4, E06.2), que elimina
somente um rebanho (E04). No total,
contabilizaram-se 36 amostras, oriundas de
24 rebanhos (Tabela 2). Neste caso, a
avaliacdo da extensdo da area de pneumonia
ndo mostra diferenca significativa entre
amostras  clinicas e de frigorifico
(p=0,0534), entretanto, a ocorréncia de
pleurite mantém a significncia estatistica
como mais frequente em amostras clinicas
(Tabela 2).

4.3.1.2 Outros 6rgaos

Pericardite foi observada em dez casos
(10/44; 22,7%), sendo que duas estavam em
estdgio  inicial, apresentando  apenas
espessamento do saco pericardico, com
discreto aumento da quantidade de material
translucido no interior, sugestivo de edema
(E18.1; E18.3; amostras clinicas). Duas
amostras apresentaram exsudagdo de fibrina
(E03.6; E10.3; amostras clinicas) (Figura 7
D, E e F), e foram caracterizadas como
pericardite fibrinosa aguda ou subaguda.
Seis amostras demonstravam espessamento
do pericardio com aderéncia seca do saco
pericardico ao  epicardio,  sugerindo
cronicidade (E03.7, E08.1, E10.2, E16.1,

E18.2, clinicas; e E22.1, de frigorifico).
Desta ultima (E22.1) foi possivel obter
isolamento da P. multocida do interior do
saco pericardico. Os casos de pericardite
concentraram-se em amostras clinicas,
mostrando apenas uma tendéncia numérica,
sem significancia estatistica (p=0,1).

Os linfonodos  mediastinicos  foram
avaliados somente em 33 casos das 44
amostras coletadas, devido a dificuldades na
coleta. Vinte e quatro linfonodos (24/33;
72,7%) apresentaram aumento de volume de
moderado a acentuado (Figura 7H). A
superficie de corte destes apresentava-se de
cor marrom ou avermelhada, sugerindo
estarem reativos. Dentro do critério de
inclusdo para andlise estatistica, foram
avaliados somente 29 linfonodos, sendo 18
amostras clinicas e 11 amostras de abate, e
23 destas apresentaram aumento de volume.
Observou-se diferenca significativa
(p=0,0185) para a ocorréncia de
linfadenomegalia moderada a grave em
amostras clinicas (Tabela 2).
Linfadenomegalia discreta ou auséncia de
alteragdes nos linfonodos mediastinicos
foram observadas em nove casos.

Tabela 2: Alteragdes macroscopicas em amostras clinicas e de frigorifico.

Média Liquido  Linfadeno
Amostras Extensao Abscesso  Hemorragia  Pleurite Pericardite quice .
¥ Cavitiario  megalia*
Pneumonia
Clinicas o/ a a a a a a
(n=21) 58% 3 3 11 7 1 17
Frigorl'fico o0/a a a b a a b
(n=15) 48% 2 1 2 1 0 6
Total 5 4 13 8 1 23
(n=36) (13,9%) (11,1%) (36,1%) (22,2%) (2,8%) (79,3%)*

¥ Caélculo da média da extensdo de pneumonia, segundo Halbur et al. (1995). Foram excluidas amostras
com extensdo de pneumonia inferior a 34% da area total do 6rgdo. * Linfadenomegalia moderada a grave.
Foram avaliados somente 29 linfonodos mediastinicos, sendo 18 oriundos de amostras clinicas, ¢ 11 de
frigorifico. a,b: em colunas, nimeros seguidos de letras distintas, diferem estatisticamente entre si
(p<0,05), entre amostras clinicas e de frigorifico.
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Em dois casos, observou-se exsudato na
cavidade toracica, ambos em amostras
clinicas. Em uma, de aspecto purulento
(E11.1), e na outra, havia um liquido
translucido (E29.3). De ambos foi possivel o
isolamento de P. multocida.

4.3.2 Histopatologia

A avaliag@o histopatologica dos 36 pulmdes
com extensdo de pneumonia superior a 34%,
revelou broncopneumonia neutrofilica em
29 amostras, caracterizada por reagdo
inflamatoria constituida predominantemente
de neutréfilos, nos espagos alveolares e no
limen de brénquios e bronquiolos. Ao redor
destes e de vasos sanguineos observou-se,
além da presenca de neutréfilos, também
linfocitos, plasmoécitos e histidcitos (29/36;
80,5%) (Figura 8A).

Cinco amostras (5/36; 13,9%) demonstraram
um padrdo misto de pneumonia (E02.1,
E09.1, EI10.2, E10.3, EIl4.1, amostras
clinicas), onde se observou em alguns
fragmentos pneumonia broncointersticial ou
pneumonia intersticial linfohistiocitéarias, e
em outros fragmentos do mesmo pulmao,
broncopneumonia neutrofilica, porém a
ultima sempre prevalecendo. Ainda, dois
casos (2/36; 5,5%) apresentaram somente
pneumonia broncointersticial (E05.1, coleta
em frigorifico; E12.1, amostra clinica), ou
seja infiltragdo inflamatéria ao redor de
bronquios e bronquiolos e em parede
alveolar, porém sem envolvimento de lumen
das vias aéreas, e nestas o infiltrado
inflamatorio era predominantemente
mononuclear, com linfocitos, histidcitos e

plasmocitos. Ndo houve diferenca entre
amostras clinicas e obtidas em frigorifico.

No lamen de alvéolos foi possivel observar
alteragdes circulatorias marcantes, tais
como: presenca de material homogéneo e
hialino, sugestivo de edema, em 94% dos
casos; exsudacdo de fibrina, em 81%; e
hemorragia, em 42%. As mesmas alteragdes
foram observadas em espagos interlobulares,
porém em menor frequéncia, sendo 64%,
58% e 22%, respectivamente, portanto, foi
considerado curso agudo ou subagudo em 33
amostras (33/36; 91,7%) (Figura 8C, D).
Em trés (3/36; 8,3%) ndo havia alteragdes
circulatorias marcantes, porém observou-se
proliferagdo de fibroblastos em alvéolos e
espaco interlobular, associada a areas
multifocais de necrose alveolar e de vias
aéreas, o que sugere cronicidade.

Foi realizada uma caracterizagdo especifica
do quadro inflamatorio de vias aéreas, onde
se avaliou a presenca de infiltracdo
inflamatoria ao redor de bronquios e
bronquiolos, em lamina prépria e ao redor
das glandulas peribronquiais. Detectou-se
bronquite e  bronquiolite linfohistio-
plasmocitarias de moderada a grave em 25
casos (25/36; 69,4%), e discreta em oito
(8/36; 22,2%). Nao houve diferenca
estatistica entre amostras clinicas ou
coletadas em frigorifico (Tabela 3). O
tecido linféide broncoassociado (BALT —
Broncho-associated lymphoid tissue)
mostrou-se sem alteragdes em 17 casos,
porém em 19 (19/36; 52,8%) havia
hiperplasia de leve a moderada. Destes, oito
eram amostras clinicas, e 11 de frigorifico,

Figura 7: A: Pneumonia crinio ventral — vista dorsal. Areas de consolidagdo em lobos apicais. B:
Pneumonia cranioventral — vista ventral. Areas de consolidagdo em lobos apicais e ventral C: Pleurite
fibrinosa em lobos apicais direito, associado a hemorragia em regido dorsal do lobo diafragmatico direito
(amostra E03.6). D: Pericardite fibrinosa, com actimulo de quantidade moderada de exsudato
avermelhado com grumos de fibrina (seta) (amostra E03.6). E: Pulmao: Pleurite e pericardite fibrinosas
grave, com aderéncias de folhetos pericardicos (amostra E10.3). F: Pericardite fibrinopurulenta subaguda
grave, com areas de aderéncias entre saco pericardico e epicardio (amostra E10.3). G: Pulméo: Area de
consolidacdo cranioventral, com abscesso em lobo médio esquerdo (detalhe) (amostra E01.2). H:
Linfonodo mediastinico: Linfadenomegalia acentuada (seta).
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Figura 8: A: Broncopneumonia: Intensa infiltraca espag e ao redor de
bronquios e bronquiolos. Liimen das vias aéreas repleto de células inflamatorias e restos celulares (seta).
Intensa congestdo. HE, 40X. B: Bronquiectasia: extensa area de necrose de bronquiolo, com restos
celulares e grumos bacterianos no centro, e infiltracdo celular ao redor da area de necrose (amostra
EOL.1). HE, 40X. C: Pulmao: Infiltragdo neutrofilica, edema e fibrina (seta) em espago alveolar. Intensa
congestdo. HE, 200X. D: Pulmio e pleura: Pleurite fibrinosa aguda. Intensa exsudag@o de fibrina e
presenga de edema em espago interlobular (IL), espago subpleural e pleura (P). Intensa congestdo. HE,
200X. E: Pleurite cronica (E11.1). Acentuado espessamento de pleura (P), com intensa proliferacdo de
fibroblastos. HE, 40X. F: Linfonodo mediastinico: Linfadenite neutrofilica fibrino-hemorragica aguda
grave. Intensa infiltracdo neutrofilica, associada a intensa exsudac¢do de fibrina e hemorragia multifocal
(amostra E18.2). HE, 200X.
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havendo diferenca significativa entre elas
(p=0,0489) (Tabela 3). Em nenhuma
amostra observou—se hiperplasia de BALT
acentuada.

Bronquiectasia ocorreu em 10 amostras
(10/36; 27,8%), onde havia extensa necrose
de bronquios, associada a hemorragia,
grande quantidade de fibrina, grumos
bacterianos e neutrofilos degenerados
(E01.1, EO1.2, E03.6, E03.7, E10.3, E18.1,
E18.2, E18.3, amostras clinicas; e E20.1 ¢
E25.1, de frigorifico), sem diferenca
estatistica  significativa entre amostras
clinicas e oriundas de abate (Tabela 3)
(Figura 8B).

Pleurite foi observada em 14 casos (14/36;
38,9%), caracterizada por infiltracdo
inflamatoria predominantemente
linfohistiocitaria.  Nove  (9/36;  25%)
apresentaram curso cronico, com marcante
proliferacdo de fibroblastos (Figura 8E).
Pleurite aguda ocorreu em cinco casos (5/36;
13,9%); em seis (6/36; 16,7%) havia
exsudacdo de fibrina (Figura 8D); ¢
hemorragia ocorreu somente em uma

amostra (1/36; 2,8%). Nao houve diferenca
estatistica para ocorréncia de pleurite em
amostras clinicas e oriundas de frigorifico
(Tabela 3).

A avaliagdo de linfonodos demonstrou
infiltragdo maci¢a de neutrofilos em doze
amostras (12/29; 41,4%) das 29 avaliadas,
caracterizando linfadenite neutrofilica aguda
moderada a grave; e em quatro destas (4/29;
13,8%) havia hemorragia associada. Todas
estas amostras apresentaram linfade-
nomegalia moderada a grave a avaliagdo
macroscopica, e oito delas eram oriundas de
granja. Em outras trés (3/29; 10,3%)
observou-se somente hemorragia
subcapsular moderada a grave, todas
oriundas de frigorifico. Nao houve diferenca
estatistica  significativa entre amostras
clinicas e oriundas de abate. Uma unica
amostra (E18.2, amostra clinica),
demonstrou linfadenite fibrino-hemorragica
e neutrofilica aguda grave (Figura 8F).
Nenhuma amostra apresentou deplecio
linfoide e/ou infiltragdo histiocitaria (Tabela
3).

Tabela 3: Alteragdes histopatologicas em amostras clinicas e de frigorifico.

Amostras Bronquiectasia  Bronquite® Hlpg:ﬂf\;;a de Pleurite  Linfadenite*
Clinicas a a b a a
(n=21) 8 15 8 10 8
Frigorifico a N a a a
(n=15) 2 10 11 4 4
Total 10 25 19 14 12
(n=36) (27,8%) (69,4%) (52,8%) (38,9%) (41,4%)*

Amostras com extensdo de pneumonia superior a 34% (n=36). § Bronquite moderada a grave. ¥
Hiperplasia de tecido linfoide broncoassociado leve a moderada; ndo houve hiperplasia acentuada.
*Avaliou-se somente 29 linfonodos mediastinicos. a, b: em colunas, nimeros seguidos de letras distintas,
diferem estatisticamente entre si (p<0,05), entre amostras clinicas e de frigorifico.
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4.4  Imuno-histoquimica

No total geral de pulmdes avaliados (n=44),
20 foram positivos para Influenza tipo A na
IHQ (20/44; 45,5%). Vinte e trés resultaram
positivas para M. hyopneumoniae (23/44;
52,3%), sendo oito com marcacdo leve (+),
dez com marcagdo moderada (++) e cinco
com marcagdo intensa (+++). Doze amostras
(12/44; 27,3%) apresentaram infec¢do mista
de Influenza tipo A e M. hyopneumoniae. A
IHQ de PCV2 revelou apenas uma amostra
com marcagao positiva (E21.1), porém esta

marca¢do foi notada apenas em dois
histiocitos de linfonodo mediastinico, € ndo
havia alteragdes histologicas sugestivas de
infecgdo por PCV2 em pulmao e linfonodos.
Portanto, esta amostra foi interpretada como
negativa para circovirose, baseado na
necessidade da associacdo de achados
histologicos  sugestivos e  marcagdo
antigénica moderada a grave (Souza et al.,
2008). Esta tnica amostra que apresentou
marcagdo para PCV2, foi positiva para
Influenza tipo A (Tabela 4).

Tabela 4: Perfil de positividade para Mycoplasma hyopneumoniae, Influenza tipo A e Circovirus suino
tipo 2, detectadas pela imuno-histoquimica, nas 44 amostras de pulmdo com isolamento prévio de

Pasteurella multocida, provenientes de 28 rebanhos.

Agentes Amostras Rebanhos
Circovirus suino tipo 2 0 0
Influenza tipo A somente 8 2
M. hyopneumoniae somente 11 6
Influenza A e M. hyopneumoniae 12 13

Amostras com extensdo de pneumonia
inferior a 34% foram excluidas da
comparagdo entre amostras clinicas e de
frigorifico. =~ Amostras  positivas  para
Influenza tipo A apresentaram bronquite
linfohistioplasmocitaria de moderada a
grave (15/18; 83,3%); destas, cinco
apresentaram  também  bronquiectasia
(E03.7, E10.3, EI18.1, EI18.3, amostras
clinicas; e E20.1, obtida em frigorifico).

Trés amostras positivas, simultaneamente
para M. hyopneumoniae e Influenza tipo A,

apresentaram bronquiectasia, sendo estas as
mesmas acima citadas (E03.7, EI18.1 e
E20.1). Onze amostras com marcagdo
positiva leve a moderada para M.
hyopneumoniae apresentaram hiperplasia de
BALT em grau leve a moderado; nenhuma
amostra demonstrou hiperplasia acentuada
de BALT. Todas as amostras com marcagao
intensa (+++) tiveram infec¢do mista de M.
hyopneumoniae e Influenza tipo A (E12.1,
E19.1, E20.1, E24.1, coletadas ao abate)
(Tabela 5).



Tabela 5: Lesdes histopatologicas relacionadas a infec¢des mistas de Pasteurella multocida e
Mycoplasma hyopneumoniae, ou P. multocida e Influenza tipo A, os trés agentes ou somente P.

multocida, em amostras clinicas e de abate®.

Imuno-histoquimica Amostras Hip erpla51¥a de Bronquiectasia Bronquite®
BALT

M. hyopneumoniae
Amostras clinicas 5 1
Amostras de frigorifico 3 1 0 1
M. hyopneumoniae + Influenza A
Amostras clinicas 5 2 2 3
Amostras de frigorifico 5 5 1 4
Influenza A
Amostras clinicas 6 2 6
Amostras de frigorifico 2 1 0 2
Pasteurella multocida somente
Amostras clinicas 5 1 3 3
Amostras de frigorifico 5 4 1 3

£ Nao foram incluidas nesta tabela amostras com extensdo de pneumonia inferior a 34% da area total do

orgio (n=36). ¥ BALT: Tecido linfoide

linfohistioplasmocitarias moderada a grave.

4.5 Pasteurella multocida de alta
patogenicidade

Treze amostras (13/44; 29,5%) apresentaram
a bacteriologia cultivo puro de P. multocida,
e resultados negativos na IHQ para os trés
agentes pesquisados. Destas, sete eram
amostras clinicas (7/25; 28%), e seis
oriundas de frigorifico (6/19; 31,5%). Com
excecdo da amostra E11.1, todas causaram
pneumonia, com extensdo de 23% a 80% de
area pulmonar (Tabela 6). Cada amostra era
oriunda de um rebanho diferente, e em seis
rebanhos, pulmdes de outros animais
amostrados demonstraram positividade para
outras doen¢as concomitantes através da
IHQ. Assim, somente sete rebanhos
demonstraram deteccdo isolada de P.
multocida, no entanto foi avaliada amostra
de apenas um animal de cada um destes
rebanhos.

As amostras clinicas EO1.1, E03.6, E11.1 e
E18.2 demonstraram pleurite fibrinosa
grave, e nenhuma amostra coletada em

broncoassociado. § Bronquite e bronquiolite

frigorifico apresentou pleurite (Tabela 6).
Pericardite foi observada em trés amostras
clinicas, sendo que a E03.6 havia exsudag@o
de fibrina, e outras duas (E16.1, E18.2)
apresentavam um curso mais avangado,
evoluindo para cronicidade, com aderéncia
ao epicardio e sem exsudacdo de fibrina.
Das amostras coletadas em frigorifico,
somente uma demonstrou pericardite
(E22.1) (Tabela 6), porém estava em curso
subagudo, sem aderéncias, e de onde foi
possivel o isolamento de P. multocida.

A avaliacdo de linfonodos mediastinicos das
amostras clinicas foi possivel somente em
seis casos, € nestas observou-se aumento de
volume moderado a grave em trés casos
(EO1.1, E03.6, E18.2), discreto em um caso
(E11.1), e auséncia de alteragdes em dois
(E14.1 ¢ E16.1) (Tabela 6). A microscopia,
somente a amostra FE18.2 apresentou
alteragdes histologicas marcantes, com
linfadenite fibrino-hemorragica e
neutrofilica moderada aguda (Figura 8F).
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Tabela 6: Caracterizagdo de amostras clinicas e coletadas em frigorifico, com diagnéstico de somente

Pasteurella multocida.

Extensio de

Amostra Idade . Pleurite Pericardite Linfadenomegalia
pneumonia

E01.1 120 dias 75% Sim Sim
E03.6 120 dias 50% Sim Sim Sim
El11.1 154 dias 0% Sim
El4.1 110 dias 35%
E15.3 120 dias 40% NR
El6.1 90 dias 27% Sim
E18.2 149 dias 80% Sim Sim Sim
E04.4 Frigorifico 23% NR
E05.1 Frigorifico 40% NR
E07.1 Frigorifico 40% NR
E22.1 Frigorifico 64% Sim
E23.1 Frigorifico 80% Sim
E25.1 Frigorifico 60% Sim

NR: ndo realizado.

De trés amostras oriundas de frigorifico ndo
foi possivel coletar linfonodos, portanto
somente trés foram avaliadas, e destas, duas
demonstraram  aumento de  volume
moderado a acentuado (E23.1 e E25.1), e a
amostra E22.1 ndo apresentou alteragéo
(Tabela 6). A histologia, as amostras E22.1
e E25.1 apresentaram somente hemorragia
subcapsular moderada; ndo houve infiltragdo
inflamatoria nas amostras avaliadas.

A avaliagdo histologica de pulmdes, doze
apresentaram broncopneumonia neutrofilica,
exceto EO05.1 (abate) que apresentou
pneumonia broncointersticial. Doze
amostras demonstraram curso agudo ou

subagudo, com presenca de edema e fibrina
em espaco alveolar. Somente a amostra
clinica EO1.1 apresentou curso cronico.
Bronquite linfohistiocitdria de moderada a
grave esteve presente em oito amostras,
sendo quatro de amostras clinicas, e quatro
de abate. Bronquiectasia ocorreu em quatro
amostras, sendo trés destas oriundas de
casos clinicos (EO1.1, E03.6, E18.2), ¢
somente uma coletada ao abate (E25.1).

Nao houve diferenca estatistica significativa
para a ocorréncia de  alteragdes
macroscopicas em amostras com diagndstico
de somente P. multocida e as outras com
infecgdes concomitantes (Tabela 7).

Tabela 7: Alteragdes macroscopicas de amostras com diagnostico de somente de Pasteurella multocida,

e demais amostras com infecgdes concomitantes.

Média de

Amostras Extensao Abscesso Hemorragia Pleurite Pericardite qu'u l,d?

. ¥ Cavitario
Pneumonia

P. multocida 0/a a a a a

(n=13) 51% 3 4 4 1

Co-infeccio 0/ a a a a

(n=31) 47% 7 11 6 1

Total

(n=44) 10 15 10 2

¥ Areas de consolidagdo com distribuigdo cranioventral. Média da extensdo de pneumonia, segundo
Halbur et al. (1995). a, b: em colunas, nimeros seguidos de letras distintas diferem estatisticamente entre

si, para p<0,05.
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5. DISCUSSAO

A P. multocida é um agente de grande
importancia dentro do PRDC, e diversos
trabalhos brasileiros (Borowski, 2001;
Morés, 2006; Borowski et al., 2007; Kich et
al., 2007, Heres, 2009) e internacionais
(Kim et al., 2003; Cappuccio et al., 2004;
Pijoan, 2006; Hansen et al., 2010;
Wellenberg et al., 2010; Pors et al., 2011)
relatam seu envolvimento. Neste estudo,
avaliou-se a participagdo desta em quadros
de doenca respiratéria em suinos de
terminagdo, onde se confirmou a existéncia
de co-infeccdo deste agente com o virus da
Influenza tipo A e com M. hyopneumoniae,
em rebanhos suinos de Minas Gerais, Sdo
Paulo e Mato Grosso, mas ndo com o PCV2
(Tabela 4). Estudos brasileiros ja relataram
a participagdo da P. multocida em infecgdes
respiratorias em Santa Catarina (Morés,
2006), e no Rio Grande do Sul (Borowski et
al., 2002; Heres, 2009). No entanto, para as
regides sudeste e centro-oeste ndo foram
localizados trabalhos cientificos a respeito,
encontrando-se somente relatos publicados
em congressos que sugerem a importancia
da P. multocida para o quadro respiratorio
na regido (Barbosa et al., 2009; Silva et al.;
2009; Maciel et al., 2011). Apesar de ndo ser
um estudo de carater epidemioldgico, com
objetivo de determinar a prevaléncia desta
enfermidade, foi possivel observar a
ocorréncia desta bactéria em rebanhos
localizados nas principais regides produtoras
de suinos no estado de Minas Gerais, como
Zona da Mata, regido metropolitana de Belo
Horizonte, Tridngulo Mineiro e Alto
Paranaiba e Sul, segundo Garcia e Aguiar
(2010).

Os resultados do presente trabalho revelam
participagdo maci¢a do sorotipo A nos casos
de pleuropneumonia avaliados, e somente
quatro isolados eram sorotipo D, todos
obtidos de pulmodes coletados em
frigorificos. Estes dados estdo de acordo
com a literatura que relata maior

participacdo do sorotipo A, e que o sorotipo
D pode estar envolvido, porém em menor
frequéncia (Borowski, 2001; Davies et al.,
2003; Pijoan, 2006; Borowski et al., 2007,
Bethe et al., 2009; Boyce et al., 2010), e
corroboram os dados de Heres (2009). No
entanto, Morés (2006) encontrou maior
frequéncia do sorotipo D em amostras
obtidas de frigorificos (27,3%), porém esta
frequéncia foi muito semelhante a do
envolvimento do sorotipo A (24%) nas
amostras por ele avaliadas.

No presente estudo, ndo foi possivel realizar
a pesquisa do gene foxA, responsavel pela
codificacdo da toxina dermonecrdtica. No
entanto, sua importdncia em quadros de
pleuropneumonia ¢ discutivel (Pijoan, 2006;
Borowski et al., 2007; Boyce et al., 2010).
Outros trabalhos relatam a auséncia deste
gene em amostras obtidas de quadros
pulmonares (Borowski et al., 2002; Heres,
2009; Hansen et al., 2010; Costa et al,
2011), mas apesar disto, esta caracterizacao
serda feita posteriormente em todas as
amostras, como continuacdo deste trabalho.

A caracterizagdo bioquimica dos isolados
demonstrou resultados como esperados para
utilizacdo de alguns substratos, no entanto
ndo se comportou como esperado, de acordo
com a literatura para outros (Holt et al.,
1994). A fermentagdo de dulcitol e sorbitol
identificaram a presenca da subespécie
septica em uma amostra, ¢ multocida nas
demais, segundo Quinn et al. (1994) e
Davies (2004). Esta tnica amostra da
subespécie septica (E29.3) pertence ao
mesmo rebanho de outras duas amostras da
subespécie multocida (E29.1 e E29.2). Esta
maior ocorréncia da subespécie multocida
estd de acordo com a literatura para quadros
patologicos de suinos (Boyce et al., 2010), e
corrobora outros estudos (Borowski, 2001;
Davies et al., 2003; Heres, 2009). O isolado
da amostra E05.1 (frigorifico) esteve fora do
padrdo para salicina, rafinose e esculina; a
E23.1 (frigorifico) ndo esteve no padrio
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esperado para salicina e rafinose. Em relagéo
a maltose, espera-se que nenhuma cepa
tenha a capacidade de fermentagdo, e neste
caso 43 (97,7%) fermentaram, e somente
uma esteve dentro do proposto (E29.2;
amostra clinica). Somente um isolado nao
transformou nitrato em nitrito (E28.1;
frigorifico). Este tipo de variagdo ja foi
relatado por Borowski et al. (2002) e Heres
(2009), no entanto outros autores afirmam
que este comportamento fenotipico da P.
multocida ndo necessariamente representa
grupos genotipicos distintos, e que esta
classificagdo de subespécies proposta nio
revela relacdes filogenéticas, e tampouco
engloba toda a diversidade genética da
espécie (Davies, 2004; Boyce et al., 2010).
Diversos  pesquisadores ja  utilizaram
técnicas moleculares para tentar estabelecer
relacdo entre isolados de P. multocida
obtidos de casos clinicos, no entanto ndo
obtiveram resultados conclusivos que
padronizassem a caracterizagao e
propusessem uma nova classificagdo
(Borowski et al., 2002; Chen et al., 2002;
Lainson et al., 2002; Davies et al., 2003;
Bethe et al., 2009; Tang et al., 2009), e
portanto pesquisas neste sentido devem ser
realizadas a fim de detectar marcadores
genéticos que melhor caracterizem este
agente.

A caracterizagdo de sensibilidade a
antimicrobianos (Figura 4) revelou maior
taxa de resisténcia a lincomicina, a qual no
houve nenhum isolado sensivel, assim como
relataram Maciel et al. (2011) e Rebelatto et
al. (2011). Este achado esta de acordo com
Songer e Post (2005) e Spinosa et al. (2006),
que relatam indicagdo deste antimicrobiano
para bactérias gram-positivas. Spinosa et al.
(2006) sugere a possibilidade de haver
resisténcia cruzada da lincomicina com
macrolideos, como o tilmicosin, ¢ com a
tiamulina, devido a propriedades em comum
destas classes de antibioticos, fato este ndo
observado neste trabalho, ja que ambas
demonstraram acima de 30 isolados

sensiveis a cada uma delas, dentre os 44
isolados avaliados (Figura 4). A tetraciclina
também esteve entre as drogas com menor
quantidade de isolados sensiveis, e esta de
acordo com Spinosa et al. (2006) que
relatam redugdo da atividade terapéutica
deste antimicrobiano ao longo dos anos,
provavelmente  devido a  resisténcia
adquirida por bactérias, e corrobora o0s
achados de Heres (2009), no Rio Grande do
Sul. A doxiciclina, droga da mesma classe,
apresentou boa taxa de isolados sensiveis,
assim como relata Maciel et al. (2011), em
Minas Gerais.

O ceftiofur e a amoxicilina apresentaram
boas taxas de sensibilidade (Figura 4), o
que esta de acordo com a literatura, que
indica um espectro de acdo voltado para
bactérias gram-negativas (Songer e Post,
2005; Spinosa et al., 2006), assim como
corrobora os achados de Borowski et al.
(2002) e Heres (2009), ambos no Rio
Grande do Sul, Rebelatto et al. (2011), em
Santa Catarina, e Maciel et al. (2011), em
Minas Gerais. A baixa taxa de sensibilidade
da penicilina ¢ esperada, ja que tem melhor
indicagdo para bactérias gram-positivas
(Spinosa et al., 2006). Dentre as
fluorquinolonas, a norfloxacina teve melhor
desempenho, e a enrofloxacina e a
ciprofloxacina apresentaram marcante taxa
de resisténcia, fato este que corrobora os
achados de Borowski et al. (2002), no Rio
Grande do Sul, e contraria Silva et al.
(2009), no Mato Grosso. A espectinomicina
apresentou a segunda melhor taxa de
sensibilidade frente aos 44 isolados, e este
achado esta de acordo com Maciel et al.
(2011), em Minas Gerais, no entanto
contraria os achados de Borowski et al.
(2002), no Rio Grande do Sul.

Nota-se que o perfil de sensibilidade a
antimicrobianos varia muito entre casos
clinicos avaliados e regides do Brasil.
Ressalta-se a importancia de determinar ao
certo o perfil de sensibilidade as drogas
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utilizadas em cada rebanho com a finalidade
da indicagdo mais eficaz e uso racional de
antimicrobianos a campo. O uso extensivo e
inadequado a campo pode permitir a sele¢do
de cepas resistentes as drogas utilizadas,
assim como levar a um custo inapropriado
com medica¢do ao indicar drogas que ndo
apresentem o espetro de acdo esperado para
o agente envolvido no quadro, ou que para
aquele rebanho ja apresente resisténcia. Néo
foi possivel localizar durante a realizagdo
deste trabalho, trabalhos que relatem
mecanismos de resisténcia da P. multocida,
e talvez esta seja uma indicagdo para
realizacdo futura.

A avaliagdo de sensibilidade de isolados
obtidos de amostras clinicas
comparativamente com amostras obtidas ao
abate, somente demonstrou diferenca
significativa para a amoxicilina, com menor
taxa de sensibilidade para isolados oriundos
de casos clinicos. Uma tendéncia numérica
também ¢é observada para outras sete drogas
(Figura 5). Este achado pode sugerir
circulagdo de cepas mais resistentes
envolvidas em casos clinicos, que levaram
estes animais a enfermidade grave e
mortalidade, ao contrario daqueles que
chegaram a idade de abate, apesar da doencga
respiratoria. Na mesma linha de pensamento,
o perfil de sensibilidade de isolados obtidos
de pulmao e extrapulmonares,
comparativamente, foi diferente (Figura 6).
Das quatro amostras avaliadas, duas
demonstraram perfil de sensibilidade do
isolado extrapulmonar menor em relagdo ao
obtido do pulmao, apesar de existir diferenca
estatistica somente para uma delas (E29.3).
Estas amostras, além de apresentarem um
quadro anatomopatologico mais grave, em
relacio ao que ¢ citado na literatura a
respeito da participagdo da P. multocida em
quadros pneumonicos, os isolados obtidos
das mesmas ainda demonstram maior taxa
de resisténcia aos antimicrobianos, o que
pode sugerir uma adaptagdo evolutiva destas
bactérias. Mais estudos a este respeito

devem ser realizados, a fim de determinar se
existe algum marcador genético nestes
isolados, que justifique o comportamento
dentro deste quadro.

A avaliag@o anatomopatologica das amostras
revelou um tipo de lesdo esperada, segundo
a literatura (Pijoan, 2006; Caswell e
Williams, 2007). Quarenta e trés amostras
(43/44) apresentaram pneumonia com areas
de consolidagdo de distribuicdo cranio-
ventral, com secrecdo catarral em vias
aéreas, no entanto para efeito de avaliagéo
estatistica e comparagdo entre casos clinicos
e obtidos em frigorifico eliminou-se
amostras de pulmao com area de pneumonia
inferior a 34% de extensdo. Assim, esta
comparagdo demonstrou que as amostras
clinicas apresentavam maior extensdo de
pneumonia, porém sem diferenga estatistica
quando comparado as obtidas em frigorifico
(p=0,0534). Ainda, como esperado,
observou-se abscessos e hemorragia nestas
amostras, também sem diferenca estatistica
entre amostras clinicas e oriundas de abate,
porém houve diferenca para a ocorréncia de
pleurite (p=0,0328) e de linfadenomegalia
moderada a grave em amostras clinicas
(p=0,0185) (Tabela 2).

Quinze amostras apresentaram pleurite
(15/44; 34,1%), e nove destas tinham
caracteristicas de deposic¢do de fibrina, assim
como dez amostras apresentaram pericardite
(10/44; 22,7%), sendo que duas delas
apresentavam severa exsudacdo de fibrina, e
outras seis ja estavam em um curso mais
avancado, apresentando aderéncias. Estes
achados contrariam a literatura (Pijoan,
2006; Caswell e Williams, 2007), onde se
diz que a P. multocida ndo seria capaz de
levar a um quadro com marcante exsudagao
de fibrina em pleura e pericardio, sendo
estas lesdes tipicas de agentes tais como, A.
pleuropneumoniae e H. parasuis, ausentes
nas amostras aqui estudadas. No entanto,
nossos achados corroboram o relato de Kich
et al. (2007) e Hansen et al. (2010). Ainda,
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na tentativa de eliminar amostras com
pneumonia de pequena extensdo,
eliminaram-se oito amostras com quadro
aparentemente menos grave, com extensao
de pneumonia inferior a 34%. Com isso,
eliminou-se uma amostra com quadro
anatomopatoldgico diferenciado. A amostra
E11.1, oriunda de um animal de 154 dias de
idade, ndo apresentou  pneumonia
macroscopicamente, somente pleurite e
peritonite fibrinosas, formacao de abscessos
a partir de pleura, pericardio e tecidos
adjacentes, e também havia acumulo de um
exsudato purulento livrte na cavidade
toracica. Neste caso, foi possivel o
isolamento puro de P. multocida tipo A dos
locais de lesdo, exceto na cavidade
abdominal, assim como foi citado por Kich
et al. (2007), na j& referida inoculagdo
experimental.

A avaliagio histolégica, encontraram-se
alteracdes pulmonares dentro da expectativa
para infeccdo por P. multocida, com
broncopneumonia neutrofilica em 34
amostras, associada a alteracdes circulatorias
marcantes, como edema e hemorragia. No
entanto, havia marcante exsudagdo de
fibrina em espagos alveolar, interlobulares e
subpleurais, inclusive nas amostras com
diagnostico unico de P. multocida, bem
como pleurite fibrinosa em seis casos, lesoes
estas ndo descritas por Pijoan (2006) e
Caswell e Williams (2007) no caso de
infeccdo por este, ou mesmo por outros
agentes, como M. hyopneumoniae ou
Influenza tipo A. Ainda, nenhuma
apresentou outras alteragdes histologicas
sugestivas de infecgdo por A
pleuropneumoniae ou A. suis, apesar desta
presenca marcante de fibrina em diversas
amostras (Caswell e Williams, 2007).
Portanto, nossos resultados corroboram os
achados de Kich et al. (2007) e Hansen et al.
(2010), que sugerem a capacidade da P.
multocida de causar exsudagdo de fibrina
em pulmao e pleura.

Bronquiectasia foi observada em dez
amostras (10/36; 27,8%). Trés destas
apresentaram infeccdo mista de M.
hyopneumoniae, Influenza tipo A e P.
multocida, e duas apresentavam infecgdo por
Influenza tipo A associada a P. multocida.
Pijoan (2006) e Caswell e Williams (2007)
afirmam que este tipo de lesdo ¢
frequentemente observada quando existem
infec¢des mistas, que levam a necrose de
bronquios e bronquiolos. No entanto, quatro
amostras negativas para PCV2, M.
hyopneumoniae e Influenza tipo A, com
diagnoéstico tinico de P. multocida (E01.1,
E03.6, E18.2, amostras clinicas; ¢ E25.1,
frigorifico) também apresentaram
bronquiectasia, sugerindo que este agente
isoladamente foi capaz de causar um quadro
de tal gravidade. Bronquite e bronquiolite
linfohistioplasmocitarias foram observadas
em todas as amostras com positividade para
Influenza tipo A, como era de se esperar,
considerando ser este o tipo de lesdo
inerente a infecg@o por este virus (Caswell e
Williams, 2007). No entanto, ndo foram
observadas alteragdes em epitélios bronquial
e bronquiolar, também esperadas, como
hiperplasia epitelial e/ou necrose. Este fato
pode ser explicado pelo estagio da infecgdo,
em fase precoce ou adiantada, ndo sendo
possivel a deteccao destas alteragdes.

A avaliacdo microscopica de linfonodos
mediastinicos demonstrou que ndo houve
infiltragdo  histiocitaria marcante e/ou
deplegdo linfoide, lesdes sugestivas de
infec¢do por PCV2, portanto este achado é
coerente com os resultados de negatividade
a IHQ para este agente nas amostras
avaliadas. Ja infiltracdo neutrofilica foi
observada em 41,4% das amostras avaliadas,
e hemorragia em sete amostras, como era de
se esperar em casos com infec¢do por P.
multocida (Caswell e Williams, 2007). Um
unico caso (E18.2) apresentou linfadenite
neutrofilica  fibrino-hemorragica  grave,
amostra que demonstrou positividade apenas
para P. multocida, o que pode sugerir que
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esta lesdo e a presenca da fibrina podem
estar relacionados a este agente.

Na tabela 7 nota-se que ndo existe diferenga
estatistica significativa quanto a presenga de
lesdes macroscopicas entre amostras com
diagnostico unico de P. multocida e aquelas
com infec¢des concomitantes, inclusive
quanto a média de extensdo de pneumonia
observada. Porém, na tabela 6, nota-se que
existe uma tendéncia numérica em relagdo a
presenca de pleurite, pericardite, liquidos
cavitarios e linfadenomegalia em amostras
clinicas, com diagnostico unico de P.
multocida; e que as amostras obtidas ao
abate apresentaram quadro
anatomopatoldgico de menor gravidade, ja
que ndo apresentaram as patologias
supracitadas, com excecdo a E22.1, que
apresentou  pericardite aguda. A P
multocida ¢ considerada um microrganismo
comensal no trato respiratdrio de suinos, e
de baixa patogenicidade para o hospedeiro
(Davies et al., 2003; Pijoan, 2006), portanto,
neste caso, pode-se tentar correlacionar estes
isolados de amostras de frigorifico a cepas
oportunistas de P. multocida.
Eventualmente, a saude pulmonar destes
animais ficou prejudicada ndo por agentes
infecciosos primarios, e sim por outros
desafios ambientais e de manejo a que estes
animais foram expostos, e este agente
comensal pode ter causado um quadro
patogénico (Honnold, 2009).

Os isolados obtidos de amostras clinicas
estdo envolvidos em um quadro geral de
maior extensdo e gravidade (Tabela 6).
Nesta tabela, observa-se a ocorréncia de
pleurite e pericardite em amostras com
isolamento unico P. multocida. Em quatro
casos observou-se pleuropneumonia
fibrinosa, ¢ em um destes (E03.6) havia
pericardite fibrinosa associada. Nossos
resultados demonstram que isoladamente,
este agente foi capaz de causar lesdes com
marcante exsudagdo de fibrina em pleura,
pericardio, pulmdo, e inclusive em um

linfonodo mediastinico (E18.2), assim como
causar bronquiectasia em quatro amostras.
Ainda, observou-se um caso de pleurite
fibrinosa grave na auséncia de pneumonia
(E11.1). Contrariando aquilo que diz a
literatura quanto ao tipo de lesdo esperada
pela infecg¢@o por este agente, estes achados
podem sugerir o envolvimento de cepas de
P. multocida de maior patogenicidade, que
foram capazes de alterar o padrio de
alteragdes anatomopatologicas encontradas
quando havia o envolvimento desta.

No entanto, neste estudo ndo foi possivel
pesquisar marcadores de patogenicidade que
poderiam determinar estas caracteristicas.
Todos os isolados de P. multocida foram do
sorotipo A, exceto a E04.4, que é sorotipo
D. Os isolados da E05.1 € E23.1, ambos de
frigorifico, apresentaram um comportamento
diferente do esperado em algumas provas de
fermentagdo de acucares, ¢ nenhum dos
isolados de amostras clinicas apresentou
comportamento fora do esperado perante
estas provas, exceto para a maltose; porém,
ndo ¢ possivel inferir que estes sejam
marcadores seguros para caracterizar estas
cepas. Ainda, duas amostras (E06.3 e E22.1)
que tiveram isolamento extrapulmonar,
foram testadas quanto a sensibilidade a
antimicrobianos (Figura 6), e, como citado
anteriormente, foi possivel observar um
perfil variado entre elas e os isolados de
pulmdo do mesmo animal, ja que o isolado
extrapulmonar demonstrou maior taxa de
resisténcia.  Apesar de ndo  haver
significancia estatistica, este dado pode
servir como mais um indicio de que haja
algum tipo de diferenca inerente a cepas de
alta patogenicidade que determinariam, por
exemplo, maior lesdo tissular e exsudacdo de
fibrina, além de capacidade de disseminagdo
sistémica.

Técnicas moleculares serdo de grande valia
como método alternativo na caracterizagio e
epidemiologia de amostras de P. multocida
de casos clinicos, ja que métodos
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tradicionais ndo tém sido efetivos para tal. E
necessario determinar corretamente fatores
de viruléncia ainda desconhecidos, que
levem a quadros clinicos de maior gravidade
do que aqueles conhecidos tradicionalmente.
Serd necessario ainda para estabelecer
relacdes clonais entre cepas obtidas de
amostras de campo (Borowski et al., 2002;
Boyce et al., 2010). Davies et al. (2003)
afirmam que proteinas de membrana externa
apresentam heterogeneidade entre cepas, e
que este pode ser um bom marcador para
determinar relagdes epidemiologicas entre
elas, no entanto, pouco se sabe sobre estas
proteinas, inclusive seu papel na
patogenicidade do microrganismo. Ainda
sugere fortemente que existam diferentes
clones envolvidos em casos pulmonares ou
de RAP, mas pouco se sabe a respeito.

Davies et al. (2003) sugerem duas teorias
com relacdo a possivel manifestagdo clinico-
patologica de diferentes cepas de P.
multocida. A primeira ¢ que ha uma pequena
diversidade genética entres amostras de P.
multocida, ja que representam a microbiota
normal do sistema respiratorio de suinos, e
que seriam capazes de causar quadro
patogénico em animais predispostos. A
outra, diz que amostras oriundas de animais
doentes apresentariam menor diversidade
genética, uma vez que um pequeno numero
de clones seria capaz de causar doenca
primaria. Portanto, serd necessario comparar
amostras obtidas de animais saudaveis, ou
seja, de cepas comensais, com as cepas
isoladas de animais doentes, para entdo
determinar a diversidade genética existente
entre amostras. Se esta segunda teoria se
confirmar, os mesmos autores afirmam que
existe a possibilidade de a P. multocida se
comportar como um agente primario.

Nas amostras avaliadas neste estudo, nio
houve positividade para PCV2 a THQ. Este
achado pode estar vinculado a utilizagdo
macig¢a de vacinac¢do nos rebanhos suinos da
regido, porém seria necessario um estudo de

prevaléncia mais abrangente para avaliar a
verdadeira situagdo desta enfermidade nas
regides sudeste e centro-oeste. Por outro
lado, nota-se a presenga ainda marcante do
M. hyopneumoniae, como ¢ relatado na
literatura (Kich et al., 2010), assim como a
ascensdo da Influenza tipo A (Schaefer et
al., 2011). Das amostras avaliadas neste
estudo, 20 foram positivas para Influenza
tipo A, e oito destas apresentavam infecgéo
concomitante com M. hyopneumoniae, além
da P. multocida, o que reforga o conceito de
sindrome multifatorial  (Pijoan, 2006;
Honnold, 2009; Kich et al., 2010; Hansen et
al., 2010; Schaefer et al., 2011).

Neste trabalho, avaliou-se a participacdo da
P. multocida em quadros respiratorios de
suinos de terminagdo, e comparou-se
amostras obtidas de animais ao abate e de
casos clinicos de granjas, onde foi possivel
notar uma tendéncia geral para maior
gravidade em amostras oriundas de casos
clinicos, com pleuropneumonia fibrinosa e
pericardite. Estes animais foram
selecionados, baseando-se em sinais clinicos
evidentes, ¢ que na maioria dos casos,
levaram estes suinos ao Obito antes que
chegassem ao abate, caracterizando um grau
acentuado da doenca. Em algumas amostras,
foi possivel detectar o envolvimento apenas
da P. multocida, que sugere a sua
participacdo direta nos quadros e na
mortalidade animais terminados. Estudos
mais amplos e mais aprofundados sdo
necessarios e estdo sendo conduzidos, com o
intuito de definir a real importincia deste
agente nestes quadros de doengas
respiratorias em suinos de terminagio. E de
grande importancia determinar possiveis
marcadores que justifiquem estes quadros de
maior patogenicidade encontrados em
amostras de campo com envolvimento unico
de P. multocida.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo avaliou a participagdo da
P. multocida em quadros respiratorios de
suinos de terminacdo, e¢ demonstrou a
ocorréncia de casos de pleuropneumonia
fibrinosa com envolvimento unico deste
agente, o que indica sua participacdo
primaria dentro do quadro. Amostras
clinicas, quando comparadas a amostras
obtidas de frigorifico, demonstraram quadro
anatomopatologico mais grave, o que sugere
envolvimento de cepas de  maior
patogenicidade em casos clinicos. Estudos
mais amplos e aprofundados sdo necessarios
para determinar possiveis marcadores
envolvidos nestes quadros de maior
gravidade.
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ANEXO 1

Bronquios

Exsudato limen

Infiltrado peribronquial

Infiltrado periglandular

Infiltragdo Lam. propria

Hiperplasia epitelial

Deg/Necrose epitelial

Bronquiectasia

Bronquiolo

Exsudato laimen

Hiperplasia epitelial

Deg/Necrose epitelial

Fibrina limen

Infil. peribronquiolar

BALT

Bronquios

Bronquiolos

Alvéolos

Infiltragdo Septo

Hiperplasia PNM tipo II

Exsudato no limen

Fibrina

Edema

Necrose

Hemorragia

Fibroplasia

Infiltra¢@o perivascular

Espacos interlobulares

Edema

Fibrina

Fibroplasia

Infiltrado inflamatorio

Pleura

Fibrina

Células inflamatérias

Fibroplasia

Linfonodos

Deplecio

Infiltragdo Inflamatoria

Cél. Multinucleadas

Traquéia

Infiltrado Inflamatério

Necrose de Epitélio

Perda Ciliar

Exsudato limen

Infiltrado periglandular

pd: plasmdcitos; UJ: linfdcitos; nd: neutiréfilos; Md: histiscitos
0: ausente; 1: leve; 2:moderado; 3:intenso
ANEXO ITI

Protocolo - IMUNOHISTOQUIMICA

Influenza tipo A e Circovirus suino tipo 2

Xilol — 3 minutos
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16.
17.
18.
19.
20.
21.
22,
23.
24,
25.
26.

Xilol — 3 minutos

Xilol — 3 minutos

Xilol — 3 minutos

Alcool 100% - 3 minutos

Alcool 90% - 3 minutos

Alcool 80% - 3 minutos

Alcool 70% - 3 minutos

Agua destilada — 3 minutos

PBS + H,0, (sol. 3%)- 30 minutos (PBS 242,5 mL + 7,5 mL H,0, =250 mL)

PBS — 30 minutos

Proteinase K 0,05% - 37°C — Camara umida — 5 minutos

PBS - 5 minutos

Leite em p6 Molico (20mL PBS + 0,5g leite) - 37°C — Camara imida — 45 minutos

Anticorpo Primario - 37°C — Camara timida — 45 minutos
Influenza — 1:1000 (1mL Anticorpo : 999mL PBS = 1000mL) ou (5pL : SmL)
Circovirus — 1:800 (10uL Anticorpo : 8mL PBS)

PBS — 5 minutos

Anticorpo Biotinilado — T® ambiente — camara umida — 30 minutos

PBS — 5 minutos

Streptavidina — T® ambiente — camara timida — 25 minutos

PBS — 5 minutos

AEC — T° ambiente — cdmara umida — 10 minutos (*utilizar luvas)

Agua destilada — 5 minutos

Agua de torneira — 5 minutos

Hematoxilina — até 1m30seg (dependendo se estiver nova ou muito usada)

Agua de torneira corrente — até descorar o excesso

, oqe . 1
Laminula — utilizar meio de montagem aquoso'’

15 Dako® - Faramount Aqueous Mounting Medium
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