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RESUMO

BEZERRIL, Juliana Evangelista. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2009. Avaliacdo da co-infeccdo do circovirus suino 2 com Mycoplasma
hyopneumoniae em amostras de pulmdes coletadas em abatedouro. Orientadora:
Marlene Isabel Vargas Viloria. Coorientadores: Laércio dos Anjos Benjamim e
Marcia Rogéria de Almeida Lamégo.

A circovirose suina, causada pelo circovirus suino tipo 2 (PCV2), e a
pneumonia enzodtica suina, causada pelo Mycoplasma hyopneumoniae, sdo doengas
infecto-contagiosas de grande importdncia na suinocultura mundial, ambas causam
pneumonias com diferentes formas de apresentagdo. Tém distribuicdo cosmopolita e
estdo entre as principais causas de perdas econdmicas. O presente trabalho foi realizado
com o objeto de avaliar a coinfec¢do entre Circovirus suino 2 e o Mycoplasma
hyopneumoniae, por meio da reagdo da polimerase em cadeia em tempo real (qQPCR),
técnica de imunoistoquimica e exames histopatologicos. Cento e vinte fragmentos de
pulmdes, sendo 45 com lesdes macroscopicas (CLM) e 75 sem lesdes macroscopicas
(SLM) foram analisados pela histopatologia. Destes, foram selecionadas aleatoriamente
32 amostras (sendo 16 sem lesdes macroscopicas e 16 com lesdes macroscopicas) para a
realizagdo dos testes de imunoistoquimica (para a detec¢do do Mycoplasma
hyopneumoniae) e qPCR (para deteccdo do PCV2). Nao foi observada diferenca
significativa entre os grupos (SLM e CLM) em nenhum dos testes, o que indica que a
auséncia de lesdes macroscopicas ndo descarta a possibilidade da presenca dos agentes
nem de lesdes microscopicas. A técnica de histopatologia representou uma importante
ferramenta para se aproximar ao diagnostico. Embora as lesdes ndo sejam
patognomonicas para os agentes avaliados, elas sdo bastante sugestivas dos quadros
viral e bacteriano, e esses achados, aliados a presenga de sinais clinicos e deteccao do
agente (que sdo mais frequentemente realizados por qPCR e imunoistoquimica),
confirmam o diagnostico de cada agente isoladamente ou da coinfecgdo. Apesar das
amostras analisadas pelo qPCR terem apresentado grande numero de resultados
negativos e baixa carga viral, diversos autores relatam que o pulmao ¢ um dos 6rgdos
com menor carga viral de PCV2, sendo desta forma os 6rgdos linfoides, principais alvos

do PCV2, mais indicados para a quantificagdo viral. Foi verificada uma correlagdo
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positiva do teste de imunoistoquimica com o teste histopatologico de acordo com o teste
estatistico de Pearson, o que confirma a presenga do agente nas lesdes observadas na
histopatologia. Estudos futuros utilizando a coleta de linfonodos (6rgao alvo do PCV2)
e amostras coletadas de diferentes regides anatomicas pulmonares devem ser realizados

para avaliar a co-infec¢do de uma forma mais acurada.



ABSTRACT

BEZERRIL, Juliana Evangelista. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, february, 2009.
Evaluation of co-infection of porcine circovirus 2 with Mycoplasma
hyopneumoniae in lung samples collected from slaughterhouse. Advisor: Marlene
Isabel Vargas Viloria. Co-advisers: Laércio dos Anjos Benjamim and Marcia Rogéria
de Almeida Lamégo.

The porcine circovirus, caused by the porcine circuvirus type 2 (PCV 2), and the
porcine enzootic pneumonia, caused by the Mycoplasma hyopneumoniae, are infectious
contagious diseases of great importance for worldwide swine production, both causes
pneumonias with different presentation patterns. They have cosmopolite distribution
and are among the major causes in economic losses. This work was made aiming the
evaluation of the co-infection between porcine circovirus 2 (PCV2) and Mycoplasma
hyopneumoniae  using real time polymerase chain reaction (qPCR),
immunohistochemistry and histopathological analyses. 120 lungs fragments, 45 being
from fragments with macroscopic lesions (CLM) and 75 being from fragments without
macroscopic lesions (SLM) were analyzed by histopathology procedures. Among these,
32 samples were randomly selected (being 16 without macroscopic lesions and 16 with
macroscopic lesions) for the immunohistochemistry analyses (for Mycoplasma
hyopneumoniae detection) and qPCR (for PCV 2 detection). No significant difference
was observed between the groups (SLM and CLM) on the tests, indicating that the
absence of macroscopic lesions doesn’t reject the possible presence of agents neither the
presence of microscopic lesions. The histopatological technique showed itself as an
important tool for diagnosis approach. Although the lesion are not patognomonic for the
agents in the analyses, they are quite suggestive about the viral and bacterium scene,
and these findings, together with the presence of clinical signs and agent detection
(more frequently made by qPCR and immunohistochemistry), confirm the diagnosis of
each agent isolated or co-infection. Although the samples analyzed by RT-PCR had
shown higher number of negative results and low viral quantity, many authors related
that lungs are among the organs with the lowest viral quantities of PCV2, being, for
that reason, the liver linfonodes, the main target of the PCV2, more indicated for viral
quantification. It was verified a positive correlation between the immunohistochemistry

analysis and the histopathology analysis using the Pearson statistical test, which
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confirms the presence of the agent in the histopathology observations. Forward studies
using linfonodes samples (target of the PCV2) and samples collected from different
lung anatomic regions must be realized for evaluation of a co-infection for more

accurate results.
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1- JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Com o crescimento da suinocultura e sua participagdo no agronegdcio mundial,
o aprimoramento das técnicas de manejo, nutrigdo e reproducdo de animais
geneticamente melhorados torna-se essencial. Entretanto, falhas nos programas de
sanidade podem comprometer o potencial da produ¢do. Baseando-se neste contexto, os
agentes infecciosos de suinos tém recebido grande atengao.

A suinocultura no Brasil constitui atualmente uma atividade organizada,
presente em aproximadamente 50% das propriedades rurais existentes no pais. O
rebanho suino brasileiro ¢ estimado em 36,5 milhdes de cabegas (IBGE, 2005) e ¢
considerado endémico para a sindrome do definhamento multissistémico pos-desmame
(PMWS) desde 1999, quando a EMBRAPA Suinos e Aves/Concordia/SC, identificou
pela primeira vez o circovirus suino 2 (PCV2) associado a PMWS (ZANELLA et al.,
2001). Porém, Zanella et al. (2003) detectaram a presenca do PCV2 em arquivos
teciduais de suinos desde 1988, comprovando assim a presenca do agente no Brasil bem
antes do primeiro isolamento viral associado a PMWS realizado no Canada.

Segundo o Levantamento Sistematico da Produgdo e Abate de Suinos (LSPS),
desenvolvido pela Associacao Brasileira de Industrias Processadoras e Exportadoras de
Carne Suina (Abipecs) em conjunto com a Embrapa Suinos e Aves, o Brasil mantém a
tendéncia de aumento no alojamento de matrizes do rebanho industrial. Este aumento
vem sendo verificado desde o final do ano de 2004 e deve se intensificar em 2008 e
2009. Assim, observa-se crescimento na oferta de carne de 4% a 5% ao ano. Com isso,
o Brasil ultrapassou a Unido Européia e o Canada no cenario da produgdo mundial de
carne suina, passando de 2,99% da produ¢do mundial em 2006 para 3,17% em 2007,
com estimativas de atingir 3,34% em 2008 (MIELE e GIROTTO, 2008).

Além das perdas diretas causadas pela morte dos animais, a PMWS determina
grandes prejuizos econdmicos em fungcdo de menor conversao alimentar, maior
susceptibilidade do animal a infec¢des secundarias e associacdo do virus com outros
patogenos, tais como: Sindrome Respiratoria e Reprodutiva Viral Suina (PRRSV),
parvovirus suino, Virus da Influenza Suina (SIV), Mycoplasma hyopneumoniae ¢
Haemophilus parasuis. Por conseguinte, torna-se muito importante o reconhecimento da

PMWS em granjas suinicolas (FRANCA et al, 2005).



No Brasil, os prejuizos causados pela circovirose suina sdo bastante expressivos.
Em um estudo realizado na regido sul do pais, foram encontrados indices de mortalidade
variando entre 2 a 10 % e a ocorréncia em 2003 foi estimada em 62% das unidades
produtoras de leitdo (UPL) e 66,7% das terminacdes estudadas. Estes dados levam a
uma estimativa de prejuizo em torno de 33 milhdes de reais por ano apenas para a
regido sul do Brasil (MORES, 2005).

A patogenia da infec¢ao pelo PCV2 ainda permanece ndo esclarecida, sabe-se
que a coinfeccdo desse virus com outros patogenos, como o Mycoplasma
hyopneumoniae sdo capazes de agravar a doenga (FERNANDES et al, 2006).

A pneumonia enzootica ¢ uma doenga altamente contagiosa, de distribuicdao
cosmopolita e ¢ considerada uma das principais causas de perda econOmica na
suinocultura. Tem como principal agente etiologico o Mycoplasma hyopneumoniae e é
frequentemente exarcebada por agentes secundérios (YAMAMOTO, 1994).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a co-infec¢do do Circovirus suino 2 e
Mycoplasma hyopneumoniae por meio da reagdo em cadeia da polimerase em tempo

real (@QPCR), imunoistoquimica e exames histopatologicos.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Sindrome do definhamento multissistémico pés-desmame (PMWS)

2.1.1. Etiologia

O circovirus suino foi identificado primeiramente por Tischer et al. (1974),
mediante microscopia eletronica, ao descreverem um virus morfologicamente
semelhante a um Picornavirus, que causava infecgdes persistentes em cultivo de células
renais de suinos (PK-15) sem induzir efeito citopatico (TISCHER et al., 1986).

Estudos subsequentes demonstraram, pela caracterizagdo de seus acidos
nucléicos, que este virus possuia um filamento tinico de DNA circular. Por ser um virus
animal a apresentar genoma circular de DNA, o nome circovirus foi proposto, passando
a fazer parte da familia Circoviridae (TISCHER et al., 1986). Até o momento ja foram
identificadas duas espécies de PCV: o Circovirus suino 1 (PCV1), contaminante de
células PK15 e considerado nao patogénico para suinos e o circovirus suino 2 (PCV2)
associado a Sindrome de refugagem multissistémica pos-desmame dos suinos (PMWS).
(TISCHER et al., 1986).

O PCV2 resiste a inativagdo quando exposto ao ambiente acido (pH 3), ao
cloroféormio, a temperaturas entre 56°C e 70°C (Allan et al. 1994), ao congelamento, a
luz ultra-violeta e aos desinfetantes. O virus permanece estavel em fezes e secregdes
respiratorias (SHIBATA et al. 2003). O PCV2 pode se replicar em algumas linhagens
celulares suinas e ¢ dependente de proteinas celulares expressas durante a fase S do
ciclo celular (TISCHER et al. 1982).

As sequéncias genomicas do PCV1 e PCV2 possuem menos de 80% de
similaridade; porém, andlises do genoma de véarios isolados de PCV2 da Europa,
América do Norte, sudeste asiatico e do Brasil concluiram que estes subgrupos sao
muito semelhantes, com 96% em média de homologia entre os isolados. Contudo
existem variagdes nas sequéncias de varios PCV2, pesquisas buscando correlagdo com
os sinais clinicos ou gravidade da doenga concluiram que existem “variantes” do virus.

No genoma do PCV?2 ja foram identificadas diversas ORFs (fases abertas de leitura).
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Entretanto, as mais conhecidas e estudadas sdo a ORF1, a ORF2 e a ORF3. A ORF1
codifica uma proteina Rep, essencial para replicacdo do DNA viral, enquanto a ORF2
codifica uma proteina estrutural do capsideo viral, com massa molecular de 30 kDa. A
ORF3 codifica uma proteina viral ndo essencial para replicagdo, mas com um papel
importante na inducao de apoptose através da ativagdo de mecanismos das caspases 8 e

3 que induzem a morte celular (CHEUG., 2003).

2.1.2. Epidemiologia

A infecgdo pelo PCV2 foi descrita em paises da Europa, Asia, Américas do Sul e
do Norte e Oceania por diversos autores (ALLAN; 2000; MAGAR et al., 2000; SATO
et al., 2000; ; SARRADELL et al., 2002; SEGALES, 2002). 0] agente foi
detectado também em suinos selvagens (Sus scrofa) (KNELL et al., 2005).

No Brasil, a PMWS foi diagnosticada em 2000, na Regido Sul (ZANELLA e
MORES, 2003) e, em 2002, no Estado do Rio de Janeiro (FRANCA, 2004), presenca do
DNA viral ja foi detectada em Sdao Paulo (CASTRO et al. 2003), Minas Gerais
(MONNERAT, 2003) e Espirito Santo (CHIARELLE et. al., 2006). No Mato Grosso do

O PCV2 tem sido detectado em secrecdes nasais, saliva, fezes e soro de suinos
afetados (SHIBATA et al., 2003; YANG et al., 2003; SEGALES et al., 2005), o que
indica a disseminacdo horizontal da doenca (FERNANDES et al., 2003). A transmissdo
vertical, associada com falhas reprodutivas tem sido descrita (PENSAERT et al., 2004;
MALDONADO et al., 2005). Estes estudos assinalam a possibilidade de que existam
outras vias de contagio, como o sémen (LAROCHELLE et al., 2000; KIM et al., 2001;
CIACCI-ZANELLA et al., 2003; ROSE, et al., 2003; CIACCI-ZANELLA et al., 2004).

2.1.3. Patogenia

Embora a maioria dos animais seja positiva para PCV2, eles podem nao
apresentar as manifestagdes clinicas (SEGALES e DOMINGO, 2002). A infecgdo
subclinica pelo PCV2 ¢é caracterizada pela presenca do virus e auséncia das doengas

associadas ao PCV2. Alguns autores sugerem a necessidade de coinfec¢do ou co-fatores



relacionados ao manejo para o desenvolvimento da doenca (ALLAN et al., 1999;
KRAKOWKA et al., 2001)

As lesdes microscopicas mais comumente observadas em leitdes com PMWS
incluem reducdo ou perda dos linfocitos, aumento no numero de macréfagos e perda
parcial com redistribuicdo das células apresentadoras de antigenos no tecido linfoide.
Estas alteracdes sugerem efeito imunodepressor do PCV2 nos animais afetados. O
principal mecanismo na reducdo das células B e T dos tecidos linféides parece ser a
morte celular por apoptose sendo, portanto, um mecanismo importante na inducdo da
deplecdo linféide (SOBESTIANSKY e BARCELLOS, 2007).

Exames hematologicos revelaram uma redugao de linfocitos T CD4" e células B,
resultando em um quadro de deplecio linfoide nos animais doentes (SEGALES et al.,
2001). Os niveis de mRNA de IL-1la e IL-10 demonstraram estar aumentados nos
animais afetados, e niveis de mRNA de IL-2 e IL-2Ra (CD25) parecem sofrer uma
reducdo (SIPOS et al., 2004).

Andlises na cinética celular mostraram uma linfopenia consequente da
diminui¢io de linfocitos B CD21" e linfécitos T CD3" . Toda a subpopulagdo de
linfocitos Th de memoria CD3°CD4'CD8’, Th “naive” CD3'CD4'CDS’, células T
CD3'CD4CDS8" e células Y& TCR™ CD3'CD4 CD8 foram susceptiveis 4 infec¢do pelo
PCV2. As células NK CD3'CD4CD8" também estio diminuidas nos animais afetados
com PMWS (NIELSEN et al., 2003).

2.1.4. Sinais clinicos e aspectos patoldgicos

As bases patogénicas relacionadas ao aparecimento da doenca ainda sdo
controversas. A relagdo entre o PCV2 e algumas manifestacdes de doenga t€m sido
estabelecidas ndo somente na presenca do virus como agente causal tnico da doenga
(SEGALES et al., 2004). Alguns autores tém argumentado a necessidade de uma co-
infec¢do para o desenvolvimento da doenca (ALLAN et al., 1999; CHO e CHAE, 2000)
ou co-fatores nao infecciosos (ALLAN et al., 2000; KRKOWKA et al., 2001;
KYRIASKIS et al., 2001).

O PCV2 tem sido associado principalmente 8 PMWS e outras doengas, como

falhas reprodutivas, sindrome da dermatite e nefropatia (PDNS), complexo da doenca



respiratoria suina (PRDC), tremor congénito e pneumonia proliferativa necrotizante
(PNP) (CHAE, 2004).

Muitos sinais clinicos sdo observados nos leitdes de rebanhos infectados, entre
eles inclui-se o emagrecimento rapido e progressivo como o sinal mais tipico. Observa-
se também apatia, anorexia, pelo opaco, dispnéia, conjutivite, palidez e ictericia da pele
€ mucosas, sinais de pneumonia, diarréia e caquexia. Entranto, a forma subclinica pode
ocorrer em muitos rebanhos afetados, onde observa-se apenas desenvolvimento
insuficiente e maior ocorréncia de outros problemas sanitarios, especialmente diarréia e
pneumonia (SOBESTIANSKY e BARCELLOS, 2007).

Os achados macroscopicos consistem em atraso no desenvolvimento corporeo e
linfadenomegalia generalizada (DARWISH et al,, 2004; ROSSELL et al., 1999)
especialmente dos linfonodos mesentéricos e inguinais. Pulmdes ndo colabados,
apresentando impressdes das costelas, indicando pneumonia intersticial sdo as lesdes
pulmonares mais freqiientes. Areas de consolidagio pneuménica podem ser
encontradas, especialmente nas regides cranio-ventrais dos mesmos, indicando
complicacdo do quadro de pneumonia por infec¢do bacteriana secundaria (ROSSEL et
al.,, 1999). A ulcera¢do da pars oesophagica também ¢é relatada como um achado
comum em animais afetados pela circovirose (ROSSEL et al., 1999; DARWISH et al.,
2004). Presenca de conteudo intestinal fluido na por¢do final do ileo e colon espiral
também foi descrita por Allan e Ellis (2000). Recentemente, Opriessnig et al (2006)
encontraram relagdo entre 0 PCV2 com achados de hemorragia cardiaca em suinos com
historico de morte subita. Pode-se encontrar também aumento de volume dos rins com
presenca de pontos avermelhados na superficie renal. Além disso, os aumentos de
volume do figado e ictericia também podem ser encontrados (ALLAN e ELLIS, 2000).

As lesdes histopatoldgicas sdo observadas em diversos Orgdos, mas
predominantemente nos oOrgdos linfoides. Essas lesdes consistem em deplecao
linfocitaria com presenca de corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos, que sao
encontrados nas dreas dos linfonodos dependentes de célula B, podendo ocorrer em
células dispersas neste 0rgdo. Essas células sdo geralmente da linhagem monocitica
(macrofagos e células dendriticas). Também se observam lesdes com ocorréncia e
freqiiéncia variavel como hepatites, nefrites e pneumonia intersticial nos animais

infectados (ELLIS et al., 1998; ROSELL et al., 1999).



2.1.5. Diagnostico

O diagnostico definitivo das doengas relacionadas ao PCV2 ¢ baseado na
deteccdo do antigeno ou acido nucléico viral associado as lesdes e sinais clinicos
causados pela doenga (ALLAN e ELLIS, 2000). Métodos de diagndstico que sdo mais
rotineiramente utilizados para detectar o PCV2 incluem hibridizagdo in situ (ISH),
imunoistoquimica (IHQ), ensaios de imunofluorescéncia (IIF) (ELLIS et al., 1998,
MOROZOV et al., 1998; 1999; ALLAN et al., 1999), assim como a reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) (ALLAN et al., 1999; LAROCHELLE et al., 1999). O acido
nucléico do PCV2 ¢ detectado no citoplasma de histiocitos, de células gigantes
multinucleadas e outras células da linhagem monocitica fagocitica, como macrofagos
alveolares, células de Kupffer e células dendriticas de tecidos linféides (ROSSEL et al.,

1999; ALLAN e ELLIS, 2000).

2.1.6. Controle

Apesar das dificuldades no controle da circovirose suina, algumas medidas como
limitagdo do contato entre suinos, evitando-se misturas de lotes (origem e idade
diferentes), remoc¢ao dos animais doentes, redu¢do na introdu¢ao de animais no rebanho
(fornecedor tnico), implementacdo do vazio sanitario nas fases de maternidade e
creche, uniformizacdo dos lotes, instalagdo de bebedouros de modelos adequados aos
leitdes (ZANELLA et al. 2003), segregacao de classes, melhor ventilagdo e reducao do
nimero de animais causam melhoria da higiene e reducdo do estresse dos animais
podendo diminuir o grau de infec¢do dos suinos (FRANCA et al. 2005).

Atualmente, quatro vacinas comerciais t€ém sido utilizadas para combater a
infeccdo por PCV2 em leitdes e porcas, principalmente nos paises da América do Norte
e Europa. Todas tém mostrado um efeito protetor relativo, seja através da reducdo da
intensidade das lesdes caracteristicas ou diminuindo o niimero de animais com a
doenca. Entretanto, mais testes devem ser realizados para avaliar a efetividade dessas
vacinas. No Brasil, vacinas comerciais estdo disponiveis no mercado ¢ o método de
vacinagdo autdgena foi bastante disseminado nas granjas tecnificadas, sendo proibido

pelo Ministério da Agricultura no final de 2007. (EMBRAPA., 2009)



2.2. Pneumonia Enzodtica Suina

2.2.1. Etiologia

O Mycoplasma hyopneumoniae ¢ o principal agente etiologico responsavel pela
pneumonia enzootica suina (PES). Outros patégenos como Pasteurella multocida ,
Actinobacillus  pleuroneumoniae, Mycoplasma hyorhinis, Streptococus suis,
Haemophilus parasuis, Bordetella bronchiseptica e Arcanobacterium  pyogenes
também sdo envolvidos freqiientemente na patogenia da doenca (THACKER, 2006). A
doenca ¢ caracterizada por alta morbidade e baixa mortalidade e apesar de suinos de
todas as idades serem susceptiveis a infecgdo por M. hyopneumoniae, a pneumonia
enzodtica ndo ¢ normalmente observada em animais com menos de 6 semanas de idade.
A prevaléncia da PES ¢ particularmente alta em animais de terminagdo e a gravidade
dos sinais clinicos depende da cepa envolvida, pressao de infecg¢do, presenca de
infecgdes secunddrias e condigdes ambientais. Quando a infecgdo por M.
hyopneumoniae nio ¢ complicada por patdgenos concomitantes, a doenca pode cursar
de forma subclinica com sinais clinicos moderados que consistem em tosse nao
produtiva cronica e reducdo das taxas de conversdo alimentar. Quando patdégenos
secundarios estdo envolvidos, os sinais clinicos incluem dispnéia e febre, podendo levar
a morte (MAES et al., 1996)

Os micoplasmas sao diferenciados fenotipicamente de outras bactérias pelo
tamanho pequeno e auséncia de parede celular. Pertencem a classe Mollicutes (mollis,
mole; cutis, pele, em Latim), composta pelos géneros Acholeplasma, Anaeroplasma,
Asteroplasma, Mycoplasma, Spiroplasma e Ureaplasma, ordem Mycoplasmatales,
familia Mycoplasmataceae e género Mycoplasma (WALKER, 2003).

O M. hyopneumoniae ¢ considerado um dos menores microorganismos de vida
livre capazes de auto-replicagdo. E um parasito especifico encontrado na mucosa do
hospedeiro, multiplica-se por divisdo bindria e seu tamanho varia de 0,2 a 0,5 pm.
Estruturalmente, apenas trés componentes podem ser vistos: a membrana plasmatica,
ribossomos e o material genético (BASEMAM e TULLY, 1997)

O M. hyopneumoniae possui um pequeno genoma circular de fita dupla e ndo
possui parede celular, o que faz com que ele seja polimorfo, sensivel a varias condigdes

ambientais, tais como pressao osmotica, detergentes e resistentes a antibioticos que
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interferem na sintese da parede celular. Em fun¢do de seu reduzido genoma, o M.
hyopneumoniae apresenta uma capacidade limitada de biossintese dos componentes
necessarios ao seu metabolismo. (BASEMAM & TULLY, 1997)

O isolamento deste microorganismo ¢ complicado devido a sua natureza
fastidiosa e também pela freqiiente presenca no trato respiratorio suino de M. hyorhinis,
causador de poliserosites e artrites e M. flocculare, espécie ndo patogénica que
apresenta semelhancas ao M. hyopneumoniae em relagdo a morfologia, crescimento ¢
antigenicidade (ROSS, 1999)

Assim como a maioria dos membros da ordem Mycoplasmatales, o M.
hyopneumoniae infecta uma unica espécie, porém os mecanismos de especificidade pelo
hospedeiro ainda sdo desconhecidos. Uma notavel caracteristica da PES ¢é a cronicidade.
Igualmente importante ¢ a habilidade que a bactéria possui de alterar ou desviar a
resposta imune e pré-dispor o suino a infecgdes secundarias (CIPRIAN et al., 1988;

DEBEY e ROSS, 1994; THACKER et al., 1999).

2.2.2. Epidemiologia

No Brasil a pneumonia enzootica ocorre em praticamente todas as dareas
produtoras de suinos (SOBESTIANSKY ¢ BARCELLOS, 2007).

A infec¢do pode ocorrer através de aerosdis gerados a partir de tosses e espirros
dos animais infectados ou se difundir por contato direto. A infec¢do pode ainda se
difundir horizontalmente de animais infectados para os nao infectados (MORRIS et al.,
1995) ou verticalmente das reprodutoras para seus leitdes. (MAES et al., 1996)

Nao ha predilecao por idade, sendo todos igualmente susceptiveis. O periodo de
incubagdo varia geralmente de 10 a 16 dias. A pneumonia enzootica ¢ descrita como

uma doenga cronica de alta morbidade e baixa mortalidade (ROSS, 1999).



2.2.3. Patogénese

A patogénese da PES é um processo complexo, que envolve a infec¢do pela
bactéria causadora e fatores de manejo. As vias aéreas infectadas evidenciam danos nas
células ciliares e epiteliais. Apds aderir-se aos cilios da traquéia, bronquios e
bronquiolos, a bactéria paralisa e destréi estas estruturas, causando uma reducdo no
principal mecanismo de limpeza pulmonar, predispondo os animais a infecg¢des
secundarias (DEBEY e ROSS, 1994). Um outro evento potencialmente importante da
doenga ¢ a interagdo do M. hyopneumoniae com as células linfoides, A bactéria interage
com macrofagos alveolares e linfocitos, estimulando-os a produzir citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-1 e IL-6) responsaveis pelas lesdes pulmonares e pela
hiperplasia linféide perivascular e peribronquica caracteristicas da doencga, sugerindo o
envolvimento da resposta imune no desenvolvimento das lesdes (RODRIGUEZ et al.,
2004). Além disso, micoplasmas sdao capazes de ativar a mitose de linfécitos B e T, o
que também poderia auxiliar na evolucdo da hiperplasia linféide (RAZIN et al., 1998).

Os linfocitos sdao vistos na camada adventicia das arteriolas e das vénulas. (ROSS,1999)

2.2.4. Sinais clinicos e aspectos patolégicos

Os sinais clinicos mais comumente encontrados em animais agudamente
acometidos incluem tosse, dispnéia e emagrecimento. Os casos cronicos apresentam
tosse ndo produtiva acompanhada de crescimento retardado. (ROSS,1999)

Segundo Etheridge (1979) as lesdes macroscopicas compativeis com a infecgao
por Mycoplasma hyopneumoniae sdo alteragdes circulatorias (presenga de areas
avermelhadas) e areas hipocrepitantes, podendo apresentar hepatizagdo que varia do
purpura ao cinza. Tais lesdes sdo encontradas com maior frequencia nas regides cranio-
ventrais do pulmao.

Microscopicamente, nos estagios iniciais observa-se perda de cilios, esfoliacdo e
discreto acimulo de neutréfilos ao redor das vias aéreas. Com a evolugao da doenca, ha
um aumento do numero de linfocitos nos espacos peribronquiais, peribronquiolares e
perivasculares (ROSS, 1999). Casos agudos podem mostrar discreta hiperplasia linféide

e um exsudato alveolar predominantemente neutrofilico (TAYLOR, 1996). No estagio
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cronico da doenga, ha hiperplasia linféide e espessamento dos septos alveolares. Por
outro lado, colapso alveolar, enfisema alveolar e nddulos linféides podem ser
observados em lesdes em resolucdo (ROSS, 1999). A hiperplasia linféide pode estar
relacionada aos sinais clinicos, porque a pressdo dos agregados de tecido linféide pode
obliterar o limen dos bronquiolos e causar colapso dos alvéolos adjacentes
(BAKERSVILLE, 1981). Os alvéolos podem conter liquido eosinofilico, edema e
grande numero de células mononucleraes e polimorfonucleares. Embora tais lesdes
sejam caracteristica de M. hyopneumoniae, estas nao sdo especificas, podendo ser

encontradas em pneumonias causadas por outros agentes. (ROSS,1999)

2.2.5. Diagnostico

O isolamento de M. hyopneumoniae de pulmdes afetados para cultura
bacteriologica ¢ considerado o melhor método de diagnostico, mas o isolamento do
patdgeno requer meio especifico. (SORENSEN et al., 1997). Comparado a detec¢ao de
por ensaio de imunofluorescencia (IFA), ensaio de imunoabsorvancia ligado a enzima
(ELISA) e reagdao em cadeia da polimerase (PCR), o meio de cultura é o método mais
sensivel, particularmente em estagios finais de PES quando um menor nimero de
micoplasmas estdo presentes. Entretanto, a cultura de M. hyopneumoniae ¢ laboriosa e
consome tempo e frequentemente o meio de cultura pode apresentar o crescimento de
M. hyorhinis ou M. flocculare. (MAES et al., 1996).

Testes sorologicos sao frequentemente utilizados para monitoramento do estado
de saude das propriedades. O monitoramento de anticorpos contra M. hyopneumoniae
sdo feitos Pelo método de ELISA e, menos frequentemente, por teste de fixacdo de
complemento (SIBILA et al, 2008).

Imunoistoquimica e imunofluorescéncia detectam especificamente M.
hyopneumoniae em fragmentos teciduais ou esfregacos, porém estas técnicas sdo
realizadas pds-morte. Embora uma pequena amostra de pulmao seja utilizada quando
esses testes sdo realizados, existe o risco de serem obtidos resultados falso-negativos se
as vias aéreas nao forem inclusas na amostra (CAI et al.,, 2007). Além disso, a
sensibilidade do teste ¢ comprometida pelo processamento do tecido. A qualidade do

anticorpo utilizado, também limita a especificidade da reagdo, dando ao anticorpo
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policlonal maior capacidade de ligar-se com outros patégenos intimamente relacionados
ao Mycoplasma spp. (CHEIKH SAAD BOUTH et al., 2003).

Diversas técnicas de PCR para detecgdo de DNA de M. hyopneumoniae tém sido
descritas em diferentes amostras. Silva et. al., (2009), detectaram recentemente a
presenga M. hyopneumoniae em amostras teciduais ¢ suabes nasais. Comparada a
técnica de cultura bacteriolégica a PCR ¢ mais répida e relativamente mais barata.
(CALSAMUGLIA et al., 1999). Devido ao fato do DNA de M. hyopneumoniae ser
amplificado tanto de organismos vivos quanto mortos, a identificacdo de animais PCR

positivos, levanta a questdo destes animais estarem ativamente infectados ou nao

(MAROIS et al., 2007).

2.2.6. Controle

O controle de doengas do trato respiratério incluindo a PES tem sido realizado
mais frequentemente com tetraciclinas e macrolideos. Outros antimicrobianos
potencialmente  ativos contra M. hyopneumoniae incluem lincosamidas,
fluoroquinolonas e aminoglicosideos. (VICCA et al., 2005; THACKER et al., 2006)

Antimicrobianos ou combina¢des entre eles, também tem sido ativos contra
infecgdes secundarias que frequentemente complicam a infec¢do por M.
hyopneumoniae. (VICCA et al., 2005; THACKER et al., 2006)

A aplicacdo de um programa de vacinagdo bem elaborado, tem sido considerada
uma das principais formas para o controle da pneumonia enzodtica. Atualmente existem
no mercado brasileiro varias marcas de vacinas contra a PES (SOBESTIANSKY e
BARCELLOS, 2007).

O controle eficaz da doenga depende de fornecer um ambiente adequado,
incluindo qualidade do ar, ventilacdo adequada, temperatura e densidade populacional
apropriada nas baias, da vigilancia das principais enfermidades que afetam o rebanho,
com medidas sanitarias, diagnostico precoce e especifico, controle de importacdes de
animais, registro e venda de reprodutores, e movimentacao dos suinos para as diversas
finalidades. O uso de um esquema de producdo de todos dentro/todos fora ¢
possivelmente a maneira mais eficaz de controlar a doenga em rebanhos infectados

(ROSS, 1999)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta de amostras

A coleta do material foi realizada em um frigorifico da regido da Zona da Mata
Mineira.

Como procedimento de abate sanitario, os animais foram mantidos por 24 horas
em currais com livre acesso a agua limpa. Posteriormente, os animais foram contidos,
banhados com agua e conduzidos a insensibilizacdo por choque elétrico, seguido de
sangria pela sec¢ao dos grandes vasos do pescoco.

Foram utilizados 120 suinos em fase de termina¢ao, com idade entre 150 a 180
dias, advindos de oito granjas distintas da regido da Zona da Mata Mineira.

Os pulmdes foram examinados macroscopicamente e os fragmentos foram
coletados da regido ventral dos lobos craniais. As amostras foram acondicionadas em
embalagens plasticas individuais devidamente identificadas e mantidas sob refrigeracao.

No Laboratério de Histopatologia do Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa (LHV/DVT/UFV), as amostras foram seccionadas em
dois fragmentos, sendo uma parte fixada em formol a 10 % tamponado e os fragmentos
destinados as analises de qPCR foram acondicionadas em embalagens plasticas
individuais devidamente identificados e mantidos a -80°C.

Destas, foram selecionadas aleatériamente 32 amostras (sendo 16 sem lesdes
macroscopicas € 16 com lesdes macroscopicas) para a realizacdo dos testes de

imunoistoquimica e qPCR.

3.2. Avaliagdo macroscopica

As porcdes cranio-ventrais dos lobos pulmonares foram avaliadas
macroscopicamente por inspecdo anatomopatoldgica e classificados em sem lesdo

aparente ou com lesao aparente.
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3.3. Exame histopatolégico

As amostras fixadas em formol tamponado a 10% foram desidratadas em alcool,
diafanizadas em xilol e incluidas em blocos de parafina. Posteriormente foram
seccionadas com auxilio de micréotomo com uma espessura de 4 pm e corados em
hematoxilina e eosina. As laminas foram montadas e as alteragdes histopatologicas
foram visualizadas com o auxilio de um microscopio de luz.

Os cortes histologicos examinados foram classificados de acordo com o aspecto
microscopico das alteragdes observadas, seguindo a classificacdo proposta por

Sobestiasnky et al. (1999).

Fase 1 - aguda precoce - infiltracdo peribronquiolar de linfocitos e presenca de infiltrado

celular no limen de alvéolos e dos bronquiolos,

Fase 2 - aguda tardia - prolifera¢do linfoide, estendendo-se através da lamina propria
dos bronquiolos e auséncia de infiltrado celular no limen dos alvéolos e dos

bronquiolos,

Fase 3 - sub-aguda — discreta a moderada hiperplasia de foliculos linfoides
peribronquial e peribronquiolar, auséncia de infiltrado celular no limen dos alvéolos,

bronquios e bronquiolos, e espessamento da parede alveolar,
Fase 4 - cronica — severa hiperplasia dos foliculos linfoides peribronquias e

peribronquiolares, provocando estenose dos bronquios e dos bronquiolos, com areas de

atelectasias e auséncia de infiltrado no limen dos alvéolos. Observar figuras 5e 6 .
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Extracdo de DNA e PCR em tempo real

As amostras armazenadas a - 80°C foram utilizadas para a extracdo de DNA
total utilizando o kit de extragio Wizard® SV Genomic DNA Purification System
(PROMEGA), de acordo com as instrucdes do fabricante.

O DNA do PCV2 foi quantificado no Laboratorio de Infectologia Molecular
Animal (LIMA/BIOAGRO/UFV) utilizando os oligonucleotideos ¢ sonda (Tabela 2)

previamente descritos por Olvera et al. (2004).

Tabela 2. Oligonucleotideos e sonda utilizados na PCR em tempo real.

Localizagédo no

Oligonucleotideo Sequéncia
genoma
PCV2R '5-CCAGGAGGGCGTTGTGACT-3" 1535 — 1553
PCV2F '5- CGCTACCGTTGGAGAAGGAA-3’ 1633 — 1614
Sonda '5TAMRA- AATGGCATCTTCAACACCCGCCTCT- 1612 —> 1592
FAM3’ -

3.5. Imunoistoquimica para detec¢do de Mycoplasma hyopneumoniae

Cortes foram obtidos para realizagdo da imunocoloragdo pela técnica da
peroxidase-anti-peroxidase (PAP), utilizando os procedimentos preconizados por
Sternberger (1986). Os exames foram realizados no LBCHYV, conforme descrito em
seguida:

Aquecimento dos cortes a 56°C por 24 horas e completa desparafinizacdo com
passagem por dois xildis, de 30 e 40 minutos cada; hidratacdo em solugdes alcodlicas
decrescentes (100%, 90%, 80%, 70% e tampao PBS pH 7,4 a cada 5 minutos. Bloqueio
da peroxidase endogena com peroxido de hidrogénio 3% por 45 minutos a temperatura
ambiente; Lavagem em PBS (pH 7,4). Digestdo enzimatica dos cortes utilizando-se
tripsina mg/ml em PBS pH 7,4 durante 10 minutos a 37°C. Lavagem por duas vezes,
durante 5 minutos cada com PBS (pH 7,4). Tratamento dos cortes com soro normal de
cabra diluido 1:10 em PBS pH 7,4 e incubacao em camara umida, durante 45 minutos
em temperatura ambiente. Retirada do excesso de soro normal e tratamento das ldminas

com anticorpo especifico (IgG de coelho anti Mycoplasma hyopneumoniae) produzido
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pela Embrapa-CNSA- CONCORDIA- SC, diluido 1:100 em PBS (pH 7,4). Incubagéo
durante 18 horas em cadmara umida a 4°C. Lavagem por trés vezes, durante 5 minutos
cada com PBS (pH 7,4). Adi¢do do anticorpo secundario (IgG de cabra anti IgG de
coelho), produzido pelo LBCHV diluido 1:10 em PBS (pH 7,4). Incubag¢do em camara
umida durante 45 minutos a 37°C e posterior lavagem por trés vezes, durante 5 minutos
com PBS pH 7,4. Tratamento com o complexo Peroxidase-Anti-Peroxidase produzido
em coelho (SIGMA®), diluido 1:200 em PBS (pH 7,4) e imediata incubacdo em cdmara
umida durante 45 minutos a 37°C. Lavagem por duas vezes, durante 5 minutos cada
com PBS (pH 7,4). Revelagio em solugdo recém-preparada [25 mg de
Diaminobenzidina, 200 uL de dgua oxigenada 30 volumes em 100 ml de PBS( pH 7.,4)]
durante 3 minutos. Lavagem das laminas durante 5 minutos com PBS pH 7,4. Contra-
coloracdo com Hematoxilina de Harrys, diluida 1:10 em PBS pH 7,4 por 20 segundos;

desidratag¢@o em alcoois e montagem.

Com base na intensidade da imunocoloragdo, os fragmentos foram classificados

em: (1) imunomarcagdo ausente e (2) imunomarcacao presente. Observar figura 9.
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4. RESULTADOS

4.1. Histopatologia

A Figura 1 apresenta os resultados da avaliacdo histopatologica do total de
pulmdes coletados (com lesdo macroscopica e sem lesdo macroscopica). Observa-se que
a maior parte dos pulmdes analisados apresentaram lesdes de fase dois, 48 amostras; 43
amostras do total de amostras analisadas, apresentaram lesdao de fase trés; 19 amostras
do total de amostras apresentaram lesdes de fase 4; 6 amostras ndo apresentaram lesdes

significativas e 4 amostras apresentaram lesoes de fase 1.

3% 39

0 Nl "2 m3 m4

Figura 1 -Avaliacdo histopatoldgica de pulmdes coletados (com lesdes macroscopicas e sem lesdes
macroscopicas) 0: Sem lesdo significativa; 1: Lesdo de fase 1; 2: Lesdo de fase 2; 3: Lesdo de fase 3 e 4:

Lesdo de fase 4.
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A Figura 2 expde os resultados da avaliacdo histopatologica dos pulmoes
coletados sem lesdes macroscopicas. Observa-seé que a maior parte dos pulmoes
analisados 18 amostras apresentaram lesdes de fase trés; 13 amostras apresentaram
lesdo de fase dois; dez amostras apresentaram lesdes de fase quatro 4 amostras ndo

apresentaram lesodes significativas.

E0m2 m3 md

Figura 2 -Avaliagdo histopatologica dos pulmdes coletados sem lesdes macroscopicas. 0:

Sem lesdo significativa; 2: Lesdo de fase 2; 3: Lesao de fase 3 ¢ 4: Lesdo de fase 4.
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A Figura 3 apresenta os resultados da avaliagdo histopatoldgica dos pulmdes
coletados com lesdes macroscopicas. Observa-se que a maior parte dos pulmodes
analisados apresentaram lesdes de fase dois, 35 amostras; 25 amostras apresentaram
lesdes de fase trés; 9 amostra apresentaram lesdes de fase 4, quatro amostras

apresentaram lesoes de fasel e duas amostras ndo apresentaram lesoes significativas.

3%

H0 Nl m2 m3 m4

Figura 3 -Avaliagdo histopatologica dos pulmdes coletados com lesdes macroscopicas. 0: Sem leséo

significativa; 1: Lesdo de fase 1; 2: Lesdo de fase 2; 3: Lesdo de fase 3 e 4: Lesdo de fase 4.
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Figura 4 - A: Infiltrado linfocitario peribronquiolar com formagio de centros germinativos
(coloracao por hematoxilina e eosina aumento de 4 vezes). B: Infiltrado linfocitario invadindo
a lamina propria do bronquiolo. (colorag@o por hematoxilina e eosina aumento de 20 vezes).
C: Broncopneumonia caracterizada por infiltrado inflamatdrio intra-alveolar (coloragdo por
Hematoxilina e eosina aumento de 4 vezes). D: Edema inflamatério no interior dos alvéolos
com presenga de infiltrado macrofagico (seta preta) neutrofilico (seta vermelha) (coloracdo
por hematoxilina e eosina aumento de 40 vezes).
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Figura 5 - A: Pneumonia intersticial, caracterizada por espessamento dos septos. (coloragido
por hematoxilina e eosina aumento de 4 vezes). B: Espessamento dos septos por infiltrado
linfo-macrofagico (coloragdo por hematoxilina e eosina aumento de 20 vezes). C: Infiltrado
linfocitario peribronquiolar (coloragdo por Hematoxilina e eosina aumento de 4 vezes). D:
Infiltrado linfocitario causando estenose se bronquiolos (coloragdo por hematoxilina e eosina
aumento de 20 vezes).

21



4.2. PCR em tempo real para PCV2

Nos resultados da avaliacdo pelo teste qPCRdo total de pulmdes coletados (com lesdes
macroscopicas ¢ sem lesdes macroscopicas). Observa-se que do total de amostras
avaliadas, tanto com lesdes macroscopicas (CLM) quanto sem lesdes macroscopicas
(SLM), foram encontradas 14 amostras (43%) de negatividade no teste de qPCR.
Apesar de ser observado que as amostras CLM apresentaram carga viral maior que as
amostras SLM, essa diferen¢a ndo foi considerada significativa de caordo com o teste de

Turkey.

4.3. Imunoistoquimica para Mycoplasma hyopneumoniae

O total de amostras coletadas (CLM e SLM) foi avaliado pela técnica de
imunoistoquimica (Figura 6). Observa-se que 15 amostras (47%) do total de amostras
coletadas aprestaram imunomarcagdo, enquanto 17 amostras (53%) das mesmas ndo

apresentaram imunomarcagao.

47%
53%

Figura 6- Avaliagdo pelo teste de imunoistoquimica do total de amostras coletadas (com
lesdes macroscopicas e sem lesdes macroscopicas). IP: Imunomarcagdo presente IA:
Imunomarcacao ausente
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Das amostras sem lesdes macroscopicas, nove apresentaram imunomarcagao,

representando 38%, das mesmas (Figura 7).

38%

olPmIA

Figura 7- Avaliacdo pelo teste de imunoistoquimica das amostras sem lesdes
macroscopicas. |P: Imunomarcagdo presente |A: Imunomarcagéo ausente

Das amostras com lesdes macroscopicas o percentual de amostras que

apresentaram imunomarcacao foi de 56% (Figura 8).

44%
56%

Figura 8 - Avaliagdo pelo teste de imunoistoquimica das amostras com lesdes
macroscopicas. |P: Imunomarcac¢ao presente |A: Imunomarcagdo ausente
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Aumento de 40X B: Corte de pulmao
com marca¢do imunoistoquimica estruturas pleomorficas marrons localizadas na superficie de células
epiteliais. Aumento de 10 X.
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5. DISCUSSAO

Os achados histopatologicos, na maioria das amostras sem lesdes macroscopicas
examinadas (69%), sdo sugestivos de coinfec¢ao por PCV2 e M hyopneumoniae, o que
indica que ambos os agentes podem estar presentes nas lesdes; uma vez que a maioria
das lesdes microscopicas avaliadas nos pulmdes sem lesdes macroscopicas se
enquadram nas fases 2 e 3, que como descritas anteriormente por Sobestiansky et al
(1999) apresentam pneumonia intersticial moderada (achado compativel com infec¢do
por PCV2) e hiperplasia linfoide e infiltrado celular nos alvéolos e bronquiolos
(achados compativeis com infecgdo por M hyopneumonie). Vinte e dois porcento das
amostras apresentam lesdo de fase quatro e nove porcento ndo apresentaram lesdes
significativas. Estes resultados sdo similares aos encontrados por Amstrong (1994),
onde verificou que a auséncia de lesdes macroscopicas, nao descarta a infecgao por M
hyopneumoniae.

Os achados histopatologicos de todas as amostras com lesdes macroscopicas
examinadas sdo sugestivos de coinfec¢ao por PCV2 e M. hyopneumoniae, denotando a
presenca dos dois patogenos nos tecidos. Uma vez que a maioria das lesdes
microscopicas avaliadas nos pulmdes com lesdes macroscopicas, noventa e dois
porcento, se enquadraram nas fases 2, 3 e 4. Como descrito anteriormente por
Sobestiansky et al (1999), as lesdes de fase 2 apresentam broncopneumonia e
hiperplasia linfoide (achado compativel com ambos os agentes), as lesdes de fase 3 e 4
apresentam pneumonia intersticial (achado compativel com infec¢do por PCV2) e
hiperplasia linféide (achado compativel com infeccdo por M hyopneumonie). Estes
dados mostram que a existéncia de lesdes macroscopicas ocorrem simultaneamente com
as lesdes microscopicas para M. hyopneumoniae e PCV2. De acordo com o teste
estatistico de Turkey, ndo ha diferenca significativa entre os dois grupos (SLM e CLM).

Nao foi verificada diferenca significativa entre grupos (SLM e CLM), todavia,
foi verificada uma correlagdo positiva do teste de imunoistoquimica com o teste
histopatologico de acordo com o teste estatistico de Pearson, o que confirma a presenga
do agente nas lesdes observadas na histopatologia. Na maioria das amostras avaliadas,
as marcagdes imunoistoquimicas observadas foram ténues, ndo permitindo, dessa

forma, a possibilidade de estabelecer uma classificagdo, em graus, para estas marcagoes.
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Esses achados concordam com Cai et al. (2007), segundo estes autores, embora uma
pequena amostra de pulmdo seja utilizada quando esses testes sdo realizados, existe o
risco de serem obtidos resultados falso-negativos se as vias aéreas ndo forem inclusas na
amostra. Além disso, a sensibilidade do teste ¢ comprometida pelo processamento do
tecido. A qualidade do anticorpo utilizado, também limita a especificidade da reacao,
dando ao anticorpo policlonal maior capacidade de ligar-se com outros patdogenos
intimamente relacionados ao Mycoplasma spp. (CHEIKH SAAD BOUTH et al., 2003).
Taylor et al. (2008) expdem que anticorpos policlonais contém anticorpos para uma
variedade de antigenos e isso os torna potencialmente capazes de causar reagdes
inespecificas e at¢ mesmo, serem menos especificos.

Quanto aos aspectos imunoistoquimicos, verificou-se que os organismos corados
pela técnica de imunoperoxidase foram identificados como estruturas pleomorficas
marrons localizadas na superficie de células epiteliais de bronquios e bronquiolos, no
limem destas estruturas e no interior de macrofagos. Esta manifestagdo morfoldgica
guarda estreita similiradade com as obtidas por Brugmam (1977).

No presente trabalho, utilizou-se soro policlonal de coelho anti M.
hyopneumoniae, sendo observada uma eventual presenca de marcagdes inespecificas
que podem levar, em alguns casos, a uma maior dificuldade de interpretacdo. Dados
similares a estes foram observados por Ribeiro (2002) e Rodriguez et al. (1996) que,
também utilizando anticorpo policlonal, observaram moderados marcagdes
inespecificas.

Foi verificada uma correlacdo negativa no teste estatistico de Pearson entre
gPCR e a histopatologia. Os resultados encontrados estdo de acordo com Brunborg et al.
(2004) que encontrou uma maior carga viral em linfonodos, quando comparados a
outros tipos de 6rgdos, assim como Silva (2008), que ao analisar linfonodos, rim,
intestino, baco, figado, pulmdo e coragdo, encontrou que as menores cargas virais sao
encontradas nos trés ultimos 6rgaos. Este fato pode ser explicado pela fisiopapatologia
do virus, que tem o6rgaos linféides como principal alvo, uma vez que se utiliza as células
do sistema fagocitico mononuclear (CHANG et al., 2006). Apesar de ter sido observado
que as amostras CLM apresentaram carga viral maior que as amostras SLM, essa
diferenca foi considerada nao significativa pelo teste estatistico de Turkey, o que pode
se dever ao fato do DNA ser amplificado tanto de organismos vivos quanto mortos, a
identificagdo de animais PCR positivos, levanta a questdo destes animais estarem

ativamente infectados ou nao.
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6. CONCLUSAO

Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos (SLM ¢ CLM), o que
indica que a auséncia de lesdes macroscopicas nao descarta a possibilidade da presenga

dos agentes nem de lesdes microscopicas.

A técnica de histopatologia representou neste estudo uma importante ferramenta
para se aproximar ao diagnostico, embora as lesdes ndo sejam patognomonicas para os
agentes avaliados, elas sdo bastante sugestivas dos quadros viral e bacteriano, e esse
achados aliados a presenga de sinais clinicos e detec¢do dos agentes confirmam o

diagnostico de cada agente isoladamente ou da coinfeccao.

Apesar das amostras analisadas pelo qPCR terem apresentado grande numero de
resultados negativos e baixa carga viral, diversos autores relatam que o pulmdo ¢ um
dos o6rgdos com menor carga viral de PCV2, sendo desta forma os 6rgdos linfoides,

principais alvos do PCV2, mais indicados para a quantificagdo viral.
Foi verificada uma correlacdo positiva do teste de imunoistoquimica com o teste

histopatologico de acordo com o teste estatistico de Pearson, o que confirma a presenca

do agente nas lesdes observadas na histopatologia.
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7. ANEXOS
ANEXO 1: Achados histopatologicos encontrados nos pulmdes analisados de animais com lesGes
macroscopicas e sem lesdes macroscopicas. Para utilizagdo do método de classificagdo padronizado por

Sobestiasnky et al. (1999) e adapatado para o presente estudo.

Amostras Classificagdo Observagoes
histopatologica
Gl Al SLM 3 -Discreta Pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linféide
A2 SLM 3 -Discreta Pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linféide
A3 SLM 3 -Discreta Pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linféide
SLM - Moderada pneumonia interticial
A4 3 - Moderada hiperplasia linfoide
-Moderada fibroplasia
SLM Moderada pneumonia interticial
A5 3 -Moderada hiperplasia linféide invadindo a lamina prépria dos
bonquiolos
SLM -Moderada Pneumonia broncointerticial
A6 2 . . e ere
-Discreta hiperplasia linféide
CLM -Discreta pneumonia interticial
A7 3 -Discreta hiperplasia linféide invadindo a lamina prépria dos
bonquiolos
A8 CLM 3 -Discreta pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linféide
A9 CLM 3 -Moderada pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linféide
A10 CLM 3 -Moderada pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linféide
All CLM 3 —D%screta Ppeumon'ia i'nterfcicial
-Discreta hiperplasia linféide
CLM -Severa Pneumonia interticial
Al2 2 -Severa hiperplasia linféide invadindo a lamina propria
-Infiltrado alveolar neutrofilico
AL3 CLM 3 -Severa Pnegmonia @nteirtici.al
-Moderada hiperplasia linfoide
G2 Al SLM 3 -Discreta pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linfoide
SILM -Moderada pneumonia interticial com areas de enfisema
A2 3 -Discreta hiperplasia linféide invadindo a lamina prépria dos
bonquiolos
A3 SILM 4 -Severa hiperplasia linfoide
A4 SIM 2 -Discreta hiperplasia linfoide
SLM -Discreta pneumonia interticial
A5 4 ; e
-Severa hiperplasia linfoide
CLM -Moderada Pneumonia broncointerticial
A6 ) -Severa hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos
-Proliferacdo de macrofagos alveolares
A7 CLM 3 -Moderada pneumonia interticial com areas de atelectasia
-Moderada hiperplasia linfoide
CLM -Severa Pneumonia broncointerticial
-Discreta hiperplasia linféide invadindo a lamina préopria dos
) bronquiolos
A8 -Infiltrado alveolar neutrofilico macrofagico e intensa
proliferacdo de macrofagos alveolares
-Moderada fibroplasia

N
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A9

CLM

-Severa hiperplasia linféide invadindo a 1amina propria dos
bronquiolos

A10

CLM

-Severa Pneumonia broncointerticial

-Severa hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos

-Infiltrado alveolar neutrofilico macrofagico e intensa
proliferacdo de macrofagos alveolares

All

CLM

-Moderada pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linféide

G3

Al
A2

A3

A4

AS

A6

A7

A8

SLM

-Moderada pneumonia interticial com areas de atelectasia
-Discreta hiperplasia linféide

SLM

SLS

SLM

-Moderada pneumonia interticial
-Moderada hiperplasia linféide invadindo a ldmina prépria dos
bronquiolos

SLM

-Moderada pneumonia interticial

-Moderada hiperplasia linféide invadindo a lamina prépria dos
bronquiolos

-Moderada fibroplasia

SLM

-Discreta Pneumonia broncointerticial

-Discreta hiperplasia linféide invadindo a ldmina prépria dos
bronquiolos

-Infiltrado alveolar neutrofilico macrofagico e intensa
proliferagdo de macrofagos alveolares

-Discreta hiperplasia linféide

SLM

-Severa hiperplasia linfoide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos

CLM

-Moderada pneumonia interticial
-Moderada hiperplasia linféide

CLM

-Moderada pneumonia interticial com areas de atelectasia
-Discreta hiperplasia linféide

*Lesoes histopatologicas mais compativeis com infec¢do por
circovirus

A9

CLM

-Severa Pneumonia broncointerticial com areas de consolida¢do
-Moderada hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos

-Infiltrado alveolar predominantemente neutrofilico
macrofagico, intensa proliferagdo de macrofagos alveolares e
presenga de eosinofilos e mastocitos.

-Discreta fibroplasia

Al10

CLM

-Moderada Pneumonia broncointerticial

-Infiltrado alveolar predominantemente neutrofilico
macrofagico, intensa proliferacdo de macréfagos alveolares e
presenca de eosinéfilos.

All

CLM

-Moderada Pneumonia broncointerticial

-Moderada hiperplasia linféide invadindo a lamina prépria dos
bronquiolos

-Infiltrado alveolar neutrofilico macrofagico e intensa
proliferacdo de macrofagos alveolares

Al2

CLM

-Moderada Pneumonia broncointerticial

-Moderada hiperplasia linfoide

-Infiltrado alveolar neutrofilico macrofagico e intensa
proliferacdo de macrofagos alveolares

Al3

CLM

-Discreta Pneumonia broncointerticial

-Severa hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos

-Infiltrado alveolar neutrofilico macrofagico e intensa
proliferacdo de macrofagos alveolares
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Al4

CLM

-Moderada Pneumonia broncointerticial

-Moderada hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos

-Proliferacdo de macrofagos alveolares

Al5

CLM

-Moderada Pneumonia broncointerticial

-Discreta hiperplasia linfoide

-Infiltrado alveolar neutrofilico macrofagico e proliferacao de
macréfagos alveolares.

Al7

CLM

-Severa Pneumonia broncointerticial
-Moderada hiperplasia linféide
-Proliferacdo de macrofagos alveolares

G4

Al

SLM

-Discreta pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linféide

A2

A3

A4

A5

A6

A7

A8

A9

A10

All

Al2

Al3

SLM

-Discreta Pneumonia broncointerticial

-Infiltrado alveolar neutrofilico macrofagico e proliferagdo de
macrofagos alveolares

-Moderada fibroplasia

-Areas de necrose

SLM

-Discreta pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linfoide

SLM

-Moderada Broncopneumonia

-Moderada hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos

-Infiltrado alveolar neutrofilico macrofagico e proliferacao de
macrofagos alveolares

SLM

-Severa Pneumonia broncointerticial com areas de
consolidacao

-Moderada hiperplasia

-Proliferacdo de macrofagos alveolares
-Prolifera¢do de pneumocitos do tipo 11

SLM

-Severa hiperplasia linféide invadindo a 1amina propria dos
bronquiolos

SLM

-Discreta Pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linfoide

CLM

-Severa pneumonia interticial com areas de atelectasia
-Moderada hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos

CLM

-Discreta Pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linféide

CLM

-Discreta Pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linféide

CLM

-Moderada Pneumonia broncointerticial

-Severa hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos

-Infiltrado alveolar neutrofilico

CLM

-Discreta pneumonia interticial
-Severa hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bonquiolos

CLM

-Moderada Pneumonia broncointerticial com areas de
atelectasia

-Severa hiperplasia linféide invadindo a 1amina propria dos
bronquiolos

-Proliferacdo de macrofagos alveolares

Al4

CLM

-Discreta Pneumonia broncointerticial
-Moderada hiperplasia linfoide
-Proliferacdo de macrofagos alveolares
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AlS

CLM

-Moderada Pneumonia broncointerticial

-Moderada hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos

-Proliferacdo de macrofagos alveolares

-Discreta fibroplasia

Al6

CLM

-Discreta Pneumonia interticial

-Discreta hiperplasia linféide invadindo a lamina prépria dos
bronquiolos

-Discreta fibroplasia

G5

Al
A2

A3

A4

AS
A6

A7

A8

A9

SLM

SLS

SLM

SLS

SLM

-Discreta Pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linféide

CLM

-Discreta Pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linféide

CLM

-Moderada Pneumonia Interticial

CLM

CLM

-Moderada hiperplasia linféide invadindo a ldmina prépria dos
bronquiolos

CLM

-Severa Pneumonia broncointerticial com areas de
consolidacdo

-Severa hiperplasia linféide invadindo a 1amina propria dos
bonquiolos

-Infiltrado alveolar polimorfonuclear e proliferagdo de
macréfagos alveolares

CLM

-Moderada pneumonia interticial
-Moderada hiperplasia linféide

Al10

CLM

-Moderada Pneumonia broncointerticial com areas de
atelectasia

-Infiltrado alveolar polimorfonuclear e proliferacao de
macrofagos alveolares

All

CLM

-Moderada hiperplasia linféide invadindo a ldmina prépria dos
bronquiolos

Al2

CLM

-Severa boncopneumonia

-Severa hiperplasia linfoide

-Infiltrado alveolar polimorfonuclear e proliferagao de
macréfagos alveolares

Al3

CLM

-Severa hiperplasia linféide invadindo a 1amina propria dos
bonquiolos

Al4

CLM

-Severa boncopneumonia com areas de atelectasia
-Infiltrado alveolar polimorfonuclear e proliferagdo de
macrofagos alveolares

G6

Al

A2

A3

A4

SLM

-Severa hiperplasia linféide invadindo a 1amina propria dos
bronquiolos

SLM

-Discreta Pneumonia interticial com areas de enfisema
-Severa hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bonquiolos

SLM

-Moderada Pneumonia broncointerticial com areas de
atelectasia

-Severa hiperplasia linféide invadindo a 1amina propria dos
bonquiolos

-Proliferacdo de macrofagos alveolares

-Areas de necrose

SLM

-Discreta boncopneumonia
-Discreta hiperplasia linfoide
-Proliferacdo de macrofagos alveolares
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A5

A6

A7

A8

A9

Al0

SLM

-Discreta Pneumonia interticial
-Severa hiperplasia linféide invadindo a 1amina propria dos
bonquiolos

SLM

-Moderada Pneumonia broncointerticial
-Moderada hiperplasia linfoide
-Proliferacdo de macrofagos alveolares
-Discreta fibroplasia

CLM

-Discreta boncopneumonia
-Infiltrado alveolar polimorfonuclear e proliferagao de
macrofagos alveolares

CLM

-Severa Pneumonia interticial
-Moderada hiperplasia linféide

CLM

-Moderada broncopneumonia

-Moderada hiperplasia linféide invadindo a ldmina prépria dos
bronquiolos

-Infiltrado alveolar macrofagico neutrofilico e proliferacdo de
macréfagos alveolares

CLM

-Severa Pneumonia broncointerticial

-Moderada hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bonquiolos

-Infiltrado alveolar neutrofilico macrofagico e intensa
proliferagdo de macrofagos alveolares

-Exudacdo nas vias aéreas

All

CLM

-Moderada Pneumonia broncointerticial

-Discreta hiperplasia linféide

-Infiltrado alveolar macrofagico neutrofilico e proliferacao de
macrofagos alveolares

-Areas de necrose

Al2

CLM

-Moderada Pneumonia broncointerticial

-Moderada hiperplasia linféide invadindo a lamina prépria dos
bronquiolos

-Infiltrado alveolar macrofagico neutrofilico e proliferacdo de
macrofagos alveolares

Al3

CLM

-Moderada Pneumonia broncointerticial

-Severa hiperplasia linféide invadindo a 1amina propria dos
bronquiolos

-Infiltrado alveolar neutrofilico

G7

Al

SLM

-Moderada pneumonia interticial

-Severa hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos

-Severa fibroplasia causando estenose de bronquiolos

A2

SLM

-Severa hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos
-Infiltrado intrabronquiolar neutrofilico.

A3

SLM

-Discreta Pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linféide

A4

SLM

-Moderada pneumonia interticial
*Lesdes histopatologicas compativeis com infec¢do por
circovirus

AS

A6

A7
A8

SLM

-Moderada Pneumonia broncointerticial
-Moderada hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos

SLM

-Moderada pneumonia interticial
*Lesdes histopatologicas compativeis com infec¢ao por
circovirus

SLM

-Severa hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos

SLM

-Severa hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos
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A9 SLM 4 -Severa hiperplasia linféide invadindo a 1amina propria dos
bronquiolos
A10 CLM 3 —D@screta P‘neumon.ia i.nter.ticial
-Discreta hiperplasia linfoide
All CLM 3 —M.oderada‘pneumc?nia.l intc.erticial
-Discreta hiperplasia linfoide
Al CLM 3 -Discreta Pne.umonia. int.ertic.:ial
-Moderada hiperplasia linféide
Al3 CLM 3 —D%screta P.neumon.ia i.nterjticial
-Discreta hiperplasia linfoide
Ald CLM 4 -Severa hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos
AlS CLM 4 -Severa hiperplasia linféide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos
Al6 CLM 3 -Discreta Pne.umonia. int.ertic.ial
-Moderada hiperplasia linféide
Al7 CLM 1 -Discreta hiperplasia linféide
Al8 CLM 4 -Severa hiperplasia linfoide invadindo a lamina propria dos
bronquiolos
A19 CLM 3 -Moderada pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linféide
A20 CLM 1 -Discreta hiperplasia linféide
A21 CLM 1 -Discreta hiperplasia linféide
G8 Al SLM 3 -Discreta Pneumonia interticial
-Discreta hiperplasia linféide
A2 3 -Discreta Pneumonia interticial
SILM -Discreta hiperplasia linféide
A3 SLS - -
Ad SLS 4 -Moderada Pneumonia broncointerticial
-Infiltrado alveolar macrofagico neutrofilico
SLM -Discreta Pneumonia broncointerticial
A5 2 -Moderada hiperplasia linfoide
-Infiltrado alveolar neutrofilico
A6 SLM SLS -
SLM -Discreta boncopneumonia
A7 2 -Discreta hiperplasia linfoide
-Infiltrado alveolar macrofagico neutrofilico
-Severa Pneumonia broncointerticial com areas de consolidagao
-Severa hiperplasia linfoide invadindo a lamina propria dos
A8 ) bonquiolos
CLM -Infiltrado alveolar neutrofilico macrofagico e intensa
proliferacdo de macrofagos alveolares
-Exudagdo purulenta nas vias aéreas
CLM -Discreta Pneumonia broncointerticial
A9 2 -Discreta hiperplasia linféide
-Infiltrado alveolar macrofagico neutrofilico
A10 CLM 4 -Moderada hiperplasia linféide invadindo a lamina prépria dos
bronquiolos
All CLM 3 —D%screta P.neumon.ia i.nterjticial
-Discreta hiperplasia linféide
-Discreta Pneumonia broncointerticial
Al2 CLM —Disc.reta hiperplasia linfoide
2 -Proliferacdo de macrofagos alveolares
Al3 CLM SLS -
Al4 CLM 1 -Discreta hiperplasia linféide
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AlS

Al6

Al8

Al19

A20

A21

A22

CLM -Discreta Pneumonia broncointerticial
-Moderada hiperplasia linfoide
-Proliferacdo de macrofagos alveolares

CLM -Moderada Pneumonia broncointerticial
-Moderada hiperplasia linfoide

CLM -Discreta Broncopneumonia
-Discreta hiperplasia linféide

CLM -Discreta Broncopneumonia
-Discreta hiperplasia linfoide
-Proliferacdo de macrofagos alveolares

CLM -Moderada Pneumonia broncointerticial
-Discreta hiperplasia linféide

CLM -Moderada Pneumonia broncointerticial
-Discreta hiperplasia linféide

CLM -Discreta Pneumonia interticial

-Moderada hiperplasia linféide

G: granja; A: amostra; SLM: sem lesdes macroscopircas; CLM: com lesdes macroscopicas; SLS: sem
lesdes significativas; 1: LesGes de estagio 1; 2: Lesdes de estagio 2; 3: Lesdes de estagio 3; 4: Lesdes de

estagio 4.
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ANEXO 2: Tabela dos Resultados da avaliacdo do PCRut.

Amostras carga viral (log) Desvio padrao entre
triplicatas
Gl Al SLM 1,452525139 0,020958215
A2 SLM 1,31709969 0,016735241
A3 CLM 1,363125801 0,086129941
A4 CLM 1,095670819 0,02932418
G2 Al SLM 0,583489239 0,01424319
A2 SLM 0,613254488 negativo
A3 CLM 1,058278561 0,041579019
A2 CLM negativo negativo
G3 Al SLM 0,473239183 0,02538038
A2 SLM negativo negativo
A3 CLM 0,604611456 0,036027264
A4 CLM negativo negativo
G4 | Al SLM negativo negativo
A2 SLM negativo negativo
A3 CLM negativo negativo
A2 CLM negativo negativo
G5 Al SLM 1,039247513 0,025535541
A2 SILM 0,665663183 0,030675516
A3 CLM 0,795145273 0,029075269
A4 CLM 1,065620065 0,017858742
Go6 Al SLM 0,718542397 0,029827876
A2 SILM 0,543965816 0,02654765
A3 CLM negativo negativo
A4 CLM 1,024458766 0,059492279
G7| Al SLM negativo negativo
A2 SLM negativo negativo
A3 CLM negativo negativo
A4 CLM negativo negativo
G8 | Al SLM negativo negativo
A2 SLM negativo negativo
A3 CLM 0,40378803 negativo
A4 CLM negativo negativo

G: granja; A: amostra; SLM: sem lesdes macroscopicas; CLM: com lesdes macroscopicas.
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ANEXO 3 : Tabela com os resultados da avalia¢do pelo teste de imunoistoquimica

Amostras Imunomarcacao
Gl Al SLM Ausente
A2 SLM Ausente
A3 CLM Presente
A4 CLM Presente
G2 Al SLM Ausente
A2 SLM Ausente
A3 CLM Ausente
A4 CLM Presente
G3 Al SLM Ausente
A2 SLM Presente
A3 CLM Presente
A4 CLM Presente
G4 Al SLM Ausente
A2 SLM Ausente
A3 CLM Presente
A4 CLM Presente
G5 Al SLM Presente
A2 SLM Ausente
A3 CLM Ausente
A4 CLM Ausente
Go6 Al SLM Ausente
A2 SLM Ausente
A3 CLM Ausente
A4 CLM Ausente
G7 Al SLM Presente
A2 SLM Ausente
A3 CLM Presente
A4 CLM Presente
G8 Al SLM Presente
A2 SLM Presente
A3 CLM Ausente
A4 CLM Ausente

G: granja; A: amostra; SLM: sem lesdes macroscopircas; CLM: com lesdes macroscopicas.
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