LEONARDO TEOFILO TOLEDO

INFECCAO EXPERIMENTAL EM MODELO SUINO COM ISOLADOS
BRASILEIROS DE Mycoplasma hyopneumoniae: AVALIACAQO DA
PATOGENICIDADE E RESPOSTA IMUNE

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal
de Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de Po6s-Graduagdo em Medicina
Veterindria, para obten¢do do titulo de Magister
Scientiae.

Orientador: Abelardo Silva Junior
Coorientadores: Carlos Eduardo Real Pereira

Ricardo Seiti Yamatogi
Luis Guilherme de Oliveira

VICOSA - MINAS GERAIS
2023



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vicosa - Campus Vicosa

T

Toledo, Leonardo Teofilo, 1996-
T649i1 Infec¢do experimental em modelo suino com isolados
2023 brasileiros de Mycoplasma hyopneumoniae: avaliacao da

patogenicidade e resposta imune / Leonardo Tedfilo Toledo. —
Vicosa, MG, 2023.
1 dissertacao eletronica (78 f.): il. (algumas color.).

Inclui anexo.

Inclui apéndices.

Orientador: Abelardo Silva Junior.

Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Veterindria, 2023.

Referéncias bibliograficas: f. 66-74.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2023.402

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Suinos - Doencas. 2. Infeccdes respiratorias.
3. Viruléncia. 4. Patologia experimental. I. Silva Junior,
Abelardo, 1977-. II. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Veterindria. Programa de Pds-Graduaciao em
Medicina Veterinéria. III. Titulo.

CDD 22. ed. 636.40896241

Bibliotecdrio(a) responséavel: Bruna Silva CRB-6/2552




LEONARDO TEOFILO TOLEDO

INFECCAO EXPERIMENTAL EM MODELO SUINO COM ISOLADOS
BRASILEIROS DE Mycoplasma hyopneumoniae: AVALIACAO DA
PATOGENICIDADE E RESPOSTA IMUNE

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
de Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pods-Graduagdo em Medicina
Veterindria, para obtencdo do titulo de Magister
Scientiae.

APROVADA: 15 de fevereiro de 2023

Assentimento:

Documento assinado digitalmente

b LEONARDO TEOFILO TOLEDO
g ol Data: 27/06/2023 14:47:07-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Leonardo Teéfilo Toledo
Autor

Documento assinado digitalmente

b ABELARDO SILVA JUNIOR
g il Data: 27/06/2023 16:14:54-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Abelardo Silva Junior
Orientador



A Deus por me conceder a vida,

Aos meus pais, Vilmar e Maria, pelo amor, educagdo e incentivo incondicional,

Aos amigos que se tornaram familia (Haroldo, Jiilio, Romulo, Kaique, Mairon e Caio Henrigue),

A todos os mestres que gentilmente partilharam seu conhecimento,

Aos animais que doam suas vidas diariamente em prol da humanidade,

Meu muito obrigado!



AGRADECIMENTOS

Confesso que é desafiador resumir em poucos caracteres todos os agradecimentos
acumulados de 26 anos de vida. Entdo vamos 14! Agradeco a deus por me conceder o dom da
vida e, junto dela, sempre me apresentar as pessoas certas ao longo do caminho.

Agradeco a minha familia na figura dos meus pais (Vilmar e Maria), por todo
incentivo, amor e sacrificio. Por diariamente durante anos levantarem antes das 6h da manha,
prepararem o café e me acordarem para que eu fosse a escola. Sem vocés nada seria possivel!
Este titulo eu dedico inteiramente a voceés.

Agradeco a todos os mestres que tive ao longo da minha trajetéria, desde aqueles que
me ensinaram o mais simples movimento de segurar um lapis, aos que me apresentaram o
““universo ~ da biologia molecular. Em especial agradeco ao meu orientador Dr. Abelardo.
Obrigado pela confianca, respeito, ensinamentos e principalmente pelo reconhecimento do
meu trabalho. Sem o apoio do senhor nada seria possivel! Aos meus coorientadores Dr.
Carlos Eduardo, Dr. Luis Guilherme (e todos do Laboratério de medicina de suinos) e Dr.
Ricardo por todo conhecimento e auxilio concedido em minha formacdo. Em especial ao
professor Ricardo por todas as conversas, cafés e conhecimento transmitido, principalmente
por me ensinar a diluir uma curva padrio de gPCR perfeita! A Fernanda e ao Arthur por toda
a amizade e conversas descontraidas no departamento, vocés fizeram a pds-graduacdo ser
mais leve. Aos doutores Jodo Paulo Oliveira € Bruno Damasceno que foram essenciais em
minha formacgdo académica. A todos os estagidrios que tive, em especial Caio Augustus e Ana
Alice. A todos que me auxiliaram no estudo, em especial ao Victor Hugo Rabelo.

Agradeco a todos os funciondrios das granjas de Nutricio e Melhoramento Genético
de suinos da UFV, nas quais fui estagiario por longos anos! Também agradeco a todos os
integrantes da Coles Farm (NC-USA), vocés foram uma familia durante meu intercambio!

Agradeco a todos os amigos que em todos estes anos de UFV foram uma segunda
familia, em especial Haroldo, Juilio, Rodmulo, Kaique, Mairon e Caio Henrique.

Agradeco a empresa Agroceres PIC na figura do Médico Veterinario Ms. Gustavo
Simao por fornecer os animais. Meu mais profundo respeito e agradecimento a todos os
animais que diretamente e indiretamente doaram suas vidas neste estudo em prol da ciéncia.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concessdo da minha bolsa de mestrado. Ao DVT-UFV.

Por fim, agradeco a UFV! Esta que me acolheu e literalmente foi minha casa, a quem

tenho um profundo sentimento que se traduz em dizer: ORGULHO DE SER UFV!



Quando vocé perceber que, para produzir, precisa obter a
autorizacdo de quem ndo produz nada; quando comprovar
que o dinheiro flui para quem negocia ndo com bens, mas
com favores; quando perceber que muitos ficam ricos pelo
suborno e por influéncia, mais que pelo trabalho, e que as
leis ndo nos protegem deles, mas, pelo contrdrio, sdo eles
que estdo protegidos de vocé; quando perceber que a cor-
rupgcdo é recompensada, e a honestidade se converte em
autossacrificio; entdo poderd afirmar, sem temor de errar,
que sua sociedade estd condenada.

(Ayn Rand )


https://www.pensador.com/autor/ayn_rand/

RESUMO

TOLEDO, Leonardo Tedfilo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2023.
Infeccio experimental em modelo suino com isolados brasileiros de Mycoplasma
hyopneumoniae: Avaliacdo da patogenicidade e resposta imune. Orientador: Abelardo
Silva Junior. Coorientadores: Carlos Eduardo Real Pereira, Luis Guilherme de Oliveira e
Ricardo Seiti Yamatogi

O Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) é considerado o causador primério da pneumonia
enzodtica suina (PES). Diante disso, a obtencdo de novos isolados patogénicos e estudos
acerca da patogenicidade e mecanismos de resposta imune se fazem necessarios. Este trabalho
realizou uma infeccdo experimental em modelo suino para avaliar a patogenicidade de dois
isolados de Mhyo (UFVO01 e UFV02). O estudo foi dividido em 3 grupos, sendo um grupo
controle negativo (n=4) e dois grupos testes contendo (n=8). Eles foram desafiados aos 35
dias de idade por via intratraqueal com 10’CCU (Color Change Unit). Foram coletadas
amostras de swab laringeal e soro nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35 pds inoculagdo (dpi) para
avaliar a soroconversdo, citocinas e excrecdao do agente por qPCR. Ao fim, todos foram
eutanasiados para avaliar o escore das lesdes macro e microscopicas dos pulmdes e a carga
bacteriana por qPCR. O grupo UFVO0I1 teve uma soroconversao (IgG) mais precoce e maior
(100%), enquanto apenas 50% dos animais do grupo UFV02 soroconverteu, o mesmo
resultado foi obtido quando analisado a presenga de IgA em lavado traqueobronquico (LTB)
aos 35 dias de infec¢do. O Grupo UFVOI apresentou aos 35 dias score de lesdo macroscopica
média de 11,75 % e o UFV02 3,125%. As lesdes microscopicas foram mais intensas no grupo
UFVO0I1, apresentando maior frequéncia de lesdes moderadas de hiperplasia de BALT,
broncopneumonia e casos de pleurite. As amostras de swab laringeal o inicio da detec¢do se
deu aos 14 dias. O grupo UFVO1 teve 75% positividade aos 14dpi (3,76x10%), 87,5% aos
21dpi (4,36x10%), 100% aos 28dpi (1,44x10% e 87.5% aos 35dpi (1,25x10%. J4 o grupo
UFV02 também iniciou sua excrecdo aos 14dpi, porém com uma positividade de 37,5%
(1,82x10?), aos 21dpi 75% (8,33x10%), 28dpi (87,50%) e aos 35dpi 87,5% (2,5x10°). J4 a
carga bacteriana média detectada no LTB, tecido e swab lesdo aos 35dpi foi de 3,57x10°,
2,63x10° copias/ uL e 6,69x10* copias’ ng de DNA total, respectivamente para 0 grupo
UFVO01 e 6,32x10°, 3,92x10° copias/ pL e 7,18x10* copias’ ng de DNA para o grupo UFVO02.
Os resultados poderdo auxiliar no desenvolvimento de vacinas, kits de diagndstico e

estabelecimento de modelos para testes de protocolos terapéuticos contra esse agente.

Palavras-chave: UFV01. UFV02. Doenca respiratoria. Desafio experimental. Suino.



ABSTRACT

TOLEDO, Leonardo Tedfilo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2023.
Experimental infection in a swine model with Brazilian isolates of Mycoplasma
hyopneumoniae: Evaluation of pathogenicity and immune response. Adviser: Abelardo
Silva Junior. Co-advisers: Carlos Eduardo Real Pereira, Luis Guilherme de Oliveira and
Ricardo Seiti Yamatogi

Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) is the primary cause of swine enzootic pneumonia
(PES). Therefore, the acquisition of new pathogenic isolates and studies on pathogenicity and
immune response mechanisms are necessary. In this sense, this work carried out an
experimental infection in a swine model to evaluate the virulence of two Brazilian Mhyo
isolates entitled UFVO1 and UFVO02. The study was divided into three groups, one negative
control group (n=4) and two containing test groups (n=8). They were challenged at 35 days of
age intratracheally with Mhyo 10’CCU (Color Change Unit). Laryngeal swabs and serum
samples were collected on days 0, 7, 14, 21, 28 and 35 post-infection (dpi) to assess
seroconversion and agent excretion by qPCR. In the end, all were euthanized to evaluate the
score of macro and microscopic lesions of the lungs and the bacterial load present by qPCR.
The UFVOI group had an earlier and greater seroconversion (IgG) (100%) while only 50% of
the UFVO02 group seroconverted; the same result was obtained when analyzing the presence of
IgA in tracheobronchial lavage (LTB) at 35 days of infection. The UFVO01 Group presented a
mean macroscopic lesion score of 11.75% at 35 days and the UFV02 3.125%. The
microscopic lesions were more intense in the UFVO1 group, with a higher frequency of
moderate lesions of BALT hyperplasia, bronchopneumonia and cases of pleuritis. The
laryngeal swab samples were evaluated by qPCR, detection began after 14 days. The UFVO01
group had 75% positivity at 14dpi (3.76x10%), 87.5% at 21dpi (4.36x10?), 100% at 28dpi
(1.44x10% and 87.5% at 35dpi (1.25x10%). The UFV02 group also started its excretion at
14dpi, but with the positivity of 37.5% (1.82x10?), at 21dpi 75% (8.33x10?), 28dpi (87.50%)
and at 35dpi 87.5% (2.5x10%). The mean bacterial load detected in the LTB, tissue and lesion
swab at 35dpi was 3.57x10°, 2.63x10° and 6.69x10* copies/ uL, respectively for the UFV01
group and 6.32x10°, 3.92x10° and 7.18x10* copies/ uL for the UFV02 group. The results can
help in the development of new vaccines, diagnostic kits and establishment of experimental

models for testing therapeutic protocols against this agent.

Keywords: UFVO1. UFVO02. Respiratory disease. Experimental challenge. Swine
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1. INTRODUCAO GERAL

A carne suina é a mais consumida no mundo. Segundo a Associacdo Brasileira de
Proteina Animal (ABPA), o Brasil é o quarto maior produtor e exportador mundial de carne
suina, com volume produzido em 2021 de 4,7 milhdes de toneladas, das quais 1,13 foram
exportadas e aloja 2,015 milhdes de matrizes suinas (ABPA, 2021).

No Brasil, prevaléncias elevadas de lesdes pulmonares em suinos revelam uma
possivel deficiéncia nas condi¢des sanitdria, de manejo e das instalacdes na suinocultura
brasileira (TAKEUTI E BARCELLOS, 2017; DE CONTI et al., 2021). Altos desafios
infecciosos, metodologias de controle e tratamento ineficientes, superlotacdo, excesso de
poeira, gases toxicos, temperatura, umidade inadequadas, presenca de micotoxinas
imunossupressoras na racao e auséncia de vazio sanitdrio sdo fatores de risco importantes para
a ocorréncia de pneumonias.

A Pneumonia enzootica suina (PES) € uma doenca cronica, infecciosa causada
primariamente pelo Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo), caracterizada por uma
broncopneumonia catarral, que clinicamente se manifesta por tosse seca, atraso no ganho de
peso, alta morbidade e baixa mortalidade (MAES et al.,, 2017; SOBESTIANSKY, J.;
BARCELLOS, 2012).

As infeccdes causadas por Mhyo s@o praticamente presentes em todos os paises onde
se criam suinos no mundo. A prevaléncia nas granjas € alta, apesar de haver poucos dados
publicados, sendo muitos deles avaliagdes de prevaléncia local (PIETERS E MAES, 2020).
Acarretam considerdveis perdas econdmicas devido a significativa perda de peso dos animais,
gastos com tratamento e reducdo de precos das carcagas (THACKER E MINION, 2010). A
Suica € uma excecdo onde a prevaléncia de granjas positivas € inferior a 1% apods a conclusdo
de um programa de erradicacdo a nivel nacional (PIETERS E MAES, 2020).

As condicdes de manejo e alojamento que predispdem a infeccdo sao conhecidas, mas
s30 necessdrias mais pesquisas para entender melhor o padrdo de transmissdo em sistemas
modernos de producdo de suinos e avaliar a importancia da populagcdo reprodutora para o
controle de doengas (MAES et al., 2017).

No Brasil, estima-se que 95% das granjas comerciais sejam positivas para a Mhyo
(TAKEUTI E BARCELLOS, 2017). No estado de Sdo Paulo um estudo avaliou o soro de
animais ndo vacinados provenientes de 14 propriedades, foi encontrada uma soropositividade

de 52% das amostras (VICENTE et al., 2013). Arenales et al. (2022) em seu estudo avaliaram
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os padrdes histopatoldgicos das doencas respiratérias no Brasil, em se tratando do Mhyo en-
contraram uma positividade de 42,3% dos pulmdes testados, muitos deles com patdgenos res-
piratérios associados (bacterianos e virais). Em outro estudo conduzido no Sul do pais, foram
coletados 150 pulmdes de 5 frigorificos distintos, na qual foi possivel observar lesdo sugestiva
de infeccdo concomitante pelo virus Influenza A (IAV) e Mhyo, correspondendo a 55,3%
(83/150), e em 54,2% (45/83) desses casos Pasteurella multocida (Pm) tipo A foi isolada (DE
CONTI et al., 2021). Baraldi et al. (2019) estudou a soroprevaléncia de Mhyo em granjas va-
cinadas no estado de Sao Paulo encontrando uma prevaléncia de 27,7% nas creches, 43,7%
crescimento, 68,8% terminacdo e 80 %, além de 12% &rea de consolidacdo pulmonar, 9% de
pleurite no abate e 79,8% dos animais apresentavam algum grau de consolida¢do. Ja Galdeano
et al. (2019) no estado de Goids encontrou uma soroprevaléncia de creche de 22,42%, cresci-
mento 24,21%, terminacao 61,7% e abate 88,36%, e area de consolidacdo media no abate de
7,29% e 10,33% de pleurite. 80,33% dos animais no momento do abate apresentaram algum
grau de consolidacdo pulmonar. Apesar da impossibilidade de diferenciacdo dos anticorpos
vacinais de infec¢Oes naturais € sabido que os anticorpos vacinais alcangam seu pico pos va-
cinacdo e decrescem ao longo do tempo. Porém nestes dois estudos pode ser observado justa-
mente um aumento crescente da soroprevaléncia, ao longo das fases de producdo possivel-
mente decorrente de infecgdes naturais. Apesar de existirem poucos estudos no Brasil acerca
da prevaléncia do Mhyo, e os existentes serem de uma abrangéncia regional, se pode observar
que a PES € endémica em todas as regides produtoras do pais, € causam consideraveis perdas
econOmicas a atividade.

A longa persisténcia da bactéria no trato respiratério do suino dificulta a realizacdo de
programas de erradicacdo em granjas comerciais (TAKEUTI E BARCELLOS, 2017). As per-
das econdmicas podem variar U$6,55 até U$ 10,12 por animal abatido (GILLESPIE, 2013;
HADEN et al., 2012; GARZA-MORENO et al., 2018; FERRAZ et al., 2020). Portanto, ape-
sar de variacdes do impacto econdmico, provavelmente, relacionadas a varidveis individuais
do local do estudo ou a patogenicidade da cepa infectante, € notério o impacto econdmico
causado pela infeccao pelo Mhyo. Além disso, esses estudos nao detalharam as condi¢des de
desafios secundarios, situagdes frequentes que caracterizam a PES e agrava as condi¢Oes de
satide e zootécnica do rebanho.

Atualmente existem vacinas disponiveis que ndo conferem protecdo completa,
entretanto existem pesquisas em andamento sobre o desenvolvimento de novas vacinas que
confiram imunidade protetora e reduzem a transmissdo (MAES et al., 2017). Para isto os

estudos experimentais sao ideais para descrever a dinamica de infeccdo da bactéria, pois as
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condi¢des sdo padronizadas. No entanto, a extrapolacdo dos resultados para a infeccdo de
campo deve ser realizada com cuidado, pois os resultados podem ser afetados por vdrias
condicdes que provavelmente ndo estdo presentes no nivel experimental (GARCIA-
MORANTE et al., 2022).

Diante de todo o cendrio apresentado, o estudo proposto € de grande importancia, visto
que até o presente momento no Brasil existem apenas dois isolados brasileiros de Mhyo
completamente caracterizados (7422 e 7448) (SIQUEIRA et al., 2013; VASCONCELOS et
al., 2005) Neste estudo foram utilizados novos isolados (UFV01 e UFV02) (GONZAGA et
al., 2019) visando a padroniza¢cdao do modelo de infec¢ao pelo Mhyo e a caracterizagdo da sua
viruléncia. A partir dos resultados encontrados, novos estudos para o desenvolvimento de
candidatos vacinais, medicamentos antimicrobianos, kits de diagnéstico e aperfeicoamento

das préticas de controle poderdo ser realizados.


https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1090023322000922?via%3Dihub#!
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1090023322000922?via%3Dihub#!
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracterizacao do agente

O Mhyo € o agente primério da pneumonia enzootica, pertencente ao Filo Firmicutes e
a classe Mollicutes, possuem genoma reduzido, com 0,2 a 0,3 um de didmetro, ndo possuem
parede celular, com morfologia variada sendo sua biologia molecular semelhante a das
bactérias gram-positivas (KOBISCH & FRIIS, 1996; SIMIONATTO et al., 2013).

Os Mollicutes sdo parentes distantes dos Gram positivos (Mycoplasma, Spiroplasma e
Acholeplasma) surgiram por evolucao “degenerativa” ou “regressiva” (RYCROFT, 2020).

O organismo € encontrado principalmente na superficie da mucosa da traqueia,
bronquios e bronquiolos. Diferentes adesinas e lipoproteinas estdo envolvidas no processo de
adesdo. A destruicdo do aparelho mucociliar, juntamente com a modulag¢do da resposta imune,
aumentam a suscetibilidade de suinos infectados a patdgenos secunddrios. Os sinais clinicos e
a gravidade das lesdes dependem de diferentes fatores, como manejo, condi¢des ambientais e
da viruléncia da cepa, apesar do impacto potencial da variabilidade da cepa na gravidade da
doenca ndo estar bem definido (MAES et al., 2018).

Em geral, os mecanismos pelos quais micoplasmas causam doencas muitas vezes
permanecem obscuros. Pelo fato dos micoplasmas serem tdo diferentes de muitos outros
patdgenos estudados, hd uma oportunidade limitada de reconhecer genes homologos
conhecidos em outros patégenos (RYCROFT, 2020).

Mesmo especificamente dentro dos Mycoplasmas ha cepas consideradas patogénicas e
ndo patogénicas que compartilham genes conhecidos por codificarem fatores de viruléncia,
tornando assim mais dificil a sua compreensdo. O que estd claro € que os mecanismos de
adesdo e lipoproteinas sdo essenciais no processo de desenvolvimento da PES (LEAL

ZIMMER et al., 2020).

2.2. Epidemiologia

Uma compreensao clara da epidemiologia do Mhyo € fundamental para o controle e
prevenc¢do da doenga (PIETERS et al., 2020).
O Mhyo é um patégeno de distribui¢do mundial e especifico de suinos (Sus scrofa

domesticus) e javalis (Sus scrofa scrofa) (MAES et al., 2008). A dindmica de transmissao é
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dependente de intimeros fatores como patogenicidade de cepa, densidade populacional,
condig¢des sanitdrias, vacinacdes contra Mhyo (MAES et al., 2018).

A infeccdo com Mhyo ocorre através do contato das vias respiratérias do hospedeiro
com secre¢gdes contaminadas com a bactéria. A principal via de contdgio se d4 no contato de
um hospedeiro contaminado com um suscetivel pelo contato nasal, compartilhamento de
mesmo alojamento ou em raros casos transmissao no ar em distancias maiores. Outros hospe-
deiros susceptiveis, ndo foram demonstrados até o momento (PIETERS et al., 2020).

Pieters et al. (2009) avaliaram a dinadmica de infeccdo em animais previamente
negativos utilizando a cepa 232 (USA) numa infec¢do experimental. Este estudo demonstrou
a tamanha cronicidade da infec¢do, pois ainda foi capaz de se detectar o Mhyo aos 214 dias
pOs infecgdo.

O primeiro evento de exposi¢do se dd no periodo lactacional, quando os leitdes entram
em contato com as fémeas que estdo com eliminacdo ativa do agente (MALMSTEN et al.,
2018; CALSAMIGLIA; PIJOAN, 2000). Consequentemente o nimero de matrizes positivas
no momento do parto € determinante para transmissdo do agente nas fases subsequentes de
producdo.

A transmissdo vertical, ou disseminacdo de uma mae infectada para sua prole, foi
identificada como um fator de risco para a prevaléncia de infeccio por Mhyo na idade de
desmame (SIBILA et al., 2008). Apesar da maior parte das infeccdes ocorrerem nas fases de
maternidade e creche, os quadros clinicos da PE se apresentam nas fases de crescimento e
terminacdo, momento em que as lesdes pulmonares e os prejuizos sdo mais evidentes
(SIBILA et al., 2009).

Sendo assim, as fémeas de primeira paridade t€ém uma importancia especial na
manutencao e transmissdo do agente nas granjas, pois muitas das vezes as leitoas de reposi¢cao
sdo adquiridas de granjas multiplicadoras negativas, e introduzidas em granjas positivas se
configurando como novos hospedeiros suscetiveis (TAKEUTI et al., 2017; MAES et al.,
2018). Sao necessdrias praticas de manejo para que esta nova fémea seja introduzida no
rebanho, se infecte e soroconverta antes do parto, para que a mesma nao esteja com uma
infeccdo ativa na maternidade e contamine sua prole. A taxa de infeccdo pode se agravar em
situagcdes em que ocorre a mistura de lotes de creche de mdltiplas origens, potencializando a
transmissdo de diferentes cepas de Mhyo e de patégenos secunddrios entre 0s animais
(TAKEUTI; BARCELLOS, 2017).

Roos et al. (2016) estudaram a taxa de transmissdo do agente em uma infecc¢do

experimental entre animais positivos e individuos suscetiveis, seu resultado demostrou que a
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taxa de transmissdo estimada de Mhyo foi de 1,28 suinos/semana. Apesar de baixa esta taxa
de transmissdo, a mesma € duradoura por um longo periodo (PIETERS et al., 2009).

Sendo assim, os estudos de Pieters et al. (2009) e Roos et al. (2016) corroboram que o
Mhyo apresenta baixa taxa de transmissdo, ela é duradoura em decorréncia da alta
persisténcia no trato respiratério. Estas informagdes demostram que o nimero de animais

positivos em um lote é determinante para um maior ou menor desafio nas granjas.

2.3. Diagnéstico

A técnica “padrdo ouro” para o diagndstico da infec¢do € o isolamento do agente,
todavia este método € laborioso, e na maioria das vezes o meio de cultura pode ser
contaminado por outras espécies de Mycoplasma (MAES et. al., 1996; MAROIS et al., 2007),
0 que torna o isolamento invidvel no diagndstico de rotina.

A dificuldade em cultivar Mhyo levou ao desenvolvimento de outros testes de
diagnéstico, como sorologia (ELISA indireto), sendo este um teste indireto,
imunofluorescéncia (FA), reacdao em cadeia da polimerase (PCR), imuno-histoquimica (IHC),
hibridizagdo in situ fluorescente (FISH) e inspecdo post-mortem. Estas sdo as técnicas usadas
para verificar se existe o envolvimento de Mhyo nas infec¢des respiratorias. No entanto, o
isolamento da bactéria ainda € necessario para realizar estudos mais precisos (MAROIS et al.,
2007; SIBILA et al., 2009).

Para o uso de técnicas moleculares como PCR ou qPCR, ha de se levar em conta que o
alvo dessas técnicas é o genoma bacteriano, ndo garantindo viabilidade do agente, o que ndo
permite afirmar se tratar de uma infec¢do ativa. No caso de Mhyo, que se adere ao epitélio
mucociliar do trato respiratério, lavados traqueobronquico (LTB) podem ser usados para
deteccio do DNA do agente, tanto em animais vivos como mortos (KWON et al., 2002;
JORGE et al., 2014). A deteccdo e quantificacio de DNA de Mhyo em tecidos pulmonares
também pode ser determinada por qPCR, assim como em swabs nasais e laringeais
(WOOLLEY et al., 2012; SALLING e CHRISTENSEN, 2016; SIBILA et al., 2009).

Ja em técnicas soroldgicas como ELISA, seu resultado é limitado quando o objetivo é
detectar infeccdes ativas do agente, pois o ensaio ndo consegue distinguir anticorpos de
infeccOes naturais, de anticorpos vacinais, por outro lado, as técnicas como
imunofluorescéncia (FA), imuno-histoquimica (IHC), hibridizacao in situ fluorescente (FISH)
que possuem capacidade de deteccdo direta do agente e alta especificidade, entretanto

possuem sensibilidade limitada (MAES et al., 2008).
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O aparecimento progressivo de tosse cronica durante o alojamento de um lote de suinos
€ um importante sinal clinico que pode indicar presenca de Mhyo no rebanho (SIBILA et al.,
2009). Na busca por um diagndstico presuntivo, deve-se complementar as informagdes
inerentes aos sinais clinicos com as lesdes pulmonares e padroes de lesdes encontrados no
exame histopatoldgico.

O processo de infec¢do e seu tropismo pelo epitélio do trato respiratdrio inferior afeta
as sensibilidades diagnésticas associadas ao local de amostragem e estdgio da infec¢do. Um
conhecimento profundo das ferramentas disponiveis para a rotina de testes de diagndstico,
juntamente com uma compreensdo detalhada da dindmica da infeccdo, é essencial para
otimizar as estratégias de amostragem e fornecer confianca no processo de diagndstico

(GARCIA-MORANTE et al., 2022).

2.4. Patogenia e fatores de viruléncia

Independentemente de sua inerente simplicidade, sendo uma pequena bactéria sem
parede celular com genoma reduzido, Mhyo utiliza varios mecanismos de patogenicidade,
alguns dos quais ndo sdo totalmente compreendidos (LEAL ZIMMER et al., 2020).

A ocorréncia das lesdes no epitélio pulmonar dos suinos acontece em decorréncia das
interacOes entre 0 Mhyo e o hospedeiro. Esta interacdo € de grande complexidade e objetivo
de muitos estudos que visam preencher as lacunas ainda presentes sobre mecanismos
moleculares e celulares relacionados a adesdo celular, secrecdo, sinalizacdo, citotoxicidade,
apoptose e imunomodulacdo (LEAL ZIMMER et al., 2020). Esta compreensao € importante
para que possamos assim produzir testes diagndsticos mais precisos, tratamentos mais
assertivos e melhores vacinas.

Dentre os fatores externos que contribuem para o agravamento da PES estdo as
condi¢des de manejo e alojamento, e também pode depender da viruléncia da cepa infectante,
uma vez que grandes diferencas na viruléncia foram mostradas em isolados de campo
(MEYNS et al., 2007; LEAL ZIMMER et al., 2020).

Um estudo conduzido por (VICCA et al., 2003) demostrou que existem variacdes na
viruléncia entre diferentes isolados de campo de Mhyo. Os autores estabeleceram uma
classificacdo de baixa, média e alta patogenicidade baseada na apresentacdo dos sinais
clinicos e lesdes de PES. O estudo demonstrou que os isolados altamente virulentos tinham
capacidade de induzir lesdes e processos inflamatérios mais cedo apds a inoculagdo, em

comparacdo com o isolado de baixa viruléncia.
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E notdria a existéncia de cepas de diferentes graus de patogenicidade, porém em
virtude da falta de uma métrica universalmente padronizada deste conceito devido ao fato de
os trabalhos utilizarem diferentes técnicas moleculares e histopatoldgicas, e as diferentes
condi¢cdes ambientais dos estudos, se torna dificil a comparacdo dos diferentes isolados
conhecidos.

Apesar das diferencas ambientais de crescimento in vitro € in vivo, Meyns et al. (2007)
estudaram a diferenca entre isolados de alta e baixa viruléncia associados a uma ripida
multiplicacdo in vitro, concluindo que os isolados de alta viruléncia t€ém maior capacidade de
multiplicacdo, consequentemente uma maior capacidade de crescimento nos pulmoes
induzindo um processo inflamatério mais grave.

Estima-se que de 20 a 30% dos genes presentes no Mhyo sdo responsdveis por
expressarem proteinas de superficie, porém muitas delas ainda tem sua fun¢do desconhecida
(FELDE et al., 2018a). Algumas importantes proteinas expressas em sua superficie sdo as
adesinas, estas sao apontadas como um importante fator de viruléncia.

A colonizacdo do epitélio ciliado respiratorio pelo Mhyo depende especificamente da
expressao de duas familias de adesinas funcionalmente redundantes que sao paralogas P97 e
P102 (SIQUEIRA et al., 2014). Ao menos 35 proteinas foram associadas a adesdo celular,
sendo elas varias relacionadas as familias P97/P102 (LEAL ZIMMER et al.,, 2020;
SIQUEIRA et al.,, 2014; RAYMOND & DJORDIJEVIC, 2015). A P102 apresenta ter
capacidade de sequestrar plasminogénio e fibronectina para sua superficie, tendo papel
importante na viruléncia (BOGEMA et al., 2012). Ja a P97 foi a primeira adesina
caracterizada na superficie do Mhyo (ZHANG; YOUNG; ROSS, 1995), tendo como uma de
suas fungdes o processo de adesdo aos cilios.

Beuckelaere et al. (2022) conduziram um estudo de comparagdo transcriptomica de
tecidos de lesdo pulmonar de suinos infectados com a cepa 98 com tecido pulmonar de
animais ndo infectados, e 0 mesmo estudo identificou 424 genes diferencialmente expressos.
Esses genes faziam parte das seguintes principais vias do sistema imunoldgico: sinaliza¢do de
interleucinas, regulacdo de receptores Toll-like e ativacio de C3 e C5 no sistema
complemento. O mesmo também comparou o transcriptoma bacteriano in vivo com 0
transcriptoma da cepa 98 cultivada in vitro e foi possivel identificar 22 genes regulados
positivamente e 30 negativamente. Este estudo demostra a plasticidade do Mhyo em regular a

expressao de seus genes em virtude do meio em que estd inserido.

2.5. Variabilidade Genética
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Com o avanco da biologia molecular foi possivel caracterizar que no genoma do Mhyo
a sequéncia de algumas adesinas tem varias repeticdes, dentre elas a P97 e a P146 sdo as mais
comumente avaliadas. O aumento do ndmero de repeticdes para cada uma destas adesinas vai
caracterizar uma variante diferente de Mhyo (DOS SANTOS et al., 2015). Uma hipdtese
importante ¢ de que o maior nimero de repeticdes se configura em maior capacidade de
aderéncia, consequentemente maior viruléncia entre isolados (BETLACH et al., 2019).

A nivel gendmico, foi demonstrada alta heterogeneidade entre isolados de Mhyo por
todo o mundo, usando vdrias técnicas de tipagem, como DNA polimérfico amplificado
aleatoriamente (RAPD) ( ARTIUSHIN E MINION, 1996 ), polimorfismo de comprimento de
fragmento amplificado (AFLP) ( KOKOTOVIC et al ., 1999 ) e eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE) ( STAKENBORG et al., 2005; SIBILA et al., 2009). A andlise do ndmero
varidvel de maltiplos loci de repeticdes em tandem (MLVA) e a PCR combinada com
polimorfismo de comprimento de fragmentos restritos (PCR-RFLP). Um ensaio de MLVA foi
descrito como uma ferramenta para diferenciar cepas de Mhyo em amostras do trato
respiratério sem cultivo prévio (VRANCKX et al.,, 2011; DOS SANTOS et al., 2015;
CHARLEBOIS et al., 2014).

Como mencionado anteriormente, existem variantes de Mhyo em todos os paises onde
a suinocultura tem relevincia econdmica Takeuti et al. (2017). Dos Santos. (2015) e
colaboradores avaliaram cepas de Mhyo circulante nos Estados Unidos da América (EUA),
Brasil, México e Espanha por MLV A com base no niimero de repeti¢des em tandem em duas
adesinas P97 e P146 de um total de 355 amostras. Este trabalho identificou um grande
numero de tipos de MLVA (n = 139), sugerindo que miltiplas variantes de Mhyo estao
circulando em rebanhos nestes paises. O 16cus P97 tinha 17 tipos diferentes com 2 a 18
repeticoes. O 16cus P146 apresentou maior heterogeneidade, com 34 tipos diferentes, variando
de 7 a 48 repeticoes. Tipos de MLV A que apresentaram mais de 30 repeticoes em P146 foram
encontrados na Espanha e no Brasil, enquanto repeticdes menores foram observadas nos EUA
e no México.

Takeuti et al. (2017) avaliaram presencga de variantes no Brasil por MLV A em leitoas
de quatro granjas multiplicadoras positivas. Podem ser observadas vérias variantes com mais
de 40 repeticdes da P146. Na multiplicadora A foram encontradas seis variantes, B onze
variantes e C duas variantes. Totalizando 17 variantes nas 4 multiplicadoras.

A anélise de diversidade por MLVA também foi executada utilizando amostras da

Argentina, Hungria, Canada, China dentre outros paises (SOSA et al., 2019; FELDE et al.,
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2018a; CHARLEBOIS et al., 2014; WU et al., 2022) . Em todos os trabalhos citados foram

encontradas variagdes significativas de diversidade genética entre as amostras analisadas.

2.6. Sinais clinicos e lesoes

As infeccdoes por Mhyo se caracterizam clinicamente por uma tosse seca nao
produtiva, intermitente e intensidade varidvel (SIBILA et al., 2009 ). Em um cendrio
endémico, o curso da doencga implica alta morbidade, mas baixa mortalidade (THACKER &
MINION, 2010). A fase mais comum do inicio do acometimento clinico se da na fase de
crescimento por volta das 8 a 16 semanas de idade (RYCROFT, 2020).

Em infec¢Oes experimentais, o inicio do aparecimento da tosse se da entre 10 a 16
dias p6s inoculacdo do agente, podendo se estender por até 12 semanas (KOBISCH & FRIIS,
1996; MAES et al., 2008).

A tosse € consequéncia direta das lesdes pulmonares observadas nos animais
acometidos, que consistem em dreas consolidadas de cor vermelha localizadas nos lobos
apicais e médios em sua por¢do cranio ventral e, eventualmente em casos mais graves, a parte
cranial dos lobos diafragmaticos (GARCfA—MORANTE et al., 2015; WOOLLEY et al.,
2012).

As infecgdes por Mhyo sdo divididas em duas fases, ou seja, fase aguda e cronica. Esta
classificacdo € baseada na apresentacdo dos sinais clinicos. No entanto, em alguns casos a
doenca pode ser considerada subclinica, pois ndo hda sinais observados, apesar dos animais
serem positivos ao agente. Por outro lado, definir os diferentes periodos de infec¢do pelo
Mhyo € fundamental para tragar estratégias do controle da doenca (PIETERS et al., 2020).

Ap6s a infecgdo, o Mhyo inicia sua multiplicagdo se aderindo aos cilios através de
suas adesinas, causando assim a ativagdo do sistema imune, levando a diapedese de
macrofagos e linfocitos nas dreas perivasculares, peribronquiais e septo alveolar, e
consequentemente estimulando a liberagdo de citocinas pré-inflamatdrias. Este processo causa
a destruicao do aparato mucociliar do epitélio respiratério ciliostase (WOOLLEY et al., 2012;
BUSTAMANTE-MARIN; OSTROWSKI, 2017). O aparato mucociliar age aprisionando os
patégenos respiratorios inalados e juntamente com os batimento coordenados dos cilios,
expulsa parte da carga bacteriana para fora das vias aéreas (LEAL ZIMMER et al., 2020).
Uma vez instalada a infec¢do pelo Mhyo, a barreira pode ser comprometida, o que torna o

hospedeiro suscetivel a potenciais infec¢des secunddrias. As lesdes pulmonares induzidas pelo
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Mhyo indicam que o hospedeiro suino estd produzindo uma resposta imune a infec¢ao, mas

essa resposta ndo estd removendo o patégeno bacteriano rapidamente.

2.7. Resposta imune

Os fatores imunoldgicos dos suinos que contribuem para a PES incluem moléculas e
processos que medeiam as defesas inatas e adaptativas contra o patdgeno, mas também
causam danos aos tecidos decorrentes da resposta inflamatéria exacerbada gerada (LEAL
ZIMMER et al., 2020).

A imunidade inata representa a primeira linha de defesa absolutamente essencial para
prevenir ou controlar a replicagcdo precoce do patdgeno antes da geracdo da resposta imune
adaptativa (SUMMERFIELD, 2020).

Durante a infec¢do, ocorre uma interacio de Mhyo com o sistema imune inato
(macrofagos e neutrofilos) (CHARLEBOIS et al., 2014), logo apds a invasdo do agente no
hospedeiro, ocorre a estimulacdo de citocinas pré-inflamatdrias, que sdo responsaveis pelo
surgimento das lesdes pulmonares, com caracteristicas linfoproliferativas (VICENTE et al.,
2013), sugerindo o envolvimento da resposta imune no desenvolvimento das lesdes
(SIMIONATTO et al., 2013). A producdo de citocinas pro-inflamatdrias t€m sido associada
ao desenvolvimento de lesdes caracteristicas da PES. Aumento nos niveis de IL-1, IL-2, IL-6,
IL-8, IL-12, IFN-y e TNF-a tém sido relatado em suinos infectados por Mhyo (OKAMBA et
al., 2010; JORGE et al., 2014; MUNETA et al., 2008).

Evidéncias atuais indicam que a producdo de citocinas anti-inflamatorias,
especialmente IL-10, podem minimizar a lesdo pulmonar em decorréncia da resposta
inflamatéria (HAKIMI et.al., 2014; JORGE, et al., 2014).

Estudos apontam a capacidade de diferentes espécies de Mycoplasma estimularem a
expressdo de citocinas  anti-inflamatérias, em especial IL-10 (CHAMBAUD;
WR()BLEWSKI; BLANCHARD, 1999). Em se tratando do Mhyo, Muneta et al. (2008) ob-
servaram o aumento de expressao de IL-10 em suinos com 24 dias de infeccdo, ja Shen et al.
(2017) observaram tal fato in vitro em cultivo de células dendriticas de suinos desafiadas com
a cepa 168 ap0ds 24 horas. Este mecanismo pode auxiliar na evasdo do sistema imune prolon-
gando a infeccao.

Uma importante barreira do sistema imune inato dos suinos sdo os macréfagos
alveolares, sendo estes responsaveis pelos primeiros contatos com antigenos presentes no

sistema respiratorio. Deeney et al. (2019) conduziram estudo a fim de avaliar a capacidade do
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Mhyo de evasdo dos macréfagos alveolares suinos. Foi considerado provado que Mhyo pode
escapar dos mecanismos de depuracdo de macréfagos alveolares (DEENEY et al., 2019), tal
evidéncia j4 foi observada em outras espécies de Mycoplasmas. Isto pode explicar em parte
porque Mhyo ndo € eliminado rapidamente pelo sistema imunoldgico respiratério.
Adicionalmente, ja foram relatados estudos que demonstram a capacidade do Mhyo em
modular a resposta imune do hospedeiro. Bai et al. (2013) demostraram in vitro que lipideos
associados a membrana plasmdtica (LAMP) induzem apoptose da linhagem celular de
macréfagos alveolares suinos através do aumento da produgdo de oxido nitrico e ativagdo da
caspase-3. Os estudos de Ni et al. (2015) também corroboram este resultado.

Outro componente importante do sistema imune inato € o sistema complemento, um
dos seus componentes regulatorios € o fator H, sendo um regulador negativo do sistema
complemento, que se liga as células do hospedeiro para evitar a ativacdo inesperada do
complemento. Yu et al. (2020) relataram pela primeira vez que o Mhyo pode capturar o fator
H em sua superficie de tal forma que se apresente como um tecido do hospedeiro e assim
escapar do ataque do complemento (YU et al., 2020).

A diminuicdo da deposi¢do de C3 na superficie Mhyo bloqueia a ativacio adicional do
complemento. De fato, a ligacdo do fator H ocorre de forma multifatorial, o fator H ndo ¢é
apenas explorado pelo Mhyo por meio de sua atividade reguladora para ajudar os
micoplasmas a escaparem da morte pelo sistema complemento, mas também
aumentar parcialmente a sua adesao as células epiteliais da traqueia suina (YU et al., 2020).

Alguns estudos sugerem a existéncia de relacido entre a capacidade de formagdo de
biofilme e viruléncia das bactérias (SOLTANI et al., 2018). Os biofilmes sdo comunidades
bacterianas densas associadas a superficie e protegem as bactérias dos efeitos letais da
imunidade do hospedeiro e agentes antibacterianos. No entanto, pouco tem sido relatado sobre
a relagdo entre biofilmes e diferencgas de viruléncia entre cepas de Mhyo (WU et al., 2022).

Com o objetivo de avaliar esta correlacio Wu et al. (2022), compararam a capacidade
de formar biofilme e sua correlacdo com a viruléncia entre as cepas (168, 168 L, NJ, XLW-2,
RM48, J e LH). As cepas altamente virulentas 168, NJ e LH possuiam uma forte capacidade
de formar biofilmes, enquanto as cepas atenuadas J, 168 L, XLW-2 e RM48 mostraram uma
capacidade relativamente fraca de formar biofilmes, assim se sugere que as diferencas na
viruléncia das cepas podem ser correlacionadas com sua capacidade de formacdo de biofilme

(WU et al., 2022).



26

Enfim, vérios sdo os mecanismos descritos e estudados que configuram ao Mhyo, esta
enorme plasticidade de ter a capacidade de colonizar a trato respiratério € permanecer por

longos periodos sendo excretado ativamente por seu hospedeiro.

2.8. Prevencao e controle

O controle e a prevencdo da pneumonia enzodtica baseiam-se na otimizacdo das
condig¢des de gestdo, vacinacdo e tratamento com antibidticos (LEAL ZIMMER et al., 2020).

A alta prevaléncia de granjas positivas para Mhyo, e a limitada utilizacdo dos
programas de erradicacdo desta bactéria na suinocultura brasileira fazem com que seja
necessdrio estabelecer medidas de prevencdo e controle que sejam eficazes para que a
ocorréncia da PES seja economicamente aceitdvel (TAKEUTI E BARCELLOQOS, 2017).

Os antibidticos mais utilizados para o controle da infeccdo do Mycoplasma sdo os
macrolideos e tetraciclinas, lincosamidas, fluorquinolonas, pleuromutilinas, fenicéis e
aminoglicosideos (FELDED et al., 2018).

Devido a auséncia da parede celular, micoplasmas ndao sdo afetados pelos [-
lactamicos, glicopeptideos e fosfomicinas que t€ém como alvo a sintese da parede celular. Os
Mycoplasmas sdao naturalmente resistentes a rifamicina, polimixina, sulfonamidas e
quinolonas de primeira geracdo. A resisténcia a rifamicina deve-se provavelmente a uma
mutacdo no gene rpoB da subunidade de RNA polimerase B, que impede que o antibiotico
atue no alvo. Ja a resisténcia a polimixinas e sulfonamidas/trimetoprim € devida a auséncia de
lipopolissacarideos e 4cido félico, que sdo os alvos iniciais destes antimicrobianos
(GAUTIER-BOUCHARDON, 2018).

A vacinacgdo € considerada a medida relativamente mais eficaz para o controle da
doenca (CHAE, 2016). As vacinas contra Mhyo sdo utilizadas em todo o mundo e consistem
principalmente em preparacdes de células inativadas (bacterinas) conjugadas com adjuvante
sendo administradas por via intramuscular (MAES et al., 2008).

A imunizacdo com bacterinas ndo confere protecdo total contra a doenca e animais
vacinados podem ser infectados (VILLARREAL et al.,, 2012). Apesar dos efeitos
relativamente positivos, estas bacterinas comerciais fornecem apenas uma resposta imune que
ndo impede a colonizacdo do agente em células epiteliais (THACKER MINION, 2010),
favorecendo assim o surgimento da doenca subclinica e o estabelecimento de suinos

portadores, os quais sdo agentes potencializadores de transmissdao (GALLI et al., 2012). Deve
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ser considerado que as vacinas comerciais sdo baseadas principalmente na cepa J, que foi
isolada no Reino Unido Friis 1957 (SIMIONATTO et al., 2013).

Até 2019 existiam 26 vacinas aprovadas e comercialmente disponiveis em todo o
mundo para prevenir a infec¢io por Mhyo (TAO et al.,, 2019). Em animais naturalmente
infectados sdo observadas frequentemente falhas na vacinacdo, associadas a falta de protecdo
cruzada entre cepas encontradas em vacinas e cepas de campo (SIMIONATTO et al., 2013).

Iniciativas para o desenvolvimento de novas vacinas que possam oferecer maior prote-
cdo contra o0 Mhyo ja vém sendo também realizadas em diferentes plataformas: vetores virais,
vacina de DNA, expressdo recombinante em E. coli (OKAMBA et al., 2010; GALLI et al.,
2012; SIMIONATTO et al., 2012; JORGE et al., 2014).

Estudos tém demonstrado o potencial de diversas proteinas recombinantes, que foram
avaliadas em vdrias formulacOes e formas de administracdo, como alvos vacinais, das quais
alguns foram testados individualmente (GALLI et al., 2012; SIMIONATTO et al., 2012;
VILLARREAL et al., 2012; MARCHIORO et al., 2013; JORGE et al., 2014). A maioria dos
antigenos foram testados apenas em modelo murino e demonstram ser um bom potencial
candidato vacinal. Embora o conhecimento sobre o sistema imune de camundongos ndo possa
ser totalmente extrapolado para suinos, ainda sdo escassos os estudos em suinos desafiados
em condi¢des experimentais e suinos naturalmente infectados devido ao alto custo das

pesquisas (CHAE, 2016), fato este que tem limitado o avanco das plataformas vacinais.

2.9. Isolados caracterizados

Até o presente momento podem ser encontrados 26 genomas depositados no NCBI
completamente sequenciados como pode ser observado na figura 1 e tabela 1, entre eles os
isolados deste trabalho (UFVO01 e UFV02). Porém, muitos deles ndo foram completamente
estudados, tendo poucas informagdes acerca de sua patogenicidade.

O primeiro isolado obtido foi o J por Friis em 1957 no Reino Unido (KOBISCH &
FRIIS, 1996) e teve seu genoma depositado em 2005 (VASCONCELOS et al., 2005).

Os isolados comprovadamente patogénicos mais estudados até o momento sdo 232
(EUA), 7422 e 7448 (Brasil) e 168 (China) (MINION et al., 2004; SIQUEIRA et al., 2013;
VASCONCELOS et al., 2005; LIU et al., 2011). Existem os isolados 11 (Holanda), F7.2C
(Suica), KMO014 (Coreia do Sul), LE (China), TB1 (China) e ES2-L (China) (KAMMINGA et
al., 2017; TRUEEB et al., 2019; HAN et al., 2017; XIE et al., 2021 e QIU et al., 2019) que

também tiveram sua patogenicidade comprovada, porém seus dados sdo escassos. A cepa 168
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€ uma cepa patogénica prevalente na China, foi isolada em 1974 (LIU et al., 2011). O genoma
completo da cepa 168 consiste em 925.576 pb com 28,46% de conteido G+C (LIU et al.,
2011). J4 a cepa 168 L foi derivada da cepa 168 por > 300 passagens continuas in vitro com
objetivo de torna-la ndo patogénica. O genoma de 168-L tem um conteddo altamente
semelhante ao de 168, mas é 4.483 pb menor porque hé 60 inserc¢des e 43 delecdes em 168-L.
(LIU et al., 2013). Li et al. (2019) realizaram uma comparagdo protedmica em larga escala
entre a cepa 168 virulenta e a 168L atenuada e identificou 489 proteinas no total, 70 das quais
apresentando  diferencas significativas no nivel de expressdo entre as duas
cepas. Notavelmente, as proteinas que participam do metabolismo do fosfato de inositol
foram significativamente reguladas negativamente na cepa virulenta, enquanto algumas
proteinas envolvidas no metabolismo de nucleosideos foram reguladas positivamente.

Os demais isolados MHP650, MHP653, MHP679, MHP682, MHP691, MHP694,
MHP696, MHP699 ¢ MHP709 foram isolados na Franca e depositados no NCBI no ano de
2020. Ja o isolado 98 tem origem na Holanda e depositado em 2020. O ES2 foi isolado na
China e depositados em 2019. Por fim, o NCTC10127 tem origem no Reino Unido e
depositado no ano de 2019. Os isolados descritos acima até o momento ndo foram
apresentados estudos acerca de sua patogenicidade.

No Brasil até o presente momento temos apenas completamente sequenciados e
depositados apenas os isolados 7422 e 7448, e os isolados UFV01 e UFV02 (propostos neste
estudo). Neste sentido, a importancia no desenvolvimento de pesquisas com cepas nacionais a
fim de entender as particularidades deste patdégeno em territério nacional, como o
entendimento de seu perfil genético e como as diferentes cepas se comportam quanto a seu

fenétipo.
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Figura 1: Dendrograma da ultima atualizacio do Genomic Blast de 23 isolados de
Mycoplasma hyopneumoniae depositados até o janeiro de 2023 (NCBI). OBS: Neste
alinhamento ndo contem os isolados UFVO01, UFVO02 e LE.



Tabela 1: 26 genomas sequenciados e depositados na base de dados GenBank.

Numero acesso Tamanho Acesso aberto Pais de
Nome % G+ C CDS . . e A .
GenBank genoma (Mb) GenBank Ano isolamento origem Viruléncia
UFV02 PRINA542605 0,959419 28,5 709 2022 2017 Brasil +
UFVO1 PRINA542605 0,909816 28.40 674 2022 2017 Brasil +
TBI1 PRINA378902 0,909064 28,7 707 2017 2016 China +
NCTC10127 PRIEB6403 0,960532 28.53 738 2019 2016 Suica ND
MHP709 PRINA478906 0,875793 28,6 629 2020 2016 Franca ND
MHP699 PRINA478906 0,918878 28,5 641 2020 2016 Franca ND
MHP696 PRINA478906 0,874552 28,6 630 2020 2016 Franca ND
MHP694 PRINA478906 0,867508 28,6 621 2020 2016 Franca ND
MHP691 PRINA478906 0,897976 28,5 646 2020 2016 Franga ND
MHP682 PRINA478906 0,905968 28,6 646 2020 2016 Franga ND
MHP679 PRINA478906 0,901315 28,6 665 2020 2016 Franga ND
MHP653 PRINA478906 0,892502 28,5 643 2020 2016 Franga ND
MHP650 PRINA478906 0,903416 28,6 654 2020 2016 Franga ND
LE PRINA741719 0,920587 28,5 693 2022 2012 China ND
KMO14 PRINA396462 0,964503 28.40 900 2017 2014 Coreia Sul +
J PRINA10675 0,897405 28,5 672 2005 1957 Reino Unido -
F7.2C PRINA506155 0,894983 28,6 676 2019 2000 Bélgica
ES-2L PRINA576551 0,918900 28,5 686 2020 2019 China
ES-2 PRINA530402 0,956514 28.40 718 2019 2017 China ND
98 PRINA593525 0,880620 28,6 635 2020 2014 Holanda ND
7448 PRINA10639 0,920079 28,5 689 2005 2005 Brasil
7422 PRINA47327 0,898495 28,5 673 2013 2013 Brasil
232 PRINA13120 0,892758 28,6 674 2004 2004 USA
168-L PRINA76853 0,921093 28,5 697 2013 1974 China -
168 PRINA53881 0,925576 28,5 694 2010 1974 China
11 PRINA378403 0,898117 28,7 670 2017 2012 Holanda +

Patogénica (+); ndo patogénica (-); ndo descrita (ND).
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/190?genome_assembly_id=753473
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA478906
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/190?genome_assembly_id=753472
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/190?genome_assembly_id=1761537
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA741719
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/#!/proteins/190/1761537%7CMesomycoplasma%20hyopneumoniae/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/190?genome_assembly_id=325793
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/190?genome_assembly_id=299966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA10675
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/#!/proteins/190/299966%7CMesomycoplasma%20hyopneumoniae%20J/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/190?genome_assembly_id=654241
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA506155
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/#!/proteins/190/654241%7CMesomycoplasma%20hyopneumoniae/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/190?genome_assembly_id=917860
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA576551
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/#!/proteins/190/917860%7CMesomycoplasma%20hyopneumoniae/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/190?genome_assembly_id=490696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA530402
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/190?genome_assembly_id=919079
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA47327
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/#!/proteins/190/321540%7CMesomycoplasma%20hyopneumoniae/
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2.1.1. Estudos experimentais

Um dos principais objetivos do modelo de infec¢do experimental de Mhyo em suinos
¢ de estudar a doenca clinica caracterizada como pneumonia enzodtica (GARCIA-
MORANTE et al.,, 2017b). Neste sentido, ¢ importante se ter um modelo de infecc¢do
padronizado para conducgdo de estudos de patogénese da infec¢do, bem como para avaliar a
eficidcia de antibidticos e vacinas (GARCIA-MORANTE et al., 2016). Apesar de muitos
estudos terem sido conduzidos ao longo do tempo, ainda ndo existem protocolos padronizados
e validados para maximizar a chance de sucesso da realiza¢ao da infeccao.

Garcia-Morante et al. (2017b) compilaram 85 estudos de infec¢do experimental em
modelo suino em sua revisdo sistemdtica totalizando um total de 261 unidades
experimentais. Os resultados indicaram que os fatores mais importantes para explicar a
variabilidade observada na pontuacio das lesdes pulmonares, ou seja o sucesso da infec¢do
sdo: (1) duracdo do estudo, (2) patogenicidade da cepa, (3) idade na inoculacdo, (4) via de
inoculagdo, (5) coinfec¢do e (6) origem animal. Na maior parte dos estudos foram utilizados
suinos livres, a idade média na qual os animais foram desafiados foi de 6 semanas de idade
por via intratraqueal com inéculo na concentragio média de 10’ CCU (Color Change Unit)
por animal, e também foi observado que a média referente ao desafio durou 6 semanas.
Adicionalmente, em 25% dos estudos foram introduzidos agentes secunddrios (bacterianos ou
virais) e as cepas utilizadas foram muito varidveis, porém alguns estudos demonstraram a
utilizacdo de cepas comuns tais como 232 (USA); BQI14 (Franca); 116 (Franca); e E-1
(Japao). Os resultados obtidos com os parametros supracitados foram de que 72% dos animais
por unidade experimental desenvolveram a doenca clinica, os quais apresentaram em média
10% de lesdo nos pulmdes. Um dado que chama a atencdo é de que 30 unidades
experimentais (11,5%) ndo obtiveram sucesso em reproduzir a infecc¢do, reforcando a
dificuldade de reproduzir a infeccdo com este patdgeno. O maior potencial de sucesso obtido
para inoculagdes em suinos com até de 3,5 semanas de idade pode ser explicado pelo fato de
que alguns mecanismos da imunidade inata e adquirida sdo menos desenvolvidos ao
nascimento e amadurecem com a idade.

Para realizacdo da inoculagdo, diferentes rotas de infecc¢do artificial sdo descritas:
aerossol, intratraqueal, e intranasal (CZAJA et al., 2002; MAROIS et al., 2009; GARCIA-
MORANTE et al., 2016; WOOLLEY et al., 2012; MAROIS et al., 2007). Comparacdes

entre os modelos de desafio usando diferentes rotas de inoculacio sio escassos na literatura.
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Um estudo conduzido por (GARCIA-MORANTE et al., 2016) comparou o sucesso
das 3 técnicas utilizando suinos SPF com 6 semanas de idade contendo 8 animais por grupo e
o controle negativo 6, totalizando 30 animais. O periodo de infec¢do teve duracdo de 28 dias.
A doenca clinica foi observada em todos os grupos inoculados, mas o grupo inoculado de
forma intratraqueal apresentou nimero maior de animas positivos, maior escore de lesdo
pulmonar, maior nivel de citocinas pro-inflamatdrias e maiores niveis de anticorpos IgA
especificos no lavado traqueobronquico (LTB). Adicionalmente, os animais inoculados por
essa via apresentaram maior taxa de positividade em swab laringeo. Os resultados sugerem
que a via endotraqueal é a mais eficaz para induzir a pneumonia enzodtica em suinos
desafiados experimentalmente com Mhyo.

A técnica por aerossol e intranasal tem a vantagem em detrimento da endotraqueal por
muitas das vezes ndo ser necessdria a sedacdo dos animais e por mais se aproximar do
processo de infeccdo natural de campo, porém € relatado menor taxa de sucesso. Por sua vez,
a endotraqueal alcanca maiores taxas de sucesso na reproducdo da doencga, pois se administra
maior volume indculo atingindo maiores doses infectantes em curto espagco de tempo, o que
promove uma colonizacdo mais precoce do Mhyo e uma resposta imune contra a infecg¢do,
que ao final se reflete em uma maior incidéncia e maior gravidade da doencga clinica
(GARCIA-MORANTE et al., 2016). Por outro lado, este grande volume instilado diretamente
nas vias aéreas induz uma forte resposta imune local, algo que ndo acontece em infec¢des

reproduzidas através de aerossol, sendo esta mais proxima da dindmica natural.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o padrao de infeccdo de isolados brasileiros de Mhyo utilizando modelo suino
através de infeccdo experimental. Determinar diferenca de viruléncia das cepas de campo

quanto a patogenicidade e resposta imune.

3.1. Objetivos Especificos

e Desafiar experimentalmente os suinos com os novos isolados de campo UFV 01 e
UFVO02.

e Quantificacio por qPCR a carga bacteriana ao longo dos 35 dias de infeccao.

e Quantificar a imunoglobulina IgG para avaliar a dinAmica de soroconversao ao longo
dos 35 dias de infeccao.

e Ao fim do ensaio realizar eutandsia dos animais para avaliar as lesdes micro e
macroscopicas causadas nos pulmoes.

e Quantificacdo por qPCR a carga bacteriana presente nos lavados traqueobronquicos e
tecido pulmonar.

e (Quantificar a imunoglobulina IgA presente nos lavados traqueobronquicos usando o
teste de ELISA.

e Quantificagdo de citocinas IL-10, TNF-alfa e IFN-gamma no soro através de testes de

ELISA.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Normas para experimentacao animal

Todos os procedimentos foram realizados apds a aprovagdo as Normas de Conduta
para o Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensdo do DVT/UFV norma 39/2021
(anexol). Os procedimentos realizados estavam sob a supervisdo do médico veterindrio

responsdvel Leonardo Tedfilo Toledo CRMV/MG 23682.

4.2. Amostragem/ Seleciao de suinos

Foram adquiridos 20 leitdes Landrace x Large White com peso médio 7,585 +0,591,
aproximadamente 23 dias de idade da empresa Agroceres PIC. A granja possui histérico de
negatividade para o agente em questdo desde a sua implantacdo.

A determinacdo do tamanho da amostra e a distribui¢cdo dos grupos foi determinada a
partir de uma revisdo de literatura dos principais trabalhos relacionados ao estudo proposto.
Em virtude de ser um ensaio de infec¢do experimental de um patégeno que apresenta
indmeras particularidades acerca da sua biologia, e na qual a doenga clinica ndo se reproduz
com facilidade pelo fato deste patégeno ndo seguir os postulados de Koch, uma predicao
estatistica em rela¢do ao nimero de animais, os quais ndo venham a comprometer os possiveis
resultados do estudo se torna invidvel.

Sendo assim o estudo foi dividido em dois grupos-teste (n=8) cada, € um grupo controle
negativo (n=4), totalizando assim 20 animais. Um grupo teste foi inoculado com o isolado
UFVO01, o segundo grupo foi inoculado com o isolado UFV02 e o controle negativo com meio
Friis. Os animais foram mantidos em baias desinfectadas e isoladas do meio externo no

infectorio (figura 02) de grandes animais do DVT-UFV.

Figura 2: A - Baias onde foram alojados os animais, B — Suinos alojados na baia antes do

desafio experimental (fotos de arquivo pessoal).
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4.3. Monitoramento temperatura das instalacoes

As temperaturas méxima e minima da instalagdo foram monitoradas diariamente du-
rante o periodo de infec¢do (35 dias). As temperaturas registradas estdo dentro da faixa de
conforto térmico recomendada para a fase de média minima de 22,3°C e média maxima de

26,95 °C (apéndice Figura S B).

4.4. Avaliacao dos sinais clinicos

Diariamente apds desafiados, os animais foram observados durante 40 minutos em
momentos de repouso e agitacdo. Os eventos de tosse seca ndo produtiva foram avaliados e
anotados por um unico observador cego ao longo do estudo, os resultados foram plotados gra-

ficamente (SILVA et al., 2022).

4.5. Origem, cultivo e quantificacio dos isolados

Os isolados foram obtidos através de coletas de pulmdes com suspeita de pneumonia
enzodtica de animais de abate provenientes de uma propriedade localizada no Vale do Piranga
no estado de Minas gerais, Brasil (GONZAGA et al., 2019).

Os isolados foram cultivados em meio Friis 1x (liquido) e 2.8x (meio solido), preparados
de acordo com Cook et al. (2016). Eles foram reativados em meio liquido na proporg¢ao de 1:9
(inéculo congelado x meio). Os tubos de ensaio incubados a 37 °C foram observados
diariamente até a mudanca de cor. O crescimento bacteriano foi evidenciado pela altera¢do da
cor do meio. Foram realizadas trés passagens para reativar o isolado, apds a quarta passagem
o indculo foi aliquotado em volumes individuais de 10 ml e congelado em freezer -80 até o
momento da inoculagdo.

Foi realizada a quantificacdo dos isolados pela técnica de CCU (Color Changing Units)
realizada conforme Calus et al. (2010). Para esta técnica, utilizou- se uma placa de 96 pocos
onde foram adicionados 180 pL de meio Friis 1x nos pogos A, B e C (triplicata) e 20 puL do
isolado na coluna 01 previamente descongelado. Nos pocos seguintes realizaram-se 10

diluicoes seriadas. As placas foram seladas e incubadas a 37 °C por 14 dias.
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Paralelamente foi realizado o cultivo dos isolado em meio friis s6lido 2.8x para visualizar a
morfologia das colonias (figura 3). Os isolados foram incubados em estufa a 37 °C conforme
descrito por Cook et al. (2016). O crescimento nas placas foi observado diariamente em

microscépio EVOS XL Core.

A

Figura 3: Coldnias de Mycoplasma hyopneumoniae. A - Coldnias de aspecto liso isolado

UFVO01 aumento 20x. B - Coldnias rugosas isolado UFV02, aumento 10x. (EVOS XL Core).

4.6. Infeccao experimental

Ap6s a recepgdo dos animais, estes passaram por 12 dias de adaptacdo nas instalacdes.
No momento de sua recep¢do foram coletados swabs nasais e amostras de sangue, com 0
objetivo de se assegurar o status de livre de infec¢cdo por Mhyo. Todos os animais foram
negativos tanto na qPCR para detec¢do do agente como para a presenga de anticorpos anti-
Mhy (IgG) no ELISA.

Ap6s os 12 dias de aclimatacdo, os animais dos grupos foram desafiados por via
intratraqueal com 10 mL de inéculo contendo 1x10° CCU/mL. Os animais do grupo controle
negativo foram inoculados apenas com meio Friis. Os animais foram inoculados aos 35 dias
de idade.

Os animais foram sedados com medicamento pré-anestésico acepromazina na dose de
0,3mg/kg, seguido de cetamina 5Smg/kg e xilazina 0,25mg/kg pela via endovenosa. Para
indugdo anestésica foi utilizado propofol Smg/kg. Apds a indugdo anestésica, os suinos foram
entubados com auxilio de um cateter endotraqueal e em seguida inoculados (Figura 4 A).

Durante todo o procedimento os animais foram monitorados.
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Nos dias dO (recebimento animais), dpi O (dia pds inoculagdo), 7, 14, 21, 28 e 35,
foram coletadas amostras de soro e swab laringeal para avaliar a curva de soro conversao e

excrecao do agente (Figura 4 B). No dpi 35 todos os animais foram eutanasiados.

Figura 4: A - Procedimento de intubacdo para inoculacdo do isolados de Mycoplasma

hyopneumoniae. B - Coleta de swab laringeal (Fotos de arquivo pessoal).

4.7. Clonagem para padronizacio da qPCR

A clonagem foi realizada a partir de uma amostra de DNA extraida do cultivo da cepa
J em meio Friis. A bactéria foi submetida a PCR convencional utilizando o primer descrito
por Fourour et al., (2018), com um amplicon de 150 pares de bases. A partir deste produto foi
realizada a clonagem utilizando o kit CloneJET PCR Cloning (Thermo Fisher®) e
transformado utilizando célula competente E. coli TOP10. Apés a transformacgdo, os clones
transformantes foram plaqueados em meio LB sélido contendo ampicilina. Em seguida foram
selecionadas 20 coldnias isoladas, adicionadas em meio LB liquido para posterior anélise por
PCR convencional das colonias para selecdo dos clones transformantes recombinantes.

Apés a confirmacdo por PCR convencional, dois clones foram selecionados e
multiplicados em meio LB liquido, em seguida, foi feita a extragdo utilizando o kit miniprep
Fast-n-Easy Plasmid Mini-prep (Cellco®). Posteriormente, foram realizados ensaios de
restricdo utilizando enzimas de restricdio € DNA plasmidial. O produto da digestdao foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1%, com objetivo de realizar uma segunda
confirmacao do sucesso da clonagem.

A quantificacdo do DNA plasmidial foi realizada utilizando kit Qubit QuantiFluor

ONE dsDNA System (Promega®). A partir da quantificacio do Qubit juntamente com o
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tamanho do plasmideo 3124pb (plasmideo + incerto Mhyo), foi estimado o nimero de copias

utilizando o site http://modra-stanice.cz/bio/DNAtoCopy.html.

A curva foi diluida de forma seriada de 107 ate 10% c6pias. A eficiéncia da reacdo de
gPCR variou entre 101,73 / 98.62 %; R% de 1 até 0.9931 e slope de —3.281 até —3.355
(apéndice Tabela S A e Figura S A).

4.8. Extracao de DNA

Para extracdo de DNA das amostras de swab laringeal, tecido pulmonar, swab de teci-
do pulmonar e lavado traqueobrdonquico foi utilizadoa a metodologia adaptada descrita por
Kuramae-Izioka, (1997). Para extracao do tecido foi utilizado 0,5g de tecido, para o swab e
lavado traqueobrdnquico foi utilizado volume aproximado de 500 pL. de amostra. Em seguida
foi adicionado as amostras 600 pL de tampao de lise (Lysis Buffer, promega), agitado em
voértex e incubado em banho seco por 65°C por 45 minutos (vortex a cada 15 minutos). Ter-
minada a incubacdo, acrescentou-se 250 pL de Acetato de potdssio SM, e foi realizada nova
incubagdo em gelo por 30 minutos, agitando-se por inversao a cada 15 minutos. Em seguida
adicionou-se 500 pL de cloroférmio seguido de agitacdo em vortex. Apds esta etapa, as amos-
tras foram centrifugadas a 10°C por 10 minutos a 13.000 x g.

Terminada a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e passado para outro tubo,
onde se acrescentou-se 1000 pL de solu¢do de etanol absoluto e foi armazenada a -20°C
overnight (16 horas) para precipitagio do DNA. No dia seguinte, as amostras foram
centrifugadas a 10°C por 20 minutos a 13.000 x g e em seguida descartou-se o sobrenadante,
acrescentando-se 1mL de solucdo de édlcool 70%. Agitou-se entdo suavemente o tubo para
ressuspender o precipitado formado no fundo do micro tubo. Procedeu-se nova centrifugacio
(10°C por 20 minutos a 13.000 x g). Ao final, descartou-se o sobrenadante € o precipitado foi
dessecado. Terminada a secagem acrescentaram-se 50 pL de tampdo de elui¢do (Promega). A
quantificacdo da concentracio do DNA extraido foi por espectrofotometria (Nanodrop®,

Thermo Fisher- EUA). Por fim, as amostras de DNA foram estocadas a -80°C até o uso.

4.9. PCR Endégeno

Como controles endégenos das extracdes de DNA das amostras, foi utilizado primer
desenhado por (ASSAO et al.,, 2019) que amplifica uma regido de 107 pb do gene
ribossdmico 18S (GenBank:AY265350.1) de suinos: sense 5'-
GCCTCGAAAGAGTCCTGTATTG-3' e anti-sense 5'-CTGAGAAACGGCTACCACATC-
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3'. A PCR foi realizada usando Go Taq Green Master Mix 2x (Promega) nas seguintes
condig¢des: 95 °C por 2 min, 35 ciclos de 94 °C por 20 s, 60 °C por 30 s, 72 °C por 40s e uma
extensao final a 72 ° C por 7 min.

O produto do PCR foi aplicado em gel de agarose 1,5%, em tampdo Tris Borato
EDTA 0,5X, adicionado de corante intercalante UniSafe (Uniscience®) e ao final, o produto

da eletroforese foi visualizado sob luz ultravioleta.

4.1.1. Deteccao de copias de DNA de Mycoplasma hyopneumoniae

Para a deteccdo e quantificacdo do genoma de Mhyo das amostras foi seguido o
protocolo descrito por (ALMEIDA et al., 2020). A reacdo se deu utilizando com par de
primer e sonda publicada por (FOUROUR et al, 2018) sense: 5’
TAAGGGTCAAAGTCAAAGTC-3’, anti-sense: 5°- AAATTAAAAGCTGTTCAAATGC-3’
e Sonda de hidrdlise 5°- FAM-AACCAGTTTCCACTTCATCGCC-§BHQ2-3’, a partir da
adesina p102 (GenBank: AE017332.1), esta por sua vez ndo € presente em nenhum outro
patdgeno respiratorio de suinos. Todas as amostras foram testadas em duplicatas, aquelas que
apresentaram varia¢ao maior do que 0,5 Ct, foram testadas novamente em triplicata.

A reacdo foi composta por 1X de Master mix Go tag® 10 pL (Promega, Madison,
EUA), 1 uLL a 10 nmol/ pLL de cada primer (Invitrogen, EUA), 0,6 uLL a 10 nmol/ pLL da sonda
de hidrélise (IDT, Iowa City- EUA), dgua ultrapura 5,4 uL e 2 pl de DNA por amostra,
totalizando 20 pL de reacdo. A qPCR foi realizada em termociclador de tempo real CFX-96
(Biorad - EUA) nas seguintes condigdes: um ciclo de desnaturagdo inicial a 95°C por 3
minutos, seguido de 39 ciclos de 95°C por 15 segundos e anelamento /extensdo a 55,7 °C por

1 minuto.

4.1.2. Lavado traqueobronquico

Foram coletadas amostras de lavado traqueobronquico aos 35dpi, logo apds a
eutandsia. O procedimento foi realizado introduzindo 20 mL de PBS (tampao fosfato salino)
na traqueia proximo a arvore bronquica com auxilio de pipeta de vidro esterilizada. O pulmao
foi massageado para uma boa distribui¢do pelas vias aéreas. Em seguida com um pipetador
automdtico o volume foi recuperado, em torno de 10 mL. O produto foi armazenado em
criotubos com 1,5 mL livres de DNAses e RNAses conservados a -80 °C até o processamento

das amostras.
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4.1.3. Lesoes macroscopicas

Apo6s a eutandsia dos animais aos 35 dias de infec¢do, o pulmao foi retirado de forma
integra e suas por¢des dorsal e ventral foi fotografada, foi pontuada a presenca de aderéncias e
pleurites.

As lesdes pulmonares compativeis com PES foram pontuadas de acordo com a
metodologia descrita por (STRAW et al., 1986). Sendo que as lesdes podem variar de 0%
(sem lesdoes) a 100% (todo o pulmdo afetado). As caracteristicas avaliadas foram

consolidac¢do vermelha e firme nos lobos apicais, cardiacos, acessorios e diafragmaticos.

4.1.4. Coleta de amostra de tecido pulmonar

Amostras das lesdes pulmonares para realizacdo do qPCR foram coletadas em
duplicata das por¢des com lesdes sugestivas de PES e acondicionadas em criotubos e
armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C) até o momento da extracdo de DNA.

Ja o fragmento destinado a histopatologia foi coletado e armazenado em formalina

10% por 24 horas, posteriormente conservadas em alcool 70%.

4.1.5. Lesoes microscopicas

O processamento se deu seguindo a rotina histotécnica do laboratorio de patologia do
DVT-UFV. Os fragmentos embebidos em parafina foram seccionados em micrétomo com
espessura de cinco micrometros. Em seguida, as 1aminas histoldgicas foram coradas em
hematoxilina/eosina. A avaliacdo foi realizada utilizando microscopio Optico.

A classificagdo dos escores das lesdes foi realizada semiquantitativamente com base
em Hansen et al. (2010). Os cortes foram examinados sistematicamente pela avaliacdo das
seguintes estruturas em cada corte: bronquios, bronquiolos e tecido linféide associado aos
bronquios (BALT), ductos alveolares e alvéolos, incluindo septos alveolares, tecidos
conjuntivos peribronquicos, peribronquiolares e interoculares; e pleura . A hiperplasia BALT
foi graduada da seguinte forma: (-) ausente; (1) leve, infiltragcdo difusa de linfécitos nos
tecidos peribronquicos, peribronquiolares e perivasculares, incluindo a lamina prépria das
vias aéreas; (2) aumento moderado da infiltragdo difusa de linfocitos e/ou presenca de alguns
nddulos linfoides; (3) nimero acentuado de nédulos linféides. As lesdes de broncopneumonia

e pleurite receberam a mesma graduacio, de acordo com a intensidade das lesdes.
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4.1.6. ELISA, deteccao de anticorpos anti-Mhyo (IgG) e (IgA)

A coleta de sangue foi realizada nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35dpi no seio orbital. As
amostras coletadas foram centrifugadas a 8.000 xg por 15 minutos, dos quais 1 mL de soro foi
armazenado e mantido a —20 ° C até o uso.

Os anticorpos anti-Mhyo (IgG) foram detectados a partir de amostras de soro
utilizando o teste de Mhyo Ab (IDEXX, EUA), um kit ELISA indireto comercial. O teste foi
executado seguindo as recomendacdes do fabricante. O calculo de S/P foi realizado de acordo
com o fabricante, por se tratar de uma infeccdo experimental, valores de S/P acima de 0,3
foram considerados positivos.

Em relacdo ao ELISA de IgA em lavado traqueobronquico (LTB), foi utilizada a
metodologia padronizada por (MECHLER-DREIBI et al., 2021). O teste baseia-se na
utilizacdo dos reagentes e placas do kit comercial Mhyo Ab (IDEXX, EUA), com algumas
modificagdes. Primeiramente, foi feito o bloqueio da placa com ovoalbumina 1.5% em PBS
seguido de incubacdo em estufa a 37°C, apds isto adicionou-se as amostras (diluidas em 1:10)
e os controles positivos (um rol de 20 amostras de LTB previamente testadas) e entdo
adicionado o conjugado anti-IgA de suino na placa para que ocorra as ligacdes antigénicas.

As médias das densidades Opticas (DO) para cada uma das amostras (DOa) foram
relacionadas com as DO encontradas para os controles positivos e negativos (CPx; CNx) a
fim de serem calculados os valores S/P conforme a férmula: S/P = DOa - CNx/CPx - CNx. Os
valores obtidos dos pocos contendo somente o conjugado (média de 4 pocgos) foram
deduzidos dos valores das DO das amostras, pois nota-se adsor¢a@o inespecifica dos anticorpos
conjugados com peroxidase na superficie das cavidades da placa.

Por fim, o cutoff entre as amostras positivas e negativas foi calculado a partir do valor
de DO CNx + 3*desvio padrao das amostras de LTB dos animais do grupo controle negativo
do experimento, conhecidamente negativas para Mhyo, cujo valor de S/P foi de 0.182. As

amostras com valores de S/P proximos a este foram consideradas negativas.

4.1.7. Deteccao de citocinas pro e anti-inflamatoérias

Os testes para quantificacdo de citocinas em soro sanguineo foram realizados pelos
kits Invitrogen IL-10 Porcine ELISA Kit, IFN gamma Porcine ELISA Kit e TNF alpha
Porcine ELISA Kit ThermoFisher. Estes kits sdo baseados em uma curva-padrao em um range

de 500 a 7.8 pg/mL para IL-10 e IFN-gamma e de 1500 a 23.4 pg/mL. As amostras foram
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testadas em duas placas. A curva padrao foi determinada pelo programa do leitor de ELISA e
foi construida no modo 4-parametros, tendo assim, a concentracdo determinada pelos valores

fornecidos pelo kit e de acordo com a quantificac@o obtida no teste.

4.1.8. Diagnostico diferencial

Foram coletadas swabs do pulmio individualmente dos animais, sendo submetidas a
extracdo de RNA total utilizando o Kit comercial de extragdo de RNA da Promega -
ReliaPrep™ RNA Miniprep Systems para realizacdo do diagnéstico do virus Influenza A
utilizando a metodologia de PCR convencional os primers utilizados na reacdao de PCR como
referéncia foram descritos por (FOUCHIER et al., 2000).

Para a detec¢do dos seguintes agentes bacterianos (Glaesserella parasuis, Pasteurella
multocida, Mycoplasma hyorhinis, Streptococcus suis e Actinobacillus pleuropneumoniae) foi
utilizada a técnica de qPCR com as amostras de DNA proveniente do BALF
utilizando as metodologias descritas por (HAN et al., 2020; SUNAGA et al., 2020; FOUROUR
et al., 2018; BONIFAIT et al., 2014; GOECKE et al., 2020) respectivamente.

4.1.9. Analise Estatistica

As varidveis quantitativas foram avaliadas pelo teste de Shapiro-Wilk para verificacao
de normalidade dos erros; e, o teste de Levene, para verificacio da homogeneidade de
variancias. Os dados que ndo atenderam as premissas de normalidade dos erros e
homoscedasticidade foram submetidos a transformagdes estatisticas. Os graus de liberdade da
ANOVA para medidas repetidas foram ajustados pela correcdo de Greenhouse-Geisser para
os fatores dia e interacdo dia x tratamento.

Os dados foram avaliados em modelos lineares com medidas repetidas no tempo e as
comparagOes entre médias foram realizadas pelo teste de Tukey (p = 0,05).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software R versdo 4.2.1 (R Core

Team, 2022).
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacao tosse

A frequéncia de tosse do grupo controle, UFV0O1 e UFVO02, foi observada diariamente
como descrito na metodologia. O grupo controle, assim como os demais apresentou alguns
eventos de tosse na primeira semana, potencialmente devido ao processo de inoculagdo, visto
que um volume de 10ml de meio Friis ou in6culo foi instilado diretamente na via aérea
inferior. A partir da primeira semana os animais do grupo UFVO1 e UFV02 comecaram a
apresentar quadros de tosse compativeis com a pneumonia enzodtica. A frequéncia do grupo

UFVO01 foi em alguns momentos numericamente superiores ao UFV02.
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Figura 5: Gréifico avaliacdo frequéncia de tosse. Grupo controle (laranja). B- Grupo UFVO01

(Azul). C- Grupo UFVO02 (Verde).

5.2. Les0es macroscopicas

As lesdes macroscopicas caracteristicas da PES nos pulmodes foram pontuadas de 0 a
100% (todo o tecido acometido). Os animais do grupo controle (figura 7, fotos A, B, C e D)
apresentaram 0% de lesdes macroscOpicas (tabela 2), o que demonstrou inexisténcia de lesdao
associada ao Mhyo.

Ja o grupo UFVOI (figura 7, fotos E, F, G, H, I, J, K e L) apresentou 11,75% (+6.60)
lesdes macroscOpicas aos 35 dpi (tabela 2) e o grupo UFVO02 (figura 7, fotos M, N, O, P, Q, R,
S e T) apresentou 3.125% (+1.55). Como pode ser observado na figura 6, todos os grupos

diferem estatisticamente entre si.
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Tabela 2: Avaliacdo do indice de lesdes macroscopicas dos grupos Controle, UFVOI e
UFVO02 aos 35 dias de infec¢do por Mycoplasma hyopneumoniae variando de 0 a 100%.

Indice de lesdes macroscopicas

ID CN ID UFV01 ID UFV02
A 0% E 25% (pleurite fibrinosa) M 2%
B 0% F 4% N 4% (Pleurite fibrinosa)
C 0% G 6% 0O 4%
D 0% H 10% (Pleurite fibrinosa) P 5%

I 10% Q 2%

J 10% R 5%

K 12% (Pleurite cronica) S 2%

L 17% T 1%

Media 0%* 11,75%* 3.125%"
Desvio padrao 0 6.60 1.55

Letras diferentes indicam diferenca significativa detectada no teste de Tukey (p<0,05).

20 q

15 4

10 4

Indice de lesdes macroscopicas (%)

CN UFV01 UFV02

Figura 6: Grifico de barras em uma escala de 0% (sem lesdes) a 100% (pulmao todo
afetado). * Letras diferentes indicam diferenca significativa detectada no teste de Tukey
(p<0,05). CN: controle negativo, UFVO1: grupo de animais inoculado com a cepa UFVO01 e
UFV02: grupo de animais inoculados com a cepa UFV02.



Figura 7: Fotos Individuais dos pulmées de animais do grupo controle (A, B, C e D), pulmao
de animais inoculados com a cepa UFVO1 (E, F, G, H, [, J, K e L) e pulmdo de animais
inoculados com a cepa UFV02 (M, N, O, P, Q, R, S e T).
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5.3. Lesoes microscopicas

As lesdes microscOpicas encontradas nos fragmentos processados foram de
broncopneumonia, hiperplasia de BALT e pleurite. As mesmas foram pontuadas de acordo
com a tabela 3, em ausente (-), discreta (1), moderadas (2) e intensas (3). A caracteristica
histolégica das lesdes pontuados podem ser observadas na figura 9.

Na figura 8 estdo apresentadas as frequéncias de cada respectiva lesdo e seu grau de
acometimento. Pode-se observar que o grupo controle negativo ndo apresentou lesdes. O
grupo UFVO01 apresentou frequéncia de 50% de lesdes discretas de broncopneumonia (4/8),
37,5% de lesdes moderadas (3/8) e 12,5% (1/8) de lesdes intensas. Nas analises do BALT,
50% apresentavam lesdes moderadas (4/8) e 50% lesdes intensas (4/8). O grupo UFV02
apresentou 62,5% de lesdes discretas de broncopneumonia (5/8) e 37,5% de lesdes moderadas
(3/8). As lesdes de BALT tém uma frequéncia de 62,5% de lesdes de broncopneumonia
discretas (5/8), 25% moderadas (2/8). Um (1/8) animal ndo apresentou lesdo no grupo
UFVO02. Apenas o grupo UFVO01 apresentou casos de pleurite: 25% discretas (2/8) e 12,5%
moderadas (1/8).

100 +

_

7

=]
=}
1

Ausente
I Discreto
Moderado
I Intenso

Frequéncia lesdes (%)

20 4

0 Ll Ll T T T T
CN UFV0l UFV02| CN UFV0l UFV02 | CN UFV01 UFV02
Broncopneumonia | Hiperplasia BALT Pleurite

Figura 8: Grafico barras com as frequéncias de lesdes microscopicas discriminados em lesodes
de broncopneumonia, hiperplasia de BALT e Pleurite associados aos graus de lesdao dos

pulmdes dos grupos de animais CN, UFV01 e UFVO02.
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Ao comparar as médias das lesdes de acordo pontuacgdes descritas na tabela 3, o grupo
UFVO01 apresentou 1,62 para broncopneumonia, 1,5 para hiperplasia de BALT e 0,5 para
pleurite. J4 o grupo UFV02 apresentou 1,37; 1,12 e 0,0 respectivamente para as 3 lesdes
supracitadas.

As frequéncias e as médias das lesdes microscopicas pontuadas sdo mais intensas no

grupo UFVO01 em relacdo ao grupo UFV02

Tabela 3: Descricao das lesdes microscopicas quantificadas (broncopneumonia, hiperplasia
BALT e pleurite).

Grupo Animal Broncopneumonia Hiperplasia BALT Pleurite

A - - -

B - - -

C - - -

CN D - - -
Média 0,00 0,00 0,00

E 3 1 2

F 1 1 -

G 1 2 -

H 1 2 1

I 2 2 -

J 2 1 -

K 2 2 -

UFVO01 L 1 1 1
Média 1,62 1,5 0,5

M 2 1 -

N 1 2 -

o 2 1 -

P 2 1 -

Q 1 1 -

R 1 2 -

S 1 1 -

UFV02 T 1 - -
Média 1,37 1,12 0,00

Auséncia de lesoes (-), lesdo discreta (1), lesdo moderada (2) e lesdo intensa (3)
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Figura 9: A- pulmfo de um animal do grupo controle totalmente sem lesdes, B-C Focos de
hiperplasia de BALT discreta (circulos) e broncopneumonia (setas), D- Pleurite (seta).
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5.4. Ensaio de ELISA para classe IgG

Os animais do grupo controle permaneceram negativos ao longo do estudo. A
dindmica de soroconversdo de ambos os grupos nao foi uniforme, sendo que os animais do
grupo UFVO01 iniciaram a soroconversio aos 21dpi 12,5% (1/8), 28dpi 75% (6/8), ao fim dos
35dpi 100% (8/8) foram IgG positivos. Ja4 o grupo UFV02 aos 35 dpi apenas 50% (4/8) do
grupo havia soroconvertido (tabela 4). Os niveis de anticorpos gerados pelo UFVOI1 foram
estatisticamente superiores ao UFV02 aos 21, 28 e 35dpi, como pode ser observado na figura

10.

Tabela 4: Dindmica da soroconversdo de suinos inoculados experimentalmente com
Mycoplasma hyopneumoniae com isolados UFVO01 e UFV02.

DPI
Grupos ID -7 0 7 14 21 28 35
CN D - - - - - - -
% SOroconversiao 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
E - - - - - - +
F - - - - - +* +
G - - - - +%* + +
H - - - - - +* +
I - - - - - +* +
J - - - - - +* +
UFV01 L - - - - - +* +
%0 SOroconversao 0% 0% 0% 0% 12,5 % 75 % 100 %
M - - - - - - +*
N - - - - - - +*
Q - - - - - - ¥
S - - - - - - +%
UFV02 T - - - - - - -
% Soroconversao 0% 0% 0% 0% 0% 0% 50%

* Indica a primeira vez que o animal apresentou resultado positivo no ELISA (SP>0,3).
Negativo (-), Positivo (+)
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Figura 10: Grifico BoxPlot dindmica da soroconversdo de suinos inoculados
experimentalmente com Mycoplasma hyopneumoniae com isolados UFVO01 e UFVO02. A-
Comparagdo estatistica da soroconversdo entre os grupos dentro do mesmo dia. B-
Comparacdo estatistica da soroconversdao dentro do tratamento. Letras diferentes indicam
diferenca significativa detectada no teste de Tukey (p<0,05).

Avaliando as diferencas estatisticas dentro do grupo ao longo dos dias, o grupo
controle negativo permaneceu inalterado, enquanto os grupos UFV01 e UFVO02 diferiram

estatisticamente dentro do tratamento nos dias 28 e 35dpi em comparacao aos dias 0, 7, 14 e

21dpi.
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5.5. ELISA IgA lavado traqueobronquico

Foi realizado andlise de deteccdo de anticorpos IgA presentes nos lavados
traqueobrdnquicos dos 3 grupos. O grupo CN ndo apresentou detecc¢do de anticorpos IgA anti-
Mhyo. O grupo UFVO01 100% (8/8) dos individuos foram positivos, j4 o grupo UFV02
somente 50% (4/8) foi positivo (tabela 5). Como pode ser observado na tabela 4 e 5, os
animais IgA positivos foram os mesmos individuos que foram IgG positivos (M, N, Ge S). A
média dos niveis de anticorpos entre os grupos UFVOl e UFV02 ndo diferiram
estatisticamente como pode ser observado na figura 11, porém a frequéncia de animais

positivos entre os grupos diferiu.

Tabela 5: Deteccdao anticorpos IgA em lavado traqueobrdonquico de suinos inoculados
experimentalmente com Mycoplasma hyopneumoniae com isolados UFVO1 e UFV02. Os
anticorpos foram detectados usando o ELISA modificado (kit Mhyo ab, IDEXX, EUA).

35 DPI
ID CN ID UFV01 1D UFV02
A - E + M +
B - F + N +
C - G + (0]
D - H + P
I + Q +
J + R
K + S +
L + T -
% positivos 0% 100% 50%
Negativo (-), Positivo (+)
2.01 a
ab
1.51
o
n 1.0
<(I
[®)]
— 05
b
0.0
—_— !
CN UFVO1 UFV02
Tratamentos

Figura 11: Grifico BoxPlot detec¢do de anticorpos IgA anti-Mhyo em lavado
traqueobronquico aos 35 dias pds de suinos inoculados experimentalmente com Mycoplasma
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hyopneumoniae com isolados UFV01 e UFVO02. Letras diferentes indicam diferenca
significativa detectada no teste de Tukey (p<0,05).

5.6. qPCR swab laringeal

Foram coletados swabs de laringe e submetidos a técnica de qPCR para avaliar a posi-
tividade e a carga bacteriana excretada pelos grupos. O inicio das excrecdes se deu aos 14dpi.
Podemos observar na tabela 6 que o grupo UFVO1 teve 75% positividade aos 14dpi (3,76x10?
copias/ pL), 87,5% aos 21dpi (4,36x10% copias’ pL), 100% aos 28dpi (1,44x10° copias’ pL) e
87,5% aos 35dpi (1,25x10* copias/ pL).

Ja o grupo UFV02 também iniciou sua excrecdo aos 14dpi, porém com uma positivi-
dade de 37,5% (1,82x10? copias/pl), aos 21dpi 75% (8,33x10° copias/pl), 28dpi (87,50%) e
aos 35dpi 87,5% (2,50x10° copias’ pL). Cabe ressaltar que um individuo do grupo UFV02

(T), apresentou resultado negativo em todos os dias testados.
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Figura 12: Grifico BoxPlot dinamica de deteccdo de cépias de DNA do Mycoplasma
hyopneumoniae em swab laringeal de suinos inoculados experimentalmente com isolados
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UFVO01 e UFV02. A- Comparagdo estatistica da excre¢do entre os grupos dentro do mesmo
dia. B- Comparacdo estatistica da excrecao dentro do tratamento. Letras diferentes indicam
diferenca significativa detectada no teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 6: Deteccdo de copias de fragmento de DNA do Mycoplasma hyopneumoniae em
swab laringeal de suinos inoculados experimentalmente com isolados UFVO01 e UFV02.

DPI
Grupos ID -7 0 07 14 21 28 35
A - - - - - - -
B - - - - - - -
C - - - - - - -
CN D - - - - - - -
Media 0 0 0 0 0 0 0
% Positividade 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
E - - - 220x10%*  1,09x10>  3,94x10° -
F - - - 2,72x10%%  122x10*  326x10°  4,42x10?
G - - - 481x10%*  1,70x10°  1,80x10°  5,79x10*
H - - - - 3,77x10%*  534x10°  1,25x10*
I - - - - - 571x100  2,87x10*
J - - - 1,38x10%  2,59x10%  4,65x10>  7,37x10?
K - - - 1,03x10%  1,05x10°  535x10>  4,82x10°
UFV01 L - - - 1,05x10%  436x10>°  1,07x10°  2,25x10*
Media 0 0 0 3,76x10>  4,36x10> 1,44x10°  1,25x10*
% Positividade 0% 0% 0% 75% 87,50% 100% 87,50%
M - - - 0,00 1,47x10%  420x10°  4,40x10°
N - - - 6,27x10%*  146x10°  4,63x10°  8,53x10°
o) - - - - - 4,45x10%  2.42x10°
P - - - - 1,50x10%*  7,82x10%>  2.43x10°
Q - - - 1,82x10%*  1,66x10>  4,72x10°  3,00x10°
R - - - 1,36x10%  5.85x10'  7,59x10>  1,17x10°
S - - - - 9,74x10%*  1,44x10°  2,50x10°
UFV02 T - - - - - - -
Media 0 0 0 1,82x10°  8,33x10>  1,44x10°  2,50x103
% Positividade 0% 0% 0%  37,50% 75% 87,50% 87,50%

* Indica a primeira vez que o animal apresentou resultado no qPCR (ct < 37). Negativo (-),
Positivo (+).

No que se refere as diferencas estatisticas detectadas das cargas bacterianas excretadas
ao longo da dindmica experimental, pode ser observado na figura 12 que ambos os grupos
desafiados diferiram estatisticamente do grupo controle negativo ao longo de todo periodo
experimental. Ambos os grupos testes (UFVO1 e UFV02) a partir do dia 14 até o dia 35dpi
tiveram uma tendéncia de aumento numérico da excre¢do de cépias de DNA (tabela 06 e

figura 12 A), mas ndo diferiram estatisticamente entre si.
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5.7. Quantificacao IgG no soro e % de qPCR positivos grupos UFV01 e UFV02

Na figura 13A podemos observar que a soroconversdao do grupo UFVO01 se iniciou
entre os dias 14 e 21dpi, sendo crescente até o dia 28dpi tendo um ligeiro decréscimo aos 35
dias pds infeccdo, momento em que o grupo alcancou 100% de soroconversio (SP>0,3), dado
apresentado na tabela 4. Em contrapartida podemos observar na figura 13B que o grupo
UFVO02 teve uma soroconversdao menor, tendo o inicio da sua soroconversao a partir do dia
21dpi, sendo que aos 35dpi apenas 50% dos animais haviam soroconvertido (SP>0,3)
presente na tabela 4.

Como apresentado na tabela 6 e figura 13 A e B. Os grupos diferiram na porcentagem
de positividade ao longo dos dias, enquanto o grupo UFVO01 apresentou uma taxa de
positividade de 75; 87,5; 100 e 87,5% nos dias 14, 21, 28 e 35 dpi respectivamente. O grupo
UFVO02 apresentou 37,5; 75; 87,5 e 87,5% nos respectivos dias supracitados.
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Figura 13: Quantificacido IgG no soro e % de qPCR positivos grupos. A- Grupo UFVOI. B-
Grupo UFVO02.

5.8. qPCR lavado traqueobronquico, tecido e swab tecido lesionado
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As amostras de LTB, tecido e swab do tecido foram submetidas a andlise de qPCR
com objetivo de avaliar a carga bacteriana presente no sistema respiratério dos animais aos
35dpi no momento da eutandsia dos individuos (figura 14 A, B e C).

Podemos observar na tabela 7 que o grupo CN foi negativo em todas as 3 andlises
descritas, atestando mais uma vez sua completa negatividade. O grupo UFVO01 foi 100% (8/8)
positivo nas andlises de LTB, tecido e swab tecido, com respectiva carga média de 3,57x10°
copias/ puL, 2,63x10° ng de DNA /L e 6,69x10* copias/ uL. O grupo UFVO02 teve 87,5% de
positividade em todas as 3 avaliacdes, apresentando carga bacteriana média de 6,32x10°,
3,92x10° e 7,18x10° copias/ UL respectivamente. Vale ressaltar que mais uma vez o animal T,

pertencente ao grupo UFV02 se manteve negativo.

Tabela 7: Deteccdo de copias do DNA de Mycoplasma hyopneumoniae em lavado
traqueobronquico, tecido lesionado e swab do tecido lesionado aos 35 dias pds infecgao.

35 DPI
Lavado
Grupos ID traqueobronquico Tecido Swab Tecido
A - - -
B - - -
C - - -
CN D - - -
Media 0 0 0
% Positividade 0% 0% 0%
E 1,32x10* 1,61x10* 2,43x10°
F 7,76x10° 1,35x10’ 1,15x10°
G 2,32x10° 8,95x10° 4,37x10°
H 6,77x10* 1,14x10’ 1,22x10°
I 1,89x10° 1,41x10° 1,32x10°
J 2,14x10° 7,98x10° 4,91x10*
K 5,01x10° 2,14x10° 1,52x10*
UFV01 L 6,16x10° 3,85x10° 8,46x10*
Media 3,57x10° 2,63x10° 6,69x10*
% Positividade 100% 100% 100%
M 2,08x10° 6,31x10° 1,80x10°
N 6,32x10° 6,11x10° 7,18x10*
o 8,40x10° 6,91x10° 6,18x10*
P 1,89x10° 3,92x10° 3,88x10°
Q 1,27x107 3,16x10° 4,66x10*
R 1,09x107 8,20x10° 6,55x10°
S 1,16x107 2,39x10° 5,55x10*
UFV02 T - - -
Media 6,32x10° 3,92x10° 7,18x10*

% Positividade 87,50% 87,50% 87,50%
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Figura 14: Grifico BoxPlot deteccdo de copias de fragmento do gene P102 de Mycoplasma
hyopneumoniae de suinos inoculados experimentalmente com isolados UFVO1 e UFV02. A-
Deteccdo em lavado traqueobronquico. B- Deteccdo em tecido pulmonar lesionado. C-
Deteccdo em swab de tecido pulmonar lesionado. Letras diferentes indicam diferenca
significativa detectada no teste de Tukey dentro do tratamento (p<0,05). Gréfico de correlagao
por regressdo linear simples. D- Correlagdo entre lesdes macroscopicas e carga bacteriana
lavado traqueobronquico. E- Correlagdo entre lesdes macroscopicas e carga bacterina tecido.
E- Correlagdo entre lesdes macroscopicas e carga bacteriana swab lesao.

Ao realizar a correlacdo entre as cargas bacterianas detectadas no Lavado tra-

queobroénquico (r?=0,2438), tecido (r’= 0,0513) e swab da lesdo (r’= 0,053) (figura 14, D, E e

F), ndo foi encontrada correlagdo com o grau de lesdo macroscépica aos 35 dias dpi.

5.9. Citocinas
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Foi realizada a detec¢do no soro das seguintes citocinas IL-10, IFN gamma e TNF
alpha utilizando kits comerciais. O IFN gamma ndo foi detectado em nenhum dos soros dos
animais em todos os time points, possivelmente sua concentra¢do sanguinea se encontrava
abaixo da faixa de detec¢do do teste.

Ja a citocina IL-10, podemos observar na figura 15A um aumento de sua concentracao
aos 7dpi em todos os 3 grupos testes, mas sem diferencas estatisticas entre eles. E
posteriormente um decréscimo de sua concentracio ao longo do estudo.

O TNF alpha se manteve mais alto nos grupos UFVO1 e UFV02 em comparagdo ao
grupo CN, porém sem configurar diferenca estatistica. A maior diferenca estatistica que pode

ser observada na figura 20 se deu aos 28dpi (figura 15B).
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Figura 15: Grifico BoxPlot dindmica de deteccdo citocinas no soro de suinos inoculados
experimentalmente com Mycoplasma hyopneumoniae com isolados UFV0O1 e UFV02. A-
Deteccao anti-inflamatdria IL-10 em pg/mL. B- Deteccdo citocina pré inflamatéria TNF alpha
em pg/mL.

5.1.1. Diagnéstico Diferencial



58

Nos ensaios de deteccao de Influenza A ndo foi observada a presenca de bandas de am-
plificac@o no gel de agarose do pool 1 (CN), 2 (UFVOI1) e 3 (UFVO02), consideramos que nao

foi detectada a presenga do virus da Influenza A nas amostras analisadas.

Todos os animais foram negativos para Streptococcus suis e Glaesserella parasuis. Os
grupos UFV01 e UFV02 foram 100% positivos para Mycoplasma hyorhinis. Para
Actinobacillus pleuropneumoniae o grupo UFVO01 apresentou 25% de positividade (animal H

e K). Todos os 3 grupos foram 100% positivos para Pasteurella multocida.

5.1.2. Mortalidade

Ao fim dos 35 dias de estudo, apds a ultima coleta de sangue e swab laringeal dos
animais, o animal E, pertencente ao grupo UFVO01 veio a ébito. O mesmo apresentou sinais
clinicos de compativeis com insufici€ncia respiratdria. Foi realizada a necropsia completa do
individuo e ndo foi encontrado nenhum achado tanto macroscépico como microscépico além
das lesdes pulmonares pontuados.

Em se tratando das lesdes pulmonares, este animal apresentou maior grau de lesdo de

todos os animais do estudo, cerca de 25% (figura 16) e também apresentava lesdes de

acometimento de agentes etioldgicos secundarios. Sendo assim a mortalidade do grupo foi de

12,5% (1/8).

Figura 16: Fotos lesdes do animal E pertencente ao grupo UFVO01. Estdo sendo apontadas as
lesdes de acometimentos secundario.
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6. DISCUSSAO

O grupo controle ndo apresentou sinais clinicos compativeis com a pneumonia
enzodtica. Por outro lado, os grupos UFV0l e UFV02 a partir do sétimo dia iniciou o
aparecimento de uma tosse caracteristica, que persistiu durante todo o estudo. O grupo
UFVO01 apresentou uma frequéncia numericamente superior ao grupo UFVO02. Garcia-
Morante et al. (2022) ressaltam que o inicio da tosse em suinos infectados experimentalmente
pode ser varidvel e intermitente, ocorrendo entre 1 e 3 semanas apds a infeccao.

Atualmente hd apenas 26 isolados de Mhyo completamente caracterizados no
mundo, sendo que muitos dos quais suas patogenicidades sdo desconhecidas. No Brasil havia
apenas dois isolados sequenciados 7422 e 7448 (SIQUEIRA et al., 2013; VASCONCELOS et
al., 2005) e agora os isolados UFV01 e UFV02 propostos neste estudo, totalizando 4 isolados
brasileiros.

Os mecanismos imunopatoldgicos e ambientais que levam a formagdo das lesoes
macroscopicas e consequentemente a manifestacio da doenga clinica ¢ multifatorial. Porém
em infec¢des experimentais com cepas virulentas é descrito que o pico maximo de lesdo
macroscopica ocorre aos 28dpi e decrescem ao longo do tempo até formar um tecido
cicatricial (GARCIA-MORANTE et al., 2017b; VICCA et al., 2003; REDONDO et al., 2009;
GARCIA - MORANTE et al., 2022). Dito isto, o grupo inoculado com a cepa UFVO01
apresentou 11,75% (+6.60) dos pulmdes acometidos com lesdo, o grupo dos animais
inoculados com a cepa UFV02 apresentou 3.125% (+1.55) e o grupo controle negativo
apresentou 0% de lesdo aos 35 dias pds-infec¢do. Ambos os grupos diferem estatisticamente
entre si (p<0,05).

Almeida et al. (2020) ao realizarem uma infeccdo experimental utilizando a cepa 232
(USA) encontraram que as médias de drea de lesdo obtida nos pulmdes dos animais foi aos
28dpi e esta apresentou uma extensdo de 15,84%, sendo esta cepa considerada de alta
viruléncia por muitos trabalhos (WU et al., 2022; LEAL ZIMMER et al., 2020). VICCA et al.
(2003) ao compararem diferentes isolados em uma infec¢do experimental classificaram os
isolados em alta, média e baixa patogenicidade, sendo que as cepas de alta patogenicidade
apresentaram entre 13,5% (+7,3) a 15,8% (£7,4) de extensdo de lesdo nos pulmdes de suinos
inoculados e os isolados de baixa patogenicidade apresentaram este indicador entre 1,7 (£
2,3)a 5,1 (£ 4,8). Sendo assim analisando os resultados e parametros dos estudos de Almeida
et al. (2020) e Vicca et al. (2003), o isolado UFV01 demonstrou ser capaz de causar um maior

grau de lesdo macroscopica pulmonar do que a cepa UFV02. Considerando os parametros
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indicados nos trabalhos supracitados, o isolado UFVO1 apresentou alta/média patogenicidade
e a cepa UFV02 apresentou baixa patogenicidade.

Ja o escore de lesdo microscopica foi pontuada em ausente (-), leve (1), moderada (2) e
intensa (3). O grupo controle negativo nido apresentou nenhum tipo de lesdo. Os Grupos
UFVO01 e UFV02 apresentaram as lesdes de broncopneumonia e hiperplasia de BALT, porém
com frequéncias diferentes. As lesdes encontradas no grupo inoculado com a cepa UFVO1
foram de intensidade superior ao grupo inoculado com a cepa UFV02. Adicionalmente,
apenas o grupo UFVO01 apresentou casos de pleurite, indicando um acometimento secundario.
O grupo UFVO01 apresentou 25% de positividade para Actinobacillus pleuropneumoniae e
100% positivos para Mycoplasma hyorhinis e Pasteurella Multocida. Enquanto o grupo
UFVO02 foi positivo apenas para Mycoplasma hyorhinis e Pasteurella Multocida, sem
apresentacdo de casos de pleurite. O acometimento secundario evidenciado pelos casos de
pleurite do grupo UFVOI potencialmente ocorreram devido ao fato deste isolado ter
estimulado um maior grau de lesdo, predispondo os animais a infec¢des secundarias pelos
agentes supracitados.

Vranckx et al. (2012) estudaram cinco rebanhos de suinos positivos para Mhyo e
pontuaram as lesdes micro e macroscopicas e estabeleceram a porcentagem de animais com
pneumonia e pleurite de cada rebanho no momento do abate. A granja (A) apresentou 98%
dos animais com pneumonia, 23% de pleurite, escore de lesdo macroscépica de 0-33,3% e
pontuacdo microscopica de 11,9 £ 0,6. A granja B (74%; 18%; 0-26,7 € 9,2 £0,7), C (38%;
2%; 2%; 0-6,7% e 1,7+0,3) e D (46%; 7%; 0-31,7% e 4,0 +0,7) respectivamente. Este
estudo confirma que quanto maior for a presenca de pneumonia, maior € a incidéncia de
pleurite, consequentemente maior acometimento pulmonar potencialmente por agentes
secundérios.

O recrutamento linfocitario e sua capacidade mitdtica no tecido pulmonar gera a lesdao
descrita como hiperplasia de BALT (MESSIER, S., ROSS, 1991), sendo esta descrita como
uma lesao tipica causada pelo Mhyo. J4 as lesdes de broncopneumonia e pleurite advém de
acometimento bacteriano secunddrio dentre os quais podem estar envolvidos agentes como
Pasteurella Multocica, Actinobacillus pleuropneumoniae, Streptococcus suis, Glasserella
parasuis, entre outros (DE CONTI et al., 2021). As médias das lesdes microscopicas
pontuadas (broncopneumonia, hiperplasia de BALT e pleurite) foram significativamente
superiores no grupo UFVO1 (1,62; 1:5 e 0,5) enquanto o grupo UFVO02 alcancou (1,37; 1,12 e

0,0) respectivamente para as 3 lesdes supracitadas.



61

Outro ponto importante avaliado foi a soroconversdo dos animais pelo ensaio de
imunoadsor¢do enzimatica (ELISA). Apds o desafio o Mhyo coloniza o trato respiratério e
estimula as respostas imunes humorais a produzir anticorpos IgG e IgA (DING et al., 2021).
No estudo a soroconversdo ndo foi uniforme (tabela 4), o grupo UFVO01 se iniciou aos 21dpi e
apresentou soroconversdao completa aos 35dpi (100%), ja o grupo UFV02 apenas 50%
soroconverteu aos 35dpi. Este resultado indica que a resposta imune por parte do hospedeiro
contra o isolado UFVO01 foi maior do que o UFV02, formando consequentemente uma maior
resposta imune adaptativa ao Mhyo. A partir dos 21dpi o grupo UFVOI1 diferiu
estatisticamente dos demais grupos em relacdo aos niveis de anticorpos gerados (figura 10A)
e dentro dos tratamentos ambos os grupos testes diferiram estatisticamente aos 28dpi (figura
10B). Almeida et al. (2020) ao avaliaram a dindmica de soroconversiao de animais desafiados
com a cepa 232 (USA) observaram que a soroconversao se iniciou aos 14dpi e o pico maximo
se deu aos 35dpi.

Respostas humorais apds a infeccdo experimental, anticorpos IgG séricos especificos
para Mhyo sdo detectados 3 a 4 semanas apds a infeccdo, atingem o pico apds 11 a 12
semanas e depois diminuem muito gradualmente (KOBISCH et al., 1993). Apés a infeccao de
reforgo, os titulos de anticorpos séricos aumentam claramente e depois diminuem lentamente
novamente (KOBISCH et al., 1993). Curiosamente, os suinos infectados com uma cepa
altamente virulenta parecem soroconverter mais cedo do que os suinos infectados com uma
cepa de baixa viruléncia (MESSIER VILLARREAL et al., 2011). Fato este que se confirma
se considerarmos classificar os isolados UFV01 como de alta ou média patogenicidade e o
UFV02 como de baixa seguindo a classificacdo adotada por Vicca et al. (2003), pois a
soroconversao do grupo UFVOI foi maior e mais precoce comparada ao grupo UFV02.

Ainda ndo € muito clara a relagdo entre os niveis de anticorpos contra Mhyo e o grau
de acometimento pulmonar (GARCIA-MORANTE et al., 2017a). Um estudo conduzido por
Garcia-Morante. (2017a) procurou investigar a possivel associacdo entre diferentes
parametros imunes humorais, tanto em nivel local quanto sist€émico, com a prevaléncia e
gravidade de lesdes em suinos naturalmente e experimentalmente infectados. A nivel
experimental, a resposta imune humoral local foi mais forte que a sistémica apds trés semanas
de inoculacdo. Inversamente, uma vez que a resposta imune humoral sist€émica comecou a
aumentar em 28 dpi, revelada por um maior nimero de animais soropositivos € aumento das
respostas IgG1 e IgG2, observou-se um declinio dos niveis de anticorpos IgG e IgA no LTB.

O IgA desempenha um papel importante na imunidade da mucosa contra patdgenos

infecciosos. No entanto, o mecanismo molecular da secre¢do de IgA, em resposta a infec¢ao,
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permanece amplamente desconhecido, particularmente em Mycoplasma spp. (LI et al., 2020).
A IgA especifica pode ser detectada em swabs nasais ja aos 6 dias pds infeccdo e atinge o

pico aos 12-16 dias e declina continuamente depois para atingir os niveis pré-imunes no dia
84 (MAES et al., 2021). Os niveis de IgA no soro do sangue periférico, lavado bronco

alveolar, mucosa nasal, traqueia, linfonodos e tecidos pulmonares de suinos aumentaram
significativamente ap6s a infec¢do por Mhyo (LI et al., 2020).

No6s avaliamos o nivel de anticorpos IgA dos grupos a partir do lavado
traqueobronquico pelo método padronizado por Mechler-dreibi et al. (2021). Encontramos
que 100% dos animais do grupo UFVOl foram positivos na deteccdo de IgA, enquanto
apenas 50% do grupo UFVO02 foi positivo para IgA. Os individuos positivos para IgG sérico
aos 35dpi sdo os mesmo suinos positivos para IgA em LTB aos 35dpi (tabela 4 e 5).

Acredita-se que o Mhyo induza respostas imunes intensas nas mucosas € que IgA de
longa duragdo possa fornecer protecdo imunoldgica indispensdvel para o organismo. No
entanto, existem poucos estudos sobre o mecanismo molecular pelo qual Mhyo promove uma
imunidade mucosa tdo forte caracterizada pelo aumento de IgA (LI et al., 2020). A principal
estratégia da imunidade da mucosa do trato respiratério é o de formar uma barreira protetora
para eliminar patdgenos invasores respiratorios e prevenir infeccdes e colonizacdo
ativa (MECHLER-DREIBI et al., 2021). O patégeno adere ao epitélio ciliado da traqueia,
bronquios e bronquiolos, causa danos a mucosa, modula o sistema imunolégico e torna o
animal mais suscetivel a outras infeccdes respiratorias. A patogénese € muito complexa e
ainda ndo totalmente compreendida. As respostas humorais mediadas por células e
provavelmente também pelas mucosas sdo consideradas importantes para a prote¢do, embora
os animais infectados ndo sejam capazes de eliminar rapidamente o patégeno do trato
respiratério (MAES et al., 2021)

A capacidade de aderéncia e multiplicagdo no epitélio respiratério suino € dependente
de um complexo conjunto de adesinas e estratégias imunomoduladoras que permitem ao
Mhyo se estabelecer por longos periodos no trato respiratério. A quantificacdo bacteriana
estimada tanto no swab laringeal foi crescente ao longo do tempo (figura 12 A e B), apesar de
ndo ter sido detectado diferenca estatistica entre os grupos UFV01 e UFV02 quanto a carga
bacteriana. Os animais inoculados com a cepa UFVOI apresentaram uma eliminacio
ambiental da bactéria mais precoce, pois aos 14dpi 75% dos animais (6/8) foram positivos na
gPCR de swab nasal, enquanto o grupo inoculado com a cepa UFV02 apresentou uma

deteccao de 37,5% aos 21dpi (tabela 6)
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Ja as andlises de qPCR para LTB, tecido e swab da lesdo, o grupo UFVO01 apresentou
100% (8/8) de positividade, enquanto o grupo UFVO02 apresentou 87,5% (7/8), a carga
bacteriana entre os grupos ndo teve diferenca estatistica (p<0,05). A carga bacteriana média
detectada no LTB, tecido e swab lesdo foi de 3,57x10° copias/ uL, 2.63x10° copias / ng de
DNA e 6,69x10* copias’ puL, respectivamente para o grupo UFVOI e 6,32x10° copias/ pL ;
3,92x10° cépias / ng de DNA e 7,18x10* copias/ uL para o grupo UFV02. Em trabalho de
Almeida et al. (2021), os quais realizaram uma infeccdo experimental com a cepa 232 (USA),
demonstrou uma carga bacteriana médias aos 28 dpi de 2,0 x 10 ®copias/ pL) a partir de
amostra extraidas de LTB. Pode-se observar que o valor observado pelos autores se
apresentou muito préximo do encontrado em nosso trabalho.

Os dados encontrados em nosso estudo corroboram os resultados de Almeida et al.,
(2020), que demonstraram que a quantificacdo bacteriana a partir das lesdes de pulmao
apresentou um aumento da populacdo do agente ao longo do tempo. Os mesmos autores nao
encontraram correlacdo entre a carga bacteriana e o grau de lesdo macroscdpica em seus
tempos especificos de coletas. Este dado explica o fato de que em nosso estudo apesar da
carga bacteriana no swab, L'TB, tecido e swab de tecido terem sido estatisticamente iguais, as
lesdes macroscopicas e microscopicas descritas entre o grupo UFVOl e UFV02 sao
divergentes. Fato exemplificado por ndo termos encontrado correlagdo positiva entre as lesdes
macroscopicas e as respecrivas cargas bacterians presentes no LTB, tecido e swab lesdo ( r’=
0,2438; r’= 0,0513 e r’= 0,053). Vranckx et al. (2012) estudaram cinco rebanhos de suinos
positivos para Mhyo e coletaram amostras de LTB e soro as 6, 10, 14 e 20 semanas de idade
com o objetivo de correlacionar a carga bacteriana e a soropositividade com o grau de lesdo
no momento do abate, a nivel de rebanho esta correlacdo ndo foi detectada. Os estudos de
Almeida et al., (2020) (infeccdo experimental) e Vranckx et al. (2012) (infec¢do natural)
corroboram a informacao de que ndo somente a carga bacteriana presente no trato respiratorio
€ responsdvel pela maior severidade das lesdes pulmonares, mas que a severidade da doenca é
influenciada por um complexo de fatores que contribuem para manutencdo apresentacdo
clinica.

A primeira linha de defesa do sistema imune dos animais € a resposta inata, o qual é
essencial para a prevencao da replicacao precoce do patégeno. O Mhyo é capaz de aumentar a
ativacdo do plasminogénio hospedeiro em plasmina via adesinas P97/102. A plasmina
estimula a sinalizacdo dos macréfagos, o que resulta em uma forte resposta inflamatéria
caracterizada pela presenca de citocinas pré-inflamatdrias locais. Além da prevencdo da

replicacdo precoce do patégeno, as respostas imunes inatas também sdo importantes para
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moldar as respostas imunes adaptativas, que envolvem principalmente células dendriticas,
pois servem como células apresentadoras de antigenos para células T virgens que sdo capazes
de direcionar o tipo de resposta imune (BEUCKELAERE et al., 2022).

A producido de citocinas pré-inflamatérias t€m sido associadas ao desenvolvimento de
lesdes caracteristicas da PES (OKAMBA et al., 2010; JORGE et al., 2014; MUNETA et al.,
2008). Desta forma se faz necessdria a avaliacdo do envolvimento das citocinas pro e anti-
inflamatérias envolvendo a infeccdo pelo Mhyo, sendo assim avaliadas as concentragdes no
soro através de kits de ELISA comerciais para IL-10, IFN gamma e TNF alpha nos tempos de
coleta 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dpi. Nao foi detectado a presenga de IFN gamma, possivelmente
sua concentragdo estava abaixo do limiar de detec¢do do teste. J& o TNF alpha diferiu
estatisticamente entre os grupos no dia 28dpi, o qual os animais inoculados com a cepa
UFVO02 apresentaram niveis maiores do que o grupo UFVO01. J4 a citocina IL-10 ndo diferiu
estatisticamente entre os grupos. Almeida et al. (2020) em seu trabalho para elucidar a
dindmica de expressdo das citocinas ao longo da infec¢do pelo Mhyo por meio de expressao
génica do tecido pulmonar, determinaram que o INF-y € negativamente correlacionado com o
escore de lesdo macroscopica, indicando que quanto maior a expressdao de INF-y menores sdao
as lesdes macroscopicas. Apesar de nossa técnica de detecgdo diferir de Almeida et al. (2020),
em nosso resultado ndo foi possivel estimar a presenca de INF-y sérico.

O grupo 2 apresentou maior TNF-a em relagdo ao controle. Esta citocina faz parte da
imunidade inata e € produzida pelos macrofagos e mondcitos, sua expressao in vitro ja foi
correlacionada a ativacdo de receptores 7ol like 2 e 6. O TNF-a ¢ uma importante citocina
pré-inflamatéria envolvida na secrecdo de proteinas de fase aguda e € frequentemente
detectada em suinos infectados por Mhyo (FOUROUR et al., 2019).

Redondo et al. (2009) detectaram por imuno-histoquimica aumento da expressao de
TNF-a em suinos infectados experimentalmente de 7 a 28dpi. Lorenzo et al. (2006)
encontraram durante todo seu estudo pela técnica de imuno-histoquimica que os niveis de
TNF-a aumentaram significativamente no exsudato do tecido pulmonar de suinos infectados
em relagdo aos controles. Ja Choi et al. (2006) detectaram por RT-PCR aumento crescente de
TNF-a a partir de 1 semana apds infecg@o, antes da ocorréncia de alteracdes patoldgicas do
tecido, alcancando pico maximo aos 21dpi e decresceu constantemente até 35dpi, e Almeida
et al. (2020) detectaram por RT-PCR aumento da expressdo de TNF-o aos 14dpi, sendo
suprimida sua expressdo em todos os dias posteriores analisados. O consenso entre os
trabalhos que analisaram esta citocina e de que ela desempenhe um papel no acimulo de

células inflamatérias no tecido pulmonar contribuindo para formagao das lesdes, porém seu
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momento preciso em que corre seu pico de expressdo e decréscimo ainda ndo foi bem
elucidado.

Pode ser observado dois pontos importantes entre os grupos. No grupo UFVOI o
animal que alcancou maior grau de acometimento pulmonar veio a 6bito, as Unicas alteragcdes
dignas de nota encontradas em sua necropsia aos 35dpi, foram lesdes pulmonares primérias e
secunddrias, sendo assim o grupo apresentou uma taxa de mortalidade de 12,5%. J4 o grupo
UFVO02 teve um animal que mesmo sendo inoculado de forma semelhante aos outros, o
mesmo ndo desenvolveu a PES, apresentando-se negativo durante todo o estudo para detec¢dao
do agente. Ambas as informag¢des corroboram que hd diferenca de patogenicidade entre os
grupos, sendo o UFVO01 potencialmente mais patogénico. Apesar dos dados apresentados em
nosso estudo, ainda se fazem necessarias mais pesquisas para aprofundarmos o entendimento

e comportamento destes dois isolados in vivo.

7. CONCLUSOES E PESPECTIVAS

As cepas UFVO01 e UFV02 foram capazes de reproduzir a doenca clinica com um
desafio experimental avaliado por 35 dias pods-infeccdo. No entanto, a cepa UFVOI1
demonstrou maiores indicadores de determinados parametros observados em comparacdo com
a cepa UFV02. Uma vez que foi possivel observar maiores niveis de lesdes micro e
macroscopicas, producdo de anticorpos da classe IgG em animais inoculados com a cepa
UFVOI1. Adicionalmente, foi observada a mortalidade de 12,5% (1/8) induzida pela cepa
UFVO1. A cepa UFVO01 também apresentou uma porcentagem de excrecdo mais precoce do
que os animais inoculados com a cepa UFV02.

ApOs a completa andlise dos dados obtidos e da revisao de literatura € possivel inferir
que a cepa UFVO01 potencialmente se trata de um isolado de maior patogenicidade quando
comparado a cepa UFV02. Porém mais estudos s@o necessarios para elucidar as diferencas
genéticas e suas apresentacoes fenotipicas.

Com esta padronizacdo de um modelo de infec¢do experimental em modelo suino e
com a caracteriza¢do da viruléncia dos isolados deste trabalho, novos ensaios podem surgir
para pesquisar os mecanismos de patogenia do Mhyo. Novos estudos para o desenvolvimento
de vacinas, testes de diagnésticos e protocolos terapéuticos possam ser beneficiados com os

resultados deste trabalho.
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APENDICE A

Tabela S A: Eficiéncia das curvas padrdes diluidos para as andlises de qPCR.

Fluor Eficiéncia % Slope Y-Intercept R?

FAM 101,73 -3,281 42,733 1,000
FAM 101,22 -3,293 42,596 0,997
FAM 98,62 -3,355 43,682 1,000
FAM 99,22 -3,341 43,858 0,993
FAM 101,46 -3,287 43,020 0,994
FAM 99,96 -3,323 43,631 0,998
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Figura S A: Curva padrio de gPCR para Mhyo gerado pelos valores 107 ate 10 moléculas/pL

em duplicatas.
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A

APENDICE B

Registro temperatura instalacado
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Figura S B: Registro didrio da temperatura em graus celsius da temperatura da instalagdo

durante o periodo experimental.
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