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RESUMO

RIBEIRO, Flavia Coelho, Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2002.
Diagnostico de Pneumonia Enzodtica pela Técnica de munoperoxidase em
Suinos Naturalmente Infectados. Orientador: Jodo Carlos Pereira da Silva.
Conselheiros: Marlene Isabel Vargas Viloria e José LUcio dos Santos.

Com o objetivo de avaliar a utilizacéo da técnica da imunoperoxidase como
método auxiliar para a deteccdo de Mycoplasma hyopneumoniae em pulméo de
suinos naturalmente infectados, foram colhidos 80 fragmentos de pulmé&o, sendo 40
de animais provenientes de granjas consideradas negativas e 40 de granjas com
diagnostico positivo para pneumonia enzodtica. Os resultados obtidos com a
utilizacdo de soro policlonal especifico (IgG de coelho anti- M. hyopneumoniae)
demonstraram uma correlagcdo positiva de 77% entre os diagnosticos microscopicos
e imunohistoquimicos, enquanto a correlacdo entre os diagndsticos macroscopicos e
imunohistoquimicos foi inferior, equivalendo a 49%. Nas granjas negativas
observou-se a presenca de discreta imunorreagdo em 22,5% dos casos, 0 que poderia
indicar a existéncia de reagdo cruzada com outros microrganismos. Ja nas granjas
com diagnostico positivo para pneumonia enzodtica, a técnica da Peroxidase-anti-
Peroxidase (PAP) revelou diferentes graus de intensidade de imunomarcagéo,

variando de discreto até espesso depdsito amarronzado no epitélio ou na luz das vias

viii



aéreas, ou ainda no interior de macrofagos, com uma relacdo direta entre a
intensidade das lesbes morfologicas e da imunomarcagdo. Verificou-se ainda que a
técnica imunohistoguimica possui sensibilidade de 95% e especificidade de 77,5%,
podendo a mesma ser recomendada como ferramenta auxiliar, répida e de baixo
custo, para o diagnoéstico da pneumonia enzodtica suina em laboratorios de rotina

em histopatologia.



ABSTRACT

RIBEIRO, Flavia Coelho, Universidade Federal de Vicosa, February de 2002.
Diagnosis Of Enzootic PneumoniaWith The Imunoperoxidase Technique In
Naturally Infected Swine. Adviser: Jodo Carlos Pereira da Silva. Committee
Members: Marlene Isabel Vargas Viloria e José LUcio dos Santos.

The aim of thiswork isto evaluate the use of the imunoperoxidase technique as a
supporting method for the detection of the Mycoplasma hyopneumoniae in the lungs
of naturaly infected swine. For this purpose, 80 lung fragments were collected -
40 of animals from pig farms considered to be "negative" and 40 of animals from
pig farms with positive diagnosis of enzootic pneumonia. The results obtained with
the use of specific policlonal serum (rabbit anti M. hyopneumoniae 1gG) show a
positive correlation at the rate of 77% between the microscopical and
imunohistochemical diagnoses, whereas correlation between macroscopical and
immunohistochemical diagnoses occured at the lower rate of 49%. In the "negative"
farms, discrete immunereaction was observed in 22.5% of cases, which could point
to cross reaction with other microorganisms. In the other hand, in the farms with
positive diagnosis for enzootic pneumonia, the peroxidase-anti-peroxidase technique
(PAP) showed different grades of intensity of immunomarking. It was also observed

that the immunohistochemical technique has 95% sensitivity and 77.5% specificity.



This would enable this technique to be a recommendable fast and cost-effective
supporting tool for the diagnosis of enzootic pneumonia in routine laboratories

Histopathology.
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1- INTRODUCAO

A pneumonia enzodtica suina € uma doenca atamente contagiosa, de
distribuicdo cosmopolita, caracterizada por alta morbidade, baixa mortalidade,
tosse crOnica, crescimento retardado, sendo considerada uma das principais
causas de perda econbmica na suinocultura. Tem como principal agente
etiolégico o Mycoplasma hyopneumoniae e é fregiientemente exacerbada por
agentes secundarios, destacando-se entre eles a Pasteurella e alguns cocos.

O agente dessa patologia se dissemina rapidamente sob condigdes
ambientais favoravels e € comumente observada em suinos nas fases de
crescimento e terminagdo. Praticas inadequadas de mango, incluindo ata
densidade, falta de higiene das instalagbes e fatores ambientais associados, como
ventilagdo inadequada, podem aumentar as concentragbes de contaminantes
aéreos, 0 que potencializa os impactos da pneumonia suina.

Além dos gastos com tratamento e programas de vacinacdo, oS prejuizos
gue recaem sobre o rebanho se traduzem por debilidade do animal, diminuicdo
do ganho de peso diario, diminuicdo da eficiéncia alimentar, variagdo do
crescimento e aumento do tempo para o abate.

O agente da pneumonia enzodtica € bastante disseminado nas criagdes de
suinos brasileiras e, sua presenca determina Sério comprometimento no
desempenho do rebanho, tornando imprescindivel a adocdo de medidas
profilaticas e de controle. Diante da natureza, da especificidade e da
complexidade de fatores envolvidos com patologia, o diagndstico rapido e

preciso da pneumonia enzootica e sobretudo do(s) agente(s) etiologico(s)



envolvido(s) passa a ser imperativo. Gragas as caracteristicas singulares dessa
enfermidade, o diagnostico presuntivo pode ser realizado pela conjuncéo dos
sinais clinicos e dos aspectos macroscopicos e microscopicos das lesdes. Todavia,
esse procedimento traz em seu bojo uma parcela de subjetividade e de
imprecisdo, sendo necess&rios exames complementares para a confirmagao do
diagndstico. A fim de dirimir eventuais controversas sobre a etiologia do
processo, muitas vezes o cultivo e o isolamento do agente tornam-se necessarios.
No entanto, por tratar-se de um microorganismo de carater fastidioso, de
crescimento lento e que requer meio seletivo, complexo e de alto custo para seu
crescimento, as técnicas de isolamento n&o sdo rotineiramente utilizadas. Além
disso, a utilizagdo de antibidticos e outros quimioterapicos na alimentacdo pode
também mascarar e comprometer o0s resultados desse procedimento
microbiol 6gico (Done,1996).

As técnicas sorologicas, dentre elas o teste imunoenzimético “Enzyme-
liked Immunosorbent Assay” (ELISA), possuem uma ata sensibilidade, mas,
devido a ocorréncia de reagdes cruzadas com o Mycoplasma flocculare, possuem
limitagBes quanto a sua utilizacdo. Além disso, os métodos sorol 6gicos detectam
os titul os de anticorpos, mas ndo confirmam a ocorréncia de umainfecgao.

A imunofluorescéncia foi ocasionalmente utilizada para o diagnostico de
pneumonia enzodtica por ser barata, simples e pratica. Contudo, existem
restricbes a0 seu Uso, uma vez que requer amostras recentes do material a ser
examinado e microscopio de luz ultravioleta, que tem custo elevado. Além disso,
a sua revelacdo ndo é duradoura, pois desaparece logo que € excitada pela luz
ultraviol eta.

Os inconvenientes das técnicas ja citadas estimulam a busca de métodos
compativeis com 0s processos diagnosticos de rotina. Adicionalmente, em
determinadas circunstancias, torna-se necessaria a utilizagdo de técnicas que
possuam alta especificidade capazes de detectar, de forma insofismavel,
determinantes antigénicos envolvidos com a génese do processo morbido.
Noutras situacbes, a sensibilidade do método diagnéstico pode vir a ser
importante ferramenta capaz de monitorar o estado de higidez de um rebanho e

detectar um possivel inicio da doenga antes mesmo que ela se manifeste.



Nesse contexto, a imunohistoquimica (IHQ), ao combinar técnicas
morfologicas, imunologicas e bioguimicas, desponta como instrumento
promissor para o diagnéstico de agentes infecciosos. Esta técnica utilizando a
enzima peroxidase, peroxidase anti-peroxidase (PAP) como molécula marcadora
e facilmente exequivel, de metodologia smples e possui, dentre outras
vantagens, arapidez, o baixo custo e a durabilidade do material corado.

A despeito da grande perspectiva, verifica-se na literatura compulsada,
que a utilizacdo da imunohistoquimica como método auxiliar no diagnostico da
pneumonia micoplasmica suina merece consideracdes adicionais.

Diante desse quadro, resolveu-se avaliar a técnica da imunoperoxidase,
como instrumento complementar para o diagnéstico de pneumonia enzodtica em

suinos.



2- OBJETIVOS

- Padronizar os procedimentos necessarios para se estabelecer uma rotina
de diagnostico para a pneumonia enzootica, utilizando a técnica da
imunoperoxidase Peroxidase anti-peroxidase (PAP).

- Verificar a sensibilidade e especificidade do método para o diagnostico
da doenca.

- Verificar a eficiéncia desta técnica para 0 monitoramento de pneumonia

enzodtica em criagdes de suinos.



3- REVISAO DE LITERATURA

3.1- Historico

Em 1931, SHOPE, em sua classica descricdo de influenza suina,
reconheceu uma outra doenca respiratoria de caréter cronico, posteriormente
confirmada como pneumonia enzodtica. Anos depois, em 1948, PULLAR
observou que aquela doenca cronica diferente da influenza era de caréter
transmissivel, mas ainda ndo se sabia sua etiologia.

Em 1952, BETTS verificou que o agente etioldgico da enfermidade ficou
retido em filtros bacterianos. Pensando se tratar de um grande virus, denominou a
doenca " pneumonia virotica dos suinos'.

Ja em 1963, GOODWIN e WHITTLESTONE designaram essa doenca
como "pneumonia enzootica dos suinos’, devido a sua transmissdo muito comum
ou "enzodtica' nas populagbes de suinos e também porque ndo tinha sido
comprovada a suaetiologiaviral.

Em 1964, MARE e SWITZER observaram que 0 agente crescia em meio
livre de células e apresentava-se de forma cocoOide a cocoide-bacilar, pela
coloracdo de Giemsa. Verificaram que o agente media de 110 a 220 nm de
didmetro e que era sensivel a clortetraciclina e resistente a penicilina. Concluiram
se tratar de um micoplasma e denominaram-no de Mycoplasma hyopneumoniae
(OBOEGBULEN, 1981).



3.2- Etiologia

O principal agente etiologico da pneumonia enzoodtica dos suinos € o
Mycoplasma hyopneumoniae (MARE e SWITZER, 1964 citado por
OBOEGBULEN, 1981). Segundo ROSENBUSCH (1994), este agente pertence a
classe Mollicutes, ordem Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae, género
Mycoplasma e espécie Mycoplasma hyopneumoniae. De acordo com DE
ROBERTIS e DE ROBERTIS JR (1993), esse microorganismo € tdo pequeno
gue seu tamanho corresponde ao de um grande virus. Trata-se de uma bactéria
com cerca de 0,2 a 0,5 mm de diametro, que passa, em funcdo disso, atraves de
poros de membranas filtrantes com didmetro de até 0,45 mm (MAES et a., 1996).
LORDEN (2000) acredita que possa ser uma subclasse de bactéria.

Diferente das bactérias tipicas, 0 Mycoplasma hyopneumoniae ndo possui
parede celular, pois carece de mecanismos genéticos para forma-la, sendo por
isso considerado um microorganismo gram-negativo. Devido a auséncia da
parede celular, esses microorganismos sdo resistentes aos antibioticos do grupo
das penicilinas, os quais interferem na sua sintese. Por outro lado, séo sensiveis
as drogas que impedem o metabolismo de aminoacidos, de &cidos nucléicos e de
esterbides e as condicbes ambientais, a pressdo osmotica e aos detergentes
comuns (YAMAMOTO, 1994; MAES et al., 1996).

A membrana plasmatica dos micoplasmas é constituida de glicoproteinas,
glicolipideos e fosfolipideos. Esse agente possui genoma completo e circular que
o diferencia dos virus, sendo considerado como o0 de menor peso entre 0s
procariontes com capacidade de auto-replicacdo (YAMAMOTO, 1994; MAES et
al. 1996).

Usua mente requerem uma intima associacdo com a superficie de células
epiteliais, além de exigirem um meio complexo para 0 seu crescimento in vitro
(ROSENBUSCH, 1994). Seu crescimento € lento, posshbilitando o
desenvolvimento concomitante de outros micoplasmas, sendo por isso
caracterizado como um agente fastidioso e de dificil cultivo (YAMAMOTO,
1994; FRASER et al., 1997; BAUMEISTER et al., 1998; STEVENSON, 1998).

Para seu isolamento, 0 meio de cultura mais comumente utilizado € o
descrito por FRIIS (1975) citado por STEVENSON (1998), e muitas passagens



neste meio sdo necessarias para a sua inoculacdo em agar, onde sdo capazes de
formar colGnias com aspecto de "ovo frito" (STEVENSON, 1998). O pH o6timo
para o0 crescimento é de 7,5 e a temperatura ideal é entre 37 a 39° C
(YAMAMOTO, 1994).

Os micoplasmas s&0 muito exigentes e, para 0 Seu lento crescimento,
necessitan de um meio completo com acidos graxos insaturados e seus
precursores (YAMAMOTO, 1994). Essa exigéncia se deve ao fato de possuir um
reduzido genoma, o que limita a capacidade de biossintese dos componentes
necessarios ao seu metabolismo. Sua obtencdo de energia € realizada mediante a
oxidagdo de é&cidos graxos, necessitando, portanto, de precursores de acidos
nucléicos, proteinas e lipideos (ROSENBUSCH, 1994).

3.3- Patogenia

O Mycoplasma hyopneumoniae € um parasita hospedeiro-especifico,
encontrado na mucosa respiratoria, onde se adere ao epitélio ciliado da traquéia,
bronquios e bronquiolos, mas ndo penetra no mesmo. De acordo com DONE
(1996), nos primeiros estagios da infeccdo, had aumento do numero de
micoplasmas no epitélio traqueal, bronquial e bronquiolar, podendo ser
encontrados também nos alvéolos. Concordando com essa assertiva,
STEVENSON (1998) verificou que o Mycoplasma hyopneumoniae coloniza o
epitélio respiratorio desde a cavidade nasal até os ductos aéreos. Ja
YAMAMOTO (1994), em estudos prévios, observou gque esses agentes ndo sao
usualmente encontrados neste Ultimo local; porém, podem ser evidenciados no
exsudato linfocitico ou purulento.

De acordo com LIVINGSTON et a. (1972) e UNDERDAHL et al.(1980),
citados por DEBEY e ROSS (1994), o Mycoplasma hyopneumoniae ndo secreta
substancias citotoxicas "in vitro. JACQUES et al. (1992), mantendo traquéias de
suino em cultura, estudaram a colonizagdo do Mycoplasma hyopneumoniae in
vitro e observaram que a traquéia infectada mostrou gradativa colonizacéo, e
consequentes danos na superficie mucosa e, com o avancar da infeccdo, uma
progressiva perda ciliar. Esses pesguisadores também observaram que 0sS

micoplasmas tendem a aprofundar-se nos espagos interciliares. Estes agentes se



situam no apice do cilio, no espaco intercelular em contato com a membrana das
células (MAES et a 1996). DEBEY e ROSS (1994) verificaram que o
Mycoplasma hyopneumoniae induz extensa ciliostase e perda ciliar. Paratal faz-
Se necessaria uma intima associacéo desse agente com as células ciliadas. MAES
et a. (1996) assinalaram que uma proteina citotoxica e o peroxido de hidrogénio,
produzido pelo Mycoplasma hyopneumoniae, poderiam estar envolvidos na
destruicdo dos cilios e das células epiteliais.

De acordo com STEVENSON (1998), nas infecgbes micoplasmicas, ha
excessiva producdo de muco pelas células do epitélio respiratério, 0 que causa
disfuncéo da barreira muco-ciliar com consequente reducdo da eliminagéo de
particulas inaladas. Segundo YOUNG et a. (2000), a diminuicdo da funcéo
muco-ciliar € um dos principais fatores relacionados com o aumento de infecgbes
secundérias associadas a0 Mycoplasma hyopneumoniae. LAMB et al. (1968) e
REID et a. (1983) citados por DEBEY et a. (1992), constataram que o
Mycoplasma hyopneumoniae produz peréxido de hidrogénio, que provocaria
uma irritagdo local das células mucosas. Além disso, outros mediadores
inflamatorios liberados pela resposta imune do hospedeiro contribuem para a
progressdo da lesdo. DEBEY et al. (1992) estudando os efeitos da acdo do
Mycoplasma hyopneumoniae sobre as caracteristicas histoquimicas das mucinas
respiratérias, constataram aumento destas nas células caliciformes bronquiais, o
que poderia ser reflexo da producéo alterada de glicoproteina em resposta a
infeccéo.

ZIELINSKI et al. (1993), DONE (1996), MAES et al. (1996) observaram
gue a aderéncia € uma condi¢do necessaria para o inicio da doenga, pois aligacéo
do Mycoplasma hyopneumoniae as células de revestimento leva ao dano ciliar e a
descamacdo epitelial, causando perda da defesa mucociliar e predispondo a
invasdo secundéria. De acordo com os experimentos de ZIELINSKI et al. (1993),
essa aderéncia é facilitada pela existéncia de proteinas e carboidratos na
superficie dos micoplasmas. Uma alta polarizacdo local pode ser evidenciada,
indicando a possivel existéncia de ligacOes estéreo-especificas entre a adesina do
micoplasma e seu receptor nas células hospedeiras. ZANG et al. (1994)

analisaram o0s receptores glicolipidicos para a aderéncia do Mycoplasma



hyopneumoniae e observaram que este agente se liga especificamente a trés
glicolipideos do cilio, identificados como La, Lb e Lc, com mais forte afinidade
por este Ultimo. Acredita-se que todos os trés receptores sgjam glicolipideos
sulfatados, uma vez que ZIELINSKI et al. (1993) e ZANG et a. (1994)
demonstraram que a ligacdo do micoplasma aos receptores La, Lb e Lc foi
parcialmente inibida por compostos sulfurosos. DEBEY e ROSS (1994)
descreveram recentemente que os anticorpos especificos inibem a aderéncia do
Mycoplasma hyopneumoniae ao epitélio ciliado dos suinos, todavia MAES et al.
(1996) observaram que 0s anticorpos presentes no soro de suino convalescente
diminuiram a perda ciliar, mas ndo a colonizagdo, concluindo-se que o0s
anticorpos protegem contra os danos ciliares, mas ndo blogueiam a aderéncia.
ZANG et al. (1995) identificaram e caracterizaram uma adesina do Mycoplasma.
Hyopneumoniae, utilizando anticorpos monoclonais (Mab) F265, inibidores da
aderéncia de Mycoplasma hyopneumoniae aos cilios do epitélio traqueal. Os Mab
F265 reconheceram predominantemente uma proteina de 97 kDa (P97) do
Mycoplasma hyopneumoniae por imunoblotting. Foi ainda observado que as
proteinas detectadas por Mab F265 em diferentes cepas variam de tamanho,
indicando que o epitopo dos antigenos para Mab F265 sofrem variagdo intra-
espécies. ROSS (1999), estudando essa aderéncia, observou que duas proteinas
na membrana do organismo de 97 e de 145 kDa parecem estar envolvidas neste
processo.

KAHANE e RAZIN (1969), ao readlizarem anaises imunologicas,
constataram que 0s principais fatores antigénicos dos micoplasmas estdo
localizados na membrana e a0 serem aquecidos a 65°C, perderam a sua
capacidade antigénica, indicando sua natureza protéica. HWANG et a. (1986),
estudando a composicdo fosfolipidica da membrana do Mycoplasma
hyopneumoniae, concluiram que esta se constitui de difosfatidilglicerol e que os
principais &cidos graxos encontrados séo o acido linoleico e palmitico.

GINSBERG e NICOLET (1973), citados por MESSIER e ROSS (1991),
evidenciaram inicialmente que os micoplasmas possuem um fator mitogénico
para os linfécitos e confirmando informacdo, MESSIER e ROSS (1991)

observaram que esse fator presente na membrana do Mycoplasma



hyopneumoniae seria o responsavel pelas hiperplasias linféides perivasculares e
peribronquiais, caracteristicas da pneumonia micoplasmica dos suinos. De
acordo com YAMAMOTO (1994), aém de se comportar como mitdégeno para 0s
linfocitos B e T, também é possivel que esse fator induza a proliferacdo de
células T citotdxicas, com a producéo de interleucina —2 e interferon (a, b, g
podendo também suprimir afuncdo das células T, o que explicaria a depressdo da
respostaimune ou mesmo ainfiltracdo macica de células linfdides.

THACKER et a. (20000 e THANAWONGNUWECH et al. (2001)
observaram que o Mycoplasma hyopneumoniae induz a producdo de vérias
citocinas pro-inflamatodrias, incluindo a interleucina-1 (IL-1), IL- 6 e o Fator de
Necrose Tumoral- a (TNF-a). OKADA et al. (2000) observaram como resultado
desse aumento que a pneumonia é caracterizada por hiperplasialinféide nas areas
peribronquiais e perivasculares e também pelainfiltracdo de células inflamatérias
nas vias aéreas. Além disso, 0 aumento nos niveis de TNF-a indica que os
macréfagos e os neutrofilos tém um importante papel na sua producdo.
THANAWONGNUWECH et a. (2001) investigaram em um sistema in vitro a
inducdo de citocinas pro-inflamatérias pelo Mycoplasma hyopneumoniae e
observaram que os niveis de IL-1b, IL-8 e IL-10 estavam aumentados. A IL-8
elevada pode indicar presenca de infeccdo; entretanto, os niveis de TNF-a néo se
encontravam aumentados, indicando que a causa da elevacdo do nivel dessas
citocinas poderia ser uma resposta inespecifica aos danos teciduais, 0 que possuli
relevancia em uma pneumonia cronica induzida por esses microorganismos.
Esses autores observaram ainda que o aumento de IL-10 pode ser importante
para a potencializacd de pneumonia induzida pelo virus da sindrome
reprodutiva e respiratoria dos suinos (PRRSV).

A infeccdo micoplasmica pode resultar em uma diminuicdo da resposta
imune do hospedeiro (ADEGBOYE, 1978). TAJMA et a. (1984) estudaram
essa imunodepressao e observaram que os mecanismos mediados por células sao
importantes para 0 desenvolvimento das lesdes pulmonares. KISHIMA et al.
(1985) observaram que a membrana de Mycoplasma hyopneumoniae mesmo
invidvel, ainda mantém o seu efeito imunossupressor. CARUSO e ROSS (1990)

descreveram a existéncia de imunodepressdo durante a infeccdo aguda, embora
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outros autores tenham descrito uma estimulacdo linfocitaria em suinos com
micoplasmose aguda. De acordo com MAES et a. (1996), essa infeccéo resulta
na depressdo da resposta humoral, devido ao fato de os linfocitos terem a
capacidade de producdo de anticorpos reduzida. LORDEN (2000) concluiu,
dessa forma, que esse agente € um co-fator para 0 comprometimento do sistema
imune.

Segundo MIMS et al. (1995), esses patdgenos agem como superantigenos,
0s quais estimulam excessivamente 0 sistema imune. Os superantigenos sao
glicoproteinas que tém arranjo espacia e expbem va&ios epitopos
simultaneamente, estimulando em excesso as células imunocompetentes
(JOHNSON ET AL., 1992). Os micoplasmas sdo poderosos ativadores
policlonais, promovendo a proliferacdo de células T e também a producéo de
citocinas (MIMS et a., 1995). Ocorre uma hiperestimulacdo seguida de uma
imunodepressdo, pois as células T ativadas pelos superantigenos podem sofrer
apoptose apods a ativacdo. Além disso, somente 0,001 a 0,01% dos linfécitos T
ativados é capaz de executar uma resposta regular ao antigeno (JOHNSON et a.,
1992; MIMS et al., 1995). Esses microrganismos podem ter efeito depressor nos
macrofagos, promovendo ainda reducdo da capacidade dos linfécitos em
produzir anticorpos ou aumentando a atividade supressora das células T (DONE,
1996). Por serem superantigenos, os micoplasmas podem resultar na depressao
da resposta imune, pela reducéo da capacidade de producdo de anticorpos e pela
inibicdo da fagocitose realizada por macréfagos (MAES et a., 1996).

Muitos agentes secundarios podem estar envolvidos na pneumonia
enzodtica suina dentre eles destacam-se: Pasteurella multocida, Streptococus
suis, Actinobacillus pleuropneumoniae e Salmonella cholerasuis. A P. multocida
€ um dos contaminantes mais importantes, sendo considerada incapaz de invadir
0 sistema respiratério sem que hagja um dano prévio (CIPRIAN et al., 1994;
STEVENSON, 1998). CIPRIAN et a. (1988), AMASS et al. (1994) e CIPRIAN
et a. (1994), ao estudarem a interacdo entre o Mycoplasma hyopneumoniae e a
Pasteurella multocida, observaram que este Ultimo n&o é um agente patogénico
isolado, mas quando esta associado ap Mycoplasma hyopneumoniae, pode tornar

a pneumonia severa, intensificando os sinais clinicos e as lesdes pulmonares.
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Geralmente, a enfermidade se manifesta quando o hospedeiro € submetido a um
estado de estresse ou quando o sitio em que se localiza 0 micoplasma é invadido
posteriormente por outros agentes (YAMAMOTO, 1994).

SMITH et a. (1973) citado por CIPRIAN et a. (1994), ao infectarem
suinos gnotobidticos intranasalmente e intratraquealmente com Mycoplasma
hyopneumoniae e P. multocida tipo A, observaram que a infeccdo com ambos 0s
agentes tornava a pneumonia mais severa, sugerindo um possivel efeito aditivo
ou sinérgico entre eles. YAGIHASHI et al. (1984) relataram que a infecgéo por
Mycoplasma hyopneumoniae aumentou a severidade da pneumonia causada por
Actinobacillus pleuropneumoniae. Adicionalmente, observaram que o0s
micoplasmas pregudicam a fagocitose dos Haemophilus realizada pelos
neutrofilos, parecendo ter também um efeito imunodepressor no hospedeiro.
CARUSO e ROSS (1990) estudaram os efeitos da infeccdo por Mycoplasma
hyopneumoniae e por Actinobacillus pleuropneumoniae sobre o papel da
fagocitose exercida pelos macréfagos alveolares, utilizando ensaios in vitro, e
concluiram que a funcéo dos macréfagos alveolares de suinos é reduzida quando
infectados por Mycoplasma hyopneumoniae, o que faz aumentar a
susceptibilidade a agentes secundarios. STRASSER et al. (1992), observaram a
interacdo entre Mycoplasma hyopneumoniae e M. flocculare e verificaram que a
inoculacdo de ambos ndo influenciou o aspecto clinico e patol gico das doengas.
Ademais salientaram que a infeccdo por M. flocculare, quando ocorre
isoladamente, ndo desencadeia 0 aparecimento de lesdes, concluindo ser este
microrganismo apatogénico. THACKER et a. (1999) observaram que a infeccéo
com Mycoplasma hyopneumoniae potencializa e prolonga clinicamente,
macroscopicamente e microscopicamente a pneumonia induzida pelo virus da
sindrome reprodutiva e respiratoria suina (PRRSV), demonstrando dessa forma
que existe um efeito de potencializacdo de uma infecgéo viral por espécies de
micoplasmas. THACKER et a. (2001), a0 estudarem a interacdo entre o
Mycoplasma hyopneumoniae e o virus da Influenza Suina observaram que os
animais infectados previamente com o Mycoplasma hyopneumoniae e 21 dias

apos com virus da Influenza Suina, apresentaram sinais de tosse mais freqlentes
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e também que a pneumonia apresentava-se mais extensa, sem, contudo, haver um
aparente aumento da severidade das |esdes microscopicas.

O Mycoplasma hyopneumoniae escapa das defesas naturais do hospedeiro,
fixando-se a sua mucosa (YAMAMOTO, 1994). Além disso, esse agente tem a
habilidade de mimetizar varias superficies antigénicas, podendo ter diversas
cepas com diferentes viruléncias, e utilizar essa variacdo para evadir do sistema
imune (DONE, 1996). Sua localizacdo luminal de aderéncia o protege contra as
defesas do hospedeiro, o que pode explicar a dificuldade de eliminagéo desse
organismo.

A transmissdo pode ocorrer pelo contato direto com as secregbes
respiratérias do suino portador ou via aerossois, dém disso, poeiras e fomites
também podem carrear 0 agente. Certos tipos de ambiente e condigbes
topogréficas podem facilitar a transmissdo aérea entre granjas (STEVENSON,
1998), mas uma das rotas mais provavels para a introducdo de pneumonia

enzodtica em um rebanho é aintroducéo de animais infectados no rebanho livre.

3.4- Sinais Clinicos

Para se redlizar o diagndstico correto de Pneumonia enzodtica suina, deve-
se verificar 0 historico e o aspecto clinico da doenga. Nesse caso, 0s sinais
observados com maior fregiiéncia sdo tosse ndo-produtiva, queda da taxa de
crescimento e da eficiéncia aimentar, alta morbidade, baixa mortalidade e, em
casos mais severos, pode-se observar pirexia, letargia, dispnéia, cianose e morte
(OBOEGBULEN, 1981; MAESet al., 1996).

As faixas etérias mais acometidas s&0 a recria e a terminagdo, pois sdo
nessas etapas que se inicia a queda da imunidade colostral (PIFFER e ROSS,
1984). Segundo MAES et a. (1996), os suinos de todas as idades séo
susceptiveis ainfeccéo pelo Mycoplasma hyopneumoniae.

Inoculagbes experimentais de Mycoplasma hyopneomoniae em suinos
demonstraram que o desenvolvimento de doenca clinica e o periodo de incubacéo
s80 doses dependentes, pois em altas doses, houve o desenvolvimento de uma
pneumonia clinica, em doses moderadas, desenvolveu-se uma pneumonia clinica

apos um prolongado periodo de incubacdo e, em baixas doses, desenvolveu-se
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uma infec¢do subclinica (STEVENSON, 1998). A tosse pode ser observada a
partir de quatro semanas do inicio da infeccdo e sua duracdo vai depender da

resposta imune do animal e do manejo do rebanho.

3.5- Lesbes

As lesBes macroscopicas sdo encontradas na porcéo ventral dos lobos
apicais, cardiacos e intermediarios e na porcéo cranial do lobo diafragmatico do
pulm&o. Os linfonodos bronquiais e mediastinicos podem estar aumentados de
volume (MAES et al., 1996). Nafase aguda, as |lesdes pulmonares manifestam-se
como areas edematosas; ja Nos estagios cronicos, observam-se atelectasia, areas
de consolidac8o purpura a cinza nas regifes antero-ventrais dos pulmdes e
também a presenca de areas enfisematosas nas adjacéncias. Essas lesdes foram
primeiramente observadas por LIVINGSTON et a. (1972) quatorze dias apés a
infeccdo e o desenvolvimento da severidade méxima ocorreu entre 21 a 28 dias.

BETTS (1952), citado por OBOEGBULEN, (1981), descreveu as lesdes
como éareas de coloragdo acizentada e claramente demarcadas em comparacéo ao
tecido normal, acometendo, em ordem decrescente, os lobos apicais, cardiacos,
intermediérios e diafragmati cos.

Quando a pneumonia complica-se com agentes secundarios, passa a
apresentar uma broncopneumonia inicialmente catarral com as areas afetadas
edematosas e de coloracdo avermelhada. Com o decorrer do processo, 0 exsudato
torna-se purulento e as areas atingidas exibem uma coloragdo purpura escura de
aspecto atelectasico. Esse aspecto consolidado contrasta fortemente com as areas
adjacentes normais na fase subaguda, podendo-se ainda verificar a presenca de
enfisema compensatorio (OBOEGBULEN, 1981; INTRAKSA et a. 1983;
STRASSER et d., 1992).

As lesdes microscopicas iniciamente consistem de pegueno infiltrado
neutrofilico no [Umen e ao redor das vias aéreas, assim como nos avéolos
(ROSS, 1999). Pode-se observar também uma infiltracdo linfo-histocitica em
areas peribronquiolares e perivasculares, revelando um quadro de
broncopneumonia com alveolite supurada (THACKER et a., 1999).
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URMAN et al. (1958) citado por OBOEGBULEN (1981), descreveram as
primeiras alteragbes histopatologicas da pneumonia enzodtica suina, traduzidas
por linfonodos hiperplésicos, células linfociticas infiltradas na lamina propria dos
bronquios e infiltracdo perivascular e peribronquial. Muitos autores relataram
idénticas lesdes (GOOWIN e WHITTLESTONE, 1963; MARE e SWITZER,
1965; LIVINGSTON et a., 1972; OBOEGBULEN, 1973; citados por
OBOEGBULEN, 1981). De acordo com LIVINGSTON et a. (1972) as lesbes
microscopicas apresentam maior severidade ao redor do décimo quarto dia de
infeccdo e ainda permanecem severa até o trigésimo sétimo dia.

As lesbes microscopicas sdo caracteristicas traduzidas por epitélio
respiratério hiperpldsico com diminuicdo ou mesmo auséncia de cilios
(OBOEGBULEN, 1981). KWON e CHAE (1999) observaram, nos estagios
agudos da doenca, que, aém da perda dos cilios e esfoliacéo de células ciliadas,
sdo frequentes acumulos de neutréfilos no IUmen e ao redor de ductos aéreos e
aumento do nimero de células mononucleares nos espacos peribronquiolares e

perivasculares.

3.6- Diagnostico

O diagnostico répido e preciso da pneumonia enzodtica € essencial para
prevenir a disseminacdo de seu agente (LE POTIER et a., 1994), podendo ser
realizado pelos sinais clinicos associados a presenca de lesbes macroscopicas.
Como exames complementares € utilizado uma variedade de métodos, sendo
mais usuais a imunofluorescéncia, o cultivo do organismo, a PCR e a sorologia
(AHRENS e FRIIS, 1991; ROSS e STEMKE, 1995; DONE, 1996). As
dificuldades para a identificacdo do agente da pneumonia micoplasmica incluem
a presenca simultanea de varias espécies de micoplasmas no tecido e a
dificuldade de se recuperar em cultura pura alguns desses microorganismos
(POTGIETER e ROSS, 1972).

3.6.1- Lesdes ao Abate
O monitoramento das lesdes a0 abate constitui-se numa fonte

relativamente simples e de baixo custo, contendo informages, as vezes cruciais,
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sobre o estado sanitario de um rebanho, possibilitando a avaliagdo de uma grande
variedade de doencas, mediante a realizacdo de estudos de diagnostico, de
prevaléncia, de incidéncia e até mesmo de avaliacdo econdmica, adém de
estratégias de prevencéo e controle (ROSTAGNO et al., 1999).

Em casos de pneumonia enzoodtica, sd0 encontradas lesdes tipicas, como
areas de consolidac&o purpura a cinza nos lobos apical e cardiaco e nas regides
antero-ventrais dos lobos diafragmatico. Algumas vezes, apenas um lobo pode
estar afetado. Existe eventualmente um exsudato mucoso nos bronguiolos, além
de ligeiro aumento de volume dos linfonodos traqueal e bronquial (ETHERIDGE
et al., 1979).

A pneumonia micoplasmica suina pode ser inicialmente diagnosticada
pela evidéncia post mortem de infeccdo, como a presenca tipica de lesdes
macroscopicas e microscopicas. A identificagdo do Mycoplasma hyopneumoniae
pode ser realizada pelo teste de imunofluorescéncia em cortes de pulméao e/ou
pelo cultivo desse agente recuperado de tecidos pulmonares (ARMSTRONG et
al., 1984). A auséncia de lesdes macroscopicas tipicas € interpretada, pela
Agéncia Nacional de Suinos SPF, como livre de infeccdo pelo Mycoplasma
hyopneumoniae (ROSTAGNO et al., 1999). Todavia, para ARMSTRONG et al.
(1984), esse julgamento € visto com reservas, poiS em Seu experimento,
observaram que 19% dos pulmdes normais apresentavam-se infectados por
Mycoplasma hyopneumoniae, concluindo que a auséncia de lesdes
macroscopicas ndo descarta a possibilidade de o animal apresentar pneumonia
micoplasmica e também que as |esdes macroscopicas sédo um bom indicador, mas
n&o absoluto de infeccdo por Mycoplasma hyopneumoniae.

STRAW et al. (1989) citado por HURNIK et al. (1993), observaram que
0s decréscimos no ganho de peso sdo proporcionais a severidade das |esdes.

Existem trabalhos que estimam uma correlacdo de 91% entre o
diagnostico macroscopico e a confirmacao histoldgica, embora a sensibilidade e
a especificidade da observacéo ao abate ndo tenham sido calculada (HUHN,
1970 citado por HURNIK et a., 1993). De acordo com HURNIK et al. (1993), a
pneumonia enzodtica estd associada a infeccdo pelo Mycoplasma

hyopneumoniae, seguida e complicada por agentes secundarios. Esses autores
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estudaram a sensibilidade e especificidade da inspecéo rapida macroscopica dos
pulmdes na linha de abate e observaram que esta pode ser realizada, devido ao
fato de serem as lesBes macroscopicas bem caracteristicas. E ainda, utilizando-se
a histologia de uma amostra padréo, observaram que O exame macroscopico
apresentou sensibilidade de 76% e especificidade de 71%. Segundo DONE
(1996), as lesbes macroscopicas s80 sugestivas, mas ndo patognomonicas de
pneumonia enzodtica; entretanto, encontrou-se uma boa relacdo entre a deteccéo
de anticorpos pelo teste de fixagdo de complemento e as lesdes macroscopicas
em rebanhos naturalmente infectados.

ROSTAGNO et a. (1999), utilizando o monitoramento das lesdes
macroscopicas ao abate, concluiram gue a freqiéncia dessas € influenciada pela
incidéncia da doenca, pela taxa de resolucdo das lesbes e pelo tempo de
surgimento da doenca durante as fases que compdem o ciclo de producdo de

suinos.

3.6.2- Cultivo

O isolamento do Mycoplasma hyopneumoniae é uma técnica cara que
consome muito tempo e que requer meio seletivo e especializado, o0 que a torna
dispendiosa e pouco viavel (AHRENS e FRIIS, 1991; HURNIK et al., 1993),
fazendo com que ndo sgja executada rotineiramente para diagnéstico laboratorial
(MAES et d., 1996).

Segundo MAES et a. (1996), o Mycoplasma hyopneumoniae cresce
lentamente e necessita de um meio especial. Além disso, seu crescimento
geralmente é superado pelo Mycoplasma hyohinis, um agente muito comum no
trato respiratorio suino, sendo um invasor secundario comum da pneumonia
enzodtica. O Mycoplasma flocculare também € encontrado com freqliéncia no
tecido pulmonar e, diante das muitas similaridades antigénicas, morfoldgicas e de
crescimento entre eles, dificulta ainda mais a identificacdo do agente da
pneumonia enzootica.

De acordo com ROSS (1999), o Mycoplasma hyopneumoniae é um
microorganismo fastidioso, mais dificil de se isolar e identificar, dém de
requerer 30 dias para o crescimento visivel (STEVENSON, 1998).
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3.6.3- Técnicas de Sorodiagndstico

Desde o estabelecimento do Mycoplasma hyopneumoniae como agente
etiol 6gico da pneumonia enzodtica suina por MARE e SWITZER (1965), citados
por OBOEGBULEN (1981), numerosos estudos tém sido redlizados para
aumentar a eficiéncia de diagnosticos sorol 6gicos (MCKEAN et a., 1979).

Os testes sorol 6gicos tém limitagcBes em sua sensibilidade e especificidade
na rotina de diagnostico, e os utilizados para a deteccdo do Mycoplasma
hyopneumoniae incluem: Hemaglutinagéo Indireta (IHA), teste de Fixacdo de
Complemento (FC) e o “Enzyme-Linked Immunosorbent assay” (ELISA) (ROSS
e WHITTLESTONE, 1983, citados por ROSS e STEMKE, 1995), sendo esse
altimo o mais sensivel, principalmente se o0 antigeno estiver purificado
(KOBISCH e NICOLET, 1987). Todos esses testes podem ser utilizados para
infecgbes subclinicas do rebanho ou para a demonstragcéo da resposta a vacina,
mas ndo sdo recomendados para animais individuais (ARMSTRONG, 1994).
Segundo GIMENO (1995), os inconvenientes da sorologia estimulam a busca de
meétodos compativeis com o processo histologico de rotina.

Para se estabelecer a dindmica da infec¢do dentro de um rebanho, o mais
apropriado € se utilizar a sorologia ao invés dos sinais clinicos (MAES et .,
1996), com os resultados obtidos em cada método sendo interpretados com base

no estado sanitario do rebanho.

3.6.3.1- Hemaglutinag&o Indireta (IHA)

O teste de IHA é util para a deteccdo de rebanhos infectados por
micoplasmas (SHULLER et a., 1977 citado por TIMONEY et al., 1992) e e
considerado um teste sorologico sensivel para a deteccdo de anticorpos contra
esses agentes, principalmente para o Mycoplasma hyopneumoniae (GOODWIN
et a., 1969, citados por HOLMGREM, 1976).

Os materiais necessarios para a redizacdo deste teste sdo eritrocitos
frescos, uma vez que, apos longos periodos de armazenamento, as hemaéacias
tornam-se instaveis, 0 que é uma desvantagem do método. Segundo

HOLMGREM (1976), quando esses eritrocitos sdo formalizados, obtém-se
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melhores resultados, devido a0 maior nimero de células que podem ser
sensibilizadas e armazenadas na forma de pequenas aliquotas.

Para FREEMAN et a. (1984), este teste € confiavel para a deteccdo de
anticorpos contra Mycoplasma hyopneumoniae de suinos infectados
experimentalmente com altas doses do agente, mas ndo tao efetivo para detectar
anticorpos de suinos infectados naturalmente.

De acordo com KAZAMA et a. (1989), o teste de IHA tem pouca
sensibilidade para detectar reagdo cruzada. Em estudos prévios, FREEMAN et al.
(1984) observaram que, os testes positivos, além de titulos de anticorpos para

Mycoplasma hyopneumoniae, também apresentaram titulos para M. flocculare.

3.6.3.2- Teste de Fixacéo de Complemento (FC)

E um teste adequado para o diagndstico de pneumonia enzodtica suina
presente no rebanho, podendo também ser utilizado para o diagndstico
diferencial. Além disso, pode ser utilizado para monitorar a pneumonia enzootica
de um rebanho (WALLIS e THOMPSON, 1969).

Segundo FREEMAN et al. (1984), o titulo de anticorpos detectado por
esse teste € menor do que pelo ELISA, concluindo-se que se trata de um teste de
menor sensibilidade.

De acordo com KAZAMA et a. (1989), a sensibilidade do teste de
fixagdo de complemento sO € adequada nas fases iniciais e médias de infecgéo,
pois, em estagios tardios este se torna negativo, 0 que pode resultar em um
resultado falso-negativo (ARMSTRONG, 1994).

LOYDE (1984), citado por TIMONEY et a. (1992), detectou anticorpos
anti Mycoplasma hyopneumoniae cinco semanas ap0s a infecgdo. Segundo
DONE (1996), essa técnica detecta anticorpos duas a trés semanas apos a
infeccdo e pode persistir ainda por nove meses.

Uma desvantagem desse teste para a deteccdo de anticorpos contra
Mycoplasma hyopneumoniae, é que além de ndo detectar anticorpos nos estagios
tardios de infeccdo, had a probabilidade de ocorrer reacdo cruzada com M.
flocculare e M. hyohinis (STEVENSON, 1998).
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3.6.3.3- Testede ELISA

O teste de ELISA (Enzyme-liked immunosorbent assay) foi relatado
recentemente como um meétodo de diagnostico soroldgico para pneumonia
micoplasmica suina. Sua aplicacdo para o estudo de diversas doengas infecciosas
tem sido realizada por ser ssimples, especifico e seguro (MORRIS et al., 1995;
KAZAMA et a., 1989; ROSS e STEMKE, 1995), além de ser capaz de detectar
anticorpos por um periodo de tempo mais longo do que pelos testes de FC e IHA
(ARMSTRONG, 1994). O ELISA é extremamente sensivel, mas ndo totalmente
especifico, devido a ocorréncia de reagbes cruzadas entre o Mycoplasma
hyopneumoniae e o M. flocculare, sendo esse ultimo de distribuicdo mundial,
mas de patogenicidade incerta (ARMSTRONG et al. 1984; KAZAMA et 4.,
1989; ARMSTRONG, 1994).

Os problemas relacionados com a sensibilidade e especificidade dos testes
sorologicos (MACKEAN et al., 1979) levaram ao desenvolvimento de novos
sistemas de testes de ELISA (NICOLET e PAROZ, 1980).

Em seu estudo, NICOLET e PAROZ (1980) obtiveram antigenos de
Mycoplasma hyopneumoniae ap0s 0 tratamento com Tween 20 neutro e
observaram que o antigeno purificado com esse detergente mostra qualidades
promissoras para as propostas sorolégicas. O tipo de ELISA Tween 20, para 0
qual sdo utilizados anticorpos monoclonais, € atamente especifico, ndo
ocorrendo reagbes cruzadas (DONE, 1996). O teste "DAKQ" é um teste de
ELISA bloqueado, baseado em anticorpos monoclonais contra a proteina de 74
kDa do Mycoplasma hyopneumoniae. Neste ndo ha ocorréncia de reacdo cruzada,
além de ser mais sensivel do que o de IHA, o qual foi desenvolvido para ser um
teste soroldgico mais especifico (LE PONTIER et al., 1994).

LEVONEN (1994) observou que os anticorpos aparecem no colostro
quatro dias a seis meses antes do aparecimento dos sinais clinicos da doenca e
estimou a especificidade do ELISA neste estudo como ata, com 99,4%,
concluindo, dessa forma, que o colostro é uma amostra adequada para a
realizac@o do teste de ELISA.

Segundo MOLINA et a. (1998), os anticorpos contra Mycoplasma

hyopneumoniae podem ser detectados pelo teste de ELISA de trés semanas ateé
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um ano apos a infeccdo. Além disso, ARMSTRONG et al. (1983) citados por
KAZAMA et a. (1989), relataram que o ELISA é capaz de detectar anticorpos
por um periodo de tempo maior do que os testes FC e IHA apés a infeccéo por
Mycoplasma hyopneumoniae. STEVENSON (1999), citado por MORENO et al.
(1999), descreveu a ata sensibilidade do ELISA empregado em seu experimento
com utilizagdo de anticorpos monoclonais especificos para um epitopo protéico
encontrado nas amostras de campo de Mycoplasma hyopneumoniae, que néo esta
presente em outras espécies de micoplasmas, tornando possivel a deteccéo de
animais positivos nove dias apos a infeccdo. Além disso, a maioria das vacinas
utilizadas n&o induz a producdo de anticorpos para esse epitopo, 0 que torna esse

teste viavel para ser utilizado em um rebanho vacinado.

3.6.3.4- Reacbes Cruzadas

Os métodos sorolégicos sdo mascarados por reacdes cruzadas, devido a
intima associacdo entre Mycoplasma hyopneumoniae e Mycoplasma flocculare
(AHRENS e FRIIS, 1991).

Recentes isolamentos de M. flocculare de muitos rebanhos suinos nos
Estados Unidos enfatizam a importancia desse agente como origem de uma
grande confuséo na interpretacéo das respostas sorologicas (FREEMAN et al.,
1984).

A infeccdo por M. flocculare pode estar espalhada, indicando que
anticorpos para este agente possam estar comumente no soro de suino, causando
assim uma reacdo ndo especifica nos testes de sorodiagnéstico para pneumonia
micoplasmica suina. Estudos sugeriram que o suino infectado com M. flocculare
usualmente ndo desenvolve niveis de anticorpos suficientes para prejudicar a
especificidade do ELISA usado para pneumonia enzodtica suina (ARMSTRONG
et al., 1987).

3.6.4- Técnicas Moleculares

Os procedimentos de biologia molecular visam detectar as sequéncias

particulares de &cidos nucléicos, que podem representar um microorganismo
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patogénico, estrutura ou expressao de genes especificos (BRASILEIRO FILHO
et a., 1998).

3.6.4.1- Hibridizag&o In Stu

Os &cidos nucléicos, assim como outras macromoléculas, ocupam
posicdes precisas em células e tecidos e uma grande quantidade de potencial
informacéo é perdida quando essas moléculas sdo extraidas por homogenei zagéo.
Por esta razéo, foram desenvolvidas técnicas nas quais as sondas de é&cidos
nucléicos sdo utilizadas, como se fossem anticorpos marcados, para localizar
seqiiéncias especificas de &cidos nucléicos "in situ”, num procedimento chamado
hibridizacdo "in situ" (BRASILEIRO FILHO et a., 1998).

Este € um método de hibridizagdo molecular em que a seqiiéncia alvo esta
em seu local nativo, ou sgja, em células ou tecidos, podendo-se utilizar dessa
forma cortes histol 6gicos ou esfregacos celulares.

A principal vantagem desta técnica € a localizac&o precisa do antigeno de
interesse dentro de células ou tecidos. Além disso, como permite a andise de
células individuais, € capaz de identificar microorganismos, mesmo quando a
menor parte das células esta infectada.

A hibridizacdo in situ pode identificar os tipos de céulas hospedeiras que
sofreram a infecgcdo por Mycoplasma hyopneumoniae com maior especificidade e
sensibilidade (KWON e CHAE, 1999).

Esta prova é considerada especifica para Mycoplasma hyopneumoniae,
pois é possivel detectdlo em amostras de tecidos pulmonares de suinos
experimentalmente infectados (MAES et a., 1996) e foi relatada por muitos
autores para detectar e caracterizar micoplasmas (ROSS e STEMKE, 1995).

Embora prova sgja Uutil para a identificacdo de cultura de
micoplasmas, a detecgdo direta em especimes clinicos de suinos infectados néo
foi demonstrada, devido as limitacOes de sensibilidade. Entretanto, AHRENS e
FRIIS (1991) detectaram Mycoplasma hyopneumoniae em espécimes clinicos de
animais infectados de forma aguda, utilizando esta prova.

Uma elevada variacBo antigénica foi relatada para o genoma de

micoplasmas, podendo-se esperar, assim, que as sondas de DNA de certas partes
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do genoma possam variar, 0 que reduziria seu uso clinico para o diagndstico da
micoplasmose (AHRENS e FRIIS, 1991).

3.6.4.2- Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR)

O Mycoplasma hyopneumoniae também pode ser demonstrado por PCR, o
qual é baseado na multiplicacdo do DNA (MAES et a., 1996). Trata-se de um
meétodo facil, rapido, versatil e sensivel para estudos moleculares que envolvem
um grande numero de individuos (FERREIRA e GRATTAPALIA, 1998), aém
de s especifico para a deteccdo de microorganismos fastidiosos
(BAUMEISTER et d., 1998). Segundo CHRISTENSEN et a. (1999), é uma
técnica nova para a deteccdo de Mycoplasma hyopneumoniae nos pulmdes,
lavados traqueobronguicos e swabs nasais.

De acordo com ROSS e STEMKE (1995), este método pode identificar
uma pequena quantidade de microorganisSmo nos estagios iniciais de infecgao,
além de poder detectélo em amostras de pulmdo de animais clinicamente
saudaveis e aparentemente carreadores.

Diferentes procedimentos de PCR foram descritos, mas nenhum desses
foram avaliados sob condi¢cdes naturais. BAUMEISTER et a. (1998), em sua
investigacdo, desenvolveram um procedimento de PCR com a utilizagdo de
amostras para a deteccéo de Mycoplasma hyopneumoniae em lavados de fluidos
broncoalveolares (LFBA) e seus resultados foram comparados com testes de
imunofluorescéncia e cultura.

A correlacéo entre os resultados obtidos pelo PCR utilizando LFBA e IF
com secgOes pulmonares indicou sensibilidade similar de ambos os métodos e
ainda, concluiram que com este método, uma informacao rdpida e segura sobre a
ocorréncia de Mycoplasma hyopneumoniae no rebanho pode ser obtida.

As vantagens da técnica de PCR sdo muitas. Dentre elas destacam-se: a
ndo ocorréncia de reacdo cruzada, a ndo interferéncia com tratamento a base de
antibiotico (MAES et al., 1996), a possibilidade de utilizagdo de animais vivos, a
economia de tempo comparada as culturas tradicionais e a possibilidade de
aplicacéo em grande escala (CHRITENSEN et a., 1999).
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As desvantagens da utilizac8o da técnica de PCR incluem o fato de ndo
informar a localizacéo especifica do Mycoplasma hyopneumoniae nos tecidos
afetados (KNOW e CHAE, 1999) e seu elevado custo, 0 que, as vezes,

inviabiliza a sua utilizacdo em rotinas laboratoriais.

3.6.5- Imunohistoquimica

Os métodos de imunohistoquimica se baseiam na conjugacéo de distintos
marcadores com moléculas de imunoglobulinas. Constitui-se num método
complementar a histopatologia, no qual a marcacéo de anticorpos com diversas
enzimas ou compostos fluorescentes permite localizar determinantes antigénicos
nas intimidades das células e tecidos fixados e processados por métodos
histologicos convencionais (GIMENO, 1995). Foi demonstrado por POLAK et
al. (1978) que esses métodos s&o mais sensiveis que os de |munofluorescéncia

As técnicas imunohistoquimicas mais utilizadas atualmente se baseiam na
marcacdo com a enzima peroxidase. Em todos os métodos imuno-enziméticos
utiliza-se uma reagdo enzima-substrato que transforma um cromaogeno incolor em
um produto final colorido (GIMENO, 1995).

3.6.5.1- Imunofluorescéncia

A Imunofluorescéncia é um tipo de técnica imunohistoquimica
operacionalmente simples, barata e prética para o diagnostico de pneumonia
micoplasmica (ARMSTRONG, 1994) e tem sido utilizada com sucesso para a
deteccdo direta do Mycoplasma hyopneumoniae no pulméo de suinos. Consiste
em revelar antigenos presentes em uma estrutura celular ou tissular, de forma
direta ou indireta, mediante a aplicacdo de um anti-soro fluorescente ou
fluocromo nas células ou tecidos. A leitura é realizada em microscépio de luz
ultravioleta, o qual tem um ato custo (MORALES, 1993).Além disso, necessita
de material fresco (GIMENO, 1995). Por essa razéo, € limitada a sua utilizacéo e
sua aceitacd@o, em geral pelos laboratorios de patologia (HUAN, 1976; MOLINA
et a., 1983; NASSON, 1988 citados por GIMENO, 1995). As outras
desvantagens da Imunofluorescéncia incluem a necessidade de fotografia para

servir como testemunho, pois a coloragcdo desaparece 10go apos a sua observagao,
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devido a excitacdo ultravioleta. MAES et al. (1996) observaram ainda que é
possivel a ocorréncia de reagdes cruzadas.

Devido a essas limitagBes, buscaram-se métodos mais compativeis com as
préticas de rotina, como por exemplo, 0s imuno-enzimaticos que demonstraram
maior sensibilidade na identificacdo de antigenos, além de permitir uma reagéo
permanente em tecidos fixados e embebidos em parafina (MERINO e
MARTINEZ, 1988).

3.6.5.2- Imunoperoxidase

A imunoperoxidase é um tipo de técnica imunohistoquimica que utiliza
como marcador a enzima peroxidase, apresentando vérias vantagens sobre a de
imunofluorescéncia. Pode ser utilizada conjuntamente com os métodos de rotina
no laboratorio de histopatologia com o0 uso de preparados permanentes que
podem ser armazenados indefinidamente (LUTSKY et al., 1986), possibilitando,
assim, a redlizacdo de estudos retrospectivos (MORALES, 1993; ROSS e
STEMKE, 1995).

Dentre as principais técnicas associadas a enzima peroxidase estéo:
imunoperoxidase direta, imunoperoxidase indireta, peroxidase anti-peroxidase e
aque utiliza o complexo-avidina-biotina (ABC).

O método direto é um simples caminho para localizar antigenos pelo uso
de uma imunoglobulina especifica para 0 antigeno de interesse, quimicamente
conjugada com a peroxidase (NAKANE e PIERCE, 1966, AVRAMEAS et d.,
1969; citados por GIMENO, 1995). Sua principal limitacdo é a de se utilizar para
cada antigeno, um anticorpo especifico conjugado (GIMENO, 1995).

O método indireto utiliza, para detectar sua presenca, um anticorpo
secundério marcado com peroxidase (GIMENO, 1995), sendo, por isso, um
meétodo mais versatil. Além disso, sua sensibilidade é quatro a cinco vezes maior
do que ado método direto (MORALES, 1993).

O método Peroxidase-anti-Peroxidase (PAP) € um dos métodos mais
utilizados como rotina e foi a partir dele que se implantou firmemente a técnica
da imunohistoquimica nos laboratorios de patologia (GIMENO, 1995). Este se

baseia na utilizag&o de trés reagentes: anticorpo primario, anticorpo secundério e
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o complexo PAP. E comumente utilizado, ndo s6 por ter uma alta sensibilidade,
mas também devido ao fato de seus reagentes estarem disponiveis
comercialmente (HSU et al. 1981). Além disso, essa técnica € de 100 a 1000
vezes mais sensivel que os métodos de imunofluorescéncia.

Os métodos do Complexo Avidina-Biotina-Peroxidase (ABC) se baseiam
na uni&o entre a avidina e a biotina conjugada com a peroxidase. Esse processo
leva a formagdo de um enorme complexo, o qual inclui numerosas moléculas de
peroxidase, resultando em notavel aumento da sensibilidade, estimando-se 20 a
40 vezes maior do que a da técnica PAP. Entretanto, o grande tamanho desse
complexo pode ocasionar uma precipitacdo inespecifica e pobre penetragdo nos
tecidos (GIMENO, 1995).

3.7- Impacto Econdmico

A pneumonia enzoética € uma doenca que se espalha rapidamente sob
condicOes ambientais e seu efeito pode ser retardado pelo padréo de nutricéo e
pelo emprego de antibidticos (GOODWIN, 1971).Além disso, os efeitos da
pneumonia na performance do animal vao depender do manegjo e das condicbes
ambientais, pois, em rebanhos saudaveis com condigdes ambientais limpas, esses
efeitos ndo sdo facilmente demonstrados.

Essa enfermidade é a responsavel pela perda de mais de 200 milhdes de
ddlares por ano na industria suinicola, custando em media cinco dolares por
suino por producéo (LINQUIST, 1974 e WILSON et a., 1986; citados por
CHRISTENSEN et al., 1999) e sendo considerada uma das principais causas de
perda econdmica na producdo de suinos, além de estar vastamente distribuida e
ocorrer praticamente em todos os paises. A presenca universal do Mycoplasma
hyopneumoniae proporciona um significante impacto econdmico na producdo de
suinos, pois essa enfermidade se torna presente nas faixas de idade mais criticas,
gue sdo as fases de crescimento e de terminagdo, em que o animal ganha peso
diariamente. Dessa forma, os surtos de pneumonia enzodtica podem diminuir a
eficiéncia alimentar e a taxa de crescimento do animal. Além disso, esse efeito é
ainda maior quando os suinos sdo confinados em construgdes mal ventiladas e

sob condi¢des de manejo inadequadas (FRASER et al., 1997). Esse impacto pode
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estar associado também ao tamanho do rebanho e a densidade, a qual pode levar
a atas concentragdes de contaminantes agreos (STEVENSON, 1998), tendo em
vista que a pneumonia € resultante da exposicdo dos animais a uma grande
quantidade de microorganismos e as condigdes estressantes de manego e
ambientais, as quais predispde os suinos a enfermidades respiratorias (MOLINA
et al., 1998).

POINTON (1985) observou, em seu experimento, que, durante o inicio da
infecgdo, a taxa de crescimento dos suinos reduziu-se 12,7 %. De acordo com
STRAW et al. (1989), citados por CHRISTENSEN et al., (1999), a pneumonia
enzootica causa em média uma reducdo de 17% no ganho de peso diério e 14%
na eficiéncia alimentar. MOLINA et a. (1998) observaram que as lesdes de
pneumonia enzodtica reduzem o ganho de peso diario de forma proporciona a
severidade, com uma estimativa de perda de 23 a 37g /dia por 10% da area
afetada pela pneumonia. Estudos prévios, entretanto, ndo detectaram significativa
associacao entre a percentagem de lesdo pulmonar e os parametros de producéo e
ainda verificaram que as perdas estdo mais associadas a historia clinica da
pneumonia do que as lesdes encontradas ao abate (MORRIS et a., 1995 e
DAVIESet al., 1995).

Foi estimado que a pneumonia enzodtica aumenta de 6 a 25 dias o tempo
normal para a venda, dependendo da severidade da doenca, levando dessa
maneira a um aumento de US$ 0,60 a US$ 2,50 no custo para se levar o animal
ao abate com 108 Kg, tendo em vista que 0 custo di&rio para a manutencdo do
animal é de US$ 0,10 ( KIRK, 1996).

Os pregjuizos relacionados a essa enfermidade ocorrem principa mente
pelo aumento da quantidade de alimento consumido, pela diminui¢cdo do ganho
de peso diario, pela diminuicdo da eficiéncia aimentar, pela variagdo no
crescimento e ainda pelo fato de ser produzido um efeito debilitante no animal
(GOODWIN, 1985). Além disso, existem 0s gastos com tratamento, com
programas de vacinacdo, com procedimentos de higiene e com a mao-de-obra
extra (SCHARPERS, 1990; citado por CHRISTENSEN et a., 1999).

Essa doenca € freqlente em todo o pais. MORENO et al. (1999),

analisando soro de suinos de diversos Estados da Federagdo, observaram que a
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freqléncia era de 22,6% em S0 Paulo, 25,35% em Minas Gerais, 47% no Rio de
Janeiro, 31,7% em Goias, 16,6% no Ceara e 50% no Distrito Federal. Esses
autores, em um estudo geral, observaram que a fregiiéncia de plantéis positivos
no Brasil foi de 59,09%, concluindo-se que esse agente se encontra disseminado
no pais.

SOBESTIANSKY et a. (1987) e PIFFER e BRITO (1993) demonstraram
gue a pneumonia esta disseminada nos rebanhos de Santa Catarina, pois, segundo
um estudo realizado pela Embrapa em aves e suinos de Concordia - SC,

constatou que 55% dos animais eram positivos para pneumonia enzootica.

3.8- Tratamento e Controle

O tratamento baseia-se na antibioticoterapia, a fim de se controlar as
infeccbes secundérias. Para diminuir a multiplicacdo do Mycoplasma
hyopneumoniae, utilizam-se os macrolideos, compostos por tylosing, tyamulina,
lincomicina e outros, 0s quais impedem a sintese protéica do agente, agindo,
dessa forma, como bacteriostético. Os antibidticos podem contribuir para a
diminuicdo dos sintomas e lesdes, mas in vivo nenhum deles se comporta como
"micoplasmicida’ (YAMAMOTO, 1994).

A doenca pode ser controlada em parte por medicacdo com tetraciclina,
mas esta ndo previne o estabel ecimento da infecgdo, e as lesdes aparentemente se
desenvolvem apos cessar a medicacdo (ROSS, 1999).

GOODWIN (1971) relatou a estratégia all-in/all-out como uma das
técnicas mais importantes para se melhorar o controle de pneumonia enzodtica
presente em uma granja.

O controle préatico da doenca em regides endémicas pode ser realizado por
meio de uma melhoria no padréo de mang o, incluindo boa nutricdo, controle da
temperatura, ventilagdo adequada, diminui¢éo do stress e introducéo de animais
no rebanho com as devidas medidas profilaticas. A vacinagdo embora
preconizada, ndo protege o animal de forma efetiva, mas diminui os efeitos

causados pelo Mycoplasma hyopneumoniae (MAES et a., 1996).
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4- MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 80 fragmentos de pulmdes de suinos,
predominantemente do tipo carne, com aproximadamente cinco meses de idade,
pesando cerca de 100 kg e oriundos de criagcdes intensivas da zona da Mata
Mineira, abatidos no Frigorifico Saudali, localizado no municipio de Ponte
Nova-MG.

De acordo com o estado sanitario das granjas, definiu-se previamente por
obter 40 fragmentos de pulmbes provenientes de granjas positivas para
pneumonia enzodtica suina, isto €, aquelas que seus rebanhos apresentassem
manifestacbes clinicas e morfoldgicas da doenca. Similarmente, optou-se por
colher 40 fragmentos de pulmdes de granjas consideradas livres de Mycoplasma
hyopneumoniae, ou sgja, aquelas sem historico clinico da doenca desde a sua
implantacao.

Baseado no aspecto macroscopico, os pulmdes foram divididos dentro dos
Seguintes escores:

1- Sem lesdo aparente

2- Processos congestivo-hemorragicos nas regides antero-ventrais do

pulmao

3-L esbes tipicas de pneumonia enzodtica

ApOs o abate, os pulmbes foram identificados meticulosamente

examinados, sendo os aspectos morfologicos anotados em protocolo proprio,
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ocasido em que também se fazia o registro fotografico das alteracbes de maior
interesse.

A seguir, as amostras de tecido pulmonar foram acondicionadas em
frascos de vidro contendo formol neutro tamponado a 10% e transportados para o
Laboratério de Histopatologia do Departamento de Veterinaria da Universidade
Federal de Vicosa. Nessa ocasido, os referidos fragmentos, medindo
aproximadamente 2 cm de comprimento por 1 cm de largura e 0,5 cm de
espessura, foram processados segundo técnicas rotineiras em histopatologia,
desidratados em concentracdes crescentes de alcoois, diafanizados em xilal,
incluidos em parafina, cortados a 5 mm e corados pela H-E (PROPHET et al.,
1992).

Apos realizacdo do exame microscopico os fragmentos de pulmé&o foram
assim agrupados:

1- Normal

2- Infiltrac&o linfocitica peribronquiolar com inicio de hiperplasialinféide

3- Exsudacdo celular e hiperplasia linfoide exuberante

Outros cortes semiconsecutivos foram obtidos para a imunocol oracéo pela
técnica da Peroxidase-anti-Peroxidase (PAP), que foi realizada no Laboratério de
Biologia e Controle de Hematozoarios do Bioagro/UFV, utilizando para tal os
seguintes procedi mentos:

- aguecimento dos cortes histol6gicos a 56°C por 24 horas e completa
desparafinacéo em dois xilois com passagens de 30 e 40 minutos
cada;

- hidratacdo em solugdes alcodlicas decrescentes (100% | e Il, 90%,
80% ,70% e PBS pH 7,4 a cada 5 minutos);

- blogueio da peroxidase endogena com peréxido de hidrogénio
metandlico 3% durante 45 minutos a temperatura ambiente;

- lavagemem PBS pH 7,4;

- digestdo enzimética dos cortes utilizando-se tripsina 1Img/ml em PBS
pH 7,4 durante 10 minutos a 37°C;

- lavagem por duas vezes, durante 5 minutos cada, com PBS pH 7,4;
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tratamento dos cortes com soro normal de cabra diluido 1:10 em PBS
7,4 e incubagdo em camara Umida durante 45 minutos a
temperatura ambiente;

retirada do excesso de soro normal e tratamento das laminas com
anticorpo primério especifico (IgG de coelho anti- Mycoplasma
hyopneumoniae), produzido pela Embrapa-CNSA-Concordia-SC,
diluido 1:100 em PBS pH 7,4;

incubagdo durante 18 horas em cédmara umidaa 4°C;

lavagem por trés vezes em PBS pH 7,4 durante cinco minutos cada;

adicdo do anticorpo secundario (IgG de cabra anti-IgG de coelho),
produzido pelo LBCH?, diluido 1:10 en PBS 7,4:

incubacdo em camara Umida durante 45 minutos a 37°C e posterior
lavagem por trés vezes, 5 minutos cada, em PBS pH 7,4;

tratamento com o complexo Peroxidade-anti-Peroxidase (PAP)
produzido em coelho (SIGMA®), diluido 1:200 em PBS 74 e
imediata incubagdo em camara Umida durante 45 minutos a 37°C;

lavagem dos cortes duas vezes em PBS 7,4 durante 5 minutos cada;

revelacdo em solucdo recém preparada [25mg de diaminobenzidina
(DAB), 200 M de H202 30 volumes em 100 ml de PBS pH 7,4]
durante 3 minutos;

lavagem das |aminas durante 5 minutos em PBS pH 7,4,

contra-coloragcdo com Hematoxilina de Harris 1:10 em PBS pH 7,4 por
20 segundos;

desidratacéo em & coois e montagem.

De acordo com a intensidade da imunocoloragdo, os fragmentos de

pulmé&o foram assim distribuidos:

1- Imunomarcagao ausente

2- Discretaimunorreagdo no epitélio respiratorio

3- Evidente imunomarcacdo no epitélio bronquial e bronquiolar e no

interior de macrofagos

! LBCH- Laboratério de Biologia e Controle de Hematozodrios
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A sensibilidade e a especificidade do método imunohistoguimico foram
calculadas a partir da distribuicdo das frequéncias apresentadas na TAB. |
(FLETCHER,1986; AYRES et a.,1998) tomando como "padrdo” o histérico, os
sinais clinicos, os aspectos morfolégicos dos pulmdes e a confirmagdo
sorologica.

TABELA | - Distribuicho das frequéncias de diagndsticos
imunohistoquimicos em granjas consideradas positivas e

negativas para pneumonia enzootica suina

Granjas Positivas Negativas Total
PAP
Positivo a b a+b
Negativo C d c+d
Total atc b+d atb+c+d

- Sensibilidade (S) =a/ a+ ¢ x 100;
- Especificidade (E) =d/ b + d x 100;

a - (verdadeiro positivo) € o nimero de animais positivos corretamente
identificados como positivos pelo teste, conforme o padréo de referéncia;

b — (falso positivo) € o nimero de animais negativos incorretamente
identificados como positivos pelo teste, conforme o padréo de referéncia;

C - (falso negativo) € 0 numero de animais positivos incorretamente
identificados como negativos pelo teste, conforme o padréo de referéncia; e

d — (verdadeiro negativo) € o nimero de animais negativos corretamente

identificados como negativos pelo teste, conforme o padréo de referéncia.

Realizaram-se a andlise estatistica descritiva e o calculo do coeficiente de
correlacéo de Pearson (r), entre as varidveis macroscopia, microscopia e a
imunocoloragcdo pelo PAP. Aceitou-se a correlagdo como significativa apenas se

os valores de p fossem inferiores ou iguais a 0,05 (5%).
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5- RESULTADOS

Dos 40 pulmdes provenientes de granjas consideradas livres de
Mycoplasma hyopneumoniae, 34 (85%) ndo apresentaram lesdo aparente ao
exame macroscopico, conforme ilustrado na FIG.1, enquanto seis (15%)
exibiram apenas discretas alteragbes circulatérias, caracterizadas por discreta
hiperemiafocal.

Ja nos 40 fragmentos de pulmdes colhidos de granjas positivas para
Mycoplasma hyopneumoniae, 16 (40%) n&o revelaram |lesdes aparentes ao exame
macroscopico, enquanto outros cinco (12,5%) exibiram alteracOes circulatorias
caracterizadas pela presenca de areas avermelhadas nas regides antero-ventrais
dos pulmbes. Nos 19 (47,5%) pulmdes restantes, observaram-se lesbes
caracteristicas de pneumonia enzoltica suina, traduzidas por é&reas
hipocreptantes, hepatizadas, de coloracdo que variava do purpura ao cinza,
localizadas eletivamente nas porcdes ventrais dos lobos apicais (FIG.2). Tais
areas eram bem definidas com clara delimitacdo com o parénguima pulmonar
circunjacente que, por vezes, exibia-se ligeiramente enfisematoso. A abertura das
vias aéreas verificou-se a presenca de exsudato catarral a francamente purulento
no interior dos brénquios.

O exame histologico dos pulmdes provenientes das granjas consideradas
negativas revelou que 39 (97,5%) fragmentos apresentaram-se dentro do limite
de normalidade e que apenas um (2,5%) exibiu discreta hiperplasia linféide no

tecido pulmonar.
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Ja 0 exame histologico das amostras provenientes de granjas positivas
revelou presenca de lesdes inflamatorias em todos os pulmdes examinados. Em
20 (50%) fragmentos verificou-se aumento do namero de linfocitos nas éreas
perivasculares, peribronquiais e peribronquiolares, com formacéo de pegquenos
nodulos linféides. Nos outros 20 (50%) fragmentos restantes, observaram-se
evidente hiperplasia linféide nas areas adjacentes aos ductos aéreos associada a
exsudagéo celular relativamente intensa, com predominio ora de neutrdfilos, ora
de linfocitos, indicando uma resposta inflamatéria mais intensa (FI1G.3).

A imunohistoquimica (PAP) realizada nos fragmentos de pulmdes de
animais provenientes de granjas negativas revelou em nove (22,5 %) amostras,
discreta imunorreacéo, enquanto nas 31 (77,5 %) restantes, ndo se evidenciou
reacao imunohistoquimica (FIG.4).

O exame imunohistoguimico (PAP) dos 40 pulmdes oriundos de granjas
positivas revelou a seguinte distribuicéo dois (5%) fragmentos ndo apresentaram
imunomarcacdo, enquanto outros 17 (42,5%) demonstraram reacdo ténue
caracterizada pela presenca de delgada camada de aspecto bronzeado na
superficie epitelial de brénquios e bronquiolos. As 21 amostras restantes (52,5
%) apresentaram evidente imunomarcacgao, traduzida por espesso precipitado de
coloragdo amarronzada na superficie do epitélio de revestimento ou na luz das
vias aéreas, sobretudo nos brénquios e bronguiolos, podendo ainda serem
visualizadas no interior de macréfagos (FIG.5). O nimero e o percentua de
suinos distribuidos com base nos aspectos macro e microscopicos e

imunohi stoguimicos encontram-se dispostos na TAB.II.
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TABELA Il -

Sinopse e frequéncia

relativa dos diagnosticos

morfopatologicos em pulmdes de suinos oriundos de granjas

positivas e negativas para pneumonia enzootica.

M étodos/ granjas

Granjas positivas

Granjas negativas

Escores Escores
1 2 3 1 2 3
M acr oscopia 16 (40,0%) |05 (12,5%) |19 (47,5%) |34 (85,0%) |06 (15,0%) | O (0,0%)
Microscopia 0(0,0%) |20(50,0%) |20 (50,0%) |39 (97,5%) |01 (02,5%) | O (0,0%)
Imunohistoquiminca |02 (05,0%) |17 (425%) |21(525%) |31 (77,5%) |09 (22.5%) |0 (0,0%)
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Figura 1. Puiméo de suino sem lesdes macroscopicas de
Pneumonia Enzodtica

Figura 2. Puim&o de suino com lesdes macroscopicas
tipicas de Pneumonia Enzodtica nos lobos
craniais.
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Figura 3. Alteractes histopatol 6gicas em pulméo de suino
com Pneumonia Enzodtica, mostrando
hiperplasia linfoide peribronquia. A. 40x
H&E. B. 400x H&E.
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Figura 4. Puimd de suino. Epitélio bronquia com
auséncia de imunomarcagéo. 400x. PAP.

Figura 5. Pulmdo de suino. Bronquio exibindo
imunomarcacdo na superficie do epitélio
de revestimento. 400 x. PAP.
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A intensidade das reagbes observadas pelas técnicas histologicas e
imunohi stogquimicas apresentou correlagéo positivaem 77 % dos casos (Tab. 111),
indicando que a presenca de lesdo esta associada a presenca de Mycoplasma
hyopneumoniae.

Também a confrontagdo entre os diagndsticos macroscopicos e
microscopicos demonstrou forte correlagdo positiva, ao redor de 70%,
condizentes com o vaor preditivo das alteragbes macroscopicas para fins de
diagnaostico de pneumonia enzootica dos suinos.

A correlacdo de 49% obtida entre os métodos macroscopicos e

imunohistoquimicos indica uma menor relacdo entre essas técnicas de

diagndstico.

Tabelalll -Coeficientes de correlagdo e dgignificancia (P) entre as
intensidades das lesdes macroscopicas, microscopicas e
imunomar cacdo pelo PAP.

M étodos Correlacdo P
Micro/ PAP 0,7716 0,0001
Macro/ Micro 0,6934 0,0001
Macro/ PAP 0,4874 0,0001

A determinagdo da sensibilidade e da especificidade da reacéo
imunohistoquimica pelo PAP foi calculada a partir dos resultados das
imunoreacdes conforme registrado na TAB.IV.

Apos o calculo da equacdo de acordo com o que foi preconizado por
FLETCHER et a. (1986) verificou-se que a sensibilidade da tecnica
imunohistoquimica (PAP) foi de 95%, enquanto a especificidade desse método

encontra-se situada na faixa dos 77,5%.
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TABELA 1V —Resultados da técnica de peroxidase anti-peroxidase (PAP),

em granjas positivas e negativas para pneumonia enzodtica

suina
Granjas Positivas Negativas Tota
PAP
Positivo 38 09 47
Negativo 02 31 33
Total 40 40 80

- Sensibilidade (S) = 38/ 38 + 02 x 100 = 95%;
- Especificidade (E) = 31/ 09 + 31 x 100 = 77,5%
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6- DISCUSSAO

As lesbes macroscopicas observadas, consistindo de areas de consolidacéo
bem delimitadas, acrepitantes, de aspecto carnoso e de coloracdo purpura nos
lobos apicais, cardiacos e intermediarios, bem como presenca de exsudato
catarral, mucopurulento ou purulento, foram consideradas caracteristicas de
pneumonia enzodtica, como descrito por GARDNER (1990), citado por
HURNIK et al. (1993). OBOEGBULEN (1981) e MAES et al. (1996)
observaram que essas ateracdes também podem estar presente com menor
freqiéncia na por¢do cranial dos lobos diafragmaticos.

Segundo HURNIK et al. (1993), a pneumonia enzodtica possui lesdes
visuais singulares e facilmente identificaveis, fazendo com que o diagndstico
macroscopico sgja dotado de alta confiabilidade. Todavia, ARMSTRONG
(1983), de maneira similar aos resultados obtidos no presente trabalho, verificou
gue a auséncia de lesdes macroscopicas ndo descarta a infeccdo por Mycoplasma
hyopneumoniae, pois, no seu material, 19% dos pulmdes sem lesdo aparente se
encontravam infectados. No estudo em tela foi verificado que os diagnésticos
macroscopicos e microscopicos demonstraram forte correlacdo positiva,
situando-se préxima aos 70% de associagdo, indicando clara correspondéncia
entre essas manifestagbes morfolégicas. Ja a avaliagdo entre os métodos
macroscopico e imunohistoquimico revelou uma menor correlacdo entre essas
variavels, situada na faixa de 49%. Esse dado, a principio, poderia indicar uma

incipiente colonizagéo pelo Mycoplasma hyopneumoniae ainda sem manifestacao
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morfoldgica da doenca, ou ainda, a existéncia de reacGes cruzadas com outros
agentes biol 6gicos, sobretudo com o Mycoplasma flocculare.

As lesBes histol 6gicas observadas nos fragmentos de pulméo proveniente
de animais de granjas positivas para pneumonia enzoética suina refletem
diferentes fases de um processo inflamatério, ora predominando respostas
francamente exsudativas, ora predominando respostas proliferativas. Um aspecto
marcante e presente na maioria dos cortes histologicos de pulmdes provenientes
dessas granjas foi a presenca de hiperplasia linféide nas areas perivasculares,
peribronquiais e peribronquiolares, lesbes essas bastante sugestivas de
pneumonia enzootica. Varios autores, como DONE (1996), MAES et al. (1996) e
ROSS (1999), entre outros, tém destacado esse aspecto como altamente
indicativo de leséo micoplasmica.

Os achados histolégicos observados no presente trabalho, em linhas
gerais, se assemelham aos descritos por ROSS (1999), segundo o qual, nos
primeiros estégios da infeccdo por Mycoplasma hyopneumoniae, ocorre discreto
aumento de céulas linféides no parénquima pulmonar, principamente na
intimidade dos espacos aéreos. Adicionamente, WITTLESTONE (1972), citado
por ROSS (1999), salienta que, com 0 avango da infeccdo, h4 aumento do
numero de linfécitos, que, para HOWARD et a. (1987); citados por ROSS 1999
poderia estar relacionado com a persisténcia de micoplasmas na superficie
MuC0Sa, que, NoS casos mais tipicos, pode determinar a formagéo de grandes
nodulos linfoides, com conseqlente estenose de vias aéreas e colabamento
alveolar.

Nos casos de lesbes mais intensas, pode haver aparecimento de areas
atelectésicas, além de regifes com enfisema compensatério que se desenvolvem
secundariamente as éreas de restricdo do parénquima nas adjacéncias. Essas
lesdes, presentes neste trabalho, ja tinham sido observadas por LIVINGSTON et
al. (1972), DONE (1996), MAES et a. (1996) e por ROSS (1999).

Os fragmentos de tecido pulmonar oriundo de granjas consideradas
negativas para infeccdo por micoplasma apresentaram-se desprovidos de
evidéncia de processo inflamatério, com excecdo de um Unico caso em que se

fazia presente uma discreta hiperplasia linféide no tecido pulmonar.
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GINSBER e NICOLET (1973) citados por MESSIER e ROSS (1991),
consideram que o contato da membrana de micoplasmas com o tecido pulmonar
pode ser um fator mitogénico para linfocitos, o que poderia justificar a
hiperplasia linfoide com conseguiente presenca de nodul os linféides.

Quanto aos aspectos imunohistoquimicos, verificou-se que 0s organismos
corados pela técnica de imunoperoxidase foram identificados como estruturas
pleomorficas marrons localizadas na superficie de céulas epiteliais de bronquios
e bronquiolos, no lumen dessas estruturas e no interior de macréfagos. Essa
manifestacdo morfologica guarda estreita similaridade com as obtidas por
BRUGGMAN (1977), LUTSKY et a. (1986) e DOSTER e LIN (1988). A esse
respeito deve-se considerar que, devido a pequena dimensdo do micoplasma, a
imunomarcagéo nao guarda nenhuma relagdo com a morfologia do agente, o que,
de certaforma, dificulta os procedimentos diagnosticos.

Segundo BRUGGMAN (1977), o agente se faz presente sob a forma de
colénias ou ainda distribuido ao acaso na superficie de células epiteliais. Esse
autor, ao utilizar lavados bronquiais para serem analisados pela técnica de
imunoperoxidase indireta, observou a presenca de pontos marrons
ocasionalmente distribuidos na superficie de células epiteliais descamadas.

LUTSKY et al. (1986) observaram que 0 deposito bronzeado na superficie
epitelial era extracelular, limitada pelos cilios, onde o micoplasma exerce sua
acao caracterizada por estase e perda ciliar. Observaram ainda gque este deposito
ndo era continuo e que também poderia estar presente no interior de algumas
glandulas da submucosa, fato esse também observado no presente trabal ho.

De acordo com DOSTER e LIN (1988), os micoplasmas corados pela
técnica da imunoperoxidase morfologicamente se apresentam como granulos
marrons, medindo em média 0,3 a 0,5 nm de didmetro.

CHASEY e WOODS (1984) detectaram, em cultura de células, a
contaminagdo por micoplasmas por meio da técnica de imunoperoxidase e
observaram que as células contaminadas continham densos granulos
pleomorficos de coloracdo marrom escura intra - citoplasmaticamente. Esta foi
considerada uma técnica muito Util para a detecgdo de culturas contaminadas por

micoplasma, além de possuir a vantagem de facilidade de visualizagéo.
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Nos resultados obtidos, observou-se imunomarcacéo com diferentes graus
de intensidade da reagdo, com a mesma se encontrando mais evidente nas areas
de maior lesdo, de forma similar a demonstrada por BOLSKE et al. (1989),
BAR-MOSHE e RAPPAPORT (1981), GOULARD e HOWARD (1982), citados
por RODRIGUEZ et a. (1996 b). Também BASHIRUDDIN et a. (1999)
consideram os locais de imunomarcagdo mais intensa como areas de maior
concentragéo do antigeno, correspondendo aos locais onde se observam lesbes
mais desenvolvidas.

De acordo com a presenca ou auséncia da imunoreacdo nas granjas
positivas e negativas, calcularam-se a sensibilidade e especificidade datécnica de
Peroxidase anti-Peroxidase. Os resultados indicaram tratar-se de uma técnica de
ata sensibilidade (95%), e de moderada especificidade (77,5%). Por se tratar de
um anticorpo policlona e diante da possibilidade de ocorréncia de reagOes
cruzadas com o M. flocculare a especificidade dessa técnica é questionavel. A
esse respeito, alguns autores tém demonstrado e enfatizado os efeitos
indesgjaveis dessa reacdo quando se busca o diagnostico etiologico da
enfermidade, tais como KWON e CHAE (1999) e MORES® (comunicagdo
pessoal). No presente trabalho, essa indesgjavel reacdo cruzada poderia estar
presente e explicar a visualizagdo de uma discreta imunorreagdo em nove
(22,5%) animais provenientes de granjas consideradas negativas para
Mycoplasma hyopneumoniae.

De acordo com STRASSER et a. (1992), a infeccdo por M. flocculare,
guando ocorre isoladamente, ndo desencadeia 0 aparecimento de lesdes. 1sso
poderia justificar a auséncia de lesdes macro e microscopicas nos pulmdes de
suinos das granjas consideradas livres de pneumonia enzodtica, mesmo na
presenca da imunomarcacdo pelo PAP. Portanto, para diagnostico seguro da
pneumonia micoplasmica, deve-se associar a detecgdo do agente a presenca de
lesdes morfoldgicas indicativas.

Nas granjas positivas, as amostras foram colhidas de éreas onde as |esbes
se faziam presentes, 0 que poderia ter aumentado a sensibilidade do método.
Nesse contexto, HAINES e CHELACK (1991) salientaram que a sensibilidade

2N. Mores — Embrapa-CNSA, Concérdia- PR. Cep. 89805-286
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da técnica, no que diz respeito aos microorganismos patogénicos, pode ser
potencializada pela pré-selecéo de cortes de tecidos |esados destinados ao exame
imunohistoguimico.

De acordo com LUTSKY et a. (1986) e HILL (1978), aimunoperoxidase
também € um método sensivel para a demonstragdo de micoplasmas em
secrecOes respiratorias quando comparada a imunofluorescéncia, devido a maior
amplificagdo do cromégeno pelas mol éculas de peroxidase.

Como observado, em apenas dois (5%) casos, a imunomarcacédo pode
estar ausente em granjas positivas, podendo ser explicado pela presenca de
peguena concentragdo de microorganismos como ocorre nalguns portadores
cronicamente afetados (DOSTER E LIN, 1988).

O uso de técnicas imunohistoquimicas para a deteccdo de micoplasma em
lesbes pulmonares tem sido descrito em varias espécies, como, por exemplo,
Mycoplasma hyopneumoniae (DOSTER e LIN, 1988) e M. hyorhinis em suinos
(MORITA et al., 1998); M. mycoides em caprinos, M. bovis em bovinos (HILL,
1978; RODRIGUEZ et a. 1996 b; SCANZIANI et da. 1997) e M.
ovinopneumoniae em ovinos (HAZIRAGLU et a., 1996). Na avicultura, também
existem relatos do uso dessa técnica para o diagnostico de M. gallisepticum e M.
synoviae (IMADA et a., 1979; RADI et a., 2000), comprovando que a
imunoperoxidase € segura e especifica para a identificagdo de micoplasmas.

RODRIGUEZ et a. (1996 a) e RODRIGUEZ et al. (1996 c), realizando
técnicas de imunoperoxidase em fragmentos de pulm& de bovinos para a
deteccdo de M. bovis, observaram que o agente também se encontrava na
superficie do epitélio bronquiolar, no |Umen dos espacos aéreos, na parede
alveolar e no citoplasma de células epiteliais e inflamatdrias, embora THOMAS
et a. (1987), citados por RODRIGUEZ et al (1996 a), em estudos prévios, nao
tenham observado esse agente intracel ularmente.

No presente trabalho utilizou-se soro policlonal de coelho anti-
Mycoplasma hyopneumoniae, sendo observada uma eventual presenca de
background, que pode levar, em alguns, casos a maior dificuldade de
interpretacdo. A esse respeito, RODRIGUEZ et al. (1996 c), também utilizando

anticorpos policlonais, observaram um moderado background, particularmente

45



associado as éreas de lesdo. Constataram também a presenca de moderada reacéo
cruzada que ndo foi observada com a utilizacdo de anticorpos monoclonais.
Concluiram que a utilizagdo de anticorpos monoclonais € mais eficiente do que a
de policlonais para 0 estudo da etiologia e patogénese da pneumonia causada por
micoplasmas.

A técnica da imunoperoxidase revelou ser um método répido e
concernente ao PAP, um teste comprobatorio Util e vantajoso para a identificagéo
de micoplasmas, principalmente pelo baixo custo e pelo fato de as amostras
poderem ser armazenadas indefinidamente, possuindo como desvantagem apenas

a ocorréncia de reagdes cruzadas quando se utilizam anticorpos policlonais .
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7- CONCLUSOES

- A técnica Peroxidase anti-Peroxidase € um método eficiente para o
diagnéstico de Mycoplasma hyopneumoniae, pois pode ser utilizado
rotineiramente em laboratorios de histopatologia, tem baixo custo e é rapido,
além de permitir a visualizacdo do agente, sendo considerado uma ferramenta
auxiliar no diagnostico de pneumonia enzodtica suina

- E uma técnica que possui grande sensibilidade, porém sua especificidade
€ moderada, devido a semelhanca antigénica entre os Mycoplasma
hyopneumoniae e M. flocculare, o que resulta na presenca de reagcoes cruzadas
entre os referidos micoplasmas quando se utiliza o soro policlonal anti-M.
hyopneumoniae.

Em funcdo disso, a utilizagdo de Peroxidase anti-Peroxidase para o
monitoramento de pneumonia enzodtica em rebanho livre, pode néo ser eficiente

guando se utiliza anticorpo policlonal.
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