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EPIGRAFE

A ciéncia realmente sé tem alcangado tornar
mais intensa e forte uma certeza: - a velha
certeza socrética da nossa irreparavel
ignoréncia. De cada vez sabemos mais — que

nao sabemos nada.



CASSIANO, L.L. IMPLEMENTACAO DE TECNICAS MOLECULARES E
MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO PARA PESQUISA DE
Mycoplasma hyopneumoniae EM SUINOS. S&do Paulo. 2015. Dissertacdo
(Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegécio) —
Instituto Bioldgico.

RESUMO

A Pneumonia Enzodtica Suina (PES) ou Pneumonia Micopldsmica Suina, causada
pela bactéria fastidiosa Mycoplasma hyopneumoniae, € uma das principais doengas
respiratorias dos suinos. M. hyopneumoniae destréi o principal mecanismo de defesa
inespecifico do trato respiratorio, o elevador mucociliar, pré-dispondo os suinos a
patdgenos secundarios. Este estudo teve como objetivo desenvolver técnicas de
imunoistoquimica, hibridizagdo in situ, contrastacdo negativa e imunomarcacdo com
ouro coloidal (MET) para detectar a presenca do M. hyopneumoniae em amostras
teciduais, contribuindo para posteriores exames de rotina dessa patogenia nos suinos
no Estado de Sao Paulo. Utilizou-se 55 amostras de pulm&es provenientes de um
abatedouro e um matadouro. No estudo da histopatologia de rotina (H&E) dos
pulmdes observou-se a maior incidéncia de exsudato muco celular em 72,73% dos
casos e a menor incidéncia espessamento da pleura com 12,73%. Em 7,27% os
pulmdes ndo apresentaram alteragcbes histopatologicas. Identificou-se a presenca do
Mycoplasma em 22 amostras pela técnica da contrastacdo negativa (Microscopia
eletrbnica) e nessas 22 obteve-se a marcacdo do mesmo pela imunomarcacdo com
ouro coloidal, através da utilizacdo de anticorpo monoclonal. Na técnica de
Imunoistoquimica, podemos observar a marcagéo antigeno-anticorpo em 41 animais,
e pela Hibridizacdo in situ 26 animais foram positivos na marcacdo do genoma
confirmando a presenca do M. hyopneumoniae no Estado de S&o Paulo. Como a
profilaxia é idéntica entre os micoplasmas é a ocorréncia da PES pode ou nédo ser
observada, a técnica mais eficaz seria a da Microscopia Eletrénica de Transmissao.
No entanto, como a quantidade empregada é muito diminuta, a melhor op¢éo seria a
combinacdo da contrastagdo negativa com a imunomarcagdo com ouro coloidal, para

visualizacdo e identificacdo do agente.

Palavras-chave: Pneumonia Enzodtica Suina, Mycoplasma, Histopatologia,

Microscopia Eletrdnica, hibridizag&o in situ, imunoistoquimica.



CASSIANO, L. L. IMPLEMENTATION OF MOLECULAR TECHNIQUES AND
TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPY FOR Mycoplasma hyopneumoniae
RESEARCH IN SWINE. Dissertation (Master in Health, Food Safety and
Environmental Agrobusiness) — Biological Institute.

ABSTRACT

The Swine Enzootic Pneumonia (PES) or Mycoplasmal Swine Pneumonia, caused by
the fastidious bacterium Mycoplasma hyopneumoniae, is one of the main respiratory
diseases of swine. M. hyopneumoniae destroys the main nonspecific defense
mechanism of the respiratory tract, the mucus ciliary elevator, predisposing pigs to
secondary pathogens. The aim of this project is to develop techniques of
Immunohistochemistry, in situ hybridization and negative staining and immunolabeling
with colloidal gold (ME) to detect the presence of M. hyopneumoniae in tissue samples,
contributing to further routine tests of pathogenicity in swine and, also, to know the
extent of its presence and distribution in the State of Sdo Paulo, and so collaborating
with the National Swine Agribusiness. It was used in lungs of 55 samples from an
abattoir and slaughtered. In routine histopathology study (H & E) of the lungs was
observed a high erincidence of exudate cell mucus 72.73% of cases, and the lowest
incidence of pleural thickening with 12.73%. 7.27% in the lungs showed no
histopathological changes. It identified the presence of Mycoplasma in 22 samples by
negative staining technique (electron microscopy) and these 22 was obtained by the
same labeling with colloidal gold immune labeling, using monoclonal antibody. In
immunohistochemistry technique, we can observe the antigen-antibody labeling in 41
animals, and by hybridization in situ had the positivity in the marking of the bacterial
genome in 26 animals, so we can confirm the presence of M. hyopneumoniae in S&o
Paulo. Due not have a difference in the prophylaxis, even if the difference between
mycoplasmas mayor may not cause the PES, the technique that is shown to be more
effective by TEM, though as a very small amount is used, the better would be the
combination of negative staining with Immunohistochemistry with fresh material for

viewing and agent identification.

Key-words: Swine enzootic Pneumonia, Mycoplasma, Histopathology, electronic

microscopy, in situ hybridization, Immunohistochemistry.
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1. INTRODUGCAO

Estudos e investimentos na suinocultura posicionaram o Brasil em quarto lugar no
ranking de producéo e exportagdo mundial de carne suina. Alguns elementos como
sanidade, nutricdo, bom manejo da granja, producdo integrada e, principalmente,
aprimoramento gerencial dos produtores, contribuiram para aumentar a oferta interna
e colocar o pais em destaque no cenario mundial (MAPA, 2014).

Especialistas brasileiros também investiram na evolucdo genética da espécie por
20 anos, o0 que reduziu em 31% a gordura da carne, 10% do colesterol e 14% de
calorias, tornando a carne suina brasileira mais magra e nutritiva, além de saborosa
(MAPA, 2014).

Como consequéncia de investimento, a produgcdo vem crescendo em torno de
4% ao ano, sendo os estados de Santa Catarina, Parand e Rio Grande do Sul os
principais produtores de suinos do pais. Atualmente, o Brasil representa 10% do
volume exportado de carne suina no mundo, chegando a lucrar mais de US$ 1 bilhdo
por ano (MAPA, 2014).

Esses fatores apontam para um crescimento ainda mais satisfatério: estima-se
que a producao de carne suina atinja média anual de 2,84%, no periodo de 2008/2009
a 2018/2019, e o seu consumo, 1,79%. Em relacdo as exportacbes, a
representatividade do mercado brasileiro de carne suina saltara de 10,1%, em 2008,
para 21% em 2018/2019 (MAPA, 2014).

A crescente industrializagdo abre novas oportunidades para agregar maior
valor aos produtos derivados, gerando novos empregos e uma maior atividade
econbmica. No Brasil, o consumo de carne suina, ocorre 70% na forma de produtos
industrializados sendo vendidos a pre¢os superiores aos da carne in natura, o que
pode representar um substancial retorno financeiro para os diferentes agentes
econbmicos envolvidos na cadeia produtiva.

O Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), no ano de 2013
incluiu a Pneumonia Enzooética Suina (PES) na lista de doengas de suinos de
notificagdo mensal de qualquer caso confirmado, na Instrucdo Normativa n® 50, de 24
de setembro.

Considerando o status industrial da suinocultura, a PES possui alta morbidade
e baixa mortalidade e as perdas econbmicas sdo decorrentes de quedas ha
produtividade que podem chegar a 20% sobre a conversdo alimentar e até 30% sobre
o ganho de peso, dependendo da gravidade das lesGes e das infeccdes secundarias
(SOBESTIANSKY et al., 1999).



De acordo com o estudo de Sobestiansky(2001), em que foram avaliados 3.788
suinos de granjas da regido sul do pais, revelou que as perdas estimadas de peso
devido a lesdes pneuménicas, desde o nascimento ao abate, foram de 2,52kg/suino
abatido, o que leva a uma estimativa de perda de aproximadamente 80 milhGes de
reais por ano.

A fim de se evitar diagndéstico inconclusivo e controverso sobre a etiologia do
processo, muitas vezes, o cultivo e o isolamento do agente tornam-se necessarios. No
entanto, por se tratar de um microrganismo de caréater fastidioso, de crescimento lento
e que requer meio seletivo, complexo e de alto custo para o seu crescimento, as
técnicas para seu isolamento ndo sdo rotineiramente utilizadas. Além disso, a
utilizacdo de antibiéticos e outros quimioterapicos na alimentacdo podem também
mascarar e comprometer os resultados desse procedimento microbiolégico (HURNIKet
al., 1993).

As técnicas soroldgicas, dentre elas o ELISA, possuem alta sensibilidade, mas
devido a ocorréncia de reag¢des cruzadas com Mycoplasma flocculare e Mycoplasma
hyorhinis, possuem limita¢cdes quanto a sua utilizacdo (ROSS e STEMKE, 1995). Os
métodos sorolégicos detectam os titulos de anticorpos, mas ndo confirmam a
ocorréncia de infeccdo. A imunofluorescéncia foi ocasionalmente utilizada para o
diagnédstico de pneumonia enzodtica por ser barata, simples e pratica (WHITFORD et
al., 1994). Contudo, existem restricdes ao seu uso, uma vez que requer amostras
recentes do material a ser examinado em microscépio de luz ultravioleta, de custo
elevado.

Os inconvenientes das técnicas citadas estimulam a busca de métodos
compativeis com o0s processos diagndsticos de rotina. Adicionalmente, em
determinadas circunstancias torna-se necessaria a utilizacéo de técnicas que possuam
alta especificidade, capazes de detectar determinantes antigénicos envolvidos com a
génese do processo morbido. A sensibilidade do método diagnostico pode vir a ser
importante ferramenta, capaz de monitorar o estado de higidez de um rebanho e
detectar um possivel inicio da enfermidade, antes mesmo que a doenca clinica se
manifeste. A imunoistoquimica (IHQ) e a hibridizac&o in situ, ao combinarem técnicas
morfoldgicas, imunoldgicas e bioquimicas, desponta como instrumento promissor para
o diagnostico de agentes infecciosos (GIMENO, 1995). Essas técnicas séo facilmente
exequiveis e de metodologia simples, e tem como vantagens a rapidez e o baixo
custo, além de produzir material corado duravel (HSUet al., 1981).

O desenvolvimento de técnicas de rotina de pesquisa da bactéria presente nos
suinos nos abatedouros do Estado de Sao Paulo seria, portanto, de grande valia para

a suinocultura. Neste aspecto, a Imunoistoquimica e Microscopia eletrénica (Técnica



de contrastacdo negativa; Técnica de Imunomicroscopia Eletrdnica ou de
Imunomarcagéo), se mostram ferramentas extremamente eficazes, pois permitem a
visualizagdo direta da bactéria além de avaliar as lesdes causadas pelo M.
hyopneumoniae, demonstrando nédo sé a infecgdo, mas também o curso da doenga na
granja. A Hibridizag&o in situ €, também, uma excelente ferramenta, pois permite a
deteccdo de &cido nucléico bacteriano em tecido parafinizado e fixado em formalina

(SIRINARUMITREt al., 2001).



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

- Detectar a presenca de micoplasma a partir de fragmentos pulmonares de suinos
criados no Estado de S&o Paulo

2.2 Especificos

- Padronizar e avaliar as técnicas diagnosticas: Hematoxilina e Eosina, microscopia
eletrbnica de transmissao: contrastacao negativa e imunomarcacao com particulas de

ouro coloidal, imunoistoquimica (IHQ) e hibridizag&o in situ.

- Implementar as técnicas para deteccdo do Mycoplasma hyopneumoniae.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A Suinocultura no Brasil

No Brasil, a producdo de carne suina existe desde os primérdios da nossa
civilizacdo e sua banha e carne vém sendo utilizadas pela populacéo brasileira desde
entdo, tendo inicialmente apresentado um maior dinamismo em Minas Gerais (nas
regides de garimpo). A suinocultura ganhou um novo aliado no final do século XIX e
inicio do século XX, com a imigracdo europeia para os estados do Sul. Esses
imigrantes vindos principalmente da Alemanha e da Italia trouxeram para o Brasil os
seus habitos alimentares de produzir e consumir suinos, bem como um padréo préprio
de industrializacdo (EMBRAPA, 2013).

A suinocultura até 1970 era uma atividade de duplo propoésito. Além da carne,
os suinos forneciam gordura para o preparo dos alimentos (esta inclusive era a
demanda mais relevante). A partir de 1970, com o surgimento e difusdo dos Oleos
vegetais, a producao de suinos como fonte de gordura perdeu espaco, sendo quase
gue totalmente eliminada do padrédo de consumo da populacdo brasileira. Para fazer
face a esta transformacdo, os suinos passaram por uma grande transformacgédo
genética e tecnoldgica e desde entdo perderam banha e ganharam musculos
(EMBRAPA, 2013).

ApOs 1978, a carne suina consolidou-se como a mais importante fonte de
proteina animal do mundo. A producao mundial cresceu numa taxa anual de 3,1% nos
altimos 46 anos. Neste periodo, a producdo foi acrescida em 75,2 milhdes de
toneladas. Os 10 maiores produtores mundiais sdo China, que detém 43,95% do
mercado, Estados Unidos (9,95%), Alemanha (4,98%), Espanha (3,54%), Brasil
(3,26%), Vietna (2,55%), Franga (2,28%), Pol6nia (2,15%), Canada (1,89%) e Russia
(1,87%) (EMBRAPA, 2013).

Até o inicio do século XXI, enquanto a produgdo mundial cresceu a uma taxa
de 3,3% ao ano, a producdo nacional cresceu 2,6%. Somente a partir da Udltima
década do século XX, depois da abertura comercial que possibilitou o crescimento das
exportagBes nacionais através do incremento de tecnologias no setor, é que a
suinocultura nacional reverteu esta situagdo, tendo crescido a uma taxa anual de
5,7%, enquanto no resto do mundo este crescimento foi de somente 2,2% (EMBRAPA,
2013).

Existem dois principais fatores que sdo fundamentais para 0 comportamento

negativo na producdo suinicola brasileira até 1990. O primeiro esta relacionado a



nossa baixa inser¢cdo no comércio internacional e o segundo ao nosso baixo consumo
per capita (EMBRAPA, 2013).

No caso das exportagcdes nacionais, 0s problemas sanitarios como a peste
suina classica (que afetou os rebanhos principalmente em Santa Catarina nos anos
1980), impediu a participacdo mais efetiva do Brasil no mercado internacional até o
ano de 1999 (EMBRAPA, 2013).

Ainda que hoje o Brasil seja 0 4° maior produtor mundial de carne suina, o
consumo brasileiro fica abaixo da média mundial (16,5 kg em 2007). De fato, enquanto
gue o consumo per capita, em 2007, na Unido Europeia era de 44,3 kg, na China de
33,3 kg, nos Estados Unidos de 29,8 kg e no Japéo de 19,4 kg, no Brasil foi de apenas
12,3 kg (EMBRAPA, 2013).

3.2 Suinocultura no Estado de Sdo Paulo com relagdo a PES

A suinocultura no Estado de Sao Paulo, diferentemente da praticada no Sul do
pais, ndo tem como caracteristica em seu ciclo de existéncia a concentragdo em
conglomerados de processamento, nos quais a producdo de animais para o abate é
obtida pelo sistema de integracdo aos abatedouros. As empresas de abate de suinos
de Séo Paulo tém como objetivo principal o mercado estadual de carne resfriada, com
excecgdo de alguns fabricantes de embutidos tradicionais e de qualidade diferenciada,
cujo produto tem projecdo nacional. Na suinocultura paulista, refere-se a pequenos,
médios e alguns grandes produtores que enfrentam dificuldades em permanecer na
atividade produtiva e temem pelo futuro do setor (IEA, 2014).

O numero de suinos enviados para o abate por Sdo Paulo em 2013 foi de
aproximadamente 1,77 milhdo de cabecas, cerca de 4,9% do total nacional, que é de
36,0 milhdes de cabecas, conforme o Levantamento Trimestral da Producdo Pecuaria
do IBGE, feito em marco de 2014. A participacado paulista ha producdo nacional vem
decrescendo gradativamente. Sdo Paulo aparece em quinto lugar, com 4,6%, de
acordo com o rebanho nacional (IEA, 2014).

Sé&o Paulo conta com o total de 52 estabelecimentos com Servico de Inspecdo
Federal (SIF) que abatem suinos, dos quais 49 estdo ativos. Estas unidades, sob
inspecdo federal no Estado de Sao Paulo, foram responsaveis pelo abate de 1,44
milh&o de suinos em 2013 (IEA, 2014).

Para o Estado de S&do Paulo existem poucas referéncias sobre o estudo da
Pneumonia Enzodtica Suina, sendo o maior volume de estudos nos estados da
Regido Sul do pais (BIONDO, 2012; FLECK, et al., 2004).



3.3Doencas na Suinocultura

As doencas respiratérias em todo o mundo séo enfermidades economicamente
importantes que afetam a producgdo suina (CONCEICAO e DELLAGOSTIN, 2006).
Recentemente o termo Complexo das Doengas Respiratorias em Suinos (PRDC) tem
sido adotado para descrever a doenga respiratéria grave, que se desenvolve como
resultado da combinacdo de patdégenos viral e bacteriano. Este complexo acarreta
perdas econbmicas significativas, caracterizadas por crescimento lento em funcdo da
piora na conversdo alimentar, febre, anorexia, letargia, tosse e dispnéia dos animais.
Essa sindrome surgiu em todas as regifes criadoras de suinos no mundo, apesar da
continua sanificac@o que é realizada em busca de uma melhor condicdo de salde dos
animais (DUBOSSONet al., 2004).

O impacto de doencas respiratorias de suinos no Brasil, mesmo com os
esforcos relacionados ao melhoramento genético e sanidade, realizados ao longo dos
anos visando a maior produtividade, continua se mantendo. O termo PRDC também
tem sido adotado para descrever uma doenca respiratéria severa que se desenvolve
pela combinacdo de patégenos virais e bacterianos. Entre 0s principais agentes
bacterianos e virais envolvidos no PRDC estdo: Actinobacillus pleuropneumoniae
(pleuropneumonia suina), Bordetella bronchiseptica (rinite atréfica), o Mycoplasma
hyopneumoniae, causador da Pneumonia Enzodtica Suina (PES) ou Pneumonia
Micoplasmica Suina, o virus influenza suino (SIV), o virus da sindrome respiratéria e
reprodutiva suina (PRRSV) e bactérias secundarias subsequentes (COSTA, 2002, KIM
et al.,, 2003). Sendo a PES uma doenca altamente contagiosa, de distribuicdo
cosmopolita, caracterizada por alta morbidade, baixa mortalidade, tosse crbnica e
retardo do crescimento (OBOEGBULEN, 1981).

As doencgas respiratorias sdo muito comuns na suinocultura moderna, na qual
0s animais sao criados em ambientes confinados, propiciando o acumulo de gases e
agentes patogénicos, pelo baixo rendimento dos animais, poucos gastos com
tratamentos ou com investimentos em programas de prevencgdo e controle (STRAWet
al., 1990; DOSENet al., 2007; MAESet al., 2008). Estudos de soroprevaléncia na
Alemanha e na China demonstram que o agente da PES estd presente em mais de
65% das granjas examinadas (GROSSE BEILAGEzet al., 2009; HEet al., 2011).



3.4 Nova Instrugdo Normativa para PES

De acordo com o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
na Instru¢cdo Normativa n® 50, de 24 de setembro de 2013 (Anexo 1) tem uma lista de
doencas de notificagdo obrigatéria ao servigo veterinario oficial.

Segue abaixo o tépico em que a PES foi inserida na normativa.

» Doencas que requerem notificacdo mensal de qualquer caso confirmado:

Circovirose

Erisipela suina
Influenza dos suinos
Parvovirose suina

Pneumonia enzodtica (Mycoplasma hyopneumoniae)

N N

Rinite atrofica

Nota-se que a PES esta relacionada na notificagdo mensal de qualquer caso

confirmado da doenca, devido a sua importancia.

3.5Pneumonia Enzodtica Suina

A Pneumonia Enzodtica Suina (PES) é uma doengca muito contagiosa,
infecciosa cronica, caracterizada por uma broncopneumonia catarral que geralmente
cursa com complicagbes broncopulmonares purulentas e que se manifesta
clinicamente por tosse seca e atraso no crescimento (SOBESTIANSKY et al., 1999).
Afeta suinos de todas as idades, porém a forma clinica da doencga é mais comum nos
animais da fase de crescimento e terminacdo. A transmissao ocorre por contato direto,
indireto e através de aerossois eliminados durante os acessos de tosse. Variaveis
ambientais e de manejo favorecem a sua ocorréncia e severidade, por isso é
considerada uma doenca multifatorial.

E causada pelo agente etiologico Mycoplasma hyopneumoniae e ¢ uma das
mais importantes causas de perdas associadas a doencas em suinos. Atualmente é a
principal enfermidade que acomete o sistema respiratorio de suinos de producao
intensiva em ambito mundial e é a causa mais comum de perdas econdmicas para 0s
produtores e para a industria, em funcdo da piora na conversdo alimentar, atraso no
ganho de peso, predisposicdo a infeccdes secundarias, gastos excessivos com
medicamentos e principalmente, condenagdo ou aproveitamento condicional de

carcacas devido a alteracdes de pulmao e pleura (STRAWet al., 1999).



O periodo de incubacdo sob condigcBes experimentais sdo de 10-16 dias. O
Mycoplasma hyopneumoniae ataca primariamente o epitélio ciliado da traqueia,
brénquios e bronquiolos e subsequentemente, causa danos a essas células epiteliais
ciliadas (HAESEBROUCKZet al., 2004).

A ocorréncia da PES em suinos depende da presenca da bactéria no ambiente
de criacdo, associada a fatores de risco que condicionem o aparecimento da infeccéo
e sinais clinicos (BARCELLOSet al., 2007; MAES, 2010) fatores estes ligados a
questdes de manejo, do tipo de instalagbes ou dos préprios animais.

3.5.1 Mycoplasma hyopneumoniae

Os micoplasmas séo diferenciados fenotipicamente de outras bactérias pelo
diminuto tamanho e auséncia de parede celular. S40 0s menores organismos auto-
replicantes conhecidos, possuem genomas pequenos (580 a 1350 kb), com baixo
contetdo de guanina + citosina (23-40%) e sao filogeneticamente relacionados aos
géneros Clostridium, Streptococcus e Lactobacillus (MANILOFFet al., 1992).

Pertencem a classe Mollicutes (mollis, mole; cutis, pele, em Latim), composta
pelos géneros Acholeplasma, Anaeroplasma, Asteroplasma, Mycoplasma, Spirolasma
e Ureaplasma, ordem Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae e género
Mycoplasma. A maioria dos membros desta classe € patogénica e coloniza uma
grande variedade de hospedeiros, incluindo animais, plantas e insetos. Mas somente
os membros do género Mycoplasma e Ureaplasma sdo importantes na medicina
veterinaria. Sua morfologia € bastante pleomorfica em fungéo da auséncia da parede
celular (Figura 1). A célula pode ser esférica, em forma de pera, em forma de espiral
ou filamentosa, com diametro de forma esférica e varia de 0,3 a 0,8um. Coram-se de
forma insatisfatéria pelo método de Gram, sendo recomendadas as coloracdes
Giemsa, Castafieda, Dienese novo azul de metileno. Possuem uma membrana
trilaminar simples composta de proteinas, glicoproteinas, glicolipideos, fosfolipideos e
colesterol, este Ultimo responsavel pela rigidez e estabilidade osmética da membrana
(WALKER, 2003).

Os micoplasmas apresentam crescimento fastidioso entre 4 e 8 semanas
(THACKER, 2006) em meios de cultura laboratoriais, necessitando pH entre 7,2 e 7,8
e meio especifico com fatores de crescimento para que ocorra um crescimento efetivo
(QUINN et al.,2004; WHITHEAR e BROWNING, 2004). Podem ser adicionados como
inibidor de organismos competitivos no meio de cultura a penicilina, para bactérias

Gram-positivas, e o acetato de talio, para fungos e bactérias Gram-negativas. A
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formacédo de microcolénias em forma de ovo frito com didmetro entre 0,1 € 0,6 mm, e o
crescimento para dentro do meio de cultura sdo caracteristicas do agente em cultivo
microbioldgico.

Em suinos o M. hyopneumoniae, bactéria espécie-especifica, tem o trato
respiratério como local frequente de infeccdo. S&o bactérias capazes de produzir
diversas substancias, como hemolisinas e proteases, que acarretam na morte da
célula hospedeira ou em uma infec¢do cronica (QUINN et al., 2004), deixando o
animal acometido em um estado de carreador (UNDERDAHL et al., 1980). O agente
apresenta uma elevada morbidade, que o capacita acometer Varios suinos
rapidamente. Com a destruicdo dos cilios e com o0 acumulo de secre¢des inflamatorias
e debriscelulares levando a predisposicdo do animal as infecgbes secundarias
(BARCELLOS, 2006).

Portanto, a pneumonia causada exclusivamente pelo M. hyopneumoniae tem
caracteristicas brandas, contudo esta infecgdo primaria resulta em seérios problemas
ao animal afetado por haver imunodepresséo do mesmo (WALKER, 1999).

Devido a falta de parede celular, os antimicrobianos que agem diretamente
nesta estrutura ou na sua formacdo sdo ineficazes no controle dos micoplasmas,
sendo necessario entdo o emprego de produtos que interfiram na sintese proteica ou
dos acidos nucleicos da bactéria. Esta caracteristica colabora para o controle do M.
hyopneumoniae no ambiente de criacdo, ja que sdo organismos extremamente
susceptiveis ao calor, detergentes e desinfetantes, como quaternario de amonio
(WALKER, 1999).

TR
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Figura 1 —Fotomicrografia do Mycoplasma hyopneumoniae pela técnica de
contrastacdo negativa em Microscopio eletronico de transmisséo.
Fonte: ICB — USP

http://www.icb.usp.br/bmm/ext/index.php?option=com_content&view=article&catid=1

2%3Ageral&id=75%3Amicoplasmas&lang=br (acesso em 05 de setembro de 2014)
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3.5.2 Epidemiologia e transmisséo

A PES tem como variacdo o seu periodo de incubacdo na granja de 10 a 21
dias, sua gravidade e importancia econémica na granja esta associada a variacdes
climaticas, sistema de producdo utilizado e ao manejo (KOBISCH, 2000). Fatores
climaticos como temperatura, umidade, volume de ar, ventilacdo e gases, juntamente
com sistemas de producdo continua e falta de higiene, aumentam o risco de
ocorréncia da enfermidade nas granjas (SCHWARTZ, 2001). A forma clinica da
doenca é mais comum nos animais em crescimento e terminacdo, mas em rebanhos
sem imunidade, a doenca pode afetar leitdes ja a partir de duas semanas de idade,
bem como animais em fase de reproducéo (STARK, 2000).

Com a introdugéo da infecgédo na granja, o periodo de laténcia pode variar de
guatro a seis semanas, podendo em alguns casos chegar a dois ou trés anos. Por
outro lado, em granjas infectadas o periodo de laténcia é variavel, podendo nao
ocorrer manifestacdo dos sinais clinicos (SOBESTIANSKY et al., 1994).

A transmissdo do M. hyopneumoniae entre animais ocorre principalmente
através do contato direto com secrecdes respiratorias e via aerossoOis que sao
dispersos no ambiente em crises de tosse que o animal acometido apresenta e que
posteriormente sdo inalados por um animal susceptivel. Ao entrarem em contato direto
com suinos infectados, Morris et al. (1995) relataram que suinos sadios apresentaram
sete vezes mais chances de soroconverterem se comparado com suinos sadios que
tiveram contato indireto. Uma vez infectado, o animal produz resposta imune contra o
agente, porém a bactéria ndo € completamente eliminada do trato respiratério do
animal (SYRENSENet al.,, 1997; DESROSIERS, 2001), o que o torna portador
assintomatico do agente, capaz de manter a infecgdo no rebanho.

Demonstrando a importancia da transmissao do agente via aerossois, Otake et
al. (2010) coletaram amostras de ar de diferentes dire¢cdes e distancias a partir de uma
granja infectada, totalizando 31 pontos de amostragem. O agente foi detectado em
seis pontos de coleta até a distancia de 9,2 km do foco, das quais em trés amostras o
agente encontrava-se viavel apos inoculagéo intra-traqueal, induzindo sinais clinicos e
lesBes pulmonares caracteristicas da infeccdo. E também relatada a transmissdo de
forma indireta através de féomites (BATISTAet al., 2004), porém esta ocorre com menor
eficiéncia possivelmente pela baixa resisténcia da bactéria fora do hospedeiro.

Animais com mais de 10 meses de idade, que ja tenham se infectado com o M.
hyopneumoniae durante a fase lactente, ndo excretam mais o0 agente, pois se

tornaram imunes, sendo entdo animais mais jovens o foco de programas de
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erradicacdo (MAESet al., 2008), como o praticado na Suica que diminuiu a incidéncia
de casos clinicos a niveis abaixo de 1% (STARKet al., 2007).

O aparecimento de problemas respiratérios no rebanho esta diretamente
relacionado com a introducdo de animais susceptiveis, aumentando-se 0 risco de
infeccdo quanto maior for o grupo de animais introduzidos e maior for o numero de
fontes fornecedoras de suinos (JORSAL e THOMSEN, 1988), sendo possivel controlar
surtos através de medidas de biosseguranca.

Segundo Sibila et al. (2009), as formas de transmisséo dentro de uma granja
produtora de suinos variam de acordo com o sistema de criacdo utilizado (ciclo
completo, UPL — unidade produtora de leitdes —, creche ou terminacéo). Isto se deve
principalmente pela forma de contato e manutengdo do agente no ambiente e praticas
de manejo aplicadas na criacdo. No ciclo completo, normalmente, ha infec¢do entre
porcas e leitbes e entre suinos mais velhos e jovens. Ja nos demais sistemas, por
haver apenas uma classe de animais confinada, o status imunitario dos individuos

tende a ser semelhante, diminuindo entdo as chances de novos casos.

3.5.3 Patogenia

O processo de patogénese desse género inclui: adesdo, colonizagéo,
citotoxicidade, ciliostase, competi¢cdo por substrato, evasdo e modulacdo da resposta
imune do hospedeiro. Este processo predispde a colonizacdo por bactérias
oportunistas. Ainda, o agente altera a funcdo de macréfagos alveolares, diminuindo a
acao fagocitica destes e estimulando a producdo de citocinas pro-inflamatorias
(THACKER, 20086).

Ha aderéncia (mediada por proteinas, como a P97), causa lesGes aos cilios,
descamacdo celular e favorecimento de infecgbes secundarias (principalmente por
Pasteurella multocidae e Actinobacillus pleuropneumoniae). Além disso, é capaz de
interagir de forma peculiar com o sistema imune, causando um efeito mitogénico em
linfocitos e levando a grande acumulo de células inflamatérias no tecido linféide
associado aos brénquios (BALT). Existe também uma forma ainda ndo bem definida
de imunossupresséo, que seria um dos determinantes para a associacao de agentes
bacterianos secundérios a infeccédo priméria pelo micoplasma. Recentemente, com o
surgimento no Brasil da infec¢cdo pelo circovirus, esse quadro ficou ainda mais
complexo, pela interacdo entre virus/ Mycoplasma/ infec¢cdes bacterianas secundarias
(BARCELLOS et al., 2007).
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Djordjevicet al. (2004) demonstraram que a adesina P97 de M. hyopneumoniae
€ seletivamente clivada ap6s a sua traducao, gerando subprodutos com diferentes
tamanhos.

Heterogeneidade entre as cepas de M. hyopneumoniae foi observada através
de teste de inibicdo do metabolismo, digestdo com enzimas de restricdo, PCR, perfil
total de proteinas e de glicoproteinas (DESROSIERS, 2001). Vicca et al. (2003)
encontraram uma alta variagdo de viruléncia nas cepas de M. hyopneumonaie.
Segundo aqueles autores, as cepas de moderada ou alta viruléncia apresentaram uma
banda de 5000pb, determinada através de Randomly Amplified Polymorphic DNA
(RAPD), que estava ausente nas cepas de baixa viruléncia.

A caracterizagdo antigénica de cepas de determinados patdgenos é essencial
para a selecéo de antigenos vacinais adequados e deve ser realizada periodicamente,
tendo em vista a constante mudanga de perfil antigénico das cepas prevalentes
(CONCEICAO e TURNES, 2003).

A base molecular da patogenicidade de alguns micoplasmas sugere que o
dano provocado nesses hospedeiros se deve a prépria resposta imune e inflamatoéria,
ao invés do efeito téxico direto causado pelos componentes celulares destes
microrganismos (RAZINet al., 1998). Com o sequenciamento da cepa patogénica 232
de M. hyopneumoniae, foram identificados oito genes para proteases, 53 genes para
lipoproteinas (8,5% do genoma) e seis genes homologos a adesina P97 que poderiam
contribuir para a persisténcia e viruléncia do agente (MINIONet al., 2004). Proteases
estdo ligadas a viruléncia de bactérias Gram positivas (TORTORAet al., 2012) sendo
gue uma ou mais delas poderiam estar envolvidas no processamento pés-traducional
da adesina P97, que é um fator de patogenicidade de M. hyopneumoniae bem
caracterizado (DJORDJEVICet al.,, 2004). Lipoproteinas, que sdo 0s principais
componentes de membrana de micoplasmas, compreendem aproximadamente 2/3 da
massa total da membrana e s&o elas que normalmente sofrem uma variacdo
antigénica frente a resposta imune do hospedeiro (RAZIN et al., 1998). Por outro lado,
a funcdo dos genes homologos a adesina P97 é desconhecida e provavelmente ndo
esta relacionada com a adesdo, uma vez que, apenas um deles possui o dominio
repetitivo R1 responsavel pela ligacdo ao receptor ciliar (MINIONet al., 2004). Cepas
com baixa capacidade de aderéncia ao cilio das células epiteliais do trato respiratorio
suino ndo sdo patogénicas; com excec¢do da adesina ciliar P97, outros fatores de
patogenicidade n&o tém sido claramente estabelecidos em M. hyopneumoniae
(ZIELINSKI e ROSS, 1993). A adesina P97, identificada por Zhang et al. (1995),
reconhece receptores glicolipidicos sulfatados presentes nos cilios das células

epiteliais do trato respiratorio suino. HsueMinion (1998) identificaram o epitopo da P97
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que é responsavel pela ligacdo ao receptor ciliar, uma sequéncia repetitiva de cinco
amino&cidos que é altamente imunogénica e que esté localizada na porcao terminal da
proteina. Cepas de M. hyopneumoniae com variacdo no numero de repeticdes da
regido R1 foram identificadas, sugerindo que esta variacdo poderia influenciar a
capacidade de ligagéo ao cilio do trato respiratério suino (WILTONet al., 1998).

Apés aderir-se aos cilios da traquéia, brébnquios e bronquiolos, M.
hyopneumoniae inicialmente paralisa e depois destréi estas estruturas, predispondo 0s
suinos as infecgdes secundarias(DEBEY e ROSS, 1994) e também interage com
macréfagos alveolares e linfécitos, estimulando-os a produzir citocinas pro-
inflamatdrias responséaveis pelas lesdes pulmonares e pela hiperplasia linféide
perivascular e peribrbnquica caracteristicas da PES, sugerindo o envolvimento da
resposta imune no desenvolvimento das lesBes (RODRIGUEZet al., 2004).
Evidenciou-se que esses microrganismos possuem fatores mitogénicos para linfécitos,
0S quais seriam responsaveis pela hiperplasia do tecido linféide peribronquiolar
caracteristica da doenga. Os micoplasmas séo considerados super-antigenos (MIMSet
al., 1995), capazes de ativar a mitose de linfécitos B e T (RAZINet al.,, 1998)
escapando das defesas naturais do hospedeiro fixando-se firmemente a mucosa
respiratoria (YAMAMOTO, 1994), podendo sua localizagdo no Ilimen explicar a
dificuldade de eliminacdo do agente.

Outros aspectos da patogenia da PES tém sido encontrado. Como foi
identificado no M. hyopneumoniae uma lipoproteina de superficie imunodominante
P65 que é especificamente reconhecida durante a infeccdo. A P65 pertence a familia
de enzimas lipoliticas, embora a sua funcéo fisiolégica e ou patogénica ainda néo
tenha sido elucidada, pode desempenhar uma importante funcéo nutricional, sendo
responsavel pela aquisicdo de acidos graxos de cadeia longa e também por reduzir a
funcdo de surfactantes pulmonares, favorecendo a atelectasia dos alvéolos
(SCHMIDTet al., 2004).

3.5.4. Sinais clinicos e lesdes

As lesdes microscopicas variam de acordo com o progresso da doenga, como
descrito por Sobestiansky et al., (1999) e Thacker (2006). Inicialmente ha proliferacao
linfoide podendo se estender até a camada muscular da submucosa dos bronquiolos
para apos ocorrer infiltracdo de linfécitos e mondécitos nas regides préoximas aos
brénquios, bronquiolos e vasos pulmonares, pequenos acumulos de neutréfilos no

limen e ao redor das vias aéreas, leve necrose de epitélio e perda de cilios. A lesao
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principal é pneumonia broncointersticial com hiperplasia de BALT (Tecido Linféide
Associado ao Bronquio).

Pode também ocorrer edema nos alvéolos, hiperplasia de pneumdcitos tipo 2 e
expansdo dos septos interalveolares, com posterior estenose das vias aéreas que
acarretam na consolidacdo do pulmdo. O infiltrado mucocelular caracteristico é de
neutrofilos, células mononucleares nos vasos e ao redor de brénquios e bronquiolos.
Em casos cronicos da doenca, observa-se hiperplasia linféide peribronquial,
peribronquiolar e perivascular, alvéolos colapsados e enfisema (THACKER, 2006;
REDONDO et al., 2009).

Ao visualizar em microscépio eletrdnico de varredura pulmdes de suinos
gnotobidticos infectados com M. hyopneumoniae, verificaram que a partir de uma
semana pos infeccao, diversas areas da traqueia e brénquios ndo apresentavam cilios
ou estes haviam sido afetados pelo agente que fora encontrado de forma dispersa em
pequenos agregados ou em areas com cilios remanescentes (UNDERDAHLet al.,
1980).

Todos os suinos séo susceptiveis, mas as fases de recria e terminagdo sdo as
mais propensas a apresentarem 0s sinais caracteristicos (SIBILAet al., 2009), j& que
animais destas fases tem uma baixa concentragdo de anticorpos contra o agente. Os
suinos acometidos apresentam tosse seca, hdo produtiva e crbnica, com o grau dos
sinais demonstrados dependente da intensidade da infeccdo e da presenca de
patdégenos secundarios aos quais 0s suinos estejam submetidos(LEONet al., 2001). O
aparecimento dos sinais ocorre aproximadamente 13 dias pos infeccao, variando entre
um minimo seis e maximo de 27 dias p6s infeccao, cessando praticamente dois meses
pés infeccdo (SORENSENet al., 1997). Essa tosse crbnica resulta em uma pior
conversao alimentar e consequente reducdo no ganho de peso diario que acarreta em
uma maior desuniformidade entre suinos de um mesmo lote. Outros sintomas
possivelmente apresentados como febre, prostracdo e reducdo de apetite sao
decorrentes de infec¢gbes secundarias (THACKER, 2006).

Na macroscopia séo identificadas lesfes pneumdnicas na por¢&o cranio-ventral
do pulméo, principalmente nos lobos apical, cardiaco, intermediario e diafragmético
(DESROSIERS, 2001; DAILIDAVICIENEet al., 2008), caracterizadas por areas de
consolidacdo pulmonar denominadas de lesdes tipo hepatizacéo e coloracdo variando
de puarpura a cinza que, conforme a severidade da infeccdo tendem a migrar
caudalmente (DESROSIERS, 2001). Foi demonstrado que a consolidagdo pulmonar
sugestiva da PES estava presente em 69,4% dos suinos necropsiados de grupos
vacinados e nédo vacinados, com diferentes graus de comprometimento, variando de

menos de 25% até mais de 75% da area pulmonar afetada (SIBILAet al., 2009). As
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lesbes tendem a resolugédo em aproximadamente 85 dias poés infecgédo (SORENSEN et
al.,1997), portanto, caso ocorra a infeccdo dos suinos em uma fase muito precoce de
criacdo, como por exemplo na creche, a maior parte dos animais ndo apresentara as
lesdes caracteristicas no momento do abate.

Normalmente as lesBes pulmonares quando causadas somente por
micoplasma tendem a ser focais e bem demarcadas, contudo, quando ocorre a
presenca de agentes secundarios estas lesdes tendem a se difundir pelas vias aéreas
e acumular catarro muco-purulento em brénquios e bronquiolos (THACKER, 2006;
SOBESTIANSKY et al., 2007).0 quadro € agravado quando ocorrem associagdes com
agentes que levam a formacao do chamado Complexo da Doenca Respiratéria dos
Suinos (PRDC, do inglés Porcine Respiratory Disease Complex). Dentre as
associacdes 10 podem ter agentes bacterianos, como por exemplo, com Pasteurella
multocida, Bordetella bronchiseptica, Haemophilus parasuis, Actinobacillus
pleuropneumoniae, entre outros, ou ainda agentes virais, como o virus da sindrome
respiratdria e reprodutiva dos suinos (PRRSV), circovirus suino tipo 2 (PCV-2) ou virus
da influenza suina (SIBILAet al., 2009).

3.5.5. Controle e profilaxia

Para erradicagéo e controle da PES, assim como outras doencas infecciosas, o
método mais eficaz é o despovoamento total seguido de repovoamento com animais
livres do patégeno em questdo (HARRIS, 2000), porém existem outras maneiras mais
econbmicas e operacionalmente menos dispendiosas, como o despovoamento parcial,
que tem uma eficacia entre 80% e 90% para eliminar o M. hyopneumoniae e
Actinobacillus pleuropneumoniae (BAEKBO, 2001), sendo amplamente utilizado em
todo o mundo.

De acordo com Sobestiansky (1999) em granjas convencionais é praticamente
impossivel eliminar a infecgdo por M. hyopneumoniae no rebanho, mas pode conviver
com a doenca reduzindo sua gravidade em niveis economicamente satisfatorios. Multi-
fatoriais sdo as medidas de controle efetivas, envolvendo fatores de manejo para
minimizar a exposicdo e maximizar a imunidade. Antes de recomendar qualquer uma
medida de controle, é importante conhecer a gravidade da doenca no rebanho, através
do exame de lotes de suinos no frigorifico. Deve ser feito para racionalizar a decisédo
das medidas a serem tomadas para combater a PES ou as pneumonias em geral, pois

muitas vezes a relacdo custo-beneficio das medidas a serem recomendadas nao
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compensam. Deve-se considerar que essa doenca pode ocorrer em diferentes
sistemas com variados niveis de prejuizo.

Com o intuito de minimizar os efeitos de exposicdo, as principais medidas de
controle desta enfermidade, sdo os numerosos fatores de manejo, tais como
densidade apropriada do rebanho; ventilagdo adequada, evitando-se correntes de ar
frio sobre os animais, mas permitindo a ventilagao constante; fluxo de produgao “all-in,
all out” (todos dentro, todos fora), com realizacdo de vazio sanitario entre lotes no
crescimento-terminacdo; manutencédo de boa higiene e desinfec¢do das instalacoes;
dispor de 1m2 / suino na terminagdo; limitar ao maximo 500 suinos/instalacdo de
terminacao; fazer controle efetivo das moscas e proporcionar volume de ar superior a
3m3/ animal (FLECK e SNELSEN, 2004; SOBESTIANSKY et al., 2001)

Para a PES, as Unicas vacinas disponiveis no mercado sao as bacterinas. Elas
conferem protecdo aos suinos, caracterizada esta pela reducdo das lesées e melhora
dos indices de produtividade (ganho de peso e conversdo alimentar), porém nao
impedem a colonizacdo de M. hyopneumoniae nem o estabelecimento de suinos
portadores, uma vez que este tipo de vacina néo estimula uma adequada imunidade
de mucosa (IgAs). Apesar disso, reduzem de forma significativa o impacto econémico
da PES (MAES et al.,, 1999; MOREAU et al.,, 2004). As bacterinas contra a PES
apresentam um elevado custo de produgéo (FAGAN et al., 1997; CHEN et al., 2001)
devido as dificuldades no cultivo de M. hyopneumoniae.

Uma bacterina que esta passando por estudos para M. hyopneumoniae, é
microencapsulada, administrada por via oral, conferiu protecéo efetiva contra a PES. A
administracdo oral de antigenos encapsulados com microesferas evita a degradacéo
no estdbmago e possibilita a estimulacdo do sistema imune da mucosa intestinal
(Placas de Peyer). Ap6s a estimulacao, as células imunocompetentes migram para
outros sitios do organismo, como as mucosas respiratéria e urogenital e glandulas

mamairia, lacrimal e salivar. (LIN et al., 2003).

3.5.6. Técnicas atuais utilizadas para detec¢cdo de mycoplasmas

Quanto as ferramentas diagndsticas para monitorar os programas de controle
elou erradicacdo da doenca, os sinais clinicos, sorologia e inspecdo de lesbes
pulmonares no abate sdo as mais utilizadas. A presenca de tosse e lesdes pulmonares
sdo ferramentas sugestivas. A sorologia, especificamente o ELISA, é o instrumento
diagndéstico mais utilizado para determinar a presenca de M. hyopneumoniae num
rebanho, mas, devido a baixa sensibilidade dos testes de ELISA disponiveis
(ERLANDSON et al., 2005), o atraso na resposta imune (THACKER et al., 1998) ou
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diferentes interpretagdes dos resultados sorologicos (SIBILA et al., 2004;SORENSEN
et al., 1997) este tipo de teste ndo deveria ser usado isoladamente, e outras técnicas
diagnosticas mais sensiveis poderiam ser usadas conjuntamente. Por isso se faz
necessario desenvolver técnicas mais precisas ou fazer uso combinado das técnicas
disponiveis para identificar corretamente o estado da infec¢do dos rebanhos e, assim,

ser possivel responder ao crescente interesse na erradicacdo da M. hyopneumoniae.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL:

Os procedimentos realizados no presente projeto foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto Bioldgico (CETEA-IB), registrado sob
0 numero do protocolo CETEA 138/14, aprovado em 17 de dezembro de 2014.

No periodo de fevereiro a setembro de 2014 foram coletados 55 amostras de
pulmao, 38 de figado, rim e linfonodo, em um frigorifico e um matadouro. O frigorifico
esta localizado em Ibilna e o matadouro em Pirassununga, todos no Estado de Sao
Paulo (Quadro 1).

As amostras foram analisadas macroscopicamente no frigorifico. Apds a
analise, divididas em trés partes. A primeira foi fixada em formaldeido a 10%
tamponado com carbonato de Ca2+, a segunda parte foi congelada a -20°C e uma

terceira parte foi congelada em freezer convencional.

Quadro 1 - Relagéo dos frigorificos e matadouro do Estado de Sao Paulo, locais onde

foram realizadas as colheitas dos pulmdes.

FRIGORIFICO OU LOCAL DATA DA NUMERO DE
MATADOURO COLHEITA AMOSTRAS
Frigorifico Ibidna 11/06/2014 17
Matadouro Pirassununga 07/07/2014 e 38
28/07/2014
4.2 METODOS:

4.2.1 Andlise Macroscoépica

Os pulmbes de todos os suinos do lote que estavam sendo abatidos foram
submetidos a analise macroscopica, no frigorifico ou matadouro: o aspecto que o
pulmdo apresentava, sua coloragdo, presenca de aderéncia da pleura na carcaca,
presenca de edema. Apds serem coletados os pulmdes de todos os animais, foram
armazenados em caixas isotérmicas com gelo reciclado para transporte até o

laboratério localizado no Instituto Biolégico de S&o Paulo.
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4.2.2 Preparo dos pulm@es para exame histoldgico

As amostras foram processadas no Laboratorio Interinstitucional de Sanidade
em Aguicultura do Instituto Biolégico de S&o Paulo. Realizou-se a histotécnica
(desidratacdo, diafanizagdo, emblocagem em parafina, microtomia e coloracdo
hematoxilina/eosina) segundo Michalany (1990).

ApOs a fixagdo das amostras no formaldeido, submeteram-se a duas
lavagens por imersdo no mesmo tampao por um periodo de 10 minutos. Seguiu-se
desidratacao em série crescente de etanol nas concentracdes 70% ao alcool absoluto.
Logo apoOs a desidratagdo - o material foi emergido em banhos de xilol para a
diafanizacdo durante 1h em cada. Manteve-se, ap0s esse procedimento, 0s cassetes
em um Becker contendo parafina histolégica derretida e deixados embebidos overnight
em estufa a 52°C. Em seguida, foram incluidas em parafina em moldes plasticos
apropriados (Quadro 2). Obteve-se os cortes de 4 ym de espessura com auxilio de
micrétomo HYRAX M 55Zeiss®.

A realizacdo deste protocolo foi feita manualmente com duragdo média de 8h.

Quadro 2 - Protocolo para o6rgéos: desidratacdo, diafanizacdo e embebigcdo por
parafina

REAGENTES TEMPO
Alcool 70% 1h
Alcool 80% 1h
Alcool 95% | 0,5h

Alcool 95% II 0,5h

Alcool Absoluto | 1h

Alcool Absoluto I 1h

Xilol | 1h

Xilol I 1lh

Xilol 1 1lh
Parafina overnight

Apds, emblocar nos moldes com parafina em temperatura de 52°C
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4.2.3 Preparo das laminas histolégicas para coloracdo por Hematoxilina-
Eosina (H&E)

Os cortes foram estendido em banho-maria (60°C) e colocado em lamina de
vidro tratada previamente com gelatina ultrapura, facilitando a ades&do do corte
histolégico na lamina. Em seguida, colocou-se a lamina em estufa 52°C overnight e
procedeu-se a desparafinizacdo (xilol), lavagem em alcool absoluto, hidratacdo em
solugdes hidro alcodlicas, coloracao pela H&E, desidratagdo em &lcoois e diafanizacdo
em xilol modificado segundo Michalany (1990) (Quadro 3). Para a montagem da

ldmina e laminula, empregou-se a resina sintética Entellan (Merck®).

Quadro 3 - Protocolo de desparafinizacdo, hidratacdo, coloracdo, desidratacdo e
diafanizagdo dos cortes de tecido, modificado segundo Michalany (1990).

Reagente Tempo
Xilol | 5 minutos
Xilol I 5 minutos
Alcool absoluto 2 minutos
Alcool 95% 2 minutos
Alcool 80% 2 minutos
Alcool 70% 1 minuto
Agua corrente Imergir rapidamente
Hematoxilina 3 minutos
Diferenciador de Hematoxilina Imergir rapidamente
Eosina 2 minutos
Agua corrente Imergir rapidamente
Alcool 70% Imergir rapidamente
Alcool 80% 1 minuto
Alcool 90% 1 minuto
Alcool absoluto | 5 minutos
Alcool absoluto Il 5 minutos
Xilol | 5 minutos
Xilol Il 5 minutos
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4.2.4 Preparo do material para a Imunoistoquimica (IHQ):

O anticorpo monoclonal para realizacdo desta técnica foi gentilmente cedido
pela Dra. Suzana Satomi Kuchiishi, Médica Veterinaria, Responsavel Técnica
Bacteriologia e Gerente Técnica e da Qualidade Substituta do Centro de Diagnostico
de Sanidade Animal-CEDISA, Concordia/ SC.

Para a IHQ, o método foi inicialmente semelhante ao de rotina, os cortes foram
colocados em laminas silanizadas. ApOs a desparafinizacdo utilizou-se kit
LSAB+System-HRP K0690 (DAKO) e a reagéo antigeno-anticorpo foi revelada com o
cromégeno DAB+Substrate K3468 segundo protocolo do fabricante.

4.2.4.1 Protocolo para realizagdo da imunoistoquimica utilizando o kit da
Dako

1. Desparafinizacdo e hidratacdo dos tecidos, secar os cortes com papel
filtro

2. Digestao enzimética
- Proteinase k (Dako-S3020)
- Incubar 5 minutos em temperatura ambiente

- Lavar bem com agua destilada

3. Bloqueio da peroxidase endégena
- Agua oxigenada 3% (10 volumes)
- Banho de 20 minutos em temperatura ambiente
- Lavar em agua destilada e banho em tampé&o PBS por 5 minutos

- Secar bem os cortes

4. Anticorpo priméario
- Anticorpo monoclonal diluido em diluente Dako-S3022
- Incubar em camara Uumida overnight
- Lavar com tampéo PBS, 2 banhos de 1 minuto cada

- Secar bem os cortes



23

5. Sistema de visualiza¢éo
- LSAB + HRP Kit Dako-K0690
- Incubar cada reagente por 20 minutos
- Lavar com tampéo PBS: 2 banhos de 1 minuto cada entre os reagente do kit e depois
do segundo reagente.

6. Segundo sistema de visualizacao
- Liquid DAB + Dako-K3468
- Secar os cortes e colocar 1 ml do Dako-3468 + 20 uL do DAB
- Incubar por 5 minutos

- Lavar em 4gua corrente e destilada

7. Contra coloragéo
- Hematoxilina de Harris
- 3 minutos

- Desidratar e fazer montagem das laminas para visualizagdo em microscopio optico.

4.2.5 Preparo do material para a Hibridizac&o in situ:

Os pares de primers utilizados para essa técnica foram adquiridos da Life
Techonologies Brazil e o Kit comercial de Hibridizagdo in situ da Dako K0620 —
GenPoint. Foram processadas 35 amostras.

Para a Hibridizac&o in situ, o método foi inicialmente semelhante ao de rotina
os cortes foram colocados em laminas silanizadas. Ap6s a desparafinizacéo utilizou-se
kit GenPoint K0620 (DAKO). As sequéncias dos primers utilizadas para essa reacao
foram: forward 5'-Biotin-GTC TAT CAA AAT TGC CAA TC -3' e o reverso 5'-Biotin-
TCC CAT AAC CTT GTC TTC AG-3', dos nucleotideos 851-870 e 1351-1370
respectivamente. Os primers sdo marcados com biotina para visualizagdo com o
cromégeno. (KWON et al., 2002).

4.2.5.1 Protocolo para realizagdo da hibridizagdo in situ utilizando o kit da
Dako

1. Desparafinizacdo e hidratacdo dos tecidos, secar os cortes com papel

filtro
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2. Recuperacéo antigénica

- Agquecer banho-maria & 96°C

- Tampéao de recuperacao antigénica DAKO S1699: diluir o tampéo que esta 10x
concentrado em agua destilada (1:100)

- Colocar as laminas por 40 minutos dentro da cuba com tamp&o no banho maria.

- Deixar as laminas na cuba esfriando em temperatura ambiente por 20 minutos.

3. Proteinase K
- Pingar sobre o corte e deixar por 5 minutos

- Lavar 2 vezes em agua destilada

4. Bloqueio de Peroxidase endégena
- Peréxido de hidrogénio 3% (10V) a 0,3% em metanol
- Incubar por imerséo por 20 minutos em temperatura ambiente.

- Lavar 2 vezes em agua destilada

5. Programar o Hibridizador para a desnaturacéao e hibridizacéo
- Desnaturacéo = 92°C
- Hibridizagéo = 37°C (Overnight)

- Inserir as tiras de umidade no aparelho molhando-as em agua destilada

6. Aplicacdo das sondas
- Com os cortes secos colocar uma gota dos primers diluidos 1:100 em Solucao de
Hibridizacao diluida 1:1 em &gua ultra pura e cobri-los com uma laminula de vidro

- Colocar no hibridizador ja programado

7. Retirar as laminas do hibridizador e lavar por imersdo em tampao LBST

para retirar as laminulas.

8. Estabilizar o Kit GenPoint Tiramidine DAKO K0620 em temperatura

ambiente

9. Aquecer o banho-maria a 48°C

10. Banho de estringéncia

- Solucéo de estringéncia (50x concentrada) diluir 1:50 em agua destilada
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- Colocar a solugdo na cuba no banho-maria e quando atingir 48°C colocar as

laminas e deixar por 30 minutos

11. Lavar por imersdo em tampéao LBST 2 vezes de 5 minutos cada

12. Estreptavidina primaria

- Diluir 1:100 em tampéo diluente que esta no kit (preparar 30 minutos antes da
aplicacéo)

- Aplicar nos cortes secos e deixar por 30 minutos em temperatura ambiente em

camera Umida

13. Lavar por imersdo em tampdao LBST 2 vezes de 5 minutos cada

14. Biotinil Tiramida

- Aplicar nos cortes por 15 minutos em temperatura ambiente

15. Lavar por imersdo em tampéo LBST 2 vezes de 5 minutos cada

16. Estreptavidina secundéria

- Aplicar nos cortes por 15 minutos em temperatura ambiente

17. Sistema de visualizagao

- Liquid DAB + Dako-K3468

- Secar os cortes e colocar 1 ml do Dako-3468 + 20 pL do DAB
- Incubar por 5 minutos

- Lavar varias vezes em agua destilada

18. Contra coloracéo
- Hematoxilina de Harris por 5 minutos
- Desidratar e fazer montagem das laminas para visualizagcdo em microscépio

optico.
4.3. Analise Microscépica
Realizou-se a leitura das alteracdes pulmonares em microscéopio Carl-Zeiss

Axio Scope.Al® baseando-se na morfologia do parénquima pulmonar,

brénquios/bronquiolos, vasos sanguineos, BALT e pleura.
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4.4, MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

4.4.1 Técnicade Contrastacdo Negativa

Todas as 55 amostras foram processadas pelo Laboratério de Microscopia
Eletrénica do Instituto Biologico de SP.

Nesta técnica as amostras de pulmdes foram descongeladas e maceradas em
tampéo fosfato 0,1M e pH 7,0 e essa suspensdo sdo colocadas em contato com
grades metalicas, previamente cobertas com filme de colddio e carbono, drenadas
com papel filtro, contrastadas negativamente com molibdato de aménio a 2% e pH 5,0
sendo observadas ao microscépio eletrdnico de transmissao Philips EM 208 para a
visualizacdo do agente (BRENNER e HORNE, 1959; HAYAT e MILLER, 1990).

4.4.2 Técnica de Imunocitoquimica Eletrbnica (Imunomarcagdo com

particulas de ouro coloidal em contrastagdo negativa)

Todas as 55 amostras foram processadas pelo Laboratério de Microscopia
Eletrénica do Instituto Biologico de SP.

Nesta técnica desenvolvida por KNUTTON (1995), as amostras de pulmdes
foram descongeladas e maceradas em tampao fosfato 0,1M e pH 7,0 e essa
suspensdo sao colocadas em contato com grades metdlicas. Apds, 0 excesso €
removido com papel filtro e as mesmas, sdo depositadas sobre gotas de anticorpo
monoclonal especifico para a Mycoplasma hyopneumoniae, diluido na propor¢éo de
1:100 durante 30 minutos. Apés lavagens sucessivas em gotas de PBS, as telas sédo
incubadas em gotas de proteina A conjugada com ouro de 10 nm, diluido a 1:20 em
PBS a 0,5% durante 30 minutos. As telas foram entdo contrastadas com gotas de
molibdato de amonio a 2% e pH 5,0. Como resultado a rea¢do antigeno-anticorpo sera

realcada pelas particulas de ouro coloidal que marcardo o antigeno.

4.5. REACAO DA CADEIA DE POLIMERASE (PCR)

Realizou-se a PCR, no Laboratério de Bioquimica Fitopatolégica do Instituto
Bioldgico de SP, para a identificagdo do agente da PES, em 3 amostras previamente

positivas pela técnica de contrasta¢do negativa e imunoistoquimica.
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Dentre essas amostras, utilizou-se 7 de pulmdes congelados positivos e um
controle negativo para a realizacdo da extracdo de DNA pelo kit Wizard® SV Genomic
DNA Purification System (Anexo 2). ApGs a extracdo submeteu-se as amostras a
eletroforese em gel de agarose para a visualizacdo do DNA extraido. Concluido esse
procedimento foi feita a reacdo da PCR (Quadro 4).

As sequéncias dos primers utilizadas para essa reacdo foram: forward 5-GAG
CCT TCA AGC TTC ACC AAG A-3'e oreverso 5'-TGT GTT AGT GAC TTT TGC CAC
C-3', do gene 16S do rRNA (MATTSSON et al., 1995).

Quadro 4: Protocolo reacdo PCR

REAGENTES QUANTIDADE TEMPO NA REACAO
DNA 1u 94°C por 2 minutos
MH-F 4 ul 94°C por 10 segundos
MH-R 4 ul 60°C por 30 segundos
Tampao 5x 40 ul 72°C por 45 segundos
dnTPs 4 ul 72°C por 4 minutos
Taq polimerase 0,8 ul 12°C =
H20 143,2 pl
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE MACROSCOPICAS

Na andalise macroscoépica realizada no momento da coleta do material

observou-se aderéncia da pleura na costela de 3 amostras.

Todos os pulmdes apresentaram-se com hepatizagdo e coloragéo variando de

purpura a cinza (marmorizados) e com secre¢fes catarrais, esbranquicadas e

purulentas. Em 5 amostras sentia-se a presenca de nodulos subpleurais.

5.2 ANALISE MICROSCOPICA

Foram processadas 55 amostras coletadas para a analise histopatoldgica.

(Figura 2), 7,27% das amostras nao apresentaram alteracdes patolégicas (S.A.P.).

Incidenciados eventos %
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Figura 2 - Grafico mostrando a frequéncia das alterac8es histopatoldgicas.
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» Bronquio/ bronquiolos

Notou-se a presenca de exsudato mucocelular (Figura 3), falta de cilios (Figura

4) e broncopneumonia mono e polinuclear (Figura 5).

Figura 3 — Fotomicrografia de corte histolégico de pulméo de suino corada
pela técnica de Hematoxilina e Eosina com presenca de exsudato
mucocelular no interior dos brénquios (seta preta) (barra 20um).

Figura 4 — Fotomicrografia de corte histolégico de pulm&o suino corada
pela técnica de Hematoxilina e Eosina, exibindo falta de cilios nas células

epiteliais do bronquiolo (seta preta).
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Figura 5 — Fotomicrografia de corte histolégico de pulm&o suino corada
pela técnica de Hematoxilina e Eosina, mostrando uma broncopneumonia
intersticial (setas pretas) (barra 100 um).

» Alvéolos (parénquima pulmonar)

Nos alvéolos encontrou-se grandes areas com consolida¢do pulmonar (Figura
6) e 0 espessamento da parede alveolar (Figura 7).

Figura 6 — Fotomicrografia de corte histolégico de pulm&o suino corada
pela técnica de Hematoxilina e Eosina, apresentando consolidagdo

pulmonar (asterisco).
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Figura 7 — Fotomicrografia de corte histolégico de pulmé&o suino corada
pela técnica de Hematoxilina e Eosina, com espessamento da parede

alveolar (setas pretas).

> Vasos

Encontrou-se  vasos  sanguineos  congestos (Figura 8), vasos
arteriosclerosados, presenca de hemorragia em 24 amostras e em 12 dessas notou-se
a presenca de hemossiderina (Figura 9).

Figura 8 — Fotomicrografia de corte histolégico de pulm&o suino corada

pela técnica de Hematoxilina e Eosina, exibindo vaso congesto (seta preta).
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Figura 9 — Fotomicrografia de corte histolégico de pulmao suino corada
pela técnica de Hematoxilina e Eosina, exibindo hemorragia com presenga
de hemossiderina (seta preta continua) e vaso arteriosclerosado (seta preta

descontinua).

» BALT (Tecido linfoide associado ao brénquio)

Ocorreram em 20 amostras das 55 analisadas a hiperplasia do BALT (Figura
10).

Figura 10 — Fotomicrografia de corte histolégico de pulméo suino corada
pela técnica de Hematoxilina e Eosina, apresentando hiperplasia do BALT
(asterisco) e achatamento das vilosidades do brénquio (seta preta).
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> Pleura

Visualizou-se em 7 amostras de 55 analisadas o espessamento da pleura
(Figura 11).

Figura 11 — Fotomicrografia de corte histolégico de pulm&o suino corada
pela técnica de Hematoxilina e Eosina, apresentando espessamento da

pleura. (seta preta)

5.3. Imunoistoquimica para deteccao do Mycoplasma hyopneumoniae

Pela técnica de Imunoistoquimica obteve-se o0 resultado positivo em 41
(74,55%) das 55 amostras coletadas. A marcagdo antigeno-anticorpo pode ser

visualizada tanto no epitélio brénquico, tanto no epitélio alveolar (Figuras 12, 13 e 14).

Comparando a positividade das amostras com os achados na histopatologia
visualiza-se a presenca de exsudato mucocelular em 80,48% (33/41), espessamento
da parede alveolar em 63,41% (26/41), falta de cilios em 68,29% (28/41),
broncopneumonia intersticial em 65,85% (27/41), hiperplasia do BALT em 39,02%
(16/41), hemorragia em 56,09% (23/41), consolidacdo pulmonar em 34,14% (14/41) e
mesmo ocorrendo a positividade na imunoistoquimica ndo foi observado alteragfes

histopatoldgicas (SAP) em dois fragmentos 4,78% pulmonares.

Obteve-se imunomarcacdo também no rim 43,63% (24/55) (Figura 15), figado
36,36% (20/55) (Figura 16), linfonodo 40% (22/55) (Figura 17), e em 18,18% (10/55)

houve a imunomarcacdo em hemacias (Figura 18).
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Figura 12 — A fotomicrografia A é de menor aumento de bronquiolo de pulm&o de suino (10x, barra 100 um). A fotomicrografia a, é a ampliagéo de
uma regido da fotomirografia A, exibindo a positividade da imunomarcagdo nas células epiteliais do bronquiolo (setas pretas) (barra 10 pm). A

fotomicrografia B, é o controle negativo da técnica de imunoistoquimica, (barra 10 um).

|

Figura 13 — A fotomicrografia A é de um alvéolo pulmonar de suino apresentando positividade da imunomarcagédo nas células da parede alveolar

(setas pretas) (barra 10 pm). A fotomicrografia B, € o controle negativo da técnica de imunoistoquimica, (barra 10 pm).
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Figura 14 — Fotomicrografia de um rim de suino apresentando
positividade para M. hyopneumoniae com imunomarcagéo no tubulo
contorcido (setas pretas) (barra 50 pm).

Figura 15 - Fotomicrografia de um figado de suino apresentando
positividade para M. hyopneumoniae com imunomarcagdo nos
hepatécitos (setas pretas) (barra 50 pm).

Figura 16 - Fotomicrografia de um linfonodo traqueobronquial
superior esquerdo de suino apresentando positividade para M.
hyopneumoniae com imunomarcacédo (setas vermelhas) (barra 10
pum).

Figura 17 - Fotomicrografia de uma artéria esclerosada do pulméo
de suino apresentando positividade com imunomarcagdo nas

hemacias (setas pretas) (barra 10 um).
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5.4. HIBRIDIZAGAQ in situ

Das 35 amostras processadas pela técnica obteve-se o resultado positivo em

26 cortes histologicos, com marcacdes do genoma bacteriano nos brénquios,

bronquiolos e epitélio dos alvéolos. (Figura 18 e 19).

Figura 18 — A fotomicrografia A é de menor aumento de bronguiolo de pulmé&o de suino (10x, barra 100 pm). A fotomicrografia a, € a ampliacéo
de uma regido da fotomirografia A, exibindo a positividade, na marcagéo por meio da técnica de hibridizagdo in situ nas células epiteliais do
bronquiolo (setas pretas) (barra 10 pum). A fotomicrografia B, é o controle negativo da técnica de imunoistoquimica, (barra 10 pm).

Figura 19 — A fotomicrografia A é de um alvéolo pulmonar de suino apresentando marcagdo por meio da técnica de hibridizagdo in situ nas células
da parede alveolar (setas pretas) (barra 10 um). A fotomicrografia B, é o controle negativo da técnica de hibridizagéo in situ, (barra 10 pm).
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5.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

5.5.1. Contrastacdo negativa

Das 55 amostras visualizadas pelo microscépio eletrénico de transmissao em

34 observou-se particulas pleomérfica de micoplasma. (Figura 20).

Figura 20 - Fotomicrografia do Mycoplasma pela técnica de

contrastagdo negativa em Microscépio eletronico de transmissao.
Barra de 340 nm (setas prestas). Fonte: Laboratério de Microscopia

Eletr6nica de Transmissao Instituto Biol6aico SP.

5.5.2 Técnica de Imunocitoquimica Eletrénica (Imunomarcacdo com particulas

de ouro coloidal em contrastacdo negativa)

Observou-se em 34 amostras das 55 processadas o resultado positivo na
imunomarcagdo com ouro coloidal (Figura 21).
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Figura 21 — Fotomicrografia da marcacdo do Mycoplasma pela técnica de
Imunocitoquimica com ouro coloidal na contrastacdo negativa em
Microscépio eletronico de transmissdo. Barra de 140 nm (setas prestas).
Fonte: Laboratério de Microscopia Eletronica de Transmisséo Instituto
Bioldgico SP.

5.6. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

As amostras de pulméo testadas foram negativas para Mycoplasma

hyopneumoniae na reacéo de PCR.

57. COMPARAGCAO DOS RESULTADOS ENTRE AS TECNICAS
UTILIZADAS

Ocorreu uma homogeneidade e uma heterogeneidade entre os resultados
obtidos pelas técnicas utilizadas no presente trabalho (Quadro 5).



Quadro 5 — Comparacao dos resultados entre as técnicas
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CONTRASTA(;AO IMUNOISTOQUIMICA HIBRIDIZAQAO IMUNOMARCACAO %
NEGATIVA IN SITU OURO COLOIDAL
+ + + + 54,28
- - - - 17,14
- + + - 17,14
- T - T 5,71
+ - + + 2,85
; - . ; 2,85
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6. DISCUSSAO

Sabendo que o Brasil ocupa o 4° lugar no ranking mundial de exportacdo de
carne suina, sendo esta a mais consumida em todo o mundo, observamos um grande
potencial econémico no pais. Porém, os suinos sdo muito susceptiveis a enfermidades
infecciosas no Sistema Respiratério. Tais doencas sdo mundialmente classificadas
como o Complexo de Doencas Respiratorias dos Suinos (PRDC, Porcine Respiratory
Disease Complex).

O principal agente do PRDC é o Mycoplasma hyopneumoniae (LI et al., 2015),
uma bactéria fastidiosa, de 0,2 a 2 um de tamanho, que apresenta uma estrutura
celular morfologicamente  simples:  nucleotideos, ribossomos, membrana
citoplasmaética (cerca de 10 nm de espessura) e auséncia parede celular (DEMINA et
al., 2009; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2012).

Pela auséncia de parede celular e seu diminuto tamanho, os métodos
convencionais, impossibilitam a sua visualizagdo em esfregacos e corte histolégico
(MICHALANY, 1992; SOUZA, et al., 2007 e WALKER, 2003). Em nosso trabalho,
utilizamos a MET, pois, de acordo com Souza, et al (2007) e Walker (2008) é a Unica
técnica que possibilita a sua visualizagdo. Os M. hyopneumoniae encontrados nos
nossos resultados apresentam as seguintes caracteristicas: bordas lisas e claras,
partes centrais acinzentadas, menos homogéneas e pleomoérfica, corroborando com as
caracteristicas descritas por SOUZA, et al. (2007).

A principal enfermidade causada pelo M. hyopneumoniae é a Pneumonia
Enzodética Suina (PES), que tem como importancia a sua alta morbidade, devido a
reducdo da conversdo alimentar que diminui 0 ganho de peso médio diario
(CONCEICAO e DELLAGOSTIN, 2006). Segundo Sobestiansky et al., (1999) e
Thacker (2006) as lesBes pulmonares microscopicas variam de acordo com o
progresso da doenca, sendo que a lesdo principal observada é uma pneumonia
broncointersticial com hiperplasia do BALT. No presente estudo, observou-se que
61,82% (34 animais) apresentaram broncopneumonia intersticial e 36,36% (20
animais) apresentaram hiperplasia do BALT, corroborando com achados classicos da
doenca descrita acima.

Além disso, nossas amostras pulmonares exibiram exsudato mucocelular com
neutrofilos 72,73% (40 animais), consolidacdao pulmonar em 67,27% (37 animais) e
espessamento e hiperplasia das paredes alveolares com infiltrado inflamatério em

61,82% (34 animais). Apesar de ndo serem as caracteristicas classicas da infeccao
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por M. hyopneumoniae, Redondo et al.,, (2009) e Hillen et al., (2014) também
descrevem esses achados na discriminagdo da doenca. Do mesmo modo, € visto que
em 67,27% (37 animais) apresentaram falta de cilios nos brénquios e bronquiolos,
caracteristica infecciosa vista por Posa et al., (2013), o que nos leva a crer, que a
infeccdo por M. hyopneumoniae, é extremamente complexa com caracteristicas
classicas e secundarias relevantes no diagnaostico clinico.

A dificuldade de se achar um padrdo ouro para o diagnéstico do M.
hyopneumoniae pode ser dada pelas variacbes gendmicas e ou dos epitopos
conhecido do agente, que podem interferir no diagnéstico por ELISA que hoje é o
instrumento diagndstico mais utilizado para determinar a presenca de M.
hyopneumoniae num rebanho. Porém os kits hoje possuem baixa sensibilidade
(ERLANDSON et al.,, 2005) devido a ocorréncia de reagbes cruzadas com
Mycoplasma flocculare ou Mycoplasma hyorhinis possuindo limitagdes quanto a sua
utilizacdo (ROSS e STEMKE, 1995). Apesar de que, essas ligacbes cruzadas néo
alterem na profilaxia. A diferenca entre os micoplasmas resultam ou ndo na PES,
sendo assim a identificagdo do agente € de suma importancia para o controle da
mesma, resultando numa possivel diminuigdo da perda da producdo da suinocultura
do Brasil.

Assim sendo, infere-se que para ter uma correlagdo das lesfes classicas do
agente com a identificagcdo do mesmo foi necesséario fundamentar O presente estudo
em trés pilares: a MET (contrastacdo negativa e imunomarcagdo com ouro coloidal)
para a visualizacdo do agente; a Imunoistoquimica para a marcacdo do epitopo de
membrana e a Hibridizagéo in situ para a marcagcao do genoma.

Nas amostras processadas e analisadas pelas técnicas mencionadas, observa-
se uma homogeneidade e uma heterogeneidade nos resultados. As que apresentaram
todos resultados positivos, que seriam os ideais, foram de 54,28% (19/35) com a
visualizacdo do agente, marcacdo do epitopo e do genoma. Comparando com a
histologia, as amostras apresentaram em 78,94% a presenca de exsudato mucocelular
com neutréfilos, 87,50%, espessamento da parede alveolar e broncopneumonia
intersticial em 68,42%, falta de cilios em 63,15%, hemorragia em 47,36%, 42,10 %
com hiperplasia do BALT, presenca de hemossiderina em 36,84% e 15,78% com
consolidagdo pulmonar.

Nos resultados heterogéneos, obteve-se em 17,14% auséncia de visualizagdo
do agente pelas técnicas da MET, em 5,71% marcacdo negativa do genoma, em
2,85% visualizagdo do agente pela MET e a marcacdo do genoma e marcacao
negativa do epitopo na imunoistoquimica e em 2,85% houve apenas a visualiza¢do na

técnica de contrastagdo negativa.
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Acredita-se que os resultados negativos na MET, seja devidos a pequena
guantidade de amostras de pulmédo empregada podendo este fragmento ndo conter a
bactéria estudada. J&4 para a ndo marcacdo do epitopo sugere-se que possa ser
devido a cronicidade dos animais afetados pelo M. hyopneumoniae exibindo pequena
concentragdo de microrganismos (DOSTER e LIN, 1988), o que poderia justificar a
auséncia da imunomarcagcdo em algumas amostras de pulmdo. Além do mais, 0s
micoplasmas apresentam uma habilidade particular que é a variabilidade genémica
que Ihes permitem gerar antigenos de superficie altamente distintos (BAILAO et al.,
2007 e BUCHENAU et al., 2010), ou entdo baseado nas descrigbes de Souza, (2007),
a fixacdo por formalina a 10% alteraria a morfologia das estruturas dos epitopos
impossibilitando a reagéo.

No presente estudo ndo houve marcagéo de 5,71% na Hibridizag&o in situ e
ndo obteve-se a sequéncia no PCR Real Time, situacdo que nos remete a alta
variabilidade genémica do agente. Como mostra no estudo de Santos et al., (2015)
que mostra pelo método Multiple locus variable number tandem repeat analysis
(MLVA) que a genbmica de M. hyopneumoniae no Brasil é altamente variavel, que
sugestivamente seja devido a alta temperatura como visto por Walker (1999). Apesar
de o genoma ter regifes conservadas (ROCHA E BLANCHARD, 2002) as mutacdes
ao longo dos anos foi um fator de evolugéo e essa mutacdo génica pode ser um fator
de adaptacdo (DORDET-FRISONI, et al., 2014), o que justificaria a ndo marcagéo do
genoma pelos primers utilizados no estudo tanto na Hibridizagdo in situ quanto na
PCR.

Além desses achados, no presente estudo observou-se imunomarcacdes
positivas pela técnica de Imunoistoquimica em 22 linfonodos. Sendo que 19 também
apresentaram imunomarcagao positiva no rim e figado.

A partir desses achados observou-se que a infeccdo causada pelo M.
hyopneumoniae no Brasil e no Estado de S&o Paulo pode ser considerada uma
doenca extrapulmonar, uma vez que Antunes (1992) mostra que a forma
extrapulmonar apresenta dois mecanismos:” disseminagédo linfo hematoldgica, ou
ruptura de uma lesdo pulmonar”.

Também foi observado nas amostras a marcagao positiva ha imunoistoquimica
e na hibridizacdo in situ em hemacias. De acordo com SOKOLI t al., (2013) e
TOLEDO, (2015), observaram que Mycoplasma suis, apresenta tropismo por
hemacias de suinos, além disso WEINGART et al., (2015) também relata esse

tropismo em felinos. Baseado nesses achados, sugere-se que o M. hyopneumoniae,
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também pode apresentar um tropismo para as hemacias sendo entdo um achado novo
na doenca infecciosa.

Pressupoe-se, que a doenga em 6 animais estava na fase inicial, uma vez que
0S mesmos nao apresentaram alteragdes patologicas - SAP, porém houve marcacdes

positivas pelo método de imunoistoquimica.
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7. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se indica a presenca do M.

hyopneumoniae no Estado de S&o Paulo.

O melhor método de diagndstico dentre as técnicas testadas a MET
(contrastagcdo negativa para sua visualizacdo e a imunomarcagdo com ouro coloidal

para visualizagdo e marcacao do epitopo no agente)

A Hibridizag&o in situ também se mostrou uma boa técnica para o diagnéstico
do agente, porém pelo fato do M. hypneumoniae apresentar uma alta variabilidade
genotipica ha necessidade de mais estudos no seu genoma para producéo de sondas

e otimizar o diagnostico.
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9. ANEXOS

9.1. Instrucdo Normativa n° 50, de 24 de setembro de 2013

9.2. Certificado do CETEA

INSTRUCAO NORMATIVA N° 50, DE 24 DE SETEMBRO DE 2013.

MINISTRO DE ESTADO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO,

no uso da atribuicdo que lhe confere o art. 87, paragrafo anico, inciso Il, da
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Constituicdo, tendo em vista o disposto no Decreto n° 5.741, de 30 de margo de 2006,
no art. 61, paragrafo Unico, do Decreto n° 24.548, de 3 de julho de 1934, e o0 que
consta do Processo n° 21000.006555/2013-68, resolve:

Art. 1° Alterar a lista de doencas passiveis da aplicacdo de medidas de
defesa sanitaria animal, previstas no art. 61 do Regulamento do Servico de Defesa
Sanitaria Animal, publicado pelo Decreto n® 24.548, de 3 de julho de 1934, na forma
do Anexo a presente Instru¢cdo Normativa.

Art. 2° As doencas listadas no Anexo desta Instrucdo Normativa sao de
notificacdo obrigatoria ao servigo veterinario oficial, composto pelas unidades do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e pelos Orgédos Estaduais de
Defesa Sanitéria Animal, em atendimento ao art. 5° do Anexo do Decreto n° 5.741, de
30 de marco de 2006.

§ 1° A notificacdo da suspeita ou ocorréncia de doenca listada no Anexo
desta Instrugcdo Normativa € obrigatéria para qualquer cidaddo, bem como para todo
profissional que atue na area de diagnéstico, ensino ou pesquisa em salude animal.

§ 2° A suspeita ou ocorréncia de qualquer doencga listada no Anexo desta
Instrucdo Normativa deve ser notificada imediatamente, no prazo maximo de 24 (vinte
e quatro) horas de seu conhecimento, quando:

0 - ocorrer pela primeira vez ou reaparecer no Pais, zona ou
compartimento declarado oficialmente livre;

Il - qualguer nova cepa de agente patogénico ocorrer pela primeira vez
no Pais, zona ou compartimento;

1l - ocorrerem mudancas repentinas e inesperadas nos parametros
epidemioldgicos como: distribuicdo, incidéncia, morbidade ou mortalidade de uma
doenca que ocorre no Pais, Unidade Federativa, zona ou compartimento; ou

IV - ocorrerem mudancas de perfil epidemiol6gico, como mudanca de
hospedeiro, de patogenicidade ou surgimento de novas variantes ou cepas,
principalmente se houver repercussées para a saude publica.

§ 3° A notificacdo também devera ser imediata para qualquer outra doenca
animal que ndo pertenga a lista do Anexo desta Instru¢do Normativa, quando se tratar
de doenca exética ou de doenca emergente que apresente indice de morbidade ou
mortalidade significativo, ou que apresente repercussdes para a saude publica.

Art. 3° Os procedimentos, prazos, documentos para registro, fluxo,
periodicidade de informagfes e outras disposicfes necessérias para cumprimento
desta Instrucdo Normativa devem seguir 0 estabelecido em normas préprias da
Secretaria de Defesa Agropecudria propostas pelo Departamento de Saude Animal.

Paragrafo dnico. O servico veterinario oficial deverd manter os meios
necessarios para captacao e registro de notificacoes.

Art. 4° Independentemente da lista de que trata esta Instru¢cdo Normativa, a
ocorréncia de doencas animais deve ser informada ao servico veterinario oficial
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conforme exigéncias e requisitos especificos que constem de certificados
internacionais com objetivo de exportacao.

Art. 5° A lista de doencas animais de que trata esta Instru¢cdo Normativa

sera revista por proposta do Departamento de Salde Animal da Secretaria de Defesa
Agropecuéria, e publicada periodicamente, considerando alteragcbes da situacdo
epidemioldgica do Pais e mundial, resultados de estudos e investigacfes cientificas,
recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude Animal, ou sempre que se impuser
0 interesse de preservacao da saude animal no Pais.

Art. 6° Esta Instrucdo Normativa entra em vigor na data de sua publicacéo.

ANTONIO ANDRADE
ANEXO

Lista de doencas de notificacdo obrigatoriaaoServigo Veterinario Oficial

1. Doengas erradicadas ou nunca registradas no  Pais, querequeremnotificacao
imediata de caso suspeito
ou diagndstico laboratorial:

a)

b)

d)

€)
f)

Mdultiplas espécies

| Brucelose (Brucellamelitensis)

| Cowdriose

[ | Doenca hemorragica epizoo6tica

[ ] Encefalite japonesa

[ Febre do Nilo Ocidental
[ Febre do Vale do Rift

[ ] Febre hemorragica de Crimea-Congo

[ ] Miiase(Chrysomyabezziana)

[ Peste bovina

| Triquinelose

[ Tularemia

Abelhas

[ | Infestacdo das abelhas meliferas pelos acaros Tropilaelaps
[ Infestacdo pelo pequeno escaravelho das colmeias (Aethinatumida)
Aves

[ ] Hepatite viral do pato

[ Influenza aviéria

[ ] Rinotraqueite do peru

Bovinos e bubalinos

] Dermatose nodular contagiosa

] Pleuropneumonia contagiosa bovina

[ ] Tripanosomose (transmitida por tsetsé)
Camelideos

[ ] Variola do camelo

Equideos

[ ] Arterite viral equina

[ ] Durina/sifilis (Trypanossomaequiperdum)



9)

h)

[ Encefalomielite equina venezuelana
[ ] Metrite contagiosa equina

[ ] Peste equina

Lagomorfos

[ ] Doenca hemorragica do coelho

Ovinos e caprinos
[ ] Aborto enzoético das ovelhas (clamidiose)
| Doenca de Nairobi
| Maedi-visha
| Peste dos pequenos ruminantes
| Pleuropneumonia contagiosa caprina
| Variola ovina e variola caprina

[ ] Encefalomielite por virus Nipah
[ ] Doenca vesicular suina

[ ] Gastroenterite transmissivel

[ ] Peste suina africana

[ ] Sindrome reprodutiva e respiratéria suina (PRRS)

Obs.: independentemente da relacdo de doencas listadas acima, a notificacdo

2.

obrigatdria e imediata inclui qualquer doenga animal nunca registrada no
Pais.

Doencas que requerem notificacdo imediata de qualquer caso suspeito:

a) Mdltiplas espécies

d)

f)

[ ] Antraz (carbunculo hematico)

[ ] Doenca de Aujeszky

[ Estomatite vesicular

[ Febre aftosa

[ | Lingua azul

[ Raiva

Abelhas

[ | Loque americana das abelhas meliferas
[ Loque europeia das abelhas meliferas
Aves

[ Doenca de Newcastle

[ ] Laringotraqueite infecciosa aviaria
Bovinos e bubalinos

[ ] Encefalopatia espongiforme bovina
Equideos

[ ] Anemia infecciosa equina

[ ] Encefalomielite equina do leste

[ ] Encefalomielite equina do oeste

[ Mormo

Ovinos e caprinos

[ ] Scrapie

Suinos

[ ] Peste suina classica

Doencas que requerem notificacdo imediata de qualquer caso confirmado:
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a) Multiplas espécies

[ ] Brucelose (Brucella suis)
[ ] Febre Q
[ | Paratuberculose
b) Aves
[ | Clamidiose aviéaria
[ ] Mycoplasma (M. gallisepticum; M. melleagridis; M. synoviae)
] Salmonella(S. enteritidis; S. gallinarum; S. pullorum; S. typhimurium)
c) Bovinos e bubalinos
| Brucelose (Brucellaabortus)
[ ] Teileriose
| Tuberculose
d) Lagomorfo
[ | Mixomatose
e) Ovinos e caprinos
[ ] Agalaxia contagiosa

Doencas que requerem notificacdo mensal de qualquer caso confirmado:

a) Multiplas espécies
Actinomicose
Botulismo (Clostridium botulinum)
Carbunculo sintomatico/manqueira(Clostridium chauvoei)
Cisticercose suina
[ ] Clostridioses (exceto C. chauvoei, C. botulinum, C. perfringens e C.
tetani)
[ ] Coccidiose
Disenteria vibribnica(Campilobacterjejuni)
Ectima contagioso
Enterotoxemia(Clostridium perfringens)
Equinococose/hidatidose
Fasciolose hepatica
Febre catarral maligna
Filariose
Foot-rot/podridao dos cascos (Fusobacteriumnecrophorum)
Leishmaniose
Leptospirose
Listeriose
Melioidose (Burkholderiapseudomallei)
Miiase por Cochliomyiahominivorax
Pasteureloses (exceto P. multocida)
Salmonelose intestinal
Tripanosomose ( T. vivax)
Tétano (Clostridium tetani)
Toxoplasmose
Surra (Trypanossomaevansi)
b) Abelhas
] Acariose/acarapisose das abelhas meliferas
] Cria giz (Ascosphaeraapis)
] Nosemose
[ | Varrose (varroa/varroase)
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d)

f)

9)

61

c) Aves

[ ] Adenovirose

[ ] Anemia infecciosa das galinhas

[ ] Bronquite infecciosa aviaria

[ ] Coccidiose aviaria

Colibacilose

Coriza aviaria

Doenca de Marek

Doenca infecciosa da bursa/Doenga de Gumboro
EDS-76 (Sindrome da queda de postura)
Encefalomielite aviaria

Epitelioma aviario/bouba/variola aviaria
Espiroquetose aviaria (Borrelia anserina)

Leucose aviaria

Pasteurelose/colera aviaria

Reovirose/artrite viral

Reticuloendoteliose

Salmoneloses (exceto S. gallinarum, S. pullorum, S. enteritidis e S.

typhimurium)

Tuberculose aviaria

Bovinos e bubalinos
Anaplasmose bovina

Babesiose bovina

Campilobacteriose genital bovina (Campilobacterfetussubesp. veneralis)
Diarreia viral bovina

Leucose enzodtica bovina

Rinotraqueite infecciosa bovina/vulvovaginitepustular infecciosa
Septicemia hemorragica (Pasteurelamultocida)
Variola bovina

Tricomonose

Equideos

Adenite equina/papeira/garrotilho

Exantema genital equino

Gripe equina

Linfangite ulcerativa (Corinebacteriumpseudotuberculosis)
Piroplasmose equina

Rinopneumonia equina

Salmonelose (S. abortusequi)

Ovinos e caprinos
Adenomatose pulmonar ovina

Artrite-encefalite caprina
Ceratoconjuntiviterickétsica

Epididimite ovina (Brucella ovis)
Linfadenitecaseosa

Salmonelose (S. abortusovis)

Sarna ovina

Suinos

Circovirose

Erisipela suina

Influenza dos suinos

Parvovirose suina



Pneumonia enzodtica (Mycoplasma hyopneumoniae)
Rinite atrofica
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