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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacao em Bioexperimentagao

Universidade de Passo Fundo

Pleurisia na suinocultura brasileira: Avaliacdo da prevaléncia no Pais

e estudo da Pasteurella multocida como agente causador.

Autor: Enio Nascimento
Orientador: Eraldo Zanella
Passo Fundo, 02 de agosto de 2016

Pleurisia € uma lesdo cronica, originada de um processo inflamatdrio da pleura parietal
e visceral, sendo importante na suinocultura devido as perdas no desempenho dos animais e
em carcagas nos abatedouros. Entre os agentes causadores, a Pasteurella multocida - P.
multocida, o Haemophylus parasuis — HPS, Actinobacillus pleuropneumoniae — APP,
Streptococcus suis — S.suis e a Bordetella bronchiseptica - BB estdo entre os principais.
Avaliar a fase de incidéncia e estudar a prevaléncia no Brasil é importante pois a partir destes
estudos pode-se formular medidas de controle através de programas vacinais e
medicamentosos adequados, reduzindo assim 0s custos e condenagdes no abate. A
identificacdo dos agentes causadores das pleurisias, bem como a prevaléncia por fase e
regido do pais, além da avaliacdo das diferencas entre cepas P. multocida foram os objetivos
deste trabalho. Utilizou-se a P. multocida devido a prevaléncia e porque as lesdes persistem
até o abate acarretando maiores perdas econémicas. Primeiramente, foram classificados 420
exames com incidéncia de pleurisia em suinos de um laboratorio de microbiologia entre
2013 e 2014, em que se obteve 55% de HPS, 31% de P. multocida, 7% de APP, 6% de S.
suis, e 1% de BB. Quanto a idade, observou-se que a predominancia do HPS foi na fase de
creche entre os 30 aos 70 dias, que a P. multocida foi na fase de crescimento dos 80 aos 120
dias, enquanto a APP foi 0 agente mais encontrado em terminagé&o dos 130 aos 180 dias. O
S.suis e a BB apresentaram-se com pouca casuistica. Quanto a prevaléncia por estado, o HPS

€ mais evidente nas regides do sul do Brasil onde predominam temperaturas mais baixas. Ja
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em regiBes de clima mais quentes, houve uma similaridade entre os isolados de P. multocida
e HPS. Dos isolados de P. multocida, foram selecionados 36 amostras de forma aleatorio,
sendo 6 por estado do pais. Realizou-se a extracdo do DNA com posterior reacdo da PCR
para verificar a diversidade entre as amostras. Das amostras selecionadas de P. multocida A
e P. multocida D, para SC e do Centro-Oeste (MS, MT e GO) verificamos similaridade entre
os padrdes de bandas indicando uma proximidade entre amostras, mas para as selecionadas
de MG, RS, PR e dos estados do Sudeste (SP e ES) verificamos uma diversidade no nimero
e distribuicdo de bandas, com diferentes migragdes sugerindo uma diversidade acentuada,
ou seja, ha diferentes padrdes de cepas da P. multocida no territério brasileiro, sugerindo a
necessidade de uma protecao especifica por granja ou uma protecdo cruzada que confira uma
imunidade protetora homdloga contra todos os sorotipos de P. multocida. Com relacdo a
antibiograma, verificou-se uma consideravel resisténcia em alguns perfis genéticos
principalmente originarios de locais com alta concentragdo de animais, indicando que em

criagOes intensivas deva-se ter cuidado com o uso indiscriminado de antibioticos.

Palavras-chave: Pleurisia, P. multocida, suinos.
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ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de Pds-Graduacao em Bioexperimentagdo

Universidade de Passo Fundo

Pleurisy in Brazilian pig farming: prevalence evaluation in the country and

study of Pasteurella multocida as causative agent.

Author: Enio Nascimento
Advisor: Eraldo Zanella
Passo Fundo, August 02nd, 2016

Pleurisy is a chronic injury, originated from an inflammation of the parietal and visceral
pleura, being important in pig farming due to the loss of performance of animals and
carcasses in slaughterhouses. Pasteurella multocida, Haemophilus parasuis Actinobacillus
pleuropneumoniae, Streptococcus suis and Bordetella bronchiseptica are the most important
causative agents. To evaluate the incidence of stage and to study the prevalence in Brazil is
important because from these studies can be formulated control programs vaccine and drug
more appropriately, reducing costs and condemnations at slaughter. The identification of the
causative agents of pleurisies, and the prevalence by phase and region of the country, besides
the evaluation of the differences between P. multocida strains were the objectives of this
work. Was used the P. multocida due to the prevalence and because lesions persist until
slaughter resulting in greater economic losses. First, 420 exams with pleurisy in pigs were
classified in a microbiology laboratory between 2013 and 2014, with 55% of HPS, 31% of
P. multocida, 7% APP 7 %; 6% S. suis and 1% BB. Regarding age, it was observed that the
prevalence of HPS was in the nursery phase between 30 to 70 days, the P. multocida was in
the growth phase of 80 to 120 days, while the APP was the most frequent agent in termination
from 130 to 180 days. The S.suis BB and presented with low series. HPS is more evident in
the southern of Brazil, where prevails lower temperatures. In warmer climates, a similarity
between the isolates of P. multocida and HPS was observed. Among the isolates of P.
multocida, 36 samples in random order were selected, 6 per state in the country. DNA

extraction was performed with subsequent reaction of PCR to verify the diversity among the
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samples. Of selected samples of P. multocida A and P. multocida D to SC and the Midwest
(MS, MT and GO) we find similarity between the band patterns indicating proximity
between samples, but to the selected MG, RS, PR and Southeastern states (SP and ES)
observed a diversity in the number and distribution of bands with different migration
suggesting a marked diversity, there are different patterns of strains of P. multocida in Brazil,
suggesting the need for a specific protection for farm or cross-protection conferring a
homologous protective immunity against all serotypes of P. multocida. Regarding
antibiograma, there was considerable resistance in some genetic profiles mainly originate in
places with high concentration of animals, indicating that in intensive farming must be
careful with the indiscriminate use of antibiotics.

Keywords: pleurisy, P. multocida, pigs.
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1. INTRODUCAO

A principal fonte de proteina animal do mundo desde 1978 é a carne suina, atualmente
representa 40,41% do consumo mundial de proteina animal, seguido pelo consumo de frango
com 30,37 % e bovina com 21,66% (1). O Brasil é 0 4° maior produtor e exportador de carne
suina do mundo com uma exportacao anual de 670 mil toneladas e producao de 3,6 milhdes
de toneladas (2). Entre os estados brasileiros produtores destacam-se o estado de Santa
Catarina com a maior producéo 26,68%, seguido do Rio Grande do Sul com 22,13%, Parana
20,04%, Minas Gerais 11,45%, regido Centro-Oeste (MS, MT e GO) e a regido Sudeste (SP,
RJ, ES e BA) com 5,4% (3).

Nas duas ultimas décadas a suinocultura brasileira vem obtendo grandes avancos,
gracas as novas técnicas de producdo como: manejo, nutricdo, instalacdes, sanidade,
melhoramento genético e aumento na concentracdo de animais. Tais avancos permitiram
alavancar os resultados com ganho de peso, precocidade, qualidade da carcacga, bem estar
animal dentre outros. Entretanto com o aumento na concentracdo de suinos, advém o
detrimento na &rea sanitaria, facilitando a disseminagdo de doengas respiratorias que podem
afetar o rebanho.

Neste sentido, o crescimento da incidéncia das patologias respiratorias, incidem em
aumento de lesGes como as pleurisias — que sao inflamac6es das membranas pleurais, que
causa aderéncias fibrinosas ou fibrosas entre os lobos pulmonares e a parede externa —
levando a grandes perdas econdmica. O animal, afetado por esta patologia, mesmo tendo
melhora no quadro clinico, tem como consequéncia o atrasos na idade para abate e com a
permanecia da lesdo, sendo percebida somente nos abatedouros, ocasionando a reducéo na
velocidades nas linha de abate, aumentando nos residuos e retrabalho. Uma vez diagnostica
a lesdo, a carcaca com esta patologia € desviada da linha e direcionadas ao Servico de
Inspegdo Federal, podendo receber aproveitamento condicional ou mesmo ter a carcaga
totalmente condenada (4).

Os principais agentes causadores da pleurisia sdo Haemophilus parasuis (HPS),
Pasteurella multocida (P. multocida), Actinobacillus pleuropneumoniae (APP),
Streptococcus suis (S. suis) e Bordetella bronchiseptica (BB) (5). Destes a P. multocida
destaca-se como agentes patogénicos mais encontrados em carcacas desviadas ao DIF, tanto
a P. multocida tipo D quanto a P. multocida tipo A (6). Estima-se que as perdas econémicas

na cadeia suina brasileira, com pneumonias, pleurisias e aderéncias sejam de R$ 216 milhdes
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anuais, e destes, um quinto seja ocasionado pela P. multocida, o que resulta
aproximadamente em 43 milhGes anuais (6).

Outro fator importante é que além da P. multocida estar relacionadas com pleurites ela
também estq associada com rinite atrofica e pneumonias, provavelmente devido a alta
variabilidade genética e patogenicidade dos isolados de P. multocida associados a doencas
respiratorias dos suinos (5). Nos rebanhos brasileiros de suinos, ha evidencias da presenca
de diferentes perfis patogénicos da P. multocida no campo, com cepas geneticamente
diferentes podendo ser uma das razdes para a particular importancia da doenca no pais e as
dificuldades encontradas para o seu controle (9).

Atualmente o controle para essas patologias respiratorias € realizado com o uso de
vacinas e/ou antibidticos contra os principais patdégenos. Autores como Straw 1992 (21)
recomenda que antes de optar por um deste métodos de controle (vacinacdo e/ou uso de
antibidticos) deve-se fazer um antibiograma prévio, ou a sorotipagem da bactéria para
verificar se a vacina com o antibiotico ira funcionar, e assim garantir que ndo ocorre a quebra
de sensibilidade do controle. Além disso novos trabalhos estdo mostrando uma interacao
entre o efeito da genética do animal em relacdo a resposta vacinal, podendo esta ser uma
alternativa para a melhorar a eficicia de determinados tratamentos a enfermidades (8).

Diante do exposto o objetivo principal deste trabalho é a investigacdo dos agentes
bacterianos causadores das pleurisias por regido no pais e fase de desenvolvimento dos
suinos, torna-se imprescindivel para prever com mais assertividade técnicas de manejo para
prevenir a incidéncia desses agentes, ou mesmo tratar mais precocemente e com drogas
especificas em animais que possam vir a ter essa les@o e assim diminuir as percas econémicas
e contribuir para os avancos da suinocultura brasileira. Também, a avaliacdo da P. multocida
como agente causador da lesdo, ja que esta sendo responsavel por gerar as maiores perdas

econdmicas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 SUINOCULTURA NO BRASIL

A carne suina consolidou-se como a mais importante fonte de proteina animal do
mundo apds 1978. No cenario mundial destacam-se como 0s maiores produtores a China
com 56,6 milhdes de toneladas, em 2° a Unido Europeia com 22,40 milhGes de toneladas em
3° 0s Estados Unidos com 10,4 e em 4° o Brasil com 3,49 milhdes de toneladas. Desde total
do Brasil 85,8% da producéo e estimada para o consumo interno e apenas 14,11% para a
exportacdo (1). Entre os estados Brasileiros produtores de suinos, Santa Catarina é o maior
produtor de carne suina do Brasil, responsavel 26,68%, seguido do Rio Grande do Sul com
22,13%, Parana 20,04%, Minas Gerais 11,45%, regido Centro-Oeste (MS, MT e GO) e a
regido Sudeste (SP, RJ, ES e BA) com 5,4% (2).

De modo geral a suinocultura brasileira, a exemplo de outras cadeias produtivas do
agronegdcio, cresceu significativamente, principalmente nos Gltimos quatorze anos. Este
crescimento pode ser observado, pelos indicadores econdémicos e sociais, como volume de
exportac@es, participacdo no mercado mundial, nimero de empregos diretos e indiretos,
entre outros. Segundo estimativas mais de 730 mil pessoas dependem diretamente da
suinocultura, e 2,7 milhdes de pessoas indiretas do ramo. A producéo esta dividida em 64%
granjas comerciais (equivale a 1,6 milhdes de matrizes) e 36% em cria¢des de subsisténcia
(870 mil porcas). Assim a atividade de suinocultura é considerada uma atividade essencial
para a economia deste pais (3).

Na contra mao do cenario apresentando, a suinocultura também tem enfrentados
problemas que causam perdas diretas para as industrias e aos produtores, relacionados com
gastos em medicamentos, baixos indices zootécnicos e condenagcbes de carcagas nos
matadouros devido as doencas respiratérias principalmente as denominadas pleurisias.
Estima-se que as perdas econdmicas na cadeia suina brasileira, com pneumonias, pleurisias

e aderéncias sejam em torno de R$ 216 milhdes anuais (6).
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2.2 PLEURA

A pleura é uma serosa que possui dois folhetos, um visceral que envolve intimamente
0s pulmdes, e que a partir dos hilos pulmonares se reflete para revestir internamente cada
hemitdrax, constituindo o folheto visceral. O folheto parietal, recobre diferentes regides
anatdmicas, sendo descritas as seguintes porcOes: cervical, costal, diafragmatica e
mediastinica. Entre os dois folhetos encontra-se a cavidade pleural que em condicgdes
fisiologicas corresponde a um espaco virtual onde circula uma diminuta quantidade de
liquido pleural essencial para a reducédo da friccdo entre os folhetos, bem como para o jogo

de pressdes durante os movimentos respiratorios (11).

Segundo Lopes, 1998 (12), o tecido pleural é suscetivel a danos causados por
disseminacdo hematogena de organismos infecciosos ou por extensdo direta de processos
inflamatdrios adjacentes. Durante a fase aguda da pleurisia um exsudato fibrinoso € visivel
em superficies pleurais. Ao longo do tempo, a cura ocorre e a fibrina é transformada em
tecido fibroso colagenoso.

O folheto parietal € irrigado pela circulacdo sistémica, através de vasos provenientes
das artérias intercostais, mamaria interna, pericardiofrénicas, frénicas superiores
musculofrénicas, retorno venoso, feito pelas veias &zigo, hemidzigos e mamarias internas.
Ja o folheto visceral tem irrigacdo proveniente das artérias pulmonares e de ramos das

artérias bronquicas, retorno venoso, € feito pelas veias pulmonares e bronquicas (13).

2.3 PLEURISIAS

Pleurisias € um termo que define a inflamacdo da pleura do pulmdo que causa
aderéncias fibrinosos ou fibrosas podendo causar perdas diretas para as indudstrias e aos
produtores com gastos em medicamentos, baixos indices zootécnicos e condenacdes de

carcacas nos matadouros (14).

Esta patologia pode ser localizada, ou tornar-se generalizada. Durante a fase aguda da
pleurisia um exsudato fibrinoso é visivel em superficies pleurais. Ao longo do tempo, 0s
animais melhoram, e a fibrina é transformada em tecido fibroso colagenoso conforme
apresentado na Figura 1A e 1B. Quando ha danos causados pela disseminacdo hematégena
de organismos infecciosos que afeta diretamente a pleura, sem o envolvimento pulmonar,

como em poliserosites causadas pelo HPS o agente etiologico da Doenca de Glasser, ou
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indireta, através de infeccbes secundaria que atinge os pulmdes e a pleura resultando como

extensdo direta de processos inflamatorios adjacente, como broncopneumonia fibrinosa (11).

Figura 1. Pleurisia em suino com 60 dias de alojamento (A) Lesdo de aderéncia da pleura,
pericardite; (B) Fase aguda da pleurisia um exsudato fibrinoso é visivel em superficies
pleurais. Fonte: Nascimento, E. R. M. (2015)

De modo geral os principais agentes infecciosos de pleurites nos suinos sdo os HPS,
P. multocida, APP, S. suis e a BB (5).

O APP, é o agente causador da pleuropneumonia suina que afeta principalmente
suinos entre 70 a 100 dias de alojamento. Geralmente animais mais velhos e principalmente
na fase de terminacdo, apresentam a forma crénica da enfermidade (15). A doenca é
preocupante porque causa pneumonia grave levando a morte desdés animais ou doenca
clinica cronica e formas subclinicas, levando a prejuizos zootécnicos (16).

As lesGes relacionadas ao agente S. suis, sdo broncopneumonias purulentas, quando
a infeccdo ocorre via aerégena, ou pneumonias intersticiais, consequentes a casos de
infeccdo generalizada grave (septicemia). Este agente também tem sido encontrado causando
infeccBes em humanos (17-18).

A BB é um agente causador de broncopneumonias em suinos jovens. O isolamento
deste agente em suinos mais velhos, em terminacdo, ndo é frequente, sendo que nestes casos
é considerado um patégeno secundario, oportunista, e a significadncia dos isolados é
desconhecida (18).

Atualmente o controle para estas patologias respiratérias € a prevencdo com a

imunizagdo materna, e/ou imunizagdo com vacinas, e/ou uso de antibioticos contra os
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principais patdgenos (conforme o caso, pelo menos durante os primeiros 8-10 semanas de
vida). Além disso, alguns fatores, como a dieta do animal, a estrutura do rebanho ou manejos
durante o parto também pode afetar essa transferéncia de imunidade materna. Porém o uso
de antibidticos apresentam os riscos de resisténcias, residuos e/ou reacBes locais. O
isolamento da bactéria é necessario para estabelecer a sensibilidade. Para o APP, ja existe
resisténcia a ampicilina, estreptomicina, sulfonamidas, tetraciclinas e cloranfenicol,
principalmente nos sorotipos 1, 3, 5 e 7. Para alguns antibi6ticos ja é recomendado uma
dosagem maior, como a estreptomicina, kanamicina, espectinomicina, espiramicina e

lincomicina (18).

Neste sentidos alguns autores como Straw, 1992 (19) recomenda que antes de optar
por um deste métodos de controle (vacinacdo e/ou uso de antibidticos) deve-se fazer um
antibiograma prévio, ou a sorotipagem da bactéria para verificar se o antibidtico ou a vacina
ird funcionar, e assim garantir que ndo ocorre a quebra de sensibilidade do controle. Além
disso novos trabalhos estdo mostrando uma interacdo entre o efeito da genética do animal

em relacdo a resposta vacinal (8).

2.4 PASTEURELLA MULTOCIDA

2.4.1 Caracteristicas da P. multocida

P. multocida é um cocobacillus, gram negativo, anaerdbico facultativo que coloniza
a nasofaringe de muitos animais domeésticos e selvagens. Em suinos, o agente faz parte da
microbiota anfibiéntica (flora normal) das narinas, mas ndo é considerada parte da
microbiota normal do pulméo (20). Tem ocorréncia em varios tipos de clima e condi¢des de
criacdo e sua importancia como agente primario de pneumonia em suinos tem sido bastante
discutida.

Segundo Pijoan e Fuentes, 1987 (26), o microrganismo é incapaz de agir como
patdgeno primario, necessitando da interacdo com outros agentes para produzir pneumonia
(como adenovirus, virus da Peste Suina Cléssica, virus da PRRS, Mycoplasma
hyopneumoniae e virus da Doenca de Aujeszky). Entretanto, trabalhos recentes apresentam
a P. multocida como agente primario, causando pneumonia, serosites e pleuropneumonia
necrosupurativa em suinos. Adicionalmente, algumas amostras causam septicemia e outras
exclusivamente lesdes de pleurite, sem evidencias de pneumonia (10).

Segundo Alwis, 1992 (22) a P. multocida pode causar varias doengas que s@o
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importantes economicamente, incluindo a cdlera aviaria, septicemia hemorragica bovina,
pneumonia enzodtica e rinite atrofica suina. Podendo ser caracterizada pelos antigenos
capsulares em cinco sorotipos (A, B, C, D e E). Os sorotipos A, B e D ja foram descritos em
suinos. As cepas relacionadas com a rinite atréfica progressiva pertencem aos sorotipos
capsulares A e D, através da presenca da toxina dermonecrotica (19-20).

Os casos de pneumonias e pleurites estao relacionados principalmente com o sorotipo
A e com menor frequéncia com D (25). Entretanto, trabalhos vém apresentando aumento nos
registros de frequéncia de casos em que se associou a P. multocida cepas do tipo D com
pleurite e pneumonia no Brasil foram estudados por Mores, 2006 (6), em que se avaliou 162
pulmdes de suinos abatidos e rejeitados por lesbes de pneumonia e pleurite e foram

encontrados 24% das amostras de P. multocida do tipo A e 27% de P. multocida tipo D.

2.4.2 Fatores De Viruléncia

A viruléncia é a capacidade relativa de um patdgeno em causar doenca. Os
microrganismos patogénicos se distinguem de outros da mesma espécie por possuirem e
expressarem genes que codificam fatores de viruléncia, os quais propiciam a colonizacao e
a ocorréncia de diversos eventos que subvertem a fisiologia hospedeira (23).

Os componentes estruturais das bactérias apresentam diferentes funcdes, mas
também podem auxiliar na patogénese, atuando como fatores de viruléncia. Diversos
componentes microbianos intra e extracelulares atuam unicamente como fatores de
viruléncia. Os genes que codificam tais fatores sdo divididos em trés categorias: 0s genes de
viruléncia verdadeiros, responsaveis diretos pelos danos celulares provocados, 0s genes
associados a viruléncia que regulam ou ativam a expressdo da classe anterior, e 0S genes
relacionados a patogénese do microrganismo, que auxiliam na colonizacéao, na invasao e na
sobrevivéncia intracelular durante o processo infeccioso (24).

Alguns estudos tém sido desenvolvidos para identificacdo de genes relacionados a
viruléncia em P. multocida (27). Contudo, a frequéncia destes genes em diferentes
hospedeiros ainda € pouco conhecida. Além disto, os genes identificados podem ser
classificados como virulentos somente na espécie animal testada, pois alguns fatores

considerados fundamentais em alguns hospedeiros ndo séo essenciais nos demais (29).
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2.4.2.1 Capsula

A diversidade dos polissacarideos capsulares tem importancia na patogénese das
doencas sistémicas. As amostras de P. multocida possuem uma cépsula similar a observada
na superficie celular de varias espécies bacterianas, composta por polissacarideos
polianidnicos altamente hidratados, que se ligam covalentemente a superficie celular por
moléculas de lipidio A (21).

As capsulas de P. multocida pode ser classificada por meio em cinco grupos
designados por A, B, D, E e F. Nos suinos somente os tipos capsulares A e D costumam
estar associados a rinite atréfica e pneumonias. Os genes requeridos para a sintese e
transporte dos tipos capsulares séo codificados dentro de uma Unica regido do genoma (27).

A capsula desempenha um papel significativo na resisténcia a viruléncia, pois as que
apresentam capsula tem maior resisténcia a fagocitose a ao efeito bactericida do

complemento (30).

2.4.2.2 Lipopolissacarideo

Os lipopolissacarideos da P. multocida desempenham um papel crucial na
patogénese da doenca. Ele estimula a imunidade humoral e é considerado como um antigeno
protetor. O lipopolissacarideo (LPS) é um importante componente estrutural da membrana
externa de bactérias Gram negativas e € composto por trés regides: cadeia de polissacarideos
(antigenos O), oligossacarideo (regido do core) e molécula lipidica (lipideo A). LPS, assim
como a cépsula, apresenta importante papel na viruléncia. Qualquer mutagdo que gere a
menor expressao génica dos oligossacarideos do LPS representa a diminuicao de viruléncia
das amostras de P. multocida nos casos de Colera Avidria (27).

A estrutura do LPS de P. multocida do sorotipo A:1, mais comumente estudada,
demonstra a existéncia de duas formas diferenciadas de oligossacarideos na estrutura nuclear
do core (31). A expressao simultanea destas duas estruturas € somente descrita em P.
multocida e representa possivelmente uma vantagem & sobrevivéncia da bactéria no
ambiente (27). Também a presenca de residuos de fosfocolina ligados aos oligossacarideos
do core em algumas amostras de P. multocida auxiliam na maior adesdo da bactéria as
mucosas hospedeiras e na maior resisténcia aos antimicrobianos (31). O LPS é considerado
uma endotoxina, entretanto a toxicidade varia de acordo com o tipo de hospedeiro infectado

pela P. multocida (25).
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2.4.2.3 Fimbrias e adesinas

As fimbrias séo estruturas proteicas presentes na superficie das células procarioticas
e que conferem a bactéria a capacidade de adesdo. A maioria das fimbrias bacterianas
apresenta uma forte afinidade adesiva pela superficie de hemaécias e outros tipos de células
de animais, plantas e fungos (32). Como a interacdo entre macromoléculas presentes na
superficie das células hospedeiras e do patdgeno sdo essenciais para o estabelecimento da
colonizagdo de tecidos lesados, as fimbrias sdo consideradas fatores de viruléncia (27).

Muitos genes de P. multocida que codificam fimbrias e adesinas, incluindo ptfA,
fimA, hsfl e hsf2, sdo semelhantes as encontradas em outras bactérias (31). A maioria dos
estudos é concentrada no isolamento e caracterizagdo da fimbria do tipo IV (proteina ptfA)
responsavel pela ligacdo da P. multocida a superficie das células hospedeiras.

Alguns estudos também demonstram a existéncia de dois genes, pfhaBle pfhaB2,
que codificam hemaglutininas filamentosas importantes na colonizacao do trato respiratério
superior e que também sdo encontrados na bactéria Bordetella pertussis. A mutacéo de pfhA
resulta em diminuicdo de viruléncia das cepas de P. multocida (33).

E provavel que as fimbrias desempenhem um papel na ades&o de superficie, como
sendo capazes de aderirem ao epitélio da mucosa, mas ndo sobre a superficie das referidas
estirpes incapazes de aderir. Fimbrias de tipo IV foram isoladas e caracterizadas a partir de
P. multocida sorotipos A, B e D (34) séo frequentemente associadas com a viruléncia em

outras bactérias devido ao seu papel na fixacao para acolher superficies celulares.

2.4.2.4 Toxinas

Em geral, a maioria das cepas de P. multocida que causam cdlera aviaria, septicemia
hemorragica e pneumonia ndo sdo conhecidos por expressar quaisquer toxinas. A toxina
dermonecrética, PMT, expressa principalmente por estirpes do sorogrupo D, é a Unica toxina
identificados até a data e € responsavel pelos sinais clinicos e patoldgicos da rinite atrofica
(23).

A toxina PMT atua intracelularmente através da modulacdo da subunidade Gaq no
fosfolipase C via de transducdo de sinal. Em suinos, isto leva a atrofia dos cornetos nasais,
onde ocorre a reabsorc¢ao do 0sso, devido a proliferacdo descontrolada de osteoclastos, e a
regeneracdo de 0sso € evitada pela inibicdo de osteoblastos (35). PMT ativa as células
dendriticas para células maduras, mas, ao contrario das outras toxinas, que parece suprimir

a resposta de anticorpos.
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2.4.2.5 Ferro regulamentada e proteinas de aquisicao de ferro

O ferro é um elemento essencial que deve ser adquirida por bactérias, a fim de
sobreviver. Devido a sua toxicidade inerente, o nivel de ferro livre “in vivo” disponiveis é
bastante limitada e P. multocida, como outras espécies bacterianas, tem desenvolvido varios
mecanismos para a absorcao de ferro (28).

Receptores de transferrina utilizados por espécies bacterianas nas familias de
Pasteurellaceae e Neisseriaceae que consiste de um receptor, composto por duas proteinas
chamada de tbpA e tbpB (41). No entanto, este receptor pode ndo estar presente em todas as
estirpes de P. multocida; um estudo recente de PCR e hibridacdo de DNA descobriram que
0 gene tbpA esta presente apenas em alguns isolados clinicos das espécies bovina e ovina
(29).

Sabe-se que as proteinas de aquisicao de ferro desempenham um papel no processo
da doenca, em que mutantes sorogrupo A com proteinas exbB, exBD, tonB, ou hgbA
inativadas sdo atenuados em ratos (33). Estas proteinas fazem parte do complexo de
transporte tonB, necessaria para transportar e fornecer a energia para o sequestro de ferro, e
hgbA é uma proteina de ligacdo a hemoglobina necessaria para a aquisi¢cdo de ferro a partir

de proteinas do hospedeiro (41).

2.4.2.6 Sialidases
O é&cido sialico promove a estabilizacdo das membranas celulares, o armazenamento
de energia na forma de glicogénio ou amido e atua como mediador na adesao celular e como

receptor para bactérias e virus (24).

As sialidases ou neuramidases sdo enzimas produzidas por algumas bactérias com o
objetivo de remover o acido sialico das células hospedeiras para utiliza-lo como fonte de
carbono (31). A maioria das cepas de P. multocida produz estas enzimas. Estas enzimas
podem aumentar a viruléncia bacteriana por atuar nos receptores-chave de acolhimento ou

reduzir a eficacia de defesas do hospedeiro.

2.4.2.7 Proteinas da membrana externa (OMPS)

As proteinas de membrana agem como barreiras seletivas que impedem a entrada de

moléculas toxicas na célula, que é crucial para a sobrevivéncia de bactéria em muitos
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ambientes. Ao mesmo tempo, elas exercem varios papéis na célula bacteriana, como
absorcdo de nutrientes, transporte de moléculas, além de interagir com o tecido do
hospedeiro e com o ambiente (37).

O interesse nas OMPs é devido a suas propriedades imunogénicas, em que estudos
mostraram que uma proteina de 37 kDa apresentava protecdo baseados em primeiro lugar
sobre os resultados de radioimunoprecipitacdo utilizando soro de coelho imune, e em
segundo lugar na sua localizagdo na membrana externa (37). Uma proteina de massa
molecular semelhante (39 KDa) foi identificada no P. multocida A:3 P1059 em que a sua
expressdo foi mostrada para correlacionar com a presenca e quantidade de capsula presente
na célula (37).

Uma das principais proteinas da membrana externa de P. multocida é ompH em que
anticorpos produzidos contra esta proteina fornece alguma protecdo contra a doenca.
Recentes estudos que examinaram a capacidade de P. multocida de se ligar a proteinas da
matriz extracelular demonstraram que as bactérias podem aderir a fibronectina e colageno
de tipo IX. As proteinas identificadas como possiveis adesinas incluem ompA, oma87,
Pm1069 e as proteinas relacionadas com ferro, tbp (proteina de ligacao de transferrina) e o
receptor putativo tonB hgbA (37).

OmpA é uma proteina em formato de B-barrel, e que constitui de um canal para o
transporte de ions que foi especificamente identificado como tendo um papel direto na
adesdo. Os homologos desta proteina sdo importantes adesinas em Escherichia coli,
Haemophilus influenzae e outras bactérias. Notavelmente, recombinante P. multocida
OmpA se liga a células de rim de bovino e interage com a matriz extracelular de acolhimento

moléculas de heparina e fibronectina (37).

2.5 ANTIMICROBIANOS

Antimicrobianos sdo medicamentos que atuam causando a morte ou a inibicdo do
crescimento de microrganismos. Podem ser administrados em animais para tratar ou prevenir
a ocorréncia de doencas infecciosas e, também, como aditivos, neste caso visando melhorar
0 desempenho zootécnico de animais de producéo (38). Sdo utilizados ha mais de 70 anos
no tratamento de doencas infecciosas e 0 seu uso é benéfico e, quando administrados
corretamente, seu valor é enorme, mas alguns microrganismos podem desenvolver
resisténcia tanto a um Unico antibidtico quanto a uma associagdo deles (39).

A resisténcia aos antimicrobianos € um dos grandes problemas da medicina e da
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medicina veterinaria, e é causada basicamente pela evolucdo das bactérias, pela mutacéo
espontanea e recombinacao de genes, que criam variabilidade genética sobre a qual atua a
selecdo natural aos mais aptos (40).

A ampicilina, amoxicilina sao antibioticos B-lactamicos e possuem, no seu ndcleo
estrutural, o anel B-lactamico, que confere atividade bactericida (40). A ampicilina pertence
a classe das penicilinas e € um bactericida que atua na parede celular agindo contra bacterias
Gram positivas e Gram negativas, incluindo a P. multocida.

Ciprofloxacina é um antibiético sintético pertencente ao grupo dos quinolénicos, tem
mecanismo de acdo que inibe a DNA-girase bloqueando o metabolismo bacteriano, uma vez
que informacdes vitais ndo mais podem ser lidas a partir do cromossomo bacteriano.

Ja as tetraciclinas agem inibindo a sintese proteica dos organismos sensiveis,
impedindo a fixacdo do RNA mensageiro, para que 0S microrganismos ndo consigam se
multiplicar.

A enrofloxacina pertence ao grupo das quinolonas, que inibem a atividade da DNA
girase ou topoisomerase Il, enzima essencial a sobrevivéncia bacteriana (6). Ja a neomicina
pertence ao grupo dos aminoglicosideos, que se ligam a fracdo 30S dos ribossomos inibindo
a sintese proteica ou produzindo proteinas defeituosas (6).

Tilmicosina é pertencente aos grupo dos macrolideos, apresenta um espectro de acao
limitado, agindo em bactérias Gram positivas, micoplasma e anaerobias. Sdo denominados
de bacteriostaticos (41).

A acdo bacteriostatica ou bactericida pode ser potencializada quando ocorrer um
contato com microrganismos bastante sensiveis ou em concentragdes bem elevadas (39). No
ano de 2012 o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento proibiu em todo o
territério nacional a importacdo, fabricacdo e o0 uso das substancias antimicrobianas
espiramicina e eritromicina com finalidade de aditivo zootécnico melhorador de

desempenho na alimentacao animal (38).
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi identificar, quantificar e verificar a associacdo da
prevaléncia das lesGes de pleurisia por agentes bacteriano, por localizagdo geografica e fase
desenvolvimento dos suinos. Para tal foram avaliados 4.536 laudos anatomopatoldgicos e
bacterioldgico nas principais regides produtoras brasileiras nos anos de 2013/2014. Sendo
classificados os isolados conforme o agente (Pasteurella multocida — P. Multocida,
Haemophylus parasuis- HPS, Actinobacillus pleuropneumoniae - APP Streptococcus suis -
S. suis, e Bordetella bronchiseptica-BB), a fase de desenvolvimento dos animais e a
localizacdo regional do caso. Os dados foram submetidos a analise de frequéncia e 0s grupos
comparados pelo teste Fisher (p<0,05). Do total de laudos clinicos avaliado 10,63%
apresentaram lesdes de pleurisia. Desde total foram isolados HPS representou 55,0 %; P.
multocida 31,0%; S. suis 7,0%; APP 6,0% e BB 1,0%. Observou-se maior prevaléncia de
HPS nos estados da regido Sul, enquanto que em MG, Sudeste e Centro-Oeste obteve-se 0
mesmo resultado percentual entre os isolamentos da P. multocida e HPS. A prevaléncia da
HPS (p<0,05) ocorre na fase creche. Ja P. multocida e APP prevaleceu na fase de
crescimento e terminacdo. Devido a fase de maior prevaléncia da P. multocida, torna-se o
agente mais relevante economicamente, pois no caso do HPS ocorre uma reparacdo das
lesbes com o decorrer do tempo, ndo sendo identificado com idades mais tardias até o abate

do suino.

Termos para indexacao: Pleurisia, prevaléncia, suinos, P. multocida.
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Abstract
Identification and distribution of causative agents of pleurisy in the Brazilian
pig farming.

The objective of this study was to identify, quantify and verify the association between
prevalence of lesions and bacterial agent, state and development swine phase. For such,
4,536 pathology and bacteriology reports in the main Brazilian producing regions in the
years 2013/2014 were evaluated. The isolates were classified according to the agent
(Pasteurella multocida - P. multocida, Haemophilus parasuis - HPS, Streptococcus suis - S.
suis, Actinobacillus pleuropneumoniae - APP and Bordetella bronchiseptica - BB), stage of
development and regional location of the case. Data were subjected to frequency analysis
and the groups were compared using Fisher test (p<0,05). The observed clinical cases
showed 10.63% pleurisy lesions. Of the total isolates, HPS represented 55.0% of the total;
P. multocida 31.0%; S. suis 7.0%; APP 6.0% and BB 1.0%. The higher prevalence of HPS
was in southern states, while in MG, Southeast and Midwest there was equality between
isolations of P. multocida and HPS. The prevalence of HPS (p <0.05) was in the nursery
phase. P. multocida and APP prevailed in the growth phase and termination. Due to the phase
of higher prevalence, P. multocida becomes economically the most important agent, since
the HPS lesions are repaired over time, having low identification at later ages and slaughter
of the pig.

Index terms: pleurisy, prevalence, pigs.

Introducéo

Pleurisias sdo denominacdes dadas as aderéncias fibroticas localizadas entre as
membranas visceral e parietal do saco pleural, causados por vérias infecgdes, sendo

considerado uma sindrome multifatorial, com agravo para os fatores de riscos como
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densidade, mistura de lotes, origem e procedéncia dos suinos. Estas lesdes estdo entre as
alteracOes patologicas mais frequentemente encontradas em abates de suinos (Lopez et al.,
2007). A inflamagdo da pleura também pode ser causada por irritacdes fisicas, tais como
tumores ou abscessos, mas estes Sdo raros em suinos no abate.

Os animais quando destinados ao abate, que s&o identificados com lesGes de pleurisia
séo desviados da linha para avaliagdo mais detalhada pelo Servigo de Inspecdo Federal,
podendo receber aproveitamento condicional ou mesmo ter a carcacga totalmente condenada.
As carcacas que apresentam alteragdes com repercussdo no seu estado geral, devem ser
condenadas e as carcacas com lesdes localizadas, sem afetar o estado geral da carcaca, sdo
destinadas ao aproveitamento condicional, com tratamento pelo calor, apds a condenacao
das areas atingidas e devidamente carimbadas para a identificacdo (Brasil 2014). Estima-se
que as perdas econbémicas na cadeia suina brasileira, com pneumonias, pleurisias e
aderéncias sejam de R$ 216 milhdes anuais, e destes, um quinto seja ocasionado pela P.
multocida, o que resulta aproximadamente em 43 milhdes anuais (Morés, 2006).

Entre os principais agentes bacterianos causadores da pleurisia, destacam-se o
Haemophilus parasuis (HPS), a Pasteurella multocida (P. multocida), o Actinobacillus
pleuropneumoniae (APP), o Streptococcus suis (S. suis) e a Bordetella bronchiseptica (BB)
que podem causar uma pleurisia fibrinosa aguda com ou sem pneumonia e sendo
identificados como possiveis fatores de risco (Cleveland et al., 2002).

O diagnéstico de pleurisia em suinos € bastante dificil, pois geralmente os disturbios
patoldgicos do sistema respiratorio apresentam-se sem sinais clinicos, podendo evoluir para
0 Obito ou apresentar uma melhora com a permanéncia da leséo de pleurisia visivel somente
no abate (Andreasen et al., 2001). Nas observacGes de necropsias e em avaliacdo
anatomopatologica do pulmao, verifica-se uma pleurisia fibrinosa crénica, com aderéncia

interlobular. Esta caracteristica identifica a lesdo, mas ndo o agente, pois ha varios agentes



32

bacterianos e virais envolvidos ou a coexisténcia deles na mesma leséo (Augustin et al.,
2008).

Compreender os fatores de riscos e os sinais clinicos nos suinos vivos com pleurisia
permitem uma maior eficacia e uma segmentacdo oportuna de medidas de controle, pois
muitas vezes a doenga € apenas aparente em abate (Augustin et al., 2008).

Neste sentido o presente estudo objetiva avaliar a prevaléncia dos agentes
bacterianos causadores da lesdo pleuritica de acordo com a fase de desenvolvimento do
animal, bem como a distribuicdo geogréafica nos estados com maior concentracao suina no
Brasil. Com isto, podemos prever com mais assertividade a ocorréncia e, definir técnicas de
manejo, para prevenir a incidéncia desses agentes, ou mesmo tratar mais precocemente e

com drogas especificas.

Material e Métodos

As amostras foram coletadas de 4536 animais abatidos de granjas de suinos integrados
com agroindustrias ou cooperativas e de produtores independentes dos estados de Santa
Catarina, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Parana, regido Sudeste (Sdo Paulo, Espirito
Santo e Rio de Janeiro) e Centro Oeste (Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias) que
apresentavam sintomatologia respiratoria, nervosa e febre, foi realizado a necropsia e
coletados os pulmdes e por¢des fibrindticas de pleura. Apos a coleta, o material foi
identificado, com informacdes da idade do animal e sua procedéncia, a sintomatologia e 0s
possiveis exames a serem realizados.

O material foi devidamente embalado em caixas de isopor com gelo, e enviado ao
laboratdrio Microvet (Vigosa-MG) onde foi realizada uma avaliacdo anatomopatoldgica dos

Orgdos. Apos, estes materiais foram processados, realizando-se coletas com swabs de
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porcBes das areas afetadas, e inoculadas parte em meios de Agar Sangue e MacConkey
(incubados a 37° em aerobiose por 24 a 48hs) e também somente em Agar Sangue, onde foi
cruzada uma linha de semeadura de Staphylococcus aureus (incubadas em jarra em presenca
de CO2a 37°, 48 hs), visando o isolamento das principais bactérias causadoras de problemas
respiratorios. As bactérias isoladas foram identificadas através do aspecto das coldnias,
presenca de hemolise, crescimento em MacConkey, coloracdo por Gram, satelitismo em
presenca de S. aureus. A partir da caracterizacdo dos isolamentos, realizou-se a descri¢ao
dos resultados em laudos de diagndsticos, sendo identificados os agente causadores da
pleurisia (HPS, P. multocida, APP, S. suis ou BB).

A partir do total de exames, os dados foram agrupados e selecionados os que
apresentavam lesdes de pleurisia. Destes, foram reagrupados os agentes isolados de acordo
com a localizacdo geografica por estado e/ou regido do Brasil e por fase de vida do animal.
Calculou-se o indice de ocorréncia da pleurisia por estado conforme equacao abaixo.

(n.2 amostra com pleurisia)
1= * 100
n.%laudos por estado

Para a classificacdo dos suinos em relacéo a fase de vida do animal foi realizada a
distribuicdo conforme a idade dos mesmos, sendo classificado em 3 fases: dos 30 aos 70 dias
compreende a fase de creche, dos 80 aos 120 dias a fase de crescimento e dos 130 aos 180
dias, a fase de terminagéo.

Todos os dados obtidos através destes laudos foram submetidos a analise de frequéncia
e para verificar se havia relacdo entre a prevaléncia da pleurisia com os estados e a fase de
desenvolvimento, os dados foram analisados e comparados pelo teste de Fisher (p<0,05)

com o auxilio do programa SPSS (2014) e apresentado na forma de tabelas e gréaficos.
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Resultados e Discussao

Do total de 4536 exames observado de suinos, a pleurisia apresentou um indice médio
de 10,63% do total de laudos analisados no laboratorio de microbiologia. Quando analisados
o0 indice por estado e/ou regido observamos que este indice altera consideravelmente. O
estado de SC apresentou um indice de 17,86% de ocorréncia, ou seja, das doencas
observados no estado 946 amostras 169 foram causado por pleurisia. Mores, 2006 avaliou
150 amostras de um frigorifico no estado de SC e observou um percentual de 12,7% de
pleurisia, ou seja, demostrando que este indice é elevado. O estado do RS, também
apresentou um indice elevado de 14,09%. J& o estado de MG, PR e a regido Sudeste e Centro
Oeste apresentaram um percentual de 8,36 %, 6,88 %, 7,11 % e 7,09 % respectivamente.

Tabela 1. Ocorréncia de Pleurisia por Estados no Brasil. UPF/RS, 2016.

Estado N® Exames com N® Exames por indice Pleurisia Estado™
Pleurisia Estado
SC 169 946 17,86
MG 122 1459 8,36
RS 83 589 14,09
PR 47 683 6,88
Sudeste 32 450 7,11
Centro Oeste 29 409 7,09
TOTAL 482 4536 X =10,63

* Representa a taxa de amostras com pleurisia do estado ou regido em relacéo ao total de
amostras com pleurisia.

Das pleurisias, foram identificadas cinco bactérias causadoras destas patologia, sendo
55,0% (263 amostras) correspondendo a HPS, seguido da P. multocida com 31% (150
amostras), APP com 7% (36 amostras), S. suis com 6% (29 amostras) e BB com 1% (4
amostras), conforme Figura 02. Dentre os patdgenos causadores das pleurisias 0 HPS e a P.
multocida sdo 0s agentes com maior prevaléncia, representando juntos, 86% das amostras,
0 que indica a necessidade de uma avaliacdo destas doencas, principalmente para se fazer

indicacdes terapéuticas de programas vacinais ou pulsos medicamentosos.
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Agentes Causadores de Pleurisias

—— HPS -53%

P prultocida - 31%
APP -T%

5 sy - 6%

m— BB - 1%

Figura 2. Prevaléncia dos agentes causadores de pleurisia no Brasil, HPS; P. multocida;
APP; S. suis e BB. UPF/RS 2016,

Comparando a frequéncia da pleurisia com os estados de ocorréncia, observamos que
houve diferenca significativa (p<0,05) no percentual da prevaléncia dos agentes patdgenos
por regido para HPS e P. multocida, ou seja, dependendo da regido o HPS e P. multocida
apresentam maior ou menor incidéncia. Para HPS observamos maior prevaléncia no estado
do PR com 74,5% seguindo de SC com 61,5%, regido Sudeste com incidéncia de 46,9%,
MG com 43,8% e com menor incidéncia a regido Centro Oeste com 37,9%.

Para P. multocida observamos maior incidéncia na regido Sudeste com percentual de
53,1%, seguido do estado de MG com 40,5%; regido Centro Oeste com 37,9%; RS com
31,3% e com menor incidéncia os estados de PR e SC com percentual de 21,30% para ambos.

Ja para APP, S. suis, e BB ndo houve diferenca significativa (p>0,05) ou seja,
ocorréncia do patégeno ndo apresentou relevancia com a regido. Observamos que o APP
apresentou percentuais de 10,3 %, 9,1%, 2,1%, 7,2 % e 8,9% na regido Centro Oeste e
estados de MG, PR, RS e SC respectivamente, ndo sendo isolada nas regido Sudeste.

O S. suis apresentou ocorréncia em todos as regides com percentuais de 10,3%, 5,8%,

2,1% e 7,2% e na regido Centro Oeste e o0s estados de MG, PR; RS, SC, respectivamente,
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ndo apresentado na regido Sudeste. A BB apresentou ocorréncia somente na regido Centro
Oeste e no estado de MG com percentuais de 3,4 e 0,8% respectivamente (Tabela 2).

De modo geral quando comparamos a frequéncia dos agentes com a localizacéo
regional os estados do Sul do Brasil (SC, RS e PR) e Sudeste (SP, RJ e ES) tem prevaléncia
maior de isolamentos de HPS, enquanto que nos demais estados nota-se uma igualdade em
prevaléncias de P. multocida e HPS, mantendo-se as idades de exacerbacdo de cada uma.
APP, S. suis e BB acompanham uma mesma tendéncia nas regides do pais. De acordo com
Christensen (1981), supBe-se que a variacao observada na frequéncia de pleurite cronica é
causada por alteracBes no clima ambiental. Alta frequéncia é encontrada no verdo, em
animais abatidos, que tenham sido clinicamente afetadas durante a estacdo mais fria do ano.
Fato que corrobora com os observados neste estudo. Além disso temperatura abaixo de 23
°C em animais alojados em terminacéo foram associados com o aumento do risco de pleurisia
(Fablet et al., 2012). Estes resultados concordam com os achados de estudos anteriores onde
as baixas temperaturas nominais durante a fase de crescimento e terminacGes foram
associadas com lesbes respiratorias (Madec e Josse, 1984; Stark et al., 1998). Baixas
temperaturas, abaixo do conforto limiar, influenciam na capacidade do suino para combater
bactérias a partir do trato respiratério podendo aumentar a susceptibilidade a infeccéo de
suinos (Fablet et al., 2012).

Tabela 2. Teste de Fisher Exact para prevaléncia dos agentes causadores de pleurisia por

localizacdo geografica nos estados do Brasil: HPS; P. multocida; APP; S. suis e BB. Passo
Fundo, UPF,2016.

Agente sC MG RS PR Sudeste %g‘;{:
HPS 6150%  4380%  5420%  7450%  46,90% 37,90% *
P.multocida 21,30%  40,50%  31,30%  21,30%  53,10% 37,90% *
APP 890%  9,10%  7.20%  2,10%  0,00% 10,30%"
S. suis 710%  580%  7.20%  2,10%  0,00% 10,30%"
BB 120%  080%  000%  000%  000% 340%™

* p<0,05 significativo; ™ ndo significativo.
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Na avaliacdo por estado e regido observamos que a prevaléncia dos isolados por idade
houve diferenga estatistica significativa (p<0,05), ou seja, dependendo da fase de
desenvolvimento dos animais e da regido os isolados apresenta maior prevaléncia.

O estado de SC apresentou diferenca significativa (p<0,05) para associacdo dos
isolados com a fase de desenvolvimento para o HPS, P. multocida e APP. Ja as S. suis e BB
ndo apresentaram diferenca significativa. HPS a maior prevaléncia na fase de creche com
81,7% da ocorréncia, seguido de 15,4% na fase de crescimento. Para a P. multocida
observamos maior prevaléncia na fase de terminacdo com 44,4% seguido de 36,1% na fase
de crescimento e menor prevaléncia observada na fase da creche com 19,4%. Resultados
similar observado para APP com maior prevaléncia na fase de terminacdo com 53,3% e na
fase crescimento com 40% e a menor prevaléncia observado na fase creche com 6,7%. Para
S. suis e BB observamos uma frequéncia de 50% de ocorréncia na fase creche para ambas,
e de 25% e 50% na fase de crescimento, respectivamente e de 25% somente para a S. suis.

Para o estado de MG, foi observado valores significativos (p<0,05) para a prevaléncia
do HPS, P. multocida e APP. Para S. suis e BB ndo houve diferenca significativa para a
relacdo entre regido, fase e cepas. Em MG a maior prevaléncia do HPS foi na fase creche
com 83,0%, seguido da fase de crescimento e terminacdo com percentuais de 13,2 e 3,8%,
respectivamente. Ja para a P. multocida a maior incidéncia observado foi na fase de
crescimento e terminacdo com percentuais de 44,9 e 34,7% respectivamente, totalizando
79,6% e a menor incidéncia na fase creche com 20,4%.

Para o estado do RS, observamos diferenca significativa (p<0,05) para a associacao
para as cepas HPS, P. multocida e APP. HPS apresentou maior prevaléncia na fase de creche
com 82,2% seguido de 15,6 % na fase crescimento e a menor prevaléncia na fase de
terminacdo com 2,2%. J& P. multocida a maior prevaléncia foi observado na fase de

crescimento com 61,5% seguido de 26,9% na fase de terminacdo e com menor incidéncia
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observada na fase da creche com 11,5%. Para APP observamos maior incidéncia na fase de
terminacdo com 66,7% seguido de 16,7% de prevaléncia para as fases de creche e
crescimento. Observando a frequéncia da S. suis constatamos que ocorreu maior prevaléncia
na fase de terminacdo com 66,7% e 33,3% na fase de crescimento. J& para o0 BB néo foi
observado a ocorréncia.

No estado de PR houve diferenca significativa (p<0,05) somente para as cepas HPS e
P. multocida. O HPS apresentou maior prevaléncia na fase de creche com 80% e 20% na
fase de crescimento ndo apresentando incidéncia na fase de terminacdo. Resultados
semelhante observado para a P. multocida porem, com maior ocorréncia na fase de
crescimento com 60% e 30 % na fase creche. Ja para as cepas S. suis e APP observamos
uma frequéncia de 100% de incidéncia na fase crescimento para ambas as cepas (Tabela 03).

A regido Sudeste apresentou maior prevaléncia do HPS ocorre na fase creche com
86,7% e 13,3 % na fase de crescimento ndo sendo observado incidéncia na fase de
terminacdo. Ja para P. multocida a maior prevaléncia foi observada na fase de crescimento
com 76,5% seguido da fase de terminagcdo com 17,6% e 5,9% na fase creche. Para a S. suis
ndo foram observados valores significativo considerando a fase na regido Sudeste.

Para a regido Centro Oeste, observamos valores significativos (p<0,05) para a
prevaléncia da HPS, P. multocida e S. suis. Para HPS observamos maior prevaléncia na fase
de creche com 81,8%, seguindo da fase de crescimento e termina¢do ambas com 9,1%. Para
P. multocida observamos maior prevaléncia na fase de crescimento e terminacdo ambas com
45,5% e apenas 9,1 na fase creche. Ja para a S. suis observamos maior prevaléncia na fase
de crescimento com 100% dos casos registrados nesta fase. Para a APP e BB ndo foi
observado relacdo significativos (p<0,05) para a fase de desenvolvimento do animal. Sendo
que APP apresentou maior frequéncia na fase de terminacdo com 66,7% seguido de 33,3%

na fase de crescimento nédo apresentado prevaléncia na fase creche. Para a BB foi observado
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frequéncia de 100% na fase de terminacdo, ndo apresentado prevaléncia nas fases creche e
crescimento.

Sabendo o agente causador da lesdo baseado na idade do animal e na regido do pais,
pode-se prever com mais assertividade técnicas de manejo para prevenir a incidéncia desses
agentes, ou mesmo tratar mais precocemente e com drogas especificas em animais que
possam vir a ter essa lesdo. Também é fundamental a definicdo de critérios para avaliagéo
de lesGes identificadas em frigorifico, podendo ser liberada a carcaca sem prejuizos para o
consumo, evitando condenacdes e perdas econdmicas mesmo com o animal apresentando
lesGes.

Tabela 3. Comparacgdo dos grupos quanto a prevaléncia dos agentes bacteriano por fase de

desenvolvimento estado e/ou regido brasileira: HPS; P. multocida; APP; S. suis e BB. Passo
Fundo, UPF,2016.

MG RS PR Sudeste Centro Oeste Média
Agente Fase

%

Creche’ 81,7* 83,0* 82,2* 80,0~ 86,7* 81,8* 82,57

HPS Cresc." 154 13,2 156 20,0 13,3 9,1 14,43
Term.i 2,9 38 22 00 0,0 9,1 3,00

Creche 194* 204* 11,5* 30,0* 5,9% 9,1* 16,05

P. multocida Cresc. 36,1 449 615 60,0 76,5 45,5 54,08
Term. 444 347 269 10,0 17,6 455 29,85

Creche 6,7+  91* 16,7 0,0 - 0,0m™ 8,13

APP Cresc. 40,0 18,2 16,7 100,0 - 33,3 41,64
Term. 53,3 72,7 66,7 00 - 66,7 51,88

Creche 50,0™ 286" 33,3™ 0,0™ 438" 0,0m™ 31,14

S. suis Cresc. 25,0 28,6 66,7 100,0 46,9 100,0 61,20
Term. 250 429 00 0,0 9,4 0,0 12,88

Creche 50,0™ 100,0™ - - - 0,0m™ 50,00

BB Cresc. 50,0 0,0 - - - 0,0 16,67
Term. 0,0 0,0 - - - 100,0 33,33

* p<0,05 significancia; ™ ndo significativo. ' Creche de 30 a 70 dias; " Crescimento de 80 a
120 dias; " Terminacdo de 130 a 180 dias;

De modo geral comparando a frequéncia da fase de desenvolvimento dos animais
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com os isolados, observamos que na fase de creche o HPS predomina com percentuais de
82,57% de prevaléncia do total diagnostico com pleurisia. Segundo Sorensen (2006), pode
ocorrer uma reparacgéo de lesdes fibrosas pleurais ao longo do processo com uma duragao de
pelo menos um més e ndo apresentando lesdes, até 0 momento do abate. O que minimiza a
importancia do HPS em pleurisia no abate pois as lesdes pulmonares podem progredir e
regredir ao longo da vida dos suinos, podendo estar resolvidas no momento do abate
(NOYES et al., 1987. MEYNS et al., 2011). A Doenca de Gl&sser ocorre tipicamente a uma
idade de 8-10 semanas, e tem tempo suficiente para serem resolvidas antes do abate
(MOUSING, J. 1990). Fato observado neste estudo, porem associando somente a cepa HPS
como agente causadores da doenca nesta fase de desenvolvimento.

Ja para a P. multocida foi observado maior ocorréncia na fase de crescimento e
terminacdo com percentuais de 54,08% e 29,85%, correspondendo a 83,93% dos casos
nestas fases. Comportamento similar observado para a APP com maior prevaléncia na fase
de crescimento e terminacdo com percentuais de 41,64 e 51,88% respectivamente, assim
representando 93,52% de ocorréncia na fase crescimento e terminacdo (Tabela 03). Ja a S.
suis apresentou-se de forma esporadica, com maior frequéncia na fase creche e crescimento
com percentuais de 31,14 % e 61,20%. Por Gltimo a BB apresentando percentuais 50%,
16,7% e 33,33%.

Conclusoes

Na suinocultura, as doencas respiratérias tem grande impacto econdmico, devido a
perdas em conversdo alimentar, mortalidades, gastos com medicamentos e condenacdes de
carcacas em frigorificos, entre outros. Um recurso valioso para os suinocultores sdo
informagdes geradas ante mortem com o0s sinais clinicos e no post mortem com avaliacdes
em carcacas de frigorificos que demonstrem com um conjunto de dados as informacGes sobre

a prevaléncia da lesdes de pleurisia.
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Neste estudo, a partir da dados coletados de casos clinicos de diversos estados
brasileiros, é um potencial para futuros pesquisas em diferentes aspectos da patologia em
suinos, além de propiciar indicacbes 0 melhoramento de indices zootécnicos. Pode ser de
grande valia para produtores e veterinarios de suinos no planejamento de investigacfes de
diagnostico de pleurisia, visto que os dados foram obtidos de uma prevaléncia de 10,63% no
total de exames, com destaque para os estados de SC e PR que apresentaram 0s maiores
percentuais de ocorréncia (17,86% e 14,09%).

Ressaltamos a importancia da avaliacdo dos sinais clinicos juntamente com a idade
de ocorréncia, pois cada agente envolvido tem sua atuacdo em diferentes fases de vida do
animal, devido também a imunidade materna que influencia na ocorréncia da patologia.
Conforme o observado neste estudo o HPS tem a prevaléncia na fase creche com 82,57% P.
multocida e APP na fase de crescimento e terminacdo com 83,93% e 93,52%. J4 0 S. suis e
BB independe da fase.

Verificamos que houve maior prevaléncia do HPS em regi6es do sul do Brasil onde
predominam temperaturas mais baixas se comparadas a outros estados do Brasil. J& em
regides de clima mais quentes, houve uma similaridade entre a os isolados de P. multocida

na fase de crescimento e terminagédo e HPS na fase creche.
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INTRODUCAO

As doengas respiratéria na suinocultura brasileira vem causando perdas econdmicas
substanciais na producéo intensiva de suinos (1-2). Principalmente devido as lesdes causada pela
pleurisias que vem aumentando a ocorréncia nos animais de terminagéo e no abate. Essas perdas
refletem para o produtor e para os frigorificos. Os animais acometidos com pleurisias geralmente
necessitam de um tempo maior para estarem prontos ao abate, causando perdas econémicas para
o produtor. Ja nos abatedouros, as carcagas com pleurisias, sdo desviadas da linha e direcionadas
ao DIF (Departamento de Inspecao Federal), que analisa os érgaos envolvidos e destina a carcaca.
O critério sanitario, conforme a Portaria n° 914, de 12 de setembro de 2014 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, do Diario Oficial da Unido (DOU) de 15/09/2014, em seu Art.
376, dispondo sobre os processos inflamatérios das serosas, carcagas que apresentem alteracbes
com repercussao no estado geral, deve ser condenada e as carcagas com lesdes localizadas, sem
repercussdo no estado geral da carcaga, sao destinadas ao aproveitamento condicional, com
tratamento pelo calor.

Pleurisias, sdo aderéncias fibrinosos ou fibrosas entre os lobos pulmonares (pleurisia visceral)
e entre pulmdes e a parede externa (pleurisia parietal). O inicio da doenga geralmente é repentino,
sendo que alguns animais podem morrer sem demonstrar sinais clinicos, porem geralmente estéo
associados como tosse e letargia sdo considerados como indicativos, mas nao especifico de
pleurisias (3). Sendo multifactoriais resultante da interacgdo de varios agentes infecciosos, factores
do hospedeiro e as condigdes ambientais e seu diagndstico, monitorizagéo e controlo (2).

Os principais agentes causadores da pleurisia sdo Haemophilus parasuis (HPS); Pasteurella
multocida (P. multocida); Actinobacillus pleuropneumoniae (APP); Streptococcus suis (S. suis) e
Bordetella bronchiseptica (BB) (4).

Entre as P. multocida encontrados em carcagas desviadas ao DIF, destaca-se a P.
multocida tipo D que causa nédulos de tecido necrotico fibrinopurulento, normalmente de coloragéo
amarelo creme, envoltos por uma capsula fibrosa espessa, com ou sem envolvimento de pleura ou
a P. multocida tipo A que apresenta nédulos de hepatizagao do parénquima pulmonar, com ou sem
necrose, com exsudagdo mucopurulenta nos brénquios e bronquiolos e deposi¢ao de fibrina sobre
a pleura visceral (5). Estima-se que as perdas econbdmicas na cadeia suina brasileira, com
pneumonias, pleurisias e aderéncias sejam de R$ 216 milhées anuais, e destes, um quinto seja
ocasionado pela P. multocida, o que resulta aproximadamente em 43 milhdes anuais (6).

A P. multocida € um agente que faz parte da microbiota comensal do trato respiratério superior
do suino e que algumas cepas estdo relacionadas com a rinite atréfica dos suinos e outras com
pneumonias e pleurites. E possivel que a alta diversidade genética entre isolados de P. multocida
associados a doengas respiratérias dos suinos possa influenciar na patogenicidade do agente (5).
Nos rebanhos brasileiros de suinos, ja ha evidencia da presenga de diferentes perfis patogénicos
da P. multocida no campo, com cepas geneticamente diferentes podendo ser uma das razdes para
a particular importancia da doencga no pais e as dificuldades encontradas para o seu controle (7).

Atualmente o controle para essas patologias respiratérias e a imunizagdo com vacinas e/ou
uso de antibidticos contra os principais patégenos. Autores como Straw 1992 (8) recomenda que
antes de optar por um deste métodos de controle (vacinagédo e/ou uso de antibiéticos) deve-se fazer
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um antibiograma prévio, ou a sorotipagem da bactéria para verificar se a vacina com o antibiético
ira funcionar, e assim garantir que nao ocorre a quebra de sensibilidade do controle. Além disso
novos trabalhos estdo mostrando uma interagéo entre o efeito da genética do animal em relagéo a
resposta vacinal (9).

Neste sentido o presente trabalho tem como objetivo a identificacdo de P. multocida que
ocasionam pleurisias, selecionados de diversos estados no Brasil, a fim de avaliar as diferengas
entre os sorotipos P. multocida A e D, bem como a diversidade dentro do mesmo estado ou regido
€ a avaliagao da resisténcia e sensibilidade antimicrobiana da mesma.

MATERIAL E METODOS

Entre os anos de 2013 e 2014 foram selecionadas ao acaso trinta e seis amostras (n=36) da
P. multocida A e D de um total de 482 amostras isoladas de pleurisia de suinos com idade entre 60
e 180 dias. As amostras foram selecionadas baseadas nos seguintes critérios: 18 amostras do tipo
capsular A e 18 amostras do tipo D, visando abranger as principais regides produtores do Brasil
foram distribuidas levando em consideragao os estado de Santa Catarina, Minas Gerais, Rio Grande
do Sul, Parana, Regido Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias) e Regido Sudeste
(Sao Paulo e Espirito Santo) sendo igualmente amostrada 3 do tipo A e 3 do tipo D por estado.
Nestas foram realizados os testes de sensibilidade aos antibidticos (resisténcia aos
antimicrobianos).

Cultura bacteriana

Para este estudo foram utilizados isolados recuperados de casos clinicos de animais doentes
pelo laboratério da empresa MICROVET (Microbiologia Veterinaria Especial Ltda — Vigosa/MG) que
gentilmente cedeu as amostras para esta pesquisa. Os isolados foram previamente identificados e
classificados por testes bioquimicos neste laboratério. Foi realizada a cultura das bactérias em 2 ml
de meio BHI durante 24 horas a temperatura de 37°C.

Extracdo e amplificacdo do DNA

O DNA foi extraido utilizando o Kit Wizard Genomic DNA purification Kit (Promega,
Wisconsin, Estados unidos) seguindo as recomendagdes do fabricante.

A amplificagdo do DNA (PCR) foi realizada num volume final de 25ul, contendo 12,5 ul de
GoTaq Master Mix, 2,5 ul de Box AIR primer (10) (5" CTACGGCAAGGCGACGCTGACG - 3"), 5 ul
de DNA e agua ultra pura q.s.p.

PCR

Na realizacdo da PCR utilizou-se o termociclador marca Biorad T100 Thermal Cycler com
ciclos sucessivos iniciando com um ciclo de 3 minutos a temperatura 94°C para a desnaturagao da
dupla fita do DNA genémico para que permanecesse aberto, seguido de 35 ciclos sucessivos de
30 segundos a 94°C (desnaturagéo do DNA), 1:30 minutos de 52°C (anelamento) e 8:00 minutos
a 72°C (extensao do primer) para hibridizacdo dos iniciadores, e a sintese ou extenséo da fita
complementar, finalizando com um ciclo de 8 minutos a uma temperatura de 72°C para a extenséo.

O produto amplificado foi analisado num gel de agarose 2,0% com brometo de etidio (na
seguinte diluigdo: 350 ml de H20 de osmose, 7,2g de agarose e 4ul de brometo de etidio) e
registrado por um sistema de captagdo de imagem e visualizado com luz ultravioleta. Padrdes de
bandas foram avaliados visualmente e sob um cédigo numérico, sem haver nenhum conhecimento
dos resultados de sorotipagem ou dados epidemiolégicos.

Resisténcia aos antimicrobianos

As culturas bacterianas foram semeadas em Agar Muller Hinton10, incubadas por 24 h e
testadas pela técnica de disco-difusdo (6) frente aos seguintes principios ativos: Amoxilina;
Ampicilina; Ciprofloxacina; Enrofloxacina; Florfenicol; Norfloxacina; Penicilina; Tetraciclina e
Tilmicosina.

Para tanto, as P. multocida em colbnias puras foram incubadas em caldo BHI1a 36 +1°C
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por 16 a 18 h. Uma suspenséao equivalente a escala 0,5 de MacFarland4 foi obtida por diluicdo em
caldo BHI1 e utilizada para inoculagao das bactérias-teste em Agar MuellerHinton10.

Apés incubacao a 36 £ 1°C por 16 a 18 h foi realizada a leitura e interpretagcado dos halos de
inibicado conforme tabela especifica. Utilizou-se o critério para multirresisténcia aos farmacos do
National Antimicrobial Resistance Monitoring System (11) que cita multirresisténcia como a
resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos e também por fenétipos especificos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na visualizagcdo das trinta e seis (36) reagdes de PCR, numerada e ordenada de acordo
com o sorotipo capsular A e D, de 3 em 3 por estado do pais, observamos a migragao das bandas
na eletroforese.

Na Figura 1 observamos amostras de P. multocida A, em que coletas de SC (colunas 01,
02 e 03) apresentaram 3 perfil (P1; P2 e P3). Observou-se que a amostra P1 apresentou banda
inicial na faixa 4,0 kb seguindo para 2,0 kb, 1,0 kb diluindo até 200 pb. Ja o P2 apresentou bandas
com 4,0 kb, 1,0 kb e 200 pb. O P3 iniciou sua banda em 1,0 kb, 750 pb, 500 pb, 250 pb e 200 pb.
(Tabela 04). Para o estado de Minas Gerais (colunas 04, 05 e 06), observou-se trés perfis distinto,
sendo dois perfil também foram observados no estado de SC (P2 e P3) e P4 que iniciou a banda
em 1,5 kb e continuando corrida até de 200 pb. Para amostras do Rio Grande do Sul (07, 08 e 09),
observou-se perfis idénticos com o estado de SC (P1 e P3) e um perfil novo P5 iniciando banda em
3,0 kb, 2,5 kb e 1,5 kb e finalizando com 300 e 200pb. Resultado semelhante observado para as
amostras do Parand, com dois perfil idéntico aos de SC (P1 e P2) e um perfil distinto P6 com uma
banda forte nos 3,0 kb até 750 pb e outra aos 200 pb no final (Tabela 04). As amostras da regido
SUD, (13, 14 e 15) observou-se trés perfis diferentes, sendo P7 com banda inicial em 3,0 kb, 2,0 kb,
1,0 kb, 750 pb, 500 pb, 250 pb e 200 pb. O P8 inicia com banda em 3,0 kb depois no meio com 1,0
kb, 750 pb, 500 pb, 250 pb e 200 pb. Ja o P9 inicia em 2,0 kb, 1,0 kb no meio 750 pb e no final da
corrida em 200 pb (Tabela 04). Os perfis observado na regido Centro Oeste, foram idénticos ao P7
observado na regido SUD.

De modo geral os perfil observado no estado de SC, foram observados também nos estados
de MG, RS e PR. Ja a regido SUD apresentou trés perfil distinto, sendo o P7 também observado na
regido Centro-Oeste (MS, MT e GO). Porem para a maioria dos estados observamos diferengas na
migracdes sugerindo uma diversidade acentuada, com heterogeneidade genética entre cepas e com
estirpes de perfis diferentes observados nestes estados do Brasil, conforme Figura 03.

Na segunda fotografia, temos amostras de P. multocida D, em que foi observado 8 perfil de
bandas distribuidas pelos estados e/ou regides. Nas colunas 19, 20 e 21 coletas em SC (Figura 04),
observamos dois perfis P1 com uma banda muito forte no inicio com 2,0 kb, depois em 1,0 kb e com
corrida até 200pb. Ja o P2 iniciou em 2,0 kb depois em 750 pb com corrida até 200 bp (Tabela 05).
Para MG, observamos dois perfil também P3 e P4, sendo que P3 inicia banda em 4,0 kb, 2,5 kb,
2,0 kb, 1,5 kb, 1,0 kb e finalizando em 250pb. Ja para o P4 a banda iniciou em 2,0 kb, 1,0 kb com
corrida até 200 pb. Para amostras do Rio Grande do Sul (nUmeros 25, 26 e 27) observou-se
diferengas muito significativas entre as 3 amostras com trés perfil distintos (P4, P5 e P6), sendo que
o P4 também observado no estado de MG. Ja o P5 iniciou a banda com 2,5 kb, 250 pb e final da
corrida em 200 pb. Para o P6 iniciou em 1,0 kb com corrida até 200 pb (Tabela 05).Parana,
apresentou trés perfis distinto sendo que P2 e P4 também observados nos estados de SC e MG.
Apresentando um perfil novo P7 iniciando banda aos 2,0 kb e 250 pb. Das amostras da regiao SUD,
numeros 31, 32 e 33 observou-se dois perfil sendo P4 também observado em MG e P8 com banda
bem mais forte na por¢do média da coluna 2,0 kb, 1,0 kb e finalizando com 200 pb. A regido Centro
Oeste apresentou somente um perfil P4 também observado no estado de MG e SUD.

Portanto, para amostras de P. multocida D selecionadas de SC e PR verificamos
similaridade entre padréo de bandas indicando uma proximidade entre amostras com o perfil P2
observada em ambos os estados. Ja para a regido de MG, RS, PR, SUD e regiao Centro Oeste
verificamos que o perfil P4 foram incomum para todas os estados, com destaque para a regiéo
Centro-oeste apresentando somente um perfil P4.

De modo geral a distribuigdo e prevaléncia de cepas multirresistentes de P. multocida de
suinos e a associagao destas cepas com doengas graves sugerem que mais atengao deve ser dada
para a utilizagdo prudente de agentes antimicrobianos e a vacinagao (11). Surtos territoriais de
infecgdes respiratorias podem variar consideravelmente de regido para regiao e ao longo do tempo
em uma determinada regiao.

Analisando a suscetibilidade antimicrobiana das amostras de P. multocida A e P. multocida
D em relagao aos principais antibiéticos, observamos que a frequéncia altera-se consideravelmente
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dependendo da amostra de P. multocida em que obsertivemos respostas diferentes ao tratamento
com antibiéticos (Tabela 06).

A Amoxicilina apresentou para a P. multocida A uma sensibilidade de 88,9% em relagéo ao
antibiotico e de 100% para P. multocida D. Ja para a Ampicilina observamos que a P. multocida A
apresentou 77,8% e para a Past. D o percentual foi de 88,9% de sensibilidade.

A Ciprofloxacina apresentou baixos percentuais de sensibilidade com apenas 44,4% na P.
multocida A e de 50% para a P. multocida D. Sendo que apresentou um percentual intermediario de
38,9% e 27,8%, e uma resisténcia consideravel de 16,7% e 22,2% para P. multocida A e D,
respectivamente.

Resultado similar observado para o Enrofloxacina com percentuais de 44,4% e 38,9% de
sensibilidade para P. multocida A e D, sensibilidade parcial de 27,8% e 33,3% e resisténcia de
27,8% para ambas as P. multocida. (Tabela 06).

Para Florfenicol observamos uma acentuada eficiéncia entre as P. multocida, sendo que a P.
multocida A foi sensivel a 94,4% e a P. multocida D com percentuais de 50% em relacéo ao
antibidticos utilizado. Porém nao apresentou resisténcia para nenhuma das cepas, somente
sensibilidade parcial com percentuais de 5,6% e 50% para ambas as cepas (Tabela 07).

A P. multocida D mostrou-se ser mais sensivel em relagao a Norfloxacina com percentual de
66,7% e para a Past. A 55,6%. Ambas as cepas responderam com 22,2% de sensibilidade parcial
e com resisténcia de 22,2% para P. multocida A e de 11,1% para a P. multocida D.

A Penicilina obteve uma frequéncia para a sensibilidade da P. multocida A e D de 50% e
55,6% e de 44,4% e 55,6% de sensibilidade parcial, respectivamente. Somente a P. multocida A
apresentou um resisténcia de 5,6 em relagdo ao uso da penicilina (Tabela 07).

Para a Tetraciclina a P. multocida A mostrou-se ser mais sensivel com percentuais de 61,1%,
27,8% de sensibilidade parcial e de 11,11% resistente. J& a P. multocida D apresentou um
percentual muito baixo com apenas 38,9% de sensibilidade, 27,8% de sensibilidade parcial e com
33,3% de resisténcia (Tabela 06).

Por sua vez o Tilmicosina mostrou-se ser o mais eficiente em relagdo a P. multocida A
com100% de sensibilidade e a P. multocida D com 94,4%. Porem a P. multocida D apresentou um
baixo percentual de resisténcia com 5,6% (Tabela 06).

Analisando a frequéncia da sensibilidade antimicrobiana por perfil observamos que o
percentual de sensibilidade e resisténcia dependendo da sorologia e o perfil (Tabela 07 e 08). A
Amoxicilina apresentou excelente percentuais para quase todas os perfil com 100% de sensibilidade
para ambas as P. multocida, somente o perfil de P1 e P2 apresentaram percentual de resisténcia
somente para a Past. A com 33,3% de resisténcia bacteriana (tabela 04 e 05) Resultado similar
observado para a Ampicilina com excelente percentuais de sensibilidade exceto para P1 e P2, sendo
que P1 apresentou resisténcia de 33,3 para P. multocida A e D, e o P2 apresentou resisténcia a P.
multocida D (50,0%).

Ja para Ciprofloxacina e Enrofloxacina apresentaram percentuais elevados para a resisténcia
da bacteriana em quase todos os perfis. Somente o perfil P5 para o isolado P. multocida A e P7
para a P. multocida D apresentaram uma eficacia de 100% (tabela 07 e Tabela 08).

De outro lado o Florfenicol apresentou percentuais excelentes para a sensibilidade
antimicrobiana para todos os estados, com 100% de sensibilidade para quase todas as regides,
somente P2 apresentou 66,7% de Sensibilidade para ambas as P. multocida A e D, porém nao
apresentou percentuais de resisténcia.

O Norfloxacina apresentou 100% de sensibilidade para a P. multocida A e D para todos os
perfil, somente o P3 apresentou resisténcia elevada de 66,7% e 50% para P. multocida A e D,
respectivamente.

Para a Penicilina observamos resultados satisfatério de sensibilidade somente para os perfil
P5, P6 e P9 na P. multocida A. Para a P. multocida D apresentou 100% de sensibilidade somente
para o perfil P2, P5 e P7.

O antibiético Tetraciclina apresentou um percentual de resisténcia principalmente para os
perfil P1, P2 e P7 para a P. multocida A, porem apresentou excelente percentuais de sensibilidade
para os perfil P5 e P7 para a P. multocida. D, com 100% de sensibilidade.

Por ultimo o Tilmicosina com percentuais de 100% de sensibilidade da P. multocida A para
todos os perfil. Apenas a P. multocida D para o perfil P2 apresentou 50% de resisténcia da atividade
microbiana.

De modo geral todas as amostras de P. multocida apresentaram alguma sensibilidade em
relacdo aos antibidticos Amoxicilina, Ampicilina, Ciprofloxacina, Enrofloxacina, Enrofloxacina,
Florfenicol, Norfloxacina, Penicilina, Tetraciclina e Tilmicosina.

Porém, no ranqueamento distinto em relagdo ao teste de sensibilidade microbiana das
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amostras de P. multocida A e D. A P. multocida A obteve ranqueamento ordenado por: Tilmicosina,
Florfenicol, Amoxicilina, Ampicilina, Tetraciclina, Norfloxacina, Penicilina, Ciprofloxacina e
Enrofloxacina. Ja para as P. multocida D o ranqueamento foi ordenado por: Amoxicilina, Tilmicosina,
Ampicilina, Norfloxacina, Ciprofloxacina, Florfenicol, Penicilina, Enrofloxacina e Tetraciclina. De
modo geral Tilmicosina e Amoxicilina apresentaram melhores resultados, indicando uma opgao mais
assertiva no tratamento da P. multocida para ambas.

Em relacao a eficiéncia dos antibiéticos por regides observamos que os estado de SC, RS
e principalmente o estado de PR, obtiveram consideravel percentuais de resisténcia seja pela P.
multocida A e/ou D. Provavelmente tal fato deve ativer da criagao extensiva de décadas, utilizando-
se basicamente os mesmo principios de tratamento.

CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho s&o indicativos de alta disparidade entre perfis de P. multocida
no territdério brasileiro, existindo significativa diversidade genética entre cepas de P. multocida A e
P. multocida D e mesmo dentro do mesmo tipo capsular, a nivel de estado e entre estados do Brasil,
0 que proporciona sensibilidades distintas entre os antibidticos. A priori o presente estudo traz
informacdes capaz de nortear as medidas emergéncias, porém ainda seria recomendavel a coleta
de materiais e analise bacteriana, para que se permita um decis@o correta sobre qual estratégia a
ser adotada.
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 2,0% corado com brometo de etidio. Produto da
amplificagdo do DNA de P. multocida A. Canaletas “M” do marcador labda leader 1kb, nas 1, 2
e 3 sdo de Santa Catarina; 4, 5 e 6 de Minas Gerais; 7, 8 e 9 do Rio Grande do Sul; 10, 11 e 12 do
Parana; 13, 14 e 15 dos estados de Sao Paulo e Espirito Santo; 16, 17 e 18 dos estados do Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias.

Tabela 4. Dados referentes a investigagao epidemioldgica para pesquisa de P. multocida, A em
diferentes Estados - Brasil, 2013/2014.

Bp SCNs MG NS RS NS PR NS SUD NS C-OE*

4,0 Kb X X X X X X

3,0 KB X X X X X X X

2,5kb X

2,0kb X X X X X X X X X X

1,5 KB X X X

1,0 kb X X X X X X X X X X X X X X X X X

750ph X X X X X X X X X X X X X X X X X

500pp X X X X X X X X X X X X X X X X

250pp X X X X X X X X X X X X X X X X
<200pb X X X X X X X X X X X X X X X X X

Perfl P1 P2 P3 P2 P4 P3 P3 P5 P1 P6 P1 P2 P7 P8 P9 P7 P7 P7
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 2,0% corado com brometo de etidio. Produto da
amplificagdo do DNA de P. multocida D. Canaletas “M” do marcador labda leader 1kb, nas 19, 20 e
21 sdo de Santa Catarina; 22, 23 e 24 de Minas Gerais; 25, 26 e 27 do Rio Grande do Sul; 28, 29 e
30 do Parana; 31, 32 e 33 dos estados de Sao Paulo e Espirito Santo; 34, 35 e 36 dos estados do
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias.

Tabela 5. Dados referentes a investigagao epidemioldgica para pesquisa de P. multocida,D em
diferentes Estados - Brasil, 2013/2014.

Bp SC s MG Ns RS Ns PR NS SUD s C-OE*
4,0 Kb
3,0 KB
2,5 kb
2,0 kb
1,5 KB
1,0 kb
750 pb
500 pb
250 pb
<200 pb X
Perfl P1 P2 P1 P3 P4 P4 P5 P6 P4 P4 P2 P7 P8 P4 P4 P4 P4 P4

X

x
X
x
X
X
X
X
X
X
X
x
X
x
x
X

X X X X

X X X X
X X X X
X X X X
X X X X

X

X X X X X
X X X X
X X X X X
X X X X X
X X X X X
X

X X X X
X X X X X
X X X X X
X X X X X

x
x

Ns = néo significativo; * P0,05



Tabela 6. Tabela de frequéncia da sensibilidade antimicrobiana de 36 amostras de P. multocida

Antibisticos T Past. A----—-—- e Past. D--------
S P/S R S P/S R
%

Amoxicilina 88,9 - 11,1 100 - -
Ampicilina 77,8 5,6 16,7 88,9 5,6 5,6
Ciprofloxacina 44 4 38,9 16,7 50 27,8 22,2
Enrofloxacina 44 4 27,8 27,8 38,9 22,3 27,8

Florfenicol 94,4 5,6 - 50 50 -
Norfloxacina 55,6 22,2 22,2 66,7 22,2 11,1

Penicilina 50 44 4 5,6 44 4 55,6 -
Tetraciclina 61,1 27,8 11,1 38,9 27,8 22,3

Tilmicosina 100 - - 94,4 - 5,6
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Tabela 7. Frequéncia da sensibilidade antimicrobiana de P. multocida A por perfil, A’ - Amoxilina; A2
- Ampicilina; C2 - Ciprofloxacina; E* - Enrofloxacina; F5 - Florfenicol; N - Norfloxacina; P7 - Penicilina;
T8 - Tetraciclina; T° — Tilmicosina.

Perfil A/B A1 A2 c3 E4 F5 N6 P7 T8 T9
%
S 66,7 333 66,7 66,7 100 66,7 0 667 100
P1 P/S 0 333 333 0 0 333 667 333 0
R 33,3 333 0 333 0 0 333 0 0
S 66,7 333 333 333 667 333 667 337 100
P2 P/S 0 0 333 0 333 667 333 66,7 0
R 333 667 333 667 0 0 0 0 0
S 100 100 66,7 66,7 100 333 66,7 100 100
P3 P/S 0 0 333 0 0 0 333 0 0
R 0 0 0 337 0 667 0 0 0
S 100 100 0 0 100 0 100 100 100
P4 P/S 0 0 100 100 0 100 0 0 0
R 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S 100 100 100 100 100 0 100 100 100
P5 P/S 0 0 0 0 0 100 0 0 0
R 0 0 0 0 0 0
S 100 100 100 0 100 100
P6 P/S 0 0 100 100 0 100 0 100 0
R 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S 100 100 50 50 100 0 25 50 100
P7 P/S 0 0 25 25 0 75 75 25 0
R 0 0 25 25 0 25 0 25 0
S 100 100 0 0 100 100 100 100 100
P8 P/S 0 0 100 100 0 0 0 0 0
R 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S 100 100 0 0 100 100 100 0 100
P9 P/S 0 0 100 100 0 0 0 0 0
R 0 0 333 0 0 0 0 100 0

S=Senbilidade; P/S = Parcialmente sensivel; R= Resistente
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Tabela 8. Frequéncia da sensibilidade antimicrobiana de P. multocida D por perfil, A' - Amoxilina; A? -
Ampicilina; C2 - Ciprofloxacina; E* - Enrofloxacina; F® - Florfenicol; N® - Norfloxacina; P7 - Penicilina; T8
- Tetraciclina; T° — Tilmicosina.

Perfil AB A1 A2 C3 E4 F5 N6 P7 T8 T9
%
S 100 100 100 100 100 100 0 100 0
P P/S 0 0 0 0 0 0 100 0 0
R 0 0 0 0 0 0 0 0 100
S 100 50 50 0 50
P2 P/S 0 0 100 50 0 100 100 50 0
R 0 50 0 50 50 0 0 50 50
S 100 100 50 50 100 50 50 50 100
P3 P/S 0 0 0 0 0 0 50 0 0
R 0 0 50 50 0 50 0 50 0
S 100 88,9 44,4 33,3 100 66,7 56,4 33,3 100
P4 P/S 0 11,1 33,3 44,4 0 22,2 44,4 33,3 0
R 0 0 22,2 22,2 0 11,1 0 33,4 0
S 100 100 100 0 100 100 100 100 100
25 P/S 0 0 0 100 0 0 0 0 0
R 0 0 0 0 0 0 0 0
S 100 100 0 0 100 100 0 100
P6 P/S 0 0 100 0 0 0 100 100 0
R 0 0 0 100 0 0 0 0 0
S 100 100 100 100 100 100 100 0 100
P7 P/S 0 0 0 0 0 0 0 100 0
R 0 0 0 0 0 0 0 0 0

S=Senbilidade; P/S = Parcialmente sensivel; R= Resistente.
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5. CONCLUSOES

A suinocultura € uma atividade importante no Brasil e a ampliagédo de planteis esta levando
a um aumento populacional em uma mesma area, com detrimento na questdo sanitaria, levando
a um aumento das infeccdes latentes bacterianas, e nesse contexto, uma das lesdes que levam a
um aumento de morbimortalidade € a pleurisia. Apds a analise dos agentes causadores desta
leséo pode-se concluir que:

a) Das pleurisias no Brasil, a P. multocida e o0 HPS séo os mais prevalentes, em que juntos
representam 86% (31% e 55%) do total.

b) P. multocida teve maior prevaléncia na regido Sudeste (SP, RJ, ES). Para a regido do
Centro-Oeste (MS, MT e GO) a P. multocida prevaleceu de forma semelhante ao HPS. J&
para os estados do PR, SC e MG o HPS teve maior ocorréncia.

c) Estratificando por idade, obtivemos os mesmos resultados da bibliografia, com o HPS
prevalecendo na fase creche, a P. multocida e APP na fase de crescimento e terminagéo e o S.
suis e BB independe da fase.

d) P. multocida tem maior importancia econémica devido a prevaléncia e a persisténcia
da leséo até o momento do abate, diminuindo o valor da carcaca;

e) Existe uma alta disparidade de cepas de P. multocida no Brasil, tanto entre a P.
multocida A e P. multocida D, dentro do mesmo tipo capsular, entre os estados e nas diferentes
granjas dentro do mesmo estado.

f) A P. multocida A e P. multocida D apresentaram diferentes sensibilidades a
antibidticos, com maior sensibilidade a amoxicilina, ampicilina, florfenicol e a tilmicosina e
maiores indices de resisténcia a ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina, tetraciclina e
penicilina.

g) SC, RS e principalmente o estado de PR, apresentaram consideravel percentuais de
resisténcia seja pela P. multocida A e/ou P. multocida D.

h) Estes resultados ddo indicativo de que na ocorréncia de surtos ou alta incidéncia de
lesbes no frigorifico, que se avalie os lotes coletando o material e fazendo uma analise

bacteriana para se tomar medidas profilaticas e curativas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A pleurisia é uma leséo localizada nos pulméo e pleura de suinos, tendo importancia pois
animais afetados que sdo destinados ao abate requerem uma limpeza da carcaca removendo a
membrana pleural inflamada da cavidade toracica, muitas vezes tendo de remover parte
consideravel da carcaga. Isto implica em perdas de processo tanto em tempo na linha de abate,
como no comprometimento da carcaga para o produtor e para o frigorifico.

A infeccdo inicial se localiza na pleura visceral junto a superficie do pulmao, mas por
extensdo pode ter envolvimento da pleura parietal e até mesmo tornar-se generalizada. O
aspecto da lesdo no pulméo é de uma superficie rugosa e em casos graves, com aderéncia fibrosa
na superficie podendo estender-se a pleura, com aderéncia entre os lobos pulmonares deixando
uma aderéncia firme e extensa entre o pulméo e a costela.

Neste trabalho, analisamos 10,63% (482 de 4536) dos exames laboratoriais, colhidos de
diversos estados do Brasil, que apresentarem leséo de pleurisia ao exame anatomopatoldgico e
bacterioldgico. Foram estratificados por idade, por localizacbes geograficas e agentes
bacterianos envolvidas. Devido a prevaléncia, idade de atingimento e importancia econdmica,
optamos por caracterizar a P. multocida, observando a sua diversidade genética no territorio
brasileiro.

Como resultados, verificamos que o HPS tem maior prevaléncia em fase de creche dos
30 aos 70 dias de idade. Que a P. multocida tem maior prevaléncia na fase de crescimento dos
80 aos 120 dias, o APP mais tardio, na terminagdo, sendo estes, mais importante
economicamente pois ndo da tempo para a regressdo de lesdes na pleura, impactando em
carcacas com pleurisia no abate.

Verificamos que exames com identificacdo de HPS tiveram maior prevaléncia em
estados do sul do Brasil, devido a alta densidade populacional e mobilidade de rebanhos suinos
no estado e interestadual, bem como pelo clima mais frio e com altas variacdes de temperatura.
Nos estados do Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, com clima mais quente, observamos que a P.
multocida tem incidéncia igual ou superior ao HPS.

A alta disparidade entre sorologias de P. multocida no territério brasileiro (9 perfis para
a P. multocida A e 8 perfis da P. multocida D), com sensibilidades distintas entre os antibioticos
(amoxicilina, ampicilina, florfenicol e tilmicosina). Entretanto a priori o presente estudo traz
informagdes capazes de nortear as medidas emergéncias, poréem ainda seria recomendavel a
coleta de materiais e analise bacteriana, para que se permita um decisdo correta sobre qual

estratégia a ser adotada.
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