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RESUMO

CARACTERIZACAO DE AMOSTRAS DE PASTEURELLA MULTOCIDA
ISOLADAS DE LESOES PNEUMONICAS ASSOCIADAS OU NAO COM
CIRCOVIROSE EM SUINOS.

Autor: Tiago da Silva Heres
Orientador: Prof. Dr. David Emilio Santos Neves de Barcellos

A Pasteurella multocida é o agente causador da pasteurelose pulmonar dos
suinos, sendo comum a ocorréncia dessa infeccdo associada com o Mycoplasma
hyopneumoniae no curso da pneumonia enzodtica. O agente é encontrado em pulmdes
de varias espécies animais € no homem. A infec¢do de suinos com o circovirus suino
tipo 2 (PCV2) causa uma forma de infec¢do sistémica com profundos efeitos no sistema
linféide, causando prejuizos aos processos normais de defesa e facilitando a instalacio
de infec¢des secunddrias, incluindo a pneumonia enzodtica complicada pela Pasteurella
multocida. O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar amostras de P. multocida
obtidas de suinos com sinais clinicos compativeis com os da circovirose e de animais de
frigorifico quanto ao seu perfil bioquimico, capsular e sensibilidade a antimicrobianos.
Foram utilizados 453 materiais (pulmdes e suabes das lesdes pulmonares), resultando
em 115 isolados bacterianos de 79 pulmdes. Paralelamente, procurou-se avaliar a
eficiéncia do isolamento da bactéria a partir de dois sitios de amostragem no pulmao: do
exsudato bronquial e da superficie de corte pulmonar. Numa amostragem dos casos,
procurou-se estabelecer a relagdo entre a infeccdo com PCV2 e as lesdes pulmonares
induzidas pela P. multocida. Numa anélise do grau de pneumonia foram classificadas
38 lesdes como leves, 19 como médias e 15 graves. Na andlise bacterioldgica, todas as
amostras foram positivas para o teste da catalase e oxidase e negativas para o citrato e
H,S, e 11,3% foram negativas ao teste do indol. Utilizando-se os substratos sorbitol,
manitol, trealose, maltose e arabinose foram observados seis perfis distintos. O tipo
capsular A esteve presente em 93,91% das amostras e o tipo D em 6,09%. Nenhuma das
amostras possuia o gene codificador da toxina dermonecrética (foxA) e a resisténcia
antimicrobiana foi baixa e a oxitetraciclina o principio ativo com maior resisténcia

15,65%.

Palavras-chave: Pasteurella multocida, pneumonia, circovirose, caracterizacao



ABSTRACT

Author: Tiago da Silva Heres
Advisor: Prof. Dr. David Emilio Santos Neves de Barcellos

Pasteurella multocida is the etiologic agent of swine respiratory pasteurellosis and
the infection occurs specially associated with Mycoplasma hyopneumoniae in the course
of enzootic pneumonia. The agent can be isolated from the lung of several animal
species and man. Infection of pigs with porcine circovirus (PCV2) causes a systemic
infection with deep effects on the lymphoid system (porcine multisystemic wasting
syndrome, PMWS), resulting in impairment of the normal defense processes and
facilitating secondary infections, including enzootic pneumonia complicated with
Pasteurella multocida. The objective of the present work was to isolate and characterize
strains of P. multocida obtained from pigs with clinical signs compatible with PMWS
and from slaughter pigs, considering biochemical profile, capsular typing and antibiotic
sensitivity testing. A total of 453 materials (lungs and swabs from lung lesions) were
used, resulting in 115 bacterial isolates from 79 lungs. At the same time, the efficiency
of the isolation of the bacteria from two different sites in the lung was assessed:
bronchial exudate and the cut surface of the lung. In a sample of the cases it was tried to
establish the relationship between PCV2 infection and lung lesions induced by P.
multocida. Analyzing degrees of pneumonia, 38 lesions were classified as mild, 19 as
intermediate and 15 as severe. In the bacteriological analysis, all strains were positive
for catalase and oxidase, and negative for citrate and H,S, and 11.3 were negative in the
indole test. Using sugar fermentation (sorbitol, manitol, trealose, maltose and arabinose)
six different profiles were established. Capsular type A was diagnosed in 93.91% of the
samples and type D in 6.09%. All strains were negative for the gene codifying
dermonecrotic toxin (foxA). Antimicrobial resistance was low, and tetracycline was the

product showing higher resistance (15.65%).

Key-words:  Pasteurella  multocida, pneumonia, circovirus infection,

characterization
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1 INTRODUCAO

A Pasteurella multocida é o agente causador da pasteurelose pulmonar dos
suinos, sendo comum a ocorréncia dessa infeccdo associada com o Mycoplasma
hyopneumoniae no curso da pneumonia enzodtica. Além dessa infec¢do bacteriana, a
instalacdo do agente pode ser predisposta por infecgcdes virais como a circovirose suina
(KIM et al., 2003).

As pneumonias em suinos constituem doengas de alto custo (PIJOAN, 2006) e
sob o ponto de vista econdmico, as doengas respiratdrias representam um dos principais
problemas as granjas de suinos causando mortalidade, atraso no desenvolvimento, falta
de uniformidade dos lotes, condenacdo de carcagcas e gasto com medicamentos
(BOROWSKI, 2006).

A P. multocida € um coco-bacilo Gram-negativo, anaerébio facultativo, oxidase
positivo, imoével e indol positivo. Nao cresce em dgar Mac Conkey e ndo requer os
fatores X e V para crescimento (PIJOAN, 2006). O agente € incapaz de agir como
patégeno primdrio, necessitando interagir com outros microorganismos para produzir
pneumonia (PIJOAN, 2006). Entre as intera¢des reconhecidas, a principal € com o
Mycoplasma hyopneumoniae, mas recentemente foi demonstrado um aumento da
infecgdo com a bactéria em casos de infeccdes com o PCV2 (OPRIESSNIG et al., 2007).

Segundo Borowski (2001), muitos autores t€m dividido as amostras de
P. multocida com base nas caracteristicas bioquimicas, classificando-as em trés
subespécies: P. multocida subsp. gallicida, P. multocida subsp. multocida e
P. multocida subsp. septica, sendo estas diferenciadas através da observacdo da
fermentacdo dos substratos sorbitol e dulcitol (MUTTERS et al., 1985). De casos de
pneumonia em suinos, a P. multocida subsp. multocida tem sido a mais isolada
(BLACKALL et al. 1997).

A maioria dos isolados de P. multocida possui uma cdpsula de polissacarideo,
similar as encontradas em outras espécies bacterianas (BOYCE et al., 2000) e com base
na andlise desses, existem cinco sorotipos capsulares, A, B, D, E e F . Entre esses, os
sorotipos A, B, D e F ja foram detectados em suinos (BOROWSKI et al., 2007). O
sorotipo A tem sido o mais comumente isolado em quadros de pneumonia
(PIJOAN, 2006). Entretanto, nos dltimos anos, tem aumentado o registro de isolamentos
de  P.multocida tipo D  associados com  processos  pneumonicos

(BOROWSKI et al., 2007). Num levantamento realizado por essa autora no Brasil em
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2001, amostras do tipo D foram detectadas em 4,17% dos casos. No mesmo pais, em
2006, foram estudadas 77 amostras isoladas de pulmdes de suinos desviados pelo
Servico de Inspecdo Federal e 41 (53,2%) das amostras foram classificadas como
pertencentes ao tipo capsular D (MORES, 2006). Nos Estados Unidos, em 1996 os
isolamentos do tipo D eram menores do que 2% e em 2003 ja ultrapassavam 33%
(JORDAN et al., 2006).

Dois tipos de toxinas sdo produzidos pela P. multocida: endotoxina e toxina
protéica (BOROWSKI, 2001). A exotoxina € chamada toxina dermonecrética e €
produzida principalmente pelo sorotipo capsular D. E codificada pelo gene roxA
(LICHTENSTEIGER et al., 1996) e a acdo patogé€nica estd mais relacionada com a
rinite atréfica progressiva (DAVIES et al., 2003). Alguns autores registraram o
isolamento de amostras toxigénicas de pulmdes de suinos (PIJOAN et al., 1984),
entretanto, essa caracteristica ndo parece ser importante na reproducdo experimental da
pneumonia por P. multocida (BAEKBO, 1988). Amostras toxigénicas e ndo toxigénicas
de P.multocida ndo diferem nas reacdes bioquimicas ou na morfologia colonial
(LICHTENSTEIGER et al., 1996).

Estudos voltados para susceptibilidade antimicrobiana da P. multocida sdo
escassos (HEIM et al. 2005), tais dados sdo mais encontrados em resumos apresentados
em congressos. Existe interesse no estudo da evolugdo da resisténcia aos
antimicrobianos pela forma intensiva como esses produtos vém sendo usados na

criacdo industrial de suinos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pasteurella multocida

2.1.1 Importancia e Epidemiologia

A Pasteurella multocida (P. multocida) tem sido encontrada em pulmdes de
suinos de diversos paises, em vdrios tipos de clima e condigdes de criagdo
(BOROWSKI et al., 2007). Ocorre frequentemente como estdgio final da infec¢do por
Mycoplasma hyopneumoniae (pneumonia enzodtica) ou da Sindrome Complexo
Respiratério Suina (SCRS) (PIJOAN, 2006), mas pasteurelose sist€émica ndo €
frequentemente diagnosticada em suinos (VERA LIZARAZO et al., 2008). No Brasil, é
cada vez maior o nimero de isolamentos de cepas dessa bactéria a partir de pulmdes de
suinos com pneumonia e pleurite (BOROWSKI, 2006). Métodos convencionais de
isolamento e identificacdo da P. multocida sdo exaustivos e consomem tempo. Nos
ultimos anos, métodos genéticos para identificacdo bacteriana provaram ser benéficos
para ultrapassar algumas limitagcdes da forma tradicional de identificagdo fenotipica
(KALOREY et al., 2007).

A pneumonia em suinos tem mostrado ser de alto custo (PIJOAN, 2006). Sob o
ponto de vista econdmico, as doencas respiratérias representam um dos principais
problemas as granjas de suinos (BOROWSKI, 2006), estando entre os mais freqiientes e
custosos problemas a produgdo de suinos (HALLOY et al, 2005). Os prejuizos sdo
decorrentes ndo somente da mortalidade de animais, mas repercutem também no atraso
no desenvolvimento dos animais, falta de uniformidade dos lotes, condenagdo de
carcacas no frigorifico e gasto com medicamentos (BOROWSKI, 2006). Segundo
Zhao et al., (1992), a infec¢do por P. multocida é a forma de pneumonia que causa
maiores prejuizos econdmicos a indtstria suina.

Além da espécie suina, a P. multocida pode ser agente primdrio ou secundério de
pneumonias em bovinos e, ocasionalmente, em ovinos (GILMOUR, 1978). A infeccdo
raramente afeta seres humanos (CHARALAMPOPOULOS etal., 2006). Além de
pneumonias, a P. multocida também pode atuar como agente primario ou secundério de
diversas doencgas, causando septicemia hemorrdgica em bovinos e bubalinos, célera
aviaria (FROST & ADLER, 2000), rinite atréfica progressiva em  suinos
(HARPER et al., 2006) e sindrome dermatite e nefropatia dos suinos

(LAINSON et al., 2002). A infeccdo em humanos geralmente é associada com alguma



15

forma de contato com animais, mais comumente com arranhaduras e mordedura de caes
e gatos (GERARDO et al., 2001). Segundo Ross (2007), alguns autores demonstraram
experimentalmente que a pneumonia causada pela P. multocida pode estar associada a
infeccdo com Ascaris suum. Também foi demonstrado que micotoxinas podem

predispor a pneumonia por P. multocida (HALLOY et al., 2005).

2.1.2 Bacteriologia

A P. multocida é um cocobacilo Gram-negativo, medindo 0,5-1 4x 1-2 um
(PIJOAN, 2006) e seu tempo de geracdo estd ao redor de 15-20 minutos
(FROST & ADLER, 2000). O organismo ¢é anaerdbio facultativo, oxidase positivo,
imével, indol positivo (PIJOAN, 2006), embora amostras ndo produtoras de indol ja
tenham sido encontradas (VERA LIZARAZO et al., 2008), urease negativo e ndo
hemolitico. Ndo cresce em dgar Mac Conkey e ndo requer os fatores X e V para seu
crescimento (PIJOAN, 2006). Em cultivos em meios enriquecidos com sangue ou soro,
em aerobiose por 18 a 24 horas a 37°, geram colonias de um a trés milimetros de
diametro, com uma ou ambas as formas principais, isto €, mucdides e lisas. Menos
frequentemente podem ser observadas formas rugosas. As coldnias mucdides sdo
compostas por células com capsula, sendo circulares e convexas, imidas e viscosas. As
coldnias lisas sdo compostas por bactérias capsuladas e ndo capsuladas e sdo pequenas,
circulares e convexas (BOROWSKI, 2001). Pertence a microbiota nasal de suinos e é
extremamente dificil de ser erradicada (PIJOAN, 2006). Braga et al. (2005) sugerem
que o c@o possa ser um reservatorio natural do agente. Chen et al. (2002) indicam que
P. multocida possa fazer parte da microbiota do trato respiratério de humanos. O agente
tem sido encontrado em estudantes de veterindria saudéveis e tratadores de animais sem
doenca respiratéria. O agente € incapaz de agir como patdgeno primdrio, necessitando
interagir com outros microorganismos para produzir pneumonia (PIJOAN, 2006).
Dados recentes de Kich et al. (2007) sugerem que P. multocida pode estar envolvida
como agente primdrio em quadros de pneumonia. Ross (2007) registrou que varios
autores reproduziram experimentalmente lesdes de pneumonia ao utilizarem uma
combinagdo de P. multocida e outros patégenos pulmonares, mas essa interagdo nao foi
observada com o virus da PRRS.

A P. multocida foi classificada em trés subespécies com base na hibridiza¢do do
DNA, chamadas P. multocida subespécie gallicida, P. multocida subespécie multocida

e P. multocida subespécie septica (MUTTERS et al., 1985). Segundo Borowski (2001),
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muitos autores t€m separado amostras de P. multocida com base nas caracteristicas
bioquimicas. Esses subgrupos tém sido baseados principalmente nas rea¢des observadas
com a produgdo de 4cido a partir de certas pentoses (como xilose e arabinose),
dissacarideos (como maltose e trealose) e alcoois polihidricos (como sorbitol, manitol e
dulcitol). Segundo Davies (2004) as trés subespécies podem ser diferenciadas entre si
observando-se a fermentacdo do sorbitol e dulcitol, onde P.multocida subespécie
gallicida fermenta ambos, P. multocida subespécie multocida fermenta apenas sorbitol
e P. multocida subespécie septica nao fermenta nenhum dos dois. Pelo fato de que a
P. multocida estd presente em diversos processos infecciosos, essa tipificacdo se faz
importante para conhecer qual subespécie estd mais relacionada com processos
pneumonicos, para que se possam ser implementadas medidas de controle apropriadas
(BOROWSKI, 2001). Dados recentes indicam que as subespécies de P. multocida nao
representam grupos genotipicos distintos (DAVIES, 2004).

2.1.3 Classificacao Antigénica e Sorolégica

A maioria dos isolados de P. multocida possui capsula de polissacarideo similar
as encontradas em muitas espécies bacterianas (BOYCE et al., 2000). Existem cinco
sorotipos capsulares, A, B, D, E e F, e os sorotipos A, B, D e F ja foram detectados em
suinos. O sorogrupo B causa uma doenga severa, mas é de ocorréncia rara, com
registros apenas no sudeste da Asia, China e India (BOROWSKI et al., 2007), sendo o
sorotipo A o mais comumente isolado em quadros de pneumonia, mas o sorogrupo D
também ¢é encontrado (PIJOAN, 2006). Nos tltimos anos tem sido descrito um aumento
no numero de isolados de P. multocida tipo D associado com processos pneumonicos
(BOROWSKI et al., 2007), nos Estados Unidos em 1996 eram menores do que 2% e em
2003 ja ultrapassavam 33% (JORDAN et al., 2006). Em 2006, Mores, demonstrou que
0o mesmo estd ocorrendo no Brasil ao isolar 77 amostras de P. multocida obteve 41
(53,2%) amostras pertencentes ao tipo capsular D.

A composi¢do capsular tem sido investigada apenas nos sorogrupos A, B, D e F
(BOYCE et al., 2000). O material capsular de todas as amostras do sorogrupo A possui
acido hialuroénico (PANDIT & SMITH, 1993). A natureza da cdpsula do sorotipo D
ainda ndo estd completamente determinada (BOROWSKI, 2001), mas quando separada
por gradiente de cloreto de sddio através de cromatografia, migra de forma idéntica ao
sorogrupo A, mas ndo é susceptivel ao teste da hialuronidase (BOYCE et al., 2000). E,

entretanto, susceptivel a heparinase III e condroitinase AC (RIMLER, 1994). O material
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capsular do sorogrupo F é susceptivel a condroitinase AC, mas nédo a hialuronidase ou
heparinase III (RIMLER, 1994). Com a utilizacdo exclusiva de métodos para identificar
ndo sorologicamente os sorogrupos A e D, o sorogrupo F provavelmente seria
classificado como ndo tipificivel ou como pertencente ao sorogrupo D
(RIMLER & RHOADES, 1989).

O antigeno capsular do sorogrupo B mostrou conter frutose, manose, glicose e
glicosamida (KNOX & BAIN, 1960 apud BOYCE et al., 2000). Carter e Rundell (1975)
desenvolveram um teste simples em que cepas do tipo A podem ser reconhecidas pela
despolimerizagdo da cdpsula apds crescimento na proximidade de uma cepa de
Staphylococcus aureus produtora de hialuronidase (satelitismo negativo). Para o tipo D,
a base do teste para reconhecimento presuntivo do sorogrupo € a reagdo flocular
caracteristica com o uso da acriflavina (CARTER & SUBRONTO, 1973). Entretanto,
os autores demonstraram que alguns isolamentos frescos de P. multocida do tipo F
podiam reagir de forma similar a reacdo com a acriflavina.

A cépsula de polissacarideo tem sido proposta como podendo servir a importantes
funcdes como proteger a bactéria da desidratacdo, mas ndo ha trabalhos relatando a
resisténcia da P. multocida a dessecacio (BOYCE etal., 2000). De acordo com
Pijoan (2006), a capsula mostra-se um importante fator de viruléncia, especialmente no
sorotipo A, por auxiliar o patégeno a evitar a fagocitose por macréfagos alveolares, pelo
menos in vitro.

Além da classificacdo baseada no componente capsular, a P. multocida pode ser
classificada tendo como base os antigenos somaticos (BOROWSKI, 2001), possuindo
16 sorotipos somadticos, sendo os sorotipos 3 e 5 os mais comumente detectados em
suinos e os tipos A:3, A:5, D:5 e D:3 os mais prevalentes nesta ordem (PIJOAN, 2006).
Portanto, a classificagdo soroldgica da P. multocida pode ser realizada com base nos
antigenos capsulares e somdticos, adotando-se a seguinte nomenclatura: letra maidscula
para os antigenos capsulares e nimero ardbico para os antigenos sométicos
(BOROWSKI, 2001). Essa classificagdo é de dificil realizacdo por ndo existirem
atualmente no mundo laboratdrios de referéncia realizando esse procedimento de forma

sistematica (BOROWSKI, 2008).

2.1.4 Toxinas
Dois tipos de toxinas sdo produzidos pela P. multocida, endotoxina e toxina

protéica (BOROWSKI, 2001). A atividade da endotoxina da P. multocida deve-se ao
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LPS, que é um componente estrutural da membrana externa da célula encontrada em
todas as amostras (BOROWSKI, 2001). A toxina dermonecrética, expressada
principalmente pelo sorotipo capsular D é a unica a ter sido identificada
(RIMLER & RHOADES, 1989). Ela possui 145 KDa e € codificada pelo gene toxA
(LICHTENSTEIGER et al., 1996). A toxina purificada é imunogénica e anticorpos
produzidos contra ela protegem contra a doenca (BOROWSKI, 2001). O gene toxA, estd
mais presente em amostras de P. multocida do tipo D, mais relacionadas com rinite
atréfica progressiva (DAVIES et al., 2003), mas também ¢é encontrado em amostras do
tipo A (NAGAIl et al., 1994). A amplificacio de um fragmento de DNA de amostras
pertencentes ao tipo A e D indicaram que a regido do gene foxA € bastante similar entre
os dois perfis capsulares (NAGAI et al., 1994).

Alguns autores registraram o isolamento de amostras toxigénicas de pulmdes de
suinos (PIJOAN et al., 1984), entretanto, a toxigenicidade nio parece ser importante na
reproducdo experimental de pneumonia por P.multocida (BAEKBO, 1988). A
habilidade de amostras de P. multocida produzirem toxina é um fator determinante a
patogenia da rinite atréfica progressiva. Apesar disso, algumas amostras toxigénicas do
sorotipo capsular A tem sido isoladas em suinos com rinite atréfica progressiva
(PIJOAN et al., 1984). Amostras toxigénicas e ndo toxigénicas de P.multocida nao
diferem nas reacoes bioquimicas ou na morfologia colonial

(LICHTENSTEIGER et al., 1996).

2.1.5 Patogenia

Provavelmente o contato focinho-focinho seja a rota mais comum de infeccdo
pela P. multocida e, embora a transmissio por aerossdis também tenha sido postulada, é
pouco provavel que seja importante (PIJOAN, 2006). Existem informagdes sobre os
principais fatores envolvidos no relacionamento entre P. multocida e o hospedeiro.
Esses incluem a secrecdo de componentes (toxinas) em adicdo com componentes de
superficie (capsula, LPS ou outras proteinas de membrana) (SMITH, 2000).

A colonizacdo da superficie do muco por P.multocida parece ser um fator
importante na patogenia da infeccdo pelo agente (PIJOAN, 2006). Jacques (1987)
demonstrou que o sorotipo A adere principalmente a células epiteliais ciliadas, e
Pijoan & Trigo (1989) demonstraram que o sorotipo D adere principalmente a células
ndo ciliadas. Ross (2007) em sua revisdo encontrou diversos trabalhos que tentam

elucidar os mecanismos de aderéncia da P. multocida ao trato respiratério, chegando a
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conclusdo de que ainda sdo necessarios maiores estudos para uma melhor compreensio

destes mecanismos e sua importancia em quadros de pneumonia.

2.1.6 Sinais Clinicos e Lesoes

Os sinais clinicos variam em severidade, dependendo da amostra de P. multocida
envolvida e do grau de imunidade do animal (PIJOAN, 2006). Sdo descritas trés formas
clinicas: aguda, subaguda e cronica.

A forma aguda de pneumonia estd mais associada com amostras do sorotipo B e a
mortalidade pode ser alta (5 a 40%), mas este tipo de infec¢do € rara em suinos. A
forma subaguda estd associada com amostras que produzem pleurite, sendo observada
tosse e respiragio abdominal em animais na fase de crescimento e terminagfo.
Clinicamente a doenca pode ser confundida com a pleuropneumonia causada pelo
Actinobacillus pleuropneumoniae, porém na pasteurelose geralmente ndo ocorre morte
subita. A forma crénica € a mais comum e se caracteriza por tosse ocasional de
severidade variavel, comumente entre 10 a 16 semanas de idade. Os sinais sdo
indistinguiveis daqueles causados pela infecgdo simples pelo
Mycoplasma hyopneumoniae e a P.multocida representa uma continuagdo ou
exacerbagdo da micoplasmose primaria (BOROWSKI et al., 2007).

As lesdes ocorrem na cavidade tordcica e se caracterizam por consolidagdo de
areas do pulmio. A porcdo afetada apresenta coloracdo de vermelha a acinzentada.
Podem complicar com pleurite e abscessos, com aderéncia da pleura a parede toricica.
A pleurite geralmente é seca, o que pode auxiliar na diferencia¢do da pleurite causada
por Actinobacillus pleuropneumoniae, onde costuma ocorrer infiltracio com fibrina e a
lesdo de pleurite parietal é mais severa (BOROWSKI et al., 2007).

As lesdes microscOpicas sdo similares as presentes na maioria das pneumonias
bacterianas com broncopneumonia exsudativa, presenca de neutréfilos no exsudato
mucopurulento nos bronquios e alvéolos. Também tem sido relatada a presenca de
nefrite intersticial associada a broncopneumonia (BOROWSKI et al., 2007).

Sinais das lesdes da infec¢do por P. multocida ndo sdo patognomoOnicos € nao
podem ser usados como unico critério para o diagnéstico definitivo da doenca. O
histdrico do foco, lesdes presentes na histopatologia e o isolamento do agente deveriam
ser usados para confirmar o diagndstico presuntivo. Testes sorolégicos ndo t€m provado
eficiéncia no diagnéstico da pasteurelose, ndo sendo indicados para a deteccio rotineira

de P. multocida (PIJOAN, 2006).
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2.1.7 Suscetibilidade Antimicrobiana

Estudos voltados para medir a susceptibilidade antimicrobiana da P. multocida
sdo escassos (HEIM et al. 2005), tais dados sdo mais encontrados em resumos
apresentados em congressos. A terapia antimicrobiana é o método mais eficaz para o
tratamento da pasteurelose animal e uma grande variedade de produtos antimicrobianos
estdo disponiveis para uso (YOSHIMURA et al., 2001).

A resisténcia a drogas resulta de uma resposta adaptativa dos microorganismos
que os torna tolerantes a certa quantidade de antimicrobianos, que normalmente inibiria
o seu crescimento (TORTORA et al., 2000). Diz-se que uma bactéria € resistente a um
determinado antimicrobiano quando o agente é capaz de crescer in vitro em presenca da
concentragio que este farmaco atinge no sangue (TAVARES, 1994).

A resisténcia  bacteriana  pode  ser  intrinseca ou  adquirida
(KEHRENBERG & SCHWARTZ, 2004). A resisténcia intrinseca faz parte das
caracteristicas bioldgicas dos microorganismos e resulta de genes cromossdmicos que
codificam na célula a existéncia de estruturas ou mecanismos que impedem o
antimicrobiano de agir, ou que codificam a falta do sitio de acdo da droga ou que
determinam a existéncia de receptores inadequados para a ligacdo com uma substincia
especifica (TAVARES, 1994). A resisténcia adquirida refere-se ao aparecimento de
exemplares da espécie bacteriana que ndo mais sofrem a ac¢do de drogas que sao efetivas
contra a populacdo original desta bactéria. A resisténcia adquirida tem também origem
genética e decorre de modificacdes na estrutura ou no funcionamento da célula que
bloqueiam a acdo dos antimicrobianos e por elementos extra-cromossémicos
denominados plasmideos (TAVARES, 1994). Na atualidade, a resisténcia bacteriana
adquirida € descrita em praticamente todas as espécies bacterianas (TAVARES, 1994).

Tendo em vista progressiva resisténcia bacteriana a rotina de administragdo de
antimicrobianos, a escolha do farmaco torna-se bastante complicada
(MARKOWSKA & TARASIUK, 1998), portanto conhecimento sobre o agente
etiolégico e o uso do antibiograma se faz necessdrio para auxiliar na escolha do
antimicrobiano a ser utilizado (BARCELLOS et al., 2007), juntamente com a
observacdo do ambiente onde os animais se encontram e medidas de manejo sdo
essenciais para o controle de doencas (HOGEDAL et al. 1998). A escolha dos agentes
antimicrobianos também deve ser baseada em resisténcias cruzadas conhecidas que

ocorrem nas respectivas bactérias e também selecionar para garantir a maior



21

sensibilidade possivel na detec¢do da presenca de mecanismos de resisténcia
(WALLMANN, 2006).

O desenvolvimento e a disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos é um
problema multifatorial e que s6 pode ser resolvido num esfor¢o interdisciplinar. Em
principio, qualquer uso de antimicrobianos aumenta o risco da sele¢do de resisténcia.
Por esta razdo, s6 com utilizacdo restritiva e prudente dos antimicrobianos existentes
pode efetivamente impedir a emergéncia de problemas de resisténcia. Cada uso
supérfluo, indiscriminado ou incompleto de terapias antimicrobianas pode promover a
resisténcia e aumentar o pool de genes com resisténcia a antimicrobianos em patdgenos
(WALLMANN, 2006). Recentemente, as industrias suina ¢ bovina tém enfrentado
problemas graves com o aparecimento de estirpes bacterianas resistentes a varios
antibidticos frequentemente utilizados (KIJIMA-TANAKA et al., 2003).

Resisténcia a antimicrobianos mediada por plasmideos tem sido associada com a
P. multocida (RIMLER & RHOADES, 1989), entretanto, FUSSING (1999) nao
encontrou correlacdo entre presenca de plasmideos e resisténcia. J4 os estudos
desenvolvidos por Kehrenberg & Schwartz (2000, 2001, 2004) demonstraram a
presenca de plasmideos portadores de resisténcia antimicrobiana. Estudando 42 isolados
Kehrenberg & Schwartz (2000) encontraram em seis amostras um plasmideo resistente
a tetraciclina, o qual foi denominado pPATI1. Em 2001, os mesmos autores
demonstraram que trés isolados de P. multocida apresentaram o plasmideo pPMSSI,
que possuiam os genes Sul® e Str* responsdveis pela resisténcia aos antimicrobianos
sulfametoxazol e estreptomicina. E em 2004, apresentaram um trabalho realizado com a
cepa de P. multocida GB154, possuidora de um plasmideo de 11 Kb designado
pCCK154. Essa cepa revelou resisténcia aos antimicrobianos ampicilina,
sulfametoxazol e trimetoprima. O plasmideo pCCK154 possui o gene dfrA20,
responsével pela resisténcia a trimetoprima, sendo o primeiro gene com essa resisténcia
detectada em P. multocida.

A P. multocida geralmente ¢ resistente aos beta-lactdmicos, tetraciclina,
tianfenicol e quinolonas (KITADAI et al.,, 1998). Diversos autores tém estudado a
resisténcia da P. multocida frente a antimicrobianos como podemos observar nas
Tabelas 1 e 2. Os trabalhos realizados pelo grupo de Champlin tém demonstrado que a
P. multocida é marcadamente sensivel a agentes antimicrobianos hidrofébicos

(ELLISON & CHAMPLIN, 2007).
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Tabela 1: Resisténcia antimicrobiana observada em cepas de P. multocida isoladas de

suinos no mundo.

1

Autor n

Markowska & Tarasiuk (1998) 12
Aitken & Reeve (1998) 46
Yoshimura et al. (2001) 68
Shin et al. (2005) 50

Schwarz & Kehrenberg (2006) 392
Zizlavsky et al. (2006) 20
Prapasarakul et al. (2006) 5

Usling & Blaha (2006) 38

Valle et al. (2006) 480
Zhou et al. (2006) 72

Wallmann (2006) 442

Resisténcia encontrada’

Lincoespectina

Oxitetraciclina, trimetoprim/sulfametazol,
amoxicilina, tilosina,
lincomicina/espectomicina, tiamulina e
apramicina.

Oxitetraciclina e tianfenicol

Resisténcia para: enrofloxacina, ceftiofur,
tilosina, ampicilina, cloranfenicol,
sulfametoxazol/tirmetoprim e dcido nalidixico
Sensibilidade para: florfenicol

Naio encontraram resisténcia ao florfenicol

Nao encontraram resisténcia a tulatromicina
Resisténcia para amoxicilina e sensibilidade
para tiamulina

Resisténcia para: amoxicilina, apramicina,
ceftiofur, eritromicina, lincomicina, penicilina,
tetraciclina, tiamulina e tilmicosina
Sensibilidade para: enrofloxacina, gentamicina,
florfloxacina,

Nao encontraram resisténcia a marbofloxacina
Resisténcia  para: amoxilina, ceftiofur,
cefquinoma, doxiciclina, enrofloxacina,
marbofloxacina, oxitetraciclina, tilmicosina e
valnemulim

Sensibilidade para: florfenicol

Resisténcia para: 4dcido nalidixico cefalosporina
e cefotaxima

Sensibilidade para: ceftiofur e enrofloxacina

Wolff (2007) 4201 Clortetraciclina e oxitetraciclina

1: n = nimero de amostras testadas

2: Amostras consideradas resistentes com base no valor de MIC ou no tamanho dos
halos de resisténcia, com base na interpretacdo dos autores.
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Tabela 2: Resisténcia antimicrobiana observada em cepas de P. multocida isoladas de
suinos no Brasil.
T

Autor n Resisténcia encontrada’

Stepan (1995) 100 Acido oxolinico, gentamicina, canamicina,
tetraciclina, cloranfenicol, ciprofloxacina,
danofloxacina, sulfazotrim, canamicina,
gentamicina e sulfazotrim

Reis et al. (2000) 30 Florfenicol, josamicina, enrofloxacina,
espiramicina, amoxicilina, lincomicina,
norfloxacina e tiamulina

Borowski et al. (2002) 22 Amoxicilina, oxitetraciclina, ceftiofur,

tilmicosina, enrofloxacina, espectinomicina,
canamicina, sulfa-trimetoprima e neomicina

Heim et al. (2005) 25  Tilmicosina

Abilleira et al. (2007) 61 Ogxitetraciclina, estreptomicina e  sulfa-
trimetoprima

Perez Jr. et al. (2007) 20  Clortetraciclina e oxitetraciclina

1: n = nimero de amostras testadas
2: Amostras consideradas resistentes com base no valor de MIC ou no tamanho dos
halos de resisténcia, com base na interpretacdo dos autores.

Além da terapia antimicrobiana, o controle da pasteurelose inclui o uso de
medidas profildticas que envolvem correcdes ambientais e melhorias nas praticas de

manejo, além da vacinagdo (BOROWSKI et al., 2007).

2.2 Circovirus Suino Tipo 2

2.2.1 Etiologia

O circovirus suino tipo 2 € um agente de distribuicdo mundial
(MORES et al., 2007a) pertencente 2 familia Circoviridae que é composta
principalmente por trés membros: o virus da anemia infecciosa das galinhas, o virus da
doenca das penas e bico dos psitacideos e o circovirus suino (TODD, 2000), mas o
suino ainda é a dUnica espécie de mamifero onde o virus ja foi isolado
(ZANELLA, 2006). Duas espécies de circovirus suino ji foram descritas. O circovirus
suino tipo 1 (PCV1) e o circovirus suino tipo 2 (PCV2). O PCV1 ndo é patogénico e é
conhecido hd vdrios anos como contaminante de cultura de células de rim suino
(THIRY, 2005). O PCV2 ¢ um virus disseminado em suideos domésticos e silvestres e
pode ser diagnosticado em rebanhos de diferentes padrdes sanitdrios. Afeta suinos de

diferentes plantéis, tanto de ciclo completo como unidades produtoras de leitdes, de
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tamanhos variados ou unidades de segundo ou terceiro sitios de producdo como
crecharios e terminadores (MORES et al., 2007b).

Com excecdo do PCVI1, a infec¢do com circovirus € associada com doengas
potencialmente fatais, nas quais a lesdo nos tecidos linféides e a imunossupressdo é
freqiiente (ZANELLA, 2006). O PCV2 ¢ responsdvel por diversas manifestacdes
clinicas ou sindromes, destacando-se a Sindrome Multissistémica do Definhamento
Suino (SMDS) (MORES et al., 2007a). Também sdo comuns os quadros de infeccdes
bacterianas secunddrias, como a doenca de Glésser, pasteurelose pulmonar, colibacilose
e salmonelose, entre outras (BARCELLOS, 2006). Além da SMDS o PCV2 também
causa a Sindrome Dermatite e Nefropatia dos Suinos e outras doengas associadas a
problemas nervosos, reprodutivos, pneumonias e enterites, porém ainda nio se sabe
com certeza se ele € o unico agente envolvido (MORES, 2006). Estudos
epidemioldgicos ndo foram capazes de identificar, até o presente momento, quaisquer
co-fatores, incluindo novos agentes e praticas da indistria moderna, que possam, em
particular, terem aumentado a predisposicdo dos rebanhos a SMDS nos ultimos anos
(HASSLUNG et al., 2005).

A SMDS foi primeiramente identificada em 1991 e descrita em 1996, em um
rebanho de alto padrdo sanitdrio, situado na regido oeste do Canada
(HARDING & CLARK, 1997). O termo SMDS foi proposto na ocasido para descrever
a condi¢do clinica dos leitdes examinados, que se caracterizava por definhamento e
palidez na fase de creche e por apresentacio de lesdes em multiplos Orgdos,
especialmente nos tecidos linféides (HARDINGetal., 1998). A SMDS foi
diagnosticada quase na mesma época nos Estados Unidos e Europa, entretanto, em
estudos retroativos foi constatado que a infec¢do por PCV2 nos suinos é muito mais
antiga: na Bélgica desde 1969, na Irlanda desde 1973 e no Canadd e Espanha desde
1986 (MORES, 2006). No Brasil, o primeiro registro da circovirose foi de 2000, mas a
circovirose foi diagnosticada em materiais de arquivo de 1988, sugerindo que a infec¢do
ja estava presente desde aquela época (ZANELLA, 2006). Posteriormente, a doenca foi
descrita no Rio Grande do Sul em 2002 por Pescador et al.(2003), e a partir dai vem
sendo registrada em quase todos os estados brasileiros (BARCELLOS, 2006).
Questiona-se por que as doencas associadas ao PCV2 de um momento para o outro se
tornaram a principal doenca econdmica mundial para a suinocultura

(ZANELLA, 2006).
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2.2.2 Importancia economica

A SMDS atualmente provoca um grande impacto econdmico a suinocultura
mundial (MORES et al., 2007a). Estima-se que as doencas relacionadas ao PCV2
custem cerca de 600 milhdes de Euros por ano para a Unido Européia. As perdas diretas
sdo resultantes de mortalidade nas fases de recria/ terminacdo e de leitdes que ndo
atingem o peso de abate. Perdas indiretas sdo provenientes do uso aumentado de
antibidticos na tentativa de controlar infeccdes bacterianas concomitantes e de
mudangas nas priticas de manejo na tentativa de minimizar o impacto da SMDS no
rebanho (SEGALES, ALLAN, DOMINGO, 2005). Além disso, hd enorme efeito
negativo sobre o entusiasmo dos funciondrios e produtores, pois medidas de controle
sdo frustrantes e possuem efeito benéfico apenas a médio e longo prazos

(MORES, 2006).

2.2.3 Epidemiologia

Os circovirus sdo virus pequenos com cerca de 17 nm, ndo envelopados,
icosaédricos e o genoma, DNA circular de fita simples, em torno de 1,76 Kb, € um dos
menores entre os virus animais (MORES et al., 2007b). Seu nome foi proposto por
Tischer e colegas, em reconhecimento a que este foi o primeiro virus animal contendo
um genoma circular de DNA, sendo este nome posteriormente adotado pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus quando os Circoviridae foram descritos como
uma familia distinta de virus (ZANELLA, 2006). A densidade das particulas virais é de
1,36-1,37 g/mL. em gradiente de cloreto de césio, o virus ndo possui atividade
hemaglutinante e € resistente ao cloroférmio, temperaturas altas e pH igual ou maior
que trés (ALLAN et al., 1994).

A transmissdo do PCV2 por via oronasal é provavelmente a mais freqiiente, essa
tem sido a forma utilizada com €xito na maioria dos trabalhos que descrevem a infec¢io
experimental da SMDS em suinos (SEGALES, ALLAN, DOMINGO, 2005). O PCV2
também é excretado nas fezes até 13 dias apés a infec¢do. O contato com suinos
infectados, instalagdes, equipamentos, pessoal contaminado e fomites pode também se
constituir em importante forma de infeccio (MORES et al., 2007b). O DNA do PCV2
pode ser encontrado no sémen de machos infectados, mas ainda ndo esta definido se
esses achados indicam a presenca de particulas virais infecciosas. Se isso for
verdadeiro, estes animais podem representar uma fonte potencial de disseminacio da

infec¢do quando matrizes soronegativas forem infectadas durante a cobertura ou
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inseminagio com sémen de cachagos positivos (MORES et al., 2007b). A associag¢io do
PCV2 com abortos e natimortos indica que a transmiss@o vertical transplacentdria
também pode ser importante (ZANELLA & MORES, 2003).

A SMDS atinge, predominantemente, leitdes entre 5 a 12 semanas de idade,
embora a doenca ja tenha sido descrita em leitdes de 1 a 6 meses. A morbidade e a
mortalidade variam de 70-80% e 4-30% respectivamente, de acordo com a granja, fase
em que o surto aparece e o manejo empregado na criacio (MORES et al., 2007b).
Fatores de risco causadores de estresse como densidade elevada, baixa qualidade do ar,
ar seco, mistura de lotes com idades diferentes podem exacerbar os sintomas e a
gravidade da doenga (ZANELLA, 2006). Dos suinos afetados (cerca de 50%) morrem
em menos de 8 dias e os demais sobrevivem, mas a maioria evolui para definhamento

extremo, sem possibilidade de recuperacio (MORES et al., 2007b).

2.2.4 Aspectos Genéticos

As seqiiéncias gendmicas dos PCV1 e PCV2 se assemelham em menos de 80%
entre si. Porém andlises do genoma de varios isolados de PCV2 da Europa, América do
Norte, sudeste asidtico e do Brasil concluiram que estes sdo muito semelhantes, em
média com 96% de homologia entre os isolados (MORES et al., 2007b). No genoma do
PCV2 ja foram identificados trés ORFs (fases abertas de leitura), ORF1, ORF2 e ORF3.
A ORF1 codifica uma proteina (Rep), essencial para a replicacio do DNA viral,
enquanto que a ORF2 codifica proteina estrutural do capsideo viral (Capl), com massa
molecular de 30 kDa. A ORF3 codifica uma proteina viral (Cap2) nao essencial para a
replicagdo, mas com papel importante na inducio de apoptose através da ativacdo de
mecanismos das captases 8 ¢ 3 que induzem 2 morte celular (MORES et al., 2007b).
Indicios sugerem que esta proteina teria um papel importante na patogenia da infeccéo

(LIU et al., 2006).

2.2.5 Isolamento Viral

O isolamento viral pode ser realizado em células de linhagem como PK-15 (rins
de suino), ST (testiculo de suino), SK-6 (rins de suino), porém o virus
preferencialmente replica naquelas células que estdo em proliferacdo ativa, ou seja, na
fase S do ciclo celular (ZANELLA, 2006). O PCV2 nao causa efeito citopatico nestas

7z

células, sendo assim, € necessario que a presenca seja comprovada por detecgdo de
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antigenos virais, através de imunofluorescéncia, imunoperoxidase ou testes moleculares,

como PCR (ZANELLA, 2006).

2.2.6 Patogenia

A patogenia do PCV2 e sua participagdo na SMDS permanece pouco
compreendida. A presenca do PCV2 é demonstrada em mondcitos, macréfagos e células
dendriticas foliculares, mas sua replica¢do nestas células ndo. A possibilidade do PCV2
tirar vantagem da natureza fagocitica dos macréfagos para facilitar a sua disseminacdo é
sugerida. O agente infeccioso se aproveita de mecanismos de defesa para se disseminar
pelo animal. Os mondcitos infectados podem atuar como reservatérios de virus,
espalhando o virus pelos sistemas, incluindo os érgaos linféides, além de impossibilitar
o contato do PCV2 com os anticorpos especificos (DRIEMEIER, 2006). A deple¢do
linfocitica dos orgdos linféides ndo é causada pelo efeito citopatico direto do PCV2,
pois ele ndo replica em linfécitos. No entanto, deplecéo linfocitica e leucopenia sido as
principais lesdes histoldgicas encontradas tanto em animais subclinicamente infectados
pelo PCV2, bem como em animais acometidos pela SMDS (DRIEMEIER, 2006).

As rotas de excre¢do do PCV2 que t€m sido descritas incluem a bronquial, nasal,
tonsilar, fecal e urindria (CALSAMIGLIA et al., 2004). O PCV2 também foi incluido
na lista dos virus que causam infec¢do transplacentiria em  porcas
(PENSAERT et al., 2004) causando morte fetal e abortos associados com a infecgdo
uterina (WEST et al., 1999), e essas alteragdes foram reproduzidas com a inoculacéo

intra-uterina do PCV2 em fetos em desenvolvimento (SANCHEZ et al., 2001).

2.2.7 Sinais Clinicos

O principal sinal clinico da doenga é a perda progressiva de peso, mas com
freqii€éncia também € observada dispnéia, aumento dos linfonodos inguinais superficiais,
palidez, diarréia e, ocasionalmente ictericia (SEGALES, ALLAN, DOMINGO, 2005).
Muitos dos sinais da doenca sio inespecificos. Existem numerosas outras doengas que
apresentam emagrecimento progressivo, sinais respiratérios e diarréia. Em analogia,
muitos dos animais necropsiados ndo demonstram claramente os achados caracteristicos
da SMDS, entdo, uma forte suspeita da SMDS s6 pode ser obtida macroscopicamente
quando do aparecimento significativo de lesdes (CHAE, 2004).

Na necropsia, os principais achados sdo nos linfonodos, rins e pulmio. O pulméo

se apresenta ndo colapsado ou “armado” e em boa parte dos casos, com consolida¢des
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cranio-ventrais e edema interlobular. Todos os linfonodos e agregados linféides se
apresentam aumentados, mas mais notoriamente esse aumento € observado nos
linfonodos inguinais, submandibulares, mesentéricos e mediastinicos
(ROSSEL et al., 1999). As lesdes renais macroscOpicas variam desde pequenos pontos
brancos multifocais até grandes manchas coalescentes na regido cortical, podendo a
viscera estar ou ndo aumentada de volume, mas usualmente exibindo uma coloracdo
mais palida (ALLAN & ELLIS, 2000).

Na avaliacdo microscopica, a lesdo caracteristica da SMDS ¢ a inflamacédo
granulomatosa com células gigantes e, em alguns casos, numerosos corpusculos de
inclusdo intracitoplasmaticos nos tecidos linféides como os linfonodos, bago e tonsilas.
Numa pequena propor¢do de casos os linfonodos podem apresentar focos de necrose
coalescentes claramente visiveis na macroscOpica. Infiltrado linfoistiocitirio ou
granulomatoso, podendo ou ndo apresentar células gigantes, é também observado nos
rins e pulmdes (ALLAN & ELLIS, 2000).

Contudo, essas lesdes ndo estdo sempre presentes € ndo podem ser usadas
isoladamente como critério diagnéstico. O diagndstico final da SMDS € baseado em trés
critérios (QUINTANA et al., 2001): (a) a presenca de sinais clinicos compativeis,
basicamente o definhamento; (b) presenca de lesdes histopatoldgicas compativeis nos
tecidos linféides e (c) a presenca de PCV2 (antigeno ou dcido nucléico) junto as lesdes
microscopicas.

No entanto, em granjas afetadas pela SMDS é possivel se encontrar animais
sauddveis com lesdes microscopicas tipicas de SMDS, de grau leve ou moderado e com
pouca ou moderada  quantidade de  4cidos  nucléicos de  PCV2
(QUINTANA et al., 2001). Além disso, um percentual dos suinos afetados pela SMDS
apresenta recuperacdo e, apesar da emaciacdo evidente dos animais nesse estigio
cronico, a andlise histopatdlogica revela discreta presenga ou auséncia de lesdes
compativeis com a doenga e também pouca quantidade de PCV2 nos tecidos linféides.
Por isso, o melhor material para se avaliar as lesdes macro e microscopicas sio
provenientes de animais com uma semana de evolugdo clinica da doenga

(SEGALES et al., 2004).

2.2.8 Diagnostico
Para a detec¢do do PCV2 nos tecidos, tém sido empregadas técnicas de imuno-

histoquimica (IHQ) e hibridizacao in siru (HIS), que permitem a andlise da arquitetura
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histolégica em relagdo a presenca do agente (CHAE, 2004). Ambos os testes sdo
realizados em cortes histoldgicos preparados a partir de tecidos fixados em formalina e
emblocados em parafina. Anticorpos mono ou policlonais tém sido utilizados para a
IHQ e varias sondas foram desenvolvidas para a detec¢do do 4cido nucléico do PCV2
(SORDEN, 2000). Em geral, a IHQ € mais rdpida e economica que a HIS, mas a HIS é
menos suscetivel as alteracdes estruturais causadas pela fixacdo em formalina
(CHAE, 2004).

Praticamente todas as medidas de controle adotadas para reduzir as perdas com a
circovirose tém sido baseadas nas recomendacdes de um autor francés, Frangois Madec.
Ele sugeriu os assim chamados ‘“20 pontos de Madec”, que enumeram uma série de
medidas de desinfeccdo, manejo, vazio sanitirio e controle sanitdrio geral

(BARCELLOS, 2006).

2.2.9 PCV2 associado ao Complexo das Doencas Respiratorias dos Suinos

O PCV2 também € associado ao Complexo das Doencas Respiratérias dos Suinos
(CDRS), que € caracterizado por atraso no desenvolvimento, diminui¢do na conversio
alimentar, letargia, anorexia, febre, tosse e dispnéia. A pneumonia apresentada pelos
animais com CDRS ¢ causada por uma combinacdo de agentes bacterianos e virais tais
como: virus da influenza suina, Mycoplasma hyopneumoniae,
Actinobacillus pleuropneumoniae e Pasteurella multocida. A doenca acomete animais
entre 16-22 semanas de idade (DRIEMEIER, 2006). As lesoes caracteristicas de CDRS
associada ao PCV2 s@o pneumonia broncointersticial com fibrose peribronquial e
peribronquiolar. Os septos alveolares se apresentam espessos com um infiltrado
linfocitério. Sobretudo, em muitos casos ndo hd como diferenciar claramente CDRS da
SMDS, pois a semelhanga clinica € acentuada. O diagndstico da CDRS associada com
PCV2 deve ser diferenciado da SMDS obedecendo aos seguintes critérios: (a) sinais
respiratorios e falta de resposta aos tratamentos antimicrobianos, (b) presencga de lesdes
microscopicas caracteristicas no pulmao, (c) deteccdo do PCV2 nas lesdes pulmonares e
(d) auséncia de lesdes caracteristicas da SMDS nos tecidos linféides

(DRIEMEIER, 2006).
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Characterization of Pasteurella multocida strains isolated from pneumonic lesions

associated or not with PCV?2 infection in pigs.

Tiago Heresl*, Sandra M. Borowskiz, Priscila Zlotowski® , Priscilla Karina V. Koerich4,
Brenda Maria P. P. Marquesl, Bruno Marimon', David Driemeier’ e David E. S. N. de
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Abstract: Pasteurella multocida is the etiologic agent of swine respiratory
pasteurellosis and the infection occurs specially associated with Mycoplasma
hyopneumoniae in the course of enzootic pneumonia. The agent can be isolated from the
lung of several animal species and man. Infection of pigs with porcine circovirus (PCV2)
causes a systemic infection with deep effects on the lymphoid system (porcine
multisystemic wasting syndrome, PMWS), resulting in impairment of the normal defense
processes and facilitating secondary infections, including enzootic pneumonia complicated
with Pasteurella multocida. The objective of the present work was to isolate and
characterize strains of P. multocida obtained from pigs with clinical signs compatible with
PMWS and from slaughter pigs, considering biochemical profile, capsular typing and
antibiotic sensitivity testing. A total of 453 materials (lungs and swabs from lung lesions)
were used, resulting in 115 bacterial isolates from 79 lungs. At the same time, the efficiency
of the isolation of the bacteria from two different sites in the lung was assessed: bronchial
exudate and the cut surface of the lung. In a sample of the cases it was tried to establish the
relationship between PCV?2 infection and lung lesions induced by P. multocida. Analyzing
degrees of pneumonia, 38 lesions were classified as mild, 19 as intermediate and 15 as
severe. In the bacteriological analysis, all strains were positive for catalase and oxidase, and
negative for citrate and H,S, and 11.3 were negative in the indole test. Using sugar
fermentation (sorbitol, manitol, trealose, maltose and arabinose) six different profiles were
established. Capsular type A was diagnosed in 93.91% of the samples and type D in 6.09%.
All strains were negative for the gene codifying dermonecrotic toxin (foxA). Antimicrobial

resistance was low, and tetracycline was the product showing higher resistance (15.65%).

Index terms: Pasteurella multocida, pneumonia, circovirus infection, characterization
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RESUMO
[Caracterizacao de amostras de Pasteurella multocida isoladas de lesoes

pneumonicas associadas ou nao com circovirose em suinos.]

Resumo: A Pasteurella multocida é o agente causador da pasteurelose pulmonar
dos suinos, sendo comum a ocorréncia dessa infeccdo associada com o Mycoplasma
hyopneumoniae no curso da pneumonia enzodtica. O agente é encontrado em pulmdes
de vérias espécies animais € no homem. A infec¢do de suinos com o circovirus suino
tipo 2 (PCV2) causa uma forma de infec¢do sist€mica com profundos efeitos no sistema
linféide, causando prejuizos aos processos normais de defesa e facilitando a instalacdo
de infec¢des secunddrias, incluindo a pneumonia enzodtica complicada pela Pasteurella
multocida. O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar amostras de P. multocida
obtidas de suinos com sinais clinicos compativeis com os da circovirose e de animais de
frigorifico quanto ao seu perfil bioquimico, capsular e sensibilidade a antimicrobianos.
Foi utilizado um total de 453 materiais (pulmdes e suabes das lesdes pulmonares),
resultando em 115 isolados bacterianos de 79 pulmdes. Paralelamente, procurou-se
avaliar a eficiéncia do isolamento da bactéria a partir de dois sitios de amostragem no
pulmdo: do exsudato bronquial e da superficie de corte pulmonar. Numa amostragem
dos casos, procurou-se estabelecer a relagdo entre a infeccdo com PCV2 e as lesdes
pulmonares induzidas pela P. multocida. Numa andlise do grau de pneumonia foram
classificadas 38 lesdes como leves, 19 como médias e 15 graves. Na andlise
bacterioldgica, todas as amostras foram positivas para o teste da catalase e oxidase e
negativas para o citrato e H,S, e 11,3% foram negativas ao teste do indol. Utilizando-se
os substratos sorbitol, manitol, trealose, maltose e arabinose foram observados seis
perfis distintos. O tipo capsular A esteve presente em 93,91% das amostras e o tipo D
em 6,09%. Nenhuma das amostras possuia o gene codificador da toxina dermonecrética
(toxA) e a resisténcia antimicrobiana foi baixa, sendo a oxitetraciclina o principio ativo

com maior resisténcia 15,65%.

Termos indexadores:  Pasteurella  multocida, pneumonia, circovirose,

caracterizacao
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INTRODUCAO

A Pasteurella multocida (P. multocida) causa a pasteurelose pulmonar dos suinos
e € comum a ocorréncia de infec¢des associadas com o Mycoplasma (M.)
hyopneumoniae no curso da pneumonia enzodtica. A infec¢do pelo agente pode também
ser predisposta por agentes virais como o circovirus suino tipo 2 (PCV2, Kim
et al., 2003).

As pneumonias em suinos apresentam alto custo (Pijoan, 2006) e sdo um dos
principais problemas as granjas de suinos por causar mortalidade, atraso no
desenvolvimento, falta de uniformidade dos lotes, condenacio de carcacas e gasto com
medicamentos (Borowski, 2006).

A P. multocida é um cocobacilo Gram-negativo, anaerdbio facultativo, oxidase
positivo, imével, indol positivo. Nao cresce em dgar Mac Conkey e ndo requer os
fatores X e V para crescimento (Pijoan, 2006). O agente usualmente é incapaz de agir
como patégeno primario, necessitando interagir com outros microorganismos para
produzir pneumonia (Pijoan 2006). Entre as interagdes reconhecidas, a principal é com
0 M. hyopneumoniae, mas recentemente foi demonstrado um aumento da infec¢do com
Pasteurella em associagdo com o PCV2 (Opriessnig et al., 2007).

A maioria dos isolados de P. multocida possui capsula de polissacarideo similar a
encontrada em outras espécies bacterianas (Boyce et al., 2000) e com base na sua
analise, existem cinco sorotipos capsulares, A, B, D, E e F. Entre esses, os sorotipos A,
B, D e F ja foram detectados em suinos (Borowski et al., 2007). O sorotipo A tem sido o
mais comumente associado a quadros de pneumonia (Pijoan, 2006). Entretanto, nos
dltimos anos, tem aumentado o registro de isolamentos de P. multocida tipo D
associados com processos pneumoOnicos (Borowski et al., 2007). Num levantamento
realizado por essa autora no Brasil em 2001, amostras do tipo D foram detectadas em
4,17% dos casos. Também no Brasil, em 2006, foram estudadas 77 amostras isoladas de
pulmdes de suinos desviados pelo Servico de Inspecdo Federal e 41 (53,2%) das
amostras foram classificadas como pertencentes ao tipo capsular D (Mores, 2006). Nos
Estados Unidos, em 1996 os isolamentos do tipo D eram menores do que 2% e em 2003
ja ultrapassavam 33% (Jordan et al., 2006).

Dois tipos de toxinas sdo produzidos pela P. multocida: endotoxina e toxina
protéica (Borowski, 2001). A exotoxina é conhecida como toxina dermonecrética e é

produzida principalmente pelo sorotipo capsular D. E codificada pelo gene roxA
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(Lichtensteiger et al., 1996) e sua acdo patogé€nica estd mais relacionada com a rinite
atréfica progressiva (Davies et al., 2003). Alguns autores registraram o isolamento a
partir de pulmdes de suinos de amostras expressando a exotoxina (Pijoan et al., 1984),
entretanto, essa caracteristica ndo pareceu ser importante para a reproducdo
experimental da pneumonia por P. multocida (Baekbo, 1988). Amostras toxigénicas e
ndo toxigénicas de P. multocida ndo diferem nas reacdes bioquimicas ou na morfologia
colonial (Lichtensteiger et al., 1996).

Estudos sobre a susceptibilidade antimicrobiana da P. multocida sdo escassos
(Heim et al. 2005), tais dados s@o mais encontrados em resumos apresentados em
congressos. Existe interesse no estudo da evolugdo da resisténcia aos antimicrobianos
pela forma intensiva como esses produtos s@o usados na criacdo industrial de suinos.

O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar amostras de P. multocida quanto
ao seu perfil bioquimico, capsular e sensibilidade frente a antimicrobianos, obtidas de
suinos com sinais clinicos de circovirose e de animais de frigorifico. Foram também
avaliados os tipos de lesdes mais prevalentes nos pulmdes e analisados dois métodos de

coleta de amostras para a realiza¢do do exame bacteriolégico.

MATERIAIS E METODOS

Foram examinados 152 pulmdes com lesdes obtidos a partir de 305 necropsias
realizadas em animais com sinais clinicos compativeis com os da infec¢do pelo PCV2
(circovirose). Foram também coletados materiais de 78 animais da linha de abate em
duas visitas a frigorificos. Nessas ocasides, foram examinados dois lotes de
aproximadamente 500 animais, amostrando cada segundo pulmido com lesdo de
pneumonia, deixando passar o proximo lesionado. No total foram coletados 453
materiais, sendo, 152 pulmdes de animais com sinais clinicos de circovirose e 78 de
animais de frigorifico, e 223 suabes de bronquios (78 de animais de frigorifico e 145 de
animais necropsiados). Durante a coleta das amostras os pulmdes foram fotografados
para posterior avaliacdo das lesdes macroscépicas e dreas de consolidagdo pulmonar.

As amostras de tecido pulmonar foram coletadas e mantidas sob refrigeracdo por
no maximo 24 horas até a realizacio dos exames bacteriologicos. Uma segunda amostra
foi coletada em formol a 10%, para exames de histopatologia e de imuno-histoquimica
para PCV2 e M. hyopneumoniae. As amostras permaneceram em formol 10% por um

periodo minimo de 72 horas antes de se realizar as desidratagdes correspondentes em
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dlcool a 50% (3 lavagens) e dlcool a 70%; se¢des menores foram embebidas em
parafina e subseqiientemente foram moldados os blocos de parafina. A partir dos
mesmos, com o uso de um micrétomo, foram realizados cortes histologicos, os quais
foram montados sobre uma lamina de microscopia. A partir destas, foi realizada a
coloragdo com hematoxilina-eosina, conforme descrito por Allen (1992). A técnica de
imuno-histoquimica, para PCV2 foi realizada conforme adaptacdo de Sorden et al.
(1999) e para M. hyopneumoniae, foi realizado conforme protocolo de Castro (2008 —
dados ndo publicados).

Macroscopicamente foi avaliado o grau de pneumonia (dreas de consolidacdo
pulmonares), classificando as lesdes em trés categorias: leve, média e grave. Cada lobo
pulmonar foi avaliado em separado. Foram atribuidas notas que variaram de zero a
quatro, com o seguinte significado: zero (lobo sem lesdes de consolidag¢do), um (até
25% do lobo afetado), dois (entre 26 e 50% do lobo afetado), trés (entre 51 e 75% do
lobo atingido) e quatro (mais de 76% do lobo consolidado). Em seguida foi feita a
classificagdo em leve, médio e grave, sendo que leve significava que apenas um lobo
havia recebido pontuacdo trés ou quatro, médio até trés lobos com pontuagdes acima de
trés e grave quando mais de trés lobos receberam pontuagdes acima de trés. Além do
grau de pneumonia, lesdes de pleurite e abscessos também foram anotadas.

As amostras de secrecdo dos bronquios foram semeadas em dgar sangue ovino a
5% e dgar Mac Conkey e incubadas a 37°C por 24 a 48 horas. As amostras de tecido
pulmonar foram flambadas com alcool 70°GL. A seguir, com o auxilio de bisturi, foi
realizada incisdo para expor a superficie de tecido (superficie de corte) onde ocorreu
coleta do material, passando-se a alca de platina no tecido exposto e semeando a seguir
em agar sangue a Mac Conkey. Apds o periodo de incubacdo, as colOnias suspeitas
foram repicadas em dgar sangue ovino para obtencdo de massa bacteriana e foram
congeladas em meio para liofilizagdo sugerido por Borowski (2001), para andlise
posterior e armazenamento. Durante as atividades do presente estudo, nio buscou-se
identificar outros agentes que crescessem durante o periodo de incubagao.

A caracterizagdo bioquimica das amostras foi realizada usando as reagOes de
fermentacdo dos seguintes substratos: xilose, arabinose, maltose, trealose, sorbitol,
manitol e dulcitol. Também foi avaliada a produgdo da oxidase, catalase, indol, H,S,
presenca de motilidade e utilizacdo do citrato. Todas as provas bioquimicas foram

realizadas como descrito por Barrow & Feltham (1993).



36

Para verificar a presenca de acido hialur6nico na cdpsula, caracteristica da P
multocida sorotipo A, foi usada a técnica descrita por Carter & Rundell (1975) que
avalia a despolimerizacdo da cdpsula em presenca de uma cepa de Staphylococcus
aureus produtora de hialuronidase. Na andlise capsular do sorotipo D, foi empregada a
técnica descrita por Carter & Subronto (1973), que se baseia na aglutinagdo do
sobrenadante do cultivo da bactéria na presenca de acriflavina neutra na diluicdo
1:1000.

Nas amostras isoladas foi realizada a amplificacdo do gene codificador da toxina
dermonecrdtica (foxA) através da técnica de PCR, usando a técnica descrita por
Borowski et al. (2001).

A susceptibilidade in vitro das amostras de P.multocida frente aos
antimicrobianos foi determinada pela técnica de difusdo em d4gar Mueller-Hinton,
segundo a técnica de Bauer & Kirby (1966). As amostras foram testadas frente aos
antimicrobianos que usualmente sdo usados para o controle da pasteurelose em suinos,
nas concentracdes indicadas: amoxicilina 30ug; oxitetraciclina 30ug; ceftiofur 30ug;
tilmicosina 15ug; enrofloxacina Sug; espectinomicina 100ug; canamicina 30ug; sulfa-
trimetoprima 25ug e neomicina 35ug. A interpretacdo dos resultados foi feita de acordo
com as instrucdes dos laboratérios fabricantes dos principios ativos, sendo que, todas
amostras que se encontravam nos niveis intermedidrios de resisténcia foram

consideradas resistentes ao principio ativo testado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 115 isolamentos de P. multocida, 48 de pulmdes de animais com
sinais clinicos compativeis com a infeccdo com PCV2 e 67 de pulmdes coletados em
frigorifico. Entre as amostras isoladas, 38 (33,04%) cresceram em cultivo misto e 77
(66,96%) em cultura pura. Existe uma microbiota normal no pulmdo do suino, o que
pode ter influenciado os resultados dos exames, além do fato de que as técnicas usadas
na necropsia ou no abate dos animais no frigorifico favorecem a contaminagdo do meio
aéreo pulmonar, dificultando a obtencdo de amostras ndo contaminadas (Ganter et al.,
1990).

Na andlise dos dois métodos de coleta de amostras para a realizagdo do exame
bacterioldgico, entre as 115 amostras avaliadas, 60 (52,17%) dos isolamentos foram

obtidos do parénquima pulmonar e 55 (47,83%) de suabes bronquiais. Entre esses, 25
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(21,74%) foram isolados exclusivos do parénquima pulmonar, 20 (17,39%) apenas de
suabes bronquiais e 70 (60,87%) simultaneamente de suabes e tecidos pulmonares. O
nosso estudo foi feito para verificar se numa determinada localizacdo (em bronquios ou
nas areas alveolares) haveria maior concentracdo de P. multocida, o que poderia ocorrer
considerando que a bactéria adere a receptores no muco e, conseqiientemente, poderia
estar presente em titulos mais altos em dreas com maior concentracio dessa substincia
(nos bronquios). As diferencas obtidas ndo validaram a hipdtese, assim que a
amostragem para isolamento da bactéria poderd ser realizada indiferentemente de
materiais coletados nos dois locais. Moorkamp et al. (2008) em seu estudo também nao
encontrou diferencas no isolamento de P. multocida feitas de suabes bronquiais ou do
parénquima pulmonar.

Todas as 115 amostras classificadas como P. multocida na avaliagdo morfoldgica
nas placas de dgar sangue foram confirmadas pelos testes bioquimicos convencionais
como pertencentes a essa espécie bacteriana. Essa € uma observagdo importante, pois
para a rotina bdsica de isolamento da P.multocida a simples verificacdo das
caracteristicas coloniais na placa de dgar sangue associada com a falta de crescimento
em placas do meio Mac Conkey permite emitir, com um grau razodvel de precisdo, um
diagnéstico de infec¢do por essa bactéria. Através da PCR, nenhuma amostra
amplificou segmento do gene foxA com o uso do primer selecionado. Resultados como
estes ja eram esperados, pois amostras toxigénicas de P.multocida tipo A sdo
relativamente incomuns (Davies et al., 2003; Pijoan, 2006).

Todos os pulmdes analisados demonstraram, em maior ou menor grau, areas de
consolidagdo pulmonar compativeis com os observados na pneumonia enzodtica.
Considerando a andlise das dreas de consolidacdo, 38 amostras foram classificadas na
categoria leve do grau de pneumonia, 19 na categoria média e 15 na categoria grave. Os
valores atribuidos a cada lobo pulmonar e quantas vezes esse valor se repetiu podem ser
observados na Tabela 1, imagens representativas para os graus leve, médio e grave
podem ser observados nas Figuras 1 a 6. Ocorreu consolidagdo pulmonar em todos os
graus e em todos os lobos. A observacdo mais relevante foi a diferenca nas lesdes entre
os lobos apical direito e apical esquerdo. No lobo direito a ocorréncia de consolidacdo
pulmonar em grau quatro aconteceu em mais do que o dobro da observada no lobo
esquerdo. Esse fato poderia ser explicado porque no lado direito do pulmio existe um
bronquio acessorio que representa o primeiro acesso aéreo ao pulmio, ausente no lado

esquerdo. A presenca desse bronquio numa posi¢do mais cranial poderia propiciar a
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disseminagdo de patdgenos pela via aerdgena de uma maneira mais acentuada ao lado
direito do pulméo que ao esquerdo, que ndo o possui.

Além das dreas de consolidagdo pulmonar, oito pulmdes (11,11%) apresentaram
pleurite e quatro (5,55%) abscessos. Pleurite a abscessos encontram-se entre as
principais causas de rejeicdo total de carcagas em matadouros-frigorificos, juntamente
com peritonite, febre e artrite. Abscessos e artrites também podem ser responsaveis por
perdas parciais de carcacas (Aratdjo, 2004).

A andlise histopatoldgica foi realizada em 89 amostras, Tabela 2.
Broncopneumonia purulenta foi o achado microscépico mais comum, presente em 67
(75,3%) amostras. A pneumonia intersticial foi encontrada em 18 (24,7%) amostras,
sendo que em 12 ambos os tipos de pneumonia ocorreram concomitantemente. Pleurite
e edema estavam presentes em 19 e 10 amostras, respectivamente. Foi possivel observar
que as amostras coletadas de leitdes com sinais clinicos compativeis com os da infec¢do
pelo PCV2 (circovirose), com excecdo da hiperplasia do BALT (tecido linféide
associado aos bronquios), apresentaram valores superiores para todas as lesdes quando
comparados com as amostras coletadas em frigorifico. Uma explicacdo para esse
achado seria o fato de que as amostras coletadas em frigorificos eram oriundas de
leitdes clinicamente normais e aquelas que mostraram na histopatologia lesdes mais
severas provinham de animais clinicamente doentes. Em menor quantidade também foi
observada: deposicdo de fibrina (1 amostra), dreas de necrose (5 amostras) e
proliferacdo de tecido linf6ide (4 amostras).

Foram selecionados para a realizacdo do teste de imuno-histoquimica para PCV2
14 amostras e para o M. hyopneumoniae 10, sendo diagnosticados trés casos positivos
para cada agente, Tabela 3. Se forem avaliados o nimero de reagentes positivos apenas
com o nimero de amostras testadas, temos 21,42% de amostras positivas para PCV2 e
30% de amostras positivas para M. hyopneumoniae. Esperava-se encontrar um ndmero
maior de reagentes positivos para PCV2 e M. hyopneumoniae entre os animais com
sinais clinicos de definhamento (grupo de leitdes necropsiados). A presenca da apenas 2
leitdes com infeccdo por PCV2 entre 9 positivos para Pasteurella multocida (22,22%) e
nenhum para Mycoplasma hyopneumoniae entre leitdes com sinais de definhamento
pode significar uma baixa associag@o entre a P. multocida e esses agentes, refutando a
hipétese da maior ocorréncia da infeccdo por P.multocida na presenca da
imunodepressdo induzida pelos dois agentes infecciosos. Nas amostras oriundas de

frigorifico foi observada uma associagcdo similar com o PCV2, mas maior para M.
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hyopneumoniae e P. multocida (50%). Pelo pequeno niimero da amostras analisadas
fica dificil a generalizacdo dessas observacdes, para uma conclusdo mais definitiva
seriam necessarios novos estudos envolvendo um maior nimero de amostras.

Durante a realizagdo das provas de oxidase e catalase, todas as amostras
demonstraram reacdo positiva e para o teste do citrato, todas as amostras foram
negativas. Resultados similares foram obtidos por Borowski (2001).

Utilizando o meio de SIM, nenhuma das amostras demonstrou possuir motilidade
ou produzir o H,S. Porém, durante a determinacio do indol, 13 (11,3%) amostras foram
negativas e 102 (88,7%) positivas. Cabe salientar que das 102 amostras positivas 37
(36,24%) demonstram um halo negativo, mas ocorreu reagdo positiva na coluna de
crescimento do agente no meio de cultura. Esse fenomeno foi considerado como reacéo
positiva ao indol. Vera Lizarazo et al. (2008) analisando 60 amostras de P. multocida,
encontrou 16 amostras ndo produtoras de indol.

Seis perfis distintos foram observados durante a fermentagdo dos substratos
sorbitol, manitol, trealose, maltose e arabinose, conforme Tabela 4. Os substratos xilose
e dulcitol ndo demonstraram reacdo com nenhuma das amostras. Os substratos sorbitol e
manitol foram utilizados por praticamente todas as amostras testadas (110 e 112,
respectivamente). A trealose foi o terceiro substrato mais utilizado, obtendo reacdo
positiva com nove isolados. A maltose e a arabinose reagiram positivamente com
apenas uma amostra cada. A combinacdo de substratos que mais ocorreu foi entre o
sorbitol e o manitol, com 104 amostras reagentes aos dois substratos. A segunda
combina¢do mais registrada foi entre os substratos sorbitol, manitol e trealose, com 6
amostras reagentes. Borowski (2001) obteve resultados similares, encontrando cinco
perfis distintos. Em seu trabalho, a autora relata resultados positivos para os substratos
xilose e dulcitol, o que ndo ocorreu no nosso estudo. Vera Lizarazo et al. (2008)
encontraram 16 amostras de P. multocida do tipo capsular A que ndo fermentavam o
sorbitol e o manitol.

Baseado nas reacdes de fermentacdo dos substratos sorbitol e dulcitol, pode-se
diferenciar a Pasteurella multocida em trés subespécies: multocida (fermenta apenas
sorbitol), septica (ndo fermenta nenhum dos dois substratos) e gallicida (fermenta
ambos substratos) (Mutters et al., 1985). Pelos nossos resultados, as amostras puderam
ser diferenciadas em duas subespécies P. multocida subespécie multocida (111
amostras) e P. multocida subespécie septica (4 amostras). De acordo com Mutters et al.

(1985), a subespécie multocida estaria mais envolvida com casos de pasteurelose animal
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e humana, enquanto que a subespécie septica incluiria amostras de varias origens como
felinos, caninos e aves. Esses resultados ja eram esperados, pois em outros estudos
acima de 90% das amostras isoladas de casos de pneumonia em suinos a subespécie
multocida foi a mais isolada (Blackall et al., 1997; Borowski, 2001).

O tipo capsular A foi predominante entre as 115 amostras estudadas, ocorrendo
em 108 (93,91%) isolados, enquanto que 7 (6,09%) amostras foram identificadas como
pertencente ao tipo capsular D. A distribuicdo dos tipos capsulares referente a forma de
coleta das amostras, parénquima ou suabe, é apresentada na Tabela 5. Como pode ser
observado, nenhum tipo capsular predominou quando se leva em considerag¢do a forma
da coleta da amostra. Em 2006 Mores obteve 53,2% de isolamento de amostras de
P. multocida tipo D em pulmdes de animais desviados da linha de abete pelo servigo de
inspecdo sanitdria, por conterem nddulos purulentos, nddulos necréticos, pleurites,
abscessos e hepatizacdo. O alto indice de amostras do tipo D encontrado pelo autor,
sugere que talvez possa existir alguma correlacdo entre P. multocida tipo D e essas
lesoes.

Os resultados obtidos para o teste de resisténcia aos antimicrobianos constam da
Tabela 6. As amostras de P. multocida utilizadas neste estudo demonstraram pouca
resisténcia aos antimicrobianos utilizados. Os principios ativos enrofloxacina e ceftiofur
ndo apresentaram resisténcia com nenhuma amostra testada. A maior resisténcia
observada foi para a oxitetaciclina (18 amostras, 15,65%). Para os demais principios a
resisténcia apresentada foi: 7 (6,09%) para neomicina, 4 (3,48%) para tilmicosina, 3
(2,61%) para canamicina, 2 (1,74%) para espectinomicina, 2 (1,74%) para sulfa-
trimetoprima e 1 (0,87%) para amoxicilina. Em relacfo a resisténcia cruzada, ocorreram
cinco diferentes interagdes entre os principios estudados, embora esse fato tenha sido
registrado em um nimero baixo de amostras (6, 5,22%). Dentre os antimicrobianos
utilizados, a oxitetraciclina, a neomicina e a tilmicosina foram os principios que mais se
envolveram em resisténcia cruzada, trés cada um. A canamicina, a espectinomicina e a
sulfa-trimetoprima interagiram em dois arranjos cada um, e a amoxicilina envolveu-se
em apenas uma interacdo. O ndmero miaximo de antimicrobianos envolvidos em
resisténcia cruzada foi de seis principios, isso foi verificado com uma amostra. Com trés
principios envolvidos tivemos duas intera¢des, envolvendo uma amostra em cada uma
das interagdes. Trés amostras apresentaram interagdes com somente dois principios
ativos através de duas interacdes, onde, duas amostras encontram-se em um arranjo e a

outra em uma segunda interacdo. Os antimicrobianos neomicina e oxitetraciclina além
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de serem os principios que mais interagiram, também foram os que obtiveram o maior
nimero de amostras envolvidas em algum tipo de arranjo. Utilizando os mesmos
principios ativos, Borowski (2001) obteve um indice de resisténcia bem maior do que o
encontrado no presente estudo. A autora encontrou 18 perfis diferentes de resisténcia,
sendo a espectinomicina o principio ativo com maior grau de resisténcia encontrada.
Um estudo realizado por Kaspar (2006), na Alemanha, mostrou que amostras de
P. multocida isoladas de suinos demonstraram baixa resisténcia aos 19 antimicrobianos
utilizados, sendo a sulfa-trimetoprima o principio com a maior resisténcia com 28,1%
das amostras resistentes. Abilleira et al. (2008) estudando 61 isolados de P. multocida
encontrou amostras resistentes aos antimicrobianos oxitetraciclina, estreptomicina e
sulfa-trimetoprima, sendo a oxitetraciclina o antimicrobiano com maior indice de

resisténcia.

CONCLUSOES

1) A P. multocida foi isolada em cultura pura na maioria dos casos de pneumonia;

2) Nao houve diferenca em relagdo ao isolamento de P. multocida usando a
amostragem obtida da superficie de corte do parénquima pulmonar ou de suabes de
secrecdes bronquiais;

3) Nenhuma das amostras estudadas amplificou o gene foxA na reagdo de PCR;

4) A broncopneumonia purulenta foi o achado microscdpico mais presente
durante a realizacdo do estudo;

5) Ocorreu maior freqiiéncia de isolamento da P. multocida subespécie multocida
do que de P. multocida subespécie septica;

6) O tipo capsular A esteve mais presente que o tipo D;

7) Os isolamentos de P. multocida demonstraram possuir baixa resisténcia aos
antimicrobianos testados;

8) O antimicrobiano com maior indice de resisténcia foi a oxitetraciclina.
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TABELAS

Tabela 1: Grau de consolidagido pulmonar encontrado em lobos pulmonares

Lobos pulmonares

Grau AE CE DE AD CD DD I
Zero 27 2 18 14 5 14 15
1 15 21 39 14 14 37 26
2 14 21 12 13 19 18 6
3 7 23 2 8 24 2 10
4 8 5 1 22 9 1 11
NA 1 Zero Zero 1 1 Zero 4

NA: ndo avaliado; AD: apical direito; CD: cardiaco direito; DD: diafragmatico direito;
AE: apical esquerdo; CE: cardiaco esquerdo; DE: diafragmatico esquerdo; I:
intermediario.
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Tabela 2: Anélise histopatoldgica de 89 amostras de tecidos pulmonares provenientes
de leitdes necropsiados e de frigorifico, positivos ao isolamento de P. multrocida

PBPur PI Macro Pleu Hiper EI Cel Trombos Hiper

epi Gi. BALT
Leitdes 44 11 29 18 5 7 6 6 Zero
necropsiados
Leitoes de 23 7 19 1 2 3 2 Zero 19
frigorifico
Total 67 18 48 19 7 10 8 6 19

PBPur: Pneumonia broncopurulenta; PI: Pneumonia intersticial; Macro: Macréfagos;
Pleu: Pleurite; Hiper epi: Hiperplasia de epitélio; EI: Edema intersticial; Cel. Gi.:
Células gigantes; Hiper BALT: Hiperplasia do BALT.

Tabela 3: Imuno-histoquimica para PCV2 e M. hyopneumoniae em animais positivos
para Pasteurella multocida

PCV2 M. hyopneumoniae
Leitdes 9 (2)* 4 (0)
necropsiados
Leitoes de 5(1) 6 (3)
frigorifico
Total 14 (3) 10 (3)

* Os nimeros entre parénteses representam o total de amostras positivas.

Tabela 4: Perfis de fermentagio de substratos apresentados por 115 amostras de
P. multocida

n.° de amostras Sorbitol Manitol Trealose Maltose Arabinose
104 + + - - -
6 + + + - -
2 - + + - -
1 + - - - +
1 - - + - -
1 - - - + -

Tabela 5: Distribuicdo dos tipos capsulares de P. multocida conforme a forma de
coleta do material

Tipo capsular n.° de amostras Parénquima Suabe
A 108 57 51
D 7 3 4

Total 115 60 55
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Tabela 6: Resisténcia antimicrobiana apresentada por amostras de P. multocida e
interacOes entre os principios ativos

Principios ativos
n.° de amostras T™MC SCT CAN AMO EPT NEO OXT

1 X X X X X X
1 X X X
1 X X X

2 X X
1 X X

14 X
3 X

1 X

1 X

TOTAL 4 2 3 1 2 7 18

TCM: tilmicosina; SCT: sulfa-trimetoprima; CAN: canamicina; AMO: amoxicilina;
EPT: espectinomicina; NEO: neomicina; OXT: oxitetraciclina.

Figuras 1 e 2: Frente e verso de pulmio representativo para
classificacdo em grau leve de pneumonia.

Figuras 3 e 4: Frente e verso de pulmio representativo para
classificacdo em grau médio de pneumonia.



Figuras 5 e 6: Frente e verso de pulmdo representativo para
classificacdo em grau grave de pneumonia.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Numa andlise critica do trabalho realizado e fazendo uma andlise entre o que foi
escrito aqui e o que foi proposto no projeto apresentado ao Programa de Pds Graduacédo
em Ciéncias Veterindrias, julgo ter atingido os objetivos propostos e trabalhado com
muitas técnicas que permitirdo a futura realizacdo de novos trabalhos na drea de doencas
respiratdrias dos suinos.

De forma geral, os resultados obtidos confirmaram o que tem sido relatado na
literatura. Uma caracteristica inesperada foi a facilidade do reconhecimento e
isolamento das amostras de P. multocida nas placas de cultivo primdrio de dgar sangue.
Eu imaginava que teria maiores dificuldades em isolar o agente em decorréncia da
presenca de outras bactérias, mas isso ndo ocorreu, nos casos em que havia mais de um
tipo de um tipo de colonia a morfogia colonial era bem caracteristica, gerando poucas
duvidas.

Imagindvamos que pudesse ocorrer maior isolamento em um dos tipos de coleta
de material, suabe ou parénquima pulmonar, mas isso ndo foi evidenciado. O agente foi
isolado em quantidades equivalentes nos dois sitios de amostragem.

Na literatura € relatado que amostras do tipo capsular A normalmente nao sio
toxigé€nicas, mas que podem ocorrer em pequena quantidade no pulmio. Esse fato foi
confirmado, embora também fosse esperada a presenga de alguma amostra toxigé€nica.

Como ji relatado na literatura, a P. multocida subespécie multocida foi a
subespécie mais isolada. Também ocorreu o isolamento da subespécie septica, presente
em quatro casos.

Durante a realizagdo das provas bioquimicas, o fato mais marcante foi o
aparecimento da positividade ao teste do indol na coluna de crescimento ao invés do
halo na superficie do meio.

Referente a resisténcia frente aos antimicrobianos, uma baixa resisténcia ja era
esperada, sendo que os testes confirmaram a expectativa.

Novos trabalhos serdo realizados e dardo continuidade ao presente estudo. Em
uma proxima etapa serd buscada a tipificagdo somdtica dos isolados obtidos e a
producdo de uma vacina com o perfil antigénico mais proximo da realidade da

suinocultura do estado do Rio Grande do Sul.
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5 ANEXOS

Anexo 1: Férmulas utilizadas no preparo dos reagentes.

Meio para liofilizacdo

Peptona caseina 25g
Sacarose 50g
Glutamato de sédio 10g
Agua destilada 1000mL

Dissolver todos os componentes na dgua e esterilizar por filtracao.

Indicador de Andrade

Fuccina acida 5¢g
Hidréxido de sédio 160mL
Agua destilada 1000mL

Dissolver a fuccina em dgua fervente. Retirar do fogo e adicionar o hidréxido.

Deixar em repouso por uma noite. Filtrar e armazenar em frasco ambar.

Meio base para utilizagdo de substratos

Peptona bacterioldgica 10g
Extrato de carne 3g
Cloreto de s6dio S5g
Indicador de Andrade 10mL
Agua destilada 1000mL

O agtcar a ser testado deve ser adicionado na quantidade de 1%. A esterilizagdo

deve ser ferta através de vapor fluente durante 15 minutos.
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Anexo 2: Trabalhos apresentados durante a PorkExpo 2008 & IV Foérum

Internacional de Suinocultura. A formatacdo segue as normas do evento.

Trabalho 1

AVALIA(;AO DA SENSIBILIDADE FRENTE A ANTIMICROBIANOS DE AMOSTRAS DE
Pasteurella multocida ISOLADAS DE PNEUMONIAS EM SUINOS

Heres, T.*'; Borowski, S. M.%; Barcellos, D. E. S. N.°

! Mestrando do programa de Pés Graduagao em Ciéncias Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre — RS, CEP: 91540-000, email: tiagoheres@bol.com.br; 2 Pesquisadora do
Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor, Eldorado do Sul — RS; 3 Professor adjunto da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre — RS.

PALAVRAS-CHAVE: Pasteurella multocida; pneumonia; antimicrobianos; suinos.

INTRODUCAO

Pasteurella multocida (P. multocida) € um cocobacilo Gram-negativo, pertencente a microbiota nasal de
suinos e é extremamente dificil de ser erradicada (3). A pneumonia constitui-se uma doenga de alto custo
(3) e sob o ponto de vista econémico, as doengas respiratérias representam um dos principais problemas
nas granjas de suinos. Os prejuizos acarretados pelas mesmas sdo decorrentes nao somente da
mortalidade de animais, mas repercutem também no atraso no desenvolvimento, falta de uniformidade
dos lotes, condenacéo de carcagas no frigorifico e gasto com medicamentos (1) sendo que a pneumonia
causada por P. multocida é a causa dos maiores prejuizos econdémicos a indistria suina (5). Pneumonias
causadas por P.multocida sdo muito freqlientes, mas estudos voltados para epidemiologia,
caracterizagdo e susceptibilidade antimicrobiana deste patégeno sdo escassos (2). A terapia
antimicrobiana é o método mais eficaz para o tratamento da pasteurelose animal e uma grande variedade
de agentes antimicrobianos estédo clinicamente disponiveis (4). O objetivo deste estudo foi avaliar a
susceptibilidade de amostras P. multocida frente a antimicrobianos.

MATERIAIS E METODOS

Os isolados foram obtidos através da necropsia de 250 suinos, realizada na Faculdade de Veterinaria da
UFRGS (em cinco etapas diferentes), sendo apenas 134 animais utilizados neste estudo e 38 amostras
obtidas em frigorifico, resultando em 84 isolados de P. multocida. Todas as amostras foram semeadas
através da técnica de difusdo em agar Muller Hinton segundo a técnica de Bauer & Kirby, e cultivadas por
18 a 24 horas em estufa bacteriolégica a 37°C, sendo testadas frente aos antimicrobianos, nas
concentragdoes indicadas: amoxicilina 30ug; oxitetraciclina 30ug; ceftiofur 30ug; tilmicosinai5ug;
enrofloxacina 5ug; espectinomicina 100ug; canamicina 30ug; sulfa-trimetoprima 25ug e neomicina 35ug.
A leitura foi realizada utilizando-se os valores de resisténcia e sensibilidade fornecidos pelos fabricantes
dos discos de principios ativos. Para efeito deste estudo ou valores que se encontravam na faixa
intermediaria de resisténcia foram considerados como resistentes ao antimicrobiano testado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 84 isolados testados, 61 (72,62%) nao demonstraram resisténcia a nenhum dos antimicrobianos
testados. Trés amostras demonstraram resisténcia a tilmicosina, uma para enrofloxacina, uma para sulfa-
trimetoprima, trés para canamicina, duas para amoxicilina, duas para espectinomicina, oito para
neomicina, quinze para oxitetraciclina e nenhuma para ceftiofur. Dentre todas as amostras, 17
apresentaram resisténcia a apenas um Unico antimicrobiano. Quanto a resisténcia mdltipla, trés amostras
demonstraram serem resistentes a dois principios. Dois isolados demonstraram resisténcia a trés
principios e apenas uma amostra demonstrou resisténcia a seis principios, dos nove utilizados. As
interagbes entre a multipla resisténcia podem ser observadas na tabela 1, sendo que a neomicina e
oxitetraciclina foram os que apresentaram o maior nimero (quatro) de interagdes.

CONCLUSOES
Os antimicrobianos utilizados no experimento ndo demonstraram possuir alto valor de resisténcia
microbiana. A maioria das amostras que apresentou algum tipo de resisténcia antimicrobiana o teve em
apenas um principio. Os antimicrobianos neomicina e amoxicilina foram os principios que apresentaram o
maior grau de resisténcia e o maior nimero de interagdes com resisténcia multipla.
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Tabela 1. Interacdo da mdltipla resisténcia observada em seis amostras.

N¢. de amostras Associacdo de antimicrobianos

1 Tilmicosina, canamicina, amoxicilina, espectinomicina, neomicina e oxitetraciclina
1 Canamicina, neomicina e oxitetraciclina
1 Tilmicosina, sulfa-trimetoprima e espectinomicina
1 Enrofloxacina e neomicina
2 Neomicina e oxitetraciclina
Trabalho 2

COMPARAGAO ENTRE METODOS DE AMOSTRAGEM PARA ISOLAMENTO DE
Pasteurella multocida DE PNEUMONIA EM SUINOS SUSPEITOS DE CIRCOVIROSE
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PALAVRAS-CHAVE: Pasteurella multocida; pneumonia; suinos; circovirose.

INTRODUCAO

A Pasteurella multocida (P. multocida) é um agente bacteriano que tem sido encontrado em pulmdes de
suinos em diversos paises, em varios tipos de clima e condigdes de criagido (2). Esta associada com rinite
atrofica progressiva e como causa de pneumonias (3). A sua importdncia como agente primario de
pneumonia em suinos tem sido bastante discutida. Segundo a maioria dos autores, 0 microorganismo é
incapaz de agir como patégeno primario, necessitando da interagdo com outros agentes para produzir
pneumonia (2). O Circovirus suino tipo 2 (PCV2), é um agente que causa grande impacto econémico, e
tem sido incriminado na ocorréncia de patologias associadas a problemas nervosos, reprodutivos,
pneumonias e enterites (3). Sob o ponto de vista econdmico, as doengas respiratorias representam um
dos principais problemas nas granjas de suinos. Os prejuizos acarretados pelas mesmas sédo decorrentes
nao somente da mortalidade de animais, mas repercutem também no atraso no desenvolvimento, falta de
uniformidade dos lotes, condenagéo de carcagas no frigorifico e gasto com medicamentos (1). O presente
trabalho objetivou isolar e caracterizar a P. multocida de casos de pneumonias em suinos, comparando
dois locais de coleta de amostras: diretamente dos brénquios e do parénquima pulmonar (area
bronquiolar e alveolar).

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas 344 amostras em necropsias de suinos suspeitos de circovirose realizadas na
Faculdade de Veterinaria da UFRGS e de pulmdes em frigorifico. As amostras de suabes com secregées
bronquiais (172) foram imersas em tubos com o meio de transporte de Stuart e colocadas sob
refrigeracéo, junto com as 172 amostras de tecido pulmonar. Os materiais foram semeados em &gar
sangue ovino e agar Mac Conkey e incubados em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 a 48 horas.
Colonias suspeitas foram transferidas para agar infusdo de cérebro e coragdo (BHI) para obtencdo de
massa bacteriana para realizagdo das provas de identificagdo bioquimica e tipagem do antigeno capsular
através do teste da hialuronidase.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Consegui-se 130 isolados (66 dos parénquimas pulmonares e 64 dos suabes bronquiais). Os dados
obtidos demonstraram que em 50,58% dos pulmdes coletados, ndo houve isolamento de P. multocida no
parénquima nem no suabe bronquial e, em 49,42% isolou-se o agente, sendo que em 15,12% obteve-se
isolamento no parénquima pulmonar, 11,63% nos suabes bronquiais e em 22,67% em ambos. Quanto as
caracteristicas do cultivo, 60,8% dos isolamentos foram obtidos através de cultura pura e 39,2% de
cultura mista. Com relagdo ao perfil capsular, 93,94% das amostras de P. multocida isoladas foram
diagnosticadas como pertencentes ao tipo A.

CONCLUSOES
Concluimos que os isolamentos através do parénquima pulmonar e do suabe bronquial possuem valores
muito préximos e que na maioria dos casos onde o agente é isolado ele encontra-se em cultura pura. O
perfil capsular mais encontrado foi o do tipo A.
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PALAVRAS-CHAVE: Pasteurella multocida; pneumonia; suinos.

INTRODUCAO

Pasteurella multocida (P. multocida) € uma bactéria que tem sido isolada de varias espécies, inclusive o
homem, causando diversas doengas. Nos suinos, a P. multocida esta associada com rinite atréfica
progressiva e como causa secundaria em pneumonias. A pneumonia tem se mostrado uma doenga de
alto custo (3) e sob o ponto de vista econémico as doengas respiratérias representam um dos principais
problemas nas granjas de suinos. Os prejuizos acarretados pelas mesmas séao decorrentes ndo somente
da mortalidade de animais, mas também no atraso no desenvolvimento, falta de uniformidade dos lotes,
condenacgdo de carcacgas no frigorifico e gasto com medicamentos (1). Sendo que a pneumonia causada
por P. multocida € a que causa maiores prejuizos econémicos a industria suina (4). Varios autores tém
registrado a presenca de P. multocida em pulmdes de suinos de diversos paises (2). No Brasil, é cada
vez maior o nimero de isolamentos de cepas dessa bactéria a partir de pulmdes de suinos com
pneumonia e pleurite (1). O presente trabalho objetivou isolar e caracterizar amostras de P. multocida de
suinos com pneumonia.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas 172 amostras de parénquima pulmonar, sendo, 134 provenientes de 250 suinos
necropsiados na Faculdade de Veterinaria da UFRGS (em cinco etapas diferentes) e 38 amostras obtidas
em frigorifico. Todas as amostras foram processadas em até 24 horas apés a coleta. O material foi
semeado simultaneamente em Agar Sangue Ovino e Agar Mac Conkey e incubado em estufa
bacteriol6gica por 48 horas a 37°C. As colbnias suspeitas isoladas foram submetidas a coloragdo de
Gram e provas bioquimicas (catalase, oxidase, citrato, meio de SIM e oxi-fermentacdo dos aglcares
xilose, arabinose, maltose, trealose, sorbitol, manitol e dulcitol, utilizando indicador de Andrade). Também
foi realizado a tipagem capsular através do teste da Hialuronidase e determinagéo da presenga do gene
toxA através de PCR.



54

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 66 isolamentos de P. multocida, destes, 22 encontravam-se em cultivo misto e 44 de forma
pura. Das 38 amostras provenientes dos animais coletados em frigorifico, obteve-se 24 (63,16%) isolados
e das 134 amostras dos animais necropsiados, 42 (31,34%) isolados. A alta porcentagem de isolamento
em animais de frigorifico pode ser devido ao menor uso de medicamento nestes animais, uma vez que 0s
suinos necropsiados eram todos animais doentes e que podem ter recebido algum tipo de medicacéo.
Quanto as caracteristicas bioquimicas, todos os isolados apresentaram-se de maneira semelhante.
Ocorrendo reagdo positiva para as provas da catalase e oxidase, resultado negativo ao citrato,
demonstragdo de resultado positivo ao indol (apenas cinco amostras negativas), motilidade e H»S
negativo no Meio de SIM. Quanto a oxi-fermentagdo de aguUcares, todos os isolados demonstraram
reacao positiva ao Manitol e Sorbitol. Apenas dois resultados positivos para Trealose. Dos 66 isolados, 47
demonstraram possuir o perfil capsular do tipo A e os outros 19 isolados que ndo se enquadraram neste
tipo capsular serdo submetidos ao teste de aglutinagéo pela acriflavina neutra, visando determinar se
pertencem ao tipo capsular D. Nao foram detectados isolados portadores do gene toxA.

CONCLUSOES
O isolamento da P. multocida ocorreu em maior porcentagem em animais de frigorifico do que nos
necropsiados. Ocorreu predominio do perfil capsular do tipo A e nido foram detectados isolados
portadores do gene foxA.
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