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RESUMO

A pleuropneumonia por Mannheimia haemolytica é uma enfermidade com
elevada morbidade e mortalidade de ruminantes de todas as idades. O objetivo desse
estudo é descrever 0s aspectos epidemioldgicos, patoldgicos, bacterioldgicos e
moleculares de pleuropneumonia em caprinos transportados da regido Nordeste para a
regido sul do Brasil. Quarenta caprinos (seis meses a quatro anos de idade) vieram a
Obito em dois periodos: durante o transporte e dois a trés dias apds o desembarque. Os
sinais clinicos observados incluiam dispneia, secrecdo nasal mucopurulenta e tosse.
Estes caprinos foram submetidos ao exame de necropsia, na qual foram colhidos
maultiplos fragmentos de 6rgdos para analise histopatologica, bacterioldgica e molecular.
Macroscopicamente, todos 0s caprinos apresentaram areas de consolidacdo pulmonar,
predominantemente da regido cranioventral, associadas a deposi¢cdo de grande
quantidade de fibrina, com espessamento e aderéncia pleural em 90% (36/40) dos casos,
além de hidrotérax em 37,5% (15/40) dos casos. Histologicamente, as lesdes em todos
0s caprinos eram constituidas por pleuropneumonia fibrinossupurativa, caracterizada
por infiltrado inflamat6rio difuso acentuado de neutréfilos em pleura, alvéolos,
brénquios e bronquiolos, associado a deposicao difusa acentuada de fibrina, bem como
edema alveolar. Através do exame bacterioldgico, foram isoladas bactérias do género
Mannheimia em todos os casos. Foi realizada a reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
para 0 gene 16S rDNA de Mannheimia spp., na qual 26 amostras resultaram positivas.
Através do sequenciamento molecular, obteve-se 98% de identidade para o gene 16S
rDNA e 98% de semelhanca com Mannheimia haemolytica em todos isolados. M.
haemolytica € a principal bactéria causadora de pleuropneumonia em caprinos

submetidos ao estresse.

Palavras chave: Caprinos. Estresse. Doenca respiratéria. Histopatologia. Bacteriologia.



ABSTRACT

Pleuropneumonia by Mannheimia haemolytica is a disease that causes high
morbidity and mortality in ruminants of all ages. This study describes the
epidemiological, pathological, bacteriological and molecular features of
pleuropneumonia in goats transported from the Northeast region to Southern Brazil.
Forty goats (six months-old to four years-old) died in two periods: during
transportation and two or three days after unloading. Clinical signs included dyspnea,
mucopurulent nasal discharge and cough. These goats were necropsied and multiple
organ fragments were collected for histopathological, bacteriological and molecular
analysis. Grossly, all goats had pulmonary consolidation, predominantly affecting the
cranioventral lung region, associated to a severe fibrin deposition, with pleural
thickening and pleural adhesion in 90% (36/40) of the cases and hydrothorax in 37.5%
(15/40) of the cases. Histologically, lesions in all goats were composed by a
fibrinosupurative pleuropneumonia, characterized by a diffuse inflammatory infiltration
of neutrophils involving the pleura, alveoli, bronchi and bronchioli, associated with a
severe fibrin deposition and alveolar edema. Mannheimia genus bacteria were isolated
in all cases. The polymerase chain reaction (PCR) for the 16S rDNA gene of
Mannheimia spp. was performed in 26 samples, and a positive result was obtained.
Through molecular sequencing an identity of 98% for the 16 rDNA gene and 98%
resemblance to Mannheimia haemolytica in all isolates were observed. M. haemolytica

is the main bacteria causing pleuropneumonia in goats subjected to stress.

Keywords: Goats. Stress. Respiratory disease. Histopathology. Bacteriology.
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura tem se destacado no agronegocio brasileiro, com um efetivo
estimado de 9,61 milhGes de caprinos distribuidos irregularmente em estabelecimentos
agropecuarios. A regido Nordeste detém o maior efetivo a nivel nacional, com cerca de
92,7% (IBGE, 2015) seguida da regido sul com um efetivo estimado de 333.314
caprinos, equivalente a 3,6% do efetivo total (IBGE, 2013). A caprinocultura é uma
atividade praticada em todo mundo, fortalece a agricultura familiar através da geragéo
de renda e emprego (RAHAL et al., 2014; EKONG; AKANBI; ODUGBO, 2014). Os
caprinos apresentam inimeras qualidades, como, por exemplo, a elevada adaptabilidade
aos diferentes ecossistemas, a precocidade das fémeas, além de serem fonte de proteina
animal (carne e leite) e couro de alta qualidade (RICHARDSON et al., 2002; COSTA et
al., 2008; EKONG; AKANBI; ODUGBO, 2014).

O manejo sanitario dispensado a esses animais normalmente é insuficiente e
inadequado, com pouca importancia nos aspectos nutricionais, sanitarios e reprodutivos
(SANTQOS, 2004). Altos indices de mortalidade sdo observados e advém de falhas de
manejo, principalmente sanitario (ROSA et al., 2013). Das doencas infecciosas que
afetam os caprinos, as pneumonias sdo uma das causas mais comuns em todo mundo
(ACKERMANN; BROGDEN, 2000; EMIKPE et al., 2010) e ocorrem como resultado
da associacdo entre fatores relacionados ao ambiente, a0 manejo, ao hospedeiro e aos
agentes infecciosos (bacterianos, fungicos, virais e/ou parasitarios) (MINKA; AYO,
2009; MAHU et al., 2015). Os agentes bacterianos constituem a classe mais frequente e
Mannheimia haemolytica é o principal agente isolado em casos de pneumonia em
caprinos, principalmente quando submetidos ao estresse (EKONG; AKANBI;
ODUGBO, 2014; PONNUSAMY et al., 2017).

Pneumonia associada ao estresse de transporte € comumente descrita em
ruminantes de todas as idades, devido a elevada morbidade e mortalidade de animais,
contudo os efeitos de mas condi¢bes de transporte sdo pouco conhecidos pelos
criadores, o que leva a falta de adocdo de boas praticas de transporte, e
consequentemente reducdo da imunidade e colonizagdo pulmonar por agentes
oportunistas. Com isto, 0 presente estudo objetivou descrever 0s aspectos
epidemioldgicos, anatomopatoldgicos,  bacteriolégicos e  moleculares  de
pleuropneumonia por Mannheimia haemolytica em 40 caprinos associada ao estresse do

transporte.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Etiologia

Mannheimia (Pasteurella) haemolytica, é uma bactéria gram-negativa,
cocobacilar, pertencente ao Filo Proteobacteria, classe Gamaproteobacteria, ordem
Pasteurellales, familia Pasteurelaceae e género Mannheimia (ZECCHINON; FETT;
DESMECHT, 2005; MERKEY et al., 2013). A bactéria variade 1 - 2 um X 0,3 - 0,6
um, é anaerdbia facultativa, possui capsula, causa hemolise em Agar sangue, fermenta
acucares, ndo produz esporos e é imovel. Em Agar MacConkey forma coldnias
pequenas, individuais e rosadas (FETT et al., 2008; MERKEY et al., 2013;
TAHAMTAN; MIRGHAFARI, 2015). Essa bactéria cresce bem em meios
enriquecidos, embora possa crescer também em meios ndo enriquecidos (MERKEY et
al., 2013).

A bactéria € comensal das tonsilas e nasofaringe dos animais e humanos
(MERKEY et al.,, 2013) tornando-se infectante quando estes sdo submetidos a
imunossupressdo (ZECCHINON; FETT; DESMECHT, 2005; SINGH; RITCHEY;
CONFER, 2011; EKONG; AKANBI; ODUGBO, 2014; EMIKPE et al., 2015). Ha 12
sorotipos de Mannheimia haemolytica (Al, A2, A5-A9, Al12-Al4, Al6 e Al7)
(MERKEY et al., 2013; EKONG; AKANBI; ODUGBO, 2014), todos responsaveis pela
doenca em animais de todas as idades na presenca de fatores estressantes
(ZECCHINON; FETT; DESMECHT, 20054; SINGH; RITCHEY; CONFER, 2011).
Fora do hospedeiro a bactéria sobrevive apenas em temperaturas quentes e umidade
elevada (KAOUD et al., 2011).

2.2 Patogénese

A bactéria é comensal das vias respiratorias superiores e torna-se patogénica na
presenca de fatores predisponentes, dentre eles agentes virais (Parainfluenza-3,
Herpesvirus 1, Virus Sincicial Respiratorio Bovino), agentes bacterianos (Pasteurella
multocida, Mycoplasma spp., Trueperella pyogenes), fatores ambientais (MINKA;
AYO et al., 2009; MOMIN et al., 2011; MERKEY et al., 2013), bem como fatores
relacionados ao hospedeiro e manejo (YENER et al., 2009; MERKEY et al., 2013;
EKONG; AKANBI; ODUGBO, 2014). A partir do momento em que a bactéria torna-se
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patogénica ocorre replicacdo exponencial da mesma, resisténcia aos mecanismos de
defesa, adesdo ao epitélio respiratorio e colonizagdo dos pulmdes (ZECCHINON;
FETT; DESMECHT, 2005; SINGH; RITCHEY; CONFER, 2011).

O periodo de incubacdo depende da idade do animal, estado imunitario,
infecgBes concomitantes, além da dose infectante e viruléncia do agente, contudo,
geralmente, em infecgdes naturais o periodo de incubagédo é de trés a cinco dias e em
infeccdes experimentais varia de seis a doze horas (RICE et al., 2008). A disseminacao
da doenca ocorre por inalacdo de aerossois expelidos pelos animais acometidos
(ZECCHINON; FETT; DESMECHT, 2005) ou pela ingestdo de material contaminado
pelas secre¢des (SINGH; RITCHEY; CONFER, 2011).

Vaérios fatores de viruléncia estdo envolvidos na patogénese da doenca. Dentre
eles o lipopolissacarideo e a leucotoxina, responsaveis por apoptose das células
imunitérias, principalmente dos macréfagos e na inducéo da liberagdo dos mediadores
da inflamacdo, além de hemorragia, necrose e trombose (ZECCHINON; FETT;
DESMECHT, 2005; SINGH; RITCHEY; CONFER, 2011; PONNUSAMY et al.,
2017); a capsula, que garante a capacidade antifagocitaria da bactéria, a aderéncia e a
invasdo da mesma; as proteinas externas de membrana que interagem com o sistema de
complemento, auxiliam na aderéncia, colonizagdo e na invasdo da bactéria
(ZECCHINON; FETT; DESMECHT, 2005; FETT et al., 2008; PONNUSAMY et al.,
2017). A neuraminidase que induz a reducdo da viscosidade do muco (SINGH;
RITCHEY; CONFER, 2011).

2.3 Epidemiologia

As doencas respiratdrias em ruminantes constituem uma das principais causas de
perdas econdmicas, tanto em producdo extensiva como intensiva (ALEXANDER et al.,
2008, YENER et al., 2009). A pleuropneumonia acomete ruminantes em todo o mundo,
afeta animais de todas as idades, e causa baixa produtividade devido a baixa conversao
alimentar, custos com tratamento, reducdo da viabilidade e elevada mortalidade
(ACKERMANN; BROGNEN, 2000; ABDULLAH et al., 2014). A ocorréncia da
doenca estd geralmente associada a presenca fatores estressantes (ALEXANDER et al.,
2008; YENER et al., 2009). O estresse e a imunossupressdo podem estar relacionados
ao transporte, manejo deficiente, elevada umidade do ar, ventilacdo deficiente,

verminoses pulmonares, superlotacdo e mudancas bruscas do ambiente (FETT et al.,
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2008). Infecgdo por Mannheimia haemolytica ja foi reportada em varios paises e a
bactéria isolada tanto em animais sadios (POULSEN et al., 2006; EKONG; AKANBI;
ODUGBO, 2014) como em animais doentes (AHMED; MOHAMDED; KHALAF,
2017; MAHU et al., 2015; PONNUSAMY et al., 2017). Em estudos retrospectivos
feitos em caprinos com pneumonia na Turquia, a bactéria foi isolada em 81,8% (18/22)
(VIANA et al., 2007), enquanto que na Noruega, o agente foi isolado da cavidade nasal
de ovinos aparentemente sadios em 41 % (57/139) dos casos (POULSEN et al., 2006).

2.4 Sinais clinicos e patologia

Os sinais clinicos observados dependem dos fatores envolvidos na
patogenicidade da doenca. Geralmente, os sinais clinicos sdo de evolugdo rapida e
culmina frequentemente com morte dos animais. Quando observados incluem febre
(SINGH; RITCHEY; CONFER, 2011; TAJIK; NAZIFI; ESHTRAKI, 2016), apatia,
descarga oculonasal bilateral serosa que evolui para mucopurulenta, dispneia, anorexia e
tosse (SINGH; RITCHEY; CONFER, 2011; EKONG; AKANBI; ODUGBO, 2014).
Sibilos respiratérios estdo presentes e a mortalidade excede os 10%. Os animais que
sobrevivem geralmente desenvolvem a forma cronica e apresentam baixo
desenvolvimento, além da baixa conversdo alimentar (ZECCHINON; FETT;
DESMECHT, 2005; RICE et al., 2008).

Macroscopicamente observa-se areas de consolidacdo pulmonar, principalmente,
na regido cranioventral (ZECCHINON; FETT; DESMECHT, 2005; YENER et al.,
2009; ABDULLAH et al., 2014), frequentemente com distribuicdo anteroventral
(TAJIK; NAZIFI; ESHTRAKI, 2016). Estas areas sdo delimitadas, de aspecto
hemorragico, consisténcia firme (ZECCHINON; FETT; DESMECHT, 2005), com
material fibrilar, além de distensdo dos septos interlobulares. A superficie de corte
apresenta um padrdo marmorizado com focos multifocais irregulares palidos (necrose)
delimitados por parénquima remanescente (SINGH; RITCHEY; CONFER, 2011).
Ocorre ainda oclusdo das vias aéreas por exsudado fibrinoso (RICE et al., 2008), além
de obstrucédo dos vasos sanguineos por trombos (RICE et al., 2008; SINGH; RITCHEY;
CONFER, 2011).

Na histologia, em vias respiratorias, na pleura e em alvéolos observa-se
infiltrado inflamatoério predominante neutrofilico, que em muitos casos, apresentam-se

degenerados e possuem formato alongado. Esses sdo denominados células em “grao de
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aveia”. Associado ao infiltrado inflamatorio, ha deposi¢ao de fibrina, edema intersticial,
trombose e dilatacdo dos vasos linfaticos (RICE et al., 2008; ZECCHINON; FETT,;
DESMECHT, 2005). Ocasionalmente, necrose e descamacdo do epitélio bronquial sdo
observadas (ZECCHINON; FETT; DESMECHT, 2004). Dependendo do estagio da
doenca e da patogenicidade da mesma, pode resultar em broncopneumonia necrotizante
(SINGH; RITCHEY; CONFER, 2011), broncopneumonia supurativa, pleuropneumonia
fibrinosa ou pleuropneumonia fibrinossupurativa (ADBULLAH et al., 2014).

2.5 Diagnostico e tratamento

O diagndstico presuntivo da doenca é feito baseado no historico, sinais clinicos e
achados anatomopatoldgicos, contudo o isolamento bacterioldgico e deteccdo molecular
do agente sdo cruciais para o alcance do diagndstico definitivo da doenca
(ZECCHINON; FETT; DESMECHT, 2005; PONNUSAMY et al., 2017). Devido a
elevada sensibilidade e especificidade que a técnica molecular apresenta, este é
recomendado no diagnoéstico da doenca. (PONNUSAMY et al., 2017).

O tratamento da doenca é feito através do uso de antibidticos com objetivo de
eliminar o agente e evitar a ocorréncia de infec¢des secundarias. Varios antibidticos séo
usados dentre eles a ampicilina, penicilina, tetraciclina, oxitetraciclina, tilosina,
florfenicol ceftiofur, cetriaxona, amicacina e enrofloxacina (PONNUSAMY et al.,
2017). O uso indiscriminado de antibidticos favoreceu a ocorréncia de resisténcia da
bactéria para os beta-lactdmicos, tetraciclinas, sulfonamidas e aminoglicosideos
(ZECCHINON; FETT; DESMECHT, 2005).

Medidas de prevencdo da doenca incluem a melhoria das instalagcdes, manejo
sanitario, biosseguridade, limitacdo da mistura de animais de diferentes origens,
minimizacdo dos fatores estressantes, quarentena dos animais novos (ZECCHINON;
FETT; DESMECHT, 2005; SINGH; RITCHEY; CONFER, 2011), administracdo de
minerais e vitaminas (Cobre, Selénio e Zinco e Vitamina E), além de fornecimento de
agua e alimento de boa qualidade (MAHU et al., 2015). Um estudo feito na Malasia,
mostrou que o uso de vacinas inativadas em caprinos a partir dos 6 meses de idade,
pode reduzir a incidéncia e a mortalidade de animais (SABRI; SHAHRON-SALISI;
EMIKPE, 2013). No diagndstico diferencial, todas outras doencas pulmonares sdo

incluidas tanto as de causa bacteriana, viral, fangicas assim como as de origem
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parasitarias (ACKERMANN; BROGNEN, 2000; YENER et al., 2009; SINGH;
RITCHEY; CONFER, 2011).
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3 ARTIGO

Neste item € apresentado o artigo intitulado “Pleuropneumonia por
Mannheimia haemolytica em caprinos associada ao estresse de transporte no
Brasil” o qual foi redigido segundo as normas da revista Journal of Veterinary
Diagnostic Investigation (JVDI) a ser submetido em breve.
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Resumo: Descreve-se 0s aspectos epidemiologicos, clinico-patolégicos,
bacterioldgicos e moleculares de pleuropneumonia por Mannheimia haemolytica em
caprinos apos transporte prolongado no Brasil. Quarenta caprinos vieram a oObito
durante a viagem e dois a trés dias apds o desembarque, apresentando sinais clinicos de
dispneia, secrecdo nasal e tosse. Estes foram submetidos a necropsia, para coleta de
fragmentos de o6rgdos e realizacdo de exames histopatologico, bacteriologico e
molecular. Macroscopicamente, todos os caprinos apresentaram diferentes graus de
consolidacdo pulmonar, afetando predominantemente a regido cranioventral, associada a
deposicdo acentuada de fibrina, com espessamento e aderéncia pleural em 90% (36/40)
dos casos. Histologicamente observaram-se lesdes de  pleuropneumonia
fibrinossupurativa em todos os caprinos, caracterizadas por infiltrado inflamatorio
predominantemente neutrofilico em brénquios, bronquiolos, alvéolos e em pleura. Na
bacteriologia foram isoladas, em todos os casos, bactérias do género Mannheimia,
predominantemente ndo hemoliticas em Agar sangue. Pela PCR realizada em 26
amostras identificou-se Mannheimia spp. em todas as amostras e através do
sequenciamento completo do gene 16S rDNA foi identificada a espécie com 98% de
identidade para Mannheimia haemolytica. A associa¢do dos achados observados neste
estudo permitiu o diagnostico de pleuropneumonia em caprinos por col6nias de

Mannheimia haemolytica ndo hemoliticas associada ao estresse do transporte.

Palavras-chave: caprinos, doencas respiratorias, histopatologia, Mannheimia

haemolytica, PCR.
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As infeccOes respiratdrias constituem uma das principais causas de morte de
caprinos e resultam da associacdo de varios fatores, que incluem agentes virais,
bacterianos, fungicos e parasitarios, além daqueles relacionados ao ambiente, a0 manejo
e a0 hospedeiro. ®"** Os agentes bacterianos constituem a principal classe causadora de
pneumonias em caprinos. Mannheimia haemolytica (M. haemolytica) € um dos
principais agentes oportunistas causadores de pleuropneumonias em ruminantes,
principalmente em bovinos e menos comumente em caprinos, quando estes sdo
submetidos a condicdes estressantes, como o transporte. "

A pleuropneumonia por M. haemolytica pode afetar ruminantes de todas as
idades com alta morbidade e mortalidade. >° A doenca causa prejuizos ndo sé pela
morte de animais, mas também pelo elevado custo com tratamento, manejo dos animais
doentes, reducdo no ganho de peso, condenacdo de carcacas e menor producao de leite e
carne. " O diagndstico da M. haemolytica pode ser feito através do histérico, sinais
clinicos, achados patolégicos, isolamento do agente e testes moleculares. *#°° Este
trabalho objetivou descrever o0s aspectos epidemioldgicos, clinico-patologicos,
bacterioldgicos e moleculares de 40 casos de pleuropneumonia por Manneimia
haemolytica ocorridos em caprinos submetidos ao estresse de transporte.

Quarenta caprinos, pertencentes a dois revendedores foram encaminhados para
realizacdo de necropsia durante o periodo de junho de 2016 a dezembro de 2017.
Durante a necropsia, fragmentos de diversos 6rgaos foram coletados e fixados em
formol a 10%, processados rotineiramente, e corados pela técnica de Hematoxilina e
Eosina (HE). Também foram refrigeradas amostras de pulmé&o de todos os caprinos para
realizacdo de exames bacterioldgicos. O exame molecular foi feito a partir dos isolados

bacterianos, seguida de sequenciamento completo do gene 16S rDNA. Também foram
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realizadas visitas as propriedades para coleta de dados epidemioldgicos e avaliacdo dos
animais.

O isolamento bacterioldgico foi feito em Agar sangue ovino 5% e em Agar
MacConkey, incubadas em atmosfera enriquecida de CO; (~5%) a 37°C por 72 horas, e
as col6nias bacterianas isoladas, identificadas pelas suas caracteristicas culturais,
morfotintoriais e bioquimicas de acordo com as orientacdes descritas. °

Vinte e seis amostras dos cultivos bacteriologicos foram submetidas a técnica de
PCR. Primeiramente, o DNA total de col6nias isoladas foi extraido através do Kit
QIAmp DNA (Qiagen). A técnica de PCR foi projetada para a amplificacdo parcial do
gene  16S rDNA de  Mannheimias  spp. (primer  forward: 5’-
TCACCAAGCCGTCGATCTCT-3’ e primer reverse: 5’-
TTCGCACATGAGCGTCAGTAC-3), a qual resulta em uma ampliacdo de 499bp. A
reacdo de PCRs incluiu 1 U Tag Platinum (Invitrogen), 10X de tampé&o Taq, 15 pmol de
cada primer, 200nM de cada dioxidonucleotideos (ANTP), 1.5 mM de MgCI2 e 20 ng de
DNA previamente extraido em um final volume de 25 pL. As reagdes foram
padronizadas no equipamento ABI Veriti Thermal Cycler, com os seguintes parametros:
95°C por 5 min seguida de 35 ciclos de 95°C por 30 s, 59°C por 45 s e 72°C por 30 s, €
um ciclo final de 72°C por 10 min. A espécie Mannheimia haemolytica foi determinada
pela amplificacdo completa do gene 16S rDNA usando primers universais 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3").
O controle negativo foi realizado em paralelo, na auséncia de DNA genémico. O
amplicom de 1.450 pb foi precipitado por RNA de transferéncia (tRNA) (Invitrogen™,
Séo Paulo, Brazil) e sequenciado no equipamento ABI-PRISM 3500 Genetic Analyzer

(Applied Biosystems Inc. Foster City, CA, USA). As sequéncias geradas com Phred
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score de 30 foi examinado na busca de similaridades com sequéncias conhecidas e
depositadas no BlastN (NCBI database).

Os caprinos eram mantidos em instalagdes com ventilacdo deficiente, higiene
precaria e em alta lotacdo. Nao havia segregacdo por origem, faixa etaria, sexo ou
isolamento dos animais doentes. Na avaliacdo clinica dos caprinos, estes exibiam ma
condicdo corporal, apatia, anorexia, dispneia, secrecdo nasal bilateral mucopurulenta
(Fig. 1A) e fezes pastosas no perineo. Conforme os proprietarios, 0s caprinos eram
adquiridos no Nordeste (estado de Pernambuco e Bahia), aglomerados e transportados
em ambiente fechado (caminhdes cobertos de lona), em lotes que variavam de 300 a
700 caprinos por carga. A viagem durava em média quatro a cinco dias, com escassez
de alimento e agua. Durante o desembarque parte dos caprinos estavam mortos e outros
se apresentavam apaticos, por vezes com tosse, dificuldade respiratoria e vinham ao
Obito dois a trés dias. Segundo os proprietarios, nenhum tratamento farmacologico foi
realizado aos caprinos previamente a viagem.

A necropsia, 70% (28/40) dos animais eram machos e 30% (12/40) fémeas, com
idade entre seis meses a quatro anos. Ao exame externo constatou-se condigédo corporal
regular a ruim, desidratacdo, palidez das mucosas e diferentes graus de secrecdo nasal
bilateral mucopurulenta. Ao exame interno todos os caprinos apresentavam pulmdes
ndo colabados, com aspecto brilhante e diferentes graus de consolidacgéo,
principalmente, em regides cranioventrais, associadas frequentemente por deposicéo de
fibrina (Fig. 1B e 1C). Estas areas eram vermelho-escuras e firmes. Em 90% (36/40)
dos casos, alem da consolidacdo observou-se aderéncia da pleura visceral a parede
costal, além de liquido de aspecto gelatinoso no térax (hidrotérax) em 37,5% (15/40)
dos casos. Observou-se também grande quantidade de contetido espumoso na traqueia e

nos grandes bronquios. Além das lesbes pulmonares, 20% (8/40) dos caprinos
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apresentavam no abomaso, quantidades variadas de parasitas morfologicamente
compativeis com Haemonchus contortus.

Na histologia foram observadas lesdes compativeis com pleuropneumonia
fibrinossupurativa, caracterizada por acentuado infiltrado inflamatorio multifocal a
coalescente, localizado na pleura, no interior de alvéolos, brénquios e bronquiolos,
associado a necrose acentuada do epitélio bronquiolar e bronquial (Fig. 1D). Sobre a
pleura, além do infiltrado inflamatorio, apresentava-se acentuadamente espessada com
grande quantidade de fibrina (Fig. 1E). O infiltrado era composto predominantemente
por neutrofilos integros e degenerados, por vezes, apresentando nucleo alongado
(células em grao de aveia), além de linfécitos, plasmdcitos e macrofagos, associado a
acentuada deposicdo fibrina e detritos celulares. Observou-se ainda acentuado edema
intra-alveolar e de septos interlobulares.

Na analise bacteriologica dos pulmdes, em 100% dos casos, foram isoladas
coldnias puras do género Mannheimia, dos quais 15% (6/40) eram hemoliticas e 85%
(34/40) ndo hemoliticas (Fig. 1F). Adicionalmente, os isolados foram positivos para
hidrélise da Esculina, negativos para ONPG Beta-galactosidase e ndo cresceram em
Agar MacConckey.

A reacdo de PCR foi positiva em 100% dos casos submetidos (26 casos) a
técnica, com identificacdo do gene 16S DNA ribossomal para Mannheimia spp.
Posteriormente, Mannheimia haemolytica foi confirmada pelo sequenciamento
completo do gene 16S rDNA com 98% de identidade em todas as amostras analisadas.

A caprinocultura é afetada negativamente por diversas enfermidades e as
doengas pulmonares sdo muito frequentes e culminam com baixa viabilidade, elevada

2,313

mortalidade, além de altos custos com tratamento. “** Os agentes bacterianos

constituem os principais causadores de pneumonia em caprinos e M. haemolytica a
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bactéria mais isolada de lesdes pulmonares, tanto em neonatos, como em jovens e

adultos, principalmente na presenca de fatores estressantes, como o transporte. >

20 que leva a

O transporte de caprinos vivos € comum na caprinocultura,
movimentacdo de criadores e/ou revendedores de uma regido para outra, para aquisicao
destes animais. Contudo, quando realizado sem a adocdo de medidas adequadas para o
bem-estar animal, culmina com mortalidade dos mesmos por doencas respiratorias,
sendo denominada de “febre dos transportes”, *'*2 fato que foi demonstrado nos
caprinos em estudo. Estes foram mantidos e transportados em ambiente fechado dos
caminhdes com baixa qualidade de ar e aglomerados de caprinos de diferentes origens,
0 que favoreceu a ocorréncia da doenca. O quadro clinico foi agravado também pela
falta de alimento, 4gua e longo percurso de viagem. Pneumonia secundaria ao transporte
envolvendo M. haemolytica é comumente descrita em ruminantes. >3

A principal forma de disseminacdo da doenca é por inalacdo dos aerossois
através do contato focinho-focinho ou por ingest&o de alimentos contaminados = o que
justifica maior ocorréncia da doenca nestes caprinos, devido a miscigenagédo de animais
de diferentes origens em ambiente fechado, com deficiente ventilagdo e humidade
elevada, fatores estes que favoreceram a sobrevivéncia e viabilidade da bactéria. Nao
obstante, a superlotacdo em caminhdes bem como nas granjas, favoreceram uma maior
transmisséo do agente, manutencéo da infeccédo, e consequentemente elevada morbidade
e mortalidade durante o transporte e ap6s o desembarque dos animais.

As condicdes climaticas apresentam grande influéncia na ocorréncia da doenca,
por garantirem a sobrevivéncia e viabilidade dos micro-organismos. ° A regido de
partida e de chegada dos caprinos apresentam climas distintos, que resultou numa

sequéncia de eventos desde a alteracdo do microambiente respiratorio, irritacdo das vias

aéreas superiores, reducdo da atividade mucociliar e fragilidade da imunidade inata,
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consequente adesdo e colonizacdo dos pulmdes pela bactéria. ***'* Em conjunto, o
manejo deficiente, a condi¢do corporal ruim, além do endoparasitismo, podem ter
potencializado a infecgéo e agravado o quadro clinico.

A principal caracteristica da M. haemolytica é causar hemoélise em Agar sangue,
além de crescer em Agar MacConkey, Beta-galactosidase positiva e ser negativa para

6911 caracteristicas contrarias das observadas na maioria de

hidrélise da Esculina,
nossos isolados. Coldnias bacterianas ndo hemoliticas por delecdo do gene da
hemolisina foram observadas em um terneiro com pleuropneumonia e septicemia,
contudo as demais caracteristicas tipicas da espécie bacteriana foram preservadas. ®
Colbnias também n&o hemoiticas foram isoladas em ovinos e foi associada ao
processamento imediato das amostras.**

A presenca ou ndo do gene da hemolisina ndo foi avaliada em nosso estudo.
Contudo, acredita-se que animais extremamente imunodeprimidos podem abrigar
coldnias ndo hemoliticas e, na presenca de fatores estressantes, tornarem-se potenciais
patdgenos. ** A condicdo corporal ruim que os caprinos apresentaram e o nivel
nutricional deficiente, aliada aos dias de viagem em jejum podem ter favorecido para a
ocorréncia da imunodepressdo acentuada dos caprinos e consequentemente maior
susceptibilidade para este grupo de patdgeno.

Vaérios fatores podem interferir na variacdo fenotipica dos micro-organismos,
desde fatores ambientais, *** inibicdo enzimatica por farmacos, além de particularidades

19 & manuseio das amostras. ** Apesar dos proprietarios

do sorotipo envolvido
garantirem que os caprinos nao foram medicados previamente a viagem, nao se descarta
possivel tratamento em seus locais de origem e consequentemente inibicdo enzimatica

de origem farmacoldgica, que foi evidenciada pela perda de algumas propriedades

fenotipicas da bactéria.
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Embora os resultados bacterioldgicos tenham evidenciado diferentes
caracteristicas fenotipicas na grande maioria dos isolados, em 100% das 26 amostras
submetidas a analise molecular, o resultado foi positivo para Mannheimia haemolytica,
possivelmente, indicando que o genoOtipo bacteriano foi preservado e apenas o seu
fenotipo foi alterado. Elevada sensibilidade e especificidade do teste também foi
observada em estudos com isolamento da espécie bacteriana ndo hemolitica. 3 Devido
a elevada sensibilidade e especificidade que o teste molecular apresenta, ele €
recomendado para identificacdo do agente e no diagndstico definitivo da pneumonia por
Mannheimia haemolytica.

Fatores estressantes podem desenvolver pleuropneumonia bacteriana em

caprinos e colénias de M. haemolytica ndo hemoliticas também podem gerar a doenca.
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Legenda das figuras

Figura 1: Pleuropneumonia por M. haemolytica em caprinos no Brasil. A. Caprino.
Secrecdo nasal mucopurulenta. B. Pulm&o. Area focalmente extensa de consolidagéo
pulmonar dos lobos cranioventrais recoberta de fibrina. C. Pulm&o. Consolidagio
bilateral dos lobos cranioventrais bilateral com deposicdo de fibrina. O pulméo esta
aumentado de volume e brilhante. D. Pulmdo. Presenca de acentuado infiltrado
inflamatorio neutrofilico em bronquiolo e em espagos alveolares, associado a necrose do
epitélio bronquiolar e deposicdo de fibrina. HE, obj. 20x. E. Pulm&o. Acentuado
espessamento da pleura e de septos interlobulares, associado a infiltrado neutrofilico,
fibrina, hemorragia e edema alveolar. HE, obj. 20x. F. Placa Agar sangue. Col6nias de
M. haemolytica hemoliticas (a esquerda) e ndo hemoliticas (a direita).
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CONCLUSAO

Mannheimia haemolytica é o principal agente oportunista causador da
pleuropneumonia em caprinos, contudo col6nias ndo hemoliticas podem gerar a doenga

em animais acentuadamente imunodeprimidos.
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