Este estudo testou a efetividade de uma vacina
monovalente para o virus A(HIN1)pdmO09 quanto a
resposta humoral, ocorréncia de lesdes e interacao

entre a patologia e patdégenos no Complexo de
Doengas Respiratorias dos Suinos. Foram avaliados
420 suinos, divididos em quatro grupos testando os
adjuvantes Emulsigen - D® e Hidréxido de Aluminio.

Foram realizadas avaliagcdes zootécnicas, clinicas,
soroldgicas, moleculares, patoldgicas e imuno-
histoquimicas. O adjuvante Emulsigen - D®
apresentou melhor resposta humoral. A lesdo mais
frequente foi consolidacao pulmonar cranio-ventral
e na histopatologia, pneumonia broncointersticial
associada a hiperplasia de BALT.
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RESUMO

O complexo de doencas respiratorias dos suinos (CRDS) resulta
de uma miscelanea de fatores e é um dos maiores e mais
frequentes desafios na producdo e sanidade de suinos. Este
estudo testou a efetividade de uma vacina monovalente para o
virus A(H1IN1)pdmQ9 quanto a resposta humoral, ocorréncia de
lesGes e interacdo entre a patologia e patégenos no CDRS. Para
tanto, foram avaliados entre os meses de Janeiro a Junho,
quatrocentos e vinte suinos foram divididos em quatro grupos
(n= 105 cada grupo): Grupo 1 (G1) controle com aplicagéo de
PBS; Grupo 2 (G2) vacinado com duas doses de vacina com
adjuvante Emulsigen - D®; Grupo 3 (G3) vacinado com duas
doses de vacina com adjuvante hidroxido de aluminio; Grupo 4
(G4) vacinado com uma dose de vacina contendo adjuvante
Emulsigen - D®. A vacina foi produzida na Embrapa Suinos e
Aves (Concordia-SC) a partir do virus A(HIN1)pdmQ9 oriundo
de uma granja em Santa Catarina com caso de doenca
respiratéria. A vacinacgdo deu-se pela via intramuscular na fase
de creche, aos 35 e 55 dias de idade. Durante o periodo
experimental foram realizadas avalia¢cdes zootécnicas (ganho de
peso, conversdo alimentar, consumo de racdo) e clinicas
(contagem de tosse e espirro) semanais e colheitas de sangue aos
21, 35, 56, 77 e 98 dias de idade. Uma amostragem dos animais
foi necropsiada aos 70 e 126 dias e o restante foi avaliado por
ocasido do abate (156 dias de idade). Amostras pulmonares
foram colhidas para avaliacdo histoldgica, imuno-histoquimica
e molecular. Os suinos do G2 foram os que apresentaram melhor
resposta humoral a vacinagdo. A consolidagdo pulmonar cranio-
ventral, especialmente no lobo cardiaco, foi o padrdo de leséo
macroscopica mais frequente nos grupos testados. Na
microscopia a pneumonia broncointersticial associada a
hiperplasia de BALT foi observada na maioria dos pulmdes e
teve relacdo com a deteccdo do Mycoplasma hyopneumoniae por






técnicas moleculares e imuno-histoquimica. O virus influenza
circulou no rebanho em pelo menos dois momentos ocasionando
uma infeccdo sub-clinica. Foi possivel identificar o virus em
pequenas quantidades no pulmdo com o uso de técnicas
moleculares, entretanto, sem lesdo compativel com infec¢édo na
histopatologia. Outro agente frequentemente identificado foi o
PCV2, e, na maior parte dos casos associado com M.
hyopneumoniae. A partir das observagdes conclui-se que duas
doses da vacina com o adjuvante Emulsigen - D® apresentou
melhor capacidade de induzir a resposta humoral, e, pela
frequéncia de lesbes macroscopicas e histologicas, as
pneumonias séo altamente prevalentes, mesmo em um rebanho
com controle ambiental, bom manejo e com protocolo de
vacinacao que inclui M. hyopneumoniae, PCV2 e influenza A.

Palavras-chave:  Vacinacdo. Complexo de doencas
respiratorias  dos  suinos.  Pneumonia.  Mycoplasma
hyopneumoniae. Circovirus Suino tipo 2.






ABSTRACT

Porcine respiratory disease complex (PRDC) is one of the most

important health concern for swine producers. This study tested
the effectiveness of a monovalent A(HLN1)pdmQ9 vaccine,
evaluating the humoral response, lesions occurrence and the
interaction between pathology and pathogens in the PRDC.
Therefore, four hundred and twenty pigs were divided in four
groups, (n= 105): Group 1 (G1) PBS control; Group 2 (G2)
vaccinated with two vaccine doses with an Emulsigen - D®
adjuvant; Group 3 (G3) vaccinated with two vaccine doses with
aluminum hydroxide adjuvant; Group 4 (G4) vaccinated with
one vaccine dose with Emulsigen - D® adjuvant and evaluated
between January to June. The vaccine was produced at Embrapa
Swine and Poultry (Concérdia — SC) with A(H1IN1)pdmO09 virus
isolated from a clinical case of respiratory disease in a farm in
Santa Catarina. The vaccination was done by intrammuscular
route at nursery stage, at 35 and 55 days of age. During the
experimental period, zootecnic evaluations (weight gain, feed
conversion ratio and feed intake) and clinical monitoring
(number of cough and sneeze) were performed weekly. Blood
samples were collected at 21, 35, 56, 77 and 98 days-old. Some
animals were necropsied at 70 and 126 days and the remaining
pigs were evaluated at slaughter (156 days of age). Lungs were
macroscopically evaluated and samples were taken for
histological, immunohistochemical and molecular analysis. Pigs
from G2 showed better humoral response to vaccination. The
cranio-ventral lung consolidation, particularly in cardiac lobe,
was the most frequent macroscopic lesion observed, except for
G1 that showed lower incidence of gross lesions. In microscopy,
broncointersticial pneumonia associated to BALT hyperplasia
was observed in most lungs and was related to M.
hyopneumoniae detection by molecular and






immunohistochemical techniques. Influenza A virus circulated
in the herd for at least two times, but resulting in a subclinical
infection. It was possible to identify the virus in small amount in
the lung by molecular techniques, however no lesion were
observed in the histopathology. Another frequently agent
identified was PCV2, and in the most cases it was associated
with M. hyopneumoniae. Based on that, the use of two vaccine
doses with an Emulsigen - D® adjuvant showed better humoral
response. The frequency of macroscopic and histological lesions
demonstrated that pneumonia are highly prevalent even in a herd
with environmental control, good management and with a
vaccination protocol including M. hyopneumoniae, PCV2 and
influenza A virus.

Key-words: Vaccination. Porcine respiratory disease complex.
Pneumonia. Mycoplasma hyopneumoniae. Circovirus Swine

type 2.
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35
1 INTRODUCAO

Pneumonia € uma inflamacdo pulmonar de ocorréncia
frequente na suinocultura e responsdvel por consideraveis
perdas econdmicas e produtivas em animais nas fases de
crescimento e terminacdo. Quando acomete 0s suinos, se
apresenta como quadros complexos de doenca respiratoria e séo
resultantes da combinacdo de agentes infecciosos, desafios
ambientais e do sistema de producéo. Esta miscelanea de fatores
que atuam na etiologia e patologia pulmonar é denominada de
Complexo das Doencas Respiratorias dos Suinos (PRDC). O
diagnostico definitivo s6 é possivel mediante analises
laboratoriais, pois a sintomatologia clinica € inespecifica e as
infeccOes na grande maioria dos casos sdo mistas, com agéo de
agentes primarios e secundarios.

Estas patologias, além de prejuizos diretos com
mortalidade de animais, também afetam o desempenho,
acarretando em perdas na conversdo alimentar e no ganho de
peso diario e, consequentemente, maior tempo de alojamento.
Outros gastos incluem aumento no uso de medicacdo, méao de
obra e até mesmo, perdas para a inddstria que processa 0
produto.

Embora a literatura mencione o Mycoplasma
hyopneumoniae como importante agente priméario do PRDC, a
partir de 2009, com o surgimento do virus Influenza
A(HIN1)pdm09 este cenario modificou-se (LANGE et al.,
2009; MORES et al., 2011; SCHAEFER et al., 2011;
WATANABE et al., 2012). Atualmente nos quadros complexos
de pneumonia hé interacdo conjunta do virus influenza A, M.
hyopneumoniae e circovirus suino tipo 2 (PCV2) como agentes
primarios e Pasteurella multocida como secundério, apesar de
seu papel como agente primario ja ter sido estabelecido no Brasil
(KICH et al., 2007; OLIVEIRA FILHO et al., 2015).

Dentre as possiveis a¢Oes profilaticas para minimizar o
impacto do PRDC, o uso de vacinas é uma alternativa
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importante. A utilizacdo de vacinas para patdgenos primarios
como M. hyopneumoniae e PCV2 é pratica rotineira nas granjas
e 0s protocolos de vacinagdo para agentes oportunistas sdo
estabelecidos dependendo do padrdo sanitario e pressdo de
infeccdo de cada propriedade. A vacinagdo para 0 Vvirus
influenza néo é realizada rotineiramente nas granjas, sendo que
a primeira vacina comercial foi liberada para uso no Brasil no
ano de 2014, e é baseada no subtipo viral A(H1IN1)pdmQ9.
Quando na decisdo do uso da vacinagéo para influenza, alguns
pontos tem que ser avaliados, como por exemplo, considerar a
variabilidade genética do virus e saber quais virus influenza
circulam nos rebanhos, pois as vacinas nao protegem contra
subtipos heterélogos (THACKER & JANKE, 2008; GAUGER
et al.,, 2011; CHEN et al.,, 2012; GAUGER et al.,, 2012;
VINCENT et al., 2012; RAJAO et al., 2014a; SANDBULTE et
al., 2015). Uma possivel alternativa sdo as vacinas autdgenas,
porém devem-se considerar alguns detalhes na viabilidade do
uso deste tipo de medida profilatica. No que se refere ao custo-
beneficio, a producdo das vacinas autdégenas é mais rapida que
as comerciais, principalmente pelas questdes legais (Instrucédo
Normativa DAS n°31, 20/05/2003 — Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento), e, devido a possibilidade do agente
sofrer mutagdes, quanto menor o tempo mais benéfico. Ainda, a
efetividade da vacina tem que ser levada em consideracéo, visto
que ndo ha efeito heterdlogo e, se caso 0s animais se infectarem
com subtipo diferente daquele da vacina ndo haveré protecdo
(CHEN et al., 2012; SANDBULTE et al., 2015).

Mesmo que ndo impeca a infec¢do, o uso da vacinagado
para patdégenos do PRDC auxilia no controle e prevengdo das
infeccOes respiratdrias. A vacinagdo diminui a ocorréncia de
sinais clinicos e lesdes, reduzindo as perdas em desempenho e
gastos com tratamento da doenca clinica. Ainda, esta alternativa
profilatica reduz os efeitos dos agentes primarios diminuindo
assim, as chances do aparecimento dos agentes secundarios.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

*Avaliar a ocorréncia do quadro complexo de doengas
respiratdrias do suino e elucidar a interagdo entre patologia e
patdgenos em leitbes vacinados para influenza A.

1.1.2 Objetivos Especificos

*Comparar dois diferentes adjuvantes e protocolos de
vacinacdo (numero de doses) quanto a resposta vacinal humoral;

*Avaliar a eficacia da vacinacdo para influenza A na
diminuicdo da ocorréncia de patologias pulmonares
oportunistas;

*Elucidar a complexidade e a interacdo dos patdgenos e
fatores associados ao PRDC em animais vacinados para
influenza A;

*Verificar a ocorréncia de infeccdes pulmonares mistas
e caracterizar os quadros clinico-patoldgicos;

*Associar a etiologia com achados de histopatologia do
PRDC utilizando técnicas moleculares e imuno-histoquimicas;

* Avaliar a eficacia da vacinacdo para influenza A na
melhoria zootécnica — ganho de peso, conversdo alimentar e
consumo de racéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 PNEUMONIAS EM SUINOS: DESTAQUE AO
COMPLEXO DE DOENCAS RESPIRATORIAS DOS
SUINOS

As doencas respiratorias tém destaque devido aos
quadros complexos e as perdas econémicas relacionadas. Estas
doencas advém de inUmeros fatores que incluem desde os
patdgenos envolvidos, suscetibilidade animal, falhas de manejo
até condicdes ambientais. Estas particularidades dificultam seu
controle e diagnostico definitivo, predispondo a uma maior
ocorréncia nos rebanhos. O diagndstico definitivo das doencas
respiratorias ndo é possivel avaliando apenas o historico e sinais
clinicos, necessita da necropsia e da realizacdo de exames
complementares devido a complexidade dos quadros (KIM;
CHUNG; CHAE, 2003; BOCHEV, 2007; PALZER et al., 2008;
HANSEN et al., 2010; DEBLANC et al., 2012; THACKER &
MINION, 2012; WILSON et al., 2012; MORES et al., 2015).

O PRDC acomete suinos desde a fase de creche até a
terminacdo, predominantemente na fase de crescimento e
terminacdo, com quadro clinico caracterizado por tosse de
severidade variada, dificuldade respiratoria, espirro, febre, e
perdas produtivas em ganho de peso e eficiéncia alimentar. Em
geral, agentes como M. hyopneumoniae, virus influenza A
(FLUAV) e PCV2 atuam como fatores primarios ou
facilitadores de infeccdes secundarias, como as causadas pela P.
multocida e Haemophilus parasuis (THACKER; THACKER,;
JANKE, 2001; YAZAWA et al., 2004; BOCHEV, 2007;
MAROIS et al., 2008; KITIKOON et al., 2009; HANSEN et al.,
2010; SCHAEFER et al., 2011; DEBLANC et al., 2012;
THACKER & MINION, 2012).

Bochev (2007) destaca que os quadros podem se
apresentar como etiologia Unica ou mista, sendo que nestes casos
é comum atuar o M. hyopneumoniae, além de um virus e mais
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uma bactéria. O autor também cita que fatores como a entrada
do virus da sindrome respiratoria e reprodutiva do suino
(PRRSV) e a ocorréncia da sindrome multissistémica do
definhamento suino causado pelo PCV2 podem facilitar a
ocorréncia do PRDC. Além destes, o Actinobacillus
pleuropneumoniae também pode atuar como agente primario.

2.2 INTERACAO ENTRE PATOGENOS NO COMPLEXO
DE DOENCAS RESPIRATORIAS DOS SUINOS

Os patogenos primarios atuam como facilitadores dos
agentes secundarios. Devido ao seu potencial imunodepressor,
atuam na dindmica dos problemas respiratorios e favorecem
infecgBes oportunistas em suinos. Patdgenos virais como
FLUAV, PCV2, PRRSV e bacterianos, sendo o principal, o0 M.
hyopneumoniae sdo causa priméria do PRDC. Estes agentes
causam lesdes no trato respiratorio que favorece o
estabelecimento das infec¢Bes secundarias, como nas infeccdes
por FLUAV em que ha destruicdo das células do epitélio
respiratdrio especialmente brénquios e bronquiolos. Os agentes
oportunistas incluem na sua maioria o0s de etiologia bacteriana
como Mycoplasma hyorhinis, A. pleuropneumoniae, H.
parasuis, P. multocida, Salmonella cholerasuis (THACKER,;
THACKER; JANKE, 2001; HARMS et al., 2002; KIM;
CHUNG; CHAE, 2003; YAZAWA et al., 2004; BOCHEV,
2007; KITIKOON et al., 2009; FRAILE et al., 2010; HANSEN
et al., 2010; DEBLANC et al., 2012; OPRIESSNIG &
HALBUR 2012; THACKER & MINION, 2012; WILSON et al.,
2012; RAJAO et al., 2013; OLIVEIRA FILHO et al., 2015;
PAIXAO et al., 2016).

A interacdo entre patdgenos e ocorréncia de quadros do
PRDC ja foi relatada em diversos paises, entretanto Bochev
(2007) ressalta que dados precisos em uma escala global ndo sdo
possiveis visto que as manifestacdes clinicas variam de acordo
com a granja/propriedade. No Brasil, 78% dos casos de lesbes
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pulmonares estudadas por Morés et al. (2011), apresentavam
envolvimento de dois ou mais patdgenos. De acordo com
Paladino et al. (2012), os agentes predominantes em lesGes
pulmonares de suinos de crescimento e terminacdo foram
FLUAV, M. hyopneumoniae e P. multocida, em diferentes
associacfes, o que foi observado recentemente também por
Schmidt et al. (2015). Na Dinamarca, Hansen et al. (2010)
observaram ampla variacéo de lesbes microscopicas e infeccbes
mistas em suinos na fase de terminacdo com lesbes
macroscopicas de consolidacdo. Os agentes detectados com
maior frequéncia foram: PCV2, M. hyopneumoniae, M.
hyorhinis e P. multocida. Rajdo et al. (2013) destacaram casos
de infecgdo por FLUAV no Brasil e relataram 32 amostras com
co-infeccbes de FLUAV com um ou mais patdgenos.
Avaliando patégenos bacterianos envolvidos em lesGes
de pneumonia de suinos ao abate, Fablet et al. (2012)
verificaram que em 69,3% dos suinos, as lesGes estavam
associadas com M. hyopneumoniae, P. multocida, H. parasuis,
Streptococcus suis e A. pleuropneumoniae. Os autores também
observaram que M. hyopneumoniae, P. multocida e H. parasuis
foram associados a lesdes mais extensas no parénquima
pulmonar, e, lesdes de consolidacdo com caracteristica de
regressao foram relacionadas com M. hyopneumoniae.
Experimentalmente, a interacdo entre patogenos foi
comprovada por Thacker; Thacker; Janke (2001) que
destacaram a importancia do M. hyopneumoniae e do FLUAV
em causar danos ao epitélio ciliado do trato respiratério e,
consequentemente, abrindo portas para agentes secundarios.
Deblanc et al. (2012) através de inoculagdes com virus influenza
H1N1 e M. hyopneumoniae comprovaram também a interacao
entre estes dois agentes. Os autores notaram que a infeccao pelo
HIN1 ¢é fator de risco para maior gravidade das lesbes
respiratorias quando associado ao M. hyopneumoniae. O efeito
desta sinergia causa 0 agravamento (atingindo os lobos
diafragmaticos) das lesdes pulmonares com impacto na difusao
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e persisténcia da infeccdo pelo FLUAV, mas ndo influencia a
excrecado viral por via nasal. O efeito do M. hyopneumoniae e do
FLUAYV em associacéo tem relagdo com sua patogenia, uma vez
que ambos agem nas células epiteliais do trato respiratério e
causam danos no mecanismo de defesa mucociliar, diminuindo
assim, sua efetividade (THACKER; THACKER; JANKE, 2001;
LOPEZ, 2006; HANSEN et al., 2010). Schmidt et al. (2015)
complementaram que em casos de campo, infec¢Ges mistas de
FLUAV e M. hyopneumoniae tem sinais clinicos mais
exacerbados. Efeito similar foi demonstrado por Loving et al.
(2010) quando estudaram a interacdo entre FLUAV e B.
bronchiseptica.

Esta sinergia ndo é relatada apenas com o FLUAV.
Opriessnig et al. (2004) mostraram que infec¢Ges mistas de M.
hyopneumoniae e PCV2 podem desencadear quadro respiratorio
grave. Os autores avaliaram a infec¢do Unica destes agentes e a
infeccdo de PCV2 posterior ao M. hyopneumoniae. Em ambos
os casos de infec¢do Unica, as lesdes e sinais respiratorios foram
brandos e caracteristicas da patogenia de cada agente, porém,
quando a infec¢do foi mista (M. hyopneumoniae + PCV2), o
resultado foi um quadro de doenca respiratdria grave. Este
agravamento no quadro clinico provavelmente esté relacionado
ao ambiente propicio para replicacdo do PCV2, embora, em
condi¢cbes de campo nem sempre seja esta a sequéncia de
infeccdo.

As lesdes observadas na necropsia ou monitoria de abate
de animais afetados pelo PRDC inclui consolidagédo pulmonar
com distribuicdo crénio-ventral. Na maior parte dos casos, ndo é
possivel definir diagndstico etioldgico apenas pela visualizacao
das lesbes macro e microscopicas, uma vez que, ha similaridade
das entre o0s patdgenos, devendo-se utilizar exames
complementares (moleculares, imuno-histoquimicos) para
definir a etiologia (YAZAWA et al., 2004; HANSEN et al.,
2010; MORES et al., 2011; MORES et al., 2015). E comum
identificar mais de um agente na mesma leséo (FABLET et al.,
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2002; HARMS et al., 2002; HANSEN et al., 2010; MORES et
al., 2011; SCHAEFER et al., 2011; DEBLANC et al., 2012;
OLIVEIRAFILHO etal., 2015; MORAES et al., 2015; MORES
et al., 2015; SCHMIDT et al., 2015).

LesGes graves como pleurites, nédulos e abscessos
podem estar associadas a H. parasuis (RAPP-GABRIELSON et
al., 2006), A. pleuropneumoniae (FABLET et al., 2002;
MAROIS et al., 2008) e P. multocida (KICH et al., 2007;
OLIVEIRA FILHO et al.,, 2015). A presenca de exsudato
purulento sempre indica a presenca de contaminacao bacteriana
secundaria, ou seja, agentes oportunistas do PRDC (HANSEN
et al., 2010; VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012;
WATANABE et al., 2012; MORAES et al., 2015; OLIVEIRA
FILHO et al., 2015; SCHMIDT et al., 2015).

Estudos de Watanabe et al. (2012) mostraram que depois
de 2010 quando o virus influenza pandémico passou a circular
no Brasil, um novo padrao de lesdo histolégica passou a ser mais
frequente, a bronquiolite necrotica. Recentemente Schmidt et al.
(2015) ressaltaram a importancia da participacdo deste agente
viral no PRDC no Brasil, identificando os subtipos H1N2 e
A(HIN1)pdm09 em secre¢do nasal e pulmdo de suinos de
maternidade e terminacao oriundos de rebanhos sem historico de
vacinagdo para FLUAV, porém, com surtos de doenca
respiratoria e repetidos episddios de PRDC.

Independente da apresentacéo clinica, € comum observar
0 virus associado a agentes co-infectantes, tanto virais como
bacterianos. Dentre os mais comuns pode-se citar PRRSV,
parvovirus suino, M. hyopneumoniae e o FLUAV. A
imunossupressao causada pela deplecéo linfoide e linfopenia é
um importante evento para que as doencas associados ao PCV2
acontecam, nestes casos, a doenca € mais expressiva com
resultados  consistentes  confirmados por  reproducdo
experimental (PALLARES et al., 2002; OPRIESSNIG; MENG;
HALBUR, 2007; KING; CHUNG; CHAE, 2008; GILLESPIE
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et al., 2009; OPRIESSNIG & HALBUR 2012; SEGALES,
2012; SEGALES, ALLAN; DOMINGO, 2012).

Gillespie et al. (2009) demonstraram nos EUA que em
mais de 98% dos animais diagnosticados com PCV2 havia co-
infeccdes, sendo PRRSV (52%) e M. hyopneumoniae (36%) 0s
mais frequentes. No Brasil, 0 H. parasuis passou a ter grande
importancia clinica evidenciada pela maior frequéncia
diagnostica apos o aparecimento da circovirose (MORES et al.,
2012).

Opriessnig & Halbur (2012) citam que PCV2 associado
ao M. hyopneumoniae foi detectado em 15,5% dos casos de
doenca sistémica e FLUAYV associado ao PCV2 em 13%. Tanto
Harms et al. (2002) como Pallares et al. (2002) evidenciaram que
em condic¢Oes de campo os virus influenza e PCV2 atuam em
sinergismo, podendo os dois virus ser identificados em um
mesmo suino com PRDC. A infec¢do pelos mesmos agentes
também é descrita por Opriessnig et al. (2004). Os autores
observaram reducdo no desenvolvimento, lesbes pulmonares
graves e lesdes em linfonodos com deplecao linfoide além da
deteccdo do antigeno viral nas lesdes. De acordo com Kim;
Chung; Chae (2003), o M. hyopneumoniae juntamente com o
PCV2 tem papel primario nos quadros de PRDC. O M.
hyopneumoniae favorece as lesdes pulmonares e linféides do
PCV2 (OPRIESSNIG & HALBUR, 2012). Quando o PCV2 foi
inoculado apés o M. hyopneumoniae foi observado quadro
respiratorio mais grave (OPRIESSNIG et al., 2004), entretanto,
quando os animais foram inoculados simultaneamente com
PCV2 e M. hyopneumoniae néo foi observado efeito sinérgico
(SIBILA et al., 2012).

2.2.1 Influenza A
A influenza suina é uma zoonose de importancia mundial

caracterizada por uma infecgéo viral aguda do trato respiratorio.
O agente etiolégico é o FLUAV, pertencente ao género influenza



44

virus A e a familia Orthomyxoviridae. Estes sdo virus
envelopados, de genoma RNA segmentado, sentido negativo e
protegidos por uma proteina viral chamada nucleoproteina. Os
diferentes subtipos virais sdo classificados com base na
antigenicidade das glicoproteinas de superficie hemaglutinina
(HA) e neuraminidase (NA), que sdo potentes alvos da resposta
imune do hospedeiro (BROWN, 2000; DUBEY,;
VENKATESH; KULKARNI, 2009; VAN REETH; BROWN;
OLSEN, 2012; RAJAO et al., 2014b; VINCENT; LAGER;
ANDERSON; 2014).

Os FLUAVs infectam mamiferos e aves, e na
epidemiologia da doenca, o suino tem papel importante por
possuir distintos receptores de acido sialico (a-2,6 e a-2,3) nas
células epiteliais do trato respiratdrio. Esta caracteristica permite
ao suino a infec¢do concomitante com virus influenza de suinos,
humanos e aviarios. Se uma mesma célula for infectada com
diferentes subtipos virais pode ocorrer troca de segmentos
génicos “antigenic shift”, e consequentemente 0 aparecimento
de novos virus para 0s quais 0s suinos podem ndo apresentar
imunidade. Além disto, muta¢cdes pontuais no FLUAV podem
ocorrer devido a erros na incorporagdo de nucleotideos durante
areplicagdo viral e sdo chamadas de “antigenic drift” (BROWN,
2000; OLSEN, 2002; VAN REETH et al., 2008; VINCENT et
al., 2010; CIACCI-ZANELLA et al., 2011; VAN REETH,;
BROWN; OLSEN, 2012; RAJAO et al., 2014b; VINCENT;
LAGER; ANDERSON, 2014; YOON; WEBBY; WEBSTER,
2014).

No Brasil, dados soroldgicos e moleculares indicam a
presenca em suinos dos subtipos HIN1, H3N2 e HIN1pdm09
(BRENTANO et al, 2002; SCHAEFER; TREVISOL;
PALUDO, 2008; CARON et al., 2010; CIACCI-ZANELLA et
al., 2011; SCHAEFER et al., 2011; RAJAO et al., 2013;
CIACCI-ZANELLA et al., 2015) e recentemente, tanto em
populacbes de suinos quanto de javalis, foi detectado o subtipo
H1N2 (BIONDO et al., 2014; CIACCI-ZANELLA et al., 2015;
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SCHAEFER et al., 2015). O virus HIN1pdmO09 foi identificado
em suinos no Brasil por Schaefer et al. (2011) durante um surto
de infeccdo respiratoria aguda em suinos de idades variadas.
Este surto coincidiu com a ocorréncia da pandemia de influenza
A (HIN1)pdmQ09 em humanos. Ciacci-Zanella et al. (2011)
analisaram soros coletados de suinos no Brasil, antes e depois
do ano da pandemia (2009), e confirmaram a presenca de
anticorpos contra 0 A(H1N1)pdm09 em suinos somente apos
2009.

O virus da influenza suina causa uma infeccdo auto-
limitante e endémica, caracterizada por alta morbidade e baixa
mortalidade. A doenca inicia de forma abrupta, com periodo de
incubacdo curto, entre 24 e 48 h, curso rapido e recuperacao dos
animais em quatro a sete dias. No periodo inicial da doenca, as
secrecOes respiratérias possuem alta concentracdo de virus,
decaindo apos sete dias da infeccdo (LANGE et al., 2009;
LOVING et al., 2010; VINCENT et al., 2010; GAUGER et al.,
2012; VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012; VINCENT;
LAGER; ANDERSON, 2014).

A transmissdo do FLUAV ocorre por contato direto,
aerossois, tosse, espirro, fébmites e pela introducdo de animais
portadores no rebanho (ROMAGOSA et al., 2011; VAN
REETH; BROWN; OLSEN, 2012; JANKE, 2014). A facilidade
na disseminacéo aérea do virus se da pelo tempo de permanéncia
das particulas suspensas no ar, que pode chegar a 20 dias, com
pico entre sete e 11 dias (NEIRA et al., 2016). E uma doenca de
rebanho geralmente acometendo animais na fase de creche, uma
vez que, 0s anticorpos maternos, em rebanhos vacinados,
persistem até a sexta semana de vida. Os anticorpos de suinos
infectados pelo FLUAV sdo detectados a partir dos sete dias pos-
infeccdo, com pico de producdo entre duas a trés semanas e
declinio por volta das oito a 10 semanas pos-infec¢do (DUBEY;
VENKATESH; KULKARNI, 2009; VINCENT et al., 2010;
ROMAGOSA et al., 2011; VAN REETH; BROWN; OLSEN,
2012; JANKE, 2014).
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Animais mais jovens normalmente apresentam infeccéo
mais grave que animais adultos. A infeccdo € restrita ao trato
respiratorio e a replicacéo viral ocorre nas células epiteliais na
cavidade nasal, tonsilas, traqueia, pulmdes e linfonodos. A
sintomatologia é semelhante ao descrito em humanos, com tosse
ndo produtiva, febre, diminuicdo no consumo alimentar,
descarga nasal, espirro, conjuntivite suave, depressdo e leve
desidratacdo. Em caso de infecgdes secundarias, a tosse passa a
ser progressiva com aparecimento de dispneia acarretando na
maioria dos casos, em mortalidade (BROWN, 2000; LOPEZ,
2006; DUBEY; VENKATESH; KULKARNI, 2009; LANGE et
al., 2009; LOVING et al., 2010; VINCENT et al., 2010;
ROMAGOSA et al., 2011; VAN REETH; BROWN; OLSEN,
2012; RAJAO et al., 2014b; VINCENT; LAGER; ANDERSON,
2014; YOON; WEBBY; WEBSTER, 2014). Em inoculagdo
experimental com H1IN1, HIN2 e H3N2, Lyoo et al. (2014) nédo
observaram diferenca na apresentacdo de sinais clinicos entre os
subtipos inoculados, e 0s animais apresentaram espirro, tosse e
temperatura corporal acima de 40°C em dois a quatro dias pos-
inoculacéo.

Devido a infeccdo se dar pela via inalatoria, as lesdes
macroscopicas caracterizam-se, na maioria dos casos, por
consolidacdo  pulmonar  crénio-ventral de  coloragéo
avermelhada, nos lobos craniais, médios e acessorio. Em casos
de infeccdo aguda severa observa-se congestdo e edema
pulmonar (LOPEZ, 2006; LANGE et al., 2009; LOVING et al.,
2010; VINCENT et al., 2010; SCHAEFER et al., 2011,
GAUGER et al., 2012; VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012;
WATANABE et al., 2012; JANKE, 2014; VINCENT; LAGER;
ANDERSON, 2014). Lyoo et al. (2014) notaram diferenca na
gravidade das lesGes entre os grupos inoculados com diferentes
subtipos virais. Leitdes inoculados com o subtipo H3N2
apresentaram maior escore de lesdo pulmonar do que os
inoculados com os subtipos HIN1 e HIN2 nos dias quatro, sete
e 14 pés-inoculacdo. Na inoculagdo experimental de influenza A
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(HIN1)pdmQ9, Vincent et al. (2010) observaram lesbes
atingindo até 22% de area pulmonar e, relataram um caso de
doenca clinica; por sua vez, Schaefer et al. (2011) descreveram,
em casos de campo, lesdes envolvendo até 30% do pulmao.
Lange et al. (2009) relatam além das lesGes pulmonares,
hiperemia de cornetos nasais.

Na histopatologia a lesdo € caracterizada por bronquite e
bronquiolite necrosante, infiltrado linfocitico peribronquiolar
leve, pneumonia broncointersticial, necrose multifocal e
acumulo de neutréfilos e células descamadas no limen, podendo
levar a bronquiolite obliterante (LOPEZ, 2006; LOVING et al.,
2010; VINCENT et al.,, 2010; SCHAEFER et al., 2011,
GAUGER etal., 2012; WATANABE et al., 2012; RAJAO et al.,
2013; LYOO et al., 2014; SCHMIDT et al., 2015). Janke (2014)
constatou que em alguns casos é possivel se observar hiperplasia
de linfdcitos ao redor de vias aéreas antes mesmo do epitélio ser
danificado, e em complemento, estudos de Gauger et al. (2012)
demonstraram que esta lesdo foi observada associada a doenca
respiratoria exacerbada associada a vacinacdo (VAERD).

Outras lesdes incluem proliferacdo desorganizada do
epitélio de revestimento em brbénquios e bronguiolos em
recuperacdo, em até 72 h pos-infeccdo e leve traqueite crbnica
ndo especifica (LOVING et al., 2010; VINCENT et al., 2010;
JANKE, 2014). Bronquiolite obliterante é relatada em casos
severos onde a exposicao da lamina propria induz a proliferagdo
de fibroblastos que resulta na formagdo de pélipos bronquiais
obliterando a via aérea (JANKE, 2014).

Nos alvéolos pode haver debris celulares necroticos,
infiltrado inflamatdrio e espessamento da parede alveolar
(VINCENT et al., 2010; LYOO et al., 2014; SCHMIDT et al.,
2015). Diferencas na histopatologia sdo observadas de acordo
com o subtipo infectante, Lyoo et al. (2014) observaram leséo
histoldgica dois dias pos-inoculacdo intratraqueal com o subtipo
H3N2, ja com o subtipo H1N1, as lesdes foram mais evidentes
14 dias pés-inoculacdo. A marcacdo do antigeno por imuno-
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histoquimica (IHQ) se d& em células epiteliais necréticas
descamadas de bronquiolos e restos necrdticos no lamen
alveolar (VINCENT et al.,, 2010; SCHAEFER et al., 2011,
GAUGER et al., 2012; RAJAO et al., 2013). Watanabe et al.
(2012) constataram marcagéo por IHQ em apenas 45% dos casos
de pneumonia viral de campo, e, Rajao et al. (2013) ressaltam a
marcagdo do antigeno em lesdes de broncopneumonia
neutrofilica sem necrose de epitélio de bronquiolos, lesdo
caracteristica de FLUAV.

Para deteccdo do FLUAV pode-se utilizar métodos
diretos de diagnostico que detectam o antigeno. Estes incluem
isolamento viral em ovos embrionados de galinhas SPF e/ou
cultivo celular (padréo ouro), testes moleculares como reagéo
em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) e
RT-PCR em tempo real quantitativa (RT-qPCR) além da IHQ.
O diagnostico também pode se dar mediante deteccdo de
anticorpos (métodos indiretos), tais como: testes sorologicos —
técnica de ELISA (teste imunoenzimatico), inibicdo da
hemaglutinagdo  (HI), imunofluorescéncia indireta e
soroneutralizacdo (VINCENT et al., 1997; HOFFMANN et al.,
2001; CIACCI-ZANELLA et al., 2010; LORUSSO et al., 2010;
SCHAEFER et al., 2011; VAN REETH; BROWN; OLSEN,
2012; CULHANE & DETMER, 2014; VINCENT; LAGER;
ANDERSON, 2014; ZHANG & HARMON, 2014).

A analise histopatoldgica permite visualizar as lesdes
caracteristicas e se associada ao teste de IHQ positivo, permite a
deteccéo do antigeno viral na lesdo (LOPEZ, 2006; LOVING et
al., 2010; VINCENT et al., 2010; SCHAEFER et al., 2011;
WATANABE et al., 2012; RAJAO et al., 2013). O diagndstico
patoldgico deve incluir tecidos como cornetos nasais, tonsilas,
traqueia e pulmao. Estes materiais podem ser utilizados para
avaliacdo histologica e identificacdo de alteracdes, bem como
para confirmar o diagndstico quando interpretado em conjunto
com resultados da sorologia, moleculares e IHQ (LANGE et al.,
2009; SCHAEFER et al., 2011; CULHANE & DETMER,
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2014). Os dados clinicos e epidemiologicos auxiliam, mas nao
sdo definitivos (SCHAEFER et al., 2011; CULHANE &
DETMER, 2014).

Os testes de HI e ELISA s&o testes de referéncia para
suinos, e permitem a deteccdo de anticorpos (CIACCI-
ZANELLA et al, 2010; CULHANE & DETMER, 2014,
PEDERSEN, 2014). O teste de HI determina o estado imunitario
do rebanho (GALLIHER-BECKLEY et al., 2015) com base na
inibicdo da hemaglutinacdo de hemacias e tem a vantagem do
uso de anticorpos subtipo especificos (PEDERSEN, 2014). Para
técnicas moleculares, quando os resultados forem negativos,
deve-se na interpretacdo dos mesmos, levar em consideragéo o
curto periodo de excrecdo viral (LANGE et al., 2009), podendo
estar relacionado ao tempo de infec¢do. Lyoo et al. (2014) em
inoculacdo experimental com subtipos virais HIN1, HIN2 e
H3N2, identificaram 0 RNA do FLUAV no pulméo de suinos
por até 14 dias para subtipo H1N1, e para os subtipos HIN2 e
H3N2 em até sete dias pos infeccdo. Os autores ressaltam que a
deteccdo maxima se deu aos quatro dias pdés-infeccao.
Complementando tais afirmagdes, Culhane & Detmer (2014)
citam que mesmo que o FLUAV replique no trato respiratorio,
0 virus somente é detectado no periodo que coincide com a
presenca dos sinais clinicos. Podem ser colhidas amostras de
secre¢do nasal, fluido oral e lavado bronco-alveolar, sendo esta
ultima colhida no periodo pos-mortal. A deteccdo do FLUAV
em secrecdo nasal e fluido oral é descrita por De Corte et al.
(2015). Os autores relatam que a secrecdo nasal apresenta
maiores chances de detec¢édo na fase aguda, até cinco dias pos-
infeccdo e se deve a replicacdo do virus no epitélio da cavidade
nasal, enquanto a deteccao por fluido oral pode ocorrer por um
periodo maior e com maior quantidade de virus. A maior
deteccdo por fluido oral pode estar relacionada a deteccdo do
antigeno nas secrecdes (células inflamatorias e descamadas do
trato respiratorio inferior), todavia para isolamento viral
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(particulas ativas) o fluido oral ndo é tdo eficiente quanto a
secre¢do nasal.

2.2.2 Mycoplasma hyopneumoniae

O M. hyopneumoniae € um dos mais importantes agentes
causadores de doencgas em suinos, seja pela sua alta prevaléncia
nos rebanhos ou devido aos prejuizos causados com as
pneumonias, como parte do PRDC. Esta bactéria causa uma
broncopneumonia, por vezes chamada de pneumonia enzodtica
(CIPRIAN et al., 1988; REDONDO et al., 2009; THACKER &
MINION, 2012). O agente é transmitido por contato com
animais contaminados ou pelo ar. Os sinais caracteristicos da
enfermidade incluem tosse seca, ndo produtiva e perdas em
desempenho, especialmente em animais na fase de crescimento
e terminacdo. A morbidade é alta, porém, sdo raros 0s casos de
mortalidade (CIPRIAN et al., 1988; THACKER & MINION,
2012). Quadros clinicos na fase de creche séo raros, visto que o
periodo de incubacdo da bactéria é relativamente longo.

Um ponto fundamental pelo qual o M. hyopneumoniae é
um dos agentes mais importantes do PRDC se deve a sua
patogenia. A bactéria é capaz de modular a resposta do
organismo e com isto, favorecer a infecgdo com patdgenos
oportunistas. O agente se liga aos cilios do epitélio respiratério
e provoca ciliostase além de estimular a proliferacdo do tecido
linfoide. Como o agente se adere aos cilios, hd uma dificuldade
na acdo do sistema imune, dificultando qualquer resposta
(BOCHEV, 2007; REDONDO et al., 2009; THACKER &
MINION, 2012; SIMIONATTO et al., 2013). O grau de
acometimento do pulmdo e sinais clinicos podem ser brandos ou
graves, dependendo dos agentes oportunistas, condicdes
ambientais e manejo (HANSEN et al., 2010).

Na macroscopia, as lesdes sdo caracteristicas de
broncopneumonia envolvendo a regido crénio-ventral dos lobos
apicais, cardiacos, diafragmaticos e intermediario. As areas
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afetadas sdo bem delimitadas do tecido normal, sua coloracgéo é
vermelho-escuro a acinzentado e consisténcia firme recebendo a
denominacdo de consolidacdo (CIPRIAN et al.,, 1988;
THACKER & MINION, 2012). Na histopatologia as lesdes séo
observadas em bronquios e bronquiolos. Exsudacédo inflamatoria
na luz nas vias aéreas é notada no quadro mais agudo, e, na
lamina propria é comum infiltrado de células mononucleares.
Um achado muito frequente é a hiperplasia do tecido linféide
associado aos brénquios (BALT), em que ocorre aumento deste
tecido devido a divisdao celular, podendo ocorrer também
hipertrofia de pneumdcitos (CIPRIAN et al, 1988;
CALSAMIGLIA; COLLINS; PIJOAN, 2000; BOCHEYV, 2007;
REDONDO et al., 2009; SEO et al., 2014).

Para diagndstico, as técnicas mais efetivas sdo as
moleculares e IHQ associadas a observacdo das lesdes, além do
quadro clinico sugestivo. Como o agente tem a particularidade
de ndo se desenvolver facilmente em meios de cultivo, o
isolamento ndo é uma técnica usualmente utilizada
(CALSAMIGLIA; COLLINS; PIJOAN, 2000; PIETERS et al.,
2009; REDONDO et al., 2009; THACKER & MINION, 2012;
SIMIONATTO et al.,, 2013). Calsamiglia; Collins; Pijoan,
(2000) correlacionaram a lesdo histoldgica sugestiva de M.
hyopneumoniae com a detec¢do do agente pela técnica de PCR
e verificaram boa correlacdo, exceto em uma infeccdo muito
precoce ou tardia. Pieters et al. (2009) detectaram o agente em
animais inoculados por até 214 dias pos infecgéo.

A medida terapéutica indicada é o uso de
antimicrobianos, seja em pulsos estratégicos ou, como medida
de tratamento no caso de um surto. Para profilaxia, as
alternativas mais efetivas incluem uma acdo estratéegica com
técnicas de manejo, especialmente aquelas relacionadas a
qualidade do ar e instalacdes, e, uso de vacinacdo (THACKER
& MINION, 2012). As vacinas inativadas tem uso rotineiro e
seus beneficios sdo bem conhecidos. Mesmo ndo impedindo a
infeccdo, melhorias no desempenho e menor ocorréncia de
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sinais clinicos sdo relatados além de uma protecdo parcial ao
desenvolvimento de lesdes (THACKER & MINION, 2012;
SIMIONATTO et al., 2013).

2.2.3 Circovirus Suino Tipo 2

O género Circovirus inclui pequenos virus, nao
envelopados, com genoma DNA circular, de fita simples
pertencentes & familia Circoviridae. Anélises filogenéticas do
virus demonstram a existéncia de quatro diferentes tipos de
PCV2, o PCV2a, PCV2bh, PCV2c (detectado apenas na
Dinamarca e recentemente em suideos selvagens no Brasil) e
PCV2d. Recentemente foi descrito o PCV2b mutante, realocado
para o grupo do PCV2d. Este subtipo possui uma alteracdo na
ORF2, um aminoacido extra que codifica a proteina do capsideo
(OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007; SEGALES et al.,
2008; SEGALES, ALLAN; DOMINGO, 2012; VIDIGAL et al.,
2012). No Brasil, o PCV2 foi inicialmente detectado em 2000
em Santa Catarina, onde a doenca foi caracterizada por
definhamento e lesdes severas no tecido linfoide (CIACCI-
ZANELLA & MORES, 2003). Até a introdugdo de vacinas
comerciais em 2008, o controle da circovirose em rebanhos
brasileiros era baseado na correcdo de fatores de risco para a
infeccdo. Dentre os diferentes gendtipos ja identificados, o
PCV2a foi inicialmente o mais prevalente em suinos afetados
pela circovirose até 2003, sendo as vacinas comerciais
desenvolvidas a partir deste subtipo. Entretanto, o PCV2b
emergiu globalmente e se tornou o gendtipo mais prevalente em
suinos associado a surtos mais severos de doenca sistémica
(SEGALES, ALLAN; DOMINGO, 2012; VIDIGAL et al.,
2012).

Este agente é emergente e de grande importancia
econdmica para suinos (FACHINGER et al., 2008; SEGALES,
ALLAN; DOMINGO, 2012). O PCV2 tem importancia
epidemioldgica e clinica causando diferentes sindromes que de
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acordo com Segalés (2012) incluem: 1) infeccdo subclinica; 2)
doenca sistémica (enfermidade complexa com diferentes sinais
clinicos, sendo 0 emagrecimento progressivo o mais frequente);
3) doenca pulmonar (HARMS et al., 2002; KIM; CHUNG,;
CHAE, 2003; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007,
HANSEN et al., 2010); 4) doenca entérica (OPRIESSNIG &
HALBUR 2012); 5) doenca reprodutiva; e, 6) sindrome da
dermatite e nefropatia (SEGALES, ALLAN; DOMINGO,
2012). Indiferente das apresentacGes clinicas pode ser citado
como doencas associadas ao PCV2 (PCVAD) (OPRIESSNIG &
HALBUR 2012; SEGALES, 2012).

Diversos sinais clinicos sdo observados nos leitGes de
rebanhos infectados, e, o sinal mais frequente inclui
emagrecimento rapido e progressivo. Em casos de PRDC
ocorrem sinais relacionados a pneumonia. Outra forma de
apresentacdo do PCV2 é causando uma doenca subclinica, onde
apenas se observa desempenho insuficiente associado a maior
ocorréncia de diarreia e pneumonia (OPRIESSNIG; MENG;
HALBUR, 2007; HANSEN et al., 2010; SEGALES, ALLAN;
DOMINGO, 2012; MORES et al., 2012; SEGALES, 2012).

As lesBes macroscopicas indicativas do envolvimento
deste virus incluem aumento de linfonodos (inguinais,
mesentéricos e mediastinicos), atrofia do timo e pulméo nédo
colabado, e, as vezes com pequenas areas disseminadas de
consolidacdo (OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007;
SEGALES, 2012; SEGALES, ALLAN; DOMINGO, 2012). A
descricdo de caso clinico relacionado a edema pulmonar agudo
é reportada por Cino-ozuna et al. (2011), porém ndo é
observacdo rotineira na clinica. As alteracGes histopatologicas
ocorrem nos tecidos linfoides com perda da arquitetura do
tecido, deplecéo linfoide variada, necrose de células linfoides,
especialmente nos centros foliculares, as vezes com infiltracdo
de histidcitos, formacdo de granulomas e presenca de células
multinucleadas. No pulméo ha espessamento da parede alveolar
devido a proliferacdo celular (pneumdcitos tipo I1) e infiltragdo
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de linfdcitos e histiocitos que também aparecem ao redor de
vasos e vias aéreas (OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007;
SEGALES, 2012). Quando no PRDC, 0 PCV?2 causa pneumonia
broncointersticial com fibrose peribronquial e peribronquiolar.
Os septos alveolares se apresentam espessos com infiltrado de
linfécitos e histiocitos (OPRIESSNIG; MENG; HALBUR,
2007; HARMS et al., 2002; KING; CHUNG; CHAE, 2008;
SEGALES, 2012).

Devido a ampla disseminacdo do patégeno e a
possibilidade de ser identificado em animais sadios, sdo citados
trés aspectos para confirmacdo dos casos: 1) sinais clinicos
compativeis incluindo: emagrecimento progressivo, sinais
respiratorios e/ou diarreia; 2) lesdes macroscopicas e
microscopicas; 3) deteccdo de antigenos ou de acidos nucléicos
do PCV2 associados com as lesdes (OPRIESSNIG; MENG;
HALBUR, 2007; SEGALES, ALLAN; DOMINGO, 2012).

O isolamento viral pode ser realizado em células, porém
deve ser associado a imunofluorescéncia ou imunoperoxidase,
pois 0 agente ndo produz efeito citopatico. A técnica de PCR é
utilizada para detectar DNA de PCV2 a partir de diferentes
amostras, como sangue total, soro, secre¢fes nasais, fezes,
sémen e diferentes tecidos. A IHQ permite a identificacdo dos
antigenos nos tecidos associado as lesdes. Para estas tecnicas, 0s
tecidos linfoides sdo os de preferéncia devido a alta
concentracdo de virus, porem pode ser detectado também em
rim, trato respiratdrio e outros (KIM & CHAE, 2001; HARMS
et al., 2002; SHIBATA et al., 2003; OPRIESSNIG et al., 2004;
SEGALES, ALLAN; DOMINGO, 2012).

Dentre as medidas profilaticas, as boas praticas de
manejo auxiliam consideravelmente na diminui¢cdo da doenga
clinica. Para prevencéo, além do uso de vacinas deve-se focar na
diminuicdo das co-infeccdes, que em geral agravam os quadros,
como mencionado por Opriessnig e Halbur (2012) para quadros
clinicos com envolvimento do PCV2 e M. hyopneumoniae. O
efeito da vacinacdo é benéfico na reducdo ou eliminagdo do
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virus, menor ocorréncia de doenca subclinica e diminuicdo das
perdas econbmicas, porém é necessario considerar a ocorréncia
das PCVAD (SEGALES, ALLAN; DOMINGO, 2012).
Fachinger et al. (2008) demonstram que a vacinagéo dos animais
reduz significativamente a duracdo da viremia e,
consequentemente, a carga viral.

2.4 PREVENQAO DO COMPLEXO DE DOENGCAS
RESPIRATORIAS DOS SUINOS — USO DE VACINAS

Dentre as possibilidades para profilaxia das doencas
respiratorias, o uso de vacinagdo tem sido uma alternativa
frequente nos rebanhos de suinos. Embora ndo impecam a
infeccdo (SIBILA et al., 2007), estas vacinas atuam diminuindo
os efeitos negativos dos agentes primarios e secundarios. O
controle da infeccdo pelo FLUAV em suinos é critico e
fundamental, pois epidemiologicamente existem dificuldades na
implantagdo de um protocolo efetivo devido as mutagdes do
agente ocorrerem com frequéncia. Se o programa de controle for
efetivo permite uma diminuicdo da disseminacdo do virus bem
como a reducdo de adaptacdo entre espécies, contribuindo com
a minimizagdo dos riscos dos animais serem fonte de infecgéo
para uma pandemia (THACKER & JANKE, 2008;
ROMAGOSA et al., 2011; RAJAO et al., 2013; GALLIHER-
BECKLEY etal., 2015; NEIRA et al., 2016).

As vacinas mais utilizadas sdo as inativadas ou autogenas
comerciais (ROMAGOSA et al., 2011; RAJAO et al., 2013;
GALLIHER-BECKLEY et al., 2015) e tem 0 uso rotineiro nos
Estados Unidos (RAJAO et al., 2014b). No Brasil, h4 uma
vacina comercial para o subtipo A(HIN1)pdm09 com
recomendagéo para uso em fémeas gestantes, marrés e leitdes
com trés ou mais semanas de vida. As vacinas autogenas ndo séo
liberadas para uso. Além de fatores individuais e de manejo que
possam interferir no sucesso de protocolos de vacinacao,
especialmente para FLUAYV, a diversidade antigénica continua
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dos virus - mutages virais (shift e drift) e o efeito dos anticorpos
maternos, que persistem até a sexta semana de vida tem que ser
levado em consideragdo. Anticorpos maternos adquiridos
através do colostro podem reduzir a doenca clinica, entretanto
sdo menos efetivos no bloqueio da excrecédo viral (KITIKOON
et al., 2006; THACKER & JANKE, 2008; VINCENT et al.,
2010; VAN REETH et al., 2012; VINCENT et al.,, 2012;
RAJAO et al., 2013; JANKE, 2014; RAJAO et al., 2014a;
RAJAO et al., 2014b). Rajdo et al. (2013) ressaltam que como
as vacinas ainda ndo sdo amplamente utilizadas, manejo e
medidas especificas de preven¢do sdo importantes na reducao
dos sinais clinicos bem como disseminacdo viral. Ainda, antes
de se implantar um protocolo de vacinacéo para FLUAV, deve-
se ter conhecimento de quais sdo os subtipos que circulam nos
rebanhos e associar a circulagéo dos virus com doenga clinica.
As vacinas inativadas estimulam a producdo de IgG
desde que acrescidas de um adjuvante. As IgGs protegem da
doenca clinica, tendo uma limitacdo de resposta imune na
mucosa. Os anticorpos produzidos contra a HA parecem ser
mais protetores, porém, a protecdo contra a infeccdo ndo é
completa, mas a multiplicacdo do virus e excre¢do viral reduzem
(THACKER & JANKE, 2008; ROMAGOSA et al., 2011;
RAJAO et al., 2014b). Estas vacinas inativadas apresentam a
desvantagem de induzir a VAERD, fenbmeno que ocorre
quando suinos sao desafiados com subtipos heter6logos aqueles
que foram imunizados, ocasionando uma incompatibilidade
entre subtipos. A VAERD corresponde a uma pneumonia
broncointersticial severa com bronquiolite necrética e
hiperplasia de BALT (GAUGER et al., 2011; GAUGER et al.,
2012; VINCENT et al., 2012; RAJAO et al., 2014a;
GALLIHER-BECKLEY et al., 2015). Gauger et al. (2011)
descreveram a ocorréncia de VAERD em suinos imunizados
com vacina inativada para A/H1IN1pdmO9 e desafiados com o
H1N2 heterdlogo. Os autores observaram maior excrecao viral
aos dois dias pos-infeccao e lesdes pulmonares mais extensas no
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grupo vacinado e desafiado, quando comparado ao grupo
desafiado, mas ndo vacinado.

Ainda investigando a ocorréncia de VAERD, Gauger et
al. (2012) avaliaram suinos imunizados com vacina inativada
para 0 subtipo HIN2 e desafiados com A/H1N1pdmO09, e
comprovaram que, a vacina ndo impede a infeccdo. Também,
observaram maior intensidade de sinais clinicos no grupo
vacinado e desafiado quando comparado ao grupo néo vacinado
e desafiado. Além disto, os suinos desafiados com
A/H1IN1pdmO09 demonstraram lesdes de consolidagdo cranio-
ventral, tipicas de infeccdo por FLUAV predominantes nos
lobos craniais e médios, ja no grupo vacinado e desafiado as
lesGes estendiam-se até a por¢do cranial do lobo caudal. A maior
porcentagem de leséo de consolidacdo foi observada nos animais
vacinados (20%) quando comparados ao controle (7%). Ambos
0S grupos apresentaram marcacao por IHQ, entretanto, as lesdes
histoldgicas no grupo vacinado eram mais extensas.

Vacinas vivas modificadas sdo estudadas como possiveis
alternativas ao uso de vacinas inativadas. A vantagem é uma
maior estimulacdo de imunidade mediada por células para a
nucleoproteina conservada, conferindo imunidade homdloga
efetiva e heteréloga parcial (THACKER & JANKE, 2008;
VINCENT et al., 2012). Estas vacinas podem ser risco potencial
para animais imunodeprimidos e, pode ocorrer a reversdo do
virus utilizado (GALLIHER-BECKLEY et al., 2015). As
vacinas DNA, que estimulam imunidade de longa duragéo e tem
a vantagem da producdo de proteinas virais normais sem 0s
riscos associados com a utilizacdo de virus vivo, sdo uma
alternativa as inativadas. Estas proporcionam imunidade
heterossubtipicas e apresentam pouca interferéncia dos
anticorpos maternos, conferindo boa imunidade humoral, celular
e de mucosa (THACKER & JANKE, 2008; RAJAO, 2014b).
Vacinas de subunidades de proteina recombinante tém sido
propostas como alternativa a reduzir o tempo de producdo da
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vacina, 0 que seria uma vantagem interessante, pois o virus esta
em constante mutacio (RAJAO et al., 2014a).

Para os outros agentes do PRDC, a vacinacdo é uma
forma de profilaxia amplamente utilizada especialmente para M.
hyopneumoniae e PCV2. As vacinas mais utilizadas em
rebanhos brasileiros, por ordem de frequéncia sdo para PCV2,
M. hyopneumoniae e A. pleuropneumoniae (MORES et al.,
2015). Animais vacinados para PCV2 tem um acréscimo no
ganho de peso e conversdo alimentar além de ganhos na carcaga.
Em animais co-infectados com agentes oportunistas, reduz a
ocorréncia clinica da doenca, pois previne a viremia. O foco da
prevencdo ndo pode se basear apenas na vacinagdo, € preciso
trabalhar na reducdo da carga contaminante em geral na granja,
ou seja, reduzir os agentes oportunistas (PALLARES et al.,
2002; BOCHEV, 2008; OPRIESSNIG & HALBUR 2012;
WILSON et al., 2012; SEO et al., 2014; RAITH et al., 2015).
Para M. hyopneumoniae, Sibila et al. (2007) observaram menor
ocorréncia de lesdes em animais vacinados quando comparado
aos controles, ndo vacinados.

Testando o efeito da vacinacao para M. hyopneumoniae
e PCV2 em suinos desafiados, Seo et al., (2014) observaram que
suinos vacinados apenas para M. hyopneumoniae e desafiados
com os dois agentes apresentaram maior quantidade de copias
virais no soro quando comparados aqueles que receberam vacina
contra os dois agentes. Desta forma, a vacinagao apenas para M.
hyopneumoniae ndo reduz viremia e nem les6es associadas ao
PCV2. Ainda, os autores mencionam que a infeccdo com os dois
agentes acarreta em lesdes mais graves das observadas quando
apenas 0 PCV2 ¢ inoculado. Isto ndo é observado quando os
animais sdo desafiados apenas com o M. hyopneumoniae, neste
caso se observou lesdes de intensidade muito parecida daquelas
observadas na inoculagéo de PCV2 e M. hyopneumoniae.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo faz parte de um projeto de pesquisa da
Embrapa Suinos e Aves, Concordia — SC, intitulado
"Desenvolvimento e aprimoramento de métodos e insumos para
o diagndstico, prevencéo e controle de doencas virais de suinos:
foco no agronegacio brasileiro, na saide humana e animal”. Este
projeto de pesquisa € dividido em planos de acdo, sendo o
"Desenvolvimento de candidato vacinal para o virus de
influenza em suinos" o plano de acdo correspondente ao projeto
apresentado na sequéncia. Além do objetivo do
desenvolvimento da vacina, o trabalho ainda estuda outros
agentes associados ao PRDC com o titulo ETIOPATOLOGIA
DO COMPLEXO DE DOENCAS RESPIRATORIAS EM
SUINOS VACINADOS PARA VIRUS INFLUENZA A
(A(HIN1)pdmQ9). Este projeto é uma parceria da Embrapa
Suinos e Aves (Concédrdia-SC) e do Laboratério de Patologia
Animal da Universidade do Estado de Santa Catarina - LAPA,
UDESC (Lages-SC), aprovado pelo CNPg, Chamada Universal,
edital MCTI — 14/2013.

A producdo da vacina, teste de campo, colheitas de
material, avaliacdo patoldgica (necropsia e abate), analises
soroldgicas e moleculares foram realizadas no complexo de
laboratdrios de Sanidade e Genética Animal da Embrapa Suinos
e Aves, e a avaliacdo histopatoldgica e IHQ foi realizada no
LAPA, UDESC. Ressalta-se que todos o0s procedimentos
aplicados no presente trabalho foram aprovados pelo comite de
ética CEUA — Embrapa Suinos e Aves, protocolo numero
004/2011.

3.1 PREPARAQAO DA VACINA
A vacina foi produzida a partir de um isolado do virus

influenza A(HIN1)pdmO09 (A/swine/Brazil/107/2010) de 2010
(numero de acesso GenBank KF683611-KF683618), isolado de
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suinos com sinais clinicos respiratorios alojados na fase de
creche no estado de Santa Catarina (SCHAEFER et al., 2011).

Para a producdo de grande quantidade viral, o virus foi
inoculado em ovos embrionados SPF (Specific Pathogen Free)
por quatro dias e o fluido alantoide foi coletado. Em seguida, o
virus foi replicado em células MDCK (Madin-Darby canine
kidney) e a titulacdo TCID50 calculada pelo método descrito por
Reed & Muench (1938) foi 10*3® por mL. A inativagio do virus
foi realizada com 2-bromoetilamina bromidrato (BEI) (Sigma-
Aldrich) 0,1M seguido de neutralizacdo com tiossulfato de sodio
IM. A efetividade da inativacdo foi testada através da
inoculacdo do virus inativado em ovos embrionados SPF
seguida da andlise do fluido alantdide por imunocitoquimica
para diagndstico de FLUAV em cultivo de células MDCK. Além
disto, foi realizado o teste de esterilidade em meios especificos
para crescimento de bactérias e fungos.

Foram utilizados dois adjuvantes, o Emulsigen®
(Emulsigen D, (MVP Laboratories, Inc.®)) a base de 6leo-em-
agua e o hidréxido de aluminio. A proporcdao de solucdo de
virus:adjuvante utilizada foi de 4:1. Apds a producao e teste de
esterilidade, a vacina foi envasada e conservada a 4°C até o
momento da aplicacéo.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL - TESTE DA
VACINA A CAMPO

As atividades na granja experimental iniciaram-se no dia
09/01/2014 com o desmame do primeiro lote de animais (lote 1)
e encerraram-se no dia 28/06/2014 quando os animais do ultimo
lote (lote 3) foram abatidos. No total foram avaliados 420
animais divididos em trés lotes, com intervalos de 21 e 15 dias.

Previamente a execucdo do teste no campo, foram
realizados dois diferentes experimentos pilotos. Um deles
avaliou a efetividade e inocuidade da vacina em animais SPF, e
outro avaliou sorologicamente, a duracdo da imunidade materna
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a fim de definir o momento ideal da vacinacédo, onde foi possivel
observar a diminui¢do dos anticorpos maternos a partir dos 28
dias de vida.

Os 420 suinos foram acompanhados desde o desmame
até o abate na granja SPS (Sistema de Producdo de Suinos) da
Embrapa Suinos e Aves. Estes suinos foram divididos em trés
lotes, compreendendo 140, 112 e 168 leitdes cada. Os animais
de cada lote foram separados em um grupo controle e trés grupos
tratamento de acordo com a vacina e protocolos utilizados. Estes
suinos eram filhos de 54 fémeas ndo vacinadas para o virus
influenza A. Ao longo do periodo experimental que
compreendeu as fases de creche, crescimento e terminagéo,
foram realizadas colheitas de material e anélises em diferentes
momentos conforme demonstrado na figura 1.

Os animais foram vacinados com uma dose de 1,5 mL da
vacina inativada monovalente para o virus influenza
A(H1IN1)pdmO09, pela via intramuscular no pescoco. O tipo de
adjuvante utilizado e o0 nimero de doses variou entre 0S grupos.
A primeira dose foi aplicada aos 35 dias de idade (5% semana de
vida), 14 dias apds o desmame, e um reforco (22 dose), foi
aplicado 21 dias ap0s a primeira dose, que correspondeu aos 55
dias de idade (82 semana de vida).

Os grupos/tratamento incluiram:
G1: Grupo controle - utilizando PBS (Solugcdo Salina
Fosfatada Tamponada) - 2 doses — 35 e 55 dias de idade;
G2: Vacinacdo A(HIN1)pdm09 + Emulsigen - D® - 2
doses — 35 e 55 dias de idade;
G3: Vacinagdo A(H1IN1)pdmQ9 + Hidréxido de aluminio
- 2 doses — 35 e 55 dias de idade;
G4: Vacinagdo A(H1IN1)pdmO09 + Emulsigen - D® - Dose
unica aos 35 dias de idade.

No dia do desmame, antes da vacinacao, correspondendo
ao dia zero (DO0) do experimento, foram colhidas amostras de
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sangue e secrecdo nasal dos leitdes. A metodologia de colheita
de amostras de sangue seguiu o descrito por Schaefer et al.
(2013). As fémeas também foram amostradas no momento do
desmame, através da colheita de secrecao nasal e sangue.

No desmame os animais foram pesados individualmente
e agrupados em baias conforme idade, peso, sexo e filiacdo — pai
(genética), nos diferentes tratamentos. Os animais foram
casualizados aleatoriamente e bloqueados em grupos utilizando
0 programa estatistico SAS (2002-2012). A partir deste
procedimento foi possivel garantir que todos os tratamentos
receberam baias de animais leves, médios e pesados; machos e
fémeas. Ainda, os grupos foram dispostos nas baias das salas de
creche de forma aleatdria, por sorteio. Ao longo do experimento
ndo houve mistura de animais, sendo o grupo de animais por baia
determinado no desmame e permanecendo desta forma até o
final da fase de terminacao.

Na fase de creche a instalacéo dispunha de sete salas com

10 baias suspensas de 1,90 m?, totalmente vazadas e na fase de
terminacéo, trés salas com 20 baias (7,50 m? cada) (Figura 2).
As baias das salas de terminagdo eram compostas por %5 de piso
ripado e as divisorias entre as baias eram vazadas. O lote 2, em
funcdo de apresentar um menor numero de animais, ndo ocupou
todas as baias da sala, ficando quatro baias livres, que mais tarde
foram ocupadas pelos animais do lote 3.
Nas duas instalagbes os comedouros eram do tipo semi-
automatico e os bebedouros na creche eram do tipo ecoldgico
(concha) e no crescimento e terminacdo eram do tipo niple
(chupeta), com regulagem de altura. Em ambas as instalagdes
havia um comedouro e um bebedouro por baia.

As salas eram bem ventiladas, sendo que, na fase de
creche havia quatro janelas e uma porta central seguida de
corredor e no crescimento-terminacao, as baias eram dispostas
com dois corredores centrais e com cortinas para controle de
temperatura (Figura 2).
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Figura 1 Delineamento experimental - Atividades desenvolvidas
e data de colheita de amostras nas fases de creche, crescimento
e terminacao.

420 leitdes
1
GRUPO 1 ] [ GRUPO 2 ] [ GRUPO 3 ] [ GRUPO 4
( -
Vacina Vacina Vacina
FLUAV FLUAV FLUAV
Controle A/HIN1 A/HIN1 A/HIN1
PBS - Y -
Emulsigen - Hidroxido de Emulsigen -
D® Aluminio D®
\§ J
2 DOSES: 12dose: 35 dias idade e 22 dose 55 dias 1 DOSE: 35 dias

Momentos e atividades realizadas

| |
[ 21 dias ] [ Desmame, monitoria clinica e colheita de sangue ]
[ 35 dias ] [ 12 dose da vacina, monitoria clinica, colheita de sangue e ]
[ 42 e 49 dias ] [ Monitoria clinica )
[ 55 dias ] [ 22 dose da vacina, monitoria clinica, colheita de sangue e )
[ 63 dias ] [ Monitoria clinica ]
[ 70 dias 1( Necropsia 1 e monitoria clinica ]
[ 77 dias 1{ Monitoria clinica, colheita de sangue e secrec¢do nasal )
[ 91 dias 1{ Monitoria clinica ]
[ 98 dias ] [ Monitoria clinica, colheita de sangue e secre¢do nasal )
[ 105, 112 e 119dias [ Monitoria clinica ]
[ 126 dias 1{ Necropsia 2, monitoria clinica, colheita de sangue e secrecdo )
[ 133, 140 e 147 dias ] [ Monitoria clinica )
7 7 X
154 dias Monitoria clinica, colheita de sangue,secre¢do nasal, abate e
avaliagdo de pulmdes
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Figura 2 Diagrama esquematico da distribuicdo das baias e
grupos/tratamento nas salas de creche (A) e crescimento-
terminacéo (B) de acordo com o lote.

Lotet % Sala6 } | I‘ > - Tote3 |Salal 7 feil aia

Baia 1G4 | Baa2 Gl lkll,\bi U.\l.\l(.d Baia § G2 - sy - -
o o iiEsoR bt NG| Beiioes ] Porta | Bain | |Bain2 G3 | Baia3 Gl | 1 [Baia 5 G3 faih

Baia 6 | Baia 7 G2 | Baia 8§ G1 | Baia 9.G3_| Baia 10 G4

Lotel } Sala T } 1 ‘ |

Baia 1G5 | BwalGl Baia 3 G. G4 Daia 5 G4
i [Buis6G3 | Bain7G2 | Beias G | 961 | Basiogr ] ™ Lote3 |Sala2 7 leitdes por baia

Porta | DBaia | [Baia2G3 |Baia3 G [Baiad G2 | Baia § G4 ||m 0

Lotz | Shs T Tle Bain 6 | Bin 7G2_| Buin 8§ G1 | Bain 9 Gd_| Bain 10 G3_|
_— | a1 |BaisndGd | Rain3GI | B Baia3Ga | . -
O™ [T Baia6_|BaiaGl |BunSGY | Ban9G3 | Bami0Ga |

, : Lote3 |Salas Ieitdes por baia
Lots Sala4 7 leitdes p

(o [mnzer Tomrer [matcs [muser] Porta | Baia 1 | Baia 2 G3 luausuzjaaum [ Baia s G1 ]JM" (A)
Pord | Baia6 |Bam7G27| Buis5G4 | Bum9G3 | BanioGl | Baia 6 | Baia 7G| _|Baia8 G2 | Baia 9 Gl |Baia 10G3 |

Baia5 G2

Janelas [ Porta
BaindG3 | Bain3G2 | Baia2Gl | Baial G4
(& do

LOTE |

Baia 15 G4 Bain 11G4_| Bainl3G2 | Baia 12G1 | Baia11 G3

Corredor
Baia 19G1_| BmalSG! [ Baia17G2 [ Baia 16 G3
P

I

Bain10G3 | Baim9G2 | 4| Baia7G3 | Baia6 Gl
I
[

Baia 20 G1

Porta I I Parcde
Baia 1 G413 | BmZGZ | Baia3Gl | Baiad4 G4 | Baia5G3
Corredor

Bain6G2L3 | Bawn7Gl | Baia8G1 | Bain9G3 | Baial0G2

LOTE 2

BaiallGIL3 | Baial2Gl | B a13 G4 | Baia 14 G3 | Baia15G2
orred:

Baia 16 G313 | Baia 17 G2 | Baia 18 GA_| Baia 19 G3 | Baia 20 G1
Janelas
Porta I Janelas [ Parede
Baia1G2 | 2G4 | Bain3Gl | Buin4G3 | BainSG1
- Corredor
o [ Ba6Gl | Bain7G4 | Bain8G3 | Ban9G3 | Bain10Gl
S [[Bainti G2 | Bain12GA | Bain13Gl | Bani4Ga | Bainls G3
Corredor
Baia 16 G4 ia Baia186G2 | Baia19G4 | Baia20G1 (B)
Porta Janelas

G1: Grupo controle; G2: Vacinagdo A(H1IN1)pdmO09 + Emulsigen - D® - 2
doses; G3: Vacinagdo A(H1IN1)pdm0Q9 + Hidroxido aluminio - 2 doses; G4:
Vacina¢do A(H1IN1)pdm09 + Emulsigen - D® - Dose Unica.

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.

3.2.1 Manejos de ambiéncia e sanitarios

N&o houve interferéncia nos manejos rotineiros da granja
e todas as atividades foram desempenhadas normalmente, como
por exemplo, manejos de limpeza diéria, arracoamento e
controle de ambiéncia. A granja ¢ uma GRSC (Granja de
Reprodutores Suideos Certificada) e opera com sistema de ciclo
completo possuindo 170 fémeas produtivas. A unidade trabalha
com sistema all in — all out, sendo que ap6s a saida dos animais,
em cada lote, as salas passavam pelo processo de limpeza e
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desinfeccdo e, posteriormente, vazio sanitario de no minimo sete
dias.

As instalacdes de creche possuiam janelas e as salas de
terminacdo, cortinas, sendo a ventilagdo ou a abertura das
mesmas controladas de acordo com a temperatura ambiental. O
monitoramento diario de temperatura interna nas instalacbes
aconteceu apenas na fase de crescimento e terminacéo.
Diariamente era verificada a temperatura maxima e minima, as
09:00h e as 15:00h. A temperatura foi aferida em termémetro
analdgico para maxima e minima, localizado suspenso no centro
da sala. Sanitariamente a granja respeita todas as normas de
biosseguridade exigidas por uma GRSC e utiliza como protocolo
profilatico a aplicacdo de vacinas para reprodutores e leitdes
(protocolo particular da granja seguindo as recomendacdes do
fabricante). As matrizes e machos reprodutores eram vacinados
para rinite atrofica, colibacilose e triplice reprodutiva que inclui
parvovirus, erisipela e leptospirose. Os leitdes eram vacinados
para PCV2 e M. hyopneumoniae ao desmame (21 dias). O Brasil
é livre de PRRS e a granja esta localizada no estado de Santa
Catarina, livre da Doenca de Aujeszky e Febre Aftosa sem
vacinacao, e livre de Peste Suina Classica. Rotineiramente nédo
sdo utilizados medicamentos incluidos na racdo ou via agua,
sendo que os animais do experimento ndo receberam medicacgéo
antimicrobiana durante as fases. Na rotina da granja a medicacgéo
acontece apenas quando ha algum caso clinico em que seja
necessaria a intervencgéo, neste caso, 0s animais sao medicados
preferencialmente pela via parenteral (IM) e individualmente.

3.2.2 Manejo nutricional

Os animais receberam racdo farelada de acordo com
programa nutricional estabelecido pela granja, seguindo as
exigéncias nutricionais minimas para cada fase (ROSTAGNO,
et al., 2005). Foram utilizadas quatro racGes na fase de creche -
Pré 1, Pré 2, Inicial 1 e Inicial 2, sendo que, na primeira semana
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de creche (racdo Pré 1) a racdo era fornecida na forma umida.
Na fase de terminacdo, trés diferentes racdes foram utilizadas,
sendo Crescimento 1, Crescimento 2 e Terminagdo 1. A racdo
antes de ser fornecida era pesada e os dados anotados por baia,
bem como, as sobras, para que fosse possivel a realizacdo do
calculo de converséao alimentar e consumo.

3.2.3 Pesagens

No periodo experimental foram realizadas pesagens,
individuais ao nascimento, desmame, saida de creche e abate.
Ainda foram realizadas pesagens a cada troca de racao, nas datas
de necropsia e em caso de mortalidade de animais, a fim de
calcular consumo de racdo e conversdo alimentar por
baia/tratamento.

3.2.4 Monitoria na granja e colheita de amostras biolégicas
3.2.4.1 Monitorias clinicas

No periodo de creche e crescimento-terminacdo, 0S
animais foram monitorados semanalmente quanto a ocorréncia
de tosse e espirro. A contagem de tosse e espirro foi realizada
segundo descrito por Soncini & Madureira Junior (1998). A
contagem foi realizada por baia, sendo trés contagens
consecutivas, com duracgdo de dois minutos cada. Inicialmente,
0s animais eram movimentados por dois minutos atraves de
estimulos sonoros, aguardava-se um minuto em descanso e
procedia-se a contagem de tosses e espirros por dois minutos,
repetindo a atividade por mais duas vezes, totalizando trés
contagens. Outros sinais clinicos observados incluiam dispneia,
diarreia, entre outros.
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3.2.4.2 Colheita de sangue

Para analise sorologica os suinos foram amostrados em
sete diferentes momentos através da colheita de sangue,
respeitando um intervalo minimo de 21 dias para estabelecer a
curva de soroconversdo. A colheita e processamento de sangue
foi realizada de acordo com o citado por Schaefer et al. (2013).
Ainda, foram monitoradas as 54 fémeas, mdes dos leitGes.
Nestas, a colheita de sangue aconteceu no dia do desmame.

3.2.4.3 Colheita de secrec¢do nasal

Foram realizadas seis colheitas de secrecdo nasal
utilizando suabes sintéticos (rayon) para pesquisa do FLUAV
por RT-gPCR (ZHANG & HARMON, 2014). As colheitas
foram realizadas nas mesmas datas em que foi realizada a
colheita de sangue, exceto ao desmame. Apds a colheita da
secrecdo nasal, os suabes foram acondicionados refrigerados em
meio de transporte viral suplementado com antibio6ticos e
albumina sérica bovina e posteriormente processados em
laboratdrio e aliquotados em microtubos e conservados a -80°C
seguindo o descrito por Schaefer et al. (2013).

3.2.4.4 Colheita de tecidos

Para estudo de lesdes pulmonares dos leitdes dos grupos
tratamento e controle foram realizadas necropsias e monitorias
de abate. Dos animais testados, 120 foram eutanasiados e
necropsiados, correspondendo a 30 animais por grupo
tratamento, sendo quinze leitdes avaliados na “NECROPSIA 17
e quinze leitdes na “NECROPSIA 2”.

A “NECROPSIA 1” refletia a situacdo de creche e
primeira semana de alojamento no crescimento e a
“NECROPSIA 2” refletia a fase de crescimento. Todos o0s
animais foram eutanasiados de forma humanitaria (MORES et
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al., 2014). Em cada uma das necropsias foi eutanasiado um leitéo
por baia. A selecdo do suino para avaliagdo pds-mortal foi
realizada através do peso medio dos animais da baia. Os demais
animais foram abatidos com 155 dias de idade com avaliagédo
dos pulmdes e colheita de amostras independente da presenca de
lesdes.

A definicdo da data da “NECROPSIA 1” uma semana
apos a saida de creche (sete dias de alojamento no crescimento
e/ou 70 dias de idade), foi embasada na verificagdo de possiveis
lesbes por agentes causadores de pneumonia neste periodo e
maior desafio, pois, os animais mudam de ambiente/instalag&o.
A “NECROPSIA 2~ foi efetuada na fase final de crescimento
(63 dias de alojamento no crescimento e/ou 126 dias de idade).
A escolha desta data para realizacdo da necropsia deveu-se a
possivel visualizagdo de lesdes causadas por M. hyopneumoniae
porque estas poderiam estar cicatrizadas quando da avaliacéo
por ocasido do abate.

Dos animais necropsiados foram colhidos fragmentos
dos diferentes 6rgdos, com destaque aos do sistema respiratdrio.
Amostras foram colhidas de corneto nasal, traqueia, linfonodo
traqueobronquico e dos lobos pulmonares, independente da
presenca de lesdes macroscopicas, foram colhidos fragmentos
de lobos craniais/apicais direito e esquerdo, médios/cardiacos
direito e esquerdo, intermediario/acessorio e, no caso dos lobos
caudais direito e esquerdo foi colhida apenas uma amostra,
sendo agrupados os dois lobos. Para os animais de abate, foram
colhidos fragmentos de todos os lobos pulmonares com areas de
consolidagéo. Os fragmentos de tecido pulmonar foram colhidos
em area de transicdo de lesdo (area lesionada e sadia) quando
existia lesdo, sempre contendo pleura e vias aéreas (brébnquios e
bronquiolos). O tamanho dos fragmentos foi de 1,5 cm e o0s
mesmos foram acondicionados em frascos com formol
tamponado a 10% por 48 horas.
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3.2.5 Analises Laboratoriais
3.2.5.1 Teste de ELISA - NP e inibicdo da hemaglutinacéo

O teste soroldgico utilizado foi um ELISA comercial
Influenza A-Ab test®(IDEXX Laboratories Inc) que identifica
anticorpos para a nucleoproteina do virus influenza A. O teste
ndo diferencia anticorpos especificos aos subtipos virais bem
como se o animal foi exposto ao virus ou vacinado. As amostras
foram testadas de acordo com o recomendado pelo fabricante e
a razdo S/N (sample-to-negative) foi calculada baseada na
densidade otica (DO) (DO da amostra / DO média do controle
negativo). Amostras com S/N menor que 0,60 foram
consideradas positivas. A sensibilidade do teste é de 95,4% e a
especificidade de 99,7% sendo considerado seguro na indicacédo
do estado de infeccdo do animal (GOODELL et al., 2014).

O teste de HI foi realizado com objetivo de verificar a
especificidade dos anticorpos detectados no soro dos suinos
frente ao subtipo viral utilizado na vacina. O teste foi realizado
apenas com os animais do grupo G2 que foi 0 que apresentou
maior numero de suinos respondentes com anticorpos frente ao
teste de ELISA - NP. O virus utilizado no teste de HI foi o
mesmo utilizado para produgdo da vacina, sendo que a maior
diluicdo positiva foi considerado resultado de titulagdo. Titulos
menores que 10 foram considerados negativos, entre 10 e 20
suspeitos e acima de 40 considerados protetores.

3.2.5.2 Reacgéo de PCR convencional e RT-PCR quantitativa em
tempo real

Fragmentos pulmonares de animais necropsiados e
abatidos e secrecdo nasal foram testados para presenca de
FLUAV através da técnica de RT-gPCR. O RNA viral foi
extraido utilizando o kit MagMAX (Ambion®) e as amostras
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foram testadas por RT-gPCR para Influenza A conforme
descrito por Zhang & Harmon (2014).

Todas as amostras de pulméo (n=408) foram testadas por
gPCR para PCV2 (OPRIESSNIG et al., 2004) e por PCR
convencional para M. hyopneumoniae (OTAGIRI et al., 2005).
Para pesquisa de P. multocida foram escolhidas apenas amostras
com lesdo histolégica de broncopneumonia supurativa ou
catarral, ou seja, as que continham lesdo indicativa de
envolvimento bacteriano secundario devido a presenca de
infiltrado inflamatério polimorfonuclear e mononuclear. A
técnica de PCR seguiu o descrito por Townsend et al. (2001)
para teste de 80 amostras com broncopneumonia catarral e 49
amostras com broncopneumonia supurativa totalizando 129
pulmdes. O DNA bacteriano e viral foram extraidos utilizando o
kit comercial DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen®) de acordo
com as instrucdes do fabricante.

3.2.5.3 Avaliacdo Anatomopatoldgica
3.2.5.3.1 Macroscopia

Durante a execucdo das necropsias foram descritas as
lesbes pulmonares e extra-pulmonares em ficha especifica
(Figura 3). O objetivo principal da necropsia foi a avaliagcdo e
colheita de pulmao. As lesdes pulmonares macroscopicas foram
descritas quanto a severidade, coloracao, consisténcia e presenca
de exsudato, bem como distribui¢do anatdmica. A area pulmonar
foi quantificada baseada na area afetada de cada um dos sete
lobos pulmonares seguindo proposto por Madec e Kolbisch
(1982) e Lyoo et al. (2014). Outras lesbes como pleurite,
exsudacéo de fibrina, presenca de abscessos e/ou noédulos necro-
hemorréagicos, além de edema interlobular e alteracdes de
linfonodo traqueobrénquico também foram avaliados. Todas as
alteracdes extra-pulmonares foram anotadas quanto ao tipo de
lesdo, extensdo e gravidade.
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A area de lesdo pulmonar foi classificada de acordo com
a porcentagem total de cada lobo pulmonar afetado seguindo o
descrito por Madec & Kolbisch (1982) e Lyoo et al. (2014). A
graduacdo O corresponde a auséncia de leséo; graduacdo 1
corresponde de 1 a 25% de area pulmonar afetada (pneumonia
leve); graduacdo 2 com 26 a 50% de area afetada (pneumonia
moderada); graduacdo 3 (pneumonia severa) com 51 a 75% de
area afetada; e graduacdo 4 (pneumonia muito severa) mais de
75% do pulmao afetado.

Figura 3 Ficha de acompanhamento de necropsia com descri¢ao
de lesBes pulmonares e extra-pulmonares.

Ficha de Necropsia Mossa Tratamento: ( )G1( )G2( )G3( )G4

Data: [/
LESOES MACROSCOPICAS (Assinale no desenho abaixo a localizagio, extenso e tipo das lesdes)

Deposigio fibrina:
"7 ( )Pulmao ( )Cav.tordcica ( )Cav. \biomun][ )Pericérdio

\ :xsudato bronquios e br

)Seroso ( )Mucopurulento ( )Purulento ( )Fibrinoso

,\/-‘./~

[11111] Consolidagao

9 Abscesso i\j'

L
P £ " o b
@nédulo necrético-hemorrégic o> N i

2222 Pleurite

\\ / \ / Adcrcnclas/hhmsc

( )Pulmao/pleura ( )Lobos pulmao ( )Pericardio
esquerdo direito

Consolidagao pulmonar: AE: _ ; CE:  ;DE: ;AD: ;CD: ;DD: ;I .
Edema pulmonar ( )SIM ( )NAO Edema interlobular ( )SIM ( )NAO

Outras lesoes e observagdes: Traqueia: : ( )Normal ( ) Exsudato ( )Traqueite
Linfonodos Mediastinicos: ( INormal ( ) Aumentado de tamanho  + ++ +4+4+

Coragdo: () Normal ( )Endocardite ( )Pericardite ( )Liquido saco pericardico.

Estomago: ( )normal ( )Hiperqueratose Grau: ( )U

%)

Outros 6rgaos:

Fonte: producédo do proprio autor, 2016.

Depois de quantificada a area de lesdo, foi calculada a
area média de lesdo por pulméo e indice para pneumonia dos
grupos tratamento seguindo descrito por Pifffer & Brito (1991).
Além disto, fragmentos de 1,5 cm de tecido pulmonar de todos
os lobos pulmonares com lesdo macroscopica foram colhidos em
area de transicdo de lesdo, contendo pleura e vias aéreas
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(brénquios e/bronquiolos), e fixados em formalina tamponada a
10%. Pulmdes sem lesbes macroscopicas foram amostrados no
lobo cardiaco esquerdo.

3.2.5.3.2 Histopatologia

Amostras colhidas de animais necropsiados ou abatidos,
apos fixacdo em formalina tamponada a 10%, foram clivadas em
aproximadamente 3 mm, processados em histotécnico, incluidos
em parafina, seccionados no micrétomo em cortes de 3 um de
espessura e corados com hematoxilina e eosina (H&E) segundo
descrito por Prophet et al. (1992).

A descricdo histoldgica seguiu o proposto por Hansen et
al. (2010) e Kitikoon et al. (2012), com adaptacdes. A descri¢do
contempla alteragdes inflamatorias, degenerativas, necrdticas e
circulatérias de brénquios, bronquiolos, alvéolos, intersticio e
tecido linfoide associado aos broénquios. Todas as alteracdes
foram descritas de acordo com a intensidade em leve, moderada
e acentuada. O diagndstico morfoldgico foi definido de acordo
com a proposta de Lépez (2006) e Hansen et al. (2010). Para
amostras com diagnéstico de pneumonia granulomatosa foi
realizada colorago especial de Acido Periddico de Schiff (PAS)
e Grocott para identificacdo de hifas fungicas.

3.2.5.4 Exame Imuno-histoquimico

Ap0s a descricdo das lesdes histologicas, foi selecionada
uma amostra (lobo com lesdo, independente do tipo)
representativa por animal para teste de IHQ. Os fragmentos de
tecido pulmonar foram submetidos ao exame IHQ identificando
a presenca dos antigenos pesquisados relacionados as lesdes
histoldgicas. A descri¢do levou em consideracdo a intensidade
de marcacdo para M. hyopneumoniae (CASTRO et al., 2009),
FLUAV (VINCENT etal., 1997) e PCV2 (GAVA et al., 2005).
Para pesquisa de M. hyopneumoniae foi utilizado o anticorpo
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recombinante policlonal monoespecifico contra a proteina
lactato-desidrogenase - P36, para FLUAV foi utilizado
anticorpo monoclonal Anti-influenza A especifico para
nucleoproteina (MAB 8251 — Merck Millipore®) e para PCV2
anticorpo policlonal para proteina do capsideo (Bs — 10057R —
Bioss®).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram efetuadas com o software
“Statistical Analysis System” (SAS, 2012). Os dados de
avaliacdo de desempenho (ganho de peso e conversdo
alimentar), bem como monitoria clinica (tosse e espirro) foram
analisados por meio da analise de medidas repetidas,
considerando os efeitos de bloco, grupo, idade dos leitBes, a
interacdo entre os dois Ultimos fatores e 16 tipos de estruturas de
matriz de variancias e covariancias, usando o PROC MIXED
conforme Xavier (2000). A estrutura usada na analise foi
escolhida com base no menor valor do Critério de Informacao
de Akaike (AIC). O método de estimacdo usado foi o de méxima
verossimilhanca restrita. O desdobramento da analise para o
efeito da interacdo foi realizado através do teste F para comparar
o efeito de grupo em cada idade dos leitdes.

A ocorréncia de lesdes macroscopicas de consolidagédo
pulmonar foi avaliada por meio do teste Exato de Fisher
calculado para os animais necropsiados e abatidos, sendo
avaliado o efeito de grupo sobre a presenca de consolidagéo
pulmonar. Para analise da area pulmonar total afetada por lesdo
foi usado o teste de Kruskal-Wallis para comparar 0s grupos,
considerando também, animais necropsiados separados dos
abatidos. As lesdes histoldgicas foram agrupadas por
diagnostico morfoldgico e o efeito de grupo sobre o diagnostico
morfolégico e os escores de cada tipo de lesdo foram avaliados
por meio do teste Exato de Fisher. A frequéncia de M.
hyopneumoniae nos grupos também foi calculada pelo teste
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Exato de Fisher para os animais necropsiados e os abatidos. Os
valores minimos e maximos de temperatura foram apresentados
na forma de dados médios e os valores de ELISA — NP pela
porcentagem de animais positivos em cada grupo.
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4 RESULTADOS
4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os dados de peso ao nascer, peso ao desmame e idade ao
desmame separados por grupo estdo demonstrados na Tabela 1.
Como os animais foram bloqueados em grupos aleatorios
através do programa estatistico SAS (2012), a média de peso
entre os grupos tratamento foi uniforme. A variacdo entre 0s
grupos nédo interferiu nos resultados uma vez que, todos os
tratamentos possuiam baias de animais leves, médios e pesados;
machos e fémeas.

Tabela 1 Casualizagdo de grupos de acordo com a distribuigéo
dos animais por sexo, peso e idade ao desmame.

Sexo Peso (kg) Idade
Nascer Desmame™  (djas)
Grupo N'  Macho Fémea (max - min) (max - min)

1 105 49 56 1,55 5,88 20,63
(46,7%) (53,3%)  (0,82-2,40) (3,50-7,85) (17-28)

5 105 49 56 1,64 5,85 20,52
(46,7%) (53,3%)  (1,00-2,34)  (3,40-7,75) (15-26)

3 105 49 56 1,59 5,87 20,70
(46,7%) (53,3%) (0,9-2,52)  (3,50-7,70) (15-26)

4 105 49 56 1,62 5,88 20,71
(46,7%) (53,3%) (0,89-2,36)  (3,35-7,75) (17-28)

420 196 224 1,60 5,87 20,64

(46,7%) (53,3%) (0,82-252) (3,35-7,85) (15-28)

*Casualizados aleatoriamente por peso de desmame. N= nlmero de animais.
TNUmero de leites ao inicio do experimento. No decorrer do periodo
ocorreram mortes ndo citadas na tabela.
Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Durante o experimento ocorreu mortalidade de animais
na fase de creche e crescimento e terinacdo. O total de animais
mortos foi 12 (2,85%), sendo 58,33% (7/12) na fase de creche e
41,67% (5/12) na fase de crescimento/terminacgdo. As principais
causas identificadas foram: caquexia, broncopneumonia,
pericardite, ruptura hepatica, meningite, artrite e torcdo de
mesentério.

4.2 ATIVIDADES NA GRANJA
4.2.1 Avaliacdo zootécnica

N&o foi verificada diferenca significativa entre os grupos
e idades dos leitbes para as variaveis de desempenho: conversdo
alimentar, consumo alimentar e ganho de peso. Foi detectado
efeito significativo para bloco e idade. A Tabela 2 demonstra 0s
dados de conversdo alimentar acumulada e consumo médio de
racao diario acumulado no periodo de crescimento e terminacao.

Os dados médios de peso acumulado e ganho de peso
diario acumulado nas fases de crescimento e terminacao estao
demonstrados na Tabela 3.

Tabela 2 Médias e erros-padréo das variaveis de desempenho —
Conversdo alimentar acumulada e consumo racdo diério
acumulado em func¢édo do grupo e da idade dos leitbes (continua)

Controle Vacinados
Gl G2 G3 G4
Idade n=15 n=15 n=15 n=15 Pr>F*
Conversao Alimentar Acumulada
1,674+ 1,689+ 1,662+ 1,684+ 08416
63 0,021 0,024 0,020 0,016 '
1,790+ 1,787+ 1,769+ 1,799+ 0.8575

70 0,013 0,023 0,026 0,020
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Tabela 2 Meédias e erros-padrdo das varidveis de
desempenho — Conversdo alimentar acumulada e consumo
racdo diario acumulado em funcéo do grupo e da idade dos

leitdes (conclusao).

Controle Vacinados
Gl G2 G3 G4

Idade n=15 n=15 n=15 n=15 Pr>F*
1,858+ 1,855+ 1,834+ 1,871+ 0.7337

84 0,016 0,018 0,022 0,020 '
1,995+ 1,977+ 1,959+ 1,988+ 05126

98 0,018 0,019 0,017 0,020 '
2,113+ 2,110+ 2,079+ 2,110+ 0.4142

112 0,019 0,020 0,019 0,017 '
2,237+ 2,238+ 2,213+ 2,229+ 05685

126 0,020 0,023 0,020 0,019 '
2,361+ 2,358+ 2,348+ 2,361+ 0.8900

140 0,019 0,026 0,019 0,018 '
2,482+ 2,468+ 2,462+ 2,478+ 07373

154 0,020 0,027 0,020 0,021 '

Consumo Racéo Diario Acumulado

0,640+ 0,657+ 0,648+ 0,667+ 0.6688

63 0,016 0,017 0,015 0,018 '
0,685+ 0,705+ 0,690+ 0,711+ 05721

70 0,016 0,017 0,015 0,018 '
0,849+ 0,859+ 0,845+ 0,869+ 0.6202

84 0,022 0,019 0,018 0,024 '
1,005+ 1,023+ 1,003+ 1,023+ 06721

98 0,028 0,021 0,022 0,028 '
1,176+ 1,193+ 1,155+ 1,182+ 04684

112 0,031 0,026 0,025 0,033 '
1,367+ 1,375+ 1,336+ 1,363+ 0.4390

126 0,035 0,030 0,029 0,035 '
1,552+ 1,559+ 1,519+ 1,551+ 05480

140 0,035 0,033 0,034 0,035 '
1,691+ 1,691+ 1,659+ 1,689+ 0.7164

154 0,038 0,036 0,038 0,038 '

Nivel descritivo de probabilidade do teste F. n= ndmero de baias

Fonte: producao do préprio autor, 2016.
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Tabela 3 Médias e erros-padréo das variaveis de desempenho —
peso e ganho de peso diario acumulado em funcéo do grupo e da
idade dos leitbes (continua).

Controle Vacinados
G1 G2 G3 G4
ldade n=15 n=15 n=15 n=15 Pr>F*

Peso acumulado
5,880+ 5,857+ 5,877+ 5,885+

21 0,199 0,199 0,195 0,199 0,0665
21,95+ 22,19+ 22,24+ 22,52+

63 0,52 0,47 0,46 0,53 0,7531
24,50+ 25,03+ 24,83+ 25,11+

70 0,60 0,51 0,46 0,58 0,7468
34,70+ 35,02+ 34,95+ 35,15+

84 0,86 0,68 0,76 0,85 0,9717
44,48+ 45,49+ 45,12+ 4531+

98 1,16 0,75 0,98 1,07 0,8730
56,39+ 57,12+ 56,32+ 56,68+

112 1,36 1,00 1,19 1,40 0,9604
69,83+ 70,13+ 69,10+ 69,88+

126 1,44 1,05 1,39 1,40 0,9430
84,04+ 84,45+ 82,83+ 84,00+

140 1,60 1,18 1,62 1,49 0,8592
96,39+ 96,95+ 95,42+ 96,45+

154 1,62 1,47 1,79 1,58 0,9137

Ganho de Peso Diario Acumulado
0,383+ 0,389+ 0,390+ 0,396+

63 0010 0009 0007 0009 07010
0383+ 0395+ 0390+  0396¢

70 0010 0009 0006 0010 05057
0457+ 0463+ 0461+ 0464t

84 0012 0009 0010 0012 09117
0504+ 0517+ 0512+  0515¢

98 0014 0009 0011 0013 06685
0557+ 0565+ 0556  0560:

112 o014 0010 0012 o014 0804

0,611+ 0,614+ 0,604+ 0,611+

126 0,012 0,009 0,012 0,012

0,7825




Tabela 3 Médias e erros-padrdo das variaveis de
desempenho — peso e ganho de peso diario acumulado em
funcdo do grupo e da idade dos leitdes (conclusao).

Controle Vacinados
Gl G2 G3 G4
Idade n=15 n=15 n=15 n=15 Pr>F*
0,657+ 0,660+ 0,647+ 0,656+
140 0,013 0,009 0,013 0,012 0,5628
0,681+ 0,685+ 0,673+ 0,681+
154 0,012 0,011 0,013 0,012 0,7086

Nivel descritivo de probabilidade do teste F. n= nGmero de baias
Fonte: producdo do préprio autor, 2016.

4.2.2 Controle da temperatura das instalagdes
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Na figura 4 sdo demonstrados os dados da a temperatura
média maxima e minima (semanal) das salas de crescimento e

terminacao.

Figura 4 Temperatura média semanal (méaxima e minima) dentro

da instalacdo da fase de crescimento e terminacao.
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Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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4.2.3 Monitoria clinica

O teste F da analise de medidas repetidas ndo detectou
efeito significativo para grupo, bloco e para interacdo
grupoxidade dos leitdes para tosse e espirro. Somente foi
detectado efeito significativo para a idade. A Tabela 4 ilustra os
resultados obtidos para espirro e a Tabela 5 para tosse.

4.2.4 Analises sorologicas

Das 54 fémeas, vinte e quatro (44,4%) foram
soropositivas e 30 (55,6%) soronegativas para FLUAV. A razéo
S/N das mées soropositivas variou de 0,136 a 0,517. Do total de
420 leitdes, 171 (40,7%) eram filhos de fémeas soropositivas e
249 (59,3%) de fémeas soronegativas. Ao avaliar leitbes
oriundos de fémeas soropositivas, 80 (46,8%) foram
soropositivos ao desmame (21 dias) e 91 (53,2%) foram
soronegativos para FLUAV. O perfil de soropositividade
demonstra que ao desmame, 80 (46,8%) foram positivos, aos 34
dias apenas 18 (22,5%) e aos 55 dias de idade todos os leitdes
foram soronegativos para FLUAV, sendo o periodo apds os 35
dias o ideal para vacinagéo.

Tabela 4 Médias e erros-padrao de espirro em funcéo do grupo
e da idade dos leitdes (continua).

Controle Vacinados
|dade (n(:3115) (nC:;fs) (nffs) (n(iiS) ProF
L e
o O 0w ol DBy
LS L e
56 0,667+ 0,533+ 0,667+ 0,400+ 0,8392

0,252 0,192 0,333 0,163



Tabela 4 Médias e erros-padrdo de espirro em funcéo
do grupo e da idade dos leitbes (conclusao).

Controle Vacinados
Idade (n(:3115) (nS]2_5) (nffs) (nG:iS) P
B
oS i Gawr o 07
77 0,000 Odlzfoof 06,103935 0.000 0,109
s Gy 000 GO GO 04601
xS
o SESEm M R o
105 06,7235; 0(5,216178i 0(5,313539i 05?10305 0.21%5
w SR G Gas  som 00
119 0,000 06?0667;; 0(5,216573:: 06,31353; 01376
126 06,1039?1i 06?1697; 06.103935 05,11333; 02012
133 06,10355 06,216573:5 06,31353; 06?(?67; ozet
W Yot Slor e oo 09
147 06,21000; o(3,210007i 0(3?06677i 06,31353; Daots
154 06,21000; 06,113333i 0(5,103931i 05,1593{; 09599

Nivel descritivo de probabilidade do teste F. n= nimero de baias.
Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Tabela 5 Médias e erros-padréo de tosse em fungéo do grupo e
da idade dos leitdes.

Controle Vacinados
Idade (n(:;115) (n(:;f5) (n(:;fS) (n(jf5) i
49 0,000 0,000 0067 9000 09765
, ' 0,067 ’ ’
56 Od,zzooooi 06?066771 06,006677i 0000 07269
63 0,000 000 G Goer 0964
70 0,000 0,000 05?0667? 000536774; 09645
- 06?0667;; 0,000 0!?:677’—'0 0,000 09645
" 06?0667; 0,000 06:21()4053: 0,000 06472
o GG Wm U oo
o WD S e
105 06?06677i 0.000 0,000 06,21657; 0,3977
112 0,000 06'216575 05,220005 06,21617; 03977
119 00'?0667; 06?0667;; 06(,)06677i 05,22607; D018
126 06,10355 06,31353; 06,11333; 05,210‘?; boare
o U O o 05 oo
o GE o om0 o
147 00"11333; 0,000 Od,OOGg; 06,2104% 07106
154 0,000 06?066771 05,210007): 06,2105; 00019
Médias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem

significativamente pelo teste T protegido (P<0,05). n= nimero de baias.
Fonte: producao do préprio autor, 2016.
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Dos animais vacinados e controle, no teste de ELISA —
NP verificou-se que o grupo que apresentou melhor resposta foi
0 G2 com pouco mais de 30% de soroconversdo na quinta
colheita de soro, aos 98 dias. E possivel observar que a resposta
a vacinacgdo se da ap6s os 56 dias de vida, momento em que foi
realizada a segunda dose da vacina (Figura 5).

Os animais do G2 — Emulsigen - D® 2 doses, que
apresentou a melhor resposta a vacinagao pelo teste de ELISA —
NP foi submetido ao teste de HI para confirmar se os anticorpos
detectados no teste de ELISA — NP eram especificos para o
antigeno utilizado na vacina (H1N1pdm09). Do total de animais
do G2 (103 suinos) 19,05% (20 animais) foram positivos pelo
teste de inibicdo da hemaglutinacdo apresentando titulos entre
1:40 e 1:160. A amostra de sangue foi colhida aos 76 dias de
idade periodo que corresponde a 21 dias posteriores a segunda
dose da vacina.

4.2.4 Caracterizacao Etiopatoldgica

Os resultados apresentados nas Tabelas 6, 7 e 8 indicam
gue ndo houve efeito significativo do grupo e momento de
avaliacdo (necropsia 1, 2 e abate) sobre a area pulmonar total
afetada por lesdo de consolidagdo (Figura 6) bem como na
porcentagem de animais com les@es de consolidagéo pulmonar.
Todos os grupos, quando avaliados ao abate demonstraram
lesGes significativas, e nos animais dos grupos vacinados as
lesGes foram mais expressivas.

Nas mesmas tabelas (Tabela 6, 7 e 8) sdo apresentados
os resultados das lesdes histologicas onde se observa efeito
significativo do grupo na ocorréncia de lesdo histologica
somente na necropsia 1.
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Figura 5 Animais positivos no teste de ELISA — NP nos
diferentes momentos, desde o desmame até 98 dias de vida.

Animais positivos ao teste de ELISA - NP

40,0%
o 35,0%
é 30,0%
L 25,0%
§ 20,0 N\ / /
2 15 00 N\ / [/
A\N VAR /4
€ s o0 N> / /
00% ./ 7
21 35 56 77 98
Idade
——Controle —— Emulsigen 2 doses
Hidréxido 2 doses —— Emulsigen 1 dose

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Tabela 6 Médias e erros-padrédo de area pulmonar total afetada,
prevaléncia de consolidacdo pulmonar (porcentagem e nimero
de suinos com lesdo pulmonar/nimero de avaliados) e lesdes
histoldgicas em funcdo do grupo para animais necropsiados aos
70 dias — Necropsia 1 (continua)

Controle Vacinados
Gl G2 G3 G4 Pr<x®
n=15 n=15 n=15 n=15

Lesbes pulmonares
% Area média 1,413+ 0,747+ 2,613+ 0,227+

afetada 0767 0353 1422 o027 01950
% o 26,67 26,67 40,00 6,67 023014
Consolidacdo (4/15) (4/15) (6/15) (1/15) '
(r)fl)slt_oeﬁ)z(:ca 60,00 100,00° 80,00 60,000  0,0321
BALT 0,2511
Ausente 46,67 73,33 60,00 53,33

Leve 40,00 26,67 40,00 46,67

Moderado 13,33 0,00 0,00 0,00
Broncopneumonia catarral 0,4476
Ausente 93,33 80,00 93,33 93,33

Leve 0,00 6,67 0,00 6,67

Moderado 0,00 13,33 6,67 0,00

Acentuado 6,67 0,00 0,00 0,00
Broncopneumonia supurativa 0,5371
Ausente 93,33 93,33 93,33 100,00

Leve 0,00 6,67 0,00 0,00

Moderado 6,67 0,00 6,67 0,00
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Tabela 6 Médias e erros-padrdo de &rea pulmonar total
afetada, prevaléncia de consolidacao pulmonar (porcentagem
e numero de suinos com leséo pulmonar/namero de avaliados)
e lesbes histoldgicas em funcdo do grupo para animais
necropsiados aos 70 dias — Necropsia 1 (conclusao)

Colr;tro Vacinados y
G1 G2 G3 G4
n=15 n=15 n=15 n=15
Pneumonia intersticial 0,2493
Ausente 53,33 26,67 33,33 33,33
Leve 33,33 20,00 40,00 20,00
Moderado 13,33 53,33 26,67 26,67
Pneumonia granulomatosa
Ausente 100,00 100,00 100,00 100,00

*P = Nivel descritivo de probabilidade do teste de Kruskal-Wallis; A P =
Nivel descritivo de probabilidade do teste exato de Fisher. n= nimero de
animais.

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Tabela 7 Médias e erros-padrédo de area pulmonar total afetada,
prevaléncia de consolidacdo pulmonar (porcentagem e nimero
de suinos com lesdo pulmonar/nimero de avaliados) e lesdes
histoldgicas em funcdo do grupo para animais necropsiados aos
126 dias — Necropsia 2 (continua).

Controle Vacinados
Gl G2 G3 G4 Prex?

n=15 n=15 n=15 n=15
Lesdes pulmonares
% Area média 6,833+ 3,573+ 2,260% 2,607x 0.7840°
afetada 4,000 1,919 0,798 0,970 '
% o 40,00 66,67 73,33 60,00 035384
Consolidagdo (6/15) (10/15) (11/15) (9/15) '
(ﬁ/‘.)sﬁiﬁca 93,33 100,00 86,67 86,67 04936
BALT 0,7466
Ausente 60,00 46,67 46,67 46,67
Leve 33,33 40,00 40,00 46,67
Moderado 6,67 40,00 40,00 46,67
Acentuado 0,00 0,00 0,00 6,67
Broncopneumonia catarral 0,3583
Ausente 93,33 73,33 66,67 86,67
Leve 0,00 13,33 6,67 0,00
Moderado 6,67 13,33 26,67 13,33
Broncopneumonia supurativa 0,7834
Ausente 86,67 93,33 100,00 86,67
Leve 6,67 0,00 0,00 6,67
Moderado 6,67 6,67 0,00 6,67
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Tabela 7 Médias e erros-padrdo de &rea pulmonar total
afetada, prevaléncia de consolidacao pulmonar (porcentagem
e numero de suinos com leséo pulmonar/namero de avaliados)
e lesbes histoldgicas em funcdo do grupo para animais
necropsiados aos 126 dias — Necropsia 2 (concluséo).

Controle Vacinados
Gl G2 G3 G4 Prex?

n=15 n=15 n=15 n=15
Pneumonia intersticial 0,4775
Ausente 26,67 33,33 46,67 46,67
Leve 13,33 40,00 26,67 26,67
Moderado 53,33 26,67 26,67 26,67
Acentuado 6,67 0,00 0,00 0,00
Pneumonia granulomatosa

100,0

Ausente 0 100,00 100,00 100,00

*P = Nivel descritivo de probabilidade do teste de Kruskal-Wallis; a P =
Nivel descritivo de probabilidade do teste exato de Fisher. n= nimero de
animais.

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Tabela 8 Médias e erros-padrédo de area pulmonar total afetada,
prevaléncia de consolidacdo pulmonar (porcentagem e nimero
de suinos com lesdo pulmonar/nimero de avaliados) e lesdes
histoldgicas em funcéo do grupo para animais abatidos aos 156

dias (continua).

Controle Vacinados
G1 G2 G3 G4 Prax?
n=72 n=73 n=69 n=74
Lesdes pulmonares
Area meédia 2.431% 5,236+ 4,737+ 4,867+ 0,1106*
afetada (%) 0,692 1,199 1,310 0,999
% 48,61 67,12 62,32 63,51
consolidacio  (35/72) (49/73) (43/69)  (47/74) 011944
IPP** 0,58 0,91 0,78 0,90
% Lesdo 51,39 67,12 62,32 64,86 0,2163
histol6gica
BALT a b b b 0,0094
Ausente 65,28 41,10 56,52 41,89
Leve 5,56 27,40 21,74 29,73
Moderado 19,44 24,66 18,84 18,92
Acentuado 972 6,85 2,90 9,46
Broncopneumonia catarral 0,2944
Ausente 86,11 71,23 73,91 82,43
Leve 5,56 6,85 10,14 1,35
Moderado 6,94 19,18 13,04 13,51
Acentuado 1,39 2,74 2,90 2,70
Broncopneumonia supurativa 0,6082
Ausente 86,11 82,19 92,75 82,43
Leve 1,39 12,33 5,80 12,16
Moderado 11,11 12,33 5,80 12,16
Acentuado 1,39 0,00 0,00 1,35
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Tabela 8 Médias e erros-padrao de area pulmonar total afetada,
prevaléncia de consolidacdo pulmonar (porcentagem e nimero
de suinos com lesdo pulmonar/nimero de avaliados) e lesbes
histologicas em funcdo do grupo para animais abatidos aos 156
dias (conclusdo).

Controle Vacinados
Gl G2 G3 G4 Prex?
n=72 n=73 n=69 n=74
Pneumonia intersticial 0,5056
Ausente 87,50 91,78 79,71 82,43
Leve 11,11 6,85 15,94 12,16
Moderado 1,39 1,37 4,35 4,05
Acentuado 0,00 0,00 0,00 1,35
Pneumonia granulomatosa 0,9714
Ausente 95,83 97,26 95,65 95,95
Leve 2,78 1,37 2,90 1,35
Moderado 1,39 1,37 1,45 2,70

*P = Nivel descritivo de probabilidade do teste de Kruskal-Wallis; AP =
Nivel descritivo de probabilidade do teste exato de Fisher. n= nimero de
animais. ** IPP: indice para pneumonia.
Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Figura 6 Lesdo de consolidacdo vermelho-escura bem
delimitada com localizagdo cranio-ventral (A) e atingindo lobo
caudal (B).

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.

Nas Tabelas 9, 10 e 11 sdo demonstradas combinagdes
dos diferentes diagndsticos morfologicos baseados nos
diferentes tipos de lesdes histoldgicas observadas nos pulmdes
de animais necropsiados e abatidos para os diferentes grupos. Na
figura 7 se observa lesdo de broncopneumonia supurativa com
infiltracdo de macrdfagos e neutrofilos em alvéolos e na figura
8 uma intensa reacao de hiperplasia do tecido linfoide associado
aos brénquios.
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Tabela 9 Porcentagem de suinos classificados por diagndstico
morfologico das lesGes pulmonares em funcdo do grupo para
animais necropsiados aos 70 dias.

Controle Vacinados
Diagndstico Gl G2 G3 G4 p*
morfoldgico  (n=15) (n=15) (n=15) (n=15) 0,2164
Negativo 40,00 0,00 20,00 40,00
BALT 0,00 6,67 0,00 6,67
Catarral 0,00 6,67 0,00 0,00
Catarral+
BALT 6,67 6,67 6,67 6,67
Catarral+ 5 6,67 0,00 0,00
Intersticial
Intersticial 6,67 53,33 33,33 13,33
Intersticial
+ BALT 40,00 13,33 33,33 33,33
Supurativa 0,00 6,67 6,67 0,00
Supurativa
+ BALT 6,67 0,00 0,00 0,00

*P = Nivel descritivo de probabilidade do teste qui-quadrado; n= nimero de
animais.
Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Tabela 10 Porcentagem de suinos classificados por diagnostico
morfolégico das lesdes pulmonares em funcéo do grupo para

animais necropsiados aos 126 dias.

Controle Vacinados
Diagndstico Gl G2 G3 G4 p*
morfoldgico (n=15) (n=15) (n=15) (n=15) 0,6576
Negativo 6,67 0,00 13,33 13,33
BALT 0,00 0,00 0,00 6,67
Catarral 6,67 13,33 6,67 6,67
Catarral+
BALT 0,00 13,33 26,67 6,67
Intersticial 46,67 33,33 26,67 20,00
Intersticial
+BALT 26,67 33,33 26,67 33,33
Supurativa 0,00 0,00 0,00 6,67
Supurativa
+BALT 13,33 6,67 0,00 6,67

*P = Nivel descritivo de probabilidade do teste qui-quadrado; n= ndmero de

animais.

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Tabela 11 Porcentagem de suinos classificados por diagnostico

morfologico das lesdes pulmonares em funcdo do grupo para

animais abatidos aos 156 dias.
Diagnéstic ~ Control

o o Vacinados
morfologic Gl G2 G3 G4 p*
o} (n=72) (n=73) (n=69) (n=74) 0,0382
Negativo 48,61 32,88 37,68 35,14
BALT 6,94 9,59 7,25 8,11
Catarral 2,78 1,37 7,25 2,70
Catarral+
BALT 11,11 27,40 18,84 14,86
GRA** 4,17 2,74 4,35 4,05
Intersticial 4,17 1,37 2,90 0,00
Intersticial
TBALT 8,33 6,85 14,49 17,57
Supurativa 5,56 2,74 1,45 0,00
Supurativa
TBALT 8,33 15,07 2,90 17,57
Supurativat ) 0,00 2,90 0,00
Intersticial

*P = Nivel descritivo de probabilidade do teste qui-quadrado; **
Pneumonia Granulomatosa; n= nimero de animais.
Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Figura 7 Corte histolégico de pulmdo com broncopneumonia
supurativa e infiltrado de macréfagos e neutrofilos na luz
alveolar. Objetiva de 20X.
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Figura 8 Corte histologico de pulm&o com hiperplasia de BALT
intensa. Objetiva de 20X.

Fonte: rougo do propri auto, 2016.

Foram avaliados na macroscopia e microscopia 719
lobos pulmonares com e sem leséo. O lobo mais frequentemente
acometido por lesdo foi o CE. Uma divergéncia entre achados
da macroscopia e microscopia fica visivel nos dados
apresentados na Figura 6, sendo que, 62,75% (374/596) dos
lobos sem lesdo macroscopica apresentavam algum tipo de leséo
histolégica e 6,09% (7/115) com lesdo macroscopica nao
apresentaram lesdo histoldgica.
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Figura 9 Frequéncia de lobos acometidos por lesbes
macroscopicas (consolidacao) e histologicas

Porcentagem de lesdo macroscopica e histologica nos
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Fonte: producdo do préprio autor, 2016.

As principais lesbes macroscopicas extra-pulmonares
dos animais necropsiados incluindo as Necropsias 1 e 2, foram
alteracbes de estdmago relacionadas a hiperqueratose de
quadrilatero esofagico (55,8%) e Ulceras gastricas (12,5%). As
lesbes dignas de associagdo ao PRDC incluiam aumento de
linfonodos mesentéricos e inguinais em 33,3% e 21,6%
respectivamente.

A frequéncia de deteccdo dos agentes etioldgicos por
técnicas moleculares esta demonstrada na Figura 7 e Tabela 12.
A deteccdo do FLUAYV pela técnica de RT-qPCR de 27 animais
do grupo experimental indica que o virus influenza circulou na
granja durante o periodo do experimento. Cabe ressaltar que
baseado nos resultados da RT-gPCR da secrecdo nasal, no
momento do desmame, todos 0s animais eram negativos para o
FLUAV. As cargas virais dos animais positivos variaram de
1,183 a 246 copias tanto nos animais vacinados quanto nos
animais do grupo controle.
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A pesquisa de P. multocida foi realizada apenas em
amostras que apresentavam algum grau de lesdo histoldgica
compativel com broncopneumonia supurativa ou catarral. Das
127 amostras testadas apenas 11 foram positivas (8,66%).
Destas 11 amostras positivas, nove apresentavam leséo
histologica de broncopneumonia supurativa, moderada, e, duas
apresentavam broncopneumonia catarral. No teste de IHQ para
FLUAYV todas as amostras foram negativas, independente do
momento avaliado. Para M. hyopneumoniae na necropsia 1
todos os animais foram negativos e nas demais, apresentou uma
diferenga numérica, mas sem diferenca significativa.

Figura 10 Frequéncia (%) de amostras positivas para FLUAV,
M. hyopneumoniae e PCV2 detectadas por técnicas moleculares
aos 70, 126 e 156 dias (abate).

Porcentagem de amostras positivas testadas por técnicas

moleculares
100
90
80 4o——------cZZ-®
70 T
£ .
=60 777 __-'
< P . -
E 50 2% 0 g cccecaa. e T, g0%%cc am
@ ’/ AT et
8 40 I’:’T,A“a" ......
< 30 APl

70 dias 126 dias Abate
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G4 FLUAV - =i =- Gl Mhyo -=® =-G2 Mhyo
==4=-G3 Mhyo G4 Mhyo secemweee G1 PCV2
cesobeeee G2 PCV2 ceoftees G3PCV2 G4 PCV2

FLUAV= influenza A; Mhyo = Mycoplasma hyopneumoniae; PCV2 =
Circovirus suino tipo 2.
Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Tabela 12. Porcentagem de pulmdes positivos na RT-gPCR para
influenza, qPCR para circovirus suino tipo 2 e PCR e imuno-
histoquimica para M. hyopneumoniae. Nos parénteses, nimeros
de pulmdes positivos em relacdo aos avaliados, em fungéo do
grupo para animais necropsiados aos 70 e 126 dias e abatidos
aos 156 dias.

Controle Vacinados
Gl G2 G3 G4
% (n) % (n) % (n) % (n) p*
Necropsia 1 70 dias
13,33 13,33 6,67 20,00
FLUAV " o115) @15  (1/15) @is) 09525
6,67 0,0 6,67 13,33
1 ’ ’ 1 ’
M.hyo™  1)15) (0115)  (1/15) @2i15) 08962
M.hyo? 0,0 0.0 0,0 0,0
13,33 2000 1333 20,00
PCVZ  (2115) (3/15) (2/15) @is) 10000
Necropsia 2 126 dias
20,00 1333 1333 20,00
FLUAV. " (3/15) @215)  (2/15) @ns)  -0000
. 4667 66,67 7333 60,00
M.hyo™ 715 (10/15)  (11/15) ©ons) 05567
28,57 4667 69,23 53,85
2 ) ’ ’ ’
M. hyo™ 414y (7115)  (9/13) i3 02160
53,33 " 6,67° 33330 46,67
PCV2 g/15) (1/15)  (5/15) i) 00307
Abate 156 dias
FLUAV 1,39 274 1,45 6.76 0,3390
(1/72) @73)  (1/69) (5/74)
M.hyo! 59,72%  7671° 79,715 81,08>  0,0154
43/72)  (56/73)  (55/69)  (60/74)
M.hyo? 56,76 6327 6923 5745  0,6306

(21/37) (31/49) (27/39) (27147)
PCV2 51,39 23,292 56,52 ¢ 36,49 ® 0,0001
(37172) (17173) (39/69) (27174)
Porcentagens seguidas por letras distintas na mesma linha diferem
significativamente pelo teste exato de Fisher (<0,05). *P = Nivel descritivo
de probabilidade do teste exato de Fisher. * PCR; 2 Imuno-histoquimica. n=
namero de animais. M.hyo = Mycoplasma hyopneumoniae.
Fonte: producao do préprio autor, 2016.




100
4.3 INTERACAO LESAO E ETIOLOGIA

Considerando os suinos avaliados durante o periodo
experimental, independente do grupo e momento em que
ocorreram necropsias ou abate, é possivel observar na Tabela 13
a relacao entre histopatologia (nas distintas
graduacdes/gravidade lesdo) e frequéncia de deteccdo dos
agentes, bem como, marcacao por IHQ para M. hyopneumoniae.
A frequéncia dos agentes também estd descrita na Tabela 14
relacionado ao diagnéstico morfolégico. Na Figura 8 séo
demonstradas as associacOes entre agentes diagnosticados por
técnicas moleculares.

Figura 11 Frequéncia de agentes e associacdo destes detectados
por técnicas moleculares nos suinos avaliados independente do
grupo e momento de avaliacéo.

Frequéncia de agentes e associagdo de agentes
detectados por técnicas moleculares

® M. hyopneumoniae ® Mhyo + PCV2 mPCV2
m|AV + Mhyo mlAV m |AV + Mhyo + PCV2
IAV + PCV2 Negativo

Fonte: producéo do préprio autor, 2016
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Tabela 13 Porcentagem de suinos positivos nas técnicas de IHQ
para M. hyopneumoniae e moleculares para M. hyopneumoniae,
PCV2 e influenza A de acordo com o tipo e graduacéo das lesbes

microscopicas no pulmao (continua).

PCR IHQ

n=408 FLUAV PCV2 M.hyo? n=271 M.hyo?
BALT
P 0,6276 0,8772 <0,001 <0,001
Ausente 212 8,02 36,32 48,11 79 35,44
Leve 108 5,56 37,04 64,81 106 42,45
Moderado 66 6,06 40,91 96,97 64 75,00
Acentuado 22 0,00 31,82 86,36 22 54,55
Broncopneumonia catarral
P 0,1369 0,7490 <0,001 0,0278
Ausente 328 6,10 36,28 57,01 192 31,37
Leve 22 0,00 40,91 81,82 22 54,55
Moderado 50 14,00 42,00 86,00 49 67,35
Acentuado 08 0,00 25,00 87,50 08 37,50
Broncopneumonia supurativa
P 0,3616 0,3688 <0,001 0,3933
Ausente 359 6,69 35,93 58,77 223 47,53
Leve 12 16,67 58,33 91,67 11 63,64
Moderado 35 2,86 40,00 88,57 35 51,43
Acentuado 02 0,00 50,00 100,0 02 100,0
Pneumonia intersticial
P 0,4775 0,5542 0,0148 <0,0001
Ausente 294 6,46 38,78 65,99 159 61,01
Leve 66 4,55 34,85 59,09 65 36,92
Moderado 46 10,87 30,43 43,48 45 22,22
Acentuado 02 0,00 0,00 100,0 02 100,0
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Tabela 13 Porcentagem de suinos positivos nas técnicas de
IHQ para M. hyopneumoniae e moleculares para M.
hyopneumoniae, PCV?2 e influenza A de acordo com o tipo e
graduacdo das lesdes microscopicas no pulméo (concluséo).

PCR IHQ
n=408 FLUAV PCV2 M.hyo! n=271 M.hyo!
Pneumonia granulomatosa
P 1,000 0,4256 0,0229 0,0057
Ausente 397 6,80 36,52 61,46 260 47,31
Leve 06 0,00 50,00 100,0 06 8333
Moderado 05 0,00 60,00 100,0 05 100,0

Porcentagens seguidas por letras distintas na mesma linha diferem
significativamente pelo teste exato de Fisher (<0,05). *P = Nivel descritivo
de probabilidade do teste exato de Fisher. n= nimero de animais. *.
Mycoplasma hyopneumoniae

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Tabela 14 Porcentagem de suinos positivos nas técnicas de IHQ
para M. hyopneumoniae e moleculares para M. hyopneumoniae,
PCV2 e influenza A de acordo com o diagndstico morfolédgico
independente do grupo e momento.

PCR (n=408) IHQ (n=271)
N FLUAV PCV2 M.hyo! n  M.hyo!
Negativo 131 6,11 35,11 41,22 0 0,00
BALT 26 3,85 34,62 73,08 24 54,17
Catarral 16 25,00 37,50 87,50 15 53,33
Catarral+
BALT 63 4,76 41,27 85,71 63 63,49
Catarral+ ;4 0,00 0,00 1 0,00
Intersticial
GRA* 11 0,00 54,55 100,00 11 90,91
Intersticial 41 9,76 31,71 34,15 40 12,50
Intersticial+
BALT 70 571 32,86 64,29 69 43,48
Supurativa 10 10,00 50,00 70,00 10 40,00
Supurativa+
BALT 37 5,41 43,24 94,59 36 61,11
Supurativa+ 0,00 50,00 100,00 2 50,00
Intersticial

n= nGmero de animais' Mycoplasma hyopneumoniae; BALT — hiperplasia
tecido linfoide associado aos brénquios e bronquiolos; * Pneumonia
granulomatosa;

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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5 DISCUSSAO

A prevaléncia e prejuizos causados pelas pneumonias na
suinocultura é um assunto conhecido de longa data e, embora
seja muito discutido e com inUmeras pesquisas, ainda existe
caréncia de informacgdes. Nos ultimos anos, principalmente,
apoOs aparecimento do virus influenza A(H1N1)pdm09 em
suinos (SCHAEFER et al., 2011), quadros respiratorios
mistos/complexos sdo cada vez mais frequentes, especialmente
sob efeito de condi¢cbes ambientais e de manejo deficientes. A
vacinacdo é uma medida profilatica amplamente utilizada e que
apresenta bons resultados na prevencéo e controle das doencas
respiratdrias, todavia, existem algumas ressalvas quanto ao seu
uso especialmente para o FLUAYV devido a diversidade genética
do virus e limitada resposta entre subtipos (KITIKOON et al.,
2006; THACKER & JANKE, 2008; VINCENT et al., 2010;
RAJAO et al., 2013; RAJAO et al., 2014b).

No presente estudo foi testada em suinos uma vacina
inativada monovalente contendo como antigeno o virus
influenza A(H1N1)pdm09 e foram avaliados dois diferentes
adjuvantes em protocolos vacinais com uma e duas doses. Com
0 objetivo estabelecer a duracdo da imunidade materna, evitando
a interferéncia dos anticorpos maternos no estabelecimento de
imunidade pds-vacinacio (KITIKOON et al., 2006; RAJAO et
al., 2014b), soro colhido dos leitdes antes do inicio do
experimento foi testado pelo teste de ELISA-NP. Anticorpos
maternos contra o FLUAV foram identificados no soro, em
média por até 35 dias, sendo que, os leitdes eram negativos para
0 FLUAYV aos 55 dias de idade. Como ndo houve monitoria no
periodo entre 35 e 55 dias ndo foi possivel precisar em que
momento 0s animais soronegativaram, todavia, este intervalo de
tempo estd de acordo com o descrito por Van Reeth; Brown;
Olsen (2012), que citam a persisténcia dos anticorpos maternos
até a sexta semana de vida (42 dias de idade) em rebanhos nédo
vacinados.
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Para avaliar a efetividade da vacinacdo em induzir a
producdo de anticorpos para o FLUAV, os soros dos suinos
foram testados por ELISA — NP e HI. O grupo que apresentou o
maior nimero de suinos soropositivos para FLUAV testados, 21
dias ap06s a segunda dose da vacinacdo foi o G2. A
soroconversao observada no teste de ELISA — NP neste grupo
(G2) foi confirmada pelo padrdo-ouro, o teste de HI. A técnica
de HI detecta anticorpos produzidos contra a hemaglutinina viral
(VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012), ou seja, a
positividade se referiu a titulos de anticorpos especificos para o
virus homdlogo ao da vacina. Diferencas na resposta imune
detectada pelos dois testes utilizados (ELISA — NP —23,6% e HI
—19,05%) na avaliacdo dos soros do G2 se deve a diferenca na
sensibilidade de cada teste (GOODELL et al., 2014).

Nos demais grupos vacinados (G3 e G4) ndo houve
resposta imune humoral significativa, e o fato de os suinos do
grupo controle (G1) ndo terem produzido anticorpos contra o
FLUAYV, nos garante que a resposta imune humoral do G2 se
refere a imunizacédo e ndo a infeccdo natural. Em relacdo ao uso
do adjuvante 4gua-em-6leo - Emulsigen - D, Souza et al. (2015)
relatam boa resposta humoral induzida com a aplicacdo de
vacinas com adjuvantes dgua em 6leo, e, Galliher-Beckley et al.
(2015) descrevem duracédo prolongada da resposta imune, de até
quatro meses, apos vacinacgdo contra o FLUAV utilizando este
mesmo tipo de adjuvante.

Ainda, a dose de antigeno viral (carga antigénica)
utilizada e os adjuvantes empregados tem relagéo direta com a
efetividade da vacinacdo (RAJAO et al., 2014a; GALLIHER-
BECKLEY etal., 2015; ZANELLA etal., 2015). De acordo com
Galliher-Beckley et al. (2015) este tipo de adjuvante induz uma
boa resposta humoral mesmo quando utilizada 50% da dose de
antigeno vacinal. Os autores demonstram ainda bons resultados
no uso deste tipo de adjuvante em temperaturas ambientais mais
elevadas (ate 40°C) por periodos prolongados. Souza et al.
(2015) comentam como aspecto negativo do uso do adjuvante
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agua-em-6leo (Emulsigen-D®) a maior ocorréncia de lesdo
pulmonar quando os suinos vacinados sdo desafiados com virus
heter6logo ao presente na vacina, sugerindo efeito do adjuvante
na ocorréncia da VAERD.

Embora o G2 tenha apresentado os melhores resultados,
0 numero de animais que produziram anticorpos contra 0
FLUAV pos-vacinagdo néo foi alto (HI — 19,05%). Entretanto,
padrdo semelhante é observado na vacinacdo de humanos para
FLUAYV, onde sdo detectados niveis de protecdo variando entre
10 e 60% de acordo com a idade, e especialmente menor em
criancas (CDC, 2015; DEL GIUDICE & RAPPUOLL, 2015). De
acordo com Van Reeth; Brown; Olsen, (2012), anticorpos
produzidos contra a proteina HA, detectados pelo teste de Hl,
sdo correlacionados com protecdo contra a doenca clinica.
Porém, Galliher-Beckley et al. (2015) ressaltam que os titulos de
HI nem sempre estdo relacionados com protecdo, necessitando
de uma avaliacdo mais especifica como a imunidade celular pos-
vacinacao, o que nao foi avaliado no presente estudo.

Ao longo do experimento, apesar de ndo terem sido
observados sinais clinicos sugestivos de infec¢do por FLUAV,
sugere-se que 0 virus tenha sido introduzido nos quatro grupos
e circulado em pelo menos dois momentos. Esta observacao €
confirmada pela analise laboratorial das amostras colhidas de
suinos, onde anticorpos contra o FLUAV foram detectados a
partir dos 77 dias de idade e 0 FLUAV foi detectado por RT-
PCR em tecido pulmonar colhido aos 70, 126 e 156 dias (abate)
em poucas amostras (27/408) e com baixa carga viral. Além da
deteccdo de anticorpos contra 0 FLUAV em leitdes do grupo
controle (G1), a soroconversdo dos animais aos 98 dias,
observado em todos os grupos, inclusive no grupo controle,
indica infeccdo natural e circulacdo viral. Em resumo, o0s
resultados encontrados sugerem que a resposta imune detectada
em suinos do G2 foi devido a vacinacao e que houve circulagao
viral no rebanho (em todos os grupos). Contudo, a infecgéo
provavelmente ocorreu na forma subclinica.
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A vacinacdo ndo garante a imunizacdo dos suinos,
embora, outros fatores incluindo caracteristicas individuais e
genéticas podem estar associados com a resposta imune poés-
vacinacdo (ZANELLA et al.,, 2015). A vacinagdo tampouco
impede a infeccdo pelo FLUAV e, apds a vacinacao, a duragédo
da imunidade é de oito a 10 semanas (VAN REETH; BROWN;
OLSEN, 2012). O objetivo da vacinacao contra o virus influenza
é controlar a doenca clinica e reduzir a excregdo viral, desta
forma reduzindo a circulacdo viral no rebanho ao longo do
tempo. O protocolo de vacinacdo utilizado objetivou a protegéo
contra a doenca clinica na fase de creche, momento em que 0s
leitBes sdo mais suscetiveis & infec¢do pelo FLUAV. No Brasil,
segundo relato de Schaefer et al. (2011), durante surtos de
infecgdo respiratoria causada pelo FLUAYV os leitdes na fase de
creche foram o0s mais acometidos, o0 que também é descrito por
Watanabe et al. (2012).

A efetividade da vacinacdo pode ser avaliada de
diferentes formas. Além do uso de técnicas soroldgicas, uma
forma é a avaliacdo de protecdo clinica ap6s o desafio dos suinos
vacinados com FLUAV. Nos animais desafiados também é
avaliado se houve reducdo da excrecdo viral. Entretanto, como a
influenza é uma zoonose, no presente estudo ndo foi possivel a
realizacdo de desafio dos suinos pela auséncia de uma estrutura
de biotério com biosseguranca para a realizacdo do mesmo.
Devido a disseminacdo do virus em aerossois, ha risco de
infeccdo de tratadores e executores das atividades e dos animais.
Entretanto, outros parametros foram medidos para testar a
efetividade da vacina utilizada como, por exemplo, desempenho
produtivo, frequéncia de lesbes e detecgdo de patdgenos. A
vacinagdo dos suinos para FLUAV ndo influenciou
positivamente os dados produtivos do rebanho, evidenciados
pelas avaliacbes de consumo alimentar, ganho de peso e
conversdo alimentar em que os resultados ndo demonstraram
diferenca significativa ao final do trabalho.
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Doenca respiratoria grave ndo foi observada nos suinos
dos diferentes grupos. Eventualmente ocorriam espirros ou
tosses, mas nunca na forma de surtos. Os espirros foram mais
frequentes no inicio da fase de creche, 0 que pode estar
relacionado as condi¢fes de ambiéncia devido ao agrupamento
dos animais e a necessidade de se manter temperatura adequada
na sala. No caso da terminagdo, a maior casuistica foi de tosse.
O aumento da concentracdo de particulas contaminantes (poeira,
racao) no ambiente pode ser considerado um fator predisponente
as infeccbes respiratorias (BOCHEV, 2007), porém, durante o
manejo diario de ambiéncia as janelas e cortinas ficavam abertas
de modo a permitir renovacdo do ar, sem incidéncia de correntes
de ar sobre os animais.

Ainda, as temperaturas médias maximas e minimas nas
salas de terminacdo no periodo do experimento ndo
apresentaram oscilacdes, sendo consideradas amenas para a
estacdo. No inverno, ndo foram registradas temperaturas
minimas extremas, dessa forma, os fatores ambientais
interferiram  muito pouco na ocorréncia de infeccdes
respiratorias. Dubey; Venkatesh; Kullarni (2009) citam o
inverno como periodo de maior probabilidade para ocorréncia
de surtos de influenza, ao contrario de De Corte et al. (2015) que
ressaltam a possibilidade da infeccdo por FLUAV ocorrer em
qualquer estacdo devido a capacidade do suino em se infectar
com mais de um subtipo viral.

Mesmo que discreto, 0 aumento da tosse na fase final da
terminacdo possivelmente se deve a infeccdo pelo M.
hyopneumoniae associado ao PCV2. Opriessnig et al. (2004)
relatam diferentes apresentacfes clinicas pela inoculacdo de
suinos com M. hyopneumoniae e PCV2, sendo os sinais clinicos
considerados leves a moderados na infeccdo por M.
hyopneumoniae e com ocorréncia de sinais clinicos graves na
infeccdo de M. hyopneumoniae associado ao PCV2. Morés et al.
(2015) relacionam tosse com deteccdo de lesdes no pulmao,
neste caso, referente ao M. hyopneumoniae, 0 que também é
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descrito por Sibila et al. (2012). A pouca ocorréncia de tosse
também tem relagdo com a baixa casuistica de agentes
secundarios como a P. multocida.

Por ocasido da necropsia e abate as principais lesdes
observadas foram de consolidacdo vermelho-escura, firme, com
localizacdo créanio-ventral em lobos apicais e cardiacos. Nos
animais necropsiados, os lobos cardiacos foram os mais
acometidos, com pouco mais de 30% de lesdo no lado esquerdo,
0 que corrobora com Fablet et al. (2012). As avaliacGes
macroscopicas dos pulmdes dos animais necropsiados, tanto na
fase inicial do crescimento, quanto na metade da terminacéo,
demonstraram menor prevaléncia de consolidagdo quando
comparado ao observado no abate, onde os valores chegaram a
67,12%, porém sem diferenca significativa do grupo. A
literatura descreve valores variados de frequéncia de leséo,
55,7% (FRAILE et al., 2010), a extremos como 98,6%
(MORES et al., 2015), ou, variacdes de 19% a 79% conforme
relato de Fablet et al. (2012).

A lesdo de consolidacdo vermelho-escura com
distribuicdo cranio-ventral ocorre devido a atelectasia e €
indicativa da presenca de M. hyopneumoniae (PIETERS et al.,
2009; REDONDO et al., 2009; HANSEN et al., 2010), contudo,
também pode ser causada por FLUAV (SCHAEFER et al.,
2011; GAUGER et al., 2012; WATANABE et al., 2012) e P.
multocida (FRAILE et al., 2010; HANSEN et al., 2010;
OLIVEIRA-FILHO et al., 2015). Diante disto, a simples
observacdo macroscopica deste tipo de lesdo é sugestiva de
broncopneumonia, porém, para definir a etiologia é necessario o
uso de metodologias complementares de diagndstico.

A menor frequéncia de lesdes de consolidagdo nos
animais necropsiados, quando comparado aos animais do abate,
é decorrente do maior desafio por M. hyopneumoniae se dar na
fase final de terminacdo ao abate, uma vez que, a infeccéo e
cronica (SARRADEL et al., 2003; SIBILA et al.,, 2007;
REDONDO et al., 2009; FABLET et al., 2012). Esta relacdo de



110

maior ocorréncia de lesdes de broncopneumonia por ocasido do
abate relacionadas ao M. hyopneumoniae é observado na
histologia pela lesdo caracteristica de hiperplasia de BALT, e
também pela deteccdo do agente no tecido pulmonar pela técnica
de PCR (73,08% de pulmdes com leséo de hiperplasia de BALT
foram positivos na PCR para M. hyopneumoniae). Sibila et al.
(2007) descrevem esta mesma relacdo de leséo e deteccdo do
agente e Pieters et al. (2009) ressaltam que o agente pode
permanecer nos tecidos por até 214 dias e a
transmissdo/eliminacdo foi relatada por até 200 dias pos-
infeccdo.

Todos os grupos avaliados ao abate apresentaram lesdes
pulmonares significativas e com alta prevaléncia, segundo
resultados do IPP para 0 G2 e G4 (PIFFER & BRITO, 1991).
Em muitos casos, a area pulmonar média afetada em cada animal
foi considerada baixa, mas no total, foi observado um grande
namero de animais apresentando lesdes ao abate. Bochev (2008)
relata que quando mais de 15% dos pulmdes apresentam
consolidacéo existe grande chance da ocorréncia de pneumonia
enzodtica, a qual estd relacionada ao patdogeno M.
hyopneumoniae. Morés et al. (2015) relacionaram a presenca de
maior area pulmonar lesionada com o diagnéstico de P.
multocida, porém, a deteccdo do agente neste estudo foi baixa.

Na condicdo dos animais, mesmo com inUmeras
varidveis controladas como uniformidade dos grupos,
temperatura e manejo em geral, incluindo limpeza e desinfeccéo,
a ocorréncia de aereas de consolidacdo pulmonar foi elevada.
Isto esta relacionado a presenga do M. hyopneumoniae que é um
agente enzodtico nas granjas e tem como agravante o PCV2.

Outros patdgenos detectados no tecido pulmonar dos
suinos de todos os grupos foram o PCV2 e M. hyopneumoniae
(Figura 7 e Tabela 12), apesar do protocolo profilatico da granja
incluir vacinacdo para estes dois agentes. A vacinagdo ndo
garante a imunizacao e, principalmente, ndo impede a infecgéo,
visto pela frequéncia de deteccdo dos dois agentes. A
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identificacdo de amostras positivas para PCV2 pela técnica de
PCR confirma a presenga do virus no rebanho, e, com diferenca
significativa no nimero de animais infectados entre grupos. No
presente trabalho, os suinos que apresentaram melhor resposta
humoral apdés a vacinacdo com FLUAV (G2) apresentaram
menor positividade para 0 PCV2 (23,29% ao abate) em pulméo
quando avaliados por PCR. O PCV2 é considerado um virus
ubiquo em rebanhos suinos no mundo inteiro, onde Varios
fatores de manejo, ambiéncia ou até mesmo a presenca de co-
infeccOes parece predispor a ocorréncia das doencas associados
ao PCV2 (FABLET et al., 2012; SEGALES, 2012). Cabe
ressaltar que a simples detec¢do do PCV2 pela técnica de PCR
ndo indica doenca, apenas reflete infeccdo prévia. Nas
avaliacbes de necropsia haviam lesdes macroscopicas
compativeis com a presenca do agente como aumento de
linfonodos mesentéricos, todavia, ndo foi observada diferenca
de lesbes caracteristicas de PCV2 nos grupos e também ndo foi
pesquisada/quantificada a presenca do virus no soro dos
animais.

Em geral, na rotina de diagndstico, a escolha de qual
material deve ser colhido para analise histopatoldgica é baseada
na observacdo macroscopica do tecido, sendo a porcdo de
escolha, a que apresenta lesdo macroscépica evidente. Todavia,
por se tratar de uma condicdo experimental, todos os lobos
pulmonares foram avaliados durante a necropsia, sendo colhidos
para avaliacdo histopatologica tanto lobos normais quanto lobos
pulmonares com consolidagdo. Esta conduta resultou na
deteccdo de um nimero expressivo de amostras com lesbes
microscopicas (>60%) em lobos onde ndo havia leséo
macroscopica evidente.

Uma das hipoteses para esta deteccdo na histopatologia,
sem observacdo de lesdo macroscopica, provavelmente se deve
a fase de desenvolvimento da mesma, ou seja, lesdo aguda (bem
recente), ou, também pode ser continuidade das lesdes de outros
lobos. A partir disto, pode-se inferir que a lesdo microscopica
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resulta em lesdo macroscépica mais tardiamente. Como 0s
pulmdes avaliados eram da fase de crescimento e terminacao,
possivelmente no momento do abate, a area pulmonar afetada
seria mais extensa e visivel macroscopicamente. Um fator
negativo para esta premissa € que as lesdes pulmonares podem
acarretar em efeitos negativos para a satde animal e em perdas
de desempenho (FRAILE et al., 2010; THACKER & MINION,
2012).

Na histologia, a lesdo mais frequentemente encontrada
foi a hiperplasia de BALT associada a reacdo broncointersticial
predominantemente mononuclear. Este padrdo de leséo tem
relacdo com M. hyopneumoniae (SARRADEL et al., 2003,
PIETERS et al., 2009; REDONDO et al., 2009) e esta de acordo
com os achados de Morés et al. (2015). Redondo et al. (2009)
relatam no inicio da infeccdo por M. hyopneumoniae (7 a 28
dias) pneumonia broncointersticial acompanhada de perda de
cilios e descamacéo de células epiteliais nas vias aéreas. Apds
os 28 dias da infeccdo, a hiperplasia de BALT é mais severa
indicando cronicidade.

Em todas as amostras ndo foram observadas lesdes
caracteristicas da infeccdo pelo FLUAV, tampouco, houve
marcacdo do antigeno viral por IHQ. Morés et al. (2015)
detectaram antigeno de FLUAYV pela técnica de IHQ somente na
bronquiolite necrotica que é caracteristica do agente. Jung &
Chae (2005) em surto de HIN2 relatam pneumonia
broncointersticial associada a exsudato em brénquios e
bronquiolos e debris celulares. No caso dos animais do
experimento, a pneumonia broncointersticial observada é uma
condicdo mais crbnica caracteristica da infecgdo por M.
hyopneumoniae e, ndo se observou debris necroticos ou necrose,
que seria caracteristico da infeccdo pelo FLUAV. A literatura
relaciona a lesdo broncointersticial com a detecgdo do M.
hyopneumoniae por PCR (CALSAMIGLIA; COLLINS;
PIJOAN, 2000; SARRADELL etal., 2003; SIBILA et al., 2007,
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PIETERS et al., 2009), o que também foi observado nos animais
do experimento.

Diferenca significativa ocorreu entre 0S grupos
analisados quanto a deteccdo da hiperplasia de BALT e se
observou maior ocorréncia desta relacionada aos grupos
vacinados. Ainda, foi possivel relacionar a gravidade das les6es
com a deteccdo do agente. Quanto mais grave a lesdo de
hiperplasia de BALT, maior foi & deteccdo do material genético
bacteriano o que também ¢ relatado por Calsamiglia; Collins;
Pijoan, (2000); Sarradel et al. (2003) e Morés et al. (2015).

O acumulo linfoide ocorre devido a persisténcia do
agente no tecido, induzindo uma resposta crbnica com
obliteracdo do limen de brénquios e bronquiolos e atelectasia de
alvéolos. Esta atelectasia € decorrente da perda de funcdo
mucociliar permitindo acimulo de muco/exsudato, aumento na
atividade de células secretdrias, broncoconstri¢do por células de
defesa e pressdo dos agregados linféides (SARRADEL et al.,
2003). Esta persisténcia do M. hyopneumoniae no tecido explica
a maior detec¢do por PCR em tecidos com lesdo, tanto em
animais vacinados como nos controles, e, o acumulo de
muco/exsudato pode ser um fator que predispde a multiplicacdo
bacteriana oportunista. A deteccdo do M. hyopneumoniae em
pulmdes sem lesdo histoldgica pode ocorrer devido ao tempo de
infeccdo, podendo ser lesdo muito recente ou tardia, ja& em
recuperacdo. Outra possibilidade é que a amostra colhida para
exame histopatologico ndo foi representativa, observacédo
similar ao relatado por Calsamiglia; Collins; Pijoan (2000).

N&o houve marcacdo do antigeno de FLUAV por IHQ,
isto ocorreu pela cronicidade das lesbes se comparado ao
momento da infeccdo. Lyoo et al. (2014) observaram que as
lesGes de FLUAV no tecido pulmonar ocorrem até 14 dias apds
a inoculacdo e o fato de ndo haver marcacdo viral na IHQ ¢é
sustentado pelos relatos de Watanabe et al. (2012) que
detectaram FLUAV por IHQ em apenas 50% dos casos de
pneumonia viral. Cabe ressaltar que em casos de infecgdo
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natural, a colheita das amostras é realizada de suinos com doenga
clinica, possivelmente excretando o virus pelas vias
respiratdrias, aumentado as chances de deteccdo do FLUAV
pelas técnicas disponiveis (CULHAME & DETMER 2014,
LANGE et al., 2009). Neira et al. (2016) relatam a detecgéo do
FLUAYV no ar por até 11 dias em surtos, e, Dubey; Venkatesh;
Kulkarni (2009) citam possivel estado portador de alguns
animais por até trés meses.

O aumento de lesdo pulmonar nos animais vacinados
guando comparados aos controles pode ser referente a VAERD,
todavia para se estabelecer esta relacdo deveria ter sido realizado
0 sequenciamento da amostra de FLUAYV que circulou na granja,
0 qual deveria ser de um subtipo diferente daquele da vacina e
deveria haver identificacdo de lesbes compativeis com infeccao
por FLUAV. Estas lesdes segundo Gauger et al. (2012) se
caracterizam por pneumonia broncointersticial severa e
bronquiolite necrética com edema e hemorragia alveolar, o que
ndo foi o caso, pois as lesBes observadas nos animais do
experimento eram predominantemente de infecgéo cronica por
M. hyopneumoniae.

A marcacdo para M. hyopneumoniae por IHQ foi discreta
em todos os casos e ocorreu predominantemente em cilios. Em
algumas amostras ocorreu marcagdo no exsudato e em celulas
descamadas na luz de brénquios e bronquiolos, o que também é
descrito por Sarradel et al. (2003); Pieters et al. (2009) e
Redondo et al. (2009). Houve dificuldade na observacdo da
marcagdo em tecido colhido de animais abatidos, provavelmente
pela demora na avaliacdo, uma vez que os pulmdes foram
colhidos na linha de inspecdo, acondicionados em caixas
isotérmicas e avaliados no laboratério de patologia. Em muitos
casos ocorreu perda de cilios e degradacdo do epitélio de
brénquios e bronquiolos, o que pode estar relacionado ao tempo
da avaliacdo e também, pelo processo de escaldagem durante o
abate. A opcéo e recomendacéo de colheita deste tipo de material
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para diagnostico definitivo de M. hyopneumoniae precisa ser
melhor avaliado.

Para Sarradel et al. (2003) lesGes que acometem oS
alvéolos nédo tem relacdo direta com M. hyopneumoniae, mas
sim sdo lesbes secundarias ou decorrentes de infeccdo por
agentes secundarios, caracterizando 0s quadros como
complexos. Independente da macroscopia, amostras que
apresentavam infiltracio de macréfagos e neutrdfilos
(broncopneumonia supurativa e catarral) na histopatologia
foram testadas por PCR para deteccdo de P. multocida, sendo
que 8,66% das amostras testadas foram positivas para o agente.
Choi et al. (2003) relatam uma frequéncia maior em casos de
PRDC. A escolha das amostras com broncopneumonia catarral
e supurativa para pesquisa de P. multocida se refere ao tipo de
lesdo caracteristico da bactéria conforme Hansen et al. (2010) e
devido a maior probabilidade da deteccdo do agente em tecidos
com lesdo, segundo afirma Moraes et al. (2014).

A baixa detec¢do da P. multocida em suinos com leséo
pode estar relacionada a auséncia do agente, ou seja, hdo € um
agente de importéncia naquelas les6es, podendo ter relacdo com
outros agentes como o M. hyopneumoniae. Embora, Hansen et
al. (2010) relacionam a P. multocida com casos de
broncopneumonia supurativas aguda e subaguda, e,
broncopneumonia crénica ndo supurativa, Oliveira Filho et al.
(2015) afirmam que o agente induz resposta com intensa
infiltracdo de neutrofilos e a presenca deste tipo de célula pode
estar relacionada também a uma condi¢édo de inflamacéo aguda,
ocasionada ate mesmo por M. hyopneumoniae. De acordo com
Redondo et al. (2009) neutréfilos e edema sdo observados nas
infec¢Bes mais iniciais por M. hyopneumoniae. Nos casos em
que a P. multocida foi detectada, a maior frequéncia se deu em
casos supurativos e pode estar relacionada como agente
secundario o que estd de acordo com Hansen et al. (2010) e
Schimidt et al. (2015).
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A deteccdo de amostras positivas para PCV2 pela técnica
de PCR confirma a presenca do virus no rebanho. Como o virus
é considerado ubiquo em rebanhos suinos de acordo com
Segalés, Allan & Domingo (2012), para caracterizar um quadro
clinico de circovirose é necessario associar a lesdo microscopica
em tecido linfoide com a deteccdo do PCV2 nestas lesbes. Além
disso, a alta carga viral precisa ser detectada por PCR em tempo
real nos tecidos afetados (SEGALES, 2012). As lesdes descritas
como caracteristicas do quadro respiratério ocasionado pelo
PCV2 como pneumonia broncointersticial com fibrose
peribronquial e peribronquiolar e espessamento de septos
alveolares com infiltrado de linfécitos e histiocitos (HARMS et
al., 2002; KING; CHUNG; CHAE, 2008), no presente trabalho
raramente foram observadas.

Durante as necropsias foram observadas lesdes extra-
pulmonares, sendo uma das mais comuns a linfoadenopatia de
mesentéricos e inguinais. Estas lesdes sdo frequentemente
relacionadas a presenca do PCV2 (KIM; CHUNG; CHAE,
2003; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007; SEGALES,
ALLAN; DOMINGO, 2012). O fato do virus circular no
rebanho é uma condi¢cdo muito frequente e, a observacdo da
lesdo juntamente com o resultado da PCR pode ser sugestivo,
necessitando, para confirmacao, do exame IHQ dos linfonodos.
No entanto, o objetivo ndo foi avaliar a presenga do agente em
sitios ndo respiratérios, ou seja, a doenca sistémica, mas sim, a
relagcdo do agente com quadro pulmonar.

Poucas amostras apresentaram pneumonia
granulomatosa e todos os animais que apresentaram esta lesdo
foram diagnosticados por ocasido do abate, denotando
cronicidade. Nessas amostras foram observadas células gigantes
do tipo corpo estranho, cuja causa provavel é a aspiracdo de
particulas de racdo. Pela técnica de coloracdo especial por PAS
e Groccot ndo foram observadas hifas fungicas e na histologia
foi possivel observar estruturas amorfas em bronquiolos e
alvéolos, algumas ja em processo de fagocitose.



117

Tendo identificado no rebanho os agentes bacterianos M.
hyopneumoniae e P. multocida e virais (PCV2, FLUAV) foi
possivel avaliar a interacdo entre eles, embora seja evidente a
presenca do M. hyopneumoniae como agente mais frequente o
que também é descrito por diversos autores (PALZER et al.,
2008; FRAILE et al., 2010; HANSEN et al., 2010; FABLET et
al., 2012). No que se refere a interacdo de patdgenos, agindo em
associacdo, 0s mais frequentemente detectados foram M.
hyopneumoniae e PCV2 (23%). Harms et al. (2002) também
relatam a associagdo do PCV2 com M. hyopneumoniae (19%).
Sibilaetal. (2012) testaram a infeccdo simultanea de suinos com
M. hyopneumoniae e PCV2 e observaram a ocorréncia de lesdes
pulmonares ao mesmo tempo em que se estabelecia uma
infeccdo subclinica pelo PCV2. J& na infeccdo de PCV2 em
leitbes previamente infectados pelo M. hyopneumoniae,
Oppriesnig et al. (2004) relatam sinais clinicos mais graves e
maior deteccdo de antigenos de PCV2, possivelmente devido a
predisposicdo do M. hyopneumoniae.

No presente estudo a deteccdo do FLUAYV foi baixa (2%)
e muito mais frequentemente associada a outros agentes. Isto
demonstra que o virus atua mais comumente em conjunto com
outros patdgenos que isolado. Harms et al. (2002) relatam a
associacdo do FLUAV com PCV2 (12 % dos casos). No
presente estudo, o PCV2 também teve maior importancia
associado a outros patdgenos do que isolado, o que estd de
acordo com Pallares et al. (2002). Kim, Chung, Chae (2003)
encontraram infec¢des mistas de PCV2 com bactérias. Pallares
etal. (2002) em casos de doenca sistémica ocasionada por PCV2
identificaram como agentes frequentes o PRRSV e M.
hyopneumoniae. No caso do PRRSV néo foi avaliado, pois ndo
ha relatos do virus no Brasil. Tanto Harms et al. (2002) como
Pallares et al. (2002) evidenciaram que em condig¢des de campo,
os virus influenza e PCV2 atuam em sinergismo, podendo ser
identificados em um mesmo suino com PRDC. Nos animais
avaliados a ocorréncia de PCV2 e FLUAYV foi de 1% refor¢cando
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mais uma vez que estes agentes tém maior importancia se
associados ao M. hyopneumoniae.

A associacdo do M. hyopneumoniae com FLUAV e M.
hyorhinis detectados pela PCR e a correlacdo na deteccédo de M.
hyopneumoniae e P. multocida é citada por Palzer et al. (2008).
O fato do M. hyopneumoniae ter sido o agente predominante nos
pulmdes avaliados deve-se atentar ao seu papel em predispor a
colonizacao de agentes secundarios, o que ficou evidente pelos
achados de co-infecgbes. Esta mesma relagcdo é descrita por
Calsamiglia; Collins; Pijoan, (2000) e Palzer et al. (2008).

Como em geral as avaliagGes acontecem por ocasido da
morte ou no abate, a deteccdo de mais de um patdégeno é
frequente, ou seja, infeccdo mista (HANSEN et al., 2010). Palzer
et al. (2008) destacam que muitas avaliacdes patoldgicas
acontecem em animais ja tratados, o que dificulta diagnostico,
por estes motivos, deve-se ter preocupacao no estabelecimento
de um diagnéstico completo (KIM; CHUNG; CHAE, 2003). No
presente estudo, os resultados demonstram que mesmo em
suinos vacinados (FLUAV, PCV2 e M. hyopneumoniae) e
mantidos em boas condi¢Ges ambientais e de manejo controlado,
a ocorréncia de lesdes e deteccdo de agentes em associacdo
(infeccBes mistas) foi alta, 0 que torna evidente a frequéncia e
complexidade das pneumonias em suinos.



119
6 CONSIDERACOES FINAIS

- A vacinacao para FLUAV em suinos mostrou-se mais efetiva
na inducdo da imunidade humoral quando associada ao
adjuvante Emulsigen - D®, e utilizada em protocolo de duas
doses.

- A partir da avaliacdo dos dados de desempenho e clinicos é
possivel inferir que a vacinagdo para FLUAV ndo interfere nos
indices de desempenho dos suinos.

- A vacinagdo para FLUAV ndo diminuiu a ocorréncia de
agentes associados nem as lesdes pulmonares compativeis com
pneumonia.

- A partir dos achados é perceptivel que o PRDC prevalece nos
rebanhos de suinos e que o principal agente envolvido é 0 M.
hyopneumoniae mesmo em boas condi¢bes de ambiéncia e
manejo.

- O M. hyopneumoniae atua como agente predisponente para
pneumonias que mais tarde resultam em casos complicados por
agentes oportunistas evidenciado pelas combinagbes de
patogenos e lesdes.

- As lesdes mais frequentes foram caracteristicas de pneumonia
bacteriana cronica compativel com identificagdo do M.
hyopneumoniae sem indicios do envolvimento viral.

- A maior frequéncia de lesdes no grupo que obteve a melhor
resposta humoral frente a vacinagdo (G2) pode ter relacdo com
adjuvante, e, possivel VAERD, porém para confirmacdo &
necessaria uma investigagdo mais detalhada, incluindo
sequenciamento viral.
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- A monitoria de abate é uma ferramenta importante para
diagnostico de lesbes e permite a avaliacdo de um maior numero
de animais, todavia, ndo a colheita de material para diagndstico
laboratorial por ocasido do abate precisa ser melhor avaliada,
uma vez que, ocorre degradagéo de estruturas teciduais.

- Os lobos mais comumente afetados por consolidagéo foram os
cardiacos e a observacdo macroscépica do pulmdo néao
necessariamente tem associagdo com a microscopia, sendo
possivel detectar lesGes histologicas em lobos aparentemente
sadios.
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