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Introducao

Usualmente, a Pasteurella multocida sorotipo A
(PmA) é considerada agente secundario as pneumo-
nias provocadas por outros patdgenos (Hansen et
al., 2010). Todavia, em condi¢cdes naturais, o agente
também ja foi associado a casos de pleurite, pericar-
dite e septicemia (Pors et al., 2011), bem como
pneumonia necro-hemorragica, similar a causada pelo
Actinobacillus pleuropneumoniae, também denomina-
-da de “A. pleuropneumoniae-like” (Cappuccio et al.,
2004). A maior dificuldade da comprovacao da atua-
cao priméria de PmA estd em reproduzir a doenca na
auséncia de cofatores de infeccao, sejam eles infec-
ciosos ou nao. Poucos trabalhos tiveram sucesso na
reproducao de pneumonias, pleurisias e septicemias,
e apenas com desafios repetidos via intranasal ou
intratraqueal (Smith et al., 1973; Ono et al., 2003).
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Nosso grupo teve sucesso no desenvolvimento des-
sas lesbes em experimento piloto com PmA por ino-
culacédo intranasal (Kich et al., 2007), o que nos le-
Vvou a pensar na existéncia de diferentes cepas dessa
bactéria quanto a sua patogenicidade. O objetivo
deste estudo foi investigar a viruléncia de diferentes
isolados de PmA em suinos.

Pesquisa desenvolvida

O experimento foi conduzido na Embrapa Suinos e
Aves, em acordo com os Principios Eticos de Experi-
mentacao Animal (CEUA/CNPSA - Protocolo 005/
2010). Foram utilizados 76 suinos com peso médio
de 74 kg e idade média de 120 dias, obtidos de um
rebanho experimental da Embrapa, Concérdia, SC,
comprovadamente livre dos principais patégenos res-
piratérios, entre eles PmA.
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Oito diferentes cepas de PmA, isoladas de suinos
com doenca respiratéria de diferentes regides do Bra-
sil, previamente submetidas a deteccao de genes as-
sociados a viruléncia (VGAs), foram utilizadas para
reproducao experimental da doenca utilizando suinos
como modelo animal (Tabela 1). O desafio dos ani-
mais foi realizado com 3,0 mL de cultivo da respecti-
va bactéria por gotejamento intranasal. Os suinos fo-
ram avaliados clinicamente (temperatura retal, sinais
de dificuldade respiratéria e tosse) duas vezes por
dia e eutanasiados no 5° dia pds-inoculacéo (5dpi)
para avaliacdo das lesdes e colheita de materiais para
exames laboratoriais. A eutandsia por eletrocusséao

e a necropsia foram realizadas no 5° dpi. Porém, os
animais com sinais clinicos acentuados foram euta-
nasiados antes do 5° dpi por razoes de bem-estar
animal. No laboratério foram realizados exames his-
topatolégico, bacteriolégico e de imunohistoquimica
para PmA.

Analise dos dados

Associacdes entre os sinais clinicos observados e le
sdes macroscopicas, observadas nos diferentes gru-
pos, foram analisadas pelo teste exato de Fisher. O
software estatistico adotado foi o SAS verséo 9.2
(2008).

Resultados

Sinais clinicos

Os sinais clinicos mais relevantes foram: febre (tem-
peratura retal > 40°C) e dificuldade respiratéria, com
maior intensidade e prevaléncia nos suinos dos gru-
pos G1, G3 e G7 (p <0,001). A ocorréncia de tosse
foi um evento esporéadico e irrelevante. Os suinos
dos grupos GO (controle), G6 e G8 nao apresentaram
alteracdes clinicas. Dezenove animais dos grupos de-
safiados foram eutanasiados antes do 5° dpi por a-
presentarem sinais clinicos acentuados.

LesOes

Houve diferencas significativas (p<0,05) na frequén-
cia e gravidade das lesdes macroscoépicas (Tabela 1).
Os suinos dos grupos G1, G3 e G7 foram os mais a-
fetados, enquanto que nos do GO (controle) G6 e G8
nenhum suino adoeceu. Nos demais grupos (G2 e
G4) poucos animais adoeceram. As principais altera-
coes observadas foram: pleurite fibrinosa difusa (Fi-
gura 1) ou focal (Figura 2), com ou sem pneumonia
e/ou pericardite fibrinosa (Figura 3). Diversos animais
apresentaram pneumonia fibrinonecro-hemorragica
com pleurite subjacente, lesdao App like (Figura 4),
caracterizada por necrose de coagulacao do parén-
guima pulmonar, com exsudacao inflamatéria supura-
tiva. Alguns animais apresentaram apenas pequenas
areas de consolidacao pulmonar (Figura 5).

Além das lesGes nos pulmoes, pleura e pericardio, al-
guns animais, também, apresentaram peritonite (Fi-
gura 6), hepatite necrética, infarto esplénico, nefrite
e otite interna. Nos suinos dos grupos GO, G6 e G8
nao foram observadas lesdes.

Tabela1. Gravidade e nimero de suinos que adoeceram em cada grupo experimental.

Sem alteracoes 12 0 4
Totais doentes 0 8 4
Lesdes discretas 0 2 3
Lesbes graves 0 6 1
Total de suinos 12 8 8

N = 00 O

0 O = = N
0N = W o
0 O O O
0 P W N -
0 O O O

Grupos seguidos de letras diferentes diferem entre si (P < 0,05) teste exato de Fisher.
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Figura 1. Pulmao de suino do G1. Exsudacao serofibrinosa Figura 4. Pulmao de suino do G2. Area de pleuropneumo-
difusa sobre o pulmao e pericardio (pleurite e pericardite nia fibrinosa (lesdo App like) no lobo cardiaco direito (cir-
fibrinosa difusa). culo).
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Figura 2. Pulmao de suino do G7. Deposicdo de fibrina na Figura 5. Pulméao de suino do G1. Pequenas areas de pneu-
superficie dorsal do lobo diafragméatico esquerdo (elipse) monia no lobo cardiaco direito (circulo).
(pleurite fibrinosa focal).
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Figura 3. Cavidade toracica de suino do G4. Severa depo- Figura 6. Cavidade peritoneal de suino do G1. Corddes
sicdo serofibrinosa no saco pericardico e sobro o coracao de fibrina (setas) sobre as visceras abdominais (peritonite
(pericardite serofibrinosa difusa). fibrinosa discreta).
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Em resumo, foram observados trés padroes de lesdes
distintos, associados ou nao entre si:
®  Broncopneumonia fibrinonecrética com pleurite fibri-
nosa.
Pleurite fibrinosa, associada ou ndao com pericardite
e peritonite.
e Pleuropneumonia necrossupurativa focal, geralmen-

te no lobo cardiaco direito.

IHQ

A marcacao de PmA foi detectada em grande quanti-
dade nas areas de necrose do parénquima pulmonar
(Figura 7), no citoplasma de células fagocitarias, li-
vres no exsudato inflamatério no parénquima pulmo-
nar e no exsudato fibrinosupurativo da pleura e peri-
cardio. Houve marcacdao moderada no citoplasma de
macréfagos e no exsudato necrético no interior das
criptas das tonsilas e em macréfagos e neutréfilos
dos linfonodos mediastinicos. Nos rins, baco e figado
(Figura 8) a marcacéao foi apenas discreta, geralmen-
te no interior de macré6fagos. Em uma éarea de infarto
séptico no baco houve intensa marcacao da bactéria.
Além disso, PmA também foi encontrada, em pouca

quantidade, no interior de vasos sanguineos no pul-
mao, coracao, linfonodos mediastinicos e baco de al-
guns animais.

acentuada marcacao de antigeno de P. multocida A (cor
vermelha) em é&rea de inflamacao e necrose do tecido pul-

monar.
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Figura 8. Figado de suino do G7. Imuno-histoquimica com

marcacao de antigeno de P. multocida A (cor vermelha) em
foco de necrose e inflamacéao hepética.

Recuperacao de PmA

A recuperacao de PmA nos tecidos foi diferente en-
tre os grupos (p<0,05), com maior frequéncia nos
animais dos grupos G1, G3 e G7 e de tecidos lesa-
dos da cavidade toracica (Tabela 2). Fora da cavida-
de toracica, a bactéria foi isolada no figado, baco e
rim de animais dos grupos G1, G3, G5 e G7, da arti-
culacao tibio-tarso-femoral em dois animais (G5 e
G7) e no exsudato purulento do ouvido interno nos
dois animais do G7 que apresentaram sinais clinicos
de otite. A bactéria ndo foi recuperada dos animais
dos grupos GO, G6 e G8.

Foto: Marcos A.Z. Morés/Embrapa
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Tabela 2. Isolamento da P. multocida A dos diferentes grupos experimentais (GO: 12 suinos; G1 a G8: oito suinos cada

grupo).

Ndmero de suinos 0 8¢ 3be

8d 1 ab 3bc Oab 7cd Oab

Numeros seguidos de letras diferentes diferem entre si (P < 0,05) teste exato de Fisher.

Comentarios

O quadro clinico-patolégico que melhor caracterizou
a doenca nos suinos desafiados foi febre e dispneia,
associado a lesdes pulmonares e/ou serosites. Tradi-
cionalmente, PmA é considerada agente secundario
no complexo de doencas respiratérias dos suinos, es-
pecialmente associada ao agravamento da consolida-
cao pulmonar causada pelo M. hyopneumoniae (Han-
sen et al., 2010). Neste trabalho, demonstrou-se que
algumas cepas de PmA foram capazes de induzir
pneumonia, serosite e septicemia em suinos, sem in-
terferéncia de outro agente patogénico. Todavia, ou-
tras cepas foram apatogénicas, comprovando a exis-
téncia variabilidade entre os isolados. Em algumas
regioes do Brasil ocorrem problemas respiratérios se-
veros, caracterizados por febre, dispneia, serosites e
pneumonia na terminacao, com isolamento de PmA,
associada ou nao a outros agentes. Nestes casos, fi-
ca a ddvida sobre qual a importancia patolégica da
PmA no desenvolvimento dessas lesdes. Em alguns
casos, como observado em alguns suinos neste estu-
do, lesdes de pleuropneumonia necro-hemorragica
em suinos, referidas como “A. pleuropneumoniae Ii-
ke"”, ja foram comprovadamente associadas a cepas
de PmA (Cappuccio et al., 2004; Kich et al., 2007).

Considerando os resultados clinicos e patoldgicos ob-
tidos com os oito isolados de PmA testados, trés
perfis foram encontrados:

e (Cepas muito patogénicas (G1, G2, G3 e G7).

e Pouco patogénicas (G4 e Gb5).

e Apatogénicas (G6 e G8).

Pela anélise dos VGAs nao houve diferenca no perfil
génico entre os oito isolados testados. Também, ne-
nhum destes genes foi associado as lesdes necro-
hemorragicas e as serosites encontradas nesse tra-
balho. Portanto, ainda nao estdo claros quais fatores
estdo associados a viruléncia da PmA na inducao de
pneumonia e serosite em suinos (Bethe et al., 2009).
A provavel razao da variabilidade patogénica pode
estar na diferenca genética entre as cepas, (Pors et
al., 2011). E possivel que cepas de PmA, genetica-
mente diferentes, o que necessita de comprovacao,

estdo circulando nos rebanhos brasileiros de suinos,
sendo algumas destas capazes de atuar como causa
priméria de pneumonias, serosites e septicemia.

Alguns animais apresentaram pleurite fibrinosa, as-
sociada ou nao a pericardite fibrinosa, sem lesao no
parénquima pulmonar. Isso demonstra o tropismo da
bactéria por serosas, semelhante ao que ocorre com
a doenca de Glasser causada por Haemophilus para-
suis (Vahle et al., 1995). Tal fato é relevante, pois
pode explicar parte das pleurites e pericardites croni-
cas observadas no abate. Por isso, nos casos de se-
rosites e pneumonia hemorragica é imprescindivel
confirmar o diagnéstico etiolégico por exames labora-
toriais. O isolamento de PmA da pleura ou pericardio
(sitios nao respiratérios) com lesdes é fundamental
para o diagndéstico, uma vez que ainda nao se dispoe
de ferramentas para diferenciar cepas patogénicas
das nao patogénicas.

Nesse estudo, demonstramos a existéncia de amos-
tras de PmA no rebanho suino brasileiro com capaci-
dade de pneumonia, serosites e néddulos necro-he-
morragicos no pulmao, sem associacao com co-fato-
res.

Recomendacdes

Em caso de um surto de doenca respiratéria em sui-
nos em terminacao, para confirmar o envolvimento
da PmA, recomenda-se:

® Fazer necropsia de um ou dois suinos com sinais de
pneumonia (febre, anorexia e dificuldade respiraté-
ria) que nao tenham sido medicados com antimicro-
bianos.

* No caso de serosites, colher material (exsudato em
seringa ou suabe envolto em fibrina) e enviar, em
caixa de isopor com gelo, ao laboratério para isola-
mento bacteriano.

* Na presenca de nédulo necro-hemorréagico, colher o
nédulo em saco plastico e enviar ao laboratério em
gelo para isolamento bacteriano.
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e (Quando houver lesdao no pulmao, colher também
material em formol 10% para exame histolégico e
IHQ.

e (Quando for observada apenas aderéncia de pleura e/
ou pericardio no abate, sem nédulo de necrose pul-
monar, é preciso retornar as propriedades para co-
Iher amostras de animais na fase aguda da doenca,
conforme acima descrito.
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