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RESUMO: A sindrome circovirose suina e doengas associadas (PCVAD)
tem sido descrita em diversas regies do mundo. Seu agente primério, o
circovirus suino tipo 2 (PCV2), estd associado a elevados indices de refu-
gagem nas granjas e a vultuosos prejuizos econdémicos. Diversos fatores de
risco estdo relacionados & manifestagio dos quadros clinicos da sindrome,
nomeadamente deficiéncias de manejo, presenca de coinfecgdes e imuni-
zagio diante do agente. Entre os agentes frequentemente relatados asso-
ciados a0 PCV2 estd o Mycoplasma hyopneumoniae. Este estudo objetivou
vetificar a ocorréncia de M. hyopneumoniae em animais diagnosticados
estarem acometidos pela PCVAD, em sistemas intensivos de produgio
de suinos do estado de Goids. Amostras de secrecio nasal de 40 animais
foram analisadas para a pesquisa do DNA de M. hygpneumoniae. Do
total das amostras de secrecao nasal, 6 (15%) foram positivas na reagio
em cadeia da polimerase (PCR) para o M. hygpneumoniae, apenas em
granjas que ndo praticavam a vacinagio contra esse agente. Os resultados
relacionados 2 presenca de micoplasma estio de acordo com os acha-
dos clinicos dos animais analisados que apresentavam sintomatologia
de doencas respiratdrias e lesdes relacionadas ao trato respiratdrio. Este
¢ o primeiro relato da associagio de PCV2 com M. hyopneumoniae em
suinos identificados com PCVAD no estado de Goids.
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ABSTRACT: Porcine circovirus associated diseases (PCVAD)
have been reported around the world. They are associated with
high culling rates and large economic losses. Porcine circovirus
type 2 (PCV2) is the primary causative agent. Several risk
factors are related to the manifestation of clinical syndrome,
including deficiencies of management, presence of co-infections
and immunization against involved agents. Mycoplasma
hyopneumoniae is often reported as an agent associated to PCV2
infections. The aim of this study was to verify the occurrence
of M. hyopnewmoniae in animals diagnosed with PCVAD in
intensive pig farming systems in Goids, Brazil. Forty nasal
secretion samples were collected for M. hyopneumoniae DNA
detection by polymerase chain reaction (PCR). Out of this, 6
(15%) were positive for M. hyopneumoniae DNA. All positive
samples were collected from animals in non-vaccinated herds.
Mycoplasma has been detected in animals showing clinical signs
and lesions of respiratory diseases. To our knowledge, this is the
first report of PCV2 association with M. hyopneumoniae in pigs
with PCVAD identified in the state of Goids, Brazil.

KEYWORDS: multifactorial diseases; mycoplasmosis; circovirus
associated diseases.
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INTRODUCAO

O Brasil ocupa uma posicao de destaque no 4mbito do agrone-
gécio mundial. Os baixos custos de produgio e a melhoria nos
indices zootécnicos sio fatores preponderantes para a manu-
tencdo desse status. A suinocultura brasileira vem ampliando a
sua participagdo no cendrio global em razio da intensificacio
dos sistemas de produgio, que conferem ao setor maior ren-
tabilidade e acentuagio da eficcia produtiva. Entretanto, os
desafios sanitdrios continuam atuando como entraves a otimi-
zagio dos resultados zootécnicos, diminuindo a competitivi-
dade do mercado brasileiro (CIACCI-ZANELLA ez al., 2009).

Entre os principais desafios, a sindrome circovirose suina
e doencas associadas (porcine circovirus associated diseases —
PCVAD) tem sido descrita em vérios paises (SEGALES ez al,
2005). O seu agente primdrio, o circovirus suino tipo 2 (PCV2),
estd relacionado ao aumento da mortalidade, diminui¢ao do
desempenho dos animais e elevados indices de refugagem, além
de falhas reprodutivas em suinos (LOPEZ-SORIA ¢t 4l., 2005).

Na maioria dos casos clinicos, pode-se comprovar que o
PCV2 ¢ necessério, mas nio exclusivo, para causar a sindrome,
sendo que coinfecgdes com outros microrganismos e outros fato-
res, como genética, estresse, nutricio e manejo, sio importan-
tes para a manifestagio do quadro clinico (ELLIS ez 4/., 2003;
PESCADOR et al., 2003; CIACCI-ZANELLA et al., 2009).
Nesse cendrio, os agentes que predispdem 2 ocorréncia de sin-
dromes associadas ao circovirus suino devem ser considerados.

O M. hyopneumoniae ¢ o principal agente causador da
pneumonia enzo6tica suina (PES), doenca caracterizada por
elevada morbidade e baixa letalidade. Devido 4 sua patogenia,
o M. hyopneumoniae predispoe seu hospedeiro a agentes pato-
génicos secunddrios, dentre eles 0 PCV2, sendo que ambos os
agentes estdo envolvidos no complexo de doengas respiratdrias
dos suinos (PRDC) (MAROIS ez al., 2008).

Diante da endemicidade do PCV2 e do M. hyopneumoniae
em diversas granjas produtoras de suinos no Brasil, e da escas-
sez de estudos sobre a interagdo entre os agentes em animais
acometidos pela PCVAD, objetivou-se, neste estudo, identi-
ficar a presenca do M. hyopneumoniae em amostras clinicas de
sufnos diagnosticados com circovirose em sistemas intensivos
de produgio de suinos no estado de Goids.

MATERIAL E METODOS

As amostras utilizadas no presente estudo foram obtidas de
suinos com diagndstico de circovirose suina de seis granjas tec-
nificadas de ciclo completo (SALES, 2011; SOARES, 2011)
localizadas na regido centro sul do estado de Goids, especifica-
mente nos municipios de Silvania (A), Paratina (B), Morrinhos
(C), Cristiandpolis (D), Inhumas (E) e Senador Canedo (F).

O estudo foi previamente submetido a0 Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Federal de Goids, sendo aprovado
sob o Protocolo n° 259/2010.

No total, foram coletadas e analisadas amostras de secrecao
nasal de 40 animais, sendo 21 suinos oriundos da fase de cre-
che, com idades entre 3 e 4 semanas; e 19 procedentes da fase
de recria/terminacio, com idades entre 4 e 16 semanas. Vinte
animais foram eutanasiados conforme Resolugio n° 1.000, de 17
de maio de 2012, do Conselho Federal de Medicina Veterindria
(CEMY, 2012), e necropsiados. Foram observados aspectos
macroscdpicos dos linfonodos mediastinicos, mesentéricos e
inguinais, do baco, dos rins, do figado, dos pulmées, das tonsilas
e dos intestinos. Para a colheita dos espécimes clinicos, foi utili-
zada a metodologia descrita por SOBESTIANSKY ez al. (2005).

Para a pesquisa do DNA do M. hyopneumoniae, foi utilizada
a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), conforme descrito a
seguir. Em microtubos, foram adicionados 500 pL de solugio
de lise (Tris-HCI pH 8,0 a 10 mM; NaCl 100 mM; EDTA 25
mM, pH 8,0; duodecil sulfato de sédio 1%; e 10 pL de pro-
teinase K a 20 mg/mL) a 100 uL de amostra. O material foi
homogeneizado e incubado a uma temperatura de 56°C, por
2 horas. Em seguida, foram adicionados 250 pL de fenol e 250
pL de cloroférmio a solugio, a qual foi, na sequéncia, homoge-
neizada e centrifugada a 12.000 x g, por 10 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para outro microtubo de 1,5 mL,
contendo 400 pL de propanol. Apés a homogeneizagio, as amos-
tras foram mantidas a uma temperatura de -20°C, por 2 horas.

Ap6s esse periodo, as amostras foram centrifugadas a
12.000 x g, por 25 minutos, a 4°C. O sedimento foi sus-
penso em 900 pL de etanol a 70%, centrifugado a 12.000 x
g por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado por
inversio, e o sedimento seco, submetido a banho seco a uma
temperatura de 56°C, por 10 minutos. Por fim, 0 DNA foi
suspenso em 30 pL de solucio TE (10 mM de Tris-HCI, 1
mM de EDTA, pH 8,0), e incubado em banho seco a 56°C,
por 15 minutos. As amostras com DNA extraido foram arma-
zenadas a -20°C até a sua utilizacio.

A amplificagio do DNA de M. hyopneumoniae foi rea-
lizada utilizando o protocolo de ARTTUSHIN ez /. (1993).
Um volume de 2,5 uL. de DNA extraido foi adicionado a
uma reagio com volume final de 25 UL, contendo 12,5 uL
de DreamTaq™ Green PCR Master Mix (2X), 0,4 uM de
cada primer e 4gua DNAse free q.s.p. Os iniciadores utiliza-
dos foram F (5- AAGTTCATTCGCGCTAGCCC-3") eR
(5°- GCTCCTACTCCATATTGCCC -3’), que amplificaram
um fragmento de 483 pares de base (pb).

A reagio foi realizada com aquecimento inicial da amostra
em uma temperatura de 94°C, por 10 minutos, e, na sequén-
cia, foi submetida a 39 ciclos (94°C por 30 segundos, 57°C
por 30 segundos e 72°C por 60 segundos), seguida de uma
extensdo final a 72°C, por 7 minutos. As amostras de secre-
¢ao nasal foram testadas para o gene da f-actina, pelo método
da PCR, com o intuito de descartar falso-negativo, conforme
protocolo descrito por HUI ez a/. (2004).
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A visualizagdo dos fragmentos amplificados foi realizada
por intermédio de transiluminagdo do gel de agarose a 1,5%
em luz ultravioleta, apds sua coloracio com GelRed Nucleic
Acid Gel Stain TM (Biotium, California, EUA), conforme as
instrugoes do fabricante. Os fragmentos amplificados foram
comparados a um marcador de 100 pb.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 40 amostras testadas pela técnica de PCR, 6
(15%) (4G1, 7G1, 8Gl, 3G4, 1G5 e 3G5) amplificaram o
fragmento de M. hyopneumoniae (Figs. 1 e 2) e foram consi-
deradas positivas no teste diagndstico.

As seis amostras positivas eram provenientes de trés das
seis granjas estudadas (granja A: amostras 4G1, 7G1 e 8G1;
granja D: amostra 3G4; granja E: amostras 1G5 e 3G5). Das
seis amostras referidas, trés eram oriundas de animais da fase
de creche (amostras 4G1, 1G5 e 3G5) e as outras trés pro-
venientes de animais da fase de recria/termina¢iao (amostras
7G1, 8G1 e 3G4).

A ocorréncia de coinfecgdes do PCV2 com outros agentes
virais ou bacterianos é bem estabelecida e tem sido relatada
em diversos estudos (CARRASCO ez al., 2000; PALLARES ez
al., 2002; ALLAN et al., 2004; GRAU-ROMA et al., 2011).

Em estudo realizado nos EUA durante os anos de 2001
€ 2002, 19% dos suinos com PCVAD foram diagnosticados
como coinfectados com PCV2 e M. hyopneumoniae, ante-

cedido em niimero de casos apenas pelo virus da sindrome

2G4 3G4 4G4 5G4 6G4 1G5 2G5 3G5 5G51G6 3G6 PM  4G6 5G6 9G610G611G612G6 CN  CP

437pb

PM: peso molecular 100 pares de bases; CP: controle positivo; CN: controle negativo; 2G4 a 12G6: amostras de 17 animais; 3G4, 1G5,

3G5: amostras positivas.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1,5%. Reacdo em cadeia da polimerase para M. hyopneumoniae a partir dos suabes nasais.

2G1 3G1 4G1 5G1 6G17G1 8G1 9G11G2 2G2 4G2 PM 5G2 6G2 7G28G2 1G3 2G3 CN CP

437pb

PM: peso molecular 100 pares de bases; CP: controle positivo; CN: controle negativo; 2G1 a 2G3: amostras de 17 animais; 4G1,

7G1, 8G1: amostras positivas.

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,5%. Reacdo em cadeia da polimerase para M. hyopneumoniae a partir dos suabes nasais.
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reprodutiva e respiratdria suina (PRRSV) (PALLARES et al.,
2002). No Brasil, nio hd, ainda, notificagio de doenga pro-
vocada pelo PRRSV (BRASIL, 2015), nem ocorréncia de
anticorpos em soro de suinos, conforme estudo sorolégico
realizado (CIACCI-ZANELLA et al., 2013); todavia, ¢ fre-
quente a ocorréncia de enfermidade pelo M. hyopneumoniae
(MORES e al., 2015).

Apesar de a infeccdo concomitante de micoplasma com
PCV2 j4 ter sido descrita na literatura sob as formas experi-
mental (OPRIESSNIG et 4l., 2004) e mesmo de forma natural
(PALLARES e al., 2002; MORES et al., 2015), até o presente
momento, entretanto, ela nao foi relatada no estado de Goids.

A frequéncia de 15% de animais positivos para micoplasma
observada neste estudo é maior do que a observada por SIBILA
etal. (2008) e NATHUES ez al. (2010), inferior 4 relatada por
FONSECA JUNIOR et al. (2015) e MORES et al. (2015),
mas semelhante 2 descrita por MOORKAMP ez 4/. (2009) e
VILLARREAL (2010). Diferencas nos niveis de frequéncia
podem estar relacionadas a prevaléncia do micoplasma nas
populacdes suinas. De acordo com MAROIS ez 4l. (2008),
os fluidos traqueobronquicos constituem a amostra mais ade-
quada para identificagdo de micoplasma, uma vez que o M.
hyopneumoniae ataca o epitélio ciliado do trato respiratério.
Todavia, em razdo da praticidade do procedimento de coleta,
¢ mais frequentemente utilizada a colheita de secregio nasal
por meio de suabes (PIETERS ez 4/., 2009; VILLARREAL,
2010). Dessa forma, a frequéncia observada neste trabalho
pode estar subestimada.

No presente estudo, seis animais analisados demonstra-
ram a presenca de DNA de M. hyopneumoniae. Desses seis,
trés eram da granja A, clinicamente diagnosticada com surto
de pneumonia enzodtica (dados nao mostrados). Os outros
trés animais positivos eram oriundos das granjas D ¢ E.
Em nenhuma dessas trés granjas foi relatada a prética de vaci-
nagio para micoplasma, diferentemente das outras trés granjas
(B, C e F), para as quais houve registro de vacinagio para o
referido agente (SOARES, 2011). Dessa forma, os resultados
aqui obtidos estao em conformidade com o szatus imunol6-
gico dos animais.

Deve ser ressaltado que a prdtica da vacinagao para mico-
plamose parece constituir uma grande aliada no Ambito das
medidas de protecio dos animais, nio apenas em face do mico-
plasma, como também em relagio 4 ocorréncia de PCVAD.

Avaliando as caracteristicas clinicas e patolégicas dos
animais utilizados no presente estudo descritas por SALES
(2011) e SOARES (2011), ficou evidente a ocorréncia de
sinais respiratérios em elevada frequéncia (65%), sobretudo
nos animais provenientes das granjas A, D, E e F. Tragando
um comparativo entre os resultados obtidos no presente
estudo e os dados observados em ambos os trabalhos, com
excecdo de um animal oriundo da granja E (amostra 1G5),
todos os outros cinco suinos (amostras 4G1, 7G1, 8G1,

3G4 e 3G5) apresentaram sinais respiratérios, notadamente,
tosse (dados nio mostrados). De acordo com OPRIESSNIG
et al. (2004), a tosse é um evento clinico presente em animais
experimentalmente infectados com M. hyopneumoniae ou,
ainda, coinfectados com PCV2, mas nio em animais infec-
tados apenas com PCV2.

Além disso, entre os 6rgios avaliados macroscopicamente,
o pulmao foi 0 que mais apresentou alteracdes no grupo dos
animais analisados (SALES, 2011; SOARES, 2011). Areas de
hepatizacio vermelha e o nio colabamento pulmonar, lesoes
descritas com maior frequéncia em animais com infecgio por
M. hyopneumoniae do que naqueles infectados com PCV2
(MORES ez al., 2007), foram observadas em 75% dos animais,
constatagdo que sugere a presen¢a do micoplasma nas granjas
analisadas (SALES, 2011; SOARES, 2011). Considerando os
achados de necropsia dos animais eutanasiados (dados nao
mostrados) e positivos para micoplasma identificados neste
estudo, todos eles apresentavam as lesdes pulmonares carac-
teristicas acima descritas.

A linfoadenopatia, outro achado macroscépico, ausente
em suinos infectados somente com M. hyopneumoniae, mas
evidente em animais contaminados apenas por PCV2 ou com
infecgao concomitante com micoplasma (OPRIESSNIG ez al.,
2004), também foi observada nos animais avaliados no pre-
sente estudo (SALES, 2011; SOARES, 2011).

As evidéncias clinicas e patolégicas verificadas nos ani-
mais analisados sio compativeis com a presenca de infec¢ao
concomitante com os agentes avaliados, tais como iden-
tificados neste estudo, de forma que aquelas evidéncias
devem ser tomadas como indicios da presen¢a de mico-
plasma em plantéis com PCVAD que nio foram imuniza-

dos para esse agente.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem sugerir que, como proposto
por SOARES (2011), as enfermidades respiratérias, especial-
mente aquelas associadas com M. hyopneumoniae, podem
representar as manifestagoes clinicas mais frequentes em suinos
acometidos pela PCVAD no 4mbito dos plantéis do estado
de Goids estudados.
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