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Resumo — Foi avaliado um modelo experimental de inducdo de pleuropneumonia em suinos
desafiados com Actinobacillus pleuropneumoniae (App). Para tal, 10 suinos Specific Pathogen Free
(SPF) foram desafiados com 3mL de in6culo de App sorotipo 5b, por via intranasal, na concentragdo
de 10" UFC/mL. Apods o desafio, foram monitorados os sinais clinicos por 14 dias e foram realizadas
colheitas de material clinico aos sete e quatorze dias pos-desafio para detecgdo de App por PCR, onde
7/8 amostras positivaram aos sete dias pés-desafio. Aos 14 dias pds-desafio todas as amostras
voltaram a negativar e, no exame bacteriolégico, ndo foi possivel reisolar App. Um suino morreu no
dia seguinte ao desafio e outro no quarto dia pds-desafio, os demais foram eutanasiados e necropsiados
quatorze dias pos-desafio, para avaliacdo patoldgica e colheita de fragmentos de pulméo e de tonsilas
para isolamento bacterioldgico. Quanto a avaliagdo clinica, 9/10 suinos apresentaram febre e 8/10
apresentaram dispneia. Quanto a avaliacdo patologica, nenhum suino apresentou lesdo de pericardio,
mas 7/10 apresentaram pneumonia fibrinonecrohemorragica e pleurite fibrinosa, diferindo na
porcentagem de area afetada. Para os fragmentos de pulméo, houve recuperacdo da cepa inoculada em
50% dos suinos, sendo que nos suinos que ndo houve lesdo patoldgica, também ndo houve
reisolamento. Concluimos que o modelo experimental utilizado é adequado para reprodugdo da
pleuropneumonia por App em suinos.
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EXPERIMENTAL MODEL OF INDUCTION OF PLEUROPNEUMONIA BY Actinobacillus
pleuropneumoniae IN SWINE: CLINICAL AND LABORATORY STUDY

Abstract — An experimental model to induce pleuropneumonia in pigs with Actinobacillus
pleuropneumoniae (App) was evaluated. In this study, 10 pigs Specific Pathogen Free (SPF) were
challenged, intranasally, with 3mL of App serotype 5b at 10’ CFU/ml. After App challenge, clinical
signs of the challenged pigs were monitored for 14 days. Clinical samples were collected from the
challenged animals seven and 14 days post challenge for App detection by PCR performed, which
resulted in 7 out of 8 samples being positive. At 14 days post challenge, all samples were negative for
App by PCR and also by bacterial isolation. One pig died one day after the challenge and another pig
died four days after the challenge. The others pigs were euthanized and submitted to necropsied
fourteen days post challenge. Fragments of lung and tonsil were collected to perform bacterial
isolation. In the clinical assessment, 9 out of 10 pigs had fever and 8 had dyspnea. There were no
pericardial lesions; however 7 out of 10 pigs had lung and pleura lesions with different percentage of
affected area. There was no App isolation in the tonsils. Nonetheless, there was App isolation in 50%
of the inoculated pigs that had some pathological lesion. Therefore, the experimental model used in
this study is suitable for pleuropneumonia reproduction in pigs.
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Introducdo - As enfermidades respiratdrias estdo entre os principais problemas sanitarios em todos os

paises com producdo intensiva de suinos, sendo as pneumonias responsaveis por cerca de 50% do total
de condenacOes de carcacas nos matadouros. As causas destas infecgOes sdo, geralmente, muito
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complexas, com interagGes entre varios agentes infecciosos e fatores ambientais (SOBESTIANSKY et
al., 2007). Um dos agentes bacterianos importantes, encontrado em lesbes pulmonares, é o
Actinobacillus pleuropneumoniae (App), sendo este o causador da pleuropneumonia suina (PPS). A
PPS é uma doenca infectocontagiosa, caracterizada por lesdes restritas a caixa torécica, envolvendo
pulmdes, pleura e, com frequéncia, pericardio (MORES, 2006). Acomete animais de todas as idades,
apresentando-se nas formas superaguda, aguda, subaguda e crénica (SOBESTIANSKY et al, 2007). O
animal que apresenta a forma cronica ou assintomatica se torna portador da doenca, disseminando o
agente que se abriga nos nédulos pulmonares necréticos, nas tonsilas ou na cavidade nasal. Uma vez o
rebanho tornando-se infectado, este permanece com o agente por longos periodos. A severidade da
doenca depende da viruléncia bacteriana, do estado imunolégico do rebanho e do manejo da criacéo.
O diagndstico é realizado com o isolamento e identificacdo do agente a partir de lesbes caracteristicas,
recorrendo as técnicas utilizadas tradicionalmente em laboratorio (FENWICK & HENRY,1994). O
objetivo do presente trabalho foi avaliar um modelo para reprodugdo experimental da
pleuropneumonia por App em suinos, o qual pode ser muito Util em testes de novas vacinas e
medicamentos para o controle da doenca.

Material e Métodos - Foram utilizados 10 suinos de uma granja Specific Pathogen Free (SPF) para os
patdgenos respiratorios: App, Haemophilus parasuis (Hps), Pasteurella multocida (Pm) e
Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo), de ambos os sexos, com aproximadamente 100 dias de vida. Os
suinos foram transferidos da granja para o local do experimento, quatro dias antes do desafio, para
aclimatacdo, permanecendo neste local durante todo o periodo experimental. Foram alojados em uma
Unica sala, dividida em baias, com dois suinos por baia. Os animais foram alimentados ad libitum com
racdo balanceada e &gua. O desafio foi realizado com uma cepa padrdo de App sorotipo 5b (cepa
padrdo — L20), armazenada na Colecdo de Microrganismos de Interesse em Suinocultura e Avicultura
(CMISEA) da Embrapa Suinos e Aves. Todos os suinos foram desafiados por gotejamento intranasal,
com 3 mL (1,5 mL em cada narina) do in6culo de App, na concentragdo de 10’ UFC / mL, com o0s
animais em posicdo sentada. A partir do dia do desafio até o dia sete pos-desafio, todos 0s suinos
foram avaliados clinicamente duas vezes ao dia. Ap6s o dia sete, até a eutanasia, essa avaliacao foi
realizada uma Unica vez ao dia. Esta avaliacdo foi baseada na medicdo da temperatura retal, sendo
considerada febre quando a temperatura foi superior a 40°C, além do comportamento e sinais
respiratorios, para os quais os valores registrados foram comparados com escalas especificas. Assim,
para o comportamento, foi adotada a escala descrita por Feitosa (2004): normal (zero), excitado ou
estressado (1), apéatico (2) e em coma (3). Para os sinais respiratorios utilizou-se a escala de Wallgren
et al. (1999): auséncia de sinais (zero), dispneia moderada (1), dispneia moderada com tosse (2) e
dispneia severa (3). Apods, foi realizada andlise estatistica onde foi calculado o percentual de
ocorréncia de cada escore. Nos dias experimentais zero, sete e quatorze, foram colhidos suabe nasal e
de tonsila (pool) para exame bacteriolégico das doengas respiratorias, suabe de tonsila para teste de
PCR para detec¢do de App e Mhyo (somente no dia zero) e sangue para detecgdo de anticorpos contra
App e Mhyo por ELISA. Aos 14 dias pos-desafio os suinos foram eutanasiados pelo método de
eletrocussédo e necropsiados para avaliacdo patologica e colheita de pulmao e tonsila para bacteriologia
a fim de recuperar a amostra inoculada no desafio. O presente estudo foi analisado e aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Embrapa Suinos e Aves, protocolo niimero 006/2014, e por
questdes de bem estar animal, 0s suinos que apresentaram sinais clinicos acentuados da doenga foram
imediatamente eutanasiados.

Resultados e Discussdo — Todos os suinos foram considerados livres de patdgenos respiratorios pelo
exame bacteriologico e ELISA, realizados antes do desafio. Dos 10 suinos desafiados, um foi
encontrado morto um dia pds-desafio e outro foi eutanasiado quatro dias pds-desafio; os demais (8/10)
foram acompanhados até o dia 14 pos-desafio. Todas as amostras, de todas as colheitas realizadas,
foram negativas para App na deteccéo de anticorpos por ELISA. Na detecgéo de App por PCR, todas
as amostras de suabes de tonsilas foram negativas na colheita anterior ao desafio, 7/8 amostras
positivaram na colheita do 7° dia pds-desafio e todas voltaram a negativar na colheita dos quatorze
dias pos-desafio, porém ndo foi possivel isolar App das colheitas de suabe de tonsila, provavelmente
devido a contaminacdo das amostras, demonstrando que este ndo é um método Util para a pesquisa do
agente em animais portadores. Os dados descritos na Tabela 1 nos permitem inferir que, quanto a
avaliacdo clinica, 9/10 suinos apresentaram febre e 8/10 apresentaram dispneia. Quanto a avaliacdo
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patoldgica, 7/10 suinos apresentaram pleuropneumonia fibrinonecrohemorragica, caracteristicas de
infeccdo por App. Nas amostras de pulmdo houve reisolamento de App em 50% dos suinos, sendo que
nos suinos que ndo houve lesdo patoldgica, também ndo houve reisolamento. Assim, como houve
inducdo de pleuropneumonia caracteristica de App na maioria dos suinos (7/10), podemos afirmar que
0 modelo de desafio utilizado foi adequado, sendo aceitavel que alguns suinos ndo adoegam, pois ha
possibilidade de degluticdo de parte do indculo. Ainda, a recuperacdo da amostra, por isolamento
bacteriolégico, estd na dependéncia da presenca de lesdes. Este modelo podera ser utilizado em futuros
testes de antimicrobianos ou vacinas que visam tratar ou prevenir a infeccdo por App em suinos.

Tabela 1 — Avaliac6es clinica e patoldgica e isolamento de App

Sinais Clinicos Avaliagao Patolégica Isolamento App
Suino Febre Dispnéia Pulmao D Pulm3aoE PleuraD PleuraE Pericardio Pulma.o/'PIe.ura Tonsila
/Pericardio
968 S S 2 2 2 2 0 S NR /NP
952 S S 0 1 0 1 0 S NR /NP
958 S S 2 0 2 0 0 N NR /NP
963 S S 0 2 0 2 0 S N
945 N N 2 2 2 2 0 S N
970 S S 0 0 0 0 0 N NR/ NP
960 S S 1 0 1 0 0 S NR/ NP
969 S N 0 0 0 0 0 N NR/ NP
959 S S 0 2 0 2 0 N NR/ NP
966 S S 0 0 0 0 0 N NR/ NP

Onde: S = Sim, N = Ndo; NR/NP = néo realizado e ou ndo possivel devido ao excesso de contaminantes; Pericardio
(Pericardite): 0 = normal, 1 = presente; Pleura (pleurite): 0 = normal, 1 = atingindo até 33%, 2 = 33% a 66% e 3 = > 66%;
Pulméo (n6dulo necro-hemorragico): 0 = normal, 1 = atingindo até 30% do pulméo e 2 = atingindo mais que 30% do pulmao.

Conclustes - Concluimos que o modelo experimental utilizado é adequado para a reproducdo da
pleuropneumonia por App em suinos.
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