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RESUMO

A suinocultura esta amplamente difundida no Brasil, o quarto maior produtor
mundial de carne suina. Seu efetivo estd concentrado em maior parte na regido Sul, com
48,8% dos suinos. Porem, a intensificacdo e o confinamento das criagdes expdem 0s
animais a agentes patogénicos, como o Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo), causador
da Pneumonia Enzodtica Suina (PES). A doenca é caracterizada pela ocorréncia de
tosse seca ndo produtiva e lesbes pulmonares de consolidacdo, denominadas
hepatizacdo. A vacinagdo de leitdes € uma importante ferramenta empregada no
controle da PES. Contudo, é relatado que a imunidade passiva adquirida pelos leitdes
através do colostro das matrizes suinas pode interferir na sua resposta a vacinagao
contra 0 Mhyo. Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da
imunidade materna na resposta a imunizacdo de leitdes contra Mhyo ao desmame. Dez
matrizes foram divididas em dois grupos baseado na Razdo S/P de um teste ELISA
comercial , um com baixo nivel de anticorpos (Ac) anti-Mhyo (BAc, Razéo S/P <0,75) e
outro com alto nivel (AAc, Razdo S/P >0,75). De cada fémea, dois leitdes eram
controles (contr) e nove vacinados (vac) contra Mhyo. Estes grupos e tratamentos foram
comparados entre si quanto a parametros de imunidade humoral, celular e
comprometimento pulmonar ao abate. ApOs a ingestdo de colostro, os leitdes das
fémeas AAc mantiveram 0s maiores niveis de Ac, até os 56 dias de idade. Quando
avaliados através do teste ELISA, dos 13 aos 99 dias depois de vacinados os leitdes
BAc-vac apresentaram niveis de Ac mais estaveis, com um aumento significativo aos
113 dias poés-vacinacdo. Os parametros celulares ndo diferiram entre grupos e
tratamentos, com excecdo dos linfocitos T CD4'CD8", com menores percentuais entre
os vacinados. Independente do grupo, os vacinados tiveram menor comprometimento
pulmonar, porém os BAc-vac tiveram menos lesdes que os AAc-vac. Os resultados
demonstraram que a vacinacao dos leitdes contra Mhyo ao desmame o0s protege contra o
agente, levando ao menor comprometimento pulmonar, principalmente quando a
imunizacdo ocorre na presenca de baixos niveis de Ac passivos.

Palavras chave: imunidade humoral, imunidade celular, lesdo pulmonar,
pneumonia enzodtica suina



ABSTRACT

Swine production is widespread in Brazil, being the fourth largest producer of
pork meat. Swinesare concentrated in the Southern region, comprising 48.8%0f pig
population. However, due to confinement system, pigs are exposed to pathogens such as
the bacteria Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo), responsible for swine enzootic
pneumonia (SEP). The disease is characterized by a dry, nonproductive cough, and
macroscopic areas of consolidation in the lung. The piglet vaccination is an important
practice to SEP control. However, it is reported that passive immunity acquired by the
piglets through the colostrum of sows may affect their response to vaccination against
Mhyo. The objective of this study was to evaluate the influence of maternal immunity in
the pig vaccination against Mhyo after weaning. Ten sows were divide in two groups
according with the ELISA’s S/P Ratio, with low (LAb, S/P Ratio <0.75) or high (HAD,
S/P Ratio >0.75) level of antibodies (Ab). From each sow, two piglets were controls
(contr) and nine vaccinated (vac) against Mhyo. Piglets' humoral and cellular immunity
and pulmonary lesions were compared between the treatments and groups of sows.The
Ab level after colostrum intake was higher in piglets from HAb group of sows until 56
days of age. When evaluated by ELISA, LAb-vac piglets showed a more stable Ab levels
from 13 to 99 days post-vaccination, with a significant increase at 113 days post-
vaccination. No differences were detected between groups and treatments according
with cellular parameters, except T CD4"CD8" lymphocytes percentages, that were
lower in vaccinated piglets. Regardless of the group, vaccinated pigs had lower
pulmonary lesions, but the LAb-vac piglets had less damage than the HAb-vac. These
results demonstrated that piglet vaccination against Mhyo at weaning protects them
against the pathogen and provides lower pulmonary lesions, especially when the
immunization occurs in the presence of low levels of maternal Ab.

Key words: humoral immunity, cellular immunity, lung lesion, swine enzootic
pneumonia.
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1 INTRODUCAO

A carne suina ocupa a primeira posicdo em produ¢do mundial, com mais de 110
milhdes de toneladas produzidas no ano de 2014 (USDA, 2015). Dentre 0os maiores
paises produtores estdo a China, Unido Europeia e Estados Unidos da América. Em
2014, o Brasil foi o quarto maior produtor e exportador, com 3,3 milhdes e 556 mil
toneladas, respectivamente (USDA, 2015). A regido Sul do Brasil é a que concentra
48,8% dos 36.743.593 suinos do efetivo do pais (IBGE, 2013). O Rio Grande do Sul,
com 6.320.890 cabecas detém o segundo maior efetivo de suinos do Brasil, atras apenas
de Santa Catarina (IBGE, 2013).

A suinocultura intensiva busca a melhora constante de seus indices produtivos.
Contudo, diversos fatores podem interferir no desenvolvimento dos animais alojados,
desde genética, alimentagdo, praticas de manejo, ou ainda a ocorréncia de doengas. As
estruturas de criacdo, em que 0s suinos sdo confinados, permitem um contato intimo
entre 0os animais, facilitando a disseminacdo de diversos agentes patogénicos entre
individuos suscetiveis e infectados.

A ocorréncia de doencas respiratdrias € um importante problema na populacéo
suina. Dentre as doencas respiratorias esta a Pneumonia Enzodtica Suina (PES), causada
pelo Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) e caracterizada por alta morbidade e baixa
mortalidade. Ela acomete principalmente suinos nas fases de recria e terminacao
(SIBILA et al., 2009), sendo caracteristica a ocorréncia de tosse seca ndo produtiva
nesses animais. Estes sinais sdo decorrentes do comprometimento do parénquima
pulmonar, que apresenta areas de consolidacdo (MAES et al., 1996), evidenciando
microscopicamente um acumulo de células mononucleares (KOBISCH e FRIIS, 1996).

Entre as medidas descritas para o controle da PES, a aplicacdo de vacinas
elaboradas com culturas inativadas de Mhyo é uma préatica rotineira nos rebanhos
industriais. Esta pratica visa principalmente um menor comprometimento pulmonar
decorrente da colonizacdo que o agente realiza no trato respiratorio (MAES et al., 1999;
SIBILA et al., 2007). Usualmente, sua aplicacdo é realizada em leitdes, podendo ainda
ser realizada nas matrizes como forma de reduzir a transmissdo do agente a prole e
aumentar os niveis de anticorpos disponibilizados no colostro (MAES et al., 2008).
Hodgins et al. (2004) relataram maior concentracdo de anticorpos entre os leitdes

decorrente da ingestdo de colostro hiperimune. Porém, sugere-se que a presenca destes
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anticorpos maternos possa interferir negativamente na resposta imunoldgica apresentada

pelos leitdes apds sua vacinacdo (BANDRICK et al., 2014b; HODGINS et al., 2004).
Desta forma, a partir do acompanhamento de parametros de imunidade humoral

e celular, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da imunidade materna na

resposta a imunizacao de leitdes contra Mhyo ao desmame.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracterizagdo do agente Mycoplasma hyopneumoniae

O Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo), pertencente a classe dos menores
procariotos de vida livre (Classe Mollicutes, do latim mollis=mole, cuttis=pele), é uma
bactéria extracelular, imével e desprovida de parede celular (WALKER, 1999; QUINN
et al., 2004). Apesar de ser classificado como gram-negativo o Mhyo é fracamente
corado pelo método de coloracdo de GRAM, sendo melhor visualizado quando utilizada
coloragcdo de Giemsa ou, ainda, azul de metileno (WALKER, 1999). Pela auséncia de
parede celular e presenca de uma membrana trilaminar composta de proteinas,
glicoproteinas, glico- e fosfolipidios, acabam por apresentar uma morfologia variada,
podendo demonstrar as formas esférica, espiral, filamentosa ou de pera (KOBISCH e
FRIIS, 1996; QUINN et al., 2004; CONCEICAO e DELLAGOSTIN, 2006).

Seu crescimento em meios de cultura para fins de diagnostico pode estender-se
por um periodo de quatro a oito semanas (THACKER, 2006). Sua principal
caracteristica em cultivo microbiologico é a formacéo de microcoldnias com aspecto de
ovo frito, as quais apresentam um diametro entre 0,1 e 0,6 mm e crescimento para
dentro do meio de cultura (WALKER, 1999). Este método de diagnostico requer a
adicdo de fatores de crescimento especificos para o desenvolvimento do patogeno,
dentre os quais podem ser citados a adicdo de colesterol, purinas e pirimidinas,
empregando-se ainda um ambiente de microaerofilia (5-10% CO;) (THACKER, 2006).

2.2 Patogenia

A Pneumonia Enzootica Suina (PES) € causada pelo Mhyo e pode ser
exacerbada na presenca de agentes secundarios e variaveis ambientais adversas (MAES
et al., 1996). A infeccdo dos suinos se inicia no trato respiratorio a partir da inalacdo de
particulas de aerossois contendo o Mhyo, oriundos principalmente de animais
carreadores assintomaticos. Inicialmente, o agente utiliza-se de adesinas presentes em
sua capsula, como a proteina P97, para se ligar a membrana das células ciliares do trato
respiratério do animal (ZHANG et al., 1995). Esta aderéncia propicia sua colonizacéo

que, em estagios iniciais da infeccdo, limita-se as porcoes apicais das células, sendo esta



13

ligacdo dependente da concentracdo de cilios e do nimero de bactérias (ZHANG et al.,
1994).

Em dois dias ap6s a inoculacdo, Debey e Ross (1994) ja verificaram a existéncia
de microcoldnias fortemente associadas ao epitélio ciliado. Uma vez colonizado, o
animal sofre com o aumento nos niveis de célcio intracelular que danifica os cilios
(WHITHEAR e BROWNING, 2004). Isto leva a um batimento ciliar diminuido e perda
gradual de cilios e células (BLANCHARD et al., 1992; JACQUES et al., 1992; DEBEY
e ROSS, 1994) com consequente reducdo da funcdo de limpeza e retirada de muco e de
possiveis organismos oportunistas (WHITHEAR e BROWNING, 2004).

Diversas espécies de micoplasmas patogénicos (como M. gallisepticum, M.
synoviae, M. hyorhinis, M. bovis e M. pulmonis) apresentam como caracteristica a
capacidade de alterar a expressdo de seus antigenos de superficie (WHITHEAR e
BROWNING, 2004). Desta forma, o agente ndo é reconhecido, acaba evadindo-se do
sistema imunoldgico do hospedeiro e estabelece uma infec¢do crénica. Contudo, no que

se referem ao Mhyo, estes mecanismos permanecem desconhecidos (THACKER, 2006).

2.3 Resposta imune do hospedeiro

Devido a caracteristica epitéliocorial da placenta da matriz suina, os leitdes sdo
incapazes de absorver anticorpos quando se encontram in utero, recebendo imunidade
passiva de suas maes a partir da ingestdo do colostro (ROOKE e BLAND, 2002;
BANDRICK et al., 2014a). As imunoglobulinas colostrais sdo absorvidas pelo epitélio
intestinal dos recém-nascidos independentemente da fonte, seja de sua prépria mée ou
de outra fémea de outra espécie (BANDRICK et al., 2011; BANDRICK et al., 2014a).
A quantidade absorvida pelos leitdes é diretamente relacionada com os niveis contidos
no colostro da fémea (HODGINS et al., 2004). Diferentemente, Tuboly et al. (1998) e
Bandrick et al. (2011) descreveram que as células imunes apenas sdo absorvidas quando
provenientes do colostro da propria mde do neonato, possivelmente pela presenca de
mecanismos seletivos envolvidos em sua absor¢do. A quantidade de colostro consumida
varia para cada leitdio (ROOKE e BLAND, 2002), em especial pela competicdo da
leitegada pelos tetos da fémea e ainda pela ordem de nascimento, acabando por
influenciar na absorcdo de imunoglobulinas e células.

A absorcéo das imunoglobulinas intactas pelos leitdes deve ocorrer em um curto

espaco de tempo logo apoOs seu nascimento. Em 24 horas p6s-nascimento inicia-se o
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"fechamento intestinal® em que o0s enterocitos imaturos do intestino delgado,
responsdveis pela endocitose das imunoglobulinas, sdo substituidos por maduros,
incapazes de absorver de forma intacta estas macromoléculas de proteinas (ROOKE e
BLAND, 2002). Considerando este curto periodo e as especificidades na absorcdo de
componentes imunes presentes no colostro, é importante garantir a ingestdo de colostro
pelos leitdes antes da realizacdo de qualquer manejo que busque a equalizagdo de
leitegadas. Desta forma, permite-se um adequado desenvolvimento do sistema imune do
animal que minimizara sua suscetibilidade aos patdgenos no decorrer de sua vida.

As respostas celular e humoral contra Mhyo foram identificadas apds a
vacinacao ou infeccdo natural dos suinos (THACKER et al., 1997; THACKER et al.,
1998; KRISTENSEN et al., 2004; MARTELLI et al., 2006; SIBILA et al., 2007; KICK
et al., 2011). Porém, Thacker et al. (1997) relataram ser desconhecida a predominancia
de um Unico tipo de resposta imune contra a infeccdo por Mhyo. Independentemente da
origem antigénica, a producdo de anticorpos nao previne que ocorra a colonizagao por
Mhyo (THACKER et al., 1998). Apesar disto, a vacina¢ao dos suinos com subsequente
resposta imune propicia um menor desenvolvimento de lesdes pulmonares (SCHEIDT
et al., 1994; BACCARO et al., 2006; REYNOLDS et al., 2009; KIM et al., 2011), com
resultados dependentes do protocolo vacinal empregado (KIM et al., 2011; HILLEN et
al., 2014).

2.4 Sinais clinicos e lesdes

A PES apresenta alta morbidade e baixa mortalidade nos planteis em que se
instala. Ela acomete suinos de qualquer faixa etaria; porém, a maior susceptibilidade
ocorre nos animais alojados nas fases de recria e terminacdo (SIBILA et al., 2009), os
quais apresentam um quadro clinico crdnico caracterizado por tosse seca ndo produtiva.
Sgrensen et al. (1997) relataram o aparecimento de tosse, em media treze dias apos a
infeccdo experimental de suinos SPF com trés meses de idade, cessando apds decorridos
cerca de dois meses da infeccdo. Contudo, esta apresentacdo depende de fatores como o
estado imune ou 0 manejo empregado na criacdo dos animais desafiados (MAES et al.,
1996). No caso de infeccbes unicamente com Mhyo, a PES pode ocorrer de forma
subclinica. J& em infecgdes associadas a agentes secundarios, os animais inicialmente

acometidos pelo Mhyo podem vir a apresentar sinais mais severos associados com febre,
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prostracdo e perda de apetite (THACKER, 2006), dificuldade de respiragcdo, podendo
até ocorrer a morte do animal (SIBILA et al., 2009).

Apdés a infeccdo inicial e aparecimento dos sinais clinicos ocorre o
desenvolvimento das lesGes pulmonares, ja a partir de uma semana pés-infeccao
(UNDERDHAL et al., 1980). Em estagios iniciais, caracteriza-se por uma pneumonia
catarral nas porcdes ventro-craniais do pulmdo (MAES et al.,, 1996). Havendo a
cronificagdo do caso, o pulmdo apresenta areas de consolidacdo com superficie
deprimida em relacdo as porc6es normais do 6érgdo e coloragdo variando do roxo ao
cinza (denominadas de &reas de hepatizacdo pulmonar). Neste caso, hd& um maior
acometimento dos lobos apical direito e ambos os cardiacos, como demonstraram
Sgrensen et al. (1997) que, aos 28 dias pds-infeccéo, verificaram lesdo nestes lobos em
mais de 96% dos pulmdes avaliados, com resolugdo quase que completa das mesmas
em até 85 dias.

Microscopicamente é verificada hiperplasia das células epiteliais das vias
respiratorias, com grande acimulo de células mononucleares nas zonas perivascular e
bronquiolar, com maior abundancia de plasmdcitos que de linfécitos (KOBISCH e
FRIIS, 1996). Em estagios cronicos da infeccdo por Mhyo ocorre a hiperplasia linfoide
peribronquiolar (SORENSEN et al., 1997; THACKER, 2006). Devido a aderéncia do
Mhyo as células das vias respiratorias, o epitélio ciliado é danificado, havendo perda de
cilios e exposicdo das microvilosidades desde os estagios iniciais da infeccdo, com a
agregacao local de micoplasmas que permite sua propagacao por toda superficie do
aparelho respiratério (UNDERDHAL et al., 1980).

2.5 Diagnostico

O aparecimento gradual de tosse cronica durante o alojamento de um lote de
suinos, principalmente durante as fases de recria e terminacdo, é um importante sinal
clinico que pode evidenciar a presenca do Mhyo no rebanho (DESROSIERS, 2001;
SIBILA et al., 2009). A presenca de outros sinais como febre, reducdo de apetite e
prostracdo sdo geralmente decorrentes de co-infeccbes (THACKER, 2006; SIBILA et
al., 2009). A avaliacdo pulmonar, realizada normalmente durante o processo de abate
dos lotes de suinos, busca verificar a ocorréncia e severidade de lesbes pneuménicas.
Caso o0 animal apresente soroconversdo em um periodo préximo ao abate, ele

desenvolvera lesbes mais extensas (ANDREASEN et al., 2001), uma vez que as lesdes
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de consolidacdo pulmonar tendem a cicatrizar em média 85 dias apds a infecg¢do por
Mhyo, como descreveram Sgrensen et al. (1997). Na busca por um diagnostico
presuntivo, as informagOes inerentes aos sinais clinicos e as lesdes pulmonares devem
ser complementadas com os padr@es celulares encontrados no exame histopatolégico.
Pelo fato de estas caracteristicas ndo serem patognoménicas da infeccdo por Mhyo, €
relevante o emprego de exames complementares para a confirmacdo do diagnostico
(THACKER, 2006; SIBILA et al., 2009).

O teste "padrdo ouro" para a deteccdo do Mhyo é o isolamento bacteriano, mas é
pouco utilizado pela natureza fastidiosa do crescimento do agente (THACKER, 2006);
embora, em infec¢bes cronicas, apresente sensibilidade superior que a de outros
métodos (SORENSEN et al., 1997). O Mhyo pode ser isolado de amostras de muco
traqueal e de tecido pulmonar (KOBISCH e FRIIS, 1996; QUINN et al., 2004). Marois
et al. (2007) verificaram que, para o isolamento, o processamento de amostras de suabe
traqueal e de lavados traqueo-bronquiais sdo melhores se comparados com suabes
nasais ou de tonsila.

O emprego de testes sorologicos na busca por anticorpos especificos € um
importante metodo indireto utilizado largamente no diagnostico populacional,
principalmente em monitorias sanitarias (SIBILA et al., 2009). Dentre os testes, ha a
hemaglutinacdo indireta, a fixacdo de complemento (FC) e 0 ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Bereiter et al. (1990) compararam diferentes métodos soroldgicos e
verificaram que a FC e o ELISA detectaram anticorpos em dois e trés dias apos a
inoculacdo de Mhyo, respectivamente. Porém, neste mesmo acompanhamento, o0 ELISA
foi capaz de detectar anticorpos mesmo em niveis baixos até um ano ap6s a inoculagéo,
enquanto a FC até um periodo de cinco meses. Atualmente, Erlandson et al. (2005)
verificaram que em estagios iniciais da infec¢do, o ELISA, tanto indireto quanto o de
blogueio, mostra-se ineficiente na deteccdo de anticorpos; possivelmente pelo fato de
gue o agente ataca os cilios do trato respiratério com baixa exposicdo ao sistema imune
(THACKER, 2004). Esta caracteristica pode resultar em uma resposta imune demorada
e variavel, com inicio de soroconversdo entre duas e quatro semanas ap0s 0s animais
serem infectados (MAROIS et al., 2007), podendo iniciar ja aos oito dias pos-infeccdo
(SORENSEN et al., 1997).

Técnicas como a imunoistoquimica e a imunoflorescéncia sdo utilizadas para a
deteccdo do Mhyo, porém ha a possibilidade de resultados falso-negativos (baixa

sensibilidade), uma vez que apenas uma pequena amostra de pulmdo é utilizada
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(SIBILA et al., 2009). Outra desvantagem do método é que ndo permite a colheita de
amostra de animais vivos. Por utilizar anticorpos monoclonais, ndo hé reacdo cruzada
com outros micoplasmas suinos, o que reduz as chances de ocorréncia de resultados
falso-positivos (THACKER, 2004).

A identificacdo direta do agente por métodos moleculares pode ser empregada
em animais vivos ou mortos, a partir de amostras de suabes nasal, traqueo-bronquial, de
tonsilas ou ainda de lavados bronquiais. O diagnostico de Mhyo pode ser realizado por
hibridizacdo in situ ou pelas técnicas de reacdo em cadeia de polimerase (PCR, Nested-
PCR, Real Time-PCR) (STARK et al., 1998; CALSAMIGLIA et al., 1999; MAROIS et
al., 2010). As técnicas de PCR sdo as mais utilizadas por serem capazes de detectar o
agente em pequenas quantidades, menos de 8 x 10* células bacterianas na PCR
convencional (CALSAMIGLIA et al., 1999). Elas ainda permitem a deteccdo em
estagios mais precoces da infeccdo que as provas sorologicas, sendo uma importante
ferramenta para tracar o perfil da infeccdo por Mhyo nos rebanhos de suinos
(CALSAMIGLIA et al., 2000). Sgrensen et al. (1997) relataram em seu estudo que a
PCR deve ser a técnica de escolha em amostras de suabe nasal em programas de
vigilancia de infeccbes de Mhyo, pois apresenta resultados mais satisfatérios que o

cultivo bacteriolégico e o ELISA.

2.6 Epidemiologia e profilaxia

2.6.1 Prevaléncia

A maioria dos estudos envolvendo a ocorréncia de Mhyo relata o
acompanhamento de lotes de suinos durante o abate, limitando-se a descrever a
ocorréncia de lesdes pulmonares sugestivas de PES. Os estudos de prevaléncia
envolvendo a infeccdo por Mhyo sdo escassos, porém demonstram que 0 agente esta
presente na maioria das criacdes de suinos.

Grosse Beilage et al. (2009), em seu estudo de soroprevaléncia e fatores de risco
a soropositividade de matrizes suinas na regido noroeste da Alemanha, verificaram que
65% das 2.578 matrizes amostradas eram soropositivas para Mhyo e todos os 67
rebanhos apresentavam no minimo 14% de suas matrizes soropositivas. J& na regido
sudeste da China foram avaliadas doze granjas, das quais dez (83%) eram positivas,
com uma soroprevaléncia média intra-rebanho de 45,7% (HE et al., 2011) e maior

prevaléncia entre cachacos e matrizes (68,8% e 54,4%, respectivamente). Rautiainen
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(1998) descreveu uma soroprevaléncia média de 16,3% entre as amostras de colostro de
1.773 matrizes colhidas a partir de uma amostragem randdmica de 112 granjas

produtoras de leitdes da Finlandia.

2.6.2 Transmisséo e manutengédo do agente

A principal forma de transmisséo do Mhyo é através do contato direto de animais
suscetiveis com as secrecOes respiratorias de animais portadores, geralmente 0s mais
velhos dentro de um rebanho (KOBISCH e FRIIS, 1996). Estes carreadores eliminam o
agente, dispersando-o0 via aerossdis nas crises de tosse que apresentam (DESROSIERS,
2001; MAES, 2010; SIBILA et al., 2009), sendo que os animais em contato direto com
infectados podem ter até sete vezes mais chances de soroconverterem se comparados
com animais que tiveram apenas contato indireto (MORRIS et al., 1995). Estes
aerossois podem ser dispersos no ambiente em pequenas ou longas distancias, como
descrito por Otake et al. (2010), que colheram amostras de ar no entorno de uma granja
infectada com Mhyo e detectaram 0 agente em uma distancia de até 9,2 km do foco,
sendo 0 mesmo vidvel e capaz de induzir sinais clinicos e lesbes pulmonares
caracteristicas. Por esta razdo, ao considerar a transmissao via aerossois deve-se atentar,
alem da infeccdo intra-rebanho, também os rebanhos proximos que igualmente podem
ser fonte de infecgdo (STARK, 2000). Ja as formas indiretas de transmiss&o sdo menos
frequentes, possivelmente por causa da baixa resisténcia que o agente apresenta ao ficar
exposto ao ambiente fora do hospedeiro. Batista et al. (2004) ndo encontraram
evidéncias de que a transmissdo indireta por meio de pessoas tenha ocorrido, desde que
seja empregado um protocolo de biosseguridade antes do ingresso de pessoas aos
rebanhos considerados sadios.

Os diferentes sistemas de criacdo utilizados atualmente na suinocultura tem um
importante papel na forma de manutencdo e dissemina¢do do Mhyo nos rebanhos, uma
vez que de acordo com o sistema empregado sdo adotadas diferentes praticas de manejo
e condicBes de alojamento dos animais. Moorkamp et al. (2009) verificaram que leitGes
provenientes de sistemas de um (OR=3,35; IC 95%: 1,09-12,27) e dois (OR=3,65; IC
95%: 1,38-12,19) sitios de producdo tinham maiores riscos de serem infectados em
estagios mais precoces por Mhyo se comparados com criados em sistemas de trés sitios.
Em rebanhos de mdltiplos sitios os animais sdo criados separadamente de acordo com a
fase de producdo, em que todos os alojados apresentam um nivel imunoldgico

semelhante, enquanto que em criag0es de ciclo completo a transmissdo ocorre
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inevitavelmente dos animais mais velhos, ja expostos ao agente, para 0S mais novos.
Nesse sistema de producédo, Leon et al. (2001) sugerem ser critico para a transmisséo do
Mhyo o periodo em torno dos 70 dias de idade, condizendo com o inicio da fase de
terminagdo, uma vez que 0s animais nesta fase teriam menores concentraces de

anticorpos.

2.6.3 Controle e prevengéo

O controle das infeccbes por Mhyo pode ser baseado em diferentes praticas,
buscando principalmente a prevencdo e diminuigdo da ocorréncia dos fatores de risco
que possibilitem a instalacdo do agente no hospedeiro. Sibila et al. (2009) citam que um
controle efetivo deve estabelecer e monitorar a situacdo da doenca, buscando
desenvolver estratégias que reduzam a transmissdo do agente. Dentre as praticas
empregadas no controle da PES estdo envolvidas as de manejo juntamente com as
instalagdes, bem como o uso de medicamentos ou de vacinas.

Nas préaticas de manejo e instalacdes devem ser buscadas formas que minimizem
a disseminacdo do Mhyo entre os animais. O emprego do sistema "todos dentro, todos
fora” (all-in, all-out ou AIAO, em inglés) € uma conhecida forma que visa minimizar ou
interromper o curso de infeccdes dentro de uma granja, visto que um lote de animais
entra e sai de uma instalacdo ao mesmo tempo, havendo igualdade na exposicdo a
agentes patogénicos (MAES et al., 2008). A densidade de suinos utilizada igualmente
influencia a disseminacdo do Mhyo, preconizando-se um minimo de 0,7 m2/animal na
fase de terminacdo (MAES et al., 1996). Ja criacGes com maiores densidades expdem 0s
animais a situacOes de estresse e possibilitam um contato intimo entre animais
suscetiveis e infectados, alem de interferir diretamente na quantidade de excrementos
gque geram poeira e gases que, por conseguinte, podem vir a danificar o trato
respiratorio. Corroborando para isto, uma ventilacdo adequada obtida através de um
eficiente manejo das cortinas das instalacGes, permite uma dissipacdo de gases que
levam & menor pressdo de infeccdo no local de criagdo (STARK, 2000; MAES et al.,
1996; MAES et al., 2008).

Embora ndo se possa eliminar o agente ou curar as lesbes, a utilizacdo de
medicamentos objetiva um tratamento sintomatico ao reduzir os sinais clinicos
decorrentes da infecgdo das vias aeéreas pelo Mhyo (MAES et al., 1996). Por nédo
apresentar parede celular, a administragdo de antimicrobianos B-lactamicos que atuam

nesta estrutura (como penicilinas e cefalosporinas) torna-se ineficaz (WU et al., 1997;
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WALKER, 1999). Assim, o uso de tetraciclinas (tetraciclina, oxitetracilina) e
macrolideos (tilosina, eritromicina) € o mais indicado, pois agem diretamente na sintese
proteica, impedindo a multiplicagdo bacteriana (KOBISCH e FRIIS, 1996; MAES et al.,
2008).

De forma preventiva, os antimicrobianos podem ser usados de maneira continua,
pulsada ou estratégica (SOBESTIANSKY et al., 2007). A forma pulsada é caracterizada
pela utilizacdo intermitente em periodos criticos para a infec¢do, enquanto que na
continua o medicamento € fornecido ininterruptamente aos animais. No entanto, estas
formas de medicacdo sdo desaconselhadas por possibilitarem um risco aumentado de
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos (MAES et al., 2008). Assim, a medicacao
estratégica é a mais recomendada e utilizada atualmente (SOBESTIANSKY et al.,
2007), pois o antimicrobiano € empregado anteriormente aos periodos criticos em que
se espera 0 desenvolvimento da doenca, porém sem impedir que ocorra a infeccdo do
animal (MAES et al., 2008).

As vacinas se tornaram uma importante ferramenta para o controle do Mhyo,
embora apresentem uma protecdo limitada a infeccdo e ndo previnam a colonizacéo do
trato respiratério dos suinos (THACKER et al., 1998). Maes et al. (1999) verificaram
que a vacinacdo de suinos tem como beneficios a menor ocorréncia e severidade de
lesGes pulmonares e ainda uma melhora na conversao alimentar e ganho de peso diario.
Diversas estratégias vacinais sdo preconizadas para a imunizacdo dos rebanhos,
devendo para isto ser avaliado o estado imunologico dos suinos e o sistema de producao
em que sdo criados (HAESEBROUCK et al., 2004; MAES et al., 2008). A mais usual é
a vacinacdo de leitGes realizada em uma ou duas doses, sendo que a dose Unica mostra-
se mais favoravel por reduzir o estresse sofrido pelo animal, que € menos manipulado,
havendo ainda uma menor mdo de obra envolvida no processo (BACCARO et al.,
2006). Com vacinacdo em duas doses, realizada com uma e trés semanas de idade dos
leitdes acompanhados, Sibila et al. (2007) encontraram uma reducdo nas lesdes de
consolidacdo pulmonar proxima a 62% se comparados aos animais controle, enguanto
que com dose Unica as seis semanas de idade houve reducdo de 58%.

A vacinacdo de matrizes é outra estratégia possivel de ser empregada. Ela busca
reduzir a excrecdo do Mhyo e aumentar os niveis de anticorpos que a fémea passara aos
seus leitbes passivamente através do colostro (MAES et al., 2008). Isto porque, uma vez
que os leitdes ingerem o colostro de matrizes com altos niveis de anticorpos, eles
apresentam niveis igualmente altos (HODGINS et al., 2004; BANDRICK et al.,
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2014b). Sibila et al. (2008) descreveram que a vacinagdo das matrizes ndo influenciou a
colonizacdo de seus leitdes por Mhyo, porém foi capaz de reduzir significativamente as
lesBes pulmonares compativeis com PES no momento do abate. Entretanto, é relatado
que a presenca de altos titulos de anticorpos para Mhyo de origem materna pode
influenciar negativamente a resposta dos leitdes a vacinacdo (HODGINS et al., 2004;
BANDRICK et al., 2014b), enquanto que baixos titulos permitem uma producgdo de
anticorpos apos a vacinacdo (BANDRICK et al., 2014b).
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3 METODOLOGIA

O presente estudo buscou verificar a influéncia da imunidade materna na
resposta a imunizacdo de leitdes contra Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) em um
rebanho de suinos de uma cooperativa localizada no Vale do Taquari, no Rio Grande do
Sul. A referida cooperativa aloja, em sistema de integracdo vertical em trés sitios,
aproximadamente 9.000 matrizes, distribuidas em cinco Unidades de Producdo de
Leitdes (UPLs) proprias e em 19 de seus associados. Posteriormente, os leitdes séo
encaminhados para uma das 60 creches e, entdo, para uma das 216 unidades de
terminagéo associadas.

As etapas a campo do projeto piloto e do estudo foram realizadas no periodo
entre agosto de 2012 e marco de 2013, acompanhando os leitdes desde o0 seu nascimento
até o momento do abate.

3.1 Caracterizacédo do rebanho em estudo

As matrizes suinas acompanhadas estavam alojadas em uma UPL da cooperativa
com capacidade de alojamento de 320 matrizes, com partos semanais. Estas matrizes
eram provenientes da granja multiplicadora de fémeas da propria cooperativa. Nesta
unidade multiplicadora, as leitoas nascidas das matrizes "av0s"”, as quais se tornardo as
futuras matrizes comerciais, recebem no desmame uma dose de vacina anti-Mhyo, para,
entdo, serem encaminhadas para uma unidade de recria de leitoas. Na recria, elas
permanecem por cerca de trés meses até atingirem um peso médio esperado de 90 kg,
com aproximadamente 150 dias de idade, sendo neste momento destinadas as UPLs
onde iniciam sua vida reprodutiva.

Na UPL, as matrizes sdo alojadas em baias individuais do momento da
inseminacdo até cerca de 50 dias de gestacdo, para serem transferidas as baias coletivas
onde permanecem até uma semana de antecedéncia da data prevista do parto. Apos,
seguem para celas parideiras localizadas nas salas de maternidade, permanecendo ali até
0s 21 dias de idade de sua leitegada, momento em que ocorre o desmame. O manejo da
leitegada na maternidade envolve as praticas de aplicacdo de ferro, corte de cauda,
desgaste de dentes, administracdo de anticoccidiano, castracdo e uniformizagdo de

leitegadas.
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A fase de creche dos leitdes, entre os 22 e 60 dias de idade, ocorreu em uma
granja associada com capacidade de alojamento de 500 animais. Os leitdes do estudo
foram agrupados em quatro baias coletivas, com piso e paredes construidas em
alvenaria.

A fase de terminacdo dos animais ocorreu dos 61 dias de idade até o0 momento
do abate, aos 148 dias de idade. O alojamento nesta fase de criagdo ocorreu em uma
granja com capacidade para 120 animais, com piso compacto e divisorias em alvenaria,

com fornecimento ad libitum de alimentacdo.

3.2 Projeto piloto

Inicialmente foi realizado um projeto piloto com o objetivo de tracar o perfil
sorolégico das matrizes suinas da populacdo alvo, a fim de possibilitar a definicdo de
dois grupos de comparacgdo a partir dos niveis de anticorpos (Ac) destas fémeas. Esta
primeira etapa consistiu na colheita de soro sanguineo de 29 matrizes no periodo pré-
parto (em média 30 dias antes da data prevista de parto), seguida de uma segunda
colheita no dia do parto. Ainda no dia do parto de cada fémea foi realizada a colheita de
sangue de dois de seus leitbes, com no maximo doze horas de vida. Estes leitbes
receberam marcacdo individual na orelha, propiciando uma nova colheita de sangue
apos trés dias do nascimento, permitindo verificar a relacdo entre a ingestdo de colostro

das fémeas e o nivel de Ac adquiridos pelos leitdes para utilizacdo no calculo amostral.

3.2.1 Definicdo de parametros para formacdo dos grupos de fémeas de alto e baixo
nivel de anticorpos

Para o estudo foi definida a separacdo de dois grupos de fémeas, sendo um com
baixo nivel de anticorpos (BAc) e outro com alto nivel de anticorpos (AAc). A
distribuicdo da Razdo S/P (relacdo entre a absorbancia da amostra e do controle
positivo) de anticorpos das matrizes no momento "pré-parto” (obtida pelo kit ELISA
comercial, explicado posteriormente), durante a fase do projeto piloto, foi considerada
para a classificacdo em um dos referidos grupos. Para isto foram definidos os quartis de
distribuicdo (25%, 50% e 75%) da Razdo S/P, considerando como grupo AAc as fémeas
que apresentaram niveis acima do terceiro quartil, ou seja, fémeas com os 25% maiores
niveis de Ac, representado por uma Razéo S/P > 0,75. Ja o grupo BAc foi representado

por uma Razéo S/P < 0,75.
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3.3 Delineamento do estudo

As matrizes suinas foram segregadas em dois grupos (BAc ou AAc) de acordo
com a sorologia para Mhyo realizada no momento pré-parto (aos 30 dias pré-parto)
(Figura 1). Ao parto foi realizada colheita de soro sanguineo das matrizes, bem como a
identificagdo de seus leitdes por meio de brinco numerado na orelha, conforme o
tratamento que receberiam (vacinado ou controle). Durante a fase de maternidade néo
foi realizada a equalizacdo das leitegadas, permanecendo o leitdo com sua mae desde o
nascimento até o desmame, evitando assim um possivel viés de confundimento nas
analises pela variacdo imune das matrizes.

Uma amostra de sangue total dos leitGes foi colhida para analise por citometria
de fluxo de pardmetros relacionados a imunidade celular (linfocitos B; linfocitos T
CD4" — auxiliares; linfocitos T CD8" — citotoxicos; linfocitos T CD4"CD8" — duplo-
marcados; e macrofagos) no dia do nascimento (antes da ingestdo do colostro, colheita
"0") e aos 33 dias de idade (treze dias pés-vacinacdo, colheita "4™).

Para a realizacdo do teste de sorologia foram feitas colheitas seriadas de
amostras de soro sanguineo dos leitdes (Figura 1), sendo a primeira no dia posterior ao
nascimento, apds a ingestdo de colostro (colheita "1"), momento em que as matrizes
também tiveram amostra colhida. A segunda e terceira colheitas foram realizadas aos 14
e 20 dias de idade. Aos 20 dias de idade, um dia antes do desmame, foi administrado no
grupo de leitbes vacinados de ambos os grupos 1 mL de vacina inativada contra Mhyo
em dose Unica via intramuscular. Na fase de creche ocorreram igualmente trés colheitas,
aos 33, 46 e 56 dias de idade. Ja na fase de terminacdo foram realizadas cinco colheitas
com intervalo de 14 dias, sendo a primeira 16 dias apds o alojamento nestas instalacfes
(aos 77 dias de idade — 11 semanas), e a ultima 15 dias antes da data de abate (aos 133
dias de idade — 19 semanas). No total foram feitas onze colheitas de soro sanguineo,
nomeadas de "1" a "11".

Durante o processo de abate, os pulmdes dos animais foram avaliados quanto a
area pulmonar ndo funcional (area de hepatizacdo pulmonar — AHP), conforme técnica
descrita por Piffer e Brito (1991). Posteriormente, os pulmdes que apresentaram lesdes
de consolidacdo compativeis com PES tiveram uma amostra do tecido colhida para

diagndstico histopatoldgico.
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Figura 1 Organograma do estudo demonstrando as colheitas de sangue programadas e
as divisdes de grupos de matrizes em BAc (baixo nivel de anticorpos) e AAc
(alto nivel de anticorpos), bem como dos leitdes vacinados (BAc-vac e AAc-

vac) e controles (BAc-contr e AAc-contr). *Vacinagéo realizada aos 20 dias de idade;
(1)AAc=Alto nivel de anticorpos; (2)BAc=Baixo nivel de anticorpos; (3)contr=controle; (4)vac=
vacinado.

3.4 Calculo amostral

Definido o ponto de corte para separacdo dos grupos de fémeas durante a fase de
projeto piloto, posteriormente foram verificados os niveis médios de Ac (Razédo S/P
média) de suas leitegadas ap0s a ingestdo de colostro, sendo este parametro considerado
o "titulo pré-vacinal™ para fins do célculo amostral. Posteriormente, foi considerado um
cenario pos-vacinacao para os leitdes provenientes dos grupos BAc e AAc de matrizes.
Assim, foi estimado que os leitdes oriundos do grupo BAC apresentariam uma resposta
mais elevada a vacinagdo que os leitdes do grupo AAc, com aumento respectivo de 90%

e 20% nos titulos pds-vacinais.
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O tamanho da amostra foi calculado no programa Stata, comando sampsi
(sample size and power determination), para a comparacdo de médias do nivel de
anticorpos dos leitdes dos grupos BAc e AAc, considerando os parametros de resposta
vacinal média para os respectivos grupos (Tabela 1). O nimero de leitbes necessario
para observar uma diferenca na resposta a vacinacgdo entre os leitGes dos dois grupos de
fémeas foi de 46 animais por grupo.

Para isto, a partir de 34 fémeas coletadas no momento pré-parto, foram
selecionadas cinco para comporem cada grupo, de forma que cada um dos grupos
apresentasse uma distribuicdo homocedastica do nivel de anticorpos das matrizes,
verificada a partir do teste de Levene para igualdade de variancias. Cada uma destas
teve nove de seus leitdes vacinados, enquanto outros dois leitdes ndo foram vacinados,

servindo como populacdo controle dentro de cada leitegada, totalizando 55 leitGes por

grupo.

Tabela 1 Parametros utilizados na realizacdo do calculo de amostragem de
leitdes nos grupos de fémeas de baixo e alto nivel de anticorpos (BAc
e AAc, respectivamente), levando em consideracdo o titulo de
anticorpos (Razdo S/P) pré-vacinal encontrado e o pos-vacinal
estimado dos leitdes.

Grupo BAC Grupo AAC’
Leitdes Razdo S/P média  DP? Razdo S/P média  DP°
Titulo pré-vacinal 0,26 0,22 0,81 0,28
Titulo p6s-vacinal 0,49 0,1 0,97 0,1
Resposta vacinal® 0,23 0,1 0,16 0,1
1BAc=Baixo nivel de anticorpos; 2AAc=Alto nivel de anticorpos; *DP= Desvio padréo; *(Titulo pés-vacinal) - (Titulo

pré-vacinal).

3.5  Colheita e processamento de amostras

Apos contencdo manual dos leitBes, as colheitas de sangue do nascimento até a
saida da fase de creche foram realizadas puncionando a veia cava cranial mediante o uso
de sistema de coleta a vacuo identificado individualmente com o numero de cada
animal. J& as matrizes da UPL e os animais na fase de terminacdo foram contidos em
estacdo, utilizando-se de conjunto composto por seringa e agulha para a colheita da
amostra por puncao das veias cava cranial ou jugular.

Apo6s a colheita de sangue dos animais, as amostras foram mantidas em
temperatura ambiente em tubo de colheita sem aditivos para a obtencdo do soro

sanguineo. Posteriormente, os soros foram centrifugados e uma aliquota foi transferida
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para microtubos de centrifugacdo para serem mantidos congelados até o momento da
realizacdo do teste soroldgico para deteccdo de Ac anti-Mhyo.

Para amostras de sangue total dos leitdes, foi utilizado conjunto de seringa e
agulha heparinizados. Apos a colheita as amostras foram vertidas em tubos de sistema a
vidcuo com anticoagulante e levemente homogeneizados, sendo mantidos sob
refrigeracdo e, assim, enviadas para a analise laboratorial por citometria de fluxo pelo
laboratdrio Imunova Analises Bioldgicas Ltda.

Os animais que apresentaram areas de hepatizacdo pulmonar (AHP) compativeis
com PES ao abate tiveram uma amostra do tecido colhida na zona de transi¢do (entre
tecido lesionado e sem lesdo) e dispostos em frascos com Formalina 10% e remetidas ao
Setor de Patologia Veterinaria da Faculdade de Veterinaria da UFRGS (SPV-UFRGS).

3.6 Teste de sorologia

A deteccdo de Ac anti-Mhyo foi realizada no laboratério de Medicina
Veterinaria Preventiva da UFRGS. A metodologia aplicada para a realizacdo do
diagnostico do agente por meio de ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) seguiu as
instrucdes do fabricante contidas no kit (IDEXX M. hyo.). Em resumo, inicialmente as
amostras de soro foram diluidas na proporc¢édo 1:40. Apos foi realizada a distribuicdo de
100 pL de cada amostra diluida, bem como das duplicatas dos controles negativos e
positivos nao diluidos na placa de 96 pocgos impregnada com antigeno, sendo incubada
por 30 minutos a temperatura ambiente, seguida da aspiracdo do liquido presente nos
pocos da placa. Seguiu-se a etapa de lavagem dos pogos com 350 pL de solucdo
propria, repetida quatro vezes. Apos a lavagem, foram distribuidos 100 pL de
conjugado em cada poc¢o, seguido de nova incubacdo por 30 minutos para entdo realizar
nova etapa de lavagem por mais quatro vezes. Posteriormente, foram distribuidos 100
uL da Solucdo de Substrato TMB em cada pogo, com incubacdo da placa por 15
minutos. Terminada a incubacao foram adicionados 100 uL de solucdo de interrupgédo
em cada um dos pocos, a fim de parar a reacdo, seguindo-se da medicdo dos niveis de
absorbancia das amostras em espectrofotdmetro de microplaca Asys Expert Plus (Asys
Hitech GmbH, Austria) na absorbancia de 650 nm.

Verificado o nivel de absorbancia das amostras, bem como dos controles
positivo e negativo, foi calculada a Razdo S/P para a determinacdo do nivel de Ac,

conforme formula descrita no manual do fabricante.
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Amostra - Média CN
Meédia CP - Média CN

Razdo S/P =

Sendo,

Amostra: nivel de absorbancia da amostra

Média CN: média de absorbancia entre os controles negativos
Média CP: média de absorbancia entre os controles positivos

3.7 Analise de dados

Os dados referentes a cada um dos leitdes, bem como de suas mées foram
armazenados em planilha eletrénica do Microsoft Excel®.

Os dados de sorologia dos leitbes foram analisados em dois modelos mistos,
com o procedimento PROC MIXED no programa SAS (versdo 9.2 para Windows,
Copytright © 2012 SAS Institute Inc.). Neles o resultado da sorologia (Razéo S/P) dos
55 leitbes de cada grupo em cada coleta foi considerado como variavel resposta. Cada
leitdo foi utilizado como unidade experimental e os dados das vérias coletas foram
analisados como medida repetida. Os resultados dos modelos foram demonstrados
conforme estimativa da média dos quadrados minimos (LSM, Least Squares Means, em
inglés).

O modelo [1] utilizou o grupo de matrizes de procedéncia (BAc ou AAc) como
varidvel explanatéria para avaliar o efeito do nivel de Ac anti-Mhyo das matrizes sobre
0s niveis apresentados pelos leitGes nas trés primeiras colheitas realizadas no estudo.

O modelo [2] buscou avaliar os efeitos decorrentes da interacao
grupo*tratamento*colheita, obtida a partir do grupo (BAc e AAcC) e tratamento
(vacinado ou controle) sobre os niveis de Ac anti-Mhyo nas colheitas "4" a "11".

As diferencas entre grupos e tratamentos sobre os parametros de imunidade
celular considerou as porcentagens de cada célula na colheita "0" como covariavel ao
avaliar seus niveis na colheita "4", posterior a vacinacao.

J& para a avaliacdo do comprometimento pulmonar dos animais no momento do
abate foram utilizados os testes ndo paramétricos Mann-Whitney para duas amostras

independentes (quando comparados s6 0s grupos de procedéncia ou tratamentos), ou o
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teste Kruskal-Wallis para mais de trés grupos independentes (quando considerada a

interacdo grupo*tratamento).
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4 RESULTADOS

4.1  Resposta humoral

Conforme os niveis de Ac anti-Mhyo demonstrados pelas matrizes nos 30 dias
anteriores a data prevista do parto, houve a distribuicdo das mesmas nos grupos de BAc
ou AAc, sendo alocadas cinco fémeas em cada um. Na referida colheita, as matrizes
selecionadas para 0s grupos BAc e AAc apresentaram uma Razdo S/P média + DP de
0,39 + 0,19 e 1,44 + 0,32, respectivamente. No momento do parto, houve uma
diminuicdo na concentracdo individual de Ac das fémeas que variou entre 22 e 66% no
grupo de BAC, e de até 30% no grupo de AAc (Razdo S/P media + DP= 0,23 + 0,11 e
1,33 + 0,37, respectivamente). Apenas duas fémeas do AAc apresentaram elevagdo nos
niveis de Ac ao parto, tendo um acréscimo de 2% e 12% aos niveis pré-parto.

Apos os leitdes ingerirem o colostro de suas maes, foi possivel verificar que os
animais provenientes do grupo AAc apresentaram niveis de anticorpos (Ac) anti-Mhyo
superiores aos do grupo BAc (Razédo S/P média + EP= 1,51 + 0,031 e 0,47 + 0,031,
respectivamente; P<0,0001). Neste momento, verificou-se ainda uma forte correlacao
entre o nivel de anticorpos dos leitdes e o0 apresentado pelas matrizes ao parto (r=0,954),
sendo que 91% (r2=0,91) da variacdo dos niveis de Ac dos leitdes apds a ingestdo de
colostro de suas maes é explicada pelos niveis de Ac das fémeas ao parto.

De acordo com o modelo [1], embora os leitbes do grupo AAc tenham
apresentado um decréscimo nos niveis de Ac no decorrer do experimento, eles
mantiveram niveis meédios maiores que do grupo BAc nas trés colheitas que

antecederam a vacinacdo (Tabela 2).

Tabela 2 Nivel médio estimado de anticorpos anti-Mhyo (LSM + EP) nas trés primeiras
colheitas, obtidos no modelo misto comparando os leitdes provenientes dos
grupos de fémeas com alto (AAc) e baixo (BAc) nivel de anticorpos.

Colheita Idade Grupo BAc Grupo Aac P
1 24h 0,47 + 0,03 1,51 + 0,03 <0,0001
2 14d 0,2 +0,03 0,98 + 0,03 <0,0001
3 20d* 0,11 + 0,03 0,71 £ 0,03 <0,0001

BAc=Baixo nivel de anticorpos; AAc=Alto nivel de anticorpos; LSM=Least Squares Means; EP=Erro padrdo; d=dia;
h=hora; *Momento da vacinag&o.
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Ao avaliar a sorologia dos animais através do modelo [2], verificou-se que 0s
leitGes do grupo AAc-contr apresentaram niveis significativamente maiores que ambos
0s grupos BAc entre as colheitas "4" e "6" (P<0,0001; Tabela 3). Como verificado
também com os AAc-vac, que ainda apresentaram niveis significativamente superiores
aos dos BAc-vac na colheita 10" (P=0,035).

Tabela 3 Nivel médio estimado de anticorpos anti-Mhyo (LSM * EP) dos leitbes de
acordo com o grupo e tratamento no decorrer das oito colheitas pds-
vacinagdo, conforme modelo [2].

Colheita BAc-contr BAc-vac AAc-contr AAc-vac
4 0,054 + 0,044° 0,048 + 0,021 ° 0,486 + 0,045° 0,413 +0,020°"
5 -0,002 +0,029% 0,037+ 0,014° 0,239 + 0,029° 0,189+ 0,013°"
6 -0,005 +0,023% 0,032+ 0,011° 0,160 + 0,024 ° 0,114+ 0,010°
7 0,070 + 0,034 0,055 + 0,016 0,098 + 0,038 0,084 + 0,016
8 0,012 + 0,031 0,034 + 0,015 0,060 + 0,036 0,047 + 0,014
9 0,035 + 0,035 0,039+ 0,017 0,061 + 0,040 0,055+ 0,016
10 0,062 + 0,041 0,034+ 0,0192 0,048 + 0,046 0,091+ 0,019°
11 0,154 + 0,048 0,167 + 0,023 0,095 + 0,055 0,130 + 0,022

Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente (P<0,05). Modelo [2]: sorologia =
grupo*tratamento*colheita; BAc=Baixo nivel de AC; AAc=Alto nivel de AC; vac=vacinado; contr=controle.

Quando considerado o nivel de Ac de cada grupo*tratamento em uma colheita, e
compara-lo ao nivel apresentado na colheita imediatamente posterior (Figura 2), foi
verificado que os AAc-vac tiveram uma reducao significativa de Ac da colheita "4" até
a "8" (P<0,05), e os AAc-contr até a colheita "6" (P<0,0001 entre as colheitas 4-5, e
P=0,0004 entre as colheitas 5-6). J& os BAc-vac demonstraram um nivel de Ac estavel
até a colheita "10", tendo um aumento significativo na colheita "11" (P<0,0001). Entre

0s BAc-contr houve igualmente um aumento significativo na colheita "11" (P=0,039).
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Figura 2 Resultado do modelo misto (modelo [2]) que ilustra 0s niveis medios

estimados de anticorpos anti-Mhyo (LSMeans estimado) pds-vacinal dos

leitbes dos diferentes grupos e tratamentos. Modelo [2]: sorologia =
grupo*tratamento*colheita; *Vacinagdo na colheita "3" (20 dias de idade); AAc=Alto nivel de
anticorpos; BAc=Baixo nivel de anticorpos; contr= controle; vac=vacinado; d=dia.

4.2  Resposta celular

Na colheita prévia a ingestédo de colostro (colheita "0") os animais do grupo BAc

apresentaram os maiores niveis de linfocitos T CD4", linfécitos B e macrofagos quando

comparado aos niveis médios dos leitdes provenientes do grupo de AAc. Em ambos os

grupos, a subpopulagdo de linfocitos T CD4" representou a maior proporcéo de células

da colheita "0". Ambos o0s grupos demonstraram uma diminuicdo entre 30 e 76% nos

niveis dos parametros celulares entre as colheitas "0" e "4", exceto no nimero de

macrofagos que apresentou um acréscimo de 70% e 130% para os grupos BAc e AAc,

respectivamente.
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Tabela 4 Percentual médio de células circulantes (%PMBC; LSMeans + EP) antes da
ingestdo de colostro (colheita "0") e aos 33 dias de idade (colheita "4") de
leitGes provenientes dos grupos de baixo e alto nivel de anticorpos maternos
(BACc e AAc, respectivamente).

Colheita 0 Colheita 4
Grupo BAc Grupo AAc Grupo BAc Grupo AAc
Linfécitos T CD4" 233+18 219+19 89+0,6 8,4+0,7
Linfocitos T CD8" 199+08 21,2+0,9 13,8+1,2 126+1,3
Linfécitos T CD4"CD8" 11,1+15 12,6+1,6 4,2+0,3 3,7+0,3
Linfocitos B 56+0,5 49+0,6 1,4+0,1 1,2+0,1
Macréfagos 2,5+0,3 1,8+0,4 42+0,3 42+0,3

Considerando a interacdo grupo*tratamento e o percentual inicial de células
circulantes como covariavel (CEL_0) (Tabela 5), um maior nivel de células duplo-
marcadas (Linfocitos T CD4"CD8") foi verificado nos animais BAc-contr (LSM + EP=
5,21 + 0,57) frente aos BAc-vac (LSM + EP= 3,61 *+ 0,33 e P=0,019) e AAc-vac (LSM
+ EP= 3,41 + 0,35 e P=0,01). Ja os linfocitos B tiveram menor expressédo nos animais
AAc-contr que nos demais grupos*tratamentos, havendo somente uma tendéncia a
diferenca se comparados com os BAc-vac (P=0,077). Entre os animais vacinados, ndo
foram verificadas diferencas entre 0s grupos em nenhum dos parametros celulares
avaliados. Nenhuma das demais células avaliadas apresentou diferencas significativas

aos 13 dias pds-vacinacgéo.

Tabela 5 Percentual médio estimado de células circulantes (LSMeans + EP) na
colheita "4", considerando seus niveis iniciais (colheita "0") como
covariavel nos diferentes grupos*tratamentos.

BAc-contr BAc-vac AAc-contr AAc-vac

Linfocitos T CD4" 8,84 +141 8,77+0,8 6,77+17 859+0,85
Linfocitos T CD8" 1596 +2,46 12,63+1,41 1436+2,99 12,19+1,49
Linfécitos T CD4*CD8" 5,21 +0,57° 3,61+0,33° 428+07 341+0,35
Linfocitos B 1,15+0,25 1,44+015 0,78+033 1,23+0,16
Macrofagos 4,4 +0,58 3,97 £ 0,37 53+0,72 416+0,38

Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente (P<0,05).
AAc=Alto nivel de anticorpos; BAc=Baixo nivel de anticorpos; contr= controle; vac=vacinado;

4.3  Avaliacdo da area de hepatizacdo pulmonar (AHP) e histopatologia

Dos 110 animais identificados no inicio do experimento, 100 foram abatidos.
Destes, 38 ndo tiveram seus pulmdes avaliados devido a aderéncias a cavidade toracica

ou ainda a perda de identificagdo nos Ultimos dias de alojamento na terminacdo. Os 62
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pulmdes restantes foram avaliados quanto a presenca de lesdes compativeis com PES,
sendo 28 e 34 dos grupos BAc e AAc, respectivamente. Um total de 30 pulmdes
apresentou lesbes macroscopicas de consolidagdo compativeis com PES, caracterizadas
como areas de hepatizacdo pulmonar (AHP), porém em cinco destes ndo foi possivel
identificar o animal (pela perda brincos de identificacdo no processo de depilagdo ou
chamuscamento das carcacas), sendo, entdo, 25 encaminhados para exame
histopatoldgico.

Os pulmdes dos 34 animais provenientes do grupo AAc apresentaram indices de
lesdo significativamente maiores (média AHP% + EP= 1,99% =+ 0,6) que os do grupo
BAc (0,68% =+ 0,66; teste Mann-Whitney, P= 0,014). Quanto aos tratamentos (Figura
3), os 51 animais vacinados avaliados desenvolveram lesdes menos extensas que 0s
onze animais controle (media AHP% + EP = 0,83% + 0,46 e 4,03% + 1,

respectivamente), sendo esta diferenca significativa (teste Mann-Whitney, P=0,04).
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Figura 3 Distribuicdo da area de hepatizacdo pulmonar (AHP%)
apresentada nos pulmbes dos animais "controles" e
"vacinados" durante avaliacdo no momento do abate.

Considerando a interacdo grupo*tratamento (Figura 4), cinco animais AAcC-
contr apresentaram AHP variando entre 1,4% e 24,8%. Contudo, na histopatologia,
nenhum destes teve resultados compativeis com Mhyo (2 ndo apresentaram alteracdes

microscopicas, 2 com pleurite cronica e 1 com pneumonia viral). Dos outros seis
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animais controle provenientes do grupo BAc, apenas um apresentou lesfes pulmonares
em uma area de 6,4% do Orgdo, sendo microscopicamente compativel com Mhyo. Ja
entre 0s 51 vacinados, seis e treze animais pertencentes respectivamente aos grupos
BAc e AAc demonstraram hepatizagdo pulmonar. Os primeiros tiveram um
comprometimento pulmonar que variou entre 0,6% e 4,2%, e & histopatologia
demonstraram resultados de Mhyo (2), pneumonia viral (2), pleurite crénica (1) ou
inconclusivo (1). Ja as lesfes nos ultimos variaram entre 0,6% e 7,5%, dos quais apenas
trés tiveram resultados histopatolégicos de Mhyo (sendo dois associados com
broncopneumonia bacteriana) e os demais apresentaram pleurite crénica (4), resultados
inconclusivos (5) ou ndo apresentaram alteragdes microscépicas (1). Desta forma, o
grupo de animais AAc-contr apresentou tecido pulmonar significativamente mais
comprometido (média AHP% + EP = 7,58% =+ 4,37; teste Kruskal-Wallis, P=0,004) se
comparado aos demais (BAc-contr 1,07% =+ 1,07; BAc-vac 0,58% =+ 0,27; AAc-vac
1,03% +0,34).

25+ o [Tratamento
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Figura 4 Distribuicdo da area de hepatizacdo pulmonar (AHP%)
apresentada nos pulmbes dos leitbes dos diferentes

grupos*tratamentos durante avaliacdo no momento do abate.
BAc=Baixo nivel de anticorpos; AAc=Alto nivel de anticorpos.
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5 DISCUSSAO

O estudo néo foi avaliado em animais provenientes de fémeas "controle”, ou
seja, ndo vacinadas, visto que todas as matrizes pertenciam a um plantel comercial de
uma cooperativa e foram vacinadas a0 menos uma vez até o inicio de sua vida
reprodutiva. Desta forma, foi realizada a separacdo das matrizes em dois grupos com
diferentes niveis de Ac anti-Mhyo como forma de avaliar a possivel interferéncia da
imunidade materna frente a vacinacdo dos leitdes. Durante o experimento, todos os
animais, independentemente do grupo e tratamento, permaneceram nas mesmas
instalacOes, recebendo a mesma alimentacdo e manejo inerentes a cada fase da producao
nas propriedades associadas a cooperativa. Na maternidade, cada leitdo permaneceu
com sua mée, ndo sendo praticada a equalizacdo de leitegadas nem a utilizacdo de mae
de leite, buscando evitar o vies de confundimento das variac6es dos niveis de anticorpos
de cada fémea sobre a imunidade dos leitdes. Ja nas fases de creche e terminagdo, 0s
animais foram criados em granjas com animais ndo participantes do estudo, alojados em
baias coletivas, buscando assim apresenta-los aos mesmos desafios de campo.

As imunoglobulinas maternas tem um importante papel na protecdo do recém-
nascido e consequente desenvolvimento de seu sistema imune. De acordo com a
caracteristica da estrutura placentaria, pode ou ndo ocorrer a transferéncia de
imunoglobulinas da mée para os fetos durante a vida intrauterina. A placenta das fémeas
suinas é classificada como epiteliocorial, a qual ndo permite a passagem das moléculas
de imunoglobulinas da fémea para o leitdo. Assim, o colostro torna-se a Unica fonte de
imunoglobulinas disponivel para o leitdo recém-nascido (SALMON et al., 2009).

Comparativamente, os niveis sorologicos das matrizes tiveram uma reducdo
entre as colheitas pré-parto e ao parto, variando entre 22-66% entre as fémeas do grupo
BAc e de até 30% nas do AAc, corroborando com os resultados de Wallgren et al.
(1998), que demonstraram uma quantidade 51% menor de Ac no soro ao parto que a
verificada quatro semanas pré-parto. Os mesmos autores ainda relatam que as
quantidades de Ac anti-Mhyo presentes no colostro eram semelhantes as do soro quatro
semanas pré-parto. Estudos anteriores demonstram que ao parto ha um nivel cerca de
54% maior de Ac anti-Mhyo no colostro das matrizes que no soro sanguineo (MORRIS
et al.,, 1994), com cerca de 2,5 e cinco vezes mais IgG e IgA, respectivamente
(BANDRICK et al., 2014a).



37

Os resultados soroldgicos demonstram a forte correlagdo existente entre o0s
niveis de Ac anti-Mhyo apresentados pelos leitGes ap06s a ingestdo do colostro (colheita
"1") com o nivel apresentado pelas matrizes suinas no momento do parto (r=0,954),
sendo que os leitdes provenientes das fémeas AAc tiveram nivel médio de Ac
aproximadamente trés vezes maior que os das fémeas BAc. Bandrick et al. (2014b)
relataram, em mensuracdo prévia a ingestdo de colostro, que os leitdes nao
demonstraram imunidade humoral especifica a Mhyo, independentemente se suas maes
haviam ou ndo sido vacinadas contra o agente, enquanto que apds a ingestdo do
colostro, os leitbes das fémeas vacinadas apresentaram Razdo S/P superior aos de
fémeas “controle”, confirmando a auséncia de passagem de anticorpos via placenta
suina.

No decorrer do estudo os leitdes demonstraram diferentes padrdes soroldgicos,
dependentes diretamente dos Ac adquiridos passivamente pelo colostro, como
evidenciado na colheita "1". Esta variacdo ao longo do tempo deve considerar
inicialmente a meia-vida média de 15,8 dias dos Ac maternos (MORRIS et al., 1994).
Porém, a meia-vida é dependente dos niveis iniciais de Ac que o leitdo adquiriu. Como
verificaram Morris et al. (1994) em animais com Razdo S/P baixa (<0,30; 14,1 dias),
média (0,31-0,65; 15,1 dias) ou alta (>0,65; 17,7 dias). Desta forma, o alto nivel inicial
de Ac dos leitdes do grupo de AAc permitiu que seus niveis fossem significativamente
superiores aos do grupo de BACc.

Depois de realizada a vacinagdo aos 20 dias de idade (posterior a colheita "3"),
em nenhum dos grupos de leitdes foi evidenciada uma elevacdo consideravel nos niveis
de Ac sugestiva de resposta a vacinacdo. Hodgins et al. (2004) também relataram
situacdo similar ao vacinar grupos de leitdes em diferentes idades (as duas, trés e quatro
semanas), bem como Bandrick et al. (2014b), ao vacinar leitdes aos sete dias de idade e
avaliar a resposta vacinal aos sete e quatorze dias apds a vacinacdo em animais
provenientes de matrizes vacinadas. A auséncia de uma resposta a vacinacdo pelos
leitdes pode ser explicada pela interferéncia dos Ac adquiridos passivamente a partir de
suas maes. Isto porque, em acompanhamentos a leitegadas de fémeas sem vacinacéo, é
descrito que leitdes vacinados apresentaram niveis de Ac significativamente maiores
que os controles em 30 dias (KICK et al.,, 2011) e trés semanas pOs-vacinacdo
(HODGINS et al., 2004). Desta forma, caso fémeas controle tivessem sido
acompanhadas no estudo, talvez houvesse a possibilidade de evidenciar padrdes

sorologicos diferentes dos aqui encontrados apds a vacinagdo dos leitdes. Porém,
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mesmo ndo havendo uma resposta detectavel a primo vacinacdo, o animal imunizado
pode montar uma resposta secundaria no momento de uma nova exposicao ao agente.

Quanto as estimativas resultantes do modelo [2], em um mesmo grupo de
fémeas, ndo foram encontradas diferengas entre os animais controles e vacinados. Ao
considerar apenas 0s animais vacinados, os leitbes do grupo AAc-vac, mesmo
apresentando uma reducdo nos Ac até a collheita "8", tiveram niveis significativamente
superiores que 0s BAc-vac nas colheitas "4" a "6".

Os niveis de Ac mais estaveis apresentados pelos BAc-vac no decorrer do
experimento, com uma elevagdo repentina e estatisticamente significativa apenas na
altima colheita, sugerem que a vacinacao destes teve uma melhor eficiéncia, mantendo-
os protegidos por um maior periodo, durante as fases de creche e terminacdo. Esta
melhor eficiéncia vacinal poderia ser explicada pela baixa imunidade passiva adquirida
de suas mées, resultando em uma menor interferéncia na producdo ativa de Ac
decorrente do processo de vacinagdo. Diferente dos AAc-vac que apresentaram uma
reducdo constante em seus niveis de Ac, decorrente do catabolismo dos Ac de origem
materna, com posterior aumento ndo significativo a partir da colheita "9".

Embora ndo tenha sido realizado nenhum teste diagndstico objetivando a
deteccdo do Mhyo, 0 aumento nos niveis de Ac a partir da colheita "9" observado nos
leitbes AAc-vac € sugestivo da exposicdo ao Mhyo. Essa exposicdo que pode ter
ocorrido provavelmente durante o periodo da colheita anterior (aos 91 dias),
considerando que o periodo de 14 dias entre as colheitas condiz com o tempo de
soroconversdo, que pode variar de oito a 28 dias (SYRENSEN et al., 1997; MAROIS et
al., 2007).

Contudo, como os animais foram alojados em granjas comerciais e ndo
houve nenhuma interferéncia sobre as condi¢bes de manejo e criacdo utilizadas, a
infeccdo ndo foi algo controlado neste estudo. Desta forma nédo se pode precisar qual foi
a dose infectante e quando houve a exposi¢do dos animais ao Mhyo, que ainda pode ter
ocorrido de forma desuniforme entre os animais. Considerando uma provavel protecdo
mais duradoura e eficiente entre os animais BAc-vac, eles apresentaram tardiamente
suscetibilidade ao Mhyo, demonstrada pelo aumento igualmente tardio (apenas na
colheita "11") nos niveis de Ac. Este aumento pode ter sido influenciado por um
possivel aumento na pressdo de infeccdo na fase de terminagdo, que poderia ser
evidenciado frente ao aumento nos niveis de Ac apresentados pelos animais AAc-vac e

BAc-contr entre as colheitas "9" e "11".
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Os estudos de imunidade dos suinos frente ao Mhyo detém-se principalmente a
avaliacdo de pardmetros humorais, de resultados soroldgicos dos animais em
acompanhamentos referentes a infeccdo natural, experimental ou em comparativos de
estratégias vacinais. Porém, a imunidade mediada por células apresenta igualmente um
importante papel na defesa do animal a infeccdo, uma vez que a base para a producéo de
anticorpos passa pelo reconhecimento de antigenos pelas células de defesa (macrofagos,
linfocitos B e células dendriticas). Estas células processardo as moléculas do agente
invasor e apresentardo aos linfocitos T auxiliares (CD4") que, ao reconhecerem o
antigeno, estimulam a resposta imune com a consequente acdo dos linfécitos T
citotoxicos (CD8") e B.

A subpopulacio CD4" de linfocitos foi a que apresentou maior proporcio
circulante anteriormente a ingestdo de colostro em ambos os grupos de leitdes. Este
resultado esta de acordo com o relatado por Bandrick et al. (2014a), que ainda
descreveram maior propor¢do de CD4" em colheita realizada 24 horas apés a ingestdo
do colostro, porém, mantendo niveis constantes entre estas duas colheitas.

Os maiores percentuais de macrofagos, CD8" e CD4"CD8" foram encontrados
entre os animais BAc-contr e AAc-contr. Apenas as celulas duplo-marcadas tiveram
diferenca significativa constatada entre os animais BAc-contr e ambos 0S grupos
vacinados (BAc-vac e AAc-vac). Kick et al. (2011) também encontraram maiores
percentuais de células citotoxicas e duplo-marcadas em animais controle, porém sem
diferenca estatistica nas células CD4"CD8", observada apenas nos linfocitos T CD8"
nos trés e sete dias posteriores a vacinacdo. A menor proporcdo de células duplo-
marcadas dos animais vacinados pode estar relacionada a migracdo destas células até os
tecidos linfoides, onde estimulariam uma defesa local.

Zuckermann e Husmann (1996) e Kick et al. (2011) descrevem um aumento nas
proporgdes de células CD4"CD8" com o aumento gradual da idade dos animais. Isto
evidencia sua funcdo de célula de memoria do sistema imune, sendo que um desafio
exagerado ao antigeno leva a um aumento na proporcdo circulante desta célula
(ZUCKERMANN, 1999). Contrariamente, nossos resultados demonstraram uma queda
entre as duas colheitas realizadas.

Marchioro et al. (2013), ao vacinarem leitdes aos sete dias de idade, também
avaliaram diferentes subpopulacdes de linfécitos T, aos 23 e 51 dias p6s-vacinagdo, nao

encontrando diferencas significativas entre os tratamentos aplicados. Contudo, seus
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resultados foram distintos dos j& apresentados, com maiores percentuais de linfocitos T
CD4" e CD8", respectivamente, nos animais controles e vacinados.

Compartilhando as fungdes de apresentar antigenos aos linfocitos T e de
producdo de Ac, os linfécitos B apresentaram comportamento semelhante aos demais
parametros celulares, tendo uma menor expressdo entre os animais controles dos
grupos, porém sem diferencas relatadas entre os tratamentos. Houve apenas uma
tendéncia a superioridade dos BAc-vac frente aos AAc-contr. Estas diferencas podem
estar diretamente relacionadas com os niveis de células CD4" apresentadas por estes
grupos, uma vez que ao apresentar uma menor porcentagem destas, o grupo AAc-contr
teve uma menor ativagao de células B. E, embora ndo significativo, os animais BAc-vac
tiveram uma maior porcentagem de linfocitos B que os AAc-vac.

Estas diferencas nos parametros de imunidade celular relatadas em estudos
anteriores em colheitas mais proximas a data de vacinacdo ndo puderam ser
evidenciadas em nosso estudo pelo fato de que s6 houve duas colheitas, uma
previamente a ingestdo de colostro e outra apenas treze dias ap0s a vacinacdo dos
animais. Caso tivessem sido realizadas colheitas num menor intervalo, poderia haver a
possibilidade de se encontrar resultados semelhantes aos ja citados, como por exemplo,
0 aumento ou diminuicao das células circulantes com o aumento da idade dos animais.
Cabe ressaltar ainda que o calculo amostral deste estudo estava baseado na avaliacao
sorolégica dos animais frente ao Mhyo. Portanto, os resultados aqui demonstrados
podem ndo ter evidenciado diferencas pelo baixo poder amostral (erro tipo 2),
necessitando um calculo amostral especifico para a avaliagdo dos parametros de
imunidade celular em estudos posteriores.

A avaliacdo da area pulmonar afetada por lesbes pneuménicas durante 0s
acompanhamentos de abate de lotes de suinos € uma importante ferramenta de
monitoramento para a ocorréncia de doencas do sistema respiratério, principalmente no
caso de quadros subclinicos. Contudo, esta pratica pode mostrar-se ineficaz quando se
trata de PES, pois caso a infeccdo por Mhyo ocorra em periodos iniciais de criacéo,
como por exemplo, na fase de creche, a maior parte dos animais ndo apresentara as
lesbes caracteristicas de consolidacdo pulmonar no momento do abate, visto que as
lesbes tendem a resolucdo quase que completa em 85 dias pos-infeccdo (SGRENSEN et
al.,1997). Esse fato limita esta avaliacdo na identificacdo de lesdes cronicas exclusivas
das fases finais de producdo dos suinos (SIBILA et al., 2009). Como as lesdes

encontradas ao abate ndo sdo patognomonicas de PES, esta avaliacdo visual dos
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pulmdes torna-se subjetiva, motivo pelo qual é preconizado o emprego de provas
complementares para a confirmacgéo das suspeitas (SIBILA et al., 2009).

Neste acompanhamento foram verificadas &reas de hepatizagdo pulmonar (AHP)
em 30% (30/100) dos animais abatidos, dos quais 25 tiveram amostras remetidas para
diagndstico histopatoldgico das lesdes. A utilizagdo da vacinagdo contra Mhyo em uma
dose aos 21 dias de idade mostrou-se eficaz, uma vez que 0s animais tratados
apresentaram um menor comprometimento dos lobos pulmonares se comparados aos
animais controles, sustentando resultados anteriores de que a imunizacdo reduz
significativamente a severidade das lesdes pulmonares (BACCARO et al., 2006; KIM et
al., 2008; KIM et al., 2011; REYNOLDS et al., 2009; SIBILA et al., 2007), conferindo
uma adequada protecdo contra o agente. Ja a ocorréncia de lesdes mais extensas entre 0s
animais provenientes de matrizes hiperimunes (grupo AAc) nao é clara, sendo maiores
entre os animais controles (AHP% + EP = 7,58% + 4,37) que 0s vacinados deste grupo
(1,03% + 0,34). Porém, mesmo os AAc-vac tiveram um comprometimento semelhante
aos BAc-contr (1,07% + 1,07) e maior que os BAc-vac (0,58% =+ 0,27). Estes resultados
podem ser comparados aos de Reynolds et al. (2009) que acompanharam animais
provenientes de fémeas soronegativas e  soropositivas, havendo menor
comprometimento nos animais vacinados de fémeas soronegativas, enquanto que 0s
animais controles desenvolveram lesdes semelhantes independentemente do status

imunoldgico da matriz.
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6 CONCLUSOES

As matrizes suinas conferem imunidade humoral contra o Mycoplasma
hyopneumoniae para os leitBes a partir da ingestdo do colostro. Estes niveis de
anticorpos adquiridos sdo fortemente correlacionados com niveis que a matriz apresenta
ao parto.

Leitdes vacinados provenientes de matrizes com baixa imunidade (BAc-vac)
tiveram niveis de Ac mais estaveis durante toda a fase de criacdo,

Leitdes vacinados provenientes de matrizes com baixa imunidade (BAc-vac)
tiveram aumento significativo de AC entre a pentltima (99 dias p6s vacinacao) e ultima
colheita (113 dias p0s vacinagéo);

Animais vacinados apresentaram proporcoes significativamente menores de
linfocitos T CD4"CD8" (duplo-marcados) quando comparados aos animais BAc-contr.

Animais vacinados, independentemente do nivel de Ac maternos, apresentaram
menores areas de hepatizacao pulmonar quando comparados aos animais controles (ndo
vacinados).

Animais do grupo BAc-vac tiveram um menor comprometimento pulmonar que
0s AAc-vac, indicando que sua vacinagdo foi mais eficaz ao protegé-los contra o0 Mhyo,
com uma menor interferéncia da imunidade materna.

Vacinacao dos leitdes contra Mhyo ao desmame 0s protege contra o agente,
levando ao menor comprometimento pulmonar, principalmente quando a imunizagédo

ocorre na presenca de baixos niveis de Ac passivos.
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