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RESUMO

Esta tese € composta de trés capitulos sobre doengas infecciosas em suinos diagnosticadas no
Laboratério de Patologia Animal, do Hospital Veterindrio Universitdrio Prof. Dr. Ivon
Macedo Tabosa, da Universidade Federal de Campina Grande, Patos, Paraiba. O primeiro
capitulo descreve os achados clinico-patolégicos, imuno-histoquimicos e a caracterizacao
molecular em dois casos de toxoplasmose sist€émica em suinos no Brasil. Os sinais clinicos
observados foram apatia e dispneia. Macroscopicamente, os pulmdes estavam nao colapsados,
difusamente avermelhados e no parénquima foram observados miltiplos nédulos de necrose
caseosa. Histologicamente, havia pneumonia broncointersticial, necrosante, difusa, acentuada
e com numerosos taquizoitos de 7. gondii intralesional. A imuno-histoquimica, realizada com
anticorpo anti-7. gondii em tecido pulmonar revelou forte imunomarcacdo de taquizoitos
livres e cistos. A nested PCR tendo como alvo um fragmento de 155pb do gene B1 de T.
gondii foi positiva. Realizou-se a genotipagem por meio de PCR-RFLP e microssatélites,
sendo caracterizado o gendtipo nao-arquétipo Chinese 1. O segundo capitulo descreve os
achados epidemiol6gicos, clinico-patolégicos e moleculares de surtos de infecc@o pelo virus
da varfola suina na regido semidrida do Nordeste. Cinco surtos de variola provocada pelo
virus da variola suina (SWPV) ocorreram em rebanhos suinos de dois municipios do estado
do Rio Grande do Norte (2008-2014). Os sinais clinicos iniciaram com pdpulas cinzentas ou
esbranquicadas coalescentes e vesiculas que geralmente evoluiram a lesdes crostosas, e em
alguns casos havia tlceras. Macroscopicamente, foram observados pdpulas, pustulas
avermelhadas, por vezes recobertas por crostas, afetando mais gravemente as orelhas, regido
periocular, abdomen e membros tordcicos e pélvicos. Histologicamente, observou-se
dermatite proliferativa e ulcerativa com degeneracdo balonosa das células do epitélio, com
inclusdes virais eosinofilicas no citoplasma de queratindcitos. Foi confirmado SWPV por
sequenciamento e andlise filogenética. O diagndstico foi realizado com base nos achados
epidemioldgicos, clinico-patolégicos e confirmado por exames moleculares. O terceiro relata
os achados clinicos e patolégicos da demodicose suina em um suino no semidrido da Paraiba,
Brasil. No exame clinico, observaram-se nddulos multifocais a coalescentes, firmes,
associados a crostas e moderada alopecia. Quando manipulados, tais nédulos expeliam
conteido semissélido de coloragdo amarelada, evidenciando secre¢do purulenta. As lesdes
concentravam-se na regido lateral do térax, do abdomen, em todos os membros, cabeca e
orelhas. Foi realizada bidpsia incisional e avaliacdo histopatolégica. Macroscopicamente
observou-se na superficie nddulos irregulares, com multiplas crostas e descamagdo. Ao corte
exibia superficie esbranquicada com multiplas dreas formando cavitacdes preenchidas com
material amarelado. Histologicamente, havia dermatite granulomatosa a perivascular e
foliculite associada &caros morfologicamente compativeis com o género Demodex. O
diagndstico de demodicose foi baseado nos achados macroscOpicos e microscopicos
associado ao exame parasitolégico. As doencas diagnosticadas em suinos no
LPA/HVU/UFCG ocorrem esporadicamente, entretanto causam perdas econdmicas
significativas na regido, principalmente em criacdes de subsisténcia. Muitas patologias sao de
carater infeccioso e o seu surgimento estd relacionado diretamente a falhas de manejo
nutricional e sanitdrio. Sugere-se que outros trabalhos sejam realizados, principalmente de
forma mais abrangente, com o intuito de determinar as patologias que ocorrem em suinos nas
diferentes regides do Nordeste brasileiro, para que sejam sugeridas medidas bdsicas de
controle e prevengdo de infec¢des na suinocultura de subsisténcia, minimizando as perdas
econdmicas significativas para os pequenos produtores.

Palavras-chaves: doencas de suinos; pulmio; dermatite; protozodrio; virus Swinepox;
Demodex phylloides.



ABSTRACT

This thesis is composed of three chapters on infectious diseases in swine diagnosed at the
Animal Pathology Laboratory, Hospital Veterinario Universitdrio Prof. Dr. Ivon Macedo
Tabosa, from the Federal University of Campina Grande, Patos, Paraiba. The first chapter
describes the clinicopathological, immunohistochemical and molecular characterization
findings in two cases of systemic toxoplasmosis in swine in Brazil. The clinical signs
observed were apathy and dyspnea. Macroscopically, the lungs were non-collapsed, diffusely
reddened, and multiple nodules of caseous necrosis were observed in the parenchyma.
Histologically, there was bronchointerstitial, necrotizing, diffuse, accentuated pneumonia with
numerous intralesional tachyzoites of 7. gondii. Immunohistochemistry, performed with anti-
T. gondii in lung tissue revealed strong immunostaining of free tachyzoites and cysts. Nested
PCR targeting a 155-bp fragment of the B1 gene of T. gondii was positive. Genotyping was
performed using PCR-RFLP and microsatellites, characterizing the non-archetype Chinese
genotype 1. The second chapter describes the epidemiological, clinicopathological and
molecular findings of outbreaks of swinepox virus infection in the semiarid region of the
Northeastern. Five outbreaks of smallpox caused by the swinepox virus (SWPV) occurred in
swine herds in two municipalities in the state of Rio Grande do Norte (2008-2014). Clinical
signs started with coalescing gray or whitish papules and vesicles that usually progressed to
crusted lesions, and in some cases, there were ulcers. Macroscopically, papules, reddish
pustules, sometimes covered by crusts, were observed, affecting more severely the ears,
periocular region, abdomen and thoracic and pelvic limbs. Histologically, proliferative and
ulcerative dermatitis with ballooning degeneration of epithelial cells was observed, with
eosinophilic viral inclusions in the cytoplasm of keratinocytes. SWPV was confirmed by
sequencing and phylogenetic analysis. The diagnosis was made based on epidemiological,
clinicopathological findings and confirmed by molecular tests. The third reports the clinical
and pathological findings of swine demodicosis in a swine in the semiarid region of Paraiba,
Brazil. In clinical examination, firm, multifocal to coalescing nodules associated with crusts
and moderate alopecia were observed. When manipulated, such nodules expelled yellowish
semi-solid content, evidencing purulent secretion. The lesions were concentrated in the lateral
region of the thorax, abdomen, all limbs, head and ears. Incisional biopsy and
histopathological evaluation were performed. Macroscopically, irregular nodules were
observed on the surface, with multiple crusts and desquamation. On section, it exhibited a
whitish surface with multiple areas forming cavitations filled with yellowish material.
Histologically, there was granulomatous to perivascular dermatitis and folliculitis associated
with mites morphologically compatible with the Demodex genus. The diagnosis of
demodicosis was based on the macroscopic and microscopic findings associated with the
parasitological examination. The diseases diagnosed in swine in the LPA/HVU/UFCG occur
sporadically, however they cause significant economic losses in the region, mainly in
subsistence farming. Many pathologies are infectious and their emergence is directly related
to nutritional and sanitary management failures. It is suggested that other studies be carried
out, mainly in a more comprehensive way, in order to determine the pathologies that occur in
swine in the different regions of the Brazilian Northeastern, so that basic measures of control
and prevention of infections in the subsistence swine are suggested, minimizing significant
economic losses for small producers.

Key words: swine diseases; lung; dermatitis; protozoan; Swinepox virus; Demodex
phylloides.
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INTRODUCAO GERAL

Na economia brasileira os setores de agricultura e pecudria sdo fundamentais para o
desenvolvimento socioecondmico. Neste contexto, a nivel mundial o Brasil é o quinto maior
consumidor de carne suina e se destaca como o quarto maior exportador deste produto
(ABIPECS, 2014). Para os anos vindouros hd expectativa no mercado suinicola brasileiro de
crescimento, principalmente no volume das exportagdes (ABCS, 2014). Nesta
contextualizacdo, a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdao (FAO),
estimou que no periodo de 2012 até 2030, o mundo haverd de aumentar a producdo per capita
de carne em 20%. H4 maior perspectiva de crescimento do setor de produgdo de carne de aves
(40,4%), suina (20%), peixe (19%) e bovina (12,7%) respectivamente.

Historicamente os Estados brasileiros da regido Sul (49,5%) detém o maior rebanho de
suinos no territorio brasileiro, seguidos pelos os estados do Sudeste (18,4%), Nordeste
(15,1%), Centro-Oeste (13,2%) e Norte (3,8%) (IBGE, 2012). Apesar de ter ocorrido no
periodo entre 2008 e 2012, perda de participacdo dos efetivos do Norte e Nordeste e ganho
relativo em comparag¢do com as demais regides brasileiras. Estima-se que aproximadamente
5,8 milhdes de cabecas de suinos sdo criados no Nordeste, o que corresponde a 15,1% do total
no Brasil (IBGE, 2012). Estes dados representa uma contribui¢do expressiva nos aspectos
sociais e econOmicos para os criadores nesta regiao.

Estudos tem demostrados que a producdo de suinos no Nordeste apresenta de forma
incipiente, pouco desenvolvida, em que se observa grande contingente de animais que sdo
criados de forma rudimentar (Ribeiro, 2005, Silva Filha et al. 2011). Pois, hd o predominio de
criacoes de subsisténcia, sem tecnificacdo adequada para uma exploracdo lucrativa da
atividade e com falhas de manejo que se refletiam na baixa produtividade dos rebanhos e na
exposicdo dos animais a riscos de infec¢do por agentes patogénicos. Apesar de que nos
ultimos anos tem sido verificado significativo avango na suinocultura nordestina.

Considerando-se os fatores de producao, as doengas infecciosas sdo as maiores ameacas a
estabilidade das cadeias produtivas. Portanto, a disponibilizacdo de ferramentas de
diagndstico  alavancam  pesquisas de etiologia, epidemiologia, caracterizacao
anatomopatoldgica, e através da utilizacdo de exames complementares por meio das técnicas
imuno-histoquimica e molecular, tornam-se essenciais no controle de problemas sanitdrios em
rebanhos suinos (Ciacci-Zanella et al. 2011).

Na medicina veterindria, os conceitos de estudos populacionais, utilizando-se as

ferramentas epidemiolégicas, em estudos de doencas em populacdes e a avaliagdo dos fatores



de riscos que determinam a sua ocorréncia sdo importantes. Uma forma de estudo
populacional, utilizado frequentemente em patologia veterindria € o estudo retrospectivo, que
pode abordar as causas de morte ou razdes para eutandsia e, dessa forma, permitem
determinar a frequéncia de doencas em relagdo a espécie, ao sexo, a raca e a idade em uma
determinada regido geografica. A partir dos resultados de um levantamento podem-se reunir
os dados clinicos, laboratoriais e patolégicos de uma determinada doencga; ou esclarecer a
ocorréncia de uma enfermidade de acordo com a categoria que esse individuo estd inserido;
elucidar a etiologia das lesdes cuja, outrora eram desconhecidas, por ndo haver
disponibilidade de técnicas com acurdcia apurada de diagnéstico; e, por fim, retificar
diagndsticos incorretos e conceitos erroneos a respeito de algumas entidades clinico-
patoldgicas (Brum et al. 2013). A grande parte das referéncias bibliograficas disponiveis no
Brasil sobre a ocorréncia e as caracteristicas de doencas dos animais domésticos &
fundamentada em estudos internacionais.

Nos tltimos anos, em varios laboratérios de diagndstico em diferentes regides do Brasil
estdo trabalhando com estudos retrospectivos, com a finalidade de criar um banco de dados
sobre os aspectos epidemioldgicos e clinico-patolégicos das doengas nos animais domésticos.
Este estudo dara continuidade a uma linha de pesquisa do Laboratério de Patologia Animal da
Universidade Federal de Campina Grande (LPA-UFCG), no mesmo modelo de estudo, mas
alterando a espécie estudada. Pois ja foram determinadas as frequéncias das doencgas que
acometem o SNC de caes (Frade, 2014), equinos (Pimentel et al. 2007), bovinos (Galiza et al.
2012), ovinos e caprinos (Guedes et al. 2012).

Porém, ainda ndo foram compilados os dados referentes as doencas que afetam os suinos.
Desta forma, acreditamos ser oportuno determinar as enfermidades, podendo auxiliar os
clinicos no diagnodstico. Além do mais, a partir deste estudo serd possivel propor medidas de
prevencdo e controle. Portanto, a tese objetiva-se descrever os principais aspectos
epidemioldgicos, clinicos e patologicos da toxoplasmose aguda em suinos causada por
Toxoplasma gondii gendtipo Chinese 1 (Artigo 1), variola em suinos (Artigo 2) e demodicose

suina (Artigo 3).
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RESUMO

Este trabalho relata os achados clinico-patolégicos, imuno-histoquimicos e a caracterizacao
molecular em dois casos de toxoplasmose sistémica em suinos no Brasil. Os suinos
apresentavam histérico de apatia e dispneia. Ao exame post-mortem, observou-se pneumonia
broncointersticial, necrosante, difusa, acentuada e com numerosos taquizoitos de 7. gondii
intralesional. Os pulmdes estavam nao colapsados, difusamente avermelhados e no
parénquima foram observados multiplos nddulos de necrose caseosa. Os achados
histopatolégicos compreenderam inflamacdo mononuclear e areas multifocais de necrose em
septos alveolares (casos 1 e 2). Adicionalmente, foi visto também esofagite e ulceracdes na
mucosa do estdmago, intestino delgado e grosso (caso 1). A imuno-histoquimica, realizada
com anticorpo anti-7. gondii em tecido pulmonar nos dois casos revelou forte imunomarcacao
de taquizoitos livres e no citoplasma de histidcitos, assim como nos cistos. A nested PCR
tendo como alvo um fragmento de 155pb do gene Bl de T. gondii foi positiva para o DNA
extraido de fragmentos de pulmao dos dois suinos. A genotipagem das amostras por meio de
PCR-RFLP (10 marcadores) e por meio de microssatélites (15MS) revelou que os animais
foram infectados com 7. gondii caracterizado molecularmente como gendtipo ndo-arquétipo
Chinese 1, que apresenta circulacdo mundial, mas pela primeira vez é descrito no Brasil. O
estudo de microssatélites mostrou que os animais foram infectados pelo mesmo isolado de 7.

gondii circulante no ambiente.
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INTRODUCAO

Toxoplasmose € uma doenga causada pelo protozodrio Toxoplasma gondii, que é um
coccidio intracelular obrigatério. As caracteristicas biolégicas e genotipicas das amostras de
T. gondii tém sido amplamente estudadas nos ultimos quinze anos, com importancia
significativa para o conhecimento da estrutura populacional do agente, da patogenia e,
consequentemente, para o desenvolvimento de medidas profildticas e terapéuticas. Na
América do Sul, 7. gondii apresenta uma ampla diversidade genética (Ajzenberg et al., 2004;
Pena et al., 2008; Shwab et al., 2014) que contrasta com a diversidade limitada no Hemisfério
Norte e Europa, onde particularmente predominam as linhagens arquétipas denominadas
Tipos I, II e III (Howe; Sibley, 1995; Ajzenberg et al., 2002) e estudos recentes também
apontam para uma diversidade mais limitada do parasita na Asia (Shwab et al., 2014). As
linhagens predominantes no Brasil sdo os tipos Brl, Brll e BrIIl (Pena et al., 2008, Shwab et
al., 2014), mas, especificamente no Nordeste do Brasil, o gendtipo #13 através de RFLP
(polimorfismo por tamanho de fragmento de restricio) € o mais prevalente (Shwab et al.,
2014).

Os suinos podem ser uma fonte importante de infec¢ao por 7. gondii para os humanos
(Feitosa et al., 2014). No Brasil, muitos estudos soroldgicos recentes demonstraram a infec¢ao
por T. gondii em suinos em diferentes regides do pais. No Nordeste do Brasil, Azevedo et al.
(2010) e Feitosa et al. (2014) relataram seroprevaléncia de 36,2 e 19,5%, respectivamente, no
Estado da Paraiba, enquanto Samico Fernandes et al. (2012) reportaram 12,5% no Estado de
Pernambuco. Na regido Sudeste, foi reportado a prevaléncia de 7,6% no Estado do Rio de
Janeiro (Luciano et al., 2011) e na regido Centro-Oeste, Muraro et al. (2010) relataram
soropositividade de 12,8% nos suinos do Estado de Mato Grosso. Na grande maioria desses
casos, a infeccdo era subclinica (Feitosa et al., 2014).

Toxoplasmose aguda em suinos € considerada rara, existindo relatos em neonatos
(Thiptara et al., 2006) e em leitdes desmamados (Liao et al., 2006; Klein et al. 2010).
Macroscopicamente, a lesio predominante € a necrose, especialmente no cérebro, pulmao,
figado e nos linfonodos mesentéricos. Nos pulmdes, as lesdes consistem de focos nodulares
branco-acinzentados de tamanhos varidveis observados no espaco subpleural e no

parénquima. No exame histopatologico, observam-se taquizoitos intracelulares nas dreas
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necrdticas e reacdo inflamatdria predominantemente constituida por células mononucleares
(Jones et al., 2000). O objetivo deste estudo € relatar os achados clinico-patolégicos, imuno-
histoquimicos e a caracterizagdo molecular em dois casos de infec¢do sist€mica por 7. gondii

em suinos no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Origem dos Suinos

Os dois suinos estudados eram procedentes de pequenas propriedades localizadas na
cidade de Patos, Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil (S 7°4'4.30", W 37°16'49.90" ¢
altitude de 221 m). Nas duas propriedades as criacdes de suinos eram uma atividade de

subsisténcia familiar, distantes a 20 km uma da outra.

Andlise clinico-patologica

Os sinais clinicos e a evolu¢do da doenga foram descritos nas fichas clinicas enviadas
ao Laboratério de Patologia Veterinaria do Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG) em Patos. Os dois animais foram necropsiados e fragmentos de
figado, rim, coracdo, pulmdo, linfonodos, estdmago, bago, pancreas, intestino e sistema
nervoso central foram coletados, fixados em formol tamponado a 10% e processados
rotineiramente pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) para exame histopatolégico e
coloragao de dcido periddico Schiff (PAS) e de metenamina nitrato de prata de Grocott
(GMS). Fragmentos de pulmdes dos casos 1 e 2 foram congelados a -80°C para realizacdo de

estudos moleculares.

Imuno-histoquimica para T. gondii

A 1muno-histoquimica foi realizada em fragmentos de pulmdes dos suinos (casos 1 e
2). As laminas foram desparafinados. Em seguida, o bloqueio da peroxidase enddgena foi
feito pela incubacdo das laminas em solucdo de peroxido de hidrogénio a 3%. A recuperagdo
antigénica foi realizada com a imersdao das laminas em solugdo tampao citrato (pH 6,0) em
forno micro-ondas em poténcia maxima. Utilizou-se anticorpo primério policlonal anti-7.
gondii na diluicdo de 1:100, a temperatura de 37 °C por 1 hora. A IHQ foi realizada pela
técnica de estreptavidina-biotina-peroxidade (LSAB+System-HRP, Dako). A revelacdo foi

procedida com o cromégeno diaminobenzidina (DAB; Dako), lavados e contracorados com
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hematoxilina de Harris. Como controle positivo foi utilizado fragmentos de encéfalo de

canino com imunomarcagao positiva para 7. gondii.

Caracterizacdo Molecular

Ap6s o descongelamento, as amostras de pulmao foram maceradas em solucao salina a
0,85% e aliquotas de 300uL de todos os homogeneizados foram separadas para extracido de
DNA. Primeiramente, as aliquotas foram lavadas trés vezes em tampao Tris-EDTA (q.s.p.
1500uL), pH 8.0 (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM), centrifugando-se a 12000 x g por 5 min.
Utilizou-se entdo o kit comercial DNeasy® Blood & Tissue kit, Qiagen, no formato “spin-
column”, de acordo com as instrugdes do fabricante.

Para a deteccdo molecular do agente, utilizou-se a PCR tendo como alvo um

fragmento de 155-pb do gene B1. Os primers utilizados na PCR priméria foram T1-Fext (5'-

AGCGTCTCTCTTCAAGCAGCGTA-3") e T2-Rext (5'-
TCCGCAGCGACTTCTATCTCTGT-3"; os primers usados para a nested-PCR foram T3-
Fint (5-TGGGAATGAAAGAGACGCTAATGTG-3" e T4-Rint (5'-

TTAAAGCGTTCGTGGTCAACTATCG-3") (Yai et al., 2003). As reacdes e condicdes de
ciclo também foram realizadas como descrito previamente por Yai et al. (2003). Como
controle positivo foi utilizado DNA extraido de taquizoitos da amostra de referéncia RH de 7.
gondii.

A caracterizagdo genotipica foi primeiramente feita por meio de nested PCR-RFLP,
utilizando-se os marcadores SAG1, 5'3'SAG2, alt. SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-
2, PK1, L358 e Apico (Su et al., 2006; Dubey et al., 2007). As sequéncias de primers, mix de
PCRs, condi¢cdes de ciclo e endonucleases foram previamente descritas (Su et al., 2006;
Dubey et al., 2007; Pena et al., 2008; Su et al., 2010). As amostras arquétipas de referéncia
RH (Type I), PTG (Type II) e CTG (Type III) e ndo-arquétipas TgCgCal, MAS e TgCatBr5

foram incluidas em todas as reagdes como controles positivos (Fig.1).
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Fig. 1 — Andlise de rede filogenética de Toxoplasma gondii de cepas de referéncia (RH = Tipo
I; PTG = Tipo II; CTG = Tipo III; MAS = Tipo BrIV; Cougar = genétipo RFLP # 66 e
TgCatBr5 = genétipo RFLP # 19); Os genétipos RFLP mais frequentes encontrados no Brasil
(Tipos Brl, Brll e Brlll); O genétipo RFLP mais frequente encontrado na regido Nordeste do
Brasil (genétipo RFLP # 13) e o genétipo chinese 1 (genétipo RFLP # 9).

Para aumentar a resolucao do resultado obtido na nPCR-RFLP, foi realizada também a
genotipagem utilizando 15 marcadores microssatélites (MS) em tnico ensaio multiplex
conforme previamente descrito por Ajzenberg et al. (2010). A andlise dos resultados foi feita

no Programa GeneMapper® 4.1 (Applied Byosystems).

RESULTADOS

Caso 1: suino macho, quatro meses de idade, sem raga definida e com escorre corporal
ruim, proveniente de criagdo de subsisténcia. Este animal apresentou histérico de apatia,
anorexia, dispneia, fraqueza muscular e episddios de diarreia. Morreu apds cinco dias do
inicio dos sinais clinicos. Além desse caso-estudo, mais dois animais na propriedade
apresentaram o mesmo quadro e vieram a 6bito, o que poderia caracterizar a ocorréncia de um
surto.

Caso 2: suino macho, um més de idade, sem raca definida. O animal apresentava
histérico de apatia, dispneia e perda de peso e morreu apds quatro dias do inicio dos sinais

clinicos.



14

Os animas dos casos 1 e 2 eram alimentados com farelo de milho e sobras de comida
caseira. Foi informado que os animais tinham contato com felinos domésticos e nio existia
um programa sistemético de desverminacio e vacinac¢ao nestas criacdes de subsisténcias.

Macroscopicamente, nos casos 1 e 2, as lesdes nos pulmdes eram similares. Estes
estavam ndo colapsados, difusamente avermelhados, com dreas firmes, que evidenciava
nddulos subpleurais distribuidos multifocais a coalescentes, brancacentos e fridveis, 0,5-1,0
cm de didmetro (Fig. 2A). No caso 1, pseudomembranas esbranquicadas foram evidenciadas
em uma area focalmente extensa na mucosa do esofago, e dreas de ulceragdes com

distribui¢cdo multifocal foi observada na mucosa do estdmago, intestino delgado e grosso.

o
Jua, e

Fig. 2 - Lesdes macroscopicas e histologicas de toxoplasmose sist€émica aguda em suinos. (A)
A superficie de corte do pulmio é redundada de forma difusa com nédulos esbranquigcados
com um diametro de 0,5-1,0 cm (setas). (B) Espessamento difuso dos septos alveolares
causados por infiltrado inflamatério de macréfagos, linfocitos e células plasmadticas. Os
taquizoitos sdo observados no citoplasma de macréfago alveolar (ponta de seta; no detalhe).
HE, bar = 20 um. (C) Figado com bradizoito de 7. gondii no citoplasma de um hepatdcito
(ponta de flecha e inser¢do). Necrose individual de hepatdcitos também € observada (seta);
HE, bar = 20 pum. (D) Pulmao com imunomarcacao forte de taquizoitos livres (seta vazia) nos
septos alveolares, citoplasma de macréfagos, bronquios, bronquiolos e vasos sanguineos.
Também € observado imunomarcacdo de bradizoitos em septos alveolares (seta).
Streptavidina-biotina-peroxidase (IHQ), bar = 50 um.
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Os achados histopatolégicos, nos pulmdes dos casos 1 e 2, foram caracterizados por
espessamento marcado e difuso dos septos alveolares por infiltrado inflamatério de
macréfagos, linfécitos e plasmoécitos, além de dreas multifocais a coalescentes de necrose de
septos alveolares e de epitélio de bronquiolos. No caso 2, havia predominio de neutréfilos, em
sua grande maioria degenerados, e macréfagos espumosos espessando os septos alveolares, e
na luz de bronquiolos e nos espacos alvéolos associados a fibrina. Nos dois casos, foram
visualizadas miriades de estruturas alongadas fortemente basofilicas, isoladas ou em grupos,
nos septos alveolares, citoplasma de macréfagos (Fig. 2B), endotélio vascular e em epitélio
respiratorio. Ocasionalmente, foram observados agregados, delimitados por fina parede,
compativeis com cistos de 7. gondii, com 6-14um de didmetro.

Também, no caso 1, havia areas multifocais com infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario, principalmente ao redor de ductos, vasos sanguineos e, areas de necrose
com distribuicdo multifocal eram evidenciadas no pancreas. No esdfago, observaram-se
hiperplasia na mucosa e degeneracdo balonosa no estrato espinhoso. Ha multiplas 4reas de
necrose e infiltrado inflamatério intracorneal de neutréfilos associados a mirfades de
estruturas leveduriformes de parede fina ovoide medindo de 4-5um de didmetro, e pseudo-
hifas cilindricas e septadas, de aproximadamente 3um de largura por S0um de comprimento,
com parede fina e levemente basofilica corada por hematoxilina e eosina. Através da
coloracdo de PAS e GMS evidenciaram-se estruturas flingicas compativeis com Candida spp.

No epitélio da mucosa do estdbmago e no intestino havia dreas multifocais de ulceracdo
e severa gastrite e enterite linfohistiocitica e necrosante, além de numerosos trofozoitos entre
os focos de necrose. H4 ainda na superficie da mucosa, miriades bacterianas. Os Linfonodos
apresentavam hiperplasia linfoide moderada e focos de necrose multifocais e discretos. No
figado, foi evidenciado infiltrado inflamatério constituido por macréfagos, neutréfilos,
plasmocitos e linfécitos no espago porta e ao redor da veia centrolobular, além de bilestase
discreta.

No caso 2 observaram-se areas de necrose hepatocelular aleatoria (Fig. 2C) com
distribuicdo multifocal associada a presenca de taquizoitos intralesionais, e adjacentes aos
focos de necrose havia cistos de bradizoitos no interior do citoplasma de hepatdcitos
(Fig. 2C). No espago periportal ha moderado infiltrado inflamatério composto por
macréfagos, linfocitos, neutréfilos e escassos eosindfilos. Nos rins foi observada nefrite
intersticial mononuclear, multifocal discreta.

Na IHQ realizada em fragmentos de pulmdes dos dois animais para 7. gondii, houve

forte imunomarcacdo dos taquizoitos livres nas dreas de necrose dos septos alveolares, no
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citoplasma de macréfagos, em bronquios, bronquiolos e vasos sanguineos. Adicionalmente
foi observada também imunomarcagdo de cistos em septos alveolares. Nestes suinos as lesoes
histol6gicas foram evidenciadas principalmente nos pulmdes, figado e no trato gastrintestinal
pela visualizacdo dos parasitas intralesionais, e através da IHQ anti-7. gondii em pulmdes
observaram-se imunomarcacdo de taquizoitos e cistos (Fig.1D).

As amostras analisadas foram positivas para 7. gondii por meio da nPCR. A
genotipagem RFLP completa das amostras dos dois animais foi obtida, observando-se os
seguintes alelos: SAGI = u-1, SAG2 =11, alt. SAG2 =11, SAG3 =111, BTUB =111, GRA6 =11,
c22-8 =11, ¢29-2 =111, L358 =11, PKI =11, Apico = 1. Na andlise de 15 MS, que tem um
poder de resolucdo maior que a PCR-RFLP (Ajzenberg et al., 2010), as duas amostras
apresentaram exatamente a mesma combinag¢do de alelos, confirmando que os dois suinos
foram infectados com o mesmo isolado de 7. gondii. As amostras foram denominadas PS-
TgPigBrPB1 e PS-TgPigBrPB2. O principal meio de infeccdo entre os suinos € a ingestio de
oocistos através de dgua e alimentos contaminados, juntamente com tecidos contaminados por
cistos. No presente estudo, ndo foi possivel determinar a fonte de infec¢do, mas em ambas as
fazendas, os animais eram alimentados com restos de comida que vieram de restaurantes da

cidade.

DISCUSSAO

Em ambos os casos, os achados macroscépicos e microscépicos, incluindo necrose em
figado, pulmdo, linfonodos mesentéricos e trato gastrointestinal, foram semelhantes aos
relatados na toxoplasmose em suinos (Liao et al. 2006; Klein et al. 2010). Nestas lesdes, a
observacdo de taquizoitos de 7. gondii, livres ou dentro de macréfagos, e com a
imunomarcacdo de tais estruturas indica que foi uma infeccdo aguda (Jones et al. 2000 A
técnica de imuno-histoquimica tem demostrado ser um método adequado para o diagndstico
de toxoplasmose clinica em animais domésticos e selvagens, devido a elevada acuricia
(Gonzales-Viera et al. 2013; Casagrande et al. 2015).

O genoétipo ndo-arquétipo identificado corresponde a ToxoDB RFLP-Genotype #9,
que é o mais comumente encontrado no Leste da Asia, particularmente na China e por isso
também conhecido como Chinese 1 (Shwab et al., 2014). No entanto, € um genétipo de

circulacdo mundial, ja encontrado também no México (Alvarado-Esquivel et al., 2011; Dubey

et al., 2009), Estados Unidos (Dubey et al., 2008; Dubey et al., 2011) e na Colombia (Dubey
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et al., 2007b) em diferentes hospedeiros, incluindo suinos, sem associacdo confirmada com
doenga clinica, e em um caso de toxoplasmose humana (Zhou et al., 2009; Zhou et al., 2010).

E a primeira vez que este gen6tipo é reportado no Brasil, corroborando mais uma vez a
diversidade genética do parasita no pais. Em 2007, Dubey et al. (2007) descreveram um
isolado de galinha caipira (TgCkBr116) do estado do Pard, Norte do Brasil, com genétipo
muito proximo ao encontrado neste estudo, com apenas um marcador (c29-2), sem sucesso na
amplificacdo, para confirmar a mesma identidade. No presente estudo, este gendtipo foi
associado a quadro de toxoplasmose aguda em suinos. A identificacdo do gendtipo do parasita
envolvido nos casos confirmados de toxoplasmose clinica assume atualmente uma grande
importancia, ja que o gendtipo de 7. gondii pode ser um dos fatores envolvidos no
desenvolvimento da doenca, além da dose infectante, via de infec¢do, estdgio do parasita e
estado imune do hospedeiro.

Adicionalmente, o fato de a doenga ter ocorrido em duas fazendas familiares, em que
os suinos eram alimentados com restos de comida oriunda de restaurantes da cidade, sugerem
um risco significativo para a saide humana. Além disso, geralmente os suinos dessas fazendas
sdo abatidos sem inspec¢do veterindria e consumidos localmente pela familia ou outras
familias da regiao.

Nessas pequenas fazendas de suinos, o estabelecimento de medidas de biosseguranca é
essencial para prevenir a infec¢io por 7. gondii de animais e do homem. E necessdrio evitar o
acesso de gatos domésticos e selvagens ao ambiente dos suinos e controlar os roedores, pois
sdo potenciais reservatorios de 7. gondii e podem contaminar alimentos e 4gua com oocistos.
Para evitar a alimentacdo de suinos com restos de alimentos caseiros e alimentos de
restaurantes devem-se cozinhar adequadamente esses residuos antes do uso deles como
alimento para suinos, também sdo medidas importantes para evitar a infeccdo. Além disso, as
pessoas devem evitar o consumo de carne malcozida ou seus subprodutos produzidos nessas

pequenas propriedades familiares.
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RESUMO
Surtos de doenca vesicular causadas por virus da familia Poxviridae tem sido relatadas em
animais de producdo diversos estados do territdrio brasileiro. Este artigo descrever os achados
epidemioldgicos, clinico-patologicos e moleculares de surtos de infeccdo pelo virus da variola
suina na regido semidrida do Nordeste, Brasil. Cinco surtos de variola provocada por SWPV
ocorridos em rebanhos suinos em dois municipios do estado do Rio Grande do Norte (2008-
2014), com o envolvimento de 120 animais, entre adultos e jovens. A taxa de morbidade geral
e mortalidade dos leitdes variaram de 33-100% e 0-60% respectivamente. Os sinais clinicos
iniciaram com pdapulas cinzentas ou esbranquicadas coalescentes e vesiculas que geralmente
evoluiram a lesdes crostosas, € em alguns casos havia ulceras. O curso clinico aproximado de
15 a 25 dias. Macroscopicamente, foram observados pdpulas, pustulas avermelhadas, por

vezes recobertas por crostas, afetando mais gravemente as orelhas, regido periocular,
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abdomen e membros tordcicos e pélvicos. Histologicamente, observou-se dermatite
proliferativa e ulcerativa com degeneracdo balonosa das células do epitélio, com inclusdes
virais eosinofilicas no citoplasma de queratindcitos. No surto cinco em fragmentos de pele
submetido a PCR foi amplificado um produto de aproximadamente 540pb e confirmado por
sequenciamento e andlise filogenética para SWPV. O diagnéstico da infec¢do pelo SWPV foi
realizado com base nos achados epidemiolégicos e clinico-patoldgicos, e foi confirmado pelo
exame viroldgico. Esses resultados confirmam a circulagdo do SWPV nas criagcdes de suinos
na regido Nordeste, salientando para necessidade de diagndstico acurado e adoc@o de medidas

profildticas e de controle para reduzir as perdas econdmicas.

INTRODUCAO

A variola suina é uma doencga vesiculo-pustular, de ocorréncia mundial, e que acomete
especificamente os suinos (Afonso et al. 2002). E causada pelo virus Swinepox, pertencente
ao género Suipoxvirus da familia Poxviridae (ICTV, 2013). Os animais doentes apresentam
lesdes progressivas e normalmente generalizadas na pele, caracterizadas inicialmente por
areas puntiformes eritematosas que progridem para pédpulas, vesiculas e pustulas amareladas
que eventualmente originam crostas que se desprendem deixando uma zona cicatricial em
torno de 15 a 20 dias (Barcellos& Oliveira, 2012). Entretanto, em animais criados em
instalacOes com baixa qualidade higi€nica, geralmente predispdem a infeccdes secundérias
bacterianas e parasitarias (Bersano et al. 2003, Medaglia et al. 2011).

Embora a mortalidade seja relativamente baixa, a ocorréncia da infeccdo em um
rebanho afetado pode chegar a 100%. Os animais acometidos sdo principalmente os leitdes,
que apresentam sinais clinicos mais severos do que os animais adultos (Bersano et al. 2003).
A disseminacdo da infeccdo no rebanho € rdpida e pode ocorrer pelo contato direto entre
animais ou pelo contato com vetores mecanicos, como os piolhos e as moscas que ficam no

ambiente das instalacdescom condi¢des sanitdrias precdrias (Medaglia et al. 2011).
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Em geral, as lesdes mais graves em infeccdo por poxviroses em animais de producdo
estdo restritas ao envolvimento da pele. No Brasil ji foram relatos casosde poxvirus em
bovinos causadas pelo virus Vaccinia (Sant'Ana et al. 2013) e pelovirus da pseudovariola e
estomatite papular (Cargnelutti et al. 2014). Também foram relatados casos em caprinos e
ovinos pelo Parapoxvirus (Noébrega et al. 2008; Macédo et al., 2008), e em equinos por
Orthopoxvirus (Brum et al. 2010). No Brasil, embora ja tenham sido relatados casos de
variola suina (Bersano et al. 2003, Medaglia et al. 2011), existem poucas informacdes sobre
surtos de Swinepox, e na regido Nordeste ndo hd relato desta doenga. Desta forma, o presente
artigo teve por objetivo descrever os achados epidemioldgicos, clinico-patologicos e
moleculares de surtos de infecc¢io pelo virus da variola suina na regido semiarida do Nordeste,

Brasil.

MATERIAL E METODOS

As informacdes incluidas neste estudo foram obtidas através de um levantamento dos
casos de variola diagnosticados em suinos pelo Laboratério de Patologia Animal do Hospital
Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande - PB. Foram realizadas visitas as
fazendas de criacdo de suinos no Estado do Rio Grande do Norte, onde ocorreram os surtos
para coletar as informagdes referentes aos principais dados epidemiologicos € os sinais
clinicos.

Fragmentos de pele com lesdes crostosas foram coletadas (surtos 1, 2, 3 e 5), fixados
em formol tamponado a 10%, processados rotineiramente, cortados em secgoes de 5 um e
corados pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) para exame histopatoldgico.

Fragmentos de pele coletados de lesdes vesiculo-pustulares de suinos afetados (surto
5) foram submetidos ao isolamento em cultivo celular e a extracdo de DNA e reagdo de

polimerase em cadeia (PCR) para o virus da variola suina (Swinepox virus, SWPV). Para o

isolamento em cultivo celular, aproximadamente 50mg do tecido foi macerado e ressuspenso
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em meio essencial minimo e antibidtico (10% peso: volume). Posteriormente, a suspensao foi
centrifugada (3000 rpm, 10 min, 4°C) e inoculada em células de linhagem de suino (PK-15),
incubadas em estufa com 5% de CO, e monitoradas diariamente por 96horas. Na auséncia de
efeito citopético o material foi repassado por trés vezes em novos cultivos de PK-15.

A extracdo de DNA foi realizada com fenol e cloroférmio (Vogel et al. 2003). O DNA
total obtido na extracdo foi diluido em dgua ultrapura e submetido ao teste de PCR utilizando
oligonucleotideos iniciadores que amplificam um segmento de 543pb do gene da DNA
polimerase viral (Bracht et al., 2006). A cepa Kasza de SWPV (gentilmente cedida pela Dra.
Clarissa Damaso, UFRJ) foi utilizada como controle positivo na reacdo de PCR. As amostras
positivas na PCR foram purificadas e submetidas ao sequenciamento de nucleotideos.

As sequéncias foram analisadas utilizando o programa Staden Package (Staden, 1996)
e alinhadas no software BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) e
comparadas com sequéncias de poxvirus depositadas no GenBank para verificar a identidade
entre as sequéncias.

A darvore filogenética foi construida baseada nas sequéncias de nucleotideos do gene
da DNA polimerase viral das amostras amplificadas (SV627/14 A e B) e de poxvirus
pertencentes a todos os géneros (Fig.1). A arvore foi construida no programa MEGA 5.0,
utilizando o método Neighbor-Joining, com bootstrap de 1000 replicatas, sendo que as
distancias evoluciondrias foram computadas utilizando o método p-distance (Tamura et al.,

2011).
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@ SV627-14 B
100 | Swinepox virus - isolate Holambra/Brazil (JF770341)
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0.05

Fig.1. Arvore filogenética baseada nas sequéncias de nucleotideos do gene da DNA
polimerase de diferentes géneros da familia Poxviridae: Avipoxvirus (nimeros de acesso
GenBank AY318871 e M31638), Capripoxvirus (KC684337 e KC951854), Cervidpoxvirus
(AY689437), Crocodylidpoxvirus (NC008030), Leporipoxvirus (NC001132 e NC001266),
Molluscipoxvirus (NCO001731), Orthopoxvirus (DQO066528, NC006998 e DQ441419),
Parapoxvirus (AY386263 e AY386265), Suipoxvirus (JF770341 e AF410153) e Yatapoxvirus
(NCO009888); o grupo externo foi composto pelo respectivo gene de Squirrelpoxvirus
(AY340976). A éarvore foi construida usando o método Neigbohr-Joining com 1.000 réplicas
de bootstrap baseado no método de p-distance e implementado pelo MEGA 5.0.
Valores>60% sao mostrados. A amostra positiva para variola suina do presente relatério €
identificada com um losango preto.

RESULTADOS
Os surtos foram diagnosticados em cinco propriedades dos municipios de Jucurutu e
Felipe Guerra no Estado do Rio Grande do Norte, Nordeste do Brasil, no periodo de 2008 a
2014. As lesoes foram observadas inicialmente nos animais adultos, e se disseminaram para
todos os leitdes. Especialmente nos surtos 2 € 4, em que as criagdes eram proximas (3 a 4 km
de distancia) e tinham instalagdes higi€nico-sanitaria precarias (presenca de piolhos e grande

quantidade de moscas), os leitdes foram severamente afetados, inclusive com
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comprometimento dos olhos, pela formacdo de feridas crostosas, com consequente infeccao

por larvas de moscas e bactérias, causando cegueira e mortes.

Os sinais clinicos iniciaram com pdpulas cinzentas ou esbranquigcadas coalescentes (2-

10 mm de diametro) (Fig.2A) e vesiculas que geralmente evoluiram a lesdes crostosas, € em

alguns casos havia tlceras (3-10mm de didmetro), com curso clinico aproximado de 15 a 25

dias. Além das lesdes cutaneas os leitdes apresentaram apatia, anorexia e febre. A taxa de

morbidade geral e mortalidade dos leitdes variaram de 33-100%e 0-60% respectivamente. Os

demais dados epidemiol6gicos sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Dados epidemiolégicos dos surtos de variola suina no Nordeste do Brasil.

Surto  Cidade/Estado Més/Ano Faixa etdaria Numero Morbidade Mortalidade
(%) (%)*
1 Jucurutu/RN Agosto de 2008 2 - 6 meses 20 100 -
2 Felipe Guerra/RN  Julho de 2013 1 — 8 meses 40 100 60
3 Felipe Guerra/RN  Julho de 2013 4 — 6 meses 30 333 -
4 Felipe Guerra/RN  Julho de 2013 1 — 20 meses 35 65.7 55.5
5 Jucurutu/RN Agosto de 2014 2 — 36 meses 22 100 -

¥Taxa de mortalidade foi calculado incluindo somente os leitdes

Macroscopicamente, foram observados pdpulas, pustulas avermelhadas, por vezes

recobertas por crostas, afetando mais gravemente as orelhas (Fig.2B), regido periocular,

abdomen e membros tordcicos e pélvicos, e moderadamente na regido dorsal e lateral do

flanco.
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Fig.2. Achados macroscépicos da infeccdo pelo virus da variola suina em suinos. (A)
Vesiculas e pdpulas multifocais a coalescentes no pesco¢o e membros anteriores. (B) Pavilhao
auricular recoberto por crostas acentuadas.

O exame histolégico revelou dermatite vesiculo-pustulosa proliferativa e ulcerativa
com degeneracdo balonosa das células epiteliais, espongiose, hipergranulose, hiperceratose
paraceratdtica ou ortoceratdtica e acantose (Fig.3A). Os corpisculos de inclusdes eram
circulares, eosinofilicos e intracitoplasmdticos, medindo de 3-8um de didmetro foram
consistentemente observados em queratindcitos, principalmente em &reas de formacdo de
pustulas (Fig.3B). Ulceras focalmente extensas e coalescentes foram observadas. Congestio,
hemorragia e infiltrado inflamatério perivascular de linfécitos, plasmdcitos, neutréfilos,
eosindfilos e menos macréfagos foram observados na derme.

A inoculacdo em cultivo celular das amostras provenientes do surto 5 resultou
negativa para efeito citopdtico apds trés passagens de cinco dias cada. Porém, no teste de PCR
para o SWPV foi possivel amplificar um produto de aproximadamente 540pb nas amostras
SV627/14 A e B (surto 5), correspondente ao tamanho de banda observado no controle
positivo. Apds sequenciamento de nucleotideos, as duas amostras apresentaram 100% de
identidade entre elas, e também, com os isolados de SWPV 17077-99 [oriundo de Nebraska,
EUA (Afonso et al., 2002) e Holambra [detectado no municipio de Holambra, Sao Paulo,
Brasil] (Medaglia et al., 2011) depositados no GenBank. A identidade de nucleotideos entre

as amostras investigadas e poxvirus pertencentes a outros géneros foi inferior a 81%.
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A andlise filogenética demonstrou que as amostras investigadas (SV627/14 A e B)
agruparam juntamente com os isolados de SWPV 17077-99 e Holambra, indicando um
ancestral comum. Por outro lado, as amostras SV627/14 A e B agruparam separadamente do
virus Vaccinia (VACV) que pode ser incluido no diagnéstico diferencial de SWPV, por

causar lesdes semelhantes em suinos.

Fig.3. Lesoes histolégicas da infec¢c@o pelo virus da varfola suina em suinos. (A) Dermatite
pustulosa intraepidérmica grave HE, Bar=50um. (B) Inclusdes arredondadas, eosinofilicas,
intracitoplasmdticas, com 3-8 pm de didmetro (setas), sdo observadas proximas a uma pustula.
HE, Bar=20um.

DISCUSSAO

O diagndstico do virus da variola suina (SWPV) causado pelo Swinepox foi realizado
com base nos achados epidemioldgicos, clinico-patolégicos e confirmado por exames
moleculares. As Informagdes disponiveis, na literatura relacionada a ocorréncia de Swinepox
em suinos sdo escassas no Brasil. Embora existam poucos dados, sabe-seque esta enfermidade
tem ocorréncia esporddica (Bersano et al. 2003).

Em cria¢Oes de suinos infectados por poxvirus, as lesdes de pele causadas pelos virus
Vaccinia e ou Swinepox sao clinicamente indistinguiveis, e apresentam-se nas formas de
lesdes proliferativas e com aspectos ulcerados ou crostosos (Bersano et al. 2003, Medaglia et

al. 2011). As evidéncias clinicas e patolégicas sugeriram a possibilidade de um agente
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etiolégico da familia Poxviridae. No entanto, somente com a realizacao dos testes moleculares
foi que nos permitiram afirmarmos com acuricia que os surtos relatados neste estudo foram
provocados pelo SWPV.

Outros agentes associados a doenga vesiculo-pustular em suinos (como o VACV)
foram analisados pelos dados epidemiolégicos (em que a doenca foi observada somente na
espécie suina) e clinico-patoldgicos, apesar de que as lesdes macroscopicas e microscopicas
relacionadas com a infeccdo por SWPV e VACV sdo semelhantes (Bersano et al. 2003,
Sant'Ana et al. 2013). Posteriormente, descartada pelo exame de PCR para o virus VACV,
que tiveram resultado negativo. O estudo destes virus, baseado nas lesdes macroscdpicas e
histol6gicas sdo uteis para elaboracdo do diagnéstico morfolégico, mas a confirmacao
viroldgica através de técnicas moleculares ou de isolamento € essencial para o diagndstico
definitivo.

Neste estudo foi verificada alta taxa de morbidade em todos os rebanhos. No entanto, a
alta taxa de mortalidade foi observada exclusivamente na faixa etdria dos leitdes. Nesta idade
a morbidade pode chegar a 100% (Barlow & Grist, 2000). E a taxa de mortalidade pode variar
entre 14 a 50% (Beer, 1999). No presente estudo, verificou nos surtos 2 e 4, alta taxa de
mortalidade, atribufam esse alto indice, provavelmente a md higiene das instalacdes,
associada a massiva infestacdo por ectoparasitas, que serviam de fOmites a infecgdes
oportunistas € consequentemente causando a morte destes leitdes. As lesdes provocadas por
SWPV devem ser diferenciadas de doencas virais vesiculo-pustulares, pitiriase rdsea,
dermatose vegetante, dermatite estreptocdcica, dermatofitose e epidermite exsudativa dos
suinos.

Os resultados do presente estudo demonstram que a infecgdo por SWPV esta presente
na regido Nordeste do Brasil. Além disso, o estudo mostrou que a descricdo dos achados

clinico-patolégicos detalhados associados aos aspectos epidemioldgicos, e viroldgicos sdo
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ferramentas de diagndstico Uteis para a confirmacdo da infec¢do SWPV em suinos, e também

serviu para excluir a possibilidade de infec¢ao por virus VACV.
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ABSTRACT

Background: Demodicosis in swine is caused by the mite Demodex phylloides, mostly found
in hair follicles and at sebaceous glands. The presence of these dust mites on the animals' skin
causes important alterations, such as alopecia areas, abscesses, intense pruritus, peeling of the
skin and appearance of nodules. This disease causes great economic losses because the
injuries found in the skin and in internal organs results in the condemnation of pig meat for
human consumption. Demodex mites can contaminate all domestic animal species, but records
in the literature on their parasitism in swine are rather scarce because of their unusual
occurrence. The aim of this study is to report a case of swine demodicosis in the semiarid
region of Paraiba, Brazil.

Case: A 1-year-old swine with no defined breed was referred to the Veterinary Hospital of the
University Federal of Campina Grande. The animal showed a thickening of the muzzle,
multifocal to coalescent firm nodules associated with crusts and moderate alopecia. The
lesions were concentrated in the lateral region of the thorax, of the abdomen, in all the limbs,
head and ears. We performed an incisional biopsy of the affected area, and sent the tissue to
the Laboratory of Animal Pathology for histological examination. Hair follicles were
observed with marked distension in transverse and longitudinal sections by eosinophilic thin-
walled arthropods, characterizing a chitosan exoskeleton and elongated abdomen with short
articulated appendages and in its interior hemocele, striated muscle and reproductive
apparatus, morphologically with the compatibilization of Demodex phylloides. Microscopic
examination of the skin revealed multifocal areas of discrete to moderate inflammatory
infiltrate consisting predominantly of lymphocytes, plasma cells, macrophages and occasional
eosinophils. There were also multifocal areas of granulomas, consisting of macrophages,
plasma cells, lymphocytes and numerous multinucleated giant cells in the superficial dermis.
In the cytological examination, structures with three to four pairs of short legs, characterized
by their typical form of cigar, were morphologically similar with D. phylloides.

Discussion: The diagnosis of demodicosis in this pig was based on macroscopic and

microscopic findings, associated to parasitological examination. Parasitism by Demodex
phylloides in pigs is considered atypical and is related to bad environmental, nutritional and
sanitary conditions that result in morbidity and immunosuppression. The mites inhabit the
hair follicles, but in some cases, can migrate to more distant sites, reaching the lymph nodes,
causing a secondary infection, which can lead to death. Dermatitis caused by D. phylloides
can compromise the growth of piglets, causing them to grow atrophied. Considering that this
disease causes economic losses, it is necessary to have a better understanding about this
disease, in order to provide better conditions of prevention and control.

Keywords: Demodex phylloides, demodicosis, swine, mites.
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INTRODUCAO

Demodicose suina é uma doenca parasitdria considerada rara nesta espécie, sendo
causada pelo dcaro Demodex phylloides, que abriga o foliculo piloso e por vezes as glandulas
sebiaceas da pele destes animais [9]. A presenca destes dcaros escavadores na pele dos
animais, se em baixo nimero, ndo causa grandes danos e pode transcorrer sem sinais clinicos,
porém em altas infestagdes, provocam importantes alteracdes, como dreas alopécicas,
abcessos, intenso prurido, descamagdo da pele e presenca de nédulos, que podem variar de
locais a sistémicos [10,11]. Morfologicamente, Demodex spp. sdo geralmente conhecidos por
seu formato semelhante a um “charuto”, seu corpo alongado e seus quatro pares de patas
curtas e robustas [2].

Acredita-se que o desenvolvimento da demodicose estd relacionado com a
imunodepressdo, estando os animais subnutridos mais vulnerdveis, caracterizando um fator
predisponente a infeccao [7]. A transmissao desta enfermidade se da através do contato direto
entre os animais, € o parasita completa seu ciclo, que dura em média um més, dentro do
hospedeiro, porém ao sair dele, ndo sobrevive por mais de dois dias [4]. Os dcaros do género
Demodex podem contaminar todas as espécies de animais domésticos, porém registros na
literatura sobre seu parasitismo em suinos sao bastante escassos, devido a sua incomum
ocorréncia [6]. Desta forma, o objetivo deste trabalho € relatar um caso de demodicose suina

no semiarido da Paraiba, Brasil.

RELATO DE CASO
Um suino, sem raca definida, com um ano e trés meses de idade, foi atendido no
Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande, no més de abril de 2017.
Segundo informagdes do proprietdrio, o animal chegou a sua propriedade com mais de 6
meses de idade, ja apresentando espessamento do focinho, e em cerca de 2 meses apds sua

chegada, as lesdes nodulares tornaram-se difusas por todo o corpo. Foi relatado também que o
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animal apresentava tais lesdes hd aproximadamente 10 meses e que convivia com outros
animais contactantes, ndo vacinados, ndao vermifugados e sem tratamento prévio. Durante o
exame clinico observaram-se nddulos multifocais a coalescentes, firmes, associados a crostas
e moderada alopecia (Figura 1A). Quando manipulados, tais nddulos expeliam contetido
semiss6lido de coloracdo amarelada, evidenciando secrecdo purulenta (Figura 1B). As lesdes
concentravam-se na regido lateral do térax, do abdéomen, em todos os membros, cabeca e
orelhas. Foi realizada bidpsia incisional e retirado fragmento medindo 3,5x 1,9x 0,5cm de
extensdo contando margens da lesdo e do tecido normal que foi encaminhado ao Laboratério

de Patologia Animal para realizagdo de exame histopatolégico.

Figura 1 - Demodicose em suino no Estado da Paraiba. A) Noédulos multifocais a
coalescentes, firmes, associados a crostas acinzentadas e moderada alopecia na regido lateral
do térax, abdomen, membros, cabeca e orelhas. B) Fragmento de pele hirsuta demonstrando
na superficie de corte multiplas cavitacdes com material amarelado. C) Observa-se foliculo
piloso distendido por debris de ceratina e numerosas estruturas parasitarias no limen em
derme superficial. HE, obj. 20x. D) Derme profunda observa-se um granuloma focal. HE, obj.
20x.
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Macroscopicamente observou-se na superficie nddulos irregulares, com multiplas
crostas e descamacdo. Ao corte exibia superficie esbranqui¢cada com multiplas dreas formando
cavitagdes preenchidas com material amarelado.

Na andlise microscopica, observou-se em derme foliculos pilosos com acentuada
distensdo luminal por seccOes transversais e longitudinais de artrépodes de parede fina
eosinofilica caracterizando um exoesqueleto quitinoso, com apéndices curtos, articulados e
em seu interior hemocele, muisculo estriado e com aparelho reprodutivo, morfologicamente
compativel com Demodex phylloides (Figura 1C). Na derme superficial haviam d&reas
multifocais de discreto a moderado infiltrado inflamatdrio constituido predominantemente por
linfécitos, plasmdécitos, macréfagos e ocasionais eosindfilos. Verificou-se também dareas
multifocais de granulomas (Figura 1D), constituido por macréfagos, plasmécitos, linfécitos e
numerosas células gigantes multinucleadas. As glandulas apdcrinas estavam ectésicas. No
exame citolégico, visualizaram-se estruturas com trés a quatro pares de patas curtas em sua
por¢do ventral e ter¢o anterior do corpo, caracterizado por sua forma tipica de charuto,

morfologicamente compativel com Demodex phylloides.

DISCUSSAO

O diagnéstico de demodicose neste suino foi baseado nos achados macroscopicos e
microscopicos, associado ao exame parasitolégico. O parasitismo por Demodex phylloides em
suinos € considerado atipico e estd relacionado com mas condi¢des ambientais, nutricionais €
sanitdrias, que resultam em morbilidade e imunossupressao [5].

A demodicose pode apresentar-se sem sinais clinicos [8]. Os acaros do género
Demodex spp. escavam as glandulas sudoriparas e sebdceas e as dreas mais profundas dos
foliculos pilosos, causando proliferacdo e em seguida, necrose do epitélio, com intensa
inflamacdo da derme subjacente. Esta condi¢do € caracterizada pela presenca de pequenos

abscessos, granulomas com células gigantes e difusa infiltracdo inflamatéria, como o
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observado neste caso [1]. Em alguns casos, os dcaros migram para locais mais distantes,
podendo alcancgar os ganglios linféaticos, causando uma infec¢c@o secundaria, que pode levar a
obito [3]. Em relato de caso em suino, Bersano et al. (2016) observaram, em exame
histopatolégico, intensa hiperplasia dos foliculos com presengca de material necrético em seu
interior, constituido por fragmentos de parasitos, aglomerados bacterianos e células
inflamatdrias, com predominio de mononucleares. A dermatite causada por Demodex
phylloides pode comprometer o crescimento de leitdes, fazendo com que estes crescam
atrofiados [7]. Além disso, as lesdes encontradas na pele e em 6rgaos internos resultaria na
condenacdo de carne e visceras para consumo humano, trazendo perdas econdmicas aos
suinocultores. Sendo assim, faz-se necessario um maior entendimento sobre esta enfermidade,
afim de proporcionar melhores condi¢des de prevencdo e controle.

Esses resultados confirmam a circulagdo da demodicose nas criagdes de suinos na
regido Nordeste, salientando para necessidade de diagndstico acurado e ado¢dao de medidas

profildticas e de controle para reduzir as perdas econdmicas.
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CONSIDERACOES FINAIS

As doencas diagnosticadas em suinos no LPA/HVU/UFCG ocorrem esporadicamente,
entretanto causam perdas econdmicas significativas na regido, principalmente em criacdes de
subsisténcia. Muitas patologias sdo de cardter infeccioso e o seu surgimento estd relacionado
diretamente a falhas de manejo nutricional e sanitdrio.

Sugere-se que outros trabalhos sejam realizados, principalmente de forma mais
abrangente, com o intuito de determinar as patologias que ocorrem em suinos nas diferentes
regides do Nordeste brasileiro, para que sejam sugeridas medidas basicas de controle e
prevengdo de infec¢des na suinocultura de subsisténcia, minimizando as perdas econdmicas

significativas para os pequenos produtores.
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