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s0, Av. Fernando Correia da Costa s/n, Cuiaba, MT 78060-900, Brazil E-mail: valdutra@cpd.ufmt.br

In this study, 115 samples of articular and peri-articular liquid from swine with clinical
suspected disease were collected from farrow (30.43%), nursery (44.35%) and growing-finishing
(25.22%) phases of Intensive Pig Production Systems (IPPSs) for microbiological and molecular
evaluation. A total of 57 (49.5%) samples was positive for at least one test. In bacterial isolation,
39.13% were positive, with highest frequency of Streptococcus spp. (19.72%), Arcanobacterium
pyogenes (18.13%) and Escherichia coli (12.68%), and in some cases the fungus Candida sp.
(2.6%). In the polymerase chain reaction test, 20% of the samples were positive mostly for Myco-
plasma hyosinoviae (34.09%), Erysipelotrix tonsilarum (20.45%) and Haemophilus parasuis
(15.90%). Almost all microorganisms were distributed over every growth phase, with a higher
percentage of cases in the growing-finishing phase (69%). Streptococcus spp. were the principal
microorganisms detected and were frequent in all phases. M. hyosinoviae was predomiant in the
nursery phase. In the growing-finishing phase, A. pyogenes, H. parasuis and E. tonsilarum were
predominant. About half of the cases were negative, what probably indicates degenerative pro-
cesses like osteochondrosis; however articular and peri-articular infections still represent great
economic losses with more or less impact depending on the growing phase of the pigs. Articular
and peri-articular infectious problems were found in all herds analyzed. M. hyosinoviae mainly in

nursery phase, however associated with degenerative processes, could not be excluded.

INDEX TERMS: Arthritis, synovial fluid, bacteria, fungi, bacterial isolation, PCR.

RESUMO.- No presente estudo coletaram-se 115 amostras de
liquido articular e peri-articular de suinos com suspeita clinica
de doenca articular oriundos de maternidade (30,43%), creche
(44,35%) e crescimento/terminacdo (25,22%) de Sistemas
Intensivos de Produgdo de Suinos (SIPs) para avaliagdo mi-
crobiolégica e molecular. Observaram-se 57 (49,5%) amostras
positivas em pelo menos uma das técnicas. No isolamento
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microbiano, 39,13% das amostras foram positivas, sendo
Streptococcus spp. (19,72%), Arcabobacterium pyogenes
(18,13%) e Escherichia coli (12,68%) os mais frequentes, ha-
vendo também a presenca de Candida sp. (2,6%). Na técnica
de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), em 20% das amos-
tras foram detectados microrganismos com uma maior ocor-
réncia de Mycoplasma hyosinoviae (34,09%), Erysipelotrix
tonsilarum (20,45%) e Haemophilus parasuis (15,90%). Os mi-
crorganismos mais frequentemente isolados em animais com
artrite, apresentaram distribuicdo em todas as faixas etdrias,
entretanto a fase de crescimento/terminagao apresentou mai-
or percentual (69%) de amostras positivas. Streptococcus spp.
ocorreu em todas as fases sendo o microrganismo mais detec-
tado. M. hyosinoviae foi observado principalmente em animais
de creche. Na fase de crescimento/terminacao as bactérias pre-
dominantes foram A. pyogenes, H. parasuis e E. tonsilarum.
Aproximadamente metade dos casos foi negativo o que indica
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a provavel ocorréncia de processos degenerativos como a
osteocondrose, embora a participacdo de infecgdes articula-
res e peri-articulares possam representar grandes perdas com
menor ou maior impacto dependendo da fase de criagdo. Pro-
blemas articulares e/ou peri-articulares de origem infecciosas
foram encontrados em todas as propriedades estudadas. O prin-
cipal agente foi M. hyosynoviae, principalmente na creche, po-
rém nao se pode descartar o envolvimento de problemas
degenerativos em associagao.

TERMOS DE INDEXACAO: Artrite, liquido sinovial, bactéria, fungo,
isolamento bacteriano, PCR.

INTRODUCAO

A tecnificacdo da suinocultura melhorou a produtividade e,
consequentemente, acarretou problemas ao aparelho loco-
motor dos animais. As enfermidades locomotoras causam sig-
nificativas perdas econémicas em Sistemas Intensivos de Pro-
ducdo de Suinos (SIPS) resultantes da sobrecarga de trabalho
devido a manipulagio fisica dos suinos, custos de tratamento
médico e reduzida produtividade (Jensen et al 2006). Kirk et
al. (2005) observaram 72% de perdas por doencas relacio-
nadas ao aparelho locomotor de suinos, justificando a reali-
zagdo de estudos etioldgicos e patologicos dessa enfermida-
de, devido a escassez de dados na literatura.

Essas lesdes acarretam o aparecimento de locais doloro-
sos com consequente claudicacdo, afetando, principalmente,
os cascos, musculos, articulagdes e ossos (Lopez etal. 1997),
tendo como principais doengas a osteocondrose, osteocon-
drite dissecante, artrite, osteomielite e sinovite (doencas ar-
ticulares), bursite e miosite (doencgas peri-articulares) e as
lesbes de cascos (Sobestiansky & Barcellos 2007, Thompson
2008).

0 estudo dessas lesdes deve incluir o exame e a monitoria
clinica do rebanho para a caracterizacdo e quantificacdo do
problema locomotor em SIPS. Posteriormente devem ser re-
alizados exames laboratoriais para estabelecer o diagnéstico
etiolégico e as medidas de tratamento e/ou controle (Dewey
& Straw 2006, Sobestiansky & Barcellos 2007).

O objetivo desse trabalho foi identificar os micro-orga-
nismos presentes em amostras de liquido articular e peri-ar-
ticular de suinos oriundos de maternidade (30,43%), creche

(44,35%) e crescimento/terminagio (25,22%) com sinais
clinicos de aumento de volume na regido articular e/ou
claudica¢do em granjas no Estado do Mato Grosso.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras. Foram coletadas amostras de liquido arti-
cular e peri-articular, inclusive contetido de abscessos e flegmdes
de 115 suinos, sendo 35 (30,43%) oriundas de maternidade (0-21
dias), 51 (44,35%) de creche (22-65 dias) e 29 (25,22%) de cres-
cimento/terminacdo (66 dias ao abate), no periodo de Junho de
2007 a Dezembro de 2008. Foram acompanhados nove Sistemas
Intensivos de Produgdo de Suinos (SIPS), todos com ciclo completo
e com diferentes niveis sanitirios. Em cada SIPS foi realizado exa-
me e monitoria clinica do rebanho para a caracterizacdo da pre-
senca de lesdes articulares e peri-articulares de acordo com a me-
todologia descrita por Thompson (2008) e Sobestiansky & Barcellos
(2007), tendo como critério o aumento de volume articular e/ou
claudicacio, sendo classificados de acordo com o nimero de mem-
bros afetados: um membro ou mais de um membro.

A puncio do liquido foi realizada com auxilio de agulha e serin-
ga estéreis com prévia limpeza e desinfecc¢do local com alcool iodado.
Para a coleta de liquido articular foi realizada a pungio do espago
intra-articular. Para o liquido peri-articular foi realizado um prévio
exame fisico através de palpacdo e identificagio de areas de flutuacdo
para a realizagdo da puncdo e coleta do contetdo que variou de
liquido, semi-sdlido a sélido.

As amostras foram aliquotadas em microtubos estéreis e pos-
teriormente acondicionadas em caixas isotérmicas refrigeradas e
enviadas ao laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular Vete-
rinaria da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT).

Avaliacao microbiolégica. Para o cultivo microbiolégico fo-
ram realizadas semeaduras nos meios Agar Sangue desfibrinado
de ovino a 7%, Agar McConkey e Agar Sabouraud incubados a 37°C
em aerobiose e realizando-se leituras em 24, 48 e 72 horas. Nos
casos de crescimento positivos, a identificagdo dos micro-organis-
mos foi realizada de acordo com as caracteristicas morfologicas,
tintoriais e bioquimicas (Quinn et al1994).

Avaliacdo molecular. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
foi realizada para identificacdo de organismos de dificil isolamento
(Erysipelothrix rhusiopathiae, Mycoplasma hyosinoviae,
Haemophilus parasuis e Brucella sp.) e para tipificagdo de Strepto-
coccus suis tipo 2.

Extracdo de DNA. A extracdo de DNA foi realizada conforme o
protocolo de Boom et al (1990) modificado, utilizando altas con-
centragdes de Isotiocianato de Guanidina. A concentracdo de DNA

Quadro 1. Micro-organismos testados e condi¢des da reagcao de PCR

Microrganismo Oligonucletideos 5'—3" oc* pb** Referéncia
Streptococcus suis (rDNA) CAGTATTTACCGCATGGTAGATAT 60 294 Chatellier et al. 1998
GTAAGATACCGTCAAGTGAGAA
Streptococcus suis tipo 11 (cpsj2) GTTGAGTCCTTATACACCTGTT 60 459 Marois et al. 2004

CAGAAAATTCATATTGTCCACC

Erysipelothrix tonsilarum

AGATGCCCATAGAAACTGGTA 52 710

Yamazaki, 2006

CTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCG

Erysipelothrix rhusiopathiae

ATCGATAAAGTGTTATTGGTGG 58 2210

Yamazaki, 2006

CGAGTGTGAATCCGTCGTCTC

Mycoplasma hyosynoviae
Haemophillus parasuis

CCTGGCTTCGTC
Brucella spp

CAGTTGAGGAAATGCAACTG 54 398
TAGCTGCGTCAGTGATTGG
TATCGRGAGATGAAAGAC
GTAATGTCTAAGGACTAG

TCGAGCGCCCGCAAGGGG

Ahrens et al. 1996

53 1090 Angen et al. 2007

60 905 Romero et al,1995

AACCATAGTGTCTCCACTAA

* °C = Graus Celsius; ** pb = Pares de bases.
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e a sua integridade foram avaliadas por eletroforese em gel de
agarose.

Reacido em Cadeia da Polimerase. O Quadro 1 apresenta os
micro-organismos testados e as condi¢des das reagdes de PCR uti-
lizadas neste estudo.

Analise estatistica. Dados relacionados com a presenca da in-
feccdo nas diferentes fases de producdo e ao sexo foram utilizados
para a analise estatistica. Inicialmente realizou-se analise descriti-
va pelas tabelas de frequéncia. Foi calculada a medida de associagdo
entre as variaveis com o teste de Qui-Quadrado (?), corrigido por
Yate's e exato de Fisher. Assumiu-se como associagdo significativa
para niveis descritivos de probabilidade 5%. O programa estatisti-
co utilizado foi o GraphPad InStat para Windows.

RESULTADOS

Dos 115 suinos com suspeita clinica, 57 (49,5%) apresenta-
ram resultados positivos em pelo menos um dos testes e 58
(50,5%) foram negativos. Das 45 (39,13%) amostras positi-
vas no exame microbiologico, 29 (64,44%) apresentaram
apenas uma espécie de micro-organismo, 8 amostras
(17,78%), 2 espécies, 6 amostras (13,33%), 3 espécies e ape-
nas 2 amostras (4,45%), 4 espécies.

Quadro 2. Microrganismos isolados de suinos
portadores lesdes articulares e peri-articulares
no estado de Mato Grosso, de junho 2007 a
dezembro 2008

Microrganismos Isolados (%)

Streptococcus spp. 14 (19,72)
Arcanobacterium pyogenes 13 (18,13)
Escherichia coli 9 (12,68)
Staphylococcus aureus 8 (11,27)
Staphylococcus intermedius 7 (9,86)
Enterobacter sp. 5(7,04)
Citrobacter sp. 5(7,04)
Acinetobacter sp. 4 (5,63)
Candida sp. 3 (4,22)
Staphylococcus hycus 2 (2,82)
Proteus sp. 1(1,41)
Total 71 (100)

Quadro 3. Frequéncia de agentes infecciosos
detectados pela técnica de PCR em liquidos de
suinos portadores lesdes articulares e peri-
articulares no estado de Mato Grosso, de
junho 2007 a dezembro 2008

Microrganismos Numero (%)

Mycoplasma hyosinoviae 15 (34,09)
Erysipelothrix tonsilarum 9 (20,45)
Streptococcus suis 7 (15,90)
Streptococcus suis Tipo 2 5 (11,36)
Haemophilus parasuis 7 (15,90)
Erysipelothrix rhusiopathiae 1(2,3)
Brucella sp. 0(0)
Total 44 (100)

No total foram identificados 71 micro-organismos, sendo
os mais frequentes Streptococcus spp., Arcanobacterium
pyogenes, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, havendo
também a presenca de Candida sp. conforme descrito no Qua-
dro 2.

Nas mesmas amostras submetidas ao isolamento foi rea-
lizada a técnica de PCR, obtendo-se 23 (20%) amostras posi-

tivas para pelo menos um micro-organismo e 92 (80%) ne-
gativas para todos os agentes testados. Das 23 amostras po-
sitivas, 13 (56,22%) apresentaram apenas uma espécie, 7
amostras (30,43%) com 2 espécies e 3 (4,45%) amostras
com 3, 4 e 5 espécies cada.

Dentre os 4 micro-organismos encontrados, o de maior fre-
quéncia foi Mycoplasma hyosynoviae (34,09%), seguido de Ery-
sipelothrix tonsillarum (20,45%), Streptococcus suis (15,9%),
Haemophilus parasuis (15,9%), Streptococcus suis tipo 2
(11,36%) e Erysipelothrix rhusiopathiae (2,3%). (Quadro 3).

Das 115 amostras testadas tanto para isolamento micro-
biano quanto para PCR, 35 (30,43%) eram oriundas de Ma-
ternidade, 51 (44,35%) de Creche e 29 (25,22%) de Cresci-
mento/Terminagdo. A distribuicao de animais positivos em
diferentes fases de crescimento foram 44%, 41,2% e 75,9%
na maternidade, creche e Crescimento/Terminacao, respec-
tivamente, sendo esta diferenca significativa quando compa-
rada com a fase de Crescimento/Terminacao e as outras duas
fases (p<0,001). Na maternidade foi observada uma maior
ocorréncia de Streptococcus spp., S. intermedius e S. aureus.
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Fig.1. Distribuicdo de microrganismos em diferentes fases de cres-
cimento de suinos com sinais clinicos de problemas articulares
e peri-articulares no Estado de Mato Grosso, de junho 2007 a
dezembro 2008.
Mat = maternidade; Cre = creche; CT = crescimento e termina-
¢do; Sta = S. aureus; Erh = E. rhusiopathiae, Cit = Citrobacter sp.;
Shy = S. hycus; Mhy = M. hysinoviae; Ent = Enterobacter sp.; Sin
= S. intermedius; Eto = E. tonsilarum; Eco = E. coli; Hps = H.
parasuis; Arc = A. pyogenes; Str = Streptococcus spp.; Str spp.*=
Streptococcus spp.; Str 2* = Streptococcus suis Tipo 2 ; Can =
Candida sp.; Aci = Acinetobacter sp.; Pro = Proteus sp.; * Diag-
nostico por PCR.

Na creche, os mais prevalentes foram M. hysinoviae, Strepto-
coccus spp., A. pyogenes e S. aureus. Na fase de Crescimento/
Terminac¢do observaram-se Streptococcus spp., A. pyogenes,
H. parasuis, E. coli e E. tonsilarum (Fig.1).

As amostras também foram analisadas quanto ao sexo e
constatou-se uma maior frequéncia em fémeas, totalizando
22 (50%) amostras positivas e nos machos 34 (47,8%), po-
rém esta diferenca ndo foi significativa.

DISCUSSAO

A frequéncia de animais positivos para infec¢des foi alta
(49,5%) quando comparada com outros estudos realizados.
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Johnston etal. (1987) e Hariharan etal (1992) obtiveram 37%
e 38% de amostras positivas no isolamento, respectivamente,
em animais suspeitos de lesoes articulares. Martinez et al
(2007), entretanto, realizaram avaliagdes microbiologicas em
48 suinos “refugados” com lesdes de abscessos, osteomielite e
artrite. Os autores relataram sete animais com suspeita de ar-
trite, das quais 6 (85,75%) foram positivas ao isolamento, sen-
do esse resultado superior aos encontrados no presente estu-
do, porém o numero pequeno de amostras e animais de
abatedouro com artrite pode ter influenciado o resultado.

Streptococcus spp. foram os microrganismos mais encon-
trados em lesdes articulares neste estudo. Hariharan et al
(1992), encontraram 40% de bactérias piogénicas inclusive
Streptococcus suis. Streptococcus é capaz de causar uma varie-
dade de condigbes supurativas, tanto primarias como secun-
darias (Coetzer & Tustin 2004), estando associado as doencas
em suinos como meningites, artrites, pericardites, septicemia,
pneumonia e morte subita (Staats etal 1997, Marois et al.2007).

Mycoplasma hyosynoviae foi detectado na maternidade,
creche e terminagdo. A maior frequéncia ocorreu na fase de
creche. Wallgren (2007) cita que esta bactéria geralmente é
encontrada na fase de terminagao, entretanto, neste estudo, o
agente foi detectado também na maternidade, sugerindo que
o animal pode albergar o agente antes mesmo de completar
trés semanas de vida, pois sua presenca foi maior na fase de
creche.

Arcanobacterium pyogenes foi o segundo micro-organis-
mo com maior frequéncia na fase de crescimento/termina-
¢do. Martinez et al. (2007), obtiveram como principal espé-
cie bacteriana isolada, o Arcanobacterium pyogenes em 75%
dos casos, resultado maior ao encontrado neste estudo. A.
pyogenes é um patdgeno oportunista, de importancia econ6-
mica nas criagdes, por ser responsavel pelo aparecimento de
diversas doencas, estando associado as infec¢des piogénicas
envolvendo pele, articulagcdes e visceras (Jost et al. 2004, Jost
& Billington 2005).

Escherichia coli foi encontrada em nove (12,68%) dos 71
isolados analisados. As cepas que possuem fatores de viru-
léncia podem causar sinais clinicos de diarréia, septicemia e
infecgbes urinadrias em suinos, mas a maioria das cepas de
Escherichia coli presentes no trato gastrintestinal ndo sio pa-
togénicas (Nataro & Kapper 1998). Isso demonstra que a pre-
sencga de E. coli e outras enterobactérias estio diretamente
relacionadas as praticas de limpeza e higiene das instalagdes.
Morés et al. (2003) afirmam que estas acdes visam reduzir a
carga de contaminacgdo bacteriana o que diminui as chances
da ocorréncia de doengas.

Em relagdo a Candida spp., dos 71 micro-organismos isola-
dos, trés (4,22%) foram pertencentes a esse género. Até o pre-
sente, nao foi encontrado nenhum relato de infeccdo por Cén-
dida spp. em lesdes articulares e peri-articulares em suinos.
Casos de artrite séptica causados por Candida spp. em huma-
nos tém sido descritos com frequéncia, sendo as principais vias
de infecgdo, a disseminagdo hematogénica, a inoculagio dire-
ta por traumas, cirurgias ou inje¢des intrarticulares, inclusive
em individuos sadios (Bayer & Guze 1978). Isso tende a ocor-
rer principalmente em individuos imunocomprometidos tra-
tados com antibiéticos de largo espectro (Miller & Mejicano
2001), podendo levar a supressdo da microbiota bacteriana,
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principalmente no trato gastrointestinal, permitindo a prolife-
racdo de patbgenos oportunistas (Silveira et al 1993). Infec-
¢des por Candida em animais estio associadas as contamina-
¢Oes, sobretudo de fezes. Essa levedura é um comensal do trato
digestivo dos animais domésticos e silvestres, incluindo alguns
passaros que poderiam atuar como reservatorio do género
(Sidrim & Rocha 2004).

A baixa frequéncia da Erysipelothrix rhusiopathiae justi-
fica-se pelo fato de que animais com idade de dois meses a1
ano sdo mais suscetiveis (Thompson 2007) e os leitdes de
maternidade sdo mais resistentes, pois adquirem imunidade
através do colostro (Sobestiansky et al. 1999). Outro fator
seria que a maioria das vacinas comercias sdo produzidas a
partir de bacterinas de amostras inativadas do sorotipo 2
(Timoney & Groschup 1993) e, ao serem cultivadas em cal-
dos enriquecidos produzem fatores imunogénicos capazes de
conferir protecdo contra a maioria dos sorotipos de E.
rhusiopathiae (Wood 2006). Das nove propriedades visita-
das, apenas duas ndo utilizavam a vacina contra Erysipelo-
thrix rhusiopathiae.

No presente estudo o maior nimero de amostras negati-
vas no isolamento e PCR sugerem um problema nao infecci-
0so0 podendo estar associado a osteocondrose, osteocondrite
dissecante, artrite (lesdes articulares), bursite e miosite (le-
sbes peri-articulares). Thompson (2007) relataram que boa
parte da etiologia das lesdes articulares e peri-articulares in-
cluem fatores ambientais e geralmente sdo estéreis.

Novos estudos, no entanto vem investigando o papel de
micro-organismos como Bacillus niacini, Paenibacillus
humicus, Diaphorobacter sp. Esses agentes tem sido detecta-
dos em artrites humanas através do sequenciamento do gene
16s rDNA porém com participagdo no desenvolvimento de
lesdes ainda obscuro (Siala et al. 2009).

A diminuicdo da ocorréncia desses problemas esta dire-
tamente relacionada ao tipo de manejo como limpeza dos
dejetos, tipo de piso, densidade populacional e a castragio.
Sobestiansky et al. (1999) observaram que o indice elevado
de lesdes de origem infecciosa pode estar associado ao tipo de
manejo de granjas que, em casos de aumento de volume arti-
cular e/ou peri-articular, perfuravam a regido para a drena-
gem de liquidos, principalmente na creche, culminando no
agravamento das lesoes.

CONCLUSAO

Problemas articulares e/ou peri-articulares de origem infec-
ciosas foram encontrados em todas as propriedades analisa-
das, com diferentes perfis de detec¢ao dos micro-organismos
dependendo da fase de criacdo. Mesmo com elevado indice de
agentes infecciosos nas amostras ndo se podem descartar os
problemas degenerativos em associacgdo, por se tratar de ani-
mais geneticamente melhorados.
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