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RESUMO

AVALIACAO A CAMPO DA VACINA ENTERISOL® ILEITIS ATRAVES DE
PARAMETROS ZOOTECNICOS E SANITARIOS EM SUINOS NAS FASES DE
CRESCIMENTO E TERMINAGAO.

Autor: Ricardo Luis Pierozan
Orientador: Prof. David Emilio Santos Neves de Barcellos
Co-orientadores: Prof®. Mari Lourdes Bernardi

Prof. Roberto Mauricio Carvalho Guedes

Entre as causas de diarréia em suinos de crescimento e terminacédo, a infec¢do por L.
intracellularis € uma das mais relevantes e € uma das principais justificativas para o0 uso
excessivo de antimicrobianos na ragéo. O presente experimento visou a avaliar uma
alternativa ao uso de medicamentos para o controle da infeccdo pela L. intracellularis, a
vacinacgdo. O teste foi realizado com uma vacina avirulenta ja licenciada para uso em
outros paises (Enterisol® lleitis) e que em avaliacdes realizadas em diversos paises
mostrou resultados, em sua maior parte, favoraveis. O experimento foi conduzido em
uma empresa integradora, localizada no Estado de Santa Catarina entre os meses de
Maio a Dezembro de 2004. Para tal foram usados 54.030 animais submetidos a quatro
tratamentos, em delineamento fatorial 2 x 2, sendo avaliado o efeito de dois fatores: a
administragdo ou ndo da vacina e o fornecimento de ragdo com antimicrobianos de
forma continua ou descontinua, durante os periodos de crescimento e terminagdo. O
namero de lotes que fizeram parte do experimento foi 128 (32 em cada tratamento) e o
lote foi considerado como unidade experimental. A vacina foi administrada na agua de
bebida entre as semanas 3 e 4 de alojamento. Houve efeito da vacinagdo na conversdo
alimentar (P<0,05), a qual foi melhor nos animais vacinados. Além disso, ocorreu uma
tendéncia (P=0,079) dos animais vacinados em apresentar menor coeficiente de
variagdo no peso da carcaca quente. Os animais que receberam medicacdo com
antimicrobianos de forma descontinua tenderam a ganhar menos peso (P=0,078) do que
0s animais que receberam racdo com antimicrobianos de forma continua. O coeficiente
de variagdo de peso da carcaga quente foi menor (P<0,05) nos animais que receberam
racdo de forma descontinua com antimicrobianos em comparacdo aos que receberam
ragdo com antimicrobianos de forma continua. Ocorreram poucos diagnosticos da
presenca do agente em lotes com e sem diarréia durante o experimento. E possivel que o
periodo experimental tenha havido baixa circulacdo do agente e que os efeitos
favoraveis na conversdo alimentar reflitam um controle da forma sub-clinica da
infeccdo.

Palavras-chave: L. intracellularis, vacina, enteropatia proliferativa suina, EPS.



ABSTRACT

Field evaluation of the vaccine Enterisol®lleitis assessing production and health
characteristics in growing and finshing pigs

Author: Ricardo Luis Pierozan
Supervisor: Prof. David Emilio Santos Neves de Barcellos
Co-supervisors: Prof. Mari Lourdes Bernardi

Prof. Roberto Mauricio Carvalho Guedes

Among the causes of diarrhea in growing and finishing pigs, L. cellularis infection is
one of the most significant etiologies and is a common justification for the excessive use
of antibiotics as feed additives. The present work assessed an avirulent live vaccine
licensed for use in several countries (Enterisol® lleitis) that in former evaluations
presented mostly positive results. The experiment was carried out in an Integration
System located in the State of Santa Catarina, Brazil, from May to December - 2004.
Fifty four thousand and thirty pigs were allocated into four treatments, using a 2X2
factorial. The effect of two factors were assessed: the use or not of vaccine and the use
of continuous or pulse feed medication, during growing and finishing ages. One
hundred and thirty eight groups of pigs were allocated in the four treatments (32 in
each) and the lot was considered as the experimental unit. The vaccine was
administered in the water, 3 to 4 weeks after housing in the growing facilities. There
was effect of the vaccine in feed conversion rate (P<0.05), better in the vaccinated
groups. Moreover, there was a tendency (P=0.079) of vaccinated animals to present
lower variability of carcass weight at slaughter. The groups receiving pulse feed
medication tended to get a better weight gain (P=0.078) than pigs receiving continuous
feed medication. The carcass weight variability at slaughter was significantly lower
(p<0.05) in groups receiving continuous feed medication when compared with pigs
receiving antibiotics in pulses. There were few diagnosis of the presence of the agent in
groups with and without diarrhea during the experiment. It is possible that the positive
effect in feed conversion rate reflected the control of sub-clinical infections.

Key-words: L. intracellularis, vaccine, swine proliferative enteropathy, ileitis.
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1 INTRODUCAO

As diarréias sdo manifestacbes de um quadro patolégico que causam
significativos prejuizos a suinocultura, ndo apenas pela morte de animais, mas,
especialmente, por intervir negativamente em seu crescimento e conversdo alimentar, e
aumentar custos de producdo decorrentes de manejo diferenciados e nas medicagdes
(BARCELLOS, BOROWSKI, 2001).

A Enteropatia Proliferativa Suina (EPS), também conhecida como ileite, € uma
doenca comum no mundo todo, que afeta suinos mantidos em diferentes condicGes de
manejo. Pode ser observada em rebanhos de diversos estados sanitarios, nas formas
aguda ou cronica. Em suinos entre 6 e 16 semanas de idade, a forma crénica da doenca
evidencia-se principalmente através da reducdo da taxa de crescimento. Leitdes mais
velhos, acometidos pela forma aguda, apresentam diarréia sanguinolenta, seguida de
morte subita (McORIST, GEBHART, 1999). O agente etiologico da EPS é uma bactéria
intracelular obrigatoria denominada Lawsonia (L.) intracellularis (McORIST et al.,
1995a). A EPS € caracterizada pelo espessamento da mucosa intestinal causada pela
proliferacdo de enterdcitos das criptas infectados pela L. intracellularis (GUEDES,
2003).

Na década de 70 Rowland, Lawson e Maxwell (1973) conseguiram associar as
lesGes dos enterdcitos hiperplasicos com a presenca de um microorganismo intracelular
que se encontrava na porcao citoplasmatica apical destes enterocitos. Somente em 1993
foi possivel isolar e manter in vitro a bactéria causadora dessa lesdo (LAWSON et al.,
1993). No mesmo ano, McOrist et al. (1993), usando cultura pura, conseguiram
reproduzir a doenca e reisolar a bactéria. O nome definitivo do agente ficou sendo
Lawsonia intracellularis, classificado dentro da familia Desulfovibriaceae (McORIST
et al., 1995a).

A infeccdo dos suinos ocorre por via oro-fecal. Dessa forma, a eliminacao da L.
intracellularis nas fezes é um dos aspectos mais relevantes a patogenia da EPS. A
bactéria é eliminada em grande quantidade e por um longo periodo nas fezes de animais
infectados, resiste por certo tempo no meio ambiente e ndo necessita de uma dose
infectante muito alta (GUEDES, 2002).

A EPS esta presente em praticamente todos os paises em que a suinocultura
representa uma atividade economicamente significativa. Nos paises da Ameérica do
Norte, o percentual médio de prevaléncia de EPS em propriedades produtoras de suinos

é de 96%, no continente Europeu entre 57 e 100%, em paises da Asia acima de 86% e
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em alguns paises da América do Sul acima de 68%. No Brasil, a infecgdo esta
presente em aproximadamente 96% das granjas e em cerca de 22% dos suinos
(McORIST, BARCELLOS, WILSON, 2003).

Os principais prejuizos da EPS, na sua forma crénica, se relacionam com atraso
de crescimento, piora da conversdo alimentar, gastos com medicacdo e maior
variabilidade de peso da carcaca dos animais no abate. Na sua forma aguda, pela
hemorragia intestinal, além dos problemas anteriormente citados pode ocorrer a morte
dos animais afetados (BARCELLOS, BOROWSKI, 2001). Lawson e McOrist (1993)
estimaram um custo anual na Australia de US$ 20 por matriz. Em outro trabalho,
Winkelman e Dee (1996) relatam que nos Estados Unidos a perda poderia chegar a 20
milhGes de dolares anuais. As perdas financeiras também foram estimadas por McOrist
e Gebhart (1999) para os Estados Unidos da América. Considerando o tempo a mais de
alojamento necessario para o abate, ragdo extra em decorréncia da piora da conversao
alimentar e mortalidades de animais, as perdas variaram entre 5 e 10 US$ por animal
terminado, especialmente nos casos de alta prevaléncia.

Segundo Guedes (2003), as lesdes macroscépicas mais comuns da EPS aguda se
caracterizam pelo espessamento da parede intestinal do ileo, edema e congestdo do
mesentério, rugosidade da mucosa com pregas espessas e conteudo fibrino-hemorragico
com coagulos no lumen intestinal. J& para a forma cronica da EPS, os animais
severamente afetados apresentam edema no mesentério proximo a insercdo com a alga
intestinal afetada. A parede intestinal encontra-se espessada e a mucosa com pregas bem
evidentes.

A observacao clinica, considerando a consisténcia das fezes, atitude e condicao
corporal dos animais afetados e coleta de fezes para realizagéo de testes de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), sdo passos importantes para o processo de diagnostico em
animais em crescimento e terminacdo (GUEDES, 2002). O mesmo autor cita que outras
técnicas sdo igualmente utilizadas e importantes para a confirmacdo do diagnostico,
como por exemplo, necropsia, exames histopatologicos, imuno-histoquimica e
sorologia. Em fungdo da impossibilidade de propagar a L. intracellularis em meios
artificiais de cultivo bacterioldgico, o isolamento ndo € considerado uma técnica de
diagnostico valida.

Historicamente, a prevengéo, controle e tratamento da EPS tém se baseado no
uso continuo de antimicrobianos nas racoes e na correcao de fatores de risco associados.

Varios principios ativos tém sido utilizados para controlar a EPS em nosso meio
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criatdrio. Entre outros, podem ser citados a tilosina, tiamulina, clortetraciclina,
oxitetraciclina, doxiciclina e lincomicina. O uso persistente de antimicrobianos via
racdo tem sido criticado pelo risco do surgimento de residuos ou da inducdo de
resisténcia antimicrobiana nas bactérias intestinais dos animais que sdo submetidos a tal
tipo de medicacdo massal.

Recentemente, 0 desenvolvimento de uma vacina viva avirulenta (Enterisol®
lleitis — Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc. — Estados Unidos da América) tem
oferecido uma alternativa a medicagdo continua via ragdo (KOLB, MICHELS, 2002).
Segundo Khnittel et al (2000), a vacina usada sozinha ou em combinagdo com medicagao
estratégica pode reduzir ou mesmo eliminar o uso de medicacao injetavel ou na racao,
enguanto estiver promovendo um grau de imunidade. A vacina é fornecida aos animais
via dgua de beber, em um periodo minimo de cinco a seis semanas antes de haver
conversdo soroldgica para a L. intracellularis (WALTER et al., 2004). Os mesmos
autores citam que nao devera haver antimicrobianos na racao fornecida aos animais, por
um periodo de trés dias antes e trés dias apos a administracdo da vacina, bem como a
auséncia de cloro na agua de beber pelo mesmo periodo. Estudos de campo, usando a
vacina Enterisol® lleitis, demonstraram uma melhoria na conversao alimentar, no ganho
de peso diario e uma diminuicao da mortalidade (SICK, HAYES, KOLB, 2002a).

O presente trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito da vacina Enterisol®
lleitis, para o controle da Enteropatia Proliferativa Suina, através da medida de
parametros zootécnicos como conversao alimentar e ganho de peso diéario. Além desses,
foram consideradas variaveis sanitarias como mortalidade, terapia de lote, consisténcia

das fezes, ocorréncia de diarréia e coeficiente de variabilidade do peso de carcacas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Etiologia

O agente priméario da Enteropatia Proliferativa Suina é uma bactéria intracelular
obrigatoria denominada de Lawsonia intracellularis, bacilo gram-negativo em forma de
virgula que cresce especificamente em células epiteliais intestinais, possui flagelo
unipolar Unico e é microaerofilica (McORIST, GEBHART, 1999).

Utilizando técnicas de imunofluorescéncia e microscopia eletrobnica Rowland,
Lawson e Maxwell (1973) verificaram a presenca de um microorganismo
irregularmente curvo no interior de células de criptas intestinas proliferadas. No ano de
1974, do citoplasma de células dessas areas, foi isolada uma bactéria denominada
Campylobacter sputorum subsp. mucosalis (LAWSON, ROWLAND, 1974).

No periodo compreendido entre esses estudos pioneiros da doenca e a primeira
metade da década de 80, acreditava-se que uma ou mais espécies do género
Campylobacter fosse ou fossem o0s agentes responsaveis pela doenca nos suinos. Na
literatura havia uma certa confusdo a respeito da identidade dos microorganismos
envolvidos na enfermidade. Com o uso de técnicas imuno-histoquimicas, havia a
sugestdo de que os agentes intracelulares observados em todas as formas da doenca
fossem similares, se ndo idénticos, aos Campylobacter sp. (McORIST et al., 1995b).
Através de métodos imunoldgicos, McOrist et al. (1987) demonstraram que 0S
microorganismos encontrados no interior das células infectadas eram diferentes dos
Campylobacter sp. cultivados até entdo, a partir de materiais coletados de suinos
afetados. Além disso, Lawson (1991) foi incapaz de reproduzir a EPS usando como
indculo cepas de Campylobacter sp. No mesmo estudo, o autor ndo conseguiu isolar as
bactérias encontradas no interior das células dos tecidos infectados.

O isolamento e manutencdo in vitro da bactéria causadora da EPS foram
realizados somente em 1993, utilizando um cultivo celular de linhagem de enterdcito de
rato (LAWSON et al., 1993). Leitbes inoculados por via oral com cultivos celulares
infectados desenvolveram leve espessamento das placas de Peyer no ileo 22 dias apos a
inoculacdo. No mesmo ano, usando culturas puras, McOrist et al. (1993) observaram
microscopicamente hiperplasia marcada das células epiteliais das criptas do ileo, com
presenca de numerosas bactérias curvas dentro do citoplasma apical das células,

sugerindo que a bactéria que infectava o cultivo celular era a causadora da EPS.



15

A identidade do microorganismo intracelular foi determinada usando
uma técnica conhecida como filogenia da sequéncia do RNA ribossomico 16S
(McORIST et al. 1995a). Apo6s a purificacdo do DNA, foi utilizada a técnica de reacédo
em cadeia de polimerase (PCR) para amplificar o DNA codificador do RNA
ribossdbmico 16S. Os mesmos autores compararam o produto obtido na PCR com
sequéncias de espécies de Campylobacter e de outros microorganismos, demonstrando
ndo haver similaridade filogenética com Campylobacter sp. Havia 91% de similaridade
com um microorganismo nao relacionado aos anteriormente isolados de suinos, o
Desulfovibrio desulfuricans. A partir dai, a nova bactéria foi classificada na familia
Desulfovibriaceae. O nome definitivo ficou sendo Lawsonia intracelullaris, em
homenagem a um pesquisador escocés envolvido nas pesquisas pioneiras sobre a EPS, o
Dr. Gordon Lawson ((McORIST et al. 1995a).

Por se tratar de uma bactéria intracelular obrigatoria, necessitava de cultivos
celulares contendo células em multiplicacdo e requeria niveis de gases similares aos
encontrados no intestino. O microorganismo é de dificil isolamento, existindo no mundo
somente cerca de 13 isolados de L. intracellularis e quatro laboratérios em condicfes de
cultiva-lo (GUEDES, 2003).

2.2 Epidemiologia

A intensificacdo da producdo de suinos tem aumentado a prevaléncia e
severidade da infeccdo pela L. intracellularis. A doenca € endémica, mas nem sempre se
apresenta clinicamente visivel. Racas brancas hibridas manifestam mais a Enteropatia
Proliferativa do que cruzamentos com a raca Duroc. Os suinos se infectam
precocemente ou tardiamente, dependendo do tipo de criacdo. A infecgdo tardia é mais
comum em leitbes criados em sistemas de producdo, que no desmame, transferem os
animais para outras unidades, onde serdo terminados. No caso das fémeas, a infeccdo
pode ser subclinica tornando-as portadoras e, portanto, potenciais disseminadoras da L.
intracellularis (McORIST, BARCELLOS, WILSON, 2003).

Os indices estimados de prevaléncia sorologica demonstram que a EPS é comum
em varios paises produtores de suinos, conforme descrito na Tabela 1.

No Brasil, 0s primeiros registros da presenca da Enteropatia Proliferativa Suina
foram na década de 80 (SONCINI, 1983; MORES et al., 1985; BORDIN, 1985;
PEIXOTO et al, 1988; SANTOS et al., 1988; NASCIMENTO, 1989). Mais
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recentemente, Moreno et al. (1999) analisaram fezes de suinos em Séo Paulo
utilizando a técnica de PCR no periodo de Dezembro de 1996 a Fevereiro de 1999. Foi
encontrada uma frequéncia de deteccdo para a L. intracellularis de 15% entre as
amostras analisadas. Ristow, Silva e Perez (1999) realizaram um levantamento
soroldgico para a EPS em suinos no estado de Minas Gerais e verificaram uma alta
positividade para a maioria das granjas (96,33%) e uma média de 22,10% dos animais

dessas granjas era positiva.

Tabela 1 - Estimativa da prevaléncia da enteropatia proliferativa em granjas e suinos em
diferentes paises.

Granjas analisadas Granjas positivas Suinos positivos

pars () (%) (%)
USA 405 96 60
Canada 78 95 60
México 134 97 44
Bélgica 68 81 38
Republica Tcheca 45 96 66
Dinamarca 79 94 30
Franca 356 77 35
Alemanha 79 73 27
Gré Bretanha 156 95 62
Hungria 47 89 36
Italia 67 67 31
Polbnia 54 65 31
Portugal 33 57 31
Eslovaquia 29 75 60
Espanha 96 73 38
Suécia 36 100 40
Holanda 536 84 33
Japéao 75 94 34
Coréia do Sul 35 96 54
Taiwan 25 100 71
Tailandia 24 100 38
Filipinas 45 86 42
Argentina 22 68 20
Brasil 109 96 22
Venezuela 61 91 31

Fonte: McOrist, Barcellos e Wilson (2003)
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Bane et al. (2001), através de um estudo para a identificacdo de
possiveis fatores de risco para a ocorréncia de EPS em suinos, avaliando indices
zootécnicos, demonstraram que o transporte dos leitdes para novas instalagdes, mudanca
de antibidticos na racdo e mistura de animais aumentaram o risco de novos casos.
Outros fatores também estavam positivamente correlacionados com a ocorréncia de
surtos como diferencas ou varia¢Oes bruscas de temperaturas no mesmo dia e periodos
muito quentes e Umidos. Acredita-se que esses fatores possam elevar o tempo de
sobrevivéncia da L. intracellularis fora do hospedeiro (McORIST, GEBHART, 1999).
Estes autores também citam que algumas cepas tém permanecido viaveis fora das
células do hospedeiro a 5 °C por uma a duas semanas. Ja, Collins et al. (2000a), num
experimento de infeccdo experimental com L. intracellularis, demonstraram que a
bactéria podia sobreviver a uma temperatura de 25 °C por duas semanas em temperatura
ambiente. Neste mesmo estudo, ao testar a sensibilidade da L. intracellularis frente a
seis principios ativos de desinfetantes, verificaram que os produtos a base de aménia
quaternaria e iodo-povidine apresentavam melhor atividade bactericida.

O desenvolvimento de métodos como o PCR e testes imunologicos tém
permitido mensurar a eliminagdo da L. intracellularis nas fezes dos suinos, sendo a via
feco-oral a principal via de infeccdo entre os suinos (McORIST, GEBHART, 1999).
Segundo Guedes et al. (2002a) pode ocorrer a eliminacdo da L. intracellularis nas fezes
por um periodo de até 3 meses. No mesmo estudo, os autores constataram que leitbes de
creche comegaram a eliminar a bactéria nas fezes com sete semanas de idade e que o
pico maximo de eliminagdo ocorreu entre a 132 e 16 semanas.

A infeccdo na granja geralmente ocorre da porca para o leitdo. A persisténcia da
L. intracellularis em granjas que adotaram um programa de desmame precoce sugere
que a transmissdo da bactéria pode ocorrer, nas maternidades, das fémeas para os leitdes
(McORIST, GEBHART, 1999). Para estudar a progressdao da infeccdo, Guedes e
Gebhart (2004) inocularam leites com culturas puras de L. intracellularis e realizaram
necropsia em diferentes dias apos a inoculacdo. Através da técnica da PCR, observaram
que havia eliminacéo fecal da bactéria a partir do 3° dia apds o desafio.

O inicio e duracdo da eliminacdo fecal apds o desafio com um isolado
patogénico ou com uma cepa vacinal atenuada de L. intracellularis foi determinado por
Guedes e Gebhart (2003). Nesse estudo os autores verificaram que a eliminagéo fecal da
bactéria patogénica foi inicialmente detectada em uma semana. Posteriormente, a

eliminacdo nas fezes ocorreu, de forma intermitente, até 12 semanas apés a inoculacao.
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A cepa vacinal foi eliminada nas fezes, inicialmente, duas semanas ap6s a
exposicao e, intermitentemente, até a 9% semana.

As espécies suscetiveis foram revisadas por Cooper e Gebhart, 1998. A infeccdo

foi detectada em suinos, hamster, coelho, ovelha, cavalo, raposa, furdo, cdo, primatas e

passaros (ema e avestruz).

2.3 Patogenia

A transmisséo horizontal da EPS se da pela ingestdo de fezes contaminadas com
a L. intracellularis e ndo ha estudos comprovando a transmisséo vertical (COOPER,
GEBHART, 1998). Segundo os autores, a supressao imunolégica do hospedeiro poderia
ser um fator de risco para o desenvolvimento da doenga.

Com o objetivo de estudar a progressao da infeccdo com a L. intracellularis e a
resposta imune na mucosa em suinos, Guedes e Gebhart (2004) desafiaram
experimentalmente 20 suinos com um isolado (cultura pura patogénica) e avaliaram o
desenvolvimento das lesbes macroscopicas e histologicas em diferentes dias apds o
desafio. LesGes macroscopicas e histoldgicas sugestivas de EPS estavam presentes nas
células imaturas das criptas, detectadas 11 dias apds a infeccdo. A bactéria foi
encontrada nas células epiteliais das criptas do intestino através da técnica de imuno-
histoquimica, a partir de 5 dias até 35 dias apds o desafio. Lesdes macro e
microscopicas ndo foram observadas 35 dias apds a inoculagdo. A L. intracellularis foi
encontrada também nos macrofagos dos linfonodos, provavelmente devido a drenagem
linfatica. Além disso, estava presente no Iimen das criptas epiteliais das tonsilas, mas
ndo havia proliferacdo celular evidente. Dessa forma, n&o foi caracterizado o
envolvimento das tonsilas na patogénese da infec¢do. Segundo os mesmos autores, um
achado importante foi a presenca da L. intracellularis nos enterdcitos do reto e em
varias por¢des do intestino grosso de suinos infectados. Por isso, o termo “ileite” para
caracterizar a infecgdo por L. intracellularis seria inadequado, pois as lesdes no
intestino grosso sdo frequentes.

Em estudos in vitro, McOrist et al. (1995b) demonstraram que, 10 minutos apos
a exposicao, a bactéria pode ser encontrada em contato com a membrana de células
susceptiveis a infeccdo. Uma hora ap0s a exposicdo era encontrada em vacuolos no
citoplasma e em trés horas apds a inoculacdo livre no citoplasma (multiplicacdo

celular). Até o0 momento, ndo sdo conhecidos 0s mecanismos exatos de reconhecimento
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bactéria-célula epitelial, ou seja, sdo desconhecidas estruturas como o0s
receptores na célula epitelial e as adesinas bacterianas. Cinco a dez dias ap0s a infec¢éo,
as células se rompem liberando as bactérias no meio extracelular, sendo disseminadas
através das fezes a outros animais susceptiveis.

Os mecanismos pelo qual a L. intracellularis induz a proliferacéo das células da
cripta das vilosidades intestinais ainda sé@o desconhecidos (GUEDES, 2003). Existem
presentemente duas teorias: ou a bactéria reduziria a taxa de apoptose celular, ou
aumentaria a taxa de multiplicacdo (mitose) celular. Uma teoria instigante seria a de
que, por ser um organismo intracelular, a L. intracellularis teria um contato intimo com
a maquinaria de divisdo celular do hospedeiro e poderia ter incorporado acidentalmente
em seu genoma genes do suino, capazes de afetar o ciclo de multiplicacdo celular
(McORIST, GEBHART, 2002).

Como conseqliéncia da multiplicacdo celular e a diminuicdo das células
caliciformes, as criptas intestinais apresentam-se alongadas e ramificadas, com varias
camadas de células. Isso leva ao engrossamento da parede intestinal, visivel
macroscopicamente. A desorganizacdo da estrutura histolégica ocasiona uma reagdo
fibrindide superficial, com necrose coagulativa. A hemorragia presente na enteropatia
proliferativa hemorragica poderia ser devida a vazamento de capilares ou a uma reacéo
de hipersensibilidade (McORIST, GEBHART, 1999).

A diarréia é resultante das lesdes celulares, que permitiriam a efusdo de fluidos.
A desorganizacdo celular, inflamacdo e aumento da pressdo hidrostatica na mucosa
intestinal também favoreceriam a efusdo. A presenca de grande nimero de células
imaturas no epitélio e a perda de células epiteliais poderiam contribuir a um quadro de
ma absor¢do (BARCELLOQOS, 2004).

2.4 Quadro clinico e patolégico

Clinicamente a EPS se manifesta sob duas formas: cronica e a aguda.

2.4.1 Forma cronica

Os casos clinicos crénicos sdo geralmente observados em suinos ap0s o

desmame, entre 6 e 20 semanas de idade e, em muitos casos, tais sinais passam

despercebidos, sem haver alteracdo no consumo de racdo. No entanto, com ou sem
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diarréia, pode ocorrer um aumento da variacdo do peso corporal entre animais
de mesmo lote (McORIST, GEBHART, 1999).

A EPS crbnica também € conhecida pelas denominacdes de adenomatose
intestinal proliferativa, ileite regional e enterite necrética. O sinal mais relevante é o
emagrecimento transitério em leitdes de crescimento (SOBESTIANSKY et al, 1999).
Existe uma correlagéo entre o grau de leséo da parede intestinal e o ganho de peso diario
(WINKELMAN, 1999). Segundo McOrist e Gebhart (1999), a diarréia, quando
presente, € moderada, com fezes de consisténcia pastosa a liquida e de colora¢do normal

e sem a presenca de muco.

2.4.2 Forma aguda

A forma aguda da EPS, também conhecida como enteropatia proliferativa
hemorragica, se manifesta mais em suinos de 4 a 12 meses de idade, principalmente em
animais de reposicdo ou préximos ao peso de abate. Os sinais clinicos observados sdo
palidez da carcaga, fezes escuras a sanguinolentas e amolecidas, e, em muitos casos,
morte subita (MORES et al., 1985, McORIST, GEBHART, 1999). A ndo exposicao a
doencga anteriormente, programas continuos de medicagdes até atingir uma maior idade
e sistemas de mdltiplos sitios de producdo favorecem a manifestacdo clinica da EPS

aguda em animais que ndo tiveram exposicao prévia ao agente (McORIST et al., 2004).

2.4.3 Lesoes

Segundo McOrist e Gebhart (1999) os suinos severamente afetados com a EPS
crbnica apresentam um aspecto cerebroide na serosa intestinal, parede intestinal
espessada e projecdo das dobras longitudinais e transversais da mucosa. A regido do
intestino delgado mais afetada é o ileo, mas podem ser encontradas lesées no jejuno,
ceco, colon e reto. Nos casos mais brandos da forma cronica as lesGes sdo menores, com
5 a 10 cm de extenséo e podem passar despercebidas (GUEDES, 2003).

A forma aguda da EPS afeta a porcédo final do ileo e colon. Intestinos afetados
apresentam congestdo saliente de vasos sanguineos da mucosa e acumulo de sangue no
limen intestinal (McORIST, GEBHART, 1999). Mores et al. (1985) examinando casos
espontaneos de EPS aguda constataram uma exacerbacao do aspecto reticular da serosa

da porc¢édo final do jejuno e de grande parte do ileo, associada a grande aumento do
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didmetro do lumen, hiperemia acentuada da parede e presenca de conteudo
intestinal fluido e sanguinolento.

As alteracGes histopatologicas da doenca tém basicamente as mesmas
caracteristicas da EPS cronica (GUEDES, 2003). Observa-se uma proliferacdo das
celulas epiteliais das criptas de Lieberkiihn no intestino delgado e das glandulas
mucosas do intestino grosso, com a presenca de microorganismos intracelulares curvos
na porcdo apical desses enterdcitos (ROWLAND, LAWSON, 1974). Mores et al.
(1985) também evidenciaram hiperplasia e degeneracdo do epitélio intestinal,
alongamento das criptas, perda parcial das vilosidades, hemorragia e infiltracdo da
lamina propria por histiécitos e eosinéfilos. Entretanto, McOrist e Gebhart (1999) citam
que a infiltracdo de células inflamatérias ndo é uma caracteristica marcante da

enfermidade.

2.5 Diagnostico

O diagndstico baseia-se essencialmente nas alteragdes encontradas na necropsia
e nas lesBes histoldgicas do intestino. O agente pode ser demonstrado no citoplasma das
células epiteliais imaturas das criptas, em cortes histoldgicos corados pela prata ou pelas
técnicas de imuno-histoquimica e imunofluorescéncia (SOBESTIANSKY et al., 1999).
Segundo Guedes e Gebhart (2001) existem trés formas eficientes de diagnosticar a EPS
em animais vivos: sorologia (imunofluorescéncia indireta), observacao de esfregacos de
amostras de fezes coradas pela técnica da imunoperoxidase e PCR em amostras fecais.
Apdbs a morte dos animais, 0 exame atraves da necropsia pode ser sugestivo da doenca,
mas a confirmacdo do diagnostico deve ser obtida atraves de exame histopatologico.

Quando da manifestacdo clinica da EPS aguda, a realizacdo de necropsia é de
grande importancia. As principais lesdes presentes no ileo e em menor grau no jejuno e
intestino grosso caracterizam-se por espessamento da parede intestinal, edema e
congestdo do mesentério, aumento na rugosidade da mucosa com pregas espessas e
evidentes e presenca de contetudo fibrino-hemorragico, com coagulos, no limen
intestinal (GUEDES, 2002). O diagnostico diferencial deve ser considerado com outras
patologias, entre elas, a sindrome intestinal hemorragica, ulcera gastrica, salmonelose e
espiroquetose do colon (PIEROZAN et al., 2003). Fragmentos do intestino devem ser
enviados ao laboratério para a confirmacdo do diagnostico através da histologia,

utilizando coloragcbes pela prata ou imuno-histoquimica, bem como exame
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bacteriol6gico para afastar a suspeita de infeccdo por outros agentes como
Salmonella sp. e Brachyspira sp. (GUEDES, 2002).

Nos casos da EPS crénica um diagnostico precoce e preciso é indispensavel para
evitar as perdas econdmicas ocasionadas pela doenga. Segundo Guedes (2002), a
deteccdo de diarréia e/ou a reducdo do desempenho zootécnico sdo indicativos clinicos
que nao devem passar desapercebidos e que devem ser encarados como passos iniciais
do processo diagnostico.

Comparando diferentes métodos para o diagndstico da EPS, Guedes et al.
(2002b) e Guedes e Gebhart (2001), determinaram que a técnica de PCR, que detecta o
DNA da L. intracellularis que esta sendo eliminado pelas fezes, apresenta alta
especificidade e baixa sensibilidade. Por isso, recomendaram que a técnica seja usada
com cautela. Esta baixa sensibilidade estd provavelmente relacionada & manutencéo de
fatores inibidores presentes nas fezes durante o processo de extracdo do DNA. Os testes
soroldgicos de imunofluorescéncia indireta em placa ou ldamina (usando culturas puras
de bactérias), que demonstram histérico de exposicdo do animal a L. intracellularis,
apresentam sensibilidade superior a técnica de PCR e, por isso, oferecem vantagens em
estudos epidemioldgicos. A técnica de imuno-histoquimica apresenta sensibilidade bem
superior a coloragédo pela prata e por hematoxilina-eosina em cortes histolégicos, sendo
considerada a melhor ferramenta para diagndstico em amostras fixadas com formalina.
O teste sorologico de imunoperoxidase em monocamada de células é altamente
especifico e razoavelmente sensivel para a deteccdo de exposi¢cdo a L. intracellularis
(GUEDES, 2002).

O cultivo da L. intracellularis pode ser obtido em linhagens de células
intestinais, mas com dificuldade. Portanto, esta técnica de diagndstico ndo é utilizada na
rotina. O microorganismo precisa ser purificado a partir de um intestino naturalmente
contaminado, requer um ambiente microaerofilo e invade somente células em diviséo
(GEBHART, GUEDES, 2001).

2.6 Imunologia do trato digestdrio dos suinos

As respostas imunes celular e humoral representam as maiores formas de defesa
do trato gastrintestinal (TGI) de suinos contra microorganismos patogénicos. Segundo
Kraehenbuhl e Neutra (1992), o tamanho e a magnitude da carga antigénica que passa

pelo TGI faz dele o maior 6rgdo imune do animal, contando com 70 a 80% das células



23

produtoras de imunoglobulinas do corpo. Além disso, 0 TGI possui formas
inatas e ndo especificas de defesa. Resumidamente, os mecanismos de defesa imune do

intestino sdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1: Componentes imunolégicos do trato gastrintestinal, segundo Galvin,
Harris, Wannemuehler (1997).

Nessa figura podem ser visualizadas as principais caracteristicas do sistema de
defesa imunoldgico do intestino do suino. O muco que recobre as microvilosidades do
epitélio representa uma barreira inespecifica de protecdo em que bactérias, virus e
outros parasitas sdo recobertos pelas glicoproteinas do muco, fazendo com que sua
interacdo com a superficie epitelial seja retardada ou mesmo inibida. A acdo peristaltica
do intestino causa um movimento de expulsdo do muco e dos microorganismos
aprisionados no mesmo. Uma outra forma de defesa inespecifica é exercida pelas
bactérias da microbiota normal (anfibiontica) do TGI, que exercem uma forma de
exclusdo competitiva em relacdo a patdgenos intestinais (SEADI, 1998).

As células do trato intestinal representam uma barreira fisica a passagem de
bactérias. Aqueles microorganismos capazes de colonizar o epitélio ou invadir as
células da camada epitelial e eventualmente ultrapassa-la, encontrardo mecanismos de
defesa presentes tanto na superficie celular quanto na lamina prépria. Entre esses,
destacam-se as defesas relacionadas com a imunidade celular (neutrofilos, macréfagos,
células dendriticas) e a imunidade humoral e de mucosa (GALVIN, HARRIS,
WANNEMUEHLER, 1997).

Na mucosa dos intestinos delgado e grosso existem estruturas com acumulo de
células linféides, de grande importancia na inducdo das respostas imunes humoral ou
celular. Esses locais coletivamente sdo chamados de tecidos linfoides organizados
(associados) da mucosa. No intestino delgado apresentam-se como placas de Peyer ou
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nodulos linféticos isolados na mucosa e, no cdlon, como agregados (n6dulos)
linfaticos (SEADI, 1998).

A maioria dos agentes entra em contato com células do sistema imune apds um
transito através de células M, que sdo células naturalmente fagociticas presentes na
superficie intestinal e cuja principal funcdo é a amostragem de antigenos do interior do
intestino e a sua apresentacdo a macrofagos da sub mucosa. As células M localizam-se
preferencialmente nas areas adjacentes as placas de Peyer. A constante apresentacdo de
antigenos pelas mesmas resulta na estimulagdo regular de células do sistema imune
localizadas nos foliculos das placas de Peyer (GALVIN, HARRIS,
WANNEMUEHLER 1997). No centro germinativo destes foliculos estdo
principalmente as células B que, quando diferenciadas em plasmacitos, produzirdo as
imunoglobulinas tipo A (IgA). O conjunto de citocinas, secretadas pelas células T
helper (Th) CD4", influenciam e regulam a diferenciagéo de linfoblastos localizados no
centro germinal. Na regifo interfolicular o predominio é de células CD3", como por
exemplo, os linfocitos T. Nos foliculos linféides, ha um pequeno nimero de células
apresentadoras de antigenos (células dendriticas e macréfagos) e um maior nimero de
linfocitos T CD4" / CD8". Esses linfocitos T CD4" / CD8", presentes na regifo
interfolicular, determinam respectivamente, 65% e 25% das células CD3" que sdo as
células precursoras das células citotoxicas (GALVIN, HARRIS, WANNEMUEHLER
1997). As células CD4" tém sido divididas funcionalmente em células Thl que secretam
interferon gama (IFN-y) e interleucina 2 (IL-2) e em células Th2, que secretam as
citocinas IL-4, IL-5 e IL-6. De maneira geral, se considera que as células Thl sdo
responsaveis pela inducdo da imunidade celular e as Th2 pela imunidade humoral
(ROITT, BROSTOFF, MALLE, 1998).

O compartimento efetor do sistema imune intestinal ¢ o tecido linféide da
mucosa. Esses estdo em proximidade com o lumen intestinal e, nesse local, os linfocitos
podem mediar suas funcdes de interacdo com os antigenos. Dentro da lamina prdpria, 0s
linfocitos T representam entre 20 a 40% das células existentes. Aproximadamente 65%
dessas células sdo CD4" e 25% sio CD8'. A funcio primaria das células CD4" é
auxiliar as células B a produzir anticorpos. Nas placas de Peyer do intestino, ha um
nimero aproximadamente igual de células CD4" Thl e Th2, enquanto que na lamina
propria ha um predominio do tipo Th2 (ROITT, BROSTOFF, MALLE, 1998).
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As principais imunoglobulinas responsaveis pela defesa intestinal s&o da
classe IgA. As suas funcbes bioldgicas primarias sdo a inibicdo da aderéncia de

bactérias, neutralizacdo viral e exclusdo imune de antigenos soltveis (ROTH, 1999).

2.7 Desenvolvimento da imunidade para L. intracellularis

A resposta imune inicial para L. intracellularis provavelmente seja gerada nos
nodulos linfaticos mesentéricos, as células ativadas passam pelo epitélio intestinal e
chegam & lamina prépria. Nesse local, os plasmdcitos (células B diferenciadas)
produzem anticorpos das classes IgA e 1gG em resposta a estimulacdo do antigeno. Um
pequeno numero de 1gG produzido pelos plasmacitos é direcionado para a circulacédo
sistémica, onde seus produtos podem ser detectados por sorologia. E provavel que a
IgA secretora para L. intracellularis esteja presente no lumen intestinal nas re-infeccbes
e, pelo fato de prevenir a entrada da bactéria nas células da mucosa intestinal, venha a
diminuir a resposta imune secundaria (COLLINS et al., 2001). Os mesmos autores
citam que, em nenhum dos trabalhos revisados, a dura¢do da imunidade passava de sete
semanas apos ter cessado a eliminacdo da L. intracellularis pelas fezes.

O desenvolvimento de imunidade protetora contra L. Intracellularis tem sido
demonstrada em surtos naturais de EPS aguda e através de infeccdes experimentais em
suinos. Estudando dois surtos sequenciais em granjas que criavam leitdes com um
minimo de doencas, Love, Love e Edwards (1977) observaram no primeiro episodio alta
suscetibilidade em machos e fémeas do plantel, de diferentes idades, e o surto foi
controlado com o uso de antimicrobianos. O segundo surto ocorreu 2 a 3 semanas mais
tarde, afetando somente machos e fémeas introduzidas apds a primeira infec¢do da L.
intracellularis. Os suinos previamente expostos a L. intracellularis (primeiro episddio),
ndo desenvolveram os sinais clinicos da forma aguda, provavelmente em funcdo de
imunidade. Em outro estudo, Collins et al. (1999) detectaram niveis de 1gG no soro,
provenientes de uma resposta secundaria apos a re-infecgéo.

Com o objetivo de verificar se a imunidade poderia ser diminuida ou suprimida
pela medicagdo com antimicrobiano e ainda assim permitir o desenvolvimento de
imunidade ap6s re-infeccdes, Collins et al. (2000b) forneceram 400 ppm de
clortetraciclina na racdo, quatro dias antes do desafio com L. intracellularis, a um grupo
de animais e, a outro grupo (controle), ndo incluiram o antimicrobiano na ragdo. Apos

31 dias os animais foram re-infectados. Nos controles re-infetados, amostras positivas
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por PCR e sorologia foram detectadas em quatro de cinco suinos 2 a 3 semanas
apos o desafio. Os suinos medicados ndo mostraram evidéncia da infeccdo para a L.
intracellularis quando foram monitorados através da PCR das fezes ou pela medida de
anticorpos no soro entre 0 e 28 dias apds o desafio.

Em outro estudo, McOrist, Smith e Collins (2004) concluiram que niveis
continuos de antimicrobianos contra a L. intracellularis, administrados anteriormente a
exposicdo, podiam prevenir a infeccdo. Entretanto, essa medicacdo impediu o
desenvolvimento de imunidade e estendeu a susceptibilidade a infecgdo.

Pozo et al. (2000) desenvolveram um experimento com o objetivo de investigar
se 0 leite das fémeas poderia proteger leitdes contra a infeccdo pela L. intracellularis.
Concluiram que havia variacdo na habilidade das mées em conferir protecdo aos leitdes
através do leite, em funcédo das diferengas no seu status imunitario. Foi observado que
fémeas com infeccdo recente protegeram melhor seus filhos quando comparadas aquelas
que tinham sido expostas a bactéria hd mais tempo (anos). A protecédo conferida através
do leite poderia estar ligada com a veiculacdo de anticorpos, possivelmente da classe
IgA.

Segundo Gebhart e Guedes (2001), existem poucas informacdes sobre a resposta
imune do hospedeiro contra a L. intracellularis, que seriam fundamentais para a
avaliacdo das estratégias de controle e prevencdo conferida por vacinas. Medindo a
resposta humoral contra a L. intracellularis através da técnica de IFI
(imunofluorescéncia indireta). Winkelman et al. (1998) verificaram titulos de 1gG de
1:30 duas semanas ap0s o desafio. Trés semanas ap0s o desafio 90% dos animais foram
positivos e 5% mostraram titulos de 1:480. A soroconversdo em suinos na fase de
crescimento durante um surto natural de EPS levou a titulos de IgG entre 1:30 a 1:60,
decaindo em média trés a quatro semanas ap0s. Mas também, ap0s outros surtos
naturais da forma aguda da enfermidade, os titulos de IgG foram bem mais altos
(1:1920) e cairam pela metade apos trés semanas (GEBHART, GUEDES, 2001).

Com o objetivo de verificar o momento e a duragdo da resposta imune humoral e
celular, foi conduzido um experimento, vacinando ou desafiando os suinos. As respostas
humoral e celular foram inicialmente detectadas duas semanas ap6s o desafio e cinco
semanas apos a vacinacao. As duas respostas ainda estavam presentes 13 semanas apos
o0 desafio ou a vacinagdo (GUEDES et al., 2002c; GUEDES, GEBHART, 2003).

Quanto a forma aguda (enteropatia proliferativa hemorragica), ap6s um surto,

leitoas apresentaram altos niveis de anticorpos no soro. Esses diminuiram ao longo do
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tempo, mas em alguns casos puderam ser detectados por mais de trés meses

apos o surto. Em alguns leitdes filhos de fémeas positivas ao parto, a imunidade passiva

foi detectada por mais de cinco semanas e 0 periodo em que ocorreu maior
soroconversao foi entre as semanas 19 e 22 (GUEDES et al., 2002a).

Segundo Guedes e Gebhart (2004), existem poucos estudos especificos sobre o

tipo de resposta imune na mucosa em suinos infectados com L. intracellularis. Eles

conduziram um trabalho objetivando avaliar a producdo de IgA secretora especifica e 0s

resultados estdo sumarizados na tabela a seguir.

Tabela 2 - Titulos de IgA de lavado intestinal, oriundos de suinos experimentalmente
infectados (2 suinos em cada data) em diferentes periodos apds a
inoculacdo.

NUmero de dias ap6s a inoculacdo
1 3 5 8 11 15 19 24 29 35
IgA NT? NT NT NT -/~ -/1:4 1:4/1:4 1:16/1:4 -/1:4 -/-
% = N4o testado, adaptado de Guedes e Gebhart (2004).

Titulo

Os titulos de IgA presentes em lavados intestinais foram detectados entre 15 e 29
dias pos-desafio, variando entre 1:4 a 1:16. Esse estudo indicou que a resposta imune
humoral local seria mais curta do que a resposta imune humoral sistémica e que a

resposta imune mediada por células.

2.8 Vacinas e vacinacOes para Enteropatia Proliferativa Suina

H& uma constatacdo nos paises, em que a suinocultura é praticada de forma
intensiva, do uso excessivo de antimicrobianos nas ragdes. Uma das principais razoes
para a inclusdo desses produtos € o controle da infeccdo pela L. intracellularis. Por isso,
o desenvolvimento de uma vacina para a EPS poderia oferecer uma alternativa para o
controle e seria uma forma mais amigavel em termos da percepcdo do mercado
consumidor, na redugdo do risco da presenca de residuos de antibidticos na carne e na
reducdo dos riscos de indugdo de resisténcia antimicrobiana (McORIST, SMITH,
COLLINS, 2004). O produto é um cultivo vivo de cepa modificada (atenuada) da
bactéria e vem sendo utilizado em varios paises. Algumas consideracdes em relacdo a
esse tipo de vacina foram resumidas por Roof (2001):

e A via de transmissdo da L. intracellularis é fecal oral, com a infec¢do

ocorrendo no trato intestinal. Dessa forma, 0 uso de uma vacina viva por via
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oral, que induziria uma resposta imune direta na mucosa intestinal, poderia
contribuir para a prevencdo da adesdo do agente e para evitar a invasao celular;

e A L. intracellularis é um patogeno intracelular obrigatorio. Por isso, a inducdo
da resposta imune celular poderia ser importante no controle de células
infectadas;

e Os fatores de viruléncia da bactéria e o potencial da eficiéncia de uma resposta
imune sistémica sdo desconhecidos;

e Dentre 0s quatro tipos potenciais de vacina para a vacinagdo contra a L.
intracellularis (vacinas mortas, vacinas vivas, vacinas de subunidades/
recombinantes e vacinas de DNA) a que melhor funcionou nos testes
realizados até o momento foi a vacina viva atenuada ou modificada. Essa
possui habilidade em induzir respostas humoral, celular e de mucosa, quando

inoculada por via oral.

O primeiro estudo publicado sobre a efetividade de um isolado intracelular
avirulento de L. intracellularis usado como vacina oral viva para a prevencao da EPS
foi de Knitell et al. (2000). Neste estudo, os autores verificaram reducdo no
desenvolvimento de lesdes, menor eliminagéo fecal e menor perda de produtividade em
suinos com EPS. A seguir, varios trabalhos foram publicados em muitos paises
avaliando esse mesmo imundgeno. Um resumo dos mesmos consta da Tabela 3.

Entre o conjunto das variaveis analisadas nesses trabalhos, selecionamos aquelas
mais viaveis em termos das peculiaridades das unidades de crescimento e terminacao da
integracdo localizadas no Oeste Catarinense (conversdo alimentar, ganho de peso diario,
taxa de mortalidade, terapia de lote, consisténcia das fezes, ocorréncia de diarréia e

coeficiente de variabilidade do peso de carcacas).
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Tabela 3 - Resumo dos resultados de estudos sobre a vacinagdo contra a infecgéo por

L. intracellularis.

N°  Ano Fonte Referéncia Fase de criacdo Resultados
1 2000 IPVS Knitelletal. C < lesBes, > desempenho zootécnico e >
uniformidade no peso de abate.
2 2002 IPVS Waddelletal. F,L,C, T < dos sinais clinicos, conversao soroldgica, < de
lesbes na necropsia.
3 2002b IPVS Sick, Hayese C, T < dos sinais clinicos e mortalidade, > da taxa de
Kolb crescimento, custo/beneficio favoravel.
4 2002 IPVS Wonderliche F,L < mortalidade (EPH), < dos sinais clinicos, <na
Michels taxa de reposicdo de reprodutoras e < uso de
antimicrobianos.
5 2002 IPVS Kolb e C,T Tendéncia em > GPD e > o0 consumo. Sem #
Michels estatistica (P>0,20) sobre CA, <no custo de
producéo (U$ 0,7/animal) e subjetivamente foi
observada > uniformidade peso abate.
6 2002 IPVS Feder C,T < dos sinais clinicos de EPH e < nos custos de
medicagéo.
7 2002 IPVS Kroll, Knittel Cr < nas lesdes macro e microscopicas.
e Schwartz
8 2002a AASV Sick,Hayese Crao abate < dos sinais clinicos, mortalidade, tratamentos e
Kolb > na taxa de crescimento.
9 2003 AASV  Kolb e Sick Final Cr,Ce T  <dos sinais clinicos, < custos de producdo, < na
mortalidade e > no GPD.
10 2003 AASV  Waddelletal. F,L,CeT < sinais clinicos e lesdes macroscdpicas.
11 2004 AASV Kesletal. Cra9ldias > CA durante (8 s) avaliacdo. No periodo pds-
desafio (4 s) ndo houve # .
12 2004a AASV Connoretal. Cra80dias N&o houve interferéncia do uso de bacitracina,
> CA e < as lesdes intestinais.
13 2004 AASV  Walter et al. Cra 63 dias Quanto < a dose infectante, < imunidade e o
beneficio econémico.
14 2004b IPVS Kroll et al. Cr N&o houve interferéncia com os anticorpos
maternais.
15 2004 IPVS Hardge etal.  Crao abate < de variagdo no peso de carcaca, > peso final,
> GPD, > valorizagdo da carcaca.
16 2004 IPVS Armbruster et Cra 91 dias > CA (85). No periodo pos-desafio (4 s) ndo
al. houve #.
17 2004 IPVS Kolb, Sicke  Cr ao abate > valor econdmico da carcaca, atribuido as
Walter variaveis de desempenho.
18 2004 IPVS Meyns et al. L Boa seguranca em leitoas pré-cobertura.
19 2004 IPVS Pelger et al. Cr a 84 dias N&o houve # de desempenho. Desenvolvimento
da imunidade # de outros estudos.
20 2004 IPVS Kolb e Sick Cra9ldias N&o houve # desempenho.
21 2004 IPVS Keller, Exame de 4gua  Boa estabilidade na agua
Ohlinger e (até 4 horas).
Voets
22 2004 IPVS Keita et al. Cr Protecéo contra a infeccéo por
L. intracellularis.
23 2004c IPVS Kroll et al. Cr > indices de desempenho zootécnico.
24 2004a IPVS Kroll et al. Cr Leitdes podem ser imunizados sucessivamente
até mesmo na presenca de anticorpos maternais.
25 2004d IPVS Kroll et al. Cra 63 dias. Dose Unica € suficiente para imunizar os leitdes
e < lesbes macro e microscoépicas.
26 2004b IPVS Connoretal.  Cra80 dias. N&o houve interferéncia do uso de bacitracina,

> CA e < as lesdes intestinais.

> = melhorou ou aumentou, < = diminuiu ou piorou, # = diferenca, CA = conversdo alimentar, s = semanas,
GPD = ganho de peso diario, F = fémeas, L = leitoas, Cr = creche, C = crescimento, T = terminagdo, IPVS
= International Pig Veterinary Society, AASV = American Association of Swine Veterinarians.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local

O experimento foi conduzido em uma Empresa Integradora de suinos e aves

situada na Regido Oeste do estado de Santa Catarina - Brasil.
3.2 Periodo

O experimento iniciou a partir da segunda quinzena do més de Maio de 2004 e

terminou na primeira quinzena do més de Dezembro de 2004.
3.3 Animais

Foram utilizados leitbes oriundos de Unidades Produtoras de Leitdes (UPLS),
pesando em média 24 kg e com uma idade variando entre 60 e 70 dias. Para a formacéo
dos lotes experimentais houve a mistura de animais de vérias origens (granjas de UPL),
em média de 12 por lote. Dada a alta prevaléncia de L. intracellularis entre as granjas
produtoras de leitdes no nosso meio, conforme citado no item “epidemiologia” e nos
resultados dos testes de avaliacdo da soroconversdo realizados numa amostragem de
granjas da integracdo (Figura 2), ndo foi julgada necessaria uma avaliacdo prévia
especifica das UPL’s quanto a positividade para a infeccdo com a L. intracellularis.
Existia outra evidéncia da presenca da infeccdo clinica nos plantéis da integracdo, que
era a ocorréncia rotineira de surtos espontaneos de enteropatia proliferativa hemorragica
em fémeas de reposicdo por ocasido da adaptacdo (aclimatizacdo) nas granjas de

destino.
3.4 Instalagbes

As instalagbes em que os animais foram alojados eram de alvenaria, com pé
direito de 3 m de altura, a largura de 8,20 m e o comprimento variava conforme a
capacidade de alojamento. A cobertura era com telha tipo barro ou cimento amianto de
4 mm e possuia forracdo e cortinas tipo réfia. As baias eram de divisorias e pisos

compactos, com capacidade para alojar 10 animais (1 animal por m?). O fornecimento
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da ragdo era em comedouros do tipo basculante com um espaco de 33 cm para
cada animal e a 4gua de beber era fornecida em bebedouro do tipo taga. Externamente o
galpdo possuia um silo metalico para armazenar a racao, arborizacdo lateral, calhas
coletoras de efluentes e um depdsito de dejetos dimensionado com capacidade de
armazenagem para 120 dias.

3.5 Manejo em geral

Os manejos de arragoamento, controle ambiental, limpeza diéria, desinfecgdo
pré-alojamento e tempo de jejum pré-abate foram similares entre os lotes experimentais,

por estarem padronizados na integracao.
3.6 Tratamentos

Os tratamentos e as racOes fornecidas durante o periodo experimental estdo
especificados na Tabela 4. Foram usados 8 tipos de ra¢des. Na ragdo chamada “pulso”
foram usados antimicrobianos em doses terapéuticas, enquanto que na racdo de
“manutencdo” os niveis eram preventivos. A racdo “retirada” nao tinha antimicrobianos
e era usada para os animais no periodo final da terminacdo. As ragcdes S61 e S64 nédo
tinham antimicrobianos e diferiam entre si nos niveis nutricionais.

Os animais foram submetidos a quatro tratamentos, em delineamento fatorial 2 x
2, sendo avaliado o efeito de dois fatores: a administracdo ou n3o da vacina Enterisol®
Ileitis e o fornecimento continuo de racdo com antimicrobianos ou descontinuo de racéo

com antimicrobianos, durante o periodo de crescimento e terminacdo (Tabela 4).
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Tabela 4 - Detalhamento dos tratamentos avaliados.

. . n Tempo de
Tratamento Descricéo S'glel da Tipo ~d ¢ Rggao por consrzjmo
racao Racao animal (kg) X
(dias)

S-41 A Pulso 15 14

Rag&o com S-41 B Manutencéo 30 20
antimicrobianos > 41 D Pulso 20 13

T1 (padrio da S-41 B Manutengdo 70 37
Empresa) S-43 A Pulso ) 20 10

S-43F Manutencio 60 25

S-44 Retirada 60 25

S-41 A Pulso 15 14

Sem S-61* Sem antimicrobianos 30 20
antimicrobianos nas S-41 D Pulso 20 13

T2 racOes S-61 e S-64 e S-61 Sem antimicrobianos 70 37
com a vacina S-43 A Pulso 20 10
Enterisol®ileitis  S-64  Sem antimicrobianos 60 25

S-44 Retirada 60 25

S-41 A Pulso 15 14

Sem S-61 Sem antimicrobianos 30 20
antimicrobianos nas S-41 D Pulso 20 13

T3 racdes S-61 e S-64 e S-61 Sem antimicrobianos 70 37
sem a vacina S-43 A Pulso 20 10
Enterisol® ileitis S-64 Sem antimicrobianos 60 25

S-44 Retirada 60 25

S-41 A Pulso 15 14

S-61 Sem antimicrobianos 15 10

Racdo com S-41 B Manutencdo 20 10

T4 antimicropianos e S-41D Pulso 20 13
com a vacina S-41 B Manutencéo 70 37
Enterisol® ileitis ~ S-43 A Pulso 20 10

S-43F Manutencdo 60 25

S-44 Retirada 60 25

* A racdo S61 (sem antimicrobianos) foi fornecida por aproximadamente 5 dias antes e 5 ap6s
a administracdo da vacina. A sigla das racdes demonstra haver diferencas entre si
considerando niveis nutricionais e/ou antimicrobianos.

O numero de lotes e de animais que fizeram parte do experimento é apresentado
na Tabela 5. Foi considerado como unidade experimental o lote. Cada um continha, em

média, 422 leitdes alojados.
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Tabela 5 - Distribuicdo dos animais de acordo com os tratamentos avaliados.

Tratamentos
Parametros Total
1 2 3 4
Lotes (n°) 32 32 32 32 128
Animais alojados (n°) 12.540 12.573 15.276 13.641 54.030
Animais abatidos (n°) 12.120 12.154 14.717 13.184 52.175

T1= Sem vacina e com fornecimento continuo de ragdo com antimicrobianos.
T2= Com vacina e fornecimento descontinuo de racdo com antimicrobianos.
T3= Sem vacina e fornecimento descontinuo de racdo com antimicrobianos.
T4= Com vacina e fornecimento continuo de ragdo com antimicrobianos.

3.7 Determinacao do periodo de infecgdo pela L. intracellularis

Para determinar o melhor momento de administrar a vacina aos animais, foi
realizada previamente ao experimento uma sorologia em cinco periodos distintos de
alojamento nas terminacdes. O objetivo foi o de determinar 0 momento aproximado da
infeccdo e decidir o melhor periodo de uso da vacina, usando a recomendacdo de aplicar
0 produto no minimo 3 a 4 semanas antes da infecgdo. As analises foram realizadas da
seguinte forma:

e 12sorologia ate 07 dias de alojamento;

e 2%sorologia aos 28 dias de alojamento;

e 32sorologia aos 49 dias de alojamento;

e 4?2sorologia aos 70 dias de alojamento;

e 5%sorologia aos 91 dias de alojamento.

Para melhorar a representatividade da amostragem, o procedimento foi repetido,
levando em consideracdo as mesmas origens de leitdes da primeira sorologia, porém em
outras terminacdes. Os soros foram enviados para o laboratério TECSA de Belo
Horizonte que fez o diagnoéstico através da prova de imunofluorescéncia indireta (Kit
comercial “lleitest”). Foram amostrados 30 animais por lote, sob uma popula¢do média
de 420 animais, estimando uma prevaléncia de 30%, um nivel de confianca de 95% e
um erro aceitavel de 15,8%, segundo critérios sugeridos por Toma et al. (1999). No

total foram amostrados 300 animais (60 animais em cada periodo de alojamento).
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3.8 Administracéo da vacina

A vacina Enterisol® ileitis, produzida pelo laboratério Boehringer Ingelheim
Vetmedica, Inc. (Estados Unidos da América), através de passagens seriadas em
cultivos celulares, foi administrada aos animais entre a 3% e 42 semana de alojamento
(trés a quatro semanas antes do periodo da soroconversdo). Sua apresentacdo era em
frascos com capacidade para 10 doses, liofilizada e acompanhada de um diluente
(frascos de 20 mililitros). Foi acondicionada em temperatura entre 2 e 8 °C, onde se
retirava somente a quantidade de doses necessaria para cada lote vacinado. A
concentracdo de L. intracellularis era de 5,3 X 10° organismo / mililitro. A via de
administracdo foi através da agua de beber, respeitando os periodos minimos de trés
dias antes e trés dias apds a vacinacdo sem antimicrobianos na racdo e sem cloro na
agua (KOLB, MICHELS, 2002). Um dia antes de vacinar os animais, foi medido o
consumo médio diério de agua dos animais, com o objetivo de ajustar um periodo de
ingestdo de agua com a vacina entre 4 a 6 horas. Os bebedouros disponiveis eram do

tipo taca.

3.9 ObservacBes clinicas, critérios de medicacdo dos lotes e confirmacéo

laboratorial

A observacdo clinica das diarréias foi realizada pela observacdo visual da area
perineal dos leitbes e das fezes presentes no piso das baias. Os parametros considerados
para medir o indice de diarréia foram consisténcia das fezes, nimero de baias afetadas e
tempo decorrido a partir da semana 8 de alojamento até o abate. A decisdo de registrar
os dados a partir dessa semana obedeceu a l6gica de aguardar os feitos de geracdo da
imunidade vacinal antes do inicio da coleta dos dados. A observagdo da consisténcia das
fezes e numero de baias afetadas foi realizada diariamente pelos produtores
responsaveis pelo manejo de cada unidade de terminacdo. Antes de serem iniciados 0s
trabalhos, foi realizado treinamento prévio de todos os envolvidos, através de uma
exposicao oral e distribuicdo de figura com representacdo fotografica da consisténcia
das fezes, seguindo os critérios sugeridos por Barcellos e Sobestiansky (2003),
Apéndice 1. Para fins de definicdo como “diarréia”, foram consideradas as consisténcias
cremosa, pastosa, liquida ou hemorragica. Os resultados finais dessa variavel foram

expressos como um indice, calculado através da seguinte férmula: n® de baias com



35

diarréia no periodo de observacdo (semanas 8 a 20) X 100 / n° total de baias
alojadas X tempo de permanéncia no lote.

Um modelo da ficha adotada para calculo desse indice consta do Apéndice 2. Ao
ser constatado acima de 5% dos animais com diarréia liquida ou hemorréagica, o
veterinario era envolvido. Ficava a seu critério a decisdo de medicar ou ndo esses e
outros lotes. Neste caso os animais foram medicados via &gua. Numa prevaléncia abaixo
de 5%, caso julgado necessario, os animais eram medicados por via parenteral. Os
tratamentos foram realizados usando as drogas descritas como eficientes contra as
bactérias identificadas (HENRY, APLEY, 1999).

Na presenca de sinais clinicos de diarréias consideradas significativas, foram
realizados exames histopatoldgicos, bacterioldgicos, parasitologicos e PCR para
diagndstico diferencial de EPS e as infec¢Bes por Brachyspira spp., Salmonella spp.,
Yersinia spp. Trichuris spp. e E. coli. No caso do PCR, o material foi enviado para o
laboratdrio da USP (Universidade de Séo Paulo — SP) e o restante foi processado no

Laboratorio Central da prépria Empresa.

3.10 Analise estatistica

Dos 128 lotes iniciais, um foi eliminado durante o periodo experimental, devido
a danos causados no galpdo por ventos seguido de chuva com granizo. Na analise da
variavel conversdo alimentar, foi eliminado um lote cuja resposta foi 4,5 desvios acima
da média. Quatro lotes foram eliminados por problemas na base de dados, pois
apresentavam peso inicial igual para todos os leitdes do lote, portanto com coeficiente
de variacdo (CV) igual a zero. Dessa forma, restaram 122 lotes para anélise de CV de
peso inicial de alojamento e final da carcaca quente. Nos dados de peso inicial, foram
desconsiderados 3 animais com peso inicial abaixo de 15 quilos e 6 animais com peso
inicial acima de 40 quilos devido ao alto desvio em relacdo a média de todos o0s animais
(desvio padrdo maior que 5,3). Além disso, ndo foram incluidos nessa analise animais
com peso de carcaga quente abaixo de 50 e acima de 120 quilos, respectivamente 309 e
217 pesos. Este corte foi efetuado levando em conta o aproveitamento industrial das
carcagas.

As varidveis submetidas & andlise estatistica foram a conversdo alimentar, o
ganho de peso diario, o percentual de mortalidade, o peso da carcaca quente, 0

coeficiente de variacdo de peso da carcaga quente e o peso inicial. Pelo fato de nédo
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seguir uma distribuicdo normal, os dados da variavel percentual de mortalidade
foram submetidos a transformacéo arco-seno.

Os dados foram analisados pelo procedimento GLM (Modelo Linear Geral) do
SAS (1998), sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey-Kramer. Nos modelos de
analise foi avaliado o efeito da vacinacdo, do esquema de medicacdo utilizado
(fornecimento continuo ou descontinuo de ragdo com antimicrobianos) e de sua
interacdo. O peso médio inicial dos lotes foi mantido como co-variavel, nos modelos de
analise da conversdo alimentar, do ganho de peso diario, do percentual de mortalidade e
do peso da carcaga quente. Na andlise do coeficiente de variacdo do peso da carcaga
quente, foi mantido, como co-variavel, o coeficiente de variacdo do peso inicial. Os
percentuais de lotes medicados em cada tratamento foram comparados pelo teste de

Fisher.

4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo do momento da vacinagdo
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Os resultados do experimento de determinacdo do perfil de conversao soroldgica

para L. intracellularis através da técnica de imunofluorescéncia indireta constam da

Figura 2.
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Figura 2: Perfil sorolégico para a infeccdo por L. intracellularis nas fases de
crescimento e terminacdo dos suinos.

Foi observado o inicio da deteccdo de anticorpos a partir do dia 49
(aproximadamente 119 dias de idade). Com base na recomendacdo de que a vacinagdo
fosse efetuada no minimo 21 dias antes da data do inicio da observacdo da conversao
soroldgica, foi decidida a aplicacdo da vacina entre 21 a 28 dias de alojamento
(aproximadamente entre 91 a 98 dias de idade). Além disso, permitiu seguir o padrao de
arracoamento com o0 uso de uma racdo, inicial do experimento, contendo
antimicrobianos com dosagens terapéuticas.

4.2 Avaliacdo estatistica de dados zootécnicos e sanitarios

N&o houve efeito da interacdo da vacinacdo com 0 esquema de medicagao
(continuo X descontinuo, P>0,05). Assim, os dados sdo apresentados comparando
animais com e sem vacinacéo, Tabela 6.

Tabela 6 - Desempenho zootécnico de acordo com a vacina¢do ou nao para a EPS
(enteropatia proliferativa suina).
Variaveis Com vacina Sem vacina Valor de P
Ganho de peso diario (kg) 0,709 + 0,03 0,709 + 0,02 0,894
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Converséo alimentar (kg) 2,615 + 0,07 2,640 + 0,07 0,034
Mortalidade (%) 3,30 + 1,07 3,38 + 1,50 0,928
Peso da carcaca (kg) 90,98 + 3,77 90,86 + 3,64 0,853
CV inicial (%) 12,16 + 1,63 12,00 £ 1,56 0,580
CV final (%) 11,73+ 0,88 12,01 +£0,95 0,079

CV inicial = Coeficiente de variacdo do peso inicial no alojamento.
CV final = Coeficiente de variacdo do peso final de carcacga quente.

Houve efeito da vacinagdo na converséo alimentar (P<0,05), a qual foi melhor
nos animais vacinados. Além disso, ocorreu uma tendéncia (P=0,079) dos animais
vacinados em apresentar menor coeficiente de variacdo no peso da carcaca quente.

A Tabela 7 apresenta os resultados da avaliagdo dos dois esquemas de medicacgao
utilizados.

Tabela 7 - Desempenho zootécnico de acordo com o uso continuo ou descontinuo de
antimicrobianos na racdo de crescimento e terminacao de suinos.

Antimicrobianos na racao

Variaveis - - Valor de P
Continuo Descontinuo
Ganho de peso diario (kg) 0,713 +0,02 0,705 + 0,02 0,078
Conversao alimentar (kg) 2,631+ 0,08 2,624 + 0,06 0,573
Mortalidade (%) 3,24+1,19 3,44 +1,40 0,416
Peso carcaca (kg) 91,33+ 3,66 90,50 + 3,71 0,209
CV inicial (%) 12,10+ 1,49 12,06 £ 1,69 0,889
CV final (%) 12,10+ 0,91 11,64 +0,89 0,005

CV inicial = Coeficiente de variagéo do peso inicial dos leitGes no alojamento.
CV final = Coeficiente de variacdo do peso final de carcaca quente.

Os animais que receberam medicagdo com antimicrobianos de forma
descontinua tenderam a ganhar menos peso (P=0,078) que os animais que receberam
racdo com antimicrobianos de forma continua (Tabela 7). O coeficiente de variacdo de
peso da carcaca guente foi menor (P<0,05) nos animais que receberam racdo de forma
descontinua com antimicrobianos em comparagdo aos que receberam ragdo com

antimicrobianos de forma continua.

Na Tabela 8, é realizada uma andlise das medicacdes nos animais de diferentes

tratamentos, em funcdo dos casos clinicos de diarréia.



39

Tabela 8 - Percentual de lotes medicados em funcdo da incidéncia de diarréia acima de
5% dos animais.

Aplicacdo de medicacédo

Tratamentos (lotes afetados / total)

T1 Senj vacina e com _forneumento continuo de 3/32 (9.4%)"
racdo com antimicrobianos

Com vacina e fornecimento descontinuo de racéo

T2 N 3/32 (9,4%)*
com antimicrobianos

T3 Sem vacina e fqrneumento descontinuo de racdo 8132 (25,0%)°
com antimicrobianos

T4 Com vacina e fornecimento continuo de ragéo 3131 (9,7%)°

com antimicrobianos

Valores seguidos de letras iguais na mesma coluna indicam semelhanca entre os tratamentos
(P>0,05).

Foi observado que dos 127 lotes foram medicados 17. Entre os lotes medicados
por diarréia ndo houve diferenca entre os tratamentos, bem como quando comparado

entre lotes vacinados ou ndo e medicagdo continua e descontinua.

4.3 Avaliacgao da consisténcia das fezes

A figura 3 apresenta, entre os diferentes tratamentos, o indice para diarréia que
foi calculado de acordo com a formula descrita no item 3.9. Para geracdo do mesmo,
foram amostrados 54 lotes, distribuidos da seguinte forma dentro dos tratamentos:
T1=10lotes, T2=18,T3=13, T4 =13.

7,00
6,001
5,001
% 4,001
3,001
2,001
1,00
0,00+

Figura 3: Indice de diarréia entre os diferentes tratamentos.
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Houve um maior indice de diarréia em animais do grupo controle (com
medicacdo descontinua e sem vacinacgéo).

A figura 4 apresenta o indice de diarréia com diferentes consisténcias de fezes
(pastosas, cremosas, liquidas ou hemorrégicas) entre os diferentes tratamentos.

6,00
5,36
5,00 -
4,00 -
3,14 202
$ 3,00
2,00
1,06 1,25
1,00 + 0,42 0,42 007 |_| o 0,41 0.06
0,01 ) ' :
| | I — I
0,00
P/C‘L‘H P/C‘L‘H P/C‘L‘H P/C‘L‘H
T1 T2 T3 T4

Figura 4: Percentual de diarréia entre tratamentos conforme a consisténcia das fezes.
P/C = fezes com consisténcia pastosa e/ou cremosa
L = fezes de consisténcia liquida
H = fezes hemorragicas

Foi observada uma predominancia de fezes do tipo pastosa ou cremosa dentro
dos grupos, seguida de liquidas.
A figura 5 apresenta uma evolucdo dos indices de diarréia ao longo do periodo

de alojamento.

16
14 1 — —
12 | | Inicio das avalla(;oes>
10
L 81 Enterisol lleitis
6,
4,
5 | /\\___\ N v
o Tt |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Semanas
|——T1 —=—T2 ——T3 T4 |

Figura 5: Indice de diarréia entre tratamentos conforme a semana de alojamento.
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O alojamento foi efetuado na semana 0, a vacinagéo entre as semanas 3
e 4 e a diarréia passou a ser registrada a partir da semana 8. Os casos de diarréia
continuaram com diferentes intensidades entre 0s grupos nas semanas 8 a 16,

praticamente desaparecendo a partir dessa data.

4.4 Resultados de diagndsticos laboratoriais

Durante o periodo experimental, ocorreram 17 casos de lotes com necessidade
de medicagdo em funcdo da ocorréncia de diarréia. De todos, foram coletadas amostras
de fezes para realizacdo de exames laboratoriais. Foram também coletadas fezes para
exame de outros trés lotes, em que se observou diarréia de forma insuficiente para que
fosse decidida a medicag&o antibiotica.

A técnica confirmatoria para L. intracellularis foi a PCR e apenas dois entre 0s
materiais de leitbes com diarréia mostraram DNA do agente (dois lotes vacinados).
Nesses dois casos, pelo teste usado e pelo curto espaco de tempo decorrido entre a
vacinacdo e a coleta do material (quatro e duas semanas), provavelmente tenha se

tratado da deteccdo de DNA da cepa vacinal.

Tabela 9 - Resultados de diagn()sticos laboratoriais devido a diarréia clinica.

Sem. - . Resultados
aloj. Produtor Exames realizados BAC PAR HIST °CR
1 2 EZ BAC, PAR, PCR Ec O] ) )
1 3 FR BAC, PAR, HIST, PCR Ec ) Circo ()
1 5 DL BAC, PAR, PCR Sd Sd Sd Sd
2 5 NR BAC, PAR, PCR Sd Sd Sd Sd
2 4 NC BAC, PAR, HIST, PCR Ec, Sal O] Circo  (v)
2 8 AT BAC, PAR, PCR () () ) Li
AS BAC, PAR, PCR Ec (- ) -
M D BAC, PAR, PCR Ec, sal (- ) -

) )
V ) ()
AR  BAC, PAR, PCR Ec ) ¢)
HH  BAC, PAR, HIST, PCR Ec ) Circo (-
I D BAC, PAR, HIST, PCR ¢) Coc Circo ()
TF BAC, PAR, HIST, PCR Ec, Sal ) )
IL BAC, PAR, PCR Ec ) )

WWWwWwWwwww
A OLWOWOWWWWN
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3 6 NS BAC, PAR, HIST, PCR Ec, ) ) )
4 2 IL BAC, PAR, PCR Ec ) ) )
4 2 N K BAC, PAR, PCR Sd Sd Sd Sd
4 3 GM BAC, PAR, HIST, PCR Ec Str, Coc Circo  (-)
4 3 LM BAC, PAR, PCR Ec ) () )
4 4 EP BAC, PAR, PCR Ec ) () )
4 6 DP BAC, PAR, PCR Sal ) O] Li

T = Tratamento, Sem. aloj. = Semana de alojamento nas termina¢des em que ocorreu diarréia e que se
coletou material para exames laboratoriais, * = Letras iniciais do primeiro e segundo nome dos
produtores, BAC = Bacteriologico, PAR = Parasitolégico, PCR = Reacdo em cadeia da polimerase,
HIST = Histopatoldgico, Ec = Escherichia coli, Circo = Circovirose, Sd = Sem diagndstico,

Sal = Salmonella sp., Li = Lawsonia intracellularis, Coc = Coccidios, Str = Strongyloides sp,

(-) = resultado negativo

5 DISCUSSAO

A intensificacdo dos métodos de producdo aumenta em muito o stress e a
pressdo de infeccdo sobre os animais, gerando condicdes favoraveis a emergéncia de
doencas infecciosas. Essa tendéncia manifestou-se com clareza na suinocultura, em que
a progressdo para metodos mais intensivos de criagdo causou uma mudanga
significativa nos padrdes de apresentacdo de doencas. InfeccGes “tradicionais” da
suinocultura, como a rinite atréfica, disenteria suina e salmonelose septicémica
praticamente desapareceram de nossos rebanhos, sendo substituidas por outras
patologias conhecidas como “tecnopatias”. Essas estdo associadas aos novos manejos

intensivos de producdo, sdo de curso geralmente cronico e muitas vezes manifestam
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seus efeitos de maneira sutil, sem a apresentacdo de sinais clinicos marcantes.
No entanto, costumam afetar fortemente a eficiéncia da conversao alimentar e o ganho
de peso diario, que sdo algumas das variaveis mais fundamentais para que seja
alcancada uma boa produtividade na suinocultura. Entre as tecnopatias, a infecgédo por
Lawsonia intracellularis (EPS) merece um destaque especial, por representar doenca de
dificil prevencdo e para a qual as alternativas usadas tém se concentrado principalmente
na adicdo de antimicrobianos na racdo. Esse uso intensivo de antibidticos é bastante
criticado e combatido em diversas areas do mundo, principalmente na Comunidade
Européia, em que ocorreu uma passagem da teoria para a pratica na area de restricdo ao
uso de medicamentos para fomentar a producdo de suinos, atraves da proibicdo do uso
de antimicrobianos via ragdo como promotores de crescimento. Essa tendéncia vem se
irradiando a outros paises, inclusive ao Brasil, principalmente em funcdo da busca por
mercados de exportagdo, 0 que gera a demanda em atender as exigéncias dos
compradores, muitas vezes restritivos ao uso de medicamentos antimicrobianos para
promover o crescimento de animais.

H& aproximadamente 5 anos foi lancada nos Estados Unidos da América uma
nova alternativa para o controle da infeccdo pela L. intracellularis, uma vacina viva
atenuada (avirulenta) produzida atraves de passagens seriadas em cultivos celulares
(vacina Enterisol® lleitis, Boehringer Ingelheim Vetmedica, Knittel et al., 2000).
Através do seu uso, tem sido demonstrado sucesso no controle da EPS e reducao do uso
de antimicrobianos na racdo em diversos paises (Tabela 3). Até 0 momento, ndo foram
publicados resultados de avaliagcbes no Brasil. Esse produto estd licenciado ha algum
tempo na América do Norte e na Europa. No Brasil a vacina foi liberada pelo Ministério
da Agricultura somente para fins da realizagdo da presente avaliacdo, ndo estando
liberada até o momento sua comercializacdo. Pelo grau de eficiéncia que vem sendo
demonstrado nos testes até agora publicados, parece existir espaco e interesse para que
venha a ser disponibilizado para utilizagdo em nossos rebanhos. No trabalho atual,
objetivamos testar essa vacina, que até 0 momento € a Unica ja produzida para uso
comercial contra a EPS.

Entre os 26 trabalhos encontrados na literatura tratando da avaliagdo da vacina
contra a infeccdo por L. intracellularis (Tabela 3), pode ser observado que em 22 foram
obtidas respostas favoraveis a vacinacdo, medida por parametros zootécnicos e
sanitarios. Em apenas 4 trabalhos, Kolb e Michels (2002); Pelger et al. (2004); Kolb e
Sick (2004) ndo foram observadas diferencas significativas entre algumas variaveis
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analisadas quando foram comparados tratamentos com e sem 0 uso da vacina.
Para a andlise desses dados € importante considerar que todos esses trabalhos foram
publicados em anais de congressos ou de conferéncias, com apresentacdo das
metodologias e resultados numa forma resumida. Nas publicagdes discutidas acima, os
parametros usados para avaliar a eficiéncia da vacinacdo foram principalmente os
zootécnicos (ganho de peso diario, eficiéncia da conversao alimentar, aumento do
consumo de ragdo, grau de uniformidade dos animais ao abate) e, em menor grau,
parametros sanitarios (como reducdo de sinais clinicos e de lesdes macro e
microscopicas em animais doentes, reducdo da mortalidade, reducdo do uso de
medicamentos e de gastos com medicacao).

A amostragem para analisar o ganho de peso diario e conversao alimentar, que
sdo consideradas as principais variaveis de resposta em termos de producdo de suinos
nas fases de crescimento e terminagdo, foi revisada por Dritz e Hancock (2002). Os
autores indicaram um CV médio entre 5 a 10% para essas variaveis na fase de
terminacdo. Eles relacionam o CV com o numero de repeticdes para assegurar a
significacdo das diferencas entre os tratamentos, quando presentes. Para um CV de 5%,
seriam necessarias 17 repeticGes. No nosso trabalho foram usados quatro tratamentos
com 32 repeticBes em cada grupo experimental (considerando as diferencas no tipo de
programa de medicacdo das racdes e uso ou nao da vacina), ou dois tratamentos com 64
repeticOes em cada (considerando apenas uso ou ndo da vacina).

Ocorreram dificuldades na administracdo da vacina na forma em que foi
fornecida pelo laboratério produtor. O produto deveria ser fornecido a animais
recebendo racdo sem medicacdo por no minimo 3 dias antes e 3 dias ap0s a vacinacao.
Para atender a essa necessidade, foi preciso produzir uma racdo especifica, sem a
inclusdo de antimicrobianos ativos contra a L. intracellularis para ser usada durante o
periodo de vacinacdo. De maneira geral, as fabricas de racdo das agroinddstrias
trabalham préximo ao limite de sua capacidade de producdo, assim que a formulacéo de
uma nova ragdo acarretou transtornos significativos. A programacdo e o envio dessa
racao até os produtores também precisou ser modificado, 0 que gerou mudangas no
padréo logistico de transporte e entrega da racdo ndo medicada. Além disso, o produto
foi administrado via agua, o que gerou a necessidade de um reservatorio especifico para
0 grupo de animais a serem vacinados. Ou seja, se na mesma terminacdo fossem
mantidos lotes de diferentes idades, deveria haver caixas de agua separadas ou que 0sS

animais fossem vacinados individualmente, o que dificultaria em muito o processo.
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Houve também cuidado em certificar sobre a auséncia de vazamento de agua
nos bebedouros e 0 adequado fluxo nos mesmos, para garantir a ingestdo do volume
adequado de agua e evitar desperdicio da vacina.

Outro ponto de dificuldade foi garantir a completa auséncia de cloro na dgua de
beber por no minimo 3 dias antes e 3 dias ap6s a administracdo da vacina. Muitas vezes
0s depdsitos eram de grande volume, o que induziu ao desperdicio de quantidades
significativas de dgua com o descarte da agua tratada para permitir o enchimento do
depdsito com agua ndo clorada antes de dissolver a vacina na mesma. Antes de incluir a
vacina na agua, foi necessario certificar de que os animais ndo estavam bebendo agua
clorada, através de um questionamento informal com os produtores. Pelo baixo grau de
treinamento e de escolaridade da maioria dos produtores e funcionarios de granjas do
Sul do Brasil, esse podera ser um ponto critico para o futuro, pois caso haja relaxamento
da fiscalizacdo sobre o uso da vacina em agua realmente livre de cloro, problemas
possivelmente venham a ocorrer. Com relagdo ao uso da vacina, tivemos dificuldades
no manuseio das doses. O produto foi fornecido em frasco de 10 doses e isso gerou a
necessidade de abrir um grande nimero de frascos em cada lote e, em alguns casos,
houve corte nos dedos provocado pelo lacre da tampa.

Como um dos indicadores para avaliar o efeito vacinal, haviamos planejado
inicialmente a observacdo clinica individual dos leitdes, buscando sinais de diarréia.
Isso provou ser inviavel, pelo grande nimero de animais que deveriam ser examinados
individualmente e pelas dificuldades de quantificar e mensurar os sinais clinicos nos
animais afetados. Uma nova metodologia foi entdo decidida, que consistia na medida de
baias com diarréia e na utilizacdo desse valor na definicdo de um indice (Item 3.9). Os
dados numéricos gerados pelo mesmo e outros eram coletados em planilhas especificas,
mantidas na granja, preenchidas diariamente pelo produtor e recebidos para digitacao e
posterior analise dos dados (Apéndice 2). Apos a fase definicdo do indice, ndo foram
encontrados problemas significativos com a planilha.

Na tabela 6, que apresenta os dados zootécnicos e sua avaliacdo estatistica, pode
ser observado que ndo ocorreu diferenca significativa entre as seguintes variaveis
respostas: ganho de peso diario, peso da carcaca e CV final. Uma variavel (conversdo
alimentar) apresentou diferenca estatisticamente significativa, com vantagem para o
grupo vacinado (P=0,034). Isso representou uma vantagem numérica (economia) de 25
gramas de racdo a cada Kg de racdo consumida por leitdo para alcancar o0 mesmo peso

de abate. Considerando o nimero de animais avaliados no experimento (54.030) e o
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peso médio das carcacas no abate (90,92 Kg), isso geraria uma economia de
139.344,49 Kg de racdo. A andlise da relacdo custo/beneficio ndo foi realizada em
funcdo da falta de informac&o sobre a que custo serd comercializada a vacina no Brasil.

A avaliacdo do coeficiente de variacdo da carcaga quente apresentou um P de
0,078, o que ndo assegurou diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5%, mas
mostrou uma tendéncia de correlagdo. Esse indice mede a uniformidade das carcagas no
frigorifico e € muito importante no processamento industrial.

Houve uma diferenca estatisticamente significativa para melhora no coeficiente de
variacdo de peso da carcaca quente (P<0,05) nos animais que receberam racéo de forma
descontinua de antimicrobianos em comparacdo aos que receberam ragdo com
antimicrobianos de forma continua. N&o foi possivel concluir sobre a razdo para esse
resultado. Seria mais l6gico que os animais que receberam medicagdo preventiva entre
0s pulsos apresentassem maior resisténcia aos desafios sanitarios apresentando, dessa
forma, menor variabilidade no ganho de peso e melhor uniformidade da carcaca no
abate.

Torna-se dificil comparar os resultados do nosso experimento com outros
similares publicados na literatura (Tabela 3). Cada trabalho tende a valorizar com maior
ou menor intensidade determinadas varidveis explicativas e as caracteristicas
multifatoriais da infeccdo tendem a tornar essas comparagcfes imprecisas. A vacinagdo
visa basicamente a impedir as manifestagdes clinicas ou sub-clinicas da infeccéo pela L.
intracellularis. Por isso, para que os efeitos sejam marcadamente diferentes entre 0s
lotes vacinados e ndo vacinados, seria favoravel que no periodo do experimento
tivessem ocorrido manifestacdes salientes da infeccdo clinica ou sub-clinica nos lotes
em avaliagdo. Como indicadores dessas possiveis manifestaces clinicas, foram
adotados dois critérios: indices de diarréia - medicacdes e a realizagdo de exames
laboratoriais para o diagnostico diferencial dos agentes etiologicos envolvidos nos casos
de diarréia. Na Tabela 8, é apresentado o percentual de lotes medicados em funcéo de
diarréia entre os diferentes tratamentos. Pode ser observado que entre os 127 lotes
avaliados ocorreu necessidade de medicar 17 (6 lotes vacinados e 11 lotes nédo
vacinados). Apesar das diferencas numéricas, possivelmente pelo baixo numero de
repeti¢bes, ndo foi assegurada diferenca estatisticamente significativa. Entre os agentes
dessas diarréias, a L. intracellularis foi diagnosticada em apenas duas ocasifes, 0 que
sugere uma circulagcdo muito baixa do agente no plantel durante o periodo em que foi

coletado o material. Cabe ressaltar que as coletas para o diagndstico foram realizadas no
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maximo até 8 semanas de alojamento. Se observarmos os dados da tabela 9,
podemos observar que 0s 2 exames positivos ocorreram nas semanas 6 e 8. Como néo
foram realizadas coletas posteriores a semana 8, poderia ser levantada a hipotese do
aumento de amostras positivas caso fossem coletados materiais de animais mais velhos.
Na fase da sorologia que foi realizada para determinar 0 momento da vacinagédo, entre
as 10 granjas amostradas, 4 em que a amostragem foi realizada antes do dia de
alojamento 49 e uma no dia 49 mostraram titulos negativos. A partir dessa data, todas as
outras 5 granjas amostradas foram positivas. Isso sugeriu uma alta circulagdo da
infeccdo no plantel, confirmando os dados de Ristow, Silva e Peres (1999), que havia
encontrado para granjas de Minas Gerais um indice de 96,33% de granjas positivas.

Uma outra observacéo foi a de que 82% dos casos de diarréias com intervencao
de medicac&o ocorreram até a 5% semana apds o alojamento (Tabela 9). Se compararmos
com os dados de soroconversdo apresentados na figura 2, podemos observar que as
diarreias foram diagnosticadas antes do provavel periodo em que vinha ocorrendo a
infeccdo dos plantéis da integracdo. Mais complexa ainda seria a tentativa de avaliar a
possibilidade da ocorréncia de infec¢bes sub-clinicas (inaparentes, sem diarréia).
Segundo McOrist, Gebhart (1999), problemas desse tipo sdo comuns e podem interferir
significativamente com a conversdo alimentar. Essa seria uma hipotese valida para
explicar a significativa melhoria na conversao alimentar observada nos lotes vacinados,
guando comparados aos ndo vacinados.

Na andlise da tabela 9, fica saliente a dificuldade na analise de um experimento
que tenta isolar o efeito de uma unica infeccdo bacteriana num sistema epidemioldgico
com ampla interacdo entre agentes, fatores predisponentes, desencadeantes e diferentes
graus de sensibilidade individual entre os animais. Houve a detec¢édo de 4 agentes
bacterianos, 1 helminto, dois protozoarios e uma infeccdo viral entre 20 lotes
analisados. O diagnostico mais comum foi a presenca de lesdes histopatoldgicas
compativeis com as da circovirose (em 6 lotes, 35%). Isso ndo causou surpresa, pois
essa tem sido a doenga emergente mais comum nos rebanhos do estado de Santa

Catarina, inclusive na integracdo em que foi realizado nosso estudo.
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6 CONCLUSOES

Baseado na conversdo soroldgica, nas condi¢cbes da empresa integradora
analisada, vacinas contra a infeccdo por L. intracellularis podem ser administradas no
inicio do periodo de alojamento.

Entre as varidveis analisadas, a vacina mostrou-se significativamente eficiente
em melhorar a conversdo alimentar. Para a variavel coeficiente de variacdo
(uniformidade) dos lotes ao abate, houve uma tendéncia de melhoria com o uso da
vacina.

Os lotes ndo vacinados e ndo medicados de forma continua apresentaram maior

indice de diarreia e de prevaléncia de medicacdo para diarréia.
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Pelas anélises utilizando a técnica da PCR de fezes coletadas de animais

com diarréia, constatou-se baixa deteccao da infeccdo por L. intracellularis.
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APENDICE 1 - Classificagio da consisténcia das fezes.

Normais (> 24% de matéria seca)

Cremosas (20-22% de matéria seca)
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