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RESUMO
Os problemas sanitarios, em especial problemas entéricos, sdo responsaveis por grandes
impactos econémicos na suinocultura. Lawsonia intracellularis agente etioldgico da
enteropatia proliferativa suina, sendo um importante agente causador de diarreia nas fases finais
do sistema de producdo, e em diversas espécies animais. A presenca/ circulacdo desse
microrganismo em criatérios de suinos de Minas Gerais é desconhecida e pode ser um
importante fator na manutencéo deste agente em rebanhos suinos tecnificado. Para determinar
o perfil sorolégico e a soroprevaléncia de anticorpos anti-L. intracellularis em criatdrios de
subsisténcia de suinos de Minas Gerais, foram amostrados 288 criatdrios, obtendo-se 1100
amostras. Nesses rebanhos as amostras de soro foram obtidas de animais de diferentes idades
sendo, posteriormente, analisadas pela técnica de imunoperoxidase em monocamadas de
células. A prevaléncia geral para os anticorpos anti-L. intracellularis em Minas Gerais foi
97,53% e ndo houve diferenca estatistica entre as prevaléncias das mesorregides amostradas.
Os anticorpos anti-L. intracellularis estavam presentes em todos os criatérios investigados de

Minas Gerais, indicando ampla circulagdo do agente nesse tipo de propriedade no estado.

Palavras chaves: Enteropatia Proliferativa, IPMA, ileite, suinos, epidemiologia, anticorpo,

sorologia, criatério de subsisténcia.



ABSTRACT
Sanitary problems, especially enteric problems, are responsible for major economic impacts on
pig production. Lawsonia intracellularis etiological agent of swine proliferative enteropathy,
being an important agent that causes diarrhea in the final stages of the production system, and
in several animal species. The presence / circulation of this microorganism in pig backyard
farms in of Minas Gerais is unknown and can be an important factor in the maintenance of this
agent in tecnified swine herds of state. To determine the serological profile and the
seroprevalence of anti-L intracellularis antibodies. in pig subsistence farms in Minas Gerais,
288 farms were sampled, obtaining 1100 samples. In these herds, serum samples were obtained
from animals of different ages and subsequently analyzed by the immunoperoxidase technique
in cell monolayers. The general prevalence for anti-L. intracellularis antibodies in Minas Gerais
was 97.53% and there was no statistical difference between the prevalence of the sampled
mesoregions. Anti-L. intracellularis were present in all investigated farms in Minas Gerais,

indicating wide circulation of the agent in this type of property in the state.

Keywords: Proliferative Enteropathy, IPMA, ileitis, swine, epidemiology, antibody, serology,
backyard pig farms.
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1. INTRODUCAO
No Brasil a suinocultura desempenha papel relevante para a economia brasileira. Minas Gerais
se destaca em quarto lugar como maior produtor brasileiro de carne suina ha alguns anos
(SEAPA, 2017). Grandes impactos econdmicos na suinocultura sdo causados por problemas
sanitarios, particularmente enfermidades respiratérias e entéricas (Hampson & Trott, 1995).

A criacdo de suinos pode ser separada por niveis diferentes de tecnologia aplicada,
variando de sistemas menos tecnificados e mais rudimentares a sistemas com alta tecnificagéo.
Criagdes de subsisténcia, mais conhecida como “fundo de quintal”, t€m como objetivo
abastecer a propria propriedade, na maior parte das vezes sem haver algum tipo de controle
sanitario. Os animais sdo criados soltos, sem delimitacdo de espaco, em contato com outras
espécies de animais e até mesmo com suinos de diferentes idades, disputando por espaco e resto
de alimentos (Dalla Costa et al., 2002). A falta de controle sanitario (Sarcinelli et al., 2007),
pode resultar na disseminacdo de doencas, uma vez que 0s animais excedentes podem ser
comercializados regionalmente sem fiscalizagdo (Sobestiansky et al., 1998).

De acordo com MAPA e IMA, criatdrios de suideos s&o estabelecimento onde se cria suideos
para consumo proprio, podendo haver comércio de pequenos excedentes. S&o as exploracdes de
subsisténcia familiar, caseiras ou de “fundo de quintal”, sem caracteristica industrial (MAPA, 2010).
Essas criacfes de subsisténcia podem ter importancia relevante para as criacbes de
caracteristicas comerciais, pois a ndo realizacdo da vigilancia, controle, prevencéo e auséncia
de biosseguridade tornam os criatorios de suinos possiveis focos de disseminacdo de agentes
economicamente impactantes. E indispensavel que os sistemas de producéo intensiva estejam
0 mais isolado possivel desses criatdrios ou de aglomerados de suinos e de estradas por onde
transitam caminhdes com animais.

Doencas infecciosas sdo relevantes na producdo suina tecnificada e de subisténcia
(Guedes et al., 2002). Dentre as doencas infecciosas mais comuns na suinocultura tecnificada,
destaca-se EPS (Hampson & Trott, 1995). Pouco se sabe sobre a epidemiologia da EPS em
rebanhos suinos ndo tecnificados, mas na suinocultura industrial sabe-se que ha perdas
econdmicas importantes relacionadas ao controle e tratamento de animais doentes e ao abate de
animais debilitado com perda do rendimento da carcaca .

Dentre os problemas entéricos mais relevantes, a enteropatia proliferativa suina é

responsavel por perdas econdmicas significativas nas fases finais do sistema de producéo,
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relacionada a piora da conversdo alimentar, reducédo do ganho de peso e aumento nos indices
de mortalidade (McOrist, 2005a).

Lawsonia intracellularis € um bacilo Gram-negativo intracelular obrigatério (McOrist
et al., 1995h), agente primario da enteropatia proliferativa, caracterizada pela hiperplasia das
calulas epiteliais das criptas intestinais e, consequentemente, espessamento da mucosa
intestinal (Lawson et al., 1993). Essa bactéria tem capacidade de infectar também outras
espécies de mamiferos, como roedores, equinos, primatas ndo humanos e algumas aves, mas
sd0 suinos e hamsters as espécies mais severamente afetadas (Lawson e Gebhart, 2000).

EPS pode apresentar diferentes manifestacdes clinicas e patoldgicas, a forma aguda
caracteriza-se por enterite hemorragica, com morte subita (Lawson e Gebhart, 2000), a forma
cronica é caracterizada por anorexia, diarreia e diminui¢do no ganho de peso, e por ultimo, a
forma subclinica, que esta associada com o comprometimento no desempenho dos animais
(Collins e Barchia, 2014). E essa apresentacéo subclinica é a principal forma de propagacao da
doenca, pois permite que o agente, de maneira silenciosa, se dissemine por uma populagéo de
hospedeiros nas granjas, aumentando 0s prejuizos econdmicos na suinocultura (Paradis et al.,
2012; Collins e Barchia, 2014).

Para o diagndstico da EPS nédo basta mensurar apenas a presenca e auséncia do agente
na propriedade. E necessario saber o nivel de circulacdo desse organismo entre os animais,
através do soroperfil, pois cada rebanho ira apresentar um perfil de desafio distinto do outro. O
soroperfil € uma ferramenta que mostra a realidade de cada granja em relacdo ao grau de
infeccdo da L. intracellularis, além do momento de ocorréncia dessa infeccdo, possibilitando o
melhor posicionamento para o sucesso dos programas de tratamento e controle a serem
adotados na propriedade (Barcellos et al., 2009).

A importancia econdmica da EPS difere entre os diversos paises e regifes (Guedes,
2008). Na Australia, a prevaléncia de rebanhos suinos positivos para L. intracellularis foi de
100% (Holyoake et al., 2010). Ja nos EUA, encontraram 75% de prevaléncia em rebanhos de
terminacdo e 78% em rebanhos de reproducédo, por meio de teste de IPMA (Marsteller et al.,
2003). No Brasil, alguns estudos foram conduzidos com objetivo de investigar a prevaléncia
das enfermidades entéricas nos rebanhos (Moreno et al., 1999; Ristow et al., 2001; Moreno et
al., 2002; Guedes, 2008; Viott et al., 2013a; Resende et al., 2015), caracterizando os rebanhos

brasileiros com mais de 94% de positividade (Guedes, 2008).
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Apesar de enteropatia proliferativa suina ser uma doenga economicamente relevante e
prevalente (McCorist, 2005b) ndo s6 no Brasil, mas em todos os paises de produgdo suinicola,
ndo existe nenhum estudo que relate a soroprevaléncia de L. intracellularis em criacdes de
suinos de subsisténcia. Dessa forma, tornou-se relevante o aprofundamento e divulgacdo de
informacgBes relacionadas a frequéncia de sua deteccdo nesse tipo de criacdo para ampliacdo do
conhecimento epidemioldgico da enfermidade.

O objetivo desse estudo foi determinar a soroprevaléncia para L. intracellularis em
criatorios suinos do estado de Minas Gerais, bem como reconhecer sua distribuicdo entre as
diferentes mesorregides onde se localizam também as os principais polos de producao
tecnificada de suinos do estado, e identificar as variaveis de risco para positividade em

criatérios.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Realizar um perfil soro-epidemioldgico para L. intracellularis em criatorios de suinos
do estado de Minas Gerais, e compreender sua distribuicdo entre as principais mesorregides do
estado.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar levantamento e mapeamento espaco-temporal da soropositividade para L.
intracellularis em criatorios de suino no estado de Minas Gerais.

e Correlacionar o resultado de soroprevaléncia de L. intracellularis com os fatores de

risco das mesorregifes amostradas.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Historia
A Enterite Proliferativa € considerada uma importante enfermidade entérica que

acomete suinos nas fases de recria e terminacdo. Foi identificada pela primeira vez ha mais de
80 anos em 1931 pela observacao das criptas intestinais em suinos afetados (Rowland, Lawson,
Maxwell, 1973). Em 1972 EPS foi descrita como uma sindrome intestinal hemorragica
associada a adenomatose intestinal em um rebanho suino (Rowland e Rowntree, 1972).

A visualizacdo do agente da adenomatose intestinal suina ocorreu em 1974 através de

imunofluorescéncia e microscopia eletrénica (Rowland and Lawson, 1974). Por volta da década
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de 1990 a bactéria foi denominada “Campylobacter-like”, porém alguns estudos demonstraram
que essas bactérias ndo pertenciam ao mesmo género (McOrist et al.,1989; McOrist et al.,1990).
Em 1993, a bacteria observada no intestino de animais infectados foi isolada e mantida in vitro
(Lawson et al 1993) sendo assim possivel o desenvolvimento do postulado de Koch (McOrist
et al. 1993). A bacteria isolada foi renomeada temporariamente como lleal symbiont (IS)
intracelular em 1995 (Gebhart et al., 1993; McOrist et al., 1993; Lawson et al., 1995).

Dois anos depois a bacteria foi completamente caracterizada atraves de amplificacéo e
sequenciamento de seu DNA ribossomal (rDNA) 16S, morfologia, testes fenotipicos, perfil
eletroforético de proteinas e analise filogenética. Esses resultados revelaram que a bactéria
pertencia a uma nova especie da familia Desulfovibrionacea e foi classificada como um novo

género e espécie de microrganismo (McOrist et al. 1995b), sendo denominada L. intracellularis.

3.2 Etiologia

L. intracellularis € um bacilo Gram-negativo que mede entre 1,25 a 1,75um de
comprimento e 0,25 a 0,43um de largura, microaeréfilo, intracelular obrigatério (Lawson et al.,
1993; McOrist et al., 1995a; Lawson e Gebhart, 2000), mével, de forma curva ou sigmoide
(McOirist et al. 1995a) (Figura 1), ndo esporulado.

A bactéria possui um flagelo longo e unipolar, um envelope trilaminar. frequentemente
separado da membrana citoplasmatica por uma zona eletroluscente (Lawson e Guebhart, 2000,
Kroll et al 2005). Em seu citoplasma ha um cromossomo pequeno (1,45Mb) e trés plasmideos
(Gebhart e Guedes, 2010). Pertencente a divisao delta da Proteobactéria (Gebhart et al., 1993;
McOrist et al.,, 1995ab), taxonomicamente diferente de outros patdgenos intracelulares
(McOirist et al., 1995ab; Lawson e Gebhart, 2000).
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Figura 1 - Microscopia eletrdnica de Lawsonia intracellularis em cultura pura. As
setas indicam um Unico flagelo polar. Barra = 10 mm. (Fonte: Kroll et al., 2005).

L. intracellularis é mais comumente encontrada em suinos (Kroll et al., 2005), mas ha
estudos que descrevem a presenca da bactéria em ampla variedade de hospedeiros, como:
hamsters (Jonas et al., 1965), ovinos (Vandenberg; Hoorens, 1980), coelho (Umemura et al.,
1982), equinos (Duhamel e Wheeldon, 1982), cdes (Collins et al., 1983), raposas (Eriksen et
al., 1990), cervos (Drolet et al., 1996), aves como emas (Lemarchand et al., 1997), avestruzes
(Cooper et al., 1997ab), primatas ndo humanos (Cooper; Gebhart, 1998), furdes (Fox; Lawson,
1998), gambas, coiotes, lebres (Pusterla et al., 2008), ratos, camundongos e ratazanas (Friedman
at al., 2008), gatos (Truong et al., 2013), galinhas (Ohta el al., 2016). Apesar dos isolados
apresentarem alta semelhanca genética (Guedes e Gebhart, 2003b), a manifestacdo de sinais

clinicos € variavel entre espécies animais (Lawson e Gebhart, 2000).

3.3 Cultivo
Por ser uma bactéria intracelular obrigatéria e microaerofila, a L. intracellularis

necessita de cultivo celular permissivo (Figura 2) e ambiente adequado para seu crescimento
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(Lawson et al.,1993; Vannucci et al., 2012). Os requisitos para o cultivo in vitro, o torna muito
laborioso.

Figura 2 - Imunocitoquimica de cultivo celular. Deteccdo de Lawsonia
intracellularis (em vermelho) no citoplasma de células McCoys (ncleo em azul) e
extracelularmente (400X). (Fonte: Prépria, 2019).

Além disso, a proliferacdo celular que é caracteristica da lesdo causada pela bactéria in
vivo, nunca foi demonstrada in vitro (Lawson et al., 1993; Vannucci et al., 2012). Tal fato foi
ratificado pelos achados de Resende et al (2019) que investigaram o efeito da L. intracellularis
sobre vérias linhagens celulares, baseado em ensaios de confluéncia celular e quantidade de
DNA eucariotico medido ao longo do tempo, e ndo demonstrou aumento na proliferacéo e

migracédo das células eucariotas infectadas quando comparada as ndo infectadas.

3.4 Caracterizagédo da EPS
A transmissdo da EPS ocorre via oro-fecal (Jordan et al., 2004), sendo que a infeccéo
pode estar presente sob trés formas. A forma cronica, conhecida como adenomatose intestinal

suina, observada mais comumente em animais de crescimento entre 6 e 20 semanas de idade
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(McOrist e Gebhart, 1999), caracteriza-se clinicamente como anorexia, diarreia, letargia,
reducdo do ganho de peso (Lawson e Gebhart, 2000) e mortalidade baixa (Winkelman e Dee,
1996).

Os sinais clinicos da EPS croénica sdo discretos e mais frequentemente observados em
leitdes pos-desmama, e compreendem principalmente dificuldade de ganho de peso,
independente do fornecimento do alimento. O comportamento varia de clinicamente normal a
apatico e ndo responsivo. Quando presente, a diarreia € moderada, com fezes amolecidas, mas
de colorag@o normal (McOrist e Gebhart, 1999).

A forma aguda, também conhecida como enteropatia proliferativa hemorrégica, ocorre
com mais frequéncia em animais de 4 a 12 meses de idade (McOrist e Gebhart, 1999), afetando
suinos de terminacao e animais de reposi¢do, marrés e cachagos (Vannucci e Gebhart, 2014).
Essa forma de manifestacdo pode ocorrer de forma repentina (Ward e Winkelman, 1990), e é
caracterizada por perda intestinal de sangue e fezes enegrecidas (Lawson e Gebhart, 2000).

A mortalidade entre os animais que apresentam sintomatologia clinica pode chegar a
50%. Dos que sobrevivem, alguns se recuperam rapidamente, sem grande perda de peso
corporal e outros apresentam retardo no crescimento (Jacobson et al., 2010) ou casos de morte
subita (Lawson e Gebhart, 2000). O quadro clinico inicial € de anemia aguda, fezes enegrecidas
ou sanguinolentas, podendo ser de consisténcia normal, amolecida ou aquosa. A regido perineal
pode estar suja de sangue ou fezes. Alguns animais, entretanto, vao a 6bito sem apresentarem
anormalidades nas fezes, somente uma leve palidez corporal.

Na forma subclinica da doenca, animais afetados ndo manifestam sintomas de diarreia,
mas sdo fontes importantes de disseminacdo da bacteria para o restante do rebanho (Guedes e
Gebhart, 2003b; McOrist e Gebhart, 2012), levando a perdas econémicas nos sistemas de
producdo (Jacobson et al., 2010).

As lesbes macroscopicas da EPS nem sempre sdo possiveis de serem observadas na
necropsia (Cooper e Gebhart, 1998). Contudo, sdo semelhantes em todas as espécies afetadas,
podendo variar a sua localizacdo. Existem relatos de lesGes no estbmago e ileo de cées (Leblanc
et al., 1993), ileo de ovinos (Vandenberghe e Hoorens, 1980), equinos (Williams et al., 1996),
cobaios (Muto et al., 1983), coelhos (Hotchkiss et al., 1996), hamsters (Frisk et al., 1977),
galinha (Ohta et al 2016) e suinos (Rowland e Lawson, 1992) e no co6lon de ratos
(Vandenberghe et al., 1985), furdes (Fox e Lawson, 1988), raposas (Erikson et al., 1990) e
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suinos (Ward e Winkelman, 1990), cloacas de emus (LeMarchand et al., 1997), intestino
delgado e grosso de gatos (Troung et al., 2013), ceco tonsilar de galinha (Ohta et al., 2016) e
ceco e reto de suinos (Guedes e Gebhart, 2004).

Entretanto, na maioria das vezes, as lesdes caracteristicas da EPS sdo normalmente
encontradas no intestino delgado e com menor frequéncia no intestino grosso (Rowland e
Lawson, 1992). A forma cronica consiste em espessamento da mucosa intestinal, enterite
necrotizante com presenca de membrana necrética aderida a mucosa, serosa intestinal com
aspecto cerebroide e espessamento da mucosa intestinal (Rowland, 1978; Knittel, 1999;
Lawson e Gebhart, 2000; Vannucci e Gebhart, 2014) (Figura 3A). Na forma aguda, as lesoes
sdo caracterizadas por edema e espessamento da parede intestinal, espessamento acentuada da
mucosa (McOrist e Gebhart, 1999) e necrose da superficie da mucosa, com conteudo fibrino-
hemorragico com coagulos na luz intestinal (Figura 3B) (Ward e Winkelman, 1990).

Na histologia, as lesbes sdo indistinguiveis para todas as formas de EPS. Observa-se
acumulo extensivo de fluido proteinaceo no intersticio e nos vasos linfaticos da lamina propria
nas extremidades das vilosidades, com hemorragia discreta (Rowland e Lawson, 1974) e nao
ha ocorréncia de infiltrado inflamatdrio significativo (Rowland e Rowtree, 1972; Lawson e
Gebhart, 2000). Ha figuras de mitose frequentes e diminuicao de células caliciformes(Figura
3C) (Lawson e Gebhart, 2000). A presenca da bactéria no citoplasma apical de enterécitos pode
ser demonstrada por coloracdo pela prata (Rowland e Lawson, 1974) ou imuno-histoquimica

sendo o padrdo ouro como teste de diagndéstico da EPS (Figura 3D) (Guedes et al, 2003).

3.5 Resposta Imune

A resposta imune celular produzida pelos suinos frente a infeccdo (Abbas et al., 2007),
através de interferon gama foi detectada apds estudo in vitro com antigenos de L. intracellularis,
entre 11 (Riber et al., 2015) e 14 (Guedes e Gebhart, 2010) dias pds-inoculacdo experimental
do agente, e entre a 9° e 10° semana pds-inoculacao ocorreu o0 pico de producdo e aumento de
deteccdo em animais que foram desafiados por duas vezes (Cordes et al., 2012).

Em rebanhos que passaram por surto de doenca aguda, a resposta humoral sistémica,
caracterizada pela deteccgdo de 1gG anti-L. intracellularis, pode persistir por até 90 dias (Guedes
e Gebhart, 2002a). Leitdes ap6s o desmame podem permanecer soropositivos até a quinta

semana de idade devido a permanéncia de anticorpos maternos (Guedes et al., 2002a; Stege et
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al., 2004).

Entre a 5° e 7° semana de idade, 0s animais possuem uma janela imunolégica com maior
suceptibilidade ao patégeno, devido a queda do titulo de anticorpos maternos, podendo ser
observado picos de eliminacdo da bactéria nas fezes entre a 13° a e 16° semanas de vida, com
soroconversao de IgG especifica em torno da 16 semana até a 22° a semana de idade (Guedes
et al., 2002a).

Possuindo um papel relevante na protecdo de mucosa contra L. intracellularis, a
Imunoglobulina IgA presente no leite das porcas restringe a oportunidade da transmissao
fecal/oral entre os leitdes lactantes (Collins et al., 2001). A deteccdo de IgA anti-L.
intracellularis na luz intestinal na regido do ileo de animais experimentalmente inoculados
iniciou aos 15 dias e perdura até 29 dias pés-inoculacdo, com variacdo de titulos entre 1:4 a
1:64 (Guedes e Gebhart, 2004; 2010). No soro, a deteccdo de IgA especifica em todos 0s

animais foi detectada a partir do 14° dia ap0s a inoculagdo (Nogueira et al., 2013)
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Flgura 3 Lesoes macro e mlcroscoplcas de enteropatla proliferativa suina (EPS) e imuno-
histoquimica (IHQ) usando anticorpos especificos contra L. intracellularis. A. Suino, intestino
delgado, ileo. Macroscopia da forma aguda de infeccdo por Lawsonia intracellularis. Observa-se
espessamento e engrossamento da serosa intestinal com conteudo intraluminal sanguinolento. Fonte:
Prof. Roberto Guedes. B. Suino, intestino delgado, ileo, macroscopia da forma crénica de infeccéo
por Lawsonia intracellularis. Observa-se espessamento e pregueamento evidente da mucosa
intestinal (seta). Fonte: Prof. Roberto Guedes. C. Seccéo de intestino delgado de suino apresentando
discreto infiltrado inflamatorio linfohistioplasmocitario multifocal na lamina propria (cabeca de
seta), evidente hiperplasia do epitélio das criptas intestinais associado a atrofia marcante de células
caliciformes (setas) e abcessos de cripta multifocais (circulado) . H&E. 400x. (Fonte: Dra. Luisa
Vianna). D. Suino, intestino delgado. Detec¢do imuno-histoquimica de Lawsonia intracellularis,
observa-se marcagdo no apice dos enterdcitos da cripta intestinal (seta) (IHQ 40X). Fonte: Ricardo
Laub.

3.6 Soroperfil e Soroprevaléncia

As técnicas sorologicas para determinacdo do soroperfil de rebanhos frente a uma
infeccdo sdo comumente utilizadas na suinocultura (Barcellos et al., 2009), como uma
ferramenta de diagndstico, para definir a medida de controle e tratamento da EPS (Walter et al.,
2004).

A deteccéo direta do agente pode ndo ocorrer devido a forma de apresentagdo do quadro.
Assim, as presengas de imunoglobulinas especificas sdo utilizadas para diagnosticar o animal
que esteve exposto a determinado patdégeno (Guedes e Gebhart, 2002bc; Barcellos et al., 2009).



25

A imunoglobulina sérica especifica contra L. intracellularis é detectada entre o 14° dia
até 3 meses apos infeccdo (Guedes e Gebhart, 2002a). Portanto, para compor 0s sorosperfis e
entender a dindmica da infec¢do da doenca no rebanho é necessario a coleta de amostras de soro
de animais em diferentes fases do ciclo produtivo nas granjas (Barcellos et al., 2009).

O soroperfil pode ser realizado de duas maneiras: transversal e longitudinal. A analise
transversal é realizada em diferentes animais de diferentes fases da produgdo, em um mesmo
momento. Em termos praticos, o perfil transversal é uma imagem instantanea da granja em
relagéo ao status de positividade a enfermidade nas distintas fases da produgdo. E o soroperfil
longitudinal se baseia em analises seriadas sobre 0s mesmos.

Assim, a informacéo epidemioldgica da fase de maior susceptibilidade a infeccdo, e o
conhecimento da resposta imune gerada pela infeccdo, podera proporcionar o sucesso dos
programas de controle e tratamento a serem realizados nas granjas comerciais (Resende et al.,
2015). A importancia do soroperfil e soroprevéncia ndo é apenas identificar a presenca da
infeccdo em rebanhos ndo vacinados, mas também conhecer a dindmica de infeccdo da
populacdo em estudo.

O principal teste utilizado no diagndstico sorologico de L. intracellularis em suinos é o
de imunoperoxidase em monocamada de células (IPMA). Esse teste se baseia na reacéo
antigeno-anticorpo e em reacdo enzimatica que da origem a coloracgéo caracteristica (Guedes et
al., 2002a).

A presenca da EPS em rebanhos suinos varia de acordo com diferentes paises, regides,
granjas e criatorios. Algumas pesquisas ja descreveram a prevaléncia em determinados pais
e/ou estado, utilizando métodos soroldgicos. Marsteller et al. (2003) encontraram 75% de
prevaléncia em rebanhos de terminacédo e 78% em rebanhos de reproducéo localizados em lowa,
Nebraska, Minnesota, and Illinois, por meio de teste de IPMA.

Mas na Alemanha detectou-se 33,7% de prevaléncia dos rebanhos analisados (403/826),
encontrando maior prevaléncia de anticorpos contra o patdgeno em soros de marras e matrizes
(71,8% e 74,4%, respectivamente) (Wendt et al., 2004), seguida de animais em terminacéo
(60,4%), e na Suécia, Lofstedt et al. (2004) encontraram positividade de porcentagem foi de
48% (50/105).

McOrist (2005b) estimou que todos os rebanhos da Coreia do Sul, Malasia, Tailandia,

China e Japdo apresentaram o agente, variando apenas a soroprevaléncia entre eles, utilizando
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IPMA e teste de imunofluorescéncia indireta (IFA). Paradis et al (2007), também utilizando
IFA na mesma provincia, encontraram 91,7% de prevaléncia em rebanhos de ciclo completo,
50% em rebanhos de terminacéo e 16,7% em rebanhos com sitios separados.

Em Ontério, o resultado foi de 87.5% em granjas com ciclo completo e 95.5% em
propriedades terminadoras. Em Quebec, 100% dos rebanhos apresentaram-se positivos.
Holyoake et al. (2010) mostraram a prevaléncia de rebanhos suinos positivos para a L.
intracellularis de 100% na Australia. Kukushkin e Okovytaya (2012) relataram que 86,5% das
propriedades pesquisadas na Russia foram positivas na sorologia.

Em um primeiro levantamento soroldgico da EPS em rebanhos de Minas Gerais, 2398
amostras de sangue de animais em terminacgdo foram coletadas de 109 rebanhos distribuidos
entre as regides de producdo tecnificada do estado, apresentando 96,33% de prevaléncia, com
530 animais positivos distribuidos em 105 das 109 granjas amostradas (Ristow et al., 2001).

O mais recente trabalho foi de Resende et al. (2015) que mostrou uma soroprevaléncia
de 37,7% a nivel de animais, 100% dos rebanhos foram positivos. Essa pesquisa foi realizada
com 2999 amostras de suinos, abrangendo cada categoria do ciclo de producdo (porcas-
maternidade e gestacdo, leitbes de maternidade, creche, recria e terminacdo) em granjas
comerciais, dentro das quatro principais mesorregifes de producédo suinicola tecnificada do
estado de Minas Gerais.

Até o presente momento nao existe relato sobre o soroperfil e a soroprevaléncia de EPS

em criatérios de suinos no estado de Minas Gerais.

3.7 Fatores de risco

Segundo Kroll et al. (2005) idade, nutrigdo, status sanitario, manejo e tipo de sistema
produtivo sdo elementos que contribuem para alta prevaléncia de L. intracellularis em rebanhos
de suinos. Bane et al. (2001) detectaram elementos predisponentes para ocorréncia da doenca
nos rebanhos, como construcdes antigas (> 12 anos), pisos de concreto e mistura de lotes.

Corzo et al. (2005) resaltam que dentro das granjas que adotam o sistema semi-intensivo
na engorda de seus animais, em comparacao aquelas que utilizam de sistema confinado em piso
de concreto, tendem a ter menor prevaléncia da bactéria em seu rebanho, e ser mais suceptiveis
quando recebe rotineramente uso de antibiético.

As propriedades gue adotam tecnicas adequadas de manejo (lavar e desinfectar baias),
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diminuem os niveis de exposicdo a L. intracellularis. Paradis et al. (2007), com isso descrevem
que, a soroprevaléncia de L. intracellularis varia conforme o sistema de criacdo (reproducéo,
engorda ou ciclo completo).

No estudo de Resende et al. (2015), os autores concluiram que a infecgdo por L.
intracellularis é disseminada entre as granjas suinicolas tecnificadas do estado de MG, e
apresentaram relevancia a um unico fator de risco dentre as variaveis selecionadas dos
questiondrios, somente “frequéncia de introdugdo de animais de outros rebanhos” apresentou
significancia.

Os fatores mais usualmente considerados em planejamento epidemiol6gico podem ser
referentes ao meio ou as caracteristicas dos animais que compdem a populacao estudada:

e fatores relacionados com o meio ambiente; fatores fisicos (temperatura, grau de
umidade, composicao do solo, vetores biologicos), fatores quimicos (excesso ou a falta
de determinados componentes quimicos, no solo ou na agua) e fatores biologicos
(natureza da fauna).

e fatores relacionados com a composicdo da populacdo; como dito anteriormente a idade,
sexo, ocupacdo e estado socioeconémico (renda familiar, tipo de habitacdo e sua
localizagdo), grupos especificos (heranca biologica comum), estado geral de satde dos
animais que abrange o estado fisiologico, estado nutricional, doencas intercorrentes ou
preexistentes, tensdo e condicdes de vida (inter-relacdo das condic¢Oes naturais) (Leser
etal., 1988).

Todos esses fatores, podem colaborar com a propagacédo e permanéncia da doenca EPS

em criatdrios suinos (Corzo et al., 2005).

3.8 Diagndstico
O diagndstico de suinos infectados por L. intracellularis é feito atraves da associacdo
dos sinais clinicos com a realizacdo de testes de diagnostico (Al-Ghamdi, 2006). Por ndo ser
uma doenca de sinais clinicos especificos, a EPS ndo é facilmente diagnosticada sem exames
complementares. S&o varias as doengas que cursam com 0s mesmos sinais clinicos da EPScomo
espiroquetose colénica (Brachyspira pilosicoli), disenteria suina (B. hyodysenteriae),
salmonelose (Salmonella enterica sorovar Typhimurium), ou hipersensibilidade a soja
(Stevenson, 2001).
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O diagnostico ante-mortem da EPS pode ser feito através de PCR ou sorologia. A
técnica qualitativa de PCR detecta especificamente DNA da bactéria em amostras fecais (Jones
et al., 1993), podendo determinar se o animal testado esta eliminando a L. intracellularis
(Jordan et al., 1999). Entretanto, esta técnica apresenta baixa sensibilidade (Guedes et al.,
2002a), devido ao fato da técnica ser incapaz de detectar suinos excretando pouca quantidade
bactérias e/ou de forma intermitente, podendo ocasionar resultados falsos negativos, com
valores variando entre 40 e 70%, em amostras viciadas (de animais com diarreia), pela presenca
da grande quantidade de inibidores fecais da reacdo em cadeia da polimerase (Knittel et al.,
1997).

Apesar disso, a PCR ainda é a melhor forma de identificar animais vivos infectados
(Guedes et al., 2002ac). No entanto, justamente pela baixa sensibilidade da técnica, uma
amostragem significativa entre 15 a 20 animais € fundamental para a interpretacdo correta dos
resultados (Guedes, 2003a).

Outro meio diagnostico ante-mortem amplamente utilizado sdo os testes sorologicos.
Ha trés tipos de testes soroldgicos que podem ser utilizados para a realizacao do soroperfil para
L. intracellularis: imunofluorescéncia indireta de anticorpos (IFA), imunoperoxidase em
monocamadas de células (IPMA) e teste de ELISA (ELISA de bloqueio, Enterisol Eleitis,
BioScreen, Germany).

Essas técnicas fornecem informacdo historica da infeccdo dos animais com a bactéria
(Guedes, 2004) e sao uma ferramenta diagndstica utilizada para avaliar a cinética da infeccao
em grupos de animais e estabelecer soroperfis necessarios para formulacdo de estratégias de
vacinacdo ou medicacdo em rebanhos com problemas de enteropatia proliferativa suina (EPS)
(Walter et al., 2004). E relevante destacar que a infeccdo por L. intracellularis pode estar
presente subclinicamente (Collins e Barchia, 2014). Nesse caso, a detec¢do de anticorpos contra
a bactéria é uma forma de se reconhecer a sua presenca no rebanho (Barcellos et al., 2009).

IPMA é o padrédo ouro para o diagnéstico de EPS ante-mortem, apesar da preparacao
das placas ser complexa (Magtoto et al., 2014), o teste tem especificidade do 100% e
sensibilidade de 89% em soros com dilui¢do 1:30, demonstrando ser uma ferramenta apropriada
para o diagnéstico em rebanhos, mas ndo para o diagnostico de individuos (Guedes et al.,
2002abc). A técnica de IPMA é de facil interpretacdo, e a cor da reagdo € estavel por varios

meses dando um registro permanente dos resultados que podem ser armazenados por longo
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tempo.

Além disso, diferente da IFA, a IPMA tem a vantagem de ndo precisar de microscopio
fluorescente (Guedes et al., 2002abc) e em relagcdo com a ELISA, a IPMA ¢é uma técnica mais
econdmica para o diagnostico de EPS, devido a Unica opcdo de Elisa comercial (Kit ELISA de
bloqueio, Enterisol lleitis, BioScreen, Germany), depender da importacdo da Alemanha,
elevando o seu custo de realizacdo no Brasil (Resende et al, 2015). No diagndstico de EPS
através do IPMA em amostras de soro, 0 anticorpo detectado é a IgG (Guedes et al., 2002a).

O diagnostico post-mortem é baseado nos achados macroscopicos e histopatolégicos
das lesdes do intestino delgado (Jordan et al., 1999). Exames histopatoldgicos de rotina de
fragmentos de intestino afetados em associagdo com a técnica de coloracéo pela prata (Warthin
Starry), permite a visualizacdo em microscépio oOtico dos bacilos intracelulares no interior das
células epiteliais intestinais (Ladinig et al., 2009) morfologicamente compativeis com L.
intracellularis no interior do citoplasma apical de enterocitos.

Ja as técnicas de imuno-histoquimica (IHQ) (Figura 3d) e imunofluorescéncia (IFI)
permitem a deteccdo da L. intracellularis em fragmentos de tecido intestinal (Knittel et al.,
1997), sendo considerado métodos de confirmacdo da doenca (Rowland e Lawson, 1974;
Williams et al., 1996; Cooper et al., 1997b), pois, tanto IHQ e a IFl, apresentam alta
sensibilidade e especificidade para L. intracelularis (Guedes et al., 2002%).

A microscopia eletrénica ¢ mais uma alternativa de diagnostico utilizada para
visualizacao de bacilos curvos ou retos no interior do citoplasma de enterécitos (Duhamel e
Wheeldon, 1982; Williams et al., 1996;), mas por ser uma técnica pouco pratica, ndo é

normalmente incorporada na rotina de diagnostico da EPS.

3.9 Tratamento e Controle

O controle da EPS em rebanhos suinos é realizado através de vacinacdo ou
antibioticoterapia preventiva na racdo, na agua de beber (Bane et al., 2001).

A vacina viva atenuada contra L. intracellularis (Enterisol® lleitis, Boehringer
Inglheim Vetmedica), € administrada via oral ou via 4gua de consumo (Guedes, 2002). Os
suinos devem ser vacinados com idade superior a 5 semanas de idade. A vacina inativada contra
L. intracellularis (Porcilis® lleitis), é administrada via intamuscular em leides com 3 semanas

de idade antes do desmame (Roerink et al., 2018) .
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De forma geral ambas devem ser adminstrada antes do inicio previsto da infeccdo com
L. intracellularis, de modo que a imunidade protetora esteja presente quando eles forem
expostos pela primeira vez a infecgdo (Walter et al., 2004), proporcionando a prevencao e 0
controle da EP em rebanhos suinos.

O fornecimento dos antimicrobianos devem ser programados a partir dos dados do
soroperfil dos rebanhos, assim nos periodos que os animais se infectam, seguido de periodo
sem medicacdo. Em um estudo realizado in vitro com cepas norte-americanas e europeias da
bactéria, Wattanaphansak et al. (2009) relataram que carbadox, tiamulina e valnemulina foram
0s antimicrobianos mais ativos, clortetraciclina e tilosina intermediariamente ativos, e
lincomicina pouco ativa contra L. intracellularis.

No Brasil, leucomicina melhora conversdo alimentar, ganho de peso diério e consumo
de animais desafiados com homogeneizado de mucosa intestinal de animais portadores da
doenca (Franca et al., 2010), mas em um estudo recente mostrou que timulina e valmulina sdo
0S compostos mais ativos contra os isolados brasileiros de L. intracellularis (Wattanaphasak et
al., 2019).

4. MATERIAL E METODOS
O projeto foi realizado em parceria entre o Instituto Federal de Minas Gerais, Campus

Bambui, a Escola de Veterinaria da UFMG, e o Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMA).

As amostras de soro de suinos foram sedidas pelo banco de soros do IMA, coletadas
entre 0s meses de setembro e dezembro de 2016 de 320 criatorios de subexistencia, para um
estudo de Peste Suina Classica no estado de Minas Gerais, totalizando 1.112 amostras de soro
de suinos.

A pesquisa compreendeu um estudo epidemiolégico transversal de abordagem
quantitativa em que foi determinada a situacéo da exposicao de suinos de criatérios em Minas

Gerais a L. intracellularis.

4.1 Localizacdo geografica e periodo
O experimento foi realizado no total de 288 criatorios familiares distribuidos em nicleos
rurais localizados nas mesorregides do estado de Minas Gerais: Triangulo Mineiro e Alto
Paranaiba (TAP), Zona da Mata (ZM), regido Metropolitana de Belo Horizonte (MBH), Oeste
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de Minas (OM), Campo da Vertentes (CV), Norte de Minas (NM), Noroeste de Minas (NOM),
Vale do Rio Doce (VRD), Jequitinhonha (J), Central Mineira (CM), Vale do Mucuri e
Sul/Sudoeste (SSO) (Figura 4). Tratavam-se de propriedades particulares com atividade de

criacdo suina para consumo proprio.
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Figura 4: Localizagdo das &reas de estudo em Minas Gerais. Fonte: IBGE, 2014.

4.2 Caracterizacao das propriedades

O sistema de criagcdo variou entre as propriedades, desde propriedades com suinos
criados soltos em piquetes com graminea, terra e/ou lamacal (Figura 5A e B), a propriedade
com suinos em confinamentos. Os recintos de contencdo dos animais variaram desde locais
feitos de material improvisado como placas, restos de madeira e cerca de arame, até construcdes
de alvenaria com cocho para racao e agua por sistema tipo chupeta.

A maioria dos criatérios apresentaram precarias condi¢des de manejo higiénico-
sanitario, aonde os animais ficavam juntos, independente de idade ou estagio de producao

(Figura 5C). Mesmo nos locais em que havia separagdo por idade, as condi¢Ges precarias de
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instalagGes permitiam o transito dos animais entre 0s piquetes.

Algumas propriedades faziam uso habitual de vermifugos comerciais, outras utilizam
esporadicamente produtos naturais (plantas), adicionados aleatoriamente ao alimento. Em
geral, a alimentacdo desses animais era feita com ragdo comercial, restos de comida, de
hortalicas, soro de leite e, fornecida duas vezes ao dia, pela manhi, e pela tarde. Agua era

fornecida ad libitum.

4.3 Coleta e processamento das amostras

Foram realizadas coletas de amostras de sangue provenientes de suinos machos e
fémeas, entre 2 meses a 6 anos de idade por agentes do Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMA)
em criatorios de suinos de Minas Gerais. A numeracdo sequencial das amostras foi baseada no
total de criatérios amostrados, podendo variar de 001 a 320. Os Codigos MAPA foram gerados
de acordo com o numero de criatorios a serem amostrados por municipio.

A selecdo dos criatérios amostrados em cada municipio ficou a cargo dos Médicos
Veterinarios responsaveis pelas Unidades Veterinarias Locais do Orgdo Estadual de Defesa
Sanitaria Animal, a partir dos seguintes critérios de risco: proximidade a reservas naturais, areas
de protecdo ambiental ou parques nacionais com fauna de suideos silvestres; areas periurbanas
ou comunidades carentes; areas com suideos criados extensivamente; assentamentos rurais ou
reservas indigenas; fornecimento de residuos alimentares (lavagem) aos suideos; proximidade
a lixGes; proprietario com propriedade em outro pais ou em area endémica; proximidade a

graxarias; proximidade a quarentenarios de suideos.
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Figura 5: Suinos de criatorios localizado no estadb‘d-e estado de MG. A: Suinos, criados em lamagcal.
B: Suino criado solto em terra. C: Suinos criados em grupos desiguais de tamanho e idade. Fonte:

Michelle Gabardo

Para a coleta de sangue, e remessa das amostras para minimizar possiveis riscos
sanitarios, foi recomendado que os trabalhos de visita aos criatérios e coleta de amostras
obedecessem aos procedimentos usuais de biosseguridade. A adocdo de boas praticas no
processo de coleta, conservacgdo e remessa de amostras constitui um dos principais fatores para
0 sucesso na obtencdo de material para diagnostico laboratorial. Preenchimento do Formulério
de Colheita de Amostras (Anexo I) foi preenchido com letra legivel e assinado pelo Médico
Veterinario do MAPA responsavel pela coleta.

Amostras de sangue foram obtidas por puncédo da veia jugular ou cava cranial, utilizando
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um conjunto de seringa estéril de 10mL, sem anticoagulante, agulha descartavel calibre
25x7mm e tubo previamente identificado para cada animal. O volume colhido foi de no minimo,
7,0 mL por animal. Individuos amostrados recebiam uma marcacdo temporaria, de forma a
evitar que fossem coletadas duas amostras de um mesmo animal. As amostras foram
processadas por centrifugacdo para separacdo do soro, as amostras sendo posteriormente
armazenadas a -20°C até a realizacdo da técnica de IPMA.

Os suinos utilizados no estudo foram oriundos de propriedades particulares, tendo os
responsaveis pelas mesmas autorizado e auxiliado na contencdo dos animais por ocasido da
coleta. Durante as visitas as granjas, foi aplicado questionario semiestruturado para coleta de
informacdes relevantes sobre o rebanho e seu manejo, a fim de se caracterizar a propriedade e
determinar a ocorréncia de fatores de risco relacionados a soropositividade do rebanho para

anticorpos anti-L. intracellularis (anexo 1).

4.4 Imunoperoxidase em monocamada de células (IPMA)

Amostras de soro foram testadas para a presenca de anticorpos (IgG) anti-L.
intracellularis por meio da técnica de imunoperoxidase em monocamada de células (IPMA)
em placas, conforme descrito por Guedes et al. (2002d).

Brevemente, placas de cultura estéreis de 96 pocos contendo Células McCoy
(fibroblastos de rato, ATCC# CRL-1696; American Type Culture Collection, Rockville,
Maryland) infectadas com L. intracellularis foram utilizadas para realizacdo do teste. Os po¢os
foram semeados com 100 microlitros de células McCoy (5x10° células/mL), as quais foram
mantidas em crescimento por 24 horas em estufa com atmosfera de CO,, a 37°C até a
inoculacdo com L. intracellularis. Culturas puras de L. intracellularis cepa PHE/MN1-00,
previamente obtida de suino com a forma hemorragica da doenca (Guedes e Gebhart, 2002a)
foram adicionadas a um meio de cultura (Dulbecco’s modified Eagle’s — JRH Lenxa, KS), com
5% de soro fetal bovino (SFB) e entdo, 100 microlitros dessa preparagéo, contendo cerca de 10°
organismos de L. intracellularis foram adicionados em cada po¢o com a cultura de McCoy
previamente preparada. As placas foram incubadas por cinco dias em concentracdo de gas: 8%
de O, 8,8% de CO- e 83,2% N e temperatura de 37°C. Solucdo de acetona e metanol (1:1) foi
usada para fixar as células infectadas ap6s este periodo. Placas fixadas foram mantidas a -20°C

até sua utilizacéo.
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Cada placa produzida e armazenada em freezer foi reidratada com 100 pL de &gua
destilada por 10 minutos em camara Umida a 37°C. Ap0s essa incubacdo, a &gua era entéo
descartada. A amostra de soro a ser testada, diluida 1:30 em PBS (tampéo fosfato salino, pH
7,2), era adicionada em cada poco no volume de 50 pL. A placa foi entdo incubada durante 30
minutos a 37°C e lavada 5 vezes com PBS. Anticorpo anti-lgG suino conjugado com peroxidase
(Sigma-Aldrich Biochemical Co, St Louis, Missouri), diluido 1:600 em tampéao IPMC (PBS
com 2,5% SFB, 1% de soro suino inativado e 0,08% de Tween 80) foi adicionado em
quantidade de 30 pL por pogo, e incubado durante 45 minutos a 37°C, em camara Umida e
escura. Apos outra lavagem com PBS, 100 pL de cromdgeno AEC ([3-amino-9-etil-carbazole];
Sigma-Biochemical Aldrich) em peroxido de hidrogénio, foi adicionado a cada pogo. A placa
foi entdo incubada a temperatura ambiente durante 20 minutos, lavada cinco vezes com agua
destilada, secada em estufa e examinada usando um microscopio de luz invertido.

Em cada placa, foram adicionadas amostras controle positivas provenientes de animais
diagnosticados com a doencga, e amostra sabidamente negativa. Esses controles foram utilizados
como referéncia para avaliacdo do resultado das amostras investigadas. A leitura dos resultados
foi realizada por profissional experiente e foi considerada positiva se, a observacdo em
microscopio invertido, eram encontradas bactérias marcadas no citoplasma de celulas
eucariotas (McCoy) e extracelularmente a cultura de células. Para que um rebanho fosse
considerado positivo, pelo menos uma amostra deveria ser positiva. Para 0s animais
considerados positivos, foram realizadas dilui¢bes de 1:30, 1:120, 1:480, 1:1920 e 1:7680, para

avaliacdo de titulacdo dos soros.

4.5 Analise Estatistica

Para determinacdo da soroprevaléncia para L. intracellularis nos rebanhos, utilizou-se
analise ponderada que considera a populacdo suina de cada criatorio, o estrato em que 0
criatorio estava classificado e a populacdo suina da mesorregido na qual cada rebanho estava
localizado, de acordo com Dohoo et al. (2010). Apos analise dos questionarios, foi realizada a
associacdo dos fatores de risco para as amostras tituladas, que demostra infeccdo recente. Para
o modelagem se optou pelo Modelo de Poisson com variancia robusta, definindo assim a razdo
de prevaléncia, com nivel de significancia de 0,05. Analises estatisticas foram realizadas no
programa Stata 14.0 e pelo ARCGIS 10.3.
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5. RESULTADOS

As 1100 amostras de soro de suinos foram obtidas de 288 criatorios de fundo de quintal,
coletada nas 10 mesorregides do Estado de Minas Gerais, sendo elas o Tridngulo Mineiro e
Alto Paranaiba (TAP), a Zona da Mata (ZM), a regido Metropolitana de Belo Horizonte (MBH),
Oeste de Minas (OM), Campo da Vertentes (CV), Norte de Minas (NM), Noroeste de Minas
(NOM), Vale do Rio Doce (VRD), Jequitinhonha (J), Central Mineira (CM), Vale do Mucuri
(VM) e o Sul/Sudoeste (SSO). A distribuicdo geografica dos rebanhos amostrados no estado se

encontra na (Figura 6).
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Figura 6: Mapa de densidade dos criatérios de suinos localizados no estado de MG e
distribuicdo das propriedades amostradas para o presente estudo.

Sobre os animais amostrados, ndo foi possivel obter determinadas informacdes, tais
como: convivéncia e divisdo de pastagens com outras espécies como equinos, caes, gatos e aves
nas propriedades amostradas; se ocorria ou ndo a introducdo de animais de outras propriedades
nas diferentes fases de criacdo, e também se havia ou ndo presenca de area reservada para
quarentena dos animais caso adquiridos. Entretanto, todos os animais apresentavam-se

clinicamente sadios sem sinais de doencas infecciosas no momento da coleta de sangue. Destes,
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a idade minima foi de 2 meses e a méaxima de 6 anos, sendo esta a idade limite dos animais
desta pesquisa.

Para se buscar entender o padrdo espacial, realizou-se a andlise de densidade da
prevaléncia animal dentre de cada propriedade. A soroprevaléncia para anticorpos IgG anti-
L.intracellularis foi de 97,7% (IC 96,7 — 98,46), considerando todas amostras testadas
(1.084/1.100). A menor titulacdo de anticorpos considerada positiva foi de 1:30 e a maior foi
de 1:7680 ( Figura 7). Desses animais positivos, a idade minima foi de 6 meses e a méxima de
48 meses. Dentre 1100 amostras coletadas, ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica

entre as idades.

4% 1% 5%

| | | | [ | |
1:30 1:120 1:480 1:1920 1:7680

Figura 7: Titulacdo das 131 amostras de soros positivos para 1gG anti-L.intracellularis, obtidas
de suinos em criatdrios localizados no estado de MG.

5.1 Soroprevaléncia
Todos os rebanhos amostrados foram positivos para anticorpos anti-L. intracellularis.
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Com relacéo as soroprevaléncias, o Vale do Rio Doce foi a mesorregido que apresentou maior

prevaléncia com 100%. A Zona da Mata teve prevaléncia intermediéria com 96.8% (IC 87,9 —

99,6), mas bem proxima a de Campo das Vertentes com 90,9%(IC 75,6 — 98,0) que foi a menor

prevaléncia animal entre as mesorregides analisadas (Tabela 1).

Tabela 1: Soroprevaléncia entre as Mesorregides. Analise das soropositividades dos animais amostrados

de criatorios nas mesorregides de Minas Gerais- MG, 2016.

CRIATORIOS ANIMAIS

MESORREGIAO | AMOSTRADOS | AMOSTRADOS | SOROPREVALENCIA
Campo das 1 33 90.91
Vertentes

Central Mineira 10 38 9211
Vale do Mucuri 12 48 93.70
SullSuldoeste 27 70 95.71
Zona da Mata 28 63 96.80
Metropolitana 29 109 97.25
Jequitinhonha 25 79 a7.47
Oeste de Minas 14 50 98.00
Norte de Minas 18 a0 98.33
Moroeste de 29 91 98.90
Minas

Triangulo Mineiro 70 400 99.25
Vale do Rio Doce 10 27 100.0
TOTAL 288 1.100 a7.7

5.2 Soroperfil

IC 95%
(Min - Max)

75.6—98.0

78.6 -98.3
828-98.6
879-99.1
87.9-09.6
92.1-994
91.1-996
89.3-999
91.0-999
94.0-99.9

98.0-99.8

96.7-98.4

Né&o foram encontradas diferencas estatisticas entre as faixas etarias das criacdes e nem

diferencas entre mesorregides, devido a alta positividade das amostras testadas.

5.3 Fatores de riscos associados a infeccéo por L. intracellularis

As variaveis selecionadas a partir do questionario (anexo 1) foram relacionadas a

soropositividade para L. intracellularis para andlise estatistica.

Devido a alta soropositividade demostrada no presente estudo, foram utilizadas apenas
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amostras fortemente positivas, para avaliar diferenca significativa dos fatores de risco através
da analise multivariada.

As varidveis, “areas periurbanas ou proximas a4 comunidades” com “areas com suinos
criados extensivamente” e “proximidade a lixdes” foram estatisticamente relevantes devido a

interacéo entre elas (p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2: Analise multi-interacdo, Intervalo de Confianca (IC), nivel de significancia dos fatores de
risco (P), em Belo Horizonte- MG, 2016.

MODELO FATORES CE RISCO Valorde P COEFICIENTE  ERRO PADRAO anﬁq DE
DE PREVALENCIA
REGRESSAQ 5%
0-0  *™Fora das &reas periurbanas a - - Baseline

ou comunidades e fora das
areas  com  suinDs  criados
exlensivamenie

n-1 *Fora das dreas periurbanas 0,513 1,2 0,34 061L-211
ou comunidades e dentro de
dreas  com  suinos  criados
exlensivamente

1-0 *“Dentro de Areas periurbanas 0,021 18 0,46 1.09-2548
ou comunidades e fora das

areas  com  suinos  criados
extensivaments

1-1 *Dentro de areas periurbanas 0,000 37 0,86 2,40 =589
ou comunidades e dentro de
areas  com  suinos  criados
extensivamente

Proximidade a lixdes 0,052+ 22 0,89 0,99 -4289

6. DISCUSSAO
Estudos sobre aspectos epidemiologicos de diversas doencas infecciosas dos suinos tém

sido descritos na literatura no Brasil (Sobestianky et al.; 2001, Matos et al.; 2004, Barthasson
et al., 2009, Resende et al., 2015, Gabardo et al., 2015), entretanto todos evidenciam dados
relativos aos sistemas intensivos de criacdo de suinos (SICS) destinados a exploragdo
comercial.

Em Minas Gerais, semelhante a outros estados brasileiros, a criagdo de suinos de forma

extensiva e/ou de subsisténcia é uma pratica comum. Estudos relativos a essa populagéo de
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subsisténcia S0 escassos.

A disseminacdo da L. intracellularis por todos os criatorios incluidos nessa pesquisa foi
confirmada pela positividade do teste pela IPMA, sendo o primeiro trabalho a avaliar a
prevaléncia de anticorpos 1gG anti-L. intracellularis em criatérios de suinos no estado de Minas
Gerais.

A escolha da técnica soroldgica utilizada, € justificada por possuir alta sensibilidade e
especificidade, (Guedes et al., 2002ab) e por se tratar de um teste rotineiramente utilizado no
laboratorio de patologia molecular, do Departamento Clinica e Cirurgia Veterinaria, no campus
Pampulha da Universidade Federal de Minas Gerais.

Todos os rebanhos incluidos na presente pesquisa apresentaram positividade para L.
intracellularis em pelo menos uma amostra de soro ao teste de IPMA, sendo que, como
mencionado anteriormente, nenhum desses rebanhos adotavam protocolo de imunizacéo
vacinal contra a EPS. Pode-se inferir entdo que os anticorpos detectados pela IPMA s&o
provenientes da reacdo imune a exposicdo direta dos animais ao agente etiologico e que,
portanto, a infeccdo por L. intracellularis é disseminada entre os criatorios do estado.

Né&o foi realizado o soroperfil dos rebanhos no presente estudo. Com quase 100% de
positividade ndo houve como diferenciar estatisticamente as mesorregides, 0s criatorios e faixas
etarias dos suinos, o que, consequentemente, impossibilitou a comparacéo direta dos resultados
obtidos com outras publicacdes (Resende et al., 2015; Gabardo et al., 2017).

Do total de amostras testadas no presente estudo, 132 amostras positivas foram
submetidas a titulacdo, das quais 122 amostras apresentaram elevados niveis de anticorpos.
Com titulos entre 1:120 a 1:7680 (Figura 7). A maioria dos titulos de 1gG eram entre 1:120
(60/132) e 1:480 (62/132). Resultados similares foram observados por Gabardo (2015) aonde a
maioria dos animais apresentaram titulos de 1gG > 1:480, indicando inicio da infeccao.

Em relacdo ao estado de Minas Gerais, 0 resultado de soroprevaléncia encontrado no
presente estudo foi maior do que o obtido por Resende et al. (2015). O que pode explicar essa
diferenca de soroprevaléncia, é a diferenciacdo das populacdes dos animais utilizados em cada
estudo. Resende utiliza animais de criacdo intensiva, diferentemente do presente estudo que
utiliza animais de criagdo extensiva.

Essa diferenciagdo de criagbes entre os estudos é importante, devido a auséncia de

inimeros passos de biosseguranca em criatorios de subsisténcia tende de aumentar o risco de
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infeccdo ou disseminagéo da L. intracellularis.

E considerando essa diferenca de sistemas de producéo, comparamos nossos resultados
com o de Resende et al. (2015), devido a utilizagdo da mesma técnica sorolégica (IPMA) para
estudo de anticorpos 1gG anti-L. Intracellularis e obtiveram positividade em todas as
propriedades amostradas, demostrando que a infeccdo por esse agente estd amplamente
disseminada em granjas comerciais e em criatorios no estado de Minas Gerais.

Analisando e comparando o total de amostras avaliadas no estudo de Resende et al
(2015), com 3000 amostras, 34,66% de prevaléncia em Minas Gerais, e 0 presente estudo, com
1100 amostras, 97.7% de prevaléncia, observou-se uma diferenca entre elas. Possiveis
justificativas para essa diferenca poderiam estar relacionadas a ampla utilizacdo de
antimicrobianos em sistemas confinados, objeto do estudo de Resende et al (2015), onde 97%
das propriedades relataram o0 uso tanto para tratamento de doenca clinica quanto de forma
preventiva ou ainda como promotor de crescimento dos animais.

Essa caracteristica, todavia, ndo impediu a disseminacdo da bactéria entre os animais,
mas, aparentemente, reduziu. Além disso, ao contrario de criatérios, onde existe ampla
possibilidade de contato com outras espécies animais, possiveis carreadores de L.
intracellularis, como ratos, camundongos, galinhas, gatos, animais em sistemas confinados
apresentam menor chance desse contato. Assim, a auséncia de utilizacdo de antimicrobianos
associada a real possibilidade de contato com carreadores silvestres ou domésticos de L.
intracellularis justificariam a elevada prevaléncia observada no presente estudo (97,7%).

Outra possivel explicacdo a menor prevaléncia em sistemas confinados seria a janela de
negatividade que é observada em animais de 5 a 8 semanas de idade (Guedes e Gebhart, 2002a),
justificada pela auséncia de anticorpos maternais e ainda auséncia de producdo de resposta
imune ativa contra a bactéria. No caso do presente estudo as amostras coletadas foram de
animais mais velhos, entre 2 meses e 6 anos de idade considerado ser uma faixa etaria onde 0s
animais ja entraram em contato com a bactéria em condicdes de desenvolver resposta
imunoldgica especifica.

No Brasil, existem padrdes de biosseguranca para Granjas de Reprodutores de Suideos
Certificados (GRSC) (Brasil. Instrugdo Normativa 19, 2002), e para granjas comerciais
(EMBRAPA, 2017). Entretanto, inexistem padrfes de biosseguranca para os criatorios, sendo

um ponto relevante na propagacao de doencas a considerar.
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No rebanho adotar préticas de biosseguranga pode evitar a introducdo de agentes
patogénicos e a disseminacdo ou a exacerbacdo de doengas na propriedade, se tornando outro
fator relacionada a alta taxa de positividade nos criatérios com L. intracellularis nesse estudo.

E visto na maioria dos criatdrios a auséncia de monitoria sanitaria, sem nenhum controle
de barreiras para limitar as oportunidades de entrada de diferentes espécies selvagens e
domeésticas infectadas ou materiais contaminados podendo levar a susceptibilidade da doenca,
assim ser indicado como um fator de risco.

Alguns estudos de deteccdo de L. intracellularis em animais silvestres ja foram
realizados. Na Europa estudou-se a presenca desse agente em veado-vermelho, raposas
vermelhas, lobos cinza, lebres marrom (Tomanova et al., 2003). No EUA foram estudados
coelhos de cauda preta, gambas listrados, gatos selvagens, melro-preto, gambas da Virginia,
guaxinins, esquilos terrestres da California e coiotes (Pusterla et al., 2008). A Asia foram
avaliados cervos aquaticos coreanos, cervos siberianos e guaxinins (Hossain et al., 2016).

Todos os trabalhos citados anteriormente demonstraram infeccdo por L. intracellularis
atraveés de PCR em amostras fecais e Hossain et al. (2016) utilizaram também teste sorologico,
entretanto, ndo foi encontrada infecgdo em todas as espécies estudadas, tendo sido negativos o
veado vermelho, as lebres marrons (Tomanova et al., 2003), o gato selvagem, 0s gaxinins e o
esquilo (Pustela et al., 2008). Com esses relatos, demostra-se que a maioria das espécies
infectadas pela L. intracellularis s@o assintomaticas e excretam a bactéria nas fezes (Tomanova
et al., 2003).

Os animais do presente estudo também ndo apresentaram sinais clinicos no momento
da coleta mas, causam impacto na producdo desses suinos e na disseminacao do agente pois,
eles disseminam a L. intracellularis por onde defecam, mantendo a infecdo sempre presente no
rebanho, podendo diminuir a converséao corporal de alguns dos animais.

E associado a auséncia de tratamento em animais silvestres, a infeccdo pode persistir
por longos periodos, se tornando fonte de infeccdo para outros animais (Hossain et al., 2016).
No presente estudo, possivelmente existiu contato de suinos com animais silvestres ja que nao
eram adotadas medidas de biosseguranca. Decorrente a esse fator, a propagacao e permanéncia
da L. Intracellularis pode ter sido mais duradoura e constante, justificando a elevada
prevaléncia encontrada.

A anélise dos fatores de risco do questionario foi realizada com o modelo de Regressao
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Poisson, aonde distribuiu-se a probabilidade da varidvel aleatoria discreta, expressando a
probabilidade de uma “série” de eventos ocorridos num certo periodo de tempo
independentemente de quando ocorreu o ultimo evento, explicando que todas as varidveis estdo
no mesmo modelo com um fator de risco inicial em comum, interagindo com outros fatores
progressivamente (multifatorial) (Tabela 2). Como por exemplo, as areas periurbanas ou
comunidades com suinos criados extensivamente que estavam associadas ao nimero de animais
positivos apresentou 2.1 vezes (0,61 — 2,11) maior prevaléncia. Quando comparado esses
mesmos fatores de forma univariavel ndo foi demonstrada significancia. Assim, apenas as 131
amostras positivas que sofreram titulacdo foram utilizadas para analisar a possivel significancia
entre todos os fatores de risco devido a alta taxa de positividade das amostras.

Poucos estudos foram conduzidos com o objetivo de esclarecer os fatores de risco para
positividade de sistema de criagdo comercial (Resende et al., 2015), e ndo ha& nenhuma
publicacdo em relagéo a criatorios, mesmo sendo considerada uma doenca economicamente
relevante e prevalente (McCorist, 2005).

Dentre as 12 variaveis selecionadas do questionario para analise de relevancia como
fatores de risco, somente “areas periurbanas ou comunidade; areas com suinos criados
extensivamente ¢ proximidade a lixdes” foram significativas, quando analisados por multi-
interacdo utilizando amostras de animais fortemente positivos.

De maneira geral, sabe-se que animais de criacdo extensiva ficam permanentemente
soltos, sem divisdo de fases, sem controle de reproducdo e utilizam os recursos locais, ou seja,
restos de alimentos, pastagem nativa e o baixo nivel sanitario, o que facilita a ocorréncia da
intrusdo ou disseminacdo do agente entres os animais do criatorio.

Area "periurbana" refletiu um aumento de quase 3 vezes (IC 1,09 — 2,98) da prevaléncia,
sendo considerada um limite; dentro ou fora de um plano de area e com poucos servicos
basicos" (Smit et. al. 1996), pode aparecer como areas com menor cobertura florestal e maior
densidade humana, ou seja, mesmo que tenha um menor risco a intrusdo de animais selvagens;
sdo areas que a populacdo ndo se preocupa com a biosseguranca.

A proximidade a lixdes é importante para a disseminacdo de doencas pois além de ser
um problema econémico e de limpeza geral, envolve a formacdo de criadouros de roedores e
de insetos, que podem participar na transmissdo de doengas, como reservatorios de agentes

infecciosos ou como vetores (Leser et al., 1988). No presente estudo, essa importancia foi
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demostrada com o aumento em quase 5x (IC 0,99 — 4,89) de prevaléncia quando associou esse
fator as amostras.

A infecgdo de roedores por L. intracellularis foi investigado anteriormente em estudos
a campo e em experimentos controlados. Como exemplos, Friedman et al. (2008) detectaram
DNA de L. intracellularis no intestino de camundongos e ratos selvagens capturados em granjas
onde EP era endémica. Collins et al. (2011) relataram que roedores coletados de granja eram
capazes de eliminar quantidade suficiente de L. intracellularis para infectar um suino. Além
disso, Murakata et al. (2008) relataram que ratos e camundongos de laborat6rio desafiados
experimentalmente com cepas de L. intracellularis de suinos desenvolveram lesdes no ceco e
colon de EP.

Ja Gabardo et al. (2017) comprovaram a teoria de que L. intracellularis eliminada nas
fezes de roedores é capaz de infectar suinos, potencialmente semelhante ao que ocorre a campo.
Essas informacGes podem justificar a alta soroprevaléncia observada nesse estudo, pois esses
suinos em contato com roedores infectados, ou com alimentos infectados com as fezes desse
roedores em lixdes permite a infeccdo e transmissdo a outros animais. Ou seja, esse suino
infectado pelas fezes do roedor ao “voltar” no seu criatorio, pode se tornar o responsavel em
disseminar a infecgé@o entre animais do mesmo grupo.

Alguns dos estudos de prevaléncia de L. intracellularis em rebanhos utilizaram
diferentes técnicas sorologicas, e nelas observaram diferenca de resultados entres os rebanhos,
em diferentes paises e regides (Marsteller et al., 2003; Paradis et al., 2007; Holyoake et al.,
2010; Kukushkin e Okovytaya., 2012; Wu et al., 2014; Arnaod et al., 2019). Comparado ao
presente estudo, houve também uma variacdo de prevaléncia entre as mesorregides avaliadas
(Tabela 1).

Vérios fatores poderiam estar envolvidos na explicacdo dessa variancia, como diferenca
entre idades amostradas, manejo, tipo de sistema produtivo (Krollet al., 2005), regides, objetivo
final dos rebanhos, programas de limpeza e desinfeccdo das instalacfes, qualidade da matéria
prima para racOes, qualidade da dgua (Corzo et al., 2005), presenca de possiveis vetores nas
granjas como roedores (Gabardo et al., 2017), além do uso rotineiro de antibiético (Paradis et
al. 2007) .

A possivel utilizagdo de diferentes tipos de alimentos aos suinos nas propriedades

avaliadas, também pode ser um fator predisponente a infecgdo, pois 0s restos ou sobras de
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alimentos, e as vezes racdo produzida na propriedade, pode induzir a um desvio do estado
nutricional do animal e constituir em alteracGes do estado de satde. Segundo Leser et al. (2008),
as caréncias nutricionais podem reduzir a resisténcia do hospedeiro aos processos infecciosos.

Amaral et al. (2005) ressaltam que a 4gua é uma das principais vias de transmissao de
patdgenos aos animais domésticos. Associado a isso também tem relevancia a frequéncia de
higienizacdo das instalacdes de todos os criatérios que poderd impedir/ evitar a contaminacao
do solo e da &gua com agentes infecciosos (Leser et al., 1988), como por exemplo L.
intracellularis. Ja foi relatado por Pusterla et al (2008) que a transmissao da L. intracellularis
pode ocorrer através de alimentos ou dgua contaminados com fezes infectadas de animais
domeésticos ou de vida livre.

Pouca informacéo estd disponivel sobre a prevaléncia de L. intracellularis em javalis
(Sus scrofa), mas, ja foi demonstrada por alguns estudos a presenca do agente em suideos
selvagens (Tomanova et al., 2002, Phillips et al. 2009, Reiner et al., 2010), como também em
um rebanho comercial do Brasil (Zlotowski et al. 2008). Com essas informacdes as fazendas de
javalis e javalis silvestres mostram ser potenciais reservatorios de doencas infecciosas para
suinos domésticos.

Entretanto, na literatura ndo existe informacdes sobre a prevaléncia de L. intracellularis
em catetos e queixadas, mas, existem pesquisas que analisaram soros de diversas espécies
animais de vida livre no Pantanal Sul-Mato-grossense e no Parque Nacional das Emas -
Suldeste de Goiais, e observaram soropositividade em amostras de queixadas (Tayassu pecari)
demonstrando, assim que estes suideos constituem reservatdrio natural de Brucella sp. (Freitas
et al., 2004). Esses dados indicam que suideos asselvajados em geral (javalis, catetos e
queixadas), sdo importantes na disseminacdo de doencas, potencialmente também de L.
intracellularis.

Os criatorios de subsisténcia desse estudo sdo positivos, muito possivelmente com
excrecdo de bactérias nas fezes, representando um o possivel risco sanitario para suinos
comerciais, pois se tornam potenciais mantedores da infeccdo. Em termos praticos, com o
presente resultdo nos leva a pensar em novas acles para esse sistema de criacdo, devido a

questdo epidemiologica.
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7. CONCLUSAO
Com base nos resultados, existe uma alta circulacdo do agente em fazendas de sistemas
de producdo de suinos de quintal no estado de Minas Gerais, Brasil. Nossos resultados mostram
que a interacdo de animais criados préximos a areas peri-urbanas, criados extensivamente e

proximos a aterros sanitarios, séo fatores de risco para a disseminacdo do agente.
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Secretana de Defesa Agropecudna :
DEPARTAMENT O DE SAUDE ANIMAL - DSA L ‘

itute Mirsire de Agrapecudeia

Sistema de vigildncia sanitaria na zona livre de peste suina cldassica
Formuldrio de colheita de amostras - Inquérito por amostragem em CRIATORIOS DE SUINOS 2016

1. ldentificagio da propriedade e do proprietdrio

L1UF | 1.2 Municipio 13 Cod. MARA
uF I Savaiaial
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9. Resultado da vistoria geral do rebanho e exame clinico dos animais amostrados | Observagbes:

10. Médico Veterindrio responsdvel pela colheita
Nome: Assinatura:
UvL: N® CRMV:
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Instituta Mirsiee de Agrapsoadiia

INSTRUTIVO DE PREENCHIMENTO
Formulério de colheita de amostras
Inquérito por amastragem em CRIATORIOS DE SUINOS

1. ldentificagio da propriedade e do proprietério

1.1 UF; sigla da Unidade Federativa onde se localiza o criatario.

1.2 Municipio: nome do municipio onde se localiza o criatorio.

1.3 Codigo MAPA: cadigo do estabelecimento no inquérito, composto pela UF + nomero seqiencial de 001 a 320
[UF-001 a UF-320).

1.4 Mome do estabelecimento; nome completo do estabelecimento onde se encontram os animais. Quando ndo ha um
nome, preencher o campo utilizando o nome do proprietario.

1.5 Codigo do estabelecimento na UVL: codigo do estabelecimento no cadasto do Omgdio Estadual de Defesa
Sanitaria Animal. Caodigo da UF junto ao IBGE (2 digitos) + Naomer seqiencial do estabe lecimento (9 digitos).

1.6 Nome do proprietaro; nome completo do propreitario dos animais.

1.7 Codigo do proprietario na UVL: Informar o CNPJ ou CPF do proprietario.

1.8 Coordenadas geograficas: a localizacAo geografica devera corresponder a4 sede da propriedade. O aparelho
“GPS" devera estar ajustado para dafum SAD 69, com a configuracio para graus (%), minutos () e segundos (7).
Formato: xx © 200 "

Exemplo; Latitude: -08° 22 33,427 Longitude; -48° 19' 27,12,

1.9 Telefone(s) de contato: codigo DD D e ndmero do(s) telefone(s) de contato do proprietario dos animais.

2. Data da colheita das amostras
Dia, més e ano da fiscalizac&o para colheita das amostras (formato: dd/mm/aaaa).

3. Critério(s) de risco utilizado(s) para sele¢io do estabelecimento
Marcar com um “X* ofs) critério(s) de rnsco utilizado(s) para selecio do estabelecimento. Mais do que um critério de
risco podera ser aplicado, por estabelecimento, sempre que necessario.

4. Composigio do rebanho no momento da colheita

Indicar a guantidade de suinos existentes no estabelecimento na data da colheita das amostras, com o total de
mafrizes, cachagos, leitbes (animais que ndo estdo em fase reprodutiva: leitbes em materindade e/ou terminacio) e
animais castrados acima de 8 meses. Colocar "0 (zero) guando n&o houwver animais na categoria.

No campo 4.5, indicar o total de suinos adultos | somatério dos itens 4.1, 4.2 e 4.4) utilizade para o calculo da
amostra, conforme tabela de amostragem. Suinos adultos: animais gue estdo em fase reprodutiva ou animais
castrados acima de B meses.

5. Convivéncia com susceptiveis de outros estabelecimentos?
Marcar com um “X” se ha ou n&o convivencia com suinos de outros estabelecimentos.

6. Convivéncia com susceptiveis selvagens ?
Marcar com um “X" se ha ou n&o convivéncia ou contato com suinos selvagens.

7. Transito nos dltimos 60 dias
Marcar com um “X" qual o finalidade do transito de suinos realizado nos altimos 60 dias (cria/engorda ou abate).
Colocar “07 (zero) gquando ndo houver transito nos dltimos 60 dias.

8. Informactes sobre as amostras colhidas

Namero da amostra: composto pela UF + nimero seqiencial do estabelecimento (001 a 320) + nimeno segiencial da
amaostra no estabelecimento (01 a 30).

Exemplo: RJ-032-07 = amostra “7", colhida no cratério “32°, no Estado do Rio de Janeiro.

Idade: indicar a idade do animal em meses.

Sx: indicar sexo do animal (M ou F).

9.Resultado da vistoria geral do rebanho e inspecio clinica dos animais amostrados | Observagbes:
Informar o resultado da vistoria geral do rebanho e da inspecao clinica dos animais amostrados.
Utilizar também para o registro de qualguer informagao que o resonsavel pela colheita julgue pertinente.

10. Médico Veterindrio responsdvel pela colheita

Identificar com o nome, n* CRMV e assinatura do Medico Veternario responsavel pelo preenchimento do formularnio e
pela coheita das amostras, além do nome da Unidade Vetennaria Local responsavel pelo estabelecimento
selecionado.
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ATENCAO: O formulario de colheita de amostras original devera ser amguivado na Unidade Central do Orgéo
Estadual de Defesa Sanitaria Animal e uma copia legivel devera ser arguivada na Unidade Veterinaria Local
responsavel pelo estabelecimento selecionado.
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