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Assim devemos ser todo dia, mutantes,

porém leais com o que pensamos e sonhamos.” (Paulo Beleki)



Agradecimentos

Primeiramente agradeco a Deus pela minha vida e oportunidade de aprendizado.

Sou imensamente grata a meus pais, Luiz e Joelma, por apoiarem a minha escolha, pela
paciéncia, carinho e palavras de incentivo. Agradeco a meu irmdo Davi que sempre me diverte e
torce por mim. A melzinha pela fidelidade.

Ao Victor pelo carinho, incentivo e por tornar tudo mais leve.

Agradeco aos familiares que sempre torceram por mim nesta dificil jornada e por entenderem
minha auséncia em diversos momentos com a familia.

Agradeco ao meu orientador Prof. Roberto Guedes pela oportunidade, ensinamentos, confianca
e paciéncia. Um grande exemplo de profissional.

Agradeco imensamente aos colegas Guedes et al. (doutorandos, mestrandos e IC’s) pelo
trabalho em equipe, companhia, momentos de diversdo e de consolo. Obrigada por toda a ajuda,
sem vocés nada disso seria possivel!

Aos colegas da Patologia Veterinaria pelos cafezinhos, conversas, risadas e choros. Aos
professores da Patologia, pelo conhecimento compartilhado.

A Leimar e Natalia pelas boas risadas, companhia e ajudas.

Agrade¢o aos amigos de toda a vida por entenderem os momentos de auséncia e por torcerem
por mim.

A UFMG e a Escola de Veterinaria que se tornaram minha segunda casa nestes anos. Ao
suporte da Fapemig, Capes, Cnpq e colegiado de pds-graduacdo em ciéncia animal da Escola de
Veterinaria. Ao apoio financeiro da Eurofarma.

Muito Obrigada!



RESUMO ...ttt sttt ettt ettt et b st s et et e s e n ettt e b e s e ettt seneneneee 10
R 1 1 oo U o= o TSP 12
2. ODJEEIVO. ettt b ettt ae bt e ettt e et et nesbe et enaens 12
3. REVISED dE HTEIATUNA. .. cveeeiiriiieieiei ettt ettt sttt sbe e 13
3.1.  Etiologia € epidemiolOgia......cccooiriririeiririerieieereseese et s 13
3.1.1. PrEVAIBNCIA. ... ettt ettt sttt ee 13
3.2 IMPACLOS BCONOIMICOS ....eeuveuieeiieieieiieie ettt ettt sttt beste st et b st e sbe e enesbeseesenene 14
3.3, PALOGBNESE ...ttt sttt sttt b e b et et st esbe e st ebesbenteneas 14

K S OF-1 - Tox (=] g 12 Tox ol [= W [0 1< o Tox WO R 15
3.5, DIAGNOGSTICO. ...cueeuiitiieieirie ettt ettt sttt sttt st et et et st et et en et e teaeneetesbeteneas 16
3.6, Tratamento € CONTIOIE........couoiiiiiee et 18
3.6.1. ANTIMICIODIANOS ... .ottt sttt st ne st sbesbeneas 18
3.6.2. Antimicrobianos eficientes para EPS ..o 19

4. MALEriaiS € MELOUOS .......euiieeeieieirieteree ettt sttt sttt e e s e e ete e be e seneseesens 19
41, ANIMAIS € INSTAIAGOES ......eeveuereeiiietiieteerte ettt ettt ettt ettt et ene e 19
4.2.  Delineamento eXperimental.........cccceeeririeierierireeerese e 20
4.3, ProduGao de iNOCUID ..........couvueiiieuiriieieetet ettt 20
N 1410 o1 ] - To% Vo SR 21
4,5, Avaliacdo clinica e de deSEMPENNO .......ccccevveieiririreeeere e 21
4.6, MediCagaO0 INJELAVE ......ciiiiieieireriee ettt st 21
O Y A\ V7 11T Tox= ol oo 1 4] =T S 21
4.8, IMUNO-NISTOQUIMICA......civiitiiieiicie ettt ettt ettt et e s be e e besbesreensesbe e 22
4.9, ANALISE ESALISTICA. . ..eveueeeteireeieeeie e ettt eene s 22

B RESUITATOS. ..ottt b ettt b e bbbt b e b et b e bt 22
5.1, AVATAGAD CHINMICA ....ovveeiieieiieierieieeeser ettt sttt ettt e e se st e s besaenesaesbesseneas 22
5.2, DESEMPENNO.......ctiiiestieeieteste ettt te et e e et e et et e te e st e testeeseessessesteessessesesseesaensessesseenaensents 25
5.3, LESBES MACTOSCOPICAS. .. veuvereerireeeeriereriersesiesessessesseseesessesseseesessessessessesessessessesessessensesessessessenses 25
5.4, IMUNO-NISTOQUIMICA ..veveieeiciicieieces ettt ettt st e st esbebesbesbesaeseetesbesbeneas 26
B, DUSCUSSAD....cuevenetenetetitetet sttt ettt ettt b et ekt se st b et et e e ke st et e b et e b et b e st ek e e b et ene et b e 27
7. CONCIUSED. ...ttt ettt ekttt b et b et e st et ek na et et e st eebeee 29
8. RETEIBINCIAS ....vieeieieiteee ettt b et e et b e b e b et bbb e et et be e et 29



LISTA DE TABELAS

Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Total de dias com e sem diarreia dentre 0s animais do grupo controle e medicado
NO PEriodo POS-LrAtAMENTO .......ccccveirieirieiieiee et 24

Peso médio e ganho de peso diario (GPD) dos grupos ndo medicado e medicado
em diferentes periodos, até o dia da eutanasia (D21) .........cccecevvevviievieniieie e, 25

Comparacdo de consumo médio diario (CMD) por animal entre 0s grupos

controle e medicado nos periodos total (dias 0-20), pré-tratamento (dias 0-13) e
POSs-tratamento (dias 14-20) .....ccecveverireieiereeee e 25

Intensidade de lesGes macroscdpicas e média de extensdo de lesbes, em cm, por
animais afetados dos grupos ndo medicado e medicado




LISTA DE FIGURAS

Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:

Intestino delgado, enteropatia proliferativa hemorragica. Mucosa apresenta-se
difusamente espessada com sangue e coagulos no limen intestinal. Fonte: Silvia de

ATAUJO FTANGA. ...ttt bbbt et 15
Intestino delgado, enteropatia proliferativa cronica. Mucosa apresenta-se difusamente
espessada, com pregueamento e hiperemia
AITUSA. 1.ttt bttt 16

Amostra de soro de suino positiva para anticorpos anti-L. intracellularis. Bactérias
marcadas em vermelho no citoplasma e entre as células McCoy infectadas in vitro
apos a realizacdo de IPMC. (Microscopio éptico, 40X). Fonte: Roberto Guedes......... 17

Corte histoldgico de ileo corado pela imuno-histoquimica utilizando anticorpo para
Lawsonia intracellularis (PAb 1999 - Guedes & Gebhart
7010 ) OO 17

Instalagdes da unidade experimental de suinos da Escola de Veterindria da UFMG.
Quatro baias em cada sala, com cocho tipo depdsito, bebedouro tipo chupeta e
bandejas de inox para coleta de deSPerdiCio.........cccuveririeiiirerereiee e 20

Linha do tempo mostrando a fase experimental. Dia -2: animais foram pesados e
coletadas fezes individuais. Dia 0: inocula¢do dos 60 animais, com 43mL de in6culo
contendo 1,6x107 bactérias. Dia 13: pesagem dos animais para calculo da dose de
medicamento e inicio da medicacdo as 19h (12 dose). Dia 14: 22 dose de medicagéo as
7h e 32 dose de medicacdo as 19h. Dia 21: eutanasia dos 60 animais, por eletrocussao
SEQUITA & SANGITA. ...ttt ettt ens 21

Percentual de animais acometidos com diarreia nos grupos medicado e ndo medicado,
nos periodos anterior (dia 1 a 13) e posterior ao tratamento (dia 14 a

NUmero de animais em cada grupo com diarreias grau 1 e 2, nos dias 01 ao 21. G1E1:
grupo 1 com diarreia escore 1 (azul claro). G1E2: grupo 1 com diarreia escore 2 (azul
escuro). G2E1: grupo medicado com diarreia escore 1 (verde claro). G2E2: grupo
medicado com diarreia escore 2 (VErde ESCUID).......cccveveireiieeireseereeiestesreeee e sreeeenes 24

Lesdo macrosclpica observada a necropsia, grau 1, espessamento de mucosa
INEESTINGLL ... ettt 26

Corte histolégico de ileo corado pela imuno-histoquimica utilizando anticorpo contra
Lawsonia intracellularis (PAb 1999 - Guedes & Gebhart, 2003a). Grau 1 de
imunomarcagdo, em até 25% das Criptas (20X)........ccoovrererierienereneseseseneresese e 27




RESUMO

Enteropatia proliferativa suina (EPS) é uma das doengas entéricas mais comuns em suinos de
recria e terminacdo. A EPS caracteriza-se por reducdo no desempenho dos animais,
acompanhada ou ndo por diarreia. E uma doenca altamente prevalente em diversos paises da
América, Europa e Asia, provocando elevados prejuizos econdmicos nos rebanhos suinos. A
forma de controle da EPS mais adotada em rebanhos suinos é a antibioticoterapia. O objetivo
deste estudo foi avaliar um novo produto a base de tilosina (Eurofarma Laboratérios S.A.) na
forma injetdvel para controlar a EPS em animais experimentalmente inoculados. Foram
utilizados 60 animais, de cinco semanas de idade, com peso médio de 9,5Kg, divididos em dois
grupos experimentais de 30 suinos, medicados e ndo medicados. Todos os animais foram
desafiados com L. intracellularis no dia zero. Avaliacdes clinicas de escore fecal, escore
corporal e comportamento foram realizadas diariamente além da pesagem dos animais realizada
nos dias -2, 13 e 21 ap6s a inoculagdo. Os animais do grupo medicado receberam tilosina
injetavel 13 dias apds a inoculagdo em trés doses com intervalo de 12 horas cada e 0s animais
do grupo ndo medicado receberam solugdo salina injetavel com o mesmo protocolo. O grupo
ndo medicado apresentou 23 animais com diarreia antes do dia 13 e 17 ap0s este periodo. No
grupo medicado, 26 animais apresentaram diarreia no periodo inicial e apenas 11 apos a
medicagdo a partir do dia 13. Os animais medicados apresentaram extensdo de lesdo
macroscopica de espessamento de mucosa intestinal estatisticamente menor em comparagdo
com o outro grupo (p=0,031). Houve também diferenca estatistica na imunomarcacéo para L.
intracellularis no grupo medicado (p<0,032), mostrando maior grau de infeccdo por L.
intracellularis nos animais ndo medicados. Estes resultados demonstram que a Tilosina
injetavel (Eurofarma Laboratérios S.A.) (ImL/20Kg) em trés doses, a cada 12 horas, foi eficaz
no tratamento da enteropatia proliferativa suina em animais experimentalmente inoculados
através da diminuicdo da extenséo de lesdo e do nivel de infec¢do por L. intracellularis.

Palavras-chave: macrolideos, antimicrobianos, Lawsonia intracellularis, metafilatico, diarreia.
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ABSTRACT

Porcine proliferative enteropathy (PPE) is one of the most common enteric diseases in growing
and finishing pigs. PPE is characterized by reduced performance, accompanied or not by
diarrhea. PPE is highly prevalent in several countries of America, Europe and Asia, causing
high economic losses in pig herds. The most common form of PPE control in pig herds is
antibiotic therapy. The most used antimicrobials for PPE control are tylosin, chlortetracycline
and tiamulin. The objective of this study was to evaluate a new product based on tylosin
(Eurofarma Laboratorio S.A.) in injectable form to control PPE in experimentally inoculated
animals. Sixty 5-week-old pigs with a mean weight of 9.5 kg were divided into two
experimental groups of 30 animals, medicated and non-medicated. All animals were challenged
with L. intracellularis, the etiologic agent of PPE, on day zero. Fecal score, body condition
score and behavior were daily evaluated. Pigs were weighted on days -2, 13 and 21 after
inoculation. Pigs of the medicated group received injectable tylosin 13 days after inoculation, in
three doses with a 12-hour interval from each other. Pigs in non-medicated group received
injectable saline solution i using the same protocol. The non-medicated group had 23 animals
with diarrhea before day 13. After day 13 the number of diarrheic animals reduced to 17
animals. In the medicated group, 26 animals had diarrhea in the initial period and after
medication on day 13, only 11 animals were observed with diarrhea. The score of macroscopic
intestinal PPE lesions in the medicated group was lower than in the non-medicated group (p =
0.031). The medicated group also had higher score for L. intracellularis antigen by
immunohistochemistry compared to the non-medicated group (p =0.032) demonstrating higher
level of infection. These results demonstrate that injectable tylosin (Eurofarma Laboratories
S.A.) (ImL / 20Kg) administrated in three doses, every 12 hours, was effective for the control
of porcine proliferative enteropathy in experimentally inoculated pigs.

Key words: macrolides, antimicrobial, Lawsonia intracellularis, metaphylactic, diarrhea.
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1. Introdugéo

A enteropatia proliferativa suina (EPS), também conhecida como ileite, € uma das
causas mais frequentes de quadros entéricos em suinos de recria e terminagdo (Guedes, 2008). E
uma doencga entérica infecto-contagiosa que acomete principalmente suinos, mas também
equinos (Gabardo et al, 2015), cdes (Silva et al, 2015), e outras espécies.

E caracterizada na forma aguda por diarreia hemorragica e espessamento da mucosa
intestinal com coagulos no Iumen intestinal, e acomete principalmente animais de recria e
terminacdo e adultos jovens de reposicdo (Lawson e Gebhart, 2000). A forma cronica é
caracterizada por espessamento irregular da mucosa intestinal, edema de mesentério, diarreia
transitoria, reducdo no desempenho dos animais, desuniformidade de lote e acomete animais de
crescimento e terminagéo (Guedes, 2012).

A soroprevaléncia de EPS em rebanhos Australianos foi de 100% e 84,2% nos animais
avaliados (Holyoake et al., 2010). No Japdo aproximadamente 94% dos rebanhos foram
positivos de acordo com McOrist (2005). No Brasil existem poucos estudos avaliando a
prevaléncia da L. intracellularis nos rebanhos (Guedes, 2008). Resende et al (2015) mostraram
gue a prevaléncia de L. intracellularis nos rebanhos do estado de Minas Gerais era de 100%,
acometendo 34,66% dos suinos avaliados.

De grande importancia na industria suinicola, a EPS causa muitos prejuizos econémicos
devido a diarreia, aumento da mortalidade, diminui¢do no desempenho dos animais e gastos
com medicamentos chegando a um custo anual de 20 milhdes de dolares nos EUA em
decorréncia da EPS (McOrist, 2005). A medida de controle da EPS mais frequentemente
adotada é a utilizagdo de antimicrobianos na forma injetavel, na racdo ou na 4gua, de maneira
preventiva ou terapéutica. Os antimicrobianos mais eficientes para tratar EPS sdo 0s
macrolideos, tetraciclinas, lincosamidas e pleuromutilinas (Franca & Guedes, 2008). Dentre
estes, os mais utilizados sdo a tilosina, clortetraciclina e tiamulina (Burch, 2000). Tilosina é um
macrolideo, que inibe a sintese protéica bacteriana (Kim et al, 2008) e atua como bacteriostatico
e podendo também atuar como bactericida quando em altas concentragdes (Barcellos et al,
2012).

McOrist e colaboradores (1997) mostraram que o fosfato de tilosina na ragdo é eficaz na
prevencdo e tratamento da EPS. Em outro estudo com inoculagdo experimental de L.
intracellularis em 114 suinos foi mostrada a eficacia da Tilosina aplicada de forma injetavel,
duas vezes ao dia, por trés dias consecutivos, pois 0s animais apresentaram melhora nos sinais
clinicos, eliminagdo da bactéria nas fezes, melhora no desempenho e reducgdo de lesdes macro e
microscopicas (Marsteller et al, 2001).

2. Objetivo

Avaliar a eficadcia do principio ativo tilosina na forma injetdvel em novo produto
(Eurofarma Laboratdérios S.A) em animais experimentalmente inoculados com Lawsonia
intracellularis.
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3. Revisao de literatura

3.1. Etiologia e epidemiologia

O agente causador da enteropatia proliferativa (EP) é a Lawsonia intracellularis, bacilo
Gram negativo, microaerdfilo, mével, com formato curvo que se multiplica no interior de
enterocitos. E uma bactéria intracelular obrigatoria, por isto necessita de cultivos celulares para
seu crescimento in vitro (Lawson et al, 1993).

Animais susceptiveis se infectam por via oral-fecal (Lawson e Gebhart, 2000). A dose
minima infectante ainda ndo é muito bem determinada (Guedes, 2008) mas sabe-se que animais
inoculados com a dose de 10° organismos de L. intracellularis foram capazes de eliminar
bactérias nas fezes (Collins et al, 2001). Além disso, animais infectados podem eliminar até 108
organismos de L. intracellularis por grama de fezes (Smith e McOrist, 1997). A bactéria pode
sobreviver por até 14 dias em temperatura ambiente (Collins et al, 2000). L. intracellularis foi
detectada nas fezes ja na primeira semana ap0s a inoculacdo e, posteriormente, foi detectada de
forma intermitente por até 12 semanas (Guedes e Gebhart, 2003b). O pico de excrecdo da
bactéria ocorre entre 14 e 28 dias p6s inoculagdo (Smith e McOrist, 1997). Baseado nestes
dados, conclui-se que a L. intracellularis é um agente que pode ser eliminado nas fezes em
grandes quantidades, por um longo periodo, sobreviver no meio ambiente por um bom tempo e
ser infectante em doses ndo muito elevadas.

A EP ja foi relatada em cées (Collins et al, 1983; Silva et al, 2015), equinos (Williams et al,
1996; Gabardo et al, 2015), macaco (Klein et al,1999), camundongos e ratazanas (Friedman et
al, 2008), gambaés, coiotes, lebres (Pusterla et al, 2008) e frangos (Otha et al, 2016).

Vannucci et al. (2012a) realizaram estudo inoculando suinos com cepa de L. intracellularis
isolada de equino e inoculando equinos com cepa isolada de suino. O estudo mostrou que tanto
equinos como suinos ndo apresentaram sinais clinicos nem comprometimento no desempenho, o
que sugere uma certa espécie-especificidade de cepas de L. intracellularis. Gabardo (2015)
mostrou que camundongos podem se infectar com L. intracellularis e eliminar o agente nas
fezes em quantidade suficiente para infectar suinos, ou seja, s&o hospedeiros e fonte de infecgéo.

3.1.1. Prevaléncia

No Brasil existem poucos estudos sobre a prevaléncia de L. intracellularis (Guedes, 2008).
Em 1999, Moreno et al observaram 40,5% dos rebanhos positivos em um total de 148 granjas
avaliadas por PCR. Amostras de 109 rebanhos suinos de Minas Gerais analisadas por
imunofluorescéncia indireta mostraram 96,33% de positividade para L. intracellularis (Ristow
et al, 2001). Em outro estudo mais recente em Minas Gerais (Resende et al, 2015) foi observada
prevaléncia de 100% em 30 rebanhos de suinos comerciais, de 160 a 1950 matrizes, avaliados
por imunoperoxidase em monocamada de células (IPMC).

Franca e colaboradores (2008) relataram um surto de EP hemorrdgica em suinos
provenientes de trés cidades do estado do Rio de Janeiro. H& outros estudos que mostraram
prevaléncia baixa de EP em rebanhos de Rio Grande do Sul (3%) (Faccini et al, 2005) e Mato
Grosso (16,87%) (Alberton et al, 2011). A baixa prevaléncia observada nesses dois Ultimos
estudos pode ser explicada devido a técnica utilizada ter sido a PCR, que detecta DNA
bacteriano apenas quando o animal esta eliminando o agente nas fezes e a baixa sensibilidade da
técnica.

Vérios outros estudos fora do Brasil demonstram elevada prevaléncia da doenca. No
Canada, em Alberta, a EP foi a segunda doenca entérica mais diagnosticada (Wilson et al,
2000). Na mesma regido foi encontrada prevaléncia de 91,7% em rebanhos de ciclo completo
(Paradis et al, 2007). Nos EUA foram encontradas prevaléncias de 66,9% e 48,9% nos rebanhos
de recria/terminacdo e reproducdo, respectivamente (Bronvoort et al, 2001). Outro estudo
realizado nos EUA observou 75% e 78% de prevaléncia em rebanhos de terminagdo e
reproducdo, respectivamente (Marsteller et al, 2003).
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Em 2000, na Dinamarca, 93,7% dos rebanhos foram positivos para L. intracellularis em
amostras de fezes de suinos (Stege et al, 2000). Na Alemanha foram encontrados 33,7% dos
rebanhos avaliados soropositivos (Wendt et al, 2004). Kukushkin e Okovytaya (2012)
encontraram 86,5% de positividade nas propriedades da Russia. A prevaléncia na Irlanda e
Reino Unido também foi alta, 94,9%, em trabalho realizado por Mortimer e colaboradores
(2000).

A Australia apresentou prevaléncia de 100% nas propriedades (Holyoake et al, 2010). A
Asia apresenta grande parte dos paises positivos para L. intracellularis. No Japdo 94% dos
rebanhos séo positivos (McOrist, 2005) enguanto na China a prevaléncia foi de 57% (Wu et al,
2014).

3.2. Impactos econd6micos

Os custos associados a EP variam de acordo com o quadro clinico, antimicrobianos usados
no tratamento e a incidéncia da infeccdo (Holyoake, 1996). Estima-se que a EP leve diretamente
a perda de 3 a 11 dolares por suino nos EUA, valor atribuido a gastos com alimentagéo e tempo
a mais para o peso de abate (Bronsvoort et al, 2001).

Holoyake e colaboradores (1996) avaliaram os custos da EP na Australia e chegaram ao
valor de 141 do6lares e 15 ddlares australianos por porca por ano em casos hemorragicos e nao-
hemorragicos, respectivamente, sendo 0s custos associados a morbidade, mortalidade e
antibioticos utilizados. McOrist et al (1997) avaliaram as perdas econdmicas baseado em peso
ao abate, conversdo alimentar, utilizacdo de espaco, morbidade e mortalidade, chegando a um
custo de 0,50 a 1 ddlar por animal afetado pela EP. Na Asia foi estimada uma perda de até 1
dblar americano para cada animal de crescimento ou terminacdo afetado por EP (McOrist,
2005).

Nos anos 80 e 90 estudos calcularam uma perda de 25 dolares por porca na Australia
(Cutler & Gardner, 1989), 3 a 6,5 milhdes de ddlares no Reino Unido (McOrist et al, 1997) e 20
milhdes de dblares nos EUA (Mapother et al, 1987; Kroll et al, 2005).

3.3. Patogénese

Para o0 crescimento in vitro da bactéria sdo usadas linhagens celulares intestinais de rato e
semelhante a fibroblasto de camundongo, IEC-18 e McCoy, respectivamente (Guedes, 2002).
Outro elemento importante para o crescimento de L. intracellularis é o uso de niveis de gases
semelhantes aos encontrados no intestino e estufas com oxigénio reduzido e nitrogénio elevado
(Lawson et al, 1993; McOrist et al, 1995a).

Em um estudo in vitro foi demonstrado que 10 minutos apds a infeccdo a bactéria ja se
encontrava em intimo contato com a membrana celular. Uma hora ap6s infecgdo a bactéria foi
encontrada em vacuolos no citoplasma e trés horas ap6s a bactéria era encontrada livremente no
citoplasma das células infectadas (McOrist, 1995).

A principal lesdo causada pela L. intracellularis é o espessamento da mucosa intestinal
devido a hiperplasia de enterdcitos imaturos (Smith e McOrist, 1997), diretamente relacionada a
presenca da bactéria, ou seja, enterdcitos hiperplésicos apresentam a bactéria no citoplasma.
Mas tal mecanismo indutor de hiperplasia ndo é muito bem conhecido (Lawson e Gebhart,
2000).

Boutrup e colaboradores (2010), em estudo com leitdes, demonstraram que 12 horas ap6s a
inoculacéo a bactéria foi encontrada aderida em enterdcitos do jejuno, ileo, duodeno e colon. A
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bactéria tem tropismo pelo ileo, mas tal preferéncia ndo tem uma explicacdo muito clara. Uma
possivel causa seria o transito intestinal mais lento, favorecendo maior tempo de exposi¢éo do
epitélio intestinal com a bactéria. Esses resultados foram ratificados por Guedes e colaboradores
(2017) que encontraram lesdes microscépicas e macroscopicas tipicas de enterite proliferativa
aos 11 e 15 dias ap6s a inoculagdo, respectivamente. Como Boutrup et al (2010), as lesdes
ocorreram principalmente no ileo, mas também acometeram ceco, célon e até o duodeno. Foi
observada diarreia do dia 9 ao dia 28 apds a inoculagéo.

Riber et al (2011) mostraram que animais previamente infectados ndo se infectam
novamente e nem eliminam a bactéria.

3.4. Caracterizacdo da doenca

A EP acomete suinos de 6 a 16 semanas de idade e se apresenta de duas formas clinicas
diferentes, aguda (hemorragica) ou crénica. A forma aguda acomete principalmente animais de
engorda e reposicdo, com alta mortalidade e morbidade (Resende, 2015). E caracterizada
clinicamente por diarreia hemorragica. Macroscopicamente ha edema e hiperemia de
mesentério, espessamento da mucosa intestinal com conteddo hemorragico e fibrinoso no limen
(Figura 1) (Franca & Guedes, 2008).

Figura 1: Intestino delgado, enteropatia proliferativa hemorragica. Mucosa apresenta-se difusamente
espessada com sangue e coagulos no limen intestinal. Fonte: Silvia de Aradjo Franca, Tese mestrado,
2007.

A forma crbnica, mais prevalente, é caracterizada por diarreia transitoria, reducdo no
desempenho dos animais, desuniformidade de lote e acomete animais de crescimento e
terminagdo. Alguns animais apresentam apenas desempenho reduzido, sem diarreia evidente.
Macroscopicamente, pode ser observado o espessamento irregular da mucosa intestinal e edema
de mesentério (Figura 2) (Guedes, 2012). Na histopatologia as duas formas se assemelham: ha
aumento de volume das criptas intestinais, com proliferacdo de células epiteliais imaturas
(enterdcitos) e diminuicdo de células caliciformes (Lawson & Gebhart, 2000). O ileo é a por¢do
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intestinal mais frequentemente acometida, porém a EP pode ser encontrada do duodeno ao reto
(Lawson e McOrist, 1993; Guedes et al, 2017).

Figura 2: Intestino delgado, enteropatia proliferativa cronica. Mucosa apresenta-se difusamente
espessada, com pregueamento e hiperemia difusa. Fonte: arquivo pessoal.

3.5. Diagnostico

O diagnostico da EP pode ser feito ante-mortem através de sorologia, PCR e detecgdo de
anticorpos anti-L. intracellularis em fluido oral. A sorologia, utilizada para detectar
imunoglobulinas especificas produzidas pelo hospedeiro quando ha uma infeccdo, pode ser
realizada por trés testes: imunofluorescéncia indireta de anticorpos (IFA), imunoperoxidase em
monocamadas de células (IPMC) e teste de ELISA (Kit ELISA de blogueio, Enterisol lleitis,
BioScreen, Germany) (Resende et al, 2015) (Figura 3). Anticorpos 1gG anti L. intracellularis
sdo detectaveis entre 14 dias e 3 meses apds a infeccdo (Guedes et al, 2002). Utilizada
principalmente para entender a dindmica de infecgdo do rebanho, a sorologia facilita a tomada
de medidas preventivas como vacinacdo e antibioticoterapia (Marsteller et al, 2003; Resende et
al, 2015). J4 a técnica de imunoperoxidase em monocamada de células usando o fluido oral de
suinos como amostra clinica, otimizada por Gabardo (2015), apresentou moderada sensibilidade
e alta especificidade para detecgédo de IgA e IgG anti-L. intracellularis.

A técnica de PCR ¢é bastante especifica (97%) (Jensen et al, 1997), possui e limitagdo de
apenas detectar o DNA bacteriano quando o animal estd eliminando o agente. Apesar de ter
limitacBes quanto a sensibilidade devido a inibidores da acdo da enzima polimerase existentes
nas fezes (Guedes, 2002; Franga, 2007) existem métodos de extracdo de DNA de fezes que
diminuem esta interferéncia.
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Figura 3: Amostra de soro de suino positiva para anticorpos anti-L. intracellularis. Bactérias marcadas
em vermelho no citoplasma e entre as células McCoy infectadas in vitro ap6s a realizagdo de
imunoperixodade em monocamada de células. (Microscopio 6ptico, objetiva de 40X). Fonte: Prof.
Roberto Guedes via Talita P. Resende, Tese mestrado, 2015.

Para o diagnostico post-mortem existem varios métodos como: histopatologia em Iaminas
coradas por hematoxilina e eosina, coloragdo especial pela prata (Warthin Starry), imuno-
histoquimica (Figura 4), hibridizacdo in situ fluorescente e PCR de raspado de mucosa. A
coloracdo pela prata mostra as bactérias curvas no interior das células epiteliais intestinais.
Jensen et al (1997) compararam trés técnicas diagndsticas, imuno-histoquimica, Warthin Starry
e PCR de mucosa intestinal, e encontraram especificidades de 98%, 97% e 95%,
respectivamente. A técnica de imuno-histoquimica foi a mais especifica entre as técnicas
histoldgicas (Guedes et al, 2002). Ladining e colaboradores (2009) mostraram especificidade de
99% e sensibilidade de 66% na imuno-histoquimica para L. intracellularis.

AR ! -

Ao - 5 R
Figura 4: Corte histolégico de ileo corado pela imuno-histoquimica utilizando anticorpo contra Lawsonia
intracellularis (PAb 1999 - Guedes & Gebhart, 2003a). Imunomarcagdo em vermelho no citoplasma de
enterdcitos das criptas intestinais e de macré6fagos na lamina prépria. Microscopio dptico, objetiva de 40x.
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O diagnéstico da L. intracellularis através do isolamento ndo € factivel pois a bactéria é
intracelular obrigatdria e microaerdfila, necessitando de cultivo celular e ambiente especifico
para seu crescimento (Lawson et al, 1993; Vannucci et al, 2012b) o que dura por volta de 3-4
meses.

3.6. Tratamento e controle

Além das medidas de manejo, muito importantes no controle e prevencdo da EPS, existe
uma vacina comercial viva modificada, Enterisol lleitis, que mostrou bons resultados no
desenvolvimento de imunidade contra L. intracellularis (Guedes & Gebhart, 2003b), melhora
na taxa de mortalidade, conversao alimentar e ganho de peso (McOrist & Smits, 2006), porém a
vacina tem um custo muito alto e possui a desvantagem de ter uma janela sem medicagéo para
aplicacdo, dificil em granjas com outras doencas endémicas (Holoyake et al, 2009). O uso de
antimicrobianos que também tem sido muito eficiente contra infeccBes pela L. intracellularis
(Franca & Guedes, 2008).

O uso de antimicrobianos para tratar a EPS deve ser considerado principalmente em duas
situaces: em animais com a forma cronica, onde h& impacto no desempenho dos animais; e em
casos agudos para diminuir a mortalidade do rebanho e evitar que a doenga ocorra em outros
lotes (Lawson & Gebhart, 2000; Francga, 2007).

3.6.1. Antimicrobianos

A classificacdo de antimicrobianos se baseia na interacdo in vitro do produto com as
bactérias, subdividindo-se em bactericidas e bacteriostaticos. Medicamentos bactericidas sdo
aqueles capazes de reduzir a populacdo bacteriana em até 3 logs em um periodo de 24 horas, por
isto s@o preferidos no tratamento de infeccBes graves (Karriker et. al., 2012). Antimicrobianos
bacteriostaticos induzem redugdes inferiores a esse valor, no mesmo periodo.

O uso de antimicrobianos é classificado em quatro formas: terapéutica, metafilatica,
profilatica e aditiva (Barcellos et al., 2012). Em doses baixas na ragdo, 0s antimicrobianos
atuam como promotores de crescimento (aditivos), melhorando a eficiéncia alimentar. Em doses
médias ou altas sdo utilizados antes do aparecimento de quadros clinicos principalmente na
prevencdo de doencas (profilatica) e nas doses mais altas sdo usados de forma terapéutica para
tratamento de animais enfermos (Cromwell, 2002). O uso metafilatico € a utilizacdo de
medicagdo em doses terapéuticas em todo um lote de animais, quando as doengas comegam a se
manifestar em um percentual pequeno de animais (Barcellos et al., 2012).

Os antimicrobianos sdo utilizados na suinocultura principalmente via racdo, via dgua ou
injetavel (IM), sendo as duas primeiras mais comuns. A medicagao via ragdo e via agua sdo
menos trabalhosas e exigem menos mao-de-obra, porém, a maioria dos animais doentes
apresentam apatia e anorexia, interferindo na ingestdo de alimentos e, em alguns casos também
na ingestdo de dgua, comprometendo assim a assimilacdo dos medicamentos (Barcellos et al.,
2009).

Medicacdes injetaveis intramusculares, aplicadas geralmente na regido lateral do pescoco,
para evitar que possiveis lesdes musculares atinjam musculos de cortes nobres, por exemplo, o
pernil, possuem a vantagem de permitir a absor¢édo completa do medicamento, garantindo que o
animal receba toda a dose necessaria (Karriker et. al., 2012).
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3.6.2. Antimicrobianos eficientes para EPS

Para saber se o antimicrobiano é eficaz, avalia-se a diminuic¢do de extensdo e severidade das
lesdes intestinais, melhora no desempenho e diminuicdo na eliminacdo do agente nas fezes
(Walter et al, 2001; Franca, 2007). Um antimicrobiano eficiente contra L. intracellularis
necessita chegar ao local de acéo, interior de enterdcitos, de forma ativa e em concentracéo
adequada (McOirist et al, 1995D).

Os antimicrobianos mais eficazes no tratamento da EP sdo macrolideos, tetraciclinas,
lincosamidas e pleuromutilinas (Franca & Guedes, 2008). Dentre estas bases medicamentosas
os mais utilizados no controle da EPS séo a tilosina, clortetraciclina e tiamulina (Burch, 2000).
A tilosina é um macrolideo, que atua inibindo a sintese protéica bacteriana (Kim et al, 2008),
funcionando como bacteriostatico e podendo atuar como bactericida quando em altas
concentragdes. Tem periodo de caréncia curto (2 dias) quando administrada de forma
terapéutica (Barcellos et al, 2012), caracteristica desejada uma vez que a doenca também atinge
animais de terminacéo que logo chegardo ao abate. Outra caracteristica positiva dos macrolideos
é a lipossolubilidade que permite atravessar barreiras celulares e, consequentemente, chegar ao
agente alvo mais facilmente auxiliando a eficacia do tratamento (Spinosa et al, 2002).

Em um estudo com inoculagcdo experimental de L. intracellularis em 110 suinos foi
demonstrada a eficacia da Tilosina injetavel aplicada duas vezes ao dia, por trés dias
consecutivos, para o tratamento da EPS, pois 0s animais apresentaram melhora nos sinais
clinicos, eliminagdo da bactéria nas fezes, melhora no desempenho e redugdo de lesdes macro e
microscopicas (Marsteller et al, 2001). McOrist e colaboradores (1997) utilizaram o fosfato de
tilosina na racdo de suinos experimentalmente inoculados com L. intracellularis e mostraram
eficacia na prevencdo e tratamento da EPS. Outro estudo avaliou o uso da Tilosina na racéo
(100ppm) por 14 dias consecutivos em duas granjas com ocorréncia de EPS, onde foi
demonstrada a reducéo da infeccéo por L. intracellularis (Lee et al, 2001).

4. Materiais e métodos

4.1. Animais e instalacdes

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais, protocolo n° 250/2015. Foram utilizados 60 leitbes machos, de cinco semanas de
idade e peso médio de 9,5Kg. Os animais eram provenientes de uma granja livre de
Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Brachyspira hyodysenteriae,
B. pilosicoli, Salmonella enterica sorovar Choleraesuis, Pasteurella multocida toxigénica e
Herpesvirus suino tipo | (virus da doenca de Aujeszky).

Os animais foram identificados com brincos na orelha e alojados em dez baias de creche,
com piso suspenso de plastico vazado (1,4x1,4m — densidade 0,33m%animal), com aquecimento
artificial, bebedouro tipo chupeta, comedouro tipo depdsito e uma bandeja de aco inox abaixo
do comedouro para coleta de desperdicio de racdo (Figura 5). Os animais receberam racdo
inicial 1 sem medicacéo, de fabricacdo propria, e &gua & vontade durante todo o experimento.
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Figura 5: Instalagdes da unidade experimental de suinos da Escola de Veterinaria da UFMG. Quatro
baias em cada sala, com cocho tipo dep6sito, bebedouro tipo chupeta e bandejas de inox para coleta de
desperdicio.

4.2. Delineamento experimental

Os 60 leitdes foram divididos em dois grupos experimentais, com 30 leitdes por grupo,
distribuidos em 5 baias com 6 leitdes por baia. Os grupos foram balanceados por peso: muito
leve, moderadamente leve, médio, moderadamente pesado e muito pesado. Dois dias antes da
inoculagéo (dia -2), os leitdes foram pesados e as fezes foram coletadas para realizagéo do teste
de PCR para L. intracellularis (Jones et al, 1993) para confirmacéo da negatividade de todos os
animais antes da inoculagéo.

4.3.Producéo de in6culo

Fragmentos de intestino delgado de suinos naturalmente infectados com lesGes tipicas de
enteropatia proliferativa foram submetidos a avaliagdo bacteriol6gica para descartar a presenca
de outros patdgenos. A presenca de infeccdo moderada a acentuada foi confirmada através de
hematoxilina & eosina e imuno-histoquimica. Os fragmentos de intestinos selecionados foram
congelados a -80°C até o dia da inoculagao.

No dia da inoculagdo os intestinos, protegidos por sacos plasticos, foram descongelados em
agua corrente a temperatura ambiente, seccionados longitudinalmente com tesoura e feita a
raspagem da mucosa com laminas de vidro. O material produzido na raspagem foi
homogeneizado e misturado com solucdo de SPG (sacarose-potassio-glutamato) (1:1) (Guedes
& Franca, 2008; Guedes et al, 2009). O produto final também foi submetido a exame
bacteriologico para assegurar auséncia de Salmonella sp. e Escherichia coli enterotoxigénica
com teste de genes.

A quantificacdo do indculo foi feita por diluicdes seriadas em PBS (pH 7,2) e coloragéo por
imunoperoxidase usando anticorpo policlonal leporino de acordo com Guedes et al (2009).
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4.4.Inoculacgéo

No dia 0, todos os animais foram inoculados individualmente, via intragastrica, com 43 mL
de indculo de homogeneizado de mucosa intestinal de suinos sabidamente infectados por L.
intracellularis, como descrito por Guedes et al (2002). Cada animal recebeu cerca de 1,6 x 10’
organismos de L. intracellularis, valor calculado pela quantificacdo citada no item 4.2.

4.5. Avaliacdo clinica e de desempenho

AvaliacOes clinicas individuais de todos os animais foram realizadas diariamente pela
mesma pessoa, desde o dia -2 até o fim do experimento. Os pardmetros observados foram
comportamento, escore corporal e grau de diarreia (grau 0 = sem diarreia, grau 1 = fezes
pastosas, grau 2 = fezes liquidas, grau 3 = fezes com sangue).

Diariamente também foi coletado, nas bandejas de inox localizadas abaixo dos cochos o
desperdicio de racdo e realizada a avaliacdo de consumo real de racdo por baia. Esses dados
foram divididos em dois periodos, antes e apés o tratamento. Todos os animais foram pesados
individualmente nos dias -2, 13 e 21.

4.6. Medicacdo injetavel

No dia 13 apds a inoculagdo, quando pelo menos 25% dos animais apresentaram diarreia
causada por L. intracellularis, todos os leitdes foram pesados para realizar o calculo da dose
individual do medicamento. No mesmo dia, o grupo medicado foi tratado com tilosina injetavel
(Tilosina 20%, Eurofarma Laboratérios S.A.), 1mL/20Kg p.v., € 0 grupo controle recebeu
volume proporcional ao peso vivo de salina estéril, via intramuscular, em trés doses, em
intervalo de 12 horas, por determinacéo do fabricante (Figura 6).

Dia 13:
pesagem dos .
Dia -2: animais e inicio Dia 14:
pesagem dos Dia 0: da medicacio medicagdo as
animais e Inoculagdo as 19h (12 7h (22 dose) e Dia 21:
coleta de fezes dose) medicagdo as Eutanasia

19h (32 dose)

Figura 6: Linha do tempo mostrando a fase experimental. Dia -2: animais foram pesados e coletadas
fezes individuais. Dia 0: inoculagdo dos 60 animais, com 43mL de indculo contendo 1,6x107 bactérias.
Dia 13: pesagem dos animais para célculo da dose de medicamento e inicio da medicacdo as 19h (12
dose). Dia 14: 22 dose de medicagdo as 7h e 32 dose de medicagcdo as 19h. Dia 21: eutanasia dos 60
animais, por eletrocussdo seguida de sangria.

4.7.Avaliagéo post-mortem

Por determinacdo do fabricante (Eurofarma Laboratorios, S.A.) 0s animais deveriam ser
abatidos no minimo 7 dias ap6s a medicacdo. E, baseado na presenca de lesdes intestinais
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encontrada entre os dias 15 e 24 apds a inoculacdo (Guedes et al, 2017), foi definido que os
animais seriam eutanasiados no dia 21 ap6s a inoculag&o.

Os animais foram eutanasiados por eletrocussao, seguida de sangria. As lesfes intestinais
macroscopicas compativeis com EPS foram graduadas e mensuradas individualmente, de
acordo com o escore a seguir: Grau 0 = mucosa normal; grau 1 = hiperemia e espessamento da
mucosa; grau 2 = espessamento e necrose da mucosa; grau 3 = espessamento de mucosa e
hemorragia com formacdo de coagulos intraluminais (Guedes et al., 2002). Apenas um
patologista, que desconhecia a distribuicdo de animais por grupo, realizou a avaliacdo
macroscopica de presenca e extensdo de lesoes.

4.8. Imuno-histoquimica

Para avaliacdo imuno-histoquimica, fragmentos de ileo, ceco, colon proximal e linfonodo
mesentérico foram fixados em formalina 10% (Guedes & Gebhart, 2003a), processadas
rotineiramente para histologia, embebidas em parafina e cortadas em 3u. Os fragmentos
intestinais foram corados pela imuno-histoquimica usando o método de Streptavidina marcada
(Dako - Vila Real Carpinteria, EUA, K675) e anticorpo policlonal leporino contra L.
intracellularis (Guedes & Gebhart, 2003a).

A imunomarcagdo foi quantificada da seguinte maneira: grau O = auséncia de
imunomarcacgdo para L. intracellularis; grau 1 = imunomarcacdo para L. intracellularis em até
25% das criptas intestinais; grau 2 = em até 50% das criptas; grau 3 = em até 75% das criptas e
grau 4 = 100% das criptas marcadas. Apenas uma pessoa realizou a quantificagdo da imuno-
marcacao.

4.9, Analise estatistica

O teste de Qui-quadrado foi utilizado para comparar a frequéncia de leitdes com diarreia
entre os grupos controle e medicado no periodo poés-tratamento e a frequéncia de leitdes com
lesbes intestinais de acordo com a macroscopia e grau de infeccdo baseado na marcagdo por
imuno-histoquimica. O teste t de Student foi utilizado para comparar 0 peso médio dos grupos
nos dias -2, 13 e 21 do experimento, e também para comparar o ganho de peso diario entre 0s
grupos nos periodos dos dias -2 a 13 e dias 14 a 21. A regressdo de Poisson foi utilizada para
comparar 0 nimero de dias com diarreia entre 0s grupos no periodo poés-tratamento. O teste de
Mann-Whitney foi utilizado para comparar o consumo médio diario entre 0s grupos nos
periodos pré-tratamento (dias 0 a 13) e p6s-tratamento (dias 14 a 20). A regressao binomial foi
utilizada para comparar os dados de extensdo de lesdo macroscopica intestinal entre os dois
grupos.

5. Resultados

As amostras de fezes coletadas antes da inoculacéo (dia -2) foram todas negativas para a
presenca de DNA de L. intracellularis pela técnica de PCR. Os resultados bacterioldgicos do
indculo confirmaram negatividade para Salmonella sp. e E. coli enterotoxigénica.

5.1. Avaliagdo clinica

Um total de 27 animais (45%), independente do grupo, apresentaram diarreia aquosa e
amarelada nos primeiros 4 dias apés a inoculagdo. Como o periodo era muito curto apos a
inoculagéo para que a diarreia fosse resultado da infeccdo por L. intracellularis, suspeitou-se de
infeccdo por Escherichia coli enterotoxigénica. Amostras de fezes foram coletadas para
bacteriologia e foi realizado isolamento de E. coli beta-hemolitica, positiva para os genes Sta e
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Stb. A partir destes resultados, foi adicionado Oxido de zinco na racdo de todos 0s animais
(3.000ppm) por 3 dias.

A partir do dia 6, 0 nimero de animais apresentando diarreia associada a E. coli comegou a
diminuir até o dia 9, quando comegou a aparecer diarreia pastosa compativel com L.
intracellularis. No dia 12 do experimento, 19 dos 60 leitdes apresentavam diarreia, sendo 10
(33,3%) leitbes diarreicos no grupo ndo medicado e 9 (30%) no grupo medicado, atingindo o
minimo esperado de 25% de animais com diarreia para que o tratamento fosse iniciado.

Apds o tratamento, que ocorreu nos dias 13 e 14, as avaliacGes clinicas continuaram a ser
realizadas da mesma forma. Observou-se reducdo gradativa de diarreia nos dois grupos,
ocorrendo uma reducdo maior no grupo medicado. O grupo ndo medicado apresentou 23
animais com diarreia no periodo anterior ao 13° dia e ap0s este periodo 17 animais apresentaram
diarreia, enquanto que no grupo medicado, 26 animais apresentavam diarreia no periodo inicial
e apds a medicacdo apenas 11. A figura 8 representa o percentual de animais que apresentou
diarreia antes e apos o tratamento nos grupos medicado e ndo medicado. Estes resultados foram
baseados no periodo antes da medicacdo (dia 1 ao dia 13) e apds o tratamento (dia 14 ao dia 21)
(Figura 7).

100,00%

90,00%
80,00%

70,00% - 76,66%

60,00% -
50,00% - 56,66% B Grupo ndo medicado

40,00% - Grupo medicado

30,00% -
20,00% -
10,00% -

0,00% -

Antes Ap0ds

Figura 7: Percentual de animais acometidos com diarreia nos grupos medicado e ndo medicado, nos
periodos anterior (dia 1 a 13) e posterior ao tratamento (dia 14 a 21). Teste Qui-quadrado.

A avaliacéo clinica diaria também permitiu registrar o grau de diarreia de cada animal
em todos os dias do experimento. Nao houve diferenca estatistica, mas pode-se observar
reducdo no nimero de animais com diarreia e no grau de diarreia apds o dia 13, quando foi
aplicada medicagdo, indicando redugdo na gravidade do quadro clinico e melhora dos animais
(Figura 8).
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Figura 8: Numero de animais em cada grupo com diarreias grau 1 e 2, dos dias 01 ao 21. G1E1: grupo 1,
ndo medicado, com diarreia escore 1 (azul claro). G1E2: grupo 1, ndo medicado, com diarreia escore 2
(azul escuro). G2E1: grupo 2, medicado, com diarreia escore 1 (verde claro). G2E2: grupo 2, medicado,
com diarreia escore 2 (verde escuro).

A partir da analise de regressdo de Poisson foi possivel observar diferenca estatistica
(p=0,001) entre os dois grupos em relacdo a soma do nimero de animais com diarreia e sem
diarreia nos dias do periodo poés-tratamento (Tabela 1). Animais no grupo medicado
apresentaram, em média, 1 dia (0,85 dias) a menos de diarreia que aqueles do grupo nao
medicado.

Tabela 1: Total de dias com e sem diarreia de todos 0s animais do grupo controle e medicado no periodo
pos-tratamento. Regressdo de Poisson.

Grupos Dias com diarreia Dias sem diarreia Total
Controle 49 191 240
Medicado 20 220 240

P 0,001

Ao final do experimento, cinco animais ndo medicados estavam magros, mostrando
desuniformidade do grupo.

No dia 18 do experimento, um dos animais do grupo medicado foi encontrado morto. O
animal ndo apresentou nenhum sinal clinico antes do 6bito. A causa mortis foi definida a
necropsia como tendo sido causada por septicemia provocada por endocardite valvular mitral e
o animal ndo apresentou lesdo macroscopica de enteropatia proliferativa. Os dados de ganho de
peso desse animal foram considerados até dia 18, e o célculo final foi ajustado até o final do
experimento.
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5.2. Desempenho

Apesar dos animais do grupo medicado apresentarem peso médio 730 gramas maior que 0s
animais do grupo controle, 21 dias apds a inoculacdo, ndo houve diferenca significativa entre 0s
grupos em relacdo as variaveis de peso médio, ganho médio de peso e consumo (Tabela 2).

Tabela 2: Peso médio e ganho de peso diario (GPD) dos grupos ndo medicado e medicado em
diferentes periodos, até o dia da eutanasia (D21).

Grupo Peso (Kg)  Peso (Kg) GPD (Kg) Peso (Kg) GPD (Kg) GPD (KG)
Dia-2 Dia 13 Dias-2a13 Dia 21 Dias-2a 21 Dias 14 a 21
Medicado 9,48 + 13,53 + 0,27 + 16,51 + 0,37 + 0,37 +0,1302
1,062 2,582 0,14025 3,244 0,13072
Controle 9,49 + 13,32 + 0,26 + 15,78 + 0,31 + 0,30+0,1761
1,100 2,331 0,12059 3,318 0,17610
P 0,879 0,705 0,723 0,842 0,359 0,108

No periodo po6s medicagdo foi observado consumo médio diério de racdo de 41 gramas
superior no grupo medicado em comparagdo com o grupo controle, porém a diferenca ndo foi
estatisticamente significativa (Tabela 3).

Tabela 3: Comparagdo de consumo médio diario (CMD) por animal entre os grupos controle e medicado
nos periodos total (dias 0-20), pré-tratamento (dias 0-13) e pds-tratamento (dias 14-20). Mann-Whitney.

Grupos N CMD Desvio Padrdo Valor de P

. Controle 30 0,60 0,06
Dias 0-20 Medicado 30 0,63 0,13 0.84
. Controle 30 0,48 0,05
Dias 0-13 Medicado 30 048 0.10 1,0
. Controle 30 0,76 0,09
Dias 14-20 Medicado 29 0,80 0.15 0,34

5.3. Lesbes macroscopicas

A necropsia, foram observadas lesdes tipicas de EPS de grau 1 no ileo (Figura 9) em 16
leitbes, sendo a quantidade numericamente maior no grupo controle (10 leitbes) quando
comparado com o grupo medicado (6 leitdes) (P>0,05). As lesdes encontradas foram de
espessamento discreto de mucosa intestinal no ileo, com hiperemia discreta e a extensdo de
lesdo por cada animal variou de 6¢cm a 65cm.
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Figura 9: Lesdo macroscépica observada a necropsia, grau 1, espessamento de mucosa intestinal.

A extensdo da area total de lesdes observadas nos animais ndo medicados (366 cm de lesao
intestinal) foi maior quando comparado com os animais do grupo medicado (97 cm de leséo
intestinal) (p=0,031). A média de extensao de lesdo por leitdo afetado no grupo medicado foi de
16,16 cm e no grupo controle foi de 36,6cm. A média de extensao da lesdo pelo total de animais
no grupo medicado foi de 3,2cm e no grupo controle foi de 12,2cm (Tabela 4).

Tabela 4: Intensidade de lesbes macroscopicas e média de extensdo de lesdes, em cm, por animais
afetados dos grupos ndo medicado e medicado. Qui-quadrado.

Grupos  Grau0* Graul Grau2 Grau3 NUmerode  Extensdo Média de Média
animais com  lesdo total  extensdo da  extensdo da
leséo (cm) lesdo/leitdo  lesdo/total
afetado (cm) leites (cm)
Controle 20 10 0 0 10 366 36,3 12,2
Medicado 24 6 0 0 6 97 16,16 3,2
P 0,031 0,093 0,151

*Grau 0 = normal; grau 1 = espessamento da mucosa; grau 2 = espessamento e necrose da mucosa; grau 3
= espessamento de mucosa e hemorragia com formagéo de codgulos intraluminais.

5.4. Imuno-histoquimica

Houve diferenca (P=0,032) na imunomarcagdo observada entre os grupos, estando presente
em 16 animais do grupo controle (53,3%) e em 8 animais do grupo medicado (26,6%). Todas as
marcacOes observadas foram observadas no ileo e classificadas como grau 1 (até 25% das
criptas infectadas) (Figura 10).
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Figura 10: A: Corte histolégico de ileo corado pela imuno-histoquimica utilizando anticorpo contra
Lawsonia intracellularis (PAb 1999 - Guedes & Gebhart, 2003a). Grau 1 de imunomarcagdo, em até 25%
das criptas. Animal 37, grupo controle, objetiva de 10x. B: Corte histolégico de fleo corado pela imuno-
histoquimica utilizando anticorpo contra Lawsonia intracellularis (PAb 1999 - Guedes & Gebhart, 2003),
animal 8, grupo controle, objetiva de 20x.

6. Discussao

De acordo com os sinais clinicos, as lesdes macroscdpicas e a imuno-marcacdo para L.
intracellularis observados nos animais do grupo controle pode-se afirmar que o modelo de
inoculacdo experimental foi eficiente na reprodugdo da doencga. Outro modelo de inoculagéo
experimental é feito com cultura pura de L. intracellularis, método que permite maior controle
bacteriano do inoculo e acurécia na quantificacdo da dose, porém, extrair e manter a bactéria in
vitro é muito dificil pois necessita de cultivo celular, ambiente especifico, leva tempo e é mais
caro (Guedes e Gebhart, 2003b).

Apesar da presenca de diarreia nos primeiros dias apds inoculacdo causada por E. coli
enterotoxigéncia, a maior incidéncia de diarreia a partir do dia 9 até o dia 12 ap6s a inoculagéo
condiz com outros experimentos que utilizaram modelo de infeccdo experimental semelhante de
L. intracellularis (Paradis et al, 2004). Nao existem estudos que demonstrem a a¢ao do 6xido de
zinco, utilizado nos primeiros dias apds a inoculagdo para conter a diarreia causada por E. coli
enterotoxigénica, que avaliem clinicamente animais infectados com L. intracellularis. Sabe-se
que o produto utilizado foi testado com a vacina Enterisol lleitis, viva modificada, e nao
apresentou influéncia sobre as bactérias, de acordo com informagdes do fabricante.

Embora os resultados de desempenho sejam numericamente diferentes entre os grupos, ndo
houve diferenca estatistica significativa, o que pode ser justificado pelo elevado coeficiente de
variacdo dessas varidveis analisadas (Veenhuizen et al, 1998). Este alto coeficiente de variacdo
sugere que a varidvel ganho de peso necessite de maior nimero amostral para ser melhor
avaliada, como visto por Paradis e colaboradores (2005), onde usaram 144 animais em
inoculacéo experimental de L. intracellularis.
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LesBes macroscopicas foram mais frequentemente observadas nos animais do grupo
controle, que apresentaram extensao total de lesdo superior ao grupo medicado (p<0,05). As
lesbes encontradas no dia da eutanasia (dia 21 pés inoculagdo) condizem com outro estudo no
qual a maior parte das lesbes macroscépicas foi encontrada entre os dias 15 e 24 (Guedes et al,
2017).

Os animais do grupo medicado apresentaram menor imunomarcacao no ileo (p<0,032) em
comparagdo com o0s animais do grupo ndo medicado, mostrando que a presenca de antigeno da
L. intracellularis foi mais frequente nos animais ndo medicados. A imuno-histoquimica é uma
técnica de alta sensibilidade para o diagnoéstico de L. intracellularis (Guedes et al, 2002), um
estudo mostrou especificidade de 66% e sensibilidade de 99% (Ladining et al, 2009). Achados
semelhantes também foram observados por Marsteller et al (2001) utilizando tilosina injetavel,
em outra apresentacdo e formulacdo, em suinos experimentalmente inoculados.

A tilosina € um macrolideo, bacteriostatico que pode atuar como bactericida quando em
altas concentracdes (Kim et al, 2008). Os macrolideos se ligam a subunidade (50s) do
ribossomo bacteriano inibindo a sintese proteica bacteriana (Barcellos et al, 2012). Outra
caracteristica dos macrolideos é a lipossolubilidade que permite atravessar barreiras celulares e
chegar ao agente alvo mais facilmente e, no caso da L. intracellularis, por ser uma bactéria
intracelular obrigatoria, esta propriedade auxilia na eficacia do tratamento (Spinosa et al, 2002).

Apesar de apresentar valores de concentracdo minima inibitéria (MIC) elevada in vitro, ou
seja, acdo pouco eficiente contra EP em estudo in vitro (McOrist et al, 1995b), a tilosina
mostrou-se eficaz quando administrada na racgéo por 14 dias (100ppm) para tratar a doenga em
inoculacéo experimental de cultura pura (McOrist et al, 1997). A tilosina também teve resultado
satisfatorio em outro estudo onde foi utilizada de forma injetavel duas vezes ao dia, por trés dias
consecutivos, para o tratamento da EPS, onde os animais apresentaram melhora nos sinais
clinicos e reducéo de lesdes macroscdpicas (Marsteller et al, 2001), como mostrado também no
presente estudo. A diferenca em resultados in vivo e in vitro pode ser justificada pelo fato de a
L. intracellularis ser uma bactéria intracelular obrigatéria (McOrist et al, 2000).

Antibioticoterapia metafilatica ou terapéutica sdo as mais indicadas pois o uso de
antimicrobianos em posologia e tempo inadequados, como promotor de crescimento, pode
aumentar a chance de surtos de doencas entéricas (Bane et al, 2001), além de favorecer o risco
de resisténcia bacteriana (Dosen et al, 2014). Segundo Silbergeld e colaboradores (2008), o uso
de antimicrobianos como aditivos em racdo na producdo animal pode ser um fator no aumento
de resisténcia em patdgenos humanos. A administracdo de medicacdo via racdo foi mais
associada ao aumento do risco de resisténcia bacteriana quando comparado ao tratamento
individual (Dunlop et al, 1998; Haese & Silva, 2004). O uso adequado dos antibiéticos, como o
utilizado neste estudo, pode ajudar a reverter a frequéncia de alta resisténcia bacteriana e
também evitar o surgimento de novas bactérias resistentes (Levy & Marshall, 2004).

A utilizacdo indiscriminada de antimicrobianos na racdo em doses baixas est4 associada a
resisténcia bacteriana (Maron et al, 2013). Alguns estudos realizados nos EUA mostram que
para preservar a eficiéncia de antibidticos para tratamentos humanos e animais é necessario
restringir o uso de antimicrobianos (Levy & Marshall, 2004; Silbergeld et al, 2008). Em funcéo
disto, muitos paises restringiram o uso de antibiéticos como promotores de crescimento (Maron
et al, 2013). A Unido Europeia proibiu o uso de antimicrobianos promotores de crescimento na
alimentacdo de suinos em 2006 (Gaggia et al, 2010) e nos EUA em 2017 foi aprovado novo
regulamento do uso de antibi6ticos na racéo (Beek, 2017).

A apresentacdo da medicagdo como forma injetavel, utilizada no presente estudo, é mais
vantajosa pois permite absor¢do completa do medicamento, garantindo que o animal receba toda
a dose necessaria (Karriker et al., 2012). Medicacdo intramuscular possui outra vantagem
quando comparada a medicacgdo na ragdo pois animais doentes tém menor ingestao de alimento
(Apley et al. 2012). E certo que em animais maiores a aplicacdo intramuscular é mais
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trabalhosa, mas vem crescendo cada vez mais as formulacdes de acdo prolongada, que nao
precisam ser aplicadas mais de uma vez (Burch, 2012).

Animais com infecgdo por L. intracellularis, apresentam atrofia e fusdo de vilosidades, com
reducdo de enzimas digestivas e inibicdo de transportadores de membrana, mecanismos que
levam & diarreia por ma absor¢do (Argenzio, 1992; Vannucci & Guedes, 2009), o0 que sugere
poder resultar em baixa absor¢do do antimicrobiano quando administrado via oral.

A maioria dos antimicrobianos administrados na racdo proporciona niveis plasmaticos
baixos do medicamento em comparacdo com 0s injetaveis, principalmente os macrolideos e as
pleuromutilinas, o que também reduz a biodisponibilidade. Em estudo realizado por Prats et al
(2002) foi mostrada alta biodisponibilidade da tilosina, indicando alta absorcdo. Para a eficacia
do tratamento, o medicamento deve estar no local da infeccdo por tempo e concentracdo
suficientes, caso contrario podera favorecer o desenvolvimento de resisténcia bacteriana (Burch,
2012).

A terapia medicamentosa no inicio do curso de qualquer enfermidade é fundamental para
garantir o bem-estar animal e o desempenho do grupo (Marsteller et al, 2001), fatores que
melhoram os indices produtivos na granja.

7. Conclusdo

A tilosina (Eurofarma Laboratdrios S.A) injetavel, nas condigdes do presente estudo, foi
eficiente no controle da enteropatia proliferativa suina em leitdes experimentalmente infectados
pois reduziu significativamente a extenséo de leséo e o nivel de infeccdo por L. intracellularis.
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