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RESUMO

ESTUDO CASO CONTROLE AVALIANDO A FREQUENCIA DOS PRINCIPAIS
AGENTES CAUSADORES DE DIARREIA NEONATAL EM SUINOS.

Autor: Ricardo Tesche Lippke
Orientador: Prof. Dr. David Emilio Santos Neves de Barcellos

A diarréia € o principal evento clinico observado no periodo neonatal em leitdes
(como conseqiiéncia das doencgas entéricas). Além de contribuir para piora no ganho de
peso diario e conversdo alimentar do animal causa aumento na mortalidade e gastos
com medicamentos. O presente trabalho teve como objetivo determinar a freqiiéncia dos
principais agentes virais (rotavirus), bacterianos (E. coli, Clostridium perfringens tipo A
e C e Clostridium difficile) e parasitarios (coccideos e Cryptosporidium spp.)
envolvidos na diarréia neonatal em leitegadas caso (com diarréia) e controle (sem
diarréia). Foram examinadas 276 amostras de fezes provenientes de 147 leitegadas com
diarréia e 129 leitegadas sem diarréia, com idade variando entre 1 e 7 dias de vida em
28 unidades produtoras de leitdes localizados no Estado do Rio Grande do Sul. Entre as
amostras coletadas, 29,34% (81/276) foram positivas para pelo menos um agente
pesquisado. Os coccideos (20/276) e o C. perfringens tipo A (19/276) foram os agentes
mais freqlientes. Nenhum dos enteropatdgenos pesquisados obteve diferenca
significativa (p>0,05) entre as leitegadas caso e controle. Apenas o rotavirus (p=0,20) e
o C. perfringens tipo A (p=0,16) apresentaram tendéncia de serem mais freqiientes em
leitegadas com diarréia. Uma forte associacdo foi observada entre a ocorréncia das
diarréias e leitegadas mais novas (p<0,014). Foi observada pela primeira vez no Brasil a
infeccdo pelo C. difficile, em 13,6% (17/132) das amostras, todavia a presenca das
toxinas nas fezes ndo teve relacdo com a diarréia. Os resultados obtidos indicam a
necessidade de cuidados especiais quando da coleta de amostras para diagndsticos de
monitoria de diarréias no periodo neonatal, pois € alta a chance de se obterem resultados
falso positivos naqueles casos em que as doengas estiverem ocorrendo numa forma
endémica.

Palavras-chave: diarréia neonatal, Clostridium difficile, Clostridium perfringens tipo A



ABSTRACT

CASE-CONTROL STUDY EVALUATING THE FREQUENCY OF THE MAIN AGENTS
OF NEONATAL DIARRHEA IN PIGS IN BRAZIL

Author: Ricardo Tesche Lippke
Advisor: Prof. Dr. David Emilio Santos Neves de Barcellos

Diarrhea is the main clinical event occurring in pigs in the neonatal period,(as
consequence of enteric disease). Besides contributing to losses in daily weight gain and
feed conversion, diarrhea causes increased mortality and medication costs. The present
work aimed to determine the frequency of the main viral agents (rotavirus), bacterial
(E. coli, Clostridium perfringens type A and C and Clostridium difficile) and parasitic
(coccidian and Cryptosporidium spp.) involved in neonatal diarrhea in case groups
(with diarrhea) and controls (without diarrhea). We examined 276 fecal samples
originating from 147 litters with diarrhea and 129 litters without diarrhea, with ages
varying between 1 and 7 days, in 28 pig units of the state of Rio Grande do Sul, Brazil.
Among the examined samples, 29.34% (81/276) were positive for at least one agent.
Coccidia (20/276) and C. perfringens type A (19/276) were the most frequently isolated
agents. None of the enteropathogens studied showed significant difference (p>0.05)
between case and control litters. Only rotavirus (p=0.20) and C. perfringens A
(p=0.16) had a tendency to present higher frequency in piglets with diarrhea. A strong
association was observed between occurrence of diarrhea and litters with smaller age
(p<0,014). Infection with C. difficile was diagnosed for the first time in Brazil, in 13.6%
(17/132) samples; however the presence of the toxin in feces was not related to
diarrhea. The present results suggest the need for special attention when sampling for
the diagnosis or monitoring diarrhea in the neonatal period, as chances for obtaining
false-positive results are high, especially when diseases are occurring endemically.

Keywords: neonatal diarrhea, Clostridium difficile, Clostridium perfringens type A
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1 INTRODUCAO

Entre as atividades adotadas para maximizar a producdo suinicola nas Gltimas
décadas, sobressai uma substituicdo progressiva das criacfes extensivas por intensivas
(confinadas). Esse processo trouxe consigo um aumento significativo na pressdo de
infeccdo e criou a necessidade da adogdo de cuidados especiais para 0s suinos. As
mudancas geraram também demanda crescente pela utilizacdo de novas técnicas de
manejo, que se executadas inadequadamente, podem propiciar a permanéncia e
proliferacdo de diversos agentes patogénicos no interior das granjas (HANSEN-
DECUADRO, 2006).

Dentro desse novo contexto, as doencas entéricas vém ganhando grande
importancia, pois sdo multifatoriais e ndo dependem unicamente de microorganismos
patogénicos, mas sim do efeito combinado do agente causal com diversos fatores de
risco como manejo e ambiente inadequados, nutricdo deficiente e baixo grau de
imunidade do rebanho. As enfermidades que cursam com diarréia sdo de grande
importancia econémica ja que apresentam efeito profundo no aumento da mortalidade,
piora da conversao alimentar e reducao do ganho de peso diério (GPD).

As diarréias nos suinos podem ser divididas em 4 classes, segundo a sua
ocorréncia nas diferentes faixas etarias (FAIRBROTHER, 1999):

diarréias neonatais, em leitdes na primeira semana de vida;

diarréias em leitdes lactentes, em leitdes envolvendo todo o periodo pré
desmame;

diarréias pds desmame, no periodo de creche e;

diarréias nas fases de recria e terminacao, no periodo da saida da creche até o
abate.

Diversos autores afirmam que as diarréias neonatais estdo entre as principais
causas de mortes de leitdes lactentes, com indices que podem variar dependendo do
manejo da granja, status imunoldgico do rebanho e do(s) agente(s) envolvido(s). Em
levantamentos realizados pelo National Animal Health Monitoring System (NAHMS),
no ano de 2000 e entre os anos de 2005 e 2006, englobando mais de 90% das granjas
suinicolas dos Estados Unidos da América (EUA), a mortalidade pré-desmame de
leitbes foi de 8,2% e 9,3% respectivamente sendo a diarréia a terceira causa de morte
mais frequente (NAHMS, 2000; NAHMS, 2006).
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Com relacdo a morbidade, Tubbs et al. (1993) em um estudo realizado com 712
granjas nos EUA, observaram que a diarréia foi a principal causa de doenca em leitdes
na maternidade, sendo que 65% de todos 0s casos ocorreram na primeira semana de
vida e, desses, 42% ocorreram nos primeiros trés dias.

Diversos estudos foram realizados em varios paises diferentes, tendo como
objetivo determinar quais os principais agentes envolvidos na diarréia neonatal. Esses
dados devem ser examinados com cautela, pois muitas vezes as amostras de fezes
utilizadas ndo sofreram um processo de amostragem adequado, representando apenas a
investigacdo de um problema pontual de diarréia em determinados rebanhos. Outras
investigacOes concentraram-se na busca de apenas um agente, trazendo uma falta de
informacdo sobre associacfes de agentes ou até mesmo falharam em determinar se o
agente estudado era o verdadeiro responsavel pela diarréia. Em alguns estudos, faltaram
informagfes sobre a possivel utilizagdo de antimicrobianos, coccidiostaticos e/ou
probidticos antes da coleta das amostras, sendo que uma interferéncia medicamentosa
poderia afetar significativamente o resultado dos exames realizados. Ocasionalmente,
em alguns trabalhos onde sdo realizadas necropsias e histopatologia além dos
diagndsticos laboratoriais, as amostras podem ter sido insuficientes para determinar a
real prevaléncia de cada agente envolvido. Finalmente, a grande maioria dos dados
disponiveis sobre a prevaléncia dos agentes causadores de diarréias neonatais em nosso
meio é escassa e se baseia em resultados de experimentos realizados ha cinco ou mais
anos, provavelmente nao refletindo a situacdo epidemioldgica atual.

Uma forma de verificar a real importancia dos agentes patogénicos no
desenvolvimento das diarréias seria a realizacdo de estudos do tipo caso controle, que
usam animais da mesma idade, provenientes da mesma granja, onde os “casos” sdo 0s
leitdes que apresentam diarréia e os “controles” sdo aqueles que ndo apresentam. Para
relacionar com os agentes isolados, podem ser observados e coletados dados
epidemioldgicos, que permitem ampliar a abrangéncia das observacdes.

Nas ultimas décadas, foram criados controles efetivos contra agentes especificos
causadores de diarréia, como a utilizacdo em escala comercial de vacinas contra a
colibacilose neonatal (Escherichia coli) e enterotoxemia (Clostridium perfringens tipo
C). Além disso, o desenvolvimento de antimicrobianos cada vez mais eficientes alterou
profundamente a dindmica da infeccdo com o0s principais agentes causadores de
diarréias neonatais. Outros fatores que favoreceram o controle das diarréias foram a

adocdo de programas adequandos de limpeza e desinfeccdo, a utilizagdo correta do
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sistema all in all out e a substituicdo de pisos compactos, que acumulam muita umidade,
por pisos vazados e suspensos, que facilitam a limpeza e evitam o contato dos leitdes
com as fezes (BARCELLOS, 2008).

Segundo Yaeger et al. (2002), vem sendo observada nos ultimos 12 anos, nos
EUA uma mudanga na frequéncia dos principais agentes causadores de diarréia
neonatal. H& alguns anos, o coronavirus (TGE), a Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC) e o C. perfringens tipo C eram diagnosticados como 0s principais agentes
envolvidos nessas diarréias. Na atualidade, esses agentes apresentam baixa importancia,
dando lugar a organismos emergentes como é o caso do Clostridium difficile, C.
perfringens tipo A e o virus da PRRS.

As diarréias neonatais, muitas vezes, ndo estdo associadas a apenas um unico
agente patogénico, seja viral, bacteriano ou parasitario. Trabalhos com o objetivo de
determinar a prevaléncia dos principais organismos envolvidos nessas diarréias
demonstram, muitas vezes, a participacdo de mais de um agente no desencadeamento
das diarréias, podendo chegar, em alguns casos, a 35,2% de associa¢fes (JONHSON et
al., 1992).

O trabalho desenvolvido teve o objetivo de avaliar a freqtiéncia dos principais
agentes bacterianos, virais e parasitarios envolvido na diarréia neonatal em UPL’s

comerciais do Estado do Rio Grande do Sul, utilizando um estudo do tipo caso-controle.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Diarréias neonatais em leitdes

As diarréias neonatais e em leitdes lactentes, na maioria das granjas, tendem a se
repetir semanalmente a cada lote parido, causando perdas e gerando altos custos devido
a reducdo do ganho de peso diario e utilizacdo de medicacdes (WILSON, 2000). Elas
apresentam diversas causas, sendo freqliente a presenca de mais de um agente causal, na
experiéncia de diversos autores: Fitzgerald (1988) em 26,3% das amostras; Driesen et
al. (1993) em 19,1% das amostras; Calderaro et al. (2001) em 16,2% das amostras e
Katsuda et al. (2006) em 22,2% das amostras. A ocorréncia de diarréias com etiologias
maultiplas € mais comum no periodo pds desmame do que durante o aleitamento (42% e
26% respectivamente, no levantamento de Fitzgerald et al., 1988).

Os principais agentes causadores de diarréia neonatal podem ser divididos em:
virais (rotavirus e coronavirus), bacterianos (Escherichia coli, Clostridium perfringens
tipo A e C e o Clostridium difficile) e parasitarios (Isospora suis, Eimeria sp. e
Cryptosporidium spp.). J& foram descritos como causadores de diarréia neonatais outros
agentes com menor importancia, como o Calicivirus (GUO et al, 2001), Picobirnavirus
(TREVISOL et al., 1991; TREVISOL & ROEHE, 1993), virus da PRRS (YAEGER et
al., 2002), Strongyloides ransomi (NISHI et al., 2000) e Enterococcus durans
(YAEGER et al., 2002). Alguns desses agentes infectam e causam diarréia
preferencialmente na primeira semana de vida dos leitbes, ja outros, durante toda a fase
de maternidade. Existe ainda maior prevaléncia de determinados agentes dependendo da
época do ano. Por exemplo, o coronavirus, causador da gastrenterite transmissivel viral
(TGE) é encontrado o ano inteiro, mas apresenta maior prevaléncia no outono. Ja a
Escherichia coli e a Isospora suis tém maior prevaléncia no verdo. Alfieri et al. (1995)
ndo encontraram relacdo entre a prevaléncia da infec¢cdo por rotavirus e a sazonalidade.

A seguir, serd apresentada uma revisao sobre 0s principais agentes causadores de

diarréia neonatal em suinos.
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2.2 Clostridium perfringens tipo A

O Clostridium perfringens tipo A (CpA) é um bacilo Gram-positivo, formador
de esporos, pertencente a microbiota normal do trato intestinal do suino e que diferencia
do Clostridium perfringens tipo C por ndo produzir a toxina beta. O agente pode causar
diarréia neonatal em leitdes, principalmente naqueles com 1 a 4 dias de vida (YAEGER,
2007). A diarréia ja foi descrita na fase de creche, mas ocorre com menor severidade
nesta fase (JESTIN et al., 1985; MARTINEAU et al., 1995). A contaminacdo dos
leitdes se da logo apds o nascimento e a principal fonte de infec¢do sdo os esporos do
CpA presentes no ambiente (HOLMGREN et al., 2006). A enfermidade esta distribuida
mundialmente e, segundo Baker (2006), hd aumento de 1,12% na mortalidade de
maternidade pela presenca de diarréia pelo CpA. Estudos da prevaléncia desse agente
em leitdes com diarréia sdo escassos. Yaeger (2007) relata que o principal agente
causador de diarréia neonatal diagnosticado pelo lowa State University Veterinary
Diagnostic Laboratory (ISU VDL) entre os meses de margo de 2005 e margo de 2006
foi o CpA, compreendendo 48% das amostras (131/273). No Brasil existem apenas 2
publicagOes tratando de surtos isolados de enterite pelo CpA, uma em S&o Paulo
(MORENO et al., 2003) e outra em Minas Gerais (COSTA et al., 2004).

A patogenia da infeccdo pelo CpA é pouco conhecida. A bactéria produz uma
toxina denominada “alfa” que, segundo Songer & Glock (1998), tem sua atividade
bioldgica desconhecida e, provavelmente, ndo seja a verdadeira responsavel por lesdes e
acumulo de liquidos no trato intestinal. Durante alguns anos especulou-se que a
enterotoxina produzida por todos os tipos de C. perfringens, inclusive o CpA, seria o
principal fator de viruléncia para a diarréia neonatal em leites. Entretanto, estudos mais
recentes demonstraram que essa toxina é raramente encontrada nos casos de enterite
causada pelo CpA (BUESCHEL et al., 2003; GUEDES et al., 2006a)

Atualmente uma toxina denominada “beta 2” tem sido sugerida como sendo a
principal responsavel pela diarréia causada pelo CpA (HAMMER et al., 2007). Diversos
autores observaram que existe associagdo entre a producgéo da toxina beta 2 por algumas
cepas de CpA e enfermidades entéricas em animais domésticos, particularmente leitbes
(KLASSEN et al., 1999; GARMONY et al., 2000). Bueschel et al. (2003) observaram
que 90,9% das amostras de CpA provenientes de leitdes com diarréia, possuiam o gene
codificador da toxina beta 2 (cpb2) detectado através da técnica de PCR. Entretanto,
11,1% das amostras de CpA provenientes de fezes normais foram também positivas

para o cpb2. A ligacdo com os enterdcitos e a invaséo do epitélio intestinal pela bactéria
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parece ser incomum, sendo que a necrose do epitélio do intestino delgado que €
observada quando da inoculacdo experimental com o agente, aparenta ndo ser freqlente
nos casos de infeccdo natural. As poucas lesdes macroscopicas e microscopicas
presentes sugerem que, em alguns casos, a diarréia seja do tipo secretéria (SONGER &
UZAL, 2005; YAEGER, 2007).

Os sinais clinicos consistem em diarréia mucéide de carater ndo hemorragico.
Macroscopicamente, observa-se edema e flacidez da parede intestinal, principalmente
no jejuno e ileo, alem de conteddo amarelado no lumen (COLLIN et al., 1989). A
necrose da mucosa raramente ultrapassa a lamina propria, em contraste com a infeccéo
pelo Clostridium perfringens tipo C, que pode atingir até a camada muscular da mucosa.

O diagnostico da diarréia causada pelo CpA ¢ de dificil realizacdo e baseia-se
em alguns critérios:

1) identificacdo através da histopatologia de grande nimero de bacilos Gram-
positivos em fragmentos do intestino delgado;

2) isolamento do CpA em &gar sangue ou em agar seletivo;

3) genotipagem do isolado através da técnica de PCR com o objetivo de
identificar os genes cpa e cpb2 e;

4) exclusdo de outros provaveis agentes causadores de diarréia neonatal
(YAEGER, 2002).

Algumas vezes o CpA pode se apresentar em conjunto com outros patdgenos, as
associa¢des mais comuns sdo com o rotavirus, Clostridium difficile e Escherichia coli
(BAKER, 2006).

2.3 Clostridium perfringens tipo C

A doenca causada pelo Clostridium perfringens tipo C (CpC) é também
chamada de enterotoxemia. A infeccdo causa diarréia em leitdes novos, geralmente com
até trés dias de idade, mas as vezes ocorre de forma muito precoce, afetando leitGes com
menos de 12 horas de vida. Raramente esta presente em animais com mais de uma
semana de idade. A bactéria € Gram-positiva anaerébia e é encontrada em pequeno
namero no intestino delgado de animais sadios, proliferando e causando enfermidade
apenas sob condi¢des especiais (SONGER & UZAL, 2005).

A difuséo do CpC de leitdo para leitdo ocorre em virtude dos esporos serem
muito resistentes a condicOes adversas de ambiente como o calor, luz ultravioleta e a
desinfetantes (SONGER & UZAL, 2005). A transmissdo se da logo ap6s 0 nascimento
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através do contato do leitdo com esporos, geralmente presentes em piso ndo
adequadamente limpo e desinfetado entre uma ocupacao da cela parideira e a proxima
ou pelo contato com fezes contendo o agente.

Uma vez estabelecida na granja, a enterotoxemia freqiientemente adquire um
carater endémico. Em algumas regides dos EUA a prevaléncia alcangou 25% dos leitdes
com até 5 dias de vida (HOEFLING, 1989). A morbidade apresenta grande variacéo
podendo chegar a 85% e a letalidade em torno de 50%, podendo alcancar 100% dos
animais acometidos. Em estudos de prevaléncia, Morin et al. (1983) constataram que
0,4 % das diarréias presentes em 749 animais de 1 a 15 dias tinha como causa o CpC. Ja
Yaeger et al. (2002) diagnosticaram que em 100 leitdes que apresentavam diarréia com
até 10 dias de vida, 2 % tinha o CpC como unico agente. No Brasil, poucos trabalhos de
prevaléncia incluiram esse agente no diagndéstico. Barcellos et al. (1980) e Calderaro et
al. (2001) diagnosticaram o CpC em 1,12% e 0% das amostras, respectivamente.

A patogenia da infeccdo causada pelo CpC é baseada na producgdo da toxina
beta, que, ao se ligar ao enterdcito do intestino delgado, produz uma saida abundante de
fons K* e entrada de Ca™, CI" e Na®. Esse evento desencadeia a dilatacdo da célula, com
posterior lise (NAGAHAMA et al., 2003). Posteriormente, a toxina amplia a sua leséo
na mucosa intestinal, causando necrose e hemorragias em areas mais profundas da
parede intestinal.

As lesbes sdo, na maioria das vezes, encontradas no intestino delgado,
especialmente no jejuno e no ileo, raramente ocorrem no duodeno e intestino grosso
(SONGER & GLOCK, 1998). Macroscopicamente, a mucosa do intestino delgado
apresenta coloracdo vermelha escura, com acumulo de gas na parede intestinal e
mesentério, além de exsudato hemorragico no limen.

As alteracbes microscopicas iniciam-se no apice das vilosidades do jejuno,
através da aderéncia da bactéria na borda epitelial da mucosa. Ocorre necrose das
vilosidades e descamacéo de células epiteliais, com a presenca de hemorragias. As areas
de necrose avangam em dire¢do a submucosa e muscular da mucosa, seguido de invasdo
e esporulacdo de bactérias no lumen intestinal (KUBO & WATASE, 1985; SONGER,
1996).

A enfermidade apresenta quatro formas de apresentacdo clinica e patoldgica de
acordo com a severidade: superaguda, aguda, subaguda e crbnica. As formas mais
comuns sdo a superaguda e a aguda. A primeira é caracterizada por diarréia hemorragica

de consisténcia aquosa, com fragmentos necroticos e desidratacdo severa, sendo que 0s
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sinais clinicos aparecem de 12 — 24 horas ap6s 0 nascimento e a morte geralmente
ocorre 24 horas ap6s. E comum encontrar leitdes mortos sem a presenca de diarréia. Ha
extensa necrose hemorragica na mucosa, submucosa e muscular do jejuno e ileo, com
acumulo de gas no tecido e presenca de exsudato hemorragico no limen intestinal.

A forma aguda acomete animais de 3 dias de vida sendo que as fezes
apresentam-se liquidas com coloracdo hemorragica, hd o adelgacamento da parede
intestinal e a serosa pode apresentar-se inflamada, com presenca de fibrina. A forma
cronica € bem menos frequente, acomete animais com 2 a 4 semanas de vida e as fezes
apresentam coloracdo amarelada a esbranquigada, sendo facilmente confundida com
enterites virais e coccidiose (Mc KEAN, 1987).

O historico, padrdo de mortalidade e morbidade, sintomatologia clinica, lesdes
macroscopicas e microscopicas além da presenca abundante do agente em impressdes
da mucosa com posterior coloracdo pelo método de Gram, geram informacoes
suficientes para o diagndstico presuntivo da enterite causada pelo CpC. O diagndstico
definitivo é baseado no isolamento bacteriano de amostras a partir do contetdo
intestinal. Seguindo o isolamento, provas bioquimicas e bioldgicas podem ser utilizadas
para caracterizar fenotipicamente as amostras de CpC quanto a producdo de suas
toxinas. O teste de neutralizacdo em camundongos (TNC) foi considerado o teste padrao
para tipificacdo do C. perfringens, todavia apresenta diversas desvantagens como o
tempo necessario (2-3 dias), a baixa disponibilidade de reagentes para o teste, 0 preco e
a necessidade de usar animais vivos (GUEDES et al., 2006a)

A caracterizacdo genotipica é feita atraves da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR multiplex) que identifica os genes que codificam as toxinas do CpC
Quando comparada ao TNC, essa técnica é mais sensivel e especifica, além de ser mais
rapida. Genes silenciosos codificadores dessas toxinas sdo raros (SONGER & UZAL,
2005) tornando o PCR uma técnica bastante confiavel. No Brasil, raramente é feita a
tipificacdo do CpC de isolados de leitbes com diarréia, assumindo-se que os isolados
obtidos de casos clinicos sejam do tipo C (VIEIRA et al., 2005). Guedes et al. (2006a)
observaram que apenas 12,5% (n=24) dos isolados de C. perfringens provenientes de
leitbes com diarréia e submetidos a PCR multiplex confirmaram a presenca do gene
codificador da toxina beta.

A infecgdo pelo CpC pode ser prevenida através da vacinacao das fémeas com o
toxdide produzido com a toxina beta, que geralmente é associado a E. coli na vacina

que rotineiramente é usada nas granjas de suinos no Brasil. Esse manejo vem sendo
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utilizado desde a década de 90 e pode ser uma das explica¢des para a baixa importancia
do agente no nosso meio como causador de diarréia neonatal. Até que a vacinagdo de
todas as fémeas seja concluida, existe a possibilidade do tratamento curativo de leitbes
recém nascidos com uma antitoxina produzida contra o CpC, principalmente em granjas

que apresentarem surto de enterotoxemia pela primeira vez.

2.4 Clostridium difficile

O Clostridium difficile ¢ uma bactéria Gram-positiva anaerobia, oportunista e é
encontrada no solo, &gua e trato intestinal de diversos mamiferos, aves e répteis
(SONGER et al., 2000). E considerado um importante agente causador de enterites em
humanos (colite pseudomembranosa), cobaios, hamsters, equinos, coelhos e suinos
(YAEGER, 2007). O primeiro isolamento em suinos foi realizado em 2 leitGes com 8
semanas de vida (JONES & HUNTER, 1983). A partir desse relato, diversos autores
tém descrito surtos com diferentes mortalidades e morbidades em leitdes neonatos
(NAGY & BILKEI, 2003) e porcas (KISS & BILKEI, 2005). Todavia, é na primeira
semana de vida do leitdo onde o C. difficile é mais freqlientemente diagnosticado
(YAEGER et al., 2002).

A diarréia causada pelo agente em suinos pode estar associada a utilizacdo de
antimicrobiano no inicio da vida do leitdo, tanto na forma preventiva como curativa.
Esse fator predisponente leva a um desequilibrio da microbiota entérica e oportuniza a
colonizacdo, proliferacdo e producédo de toxinas (MENIN et al., 2005). Em humanos,
essa associacdo (agente + tratamento antimicrobiano) é bem conhecida, havendo uma
forte relacdo entre a utilizacdo prolongada de cefalosporinas, penicilinas de segunda
geracdo (ampicilina e amoxicilina) e clindamicina na ocorréncia da diarréia (YAGER et
al., 2002). Diferente de outras espécies, no suino a infeccdo é mais freqiiente entre 0 1° e
7° dias de vida. Os animais podem apresentar leve depressdo, inapeténcia e diarréia
pastosa a aquosa de coloracdo amarelada (SONGER et al., 2002). Waters et al. (1998)
observaram que, além dos sintomas citados anteriormente, os leitbes acometidos podem
apresentar dispneia, edema facial e escrotal e morte subita. Nesses casos as toxinas
provavelmente tenham atingido a via hematogena. Segundo Songer et al. (2004) leitdes
infectados pelo C. difficile apresentam reduc&o no peso ao desmame de até 15%. E uma
doenca freqliientemente confundida com outros problemas entéricos presentes nessa

idade, como a colibacilose neonatal e rotavirose.
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Dados de prevaléncia do agente sdo escassos em suinos, entretanto Yaeger et al.
(2002) diagnosticaram a infecgédo pelo C. difficile em fezes diarréicas de 39% (n = 100)
dos leitGes com diarréia neonatal com idade média de 3 dias entre 2000 e 2001. Em um
estudo retrospectivo, Yaeger (2007) observou que entre 2005 e 2006 a prevaléncia de
diarréia neonatal causada pelo C. difficile foi de 10 % (n=273) das amostras submetidas
a diagndstico na Universidade de lowa. Todavia essa prevaléncia entre 2006 e 2007
subiu para 48% (n=77). Segundo Glock et al. (2004), as enterites causadas pelo
Clostridium difficile parecem ser mais comuns em leitdes filhos de primiparas
comparadas com fémeas pluriparas. No Brasil, ndo ha relatos na literatura da associago
do agente com diarréia neonatal.

Considera-se que flagelo, capsula e enzimas necrosantes participem da patogenia
da infeccdo. No entanto, o principal fator de viruléncia sdo duas toxinas produzidas pelo
agente: toxina “A”, uma enterotoxina que causa 0 aumento de fluidos no limen
intestinal e a toxina “B”, uma citotoxina, que apresenta um alto poder citopatico. As
duas ligam-se aos enterdcitos, sofrem endocitose e levam a perda da integridade
estrutural da célula, causando a desorganizacdo do citoesqueleto e lesdes nas
microvilosidades. Além disso, promovem o rompimento das juncgdes intercelulares.
Essas toxinas, devido o seu alto peso molecular, sdo potencialmente antigénicas e
induzem a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, recrutando grande numero de
polimorfonucleares para o local da infec¢do (VOTH & BALLARD, 2005).

Os leitbes infectados geralmente apresentam edema de mesocolon e tiflocolite.
Nota-se conteudo amarelado que varia de pastoso a aquoso no Iimen do intestino
grosso. Microscopicamente, observa-se desde esfoliacdo superficial das células
epiteliais acompanhada de infiltrado neutrofilico na superficie da lamina propria, até
erosdes focais ou extensas na mucosa, que se encontra coberta por exsudato que pode
variar de fibrinosupurativo a fibrinonecrotico. Algumas vezes, ocorrem microerosoes
focais no colon de onde extravasa um exsudato fibrinosupurativo, conferindo as lesbes
um aspecto de “vulcdo” (“volcano lesions”) (YAEGER et al., 2002).

Yaeger (2007) observou que a relacdo entre a presenca de edema de mesocélon e
a deteccdo de toxina A e B nas fezes foi baixa (42%). Entretanto, em leitdes que
apresentaram colite, essa relacdo elevou-se para 84%.

O diagnostico presuntivo da doenca deve ser baseado no historico, observagao
dos sinais clinicos e nas lesdes macroscépicas e microscopicas. Os procedimentos

laboratoriais que tém sido empregados no diagnostico da infeccdo pelo C. difficile
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incluem: isolamento bacteriano, teste de citotoxicidade em cultivo celular, aglutinacao
em latex e quantificacdo das toxinas A e B atraves do teste de ensaio imuno-enzimatico
(ELISA). A deteccdo de toxinas nas fezes, atraves da demonstracao de citotoxidade em
cultivo de celulas de ovario de hamster chinés, é considerado o método de referéncia
para o diagndstico da infeccdo pelo C. difficile. Entretanto, a técnica demanda muito
tempo para ser realizada (5-7 dias) e ndo detecta a toxina A (POST et al., 2002). O
isolamento do agente e o teste de aglutinacdo em latex ndo diferenciam entre cepas
toxigénicas e ndo toxigénicas que podem estar presentes no trato intestinal (YAEGER et
al, 2002). O teste de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com primers especificos
para as toxinas A e B pode ser utilizado para identificar bactérias portadoras de copias
desses genes, todavia ndo podem ser utilizados para determinar se 0s genes estdo
codificando as proteinas - toxinas (POST et al., 2002). O teste de ELISA, que detecta
isoladamente a toxina A ou as toxinas A e B associadas, tornou-se ferramenta corrente
no diagnostico da doenca causada pelo C. difficile. O teste é rapido, sensivel e de facil
manipulacdo e tem a vantagem de detectar as toxinas diretamente nas fezes (POST et
al., 2002). Esses autores compararam o teste de citotoxidade em cultivo celular com o
teste de ELISA e observaram uma correlagéo de 88%.

As amostras a serem usadas para a deteccdo das toxinas A e B por ELISA
podem ser coletadas do contetdo do colon ou diretamente do reto do animal. Ao
comparar esses dois locais de coleta em relagdo aos niveis de toxinas detectados no
ELISA, Yaeger (2002) observou uma correlagdo de 95%. As enterotoxinas sdo instaveis
e a desnaturacdo pode ocorrer se 0 material coletado ndo for imediatamente resfriado.
Além disso, as toxinas produzidas pelo Clostridium difficile podem estar presentes em
leitdes aparentemente normais e, dessa forma, o diagnostico definitivo deve ser feito
através da soma de diversos exames, além da exclusdo de outros possiveis agentes
(YAEGER et al., 2002).

Segundo Post & Songer (2004), a tetraciclina, tilosina, tiamulina e virginamicina
apresentaram-se eficientes no controle do Clostridium difficile quando adicionadas a
racdao. Outras formas de controle incluem a aplicacdo de vacinas autdgena (bacterinas e
toxoides), sendo que vacinas comerciais ndo estdo disponiveis no mercado até o
momento. E citada também como forma de controle a melhoria de praticas de manejo e
de ambiéncia, principalmente a remocao mecénica de esporos da bactéria eventualmente

presentes no ambiente, utilizando lavagem com agua sob alta pressao.
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2.5 Rotavirus

O rotavirus € considerado o mais importante entre 0s agentes etiologicos das
gastrenterites virais de carater agudo tanto em criancas quanto em animais jovens em
todo mundo (ALFIERI, 2004). A enteropatogenicidade do agente em suinos é
caracterizada pela sua habilidade em produzir uma gastrenterite severa, com atrofia das
vilosidades do intestino delgado (PAUL & STEVENSON, 1999). Acomete suinos mais
freqlientemente em idade variando de 15 até 30 dias (79%) e a infeccdo é pouco
freqiiente em leitbes com menos de 10 dias de vida (10%) (ROEHE et al., 1989). O 1°
relato de rotavirus como causa de diarréia em suinos foi realizado no ano de 1975
(WOODE et al., 1976).

O rotavirus € um virus ndo envelopado pertencente a familia Reoviridae.
Apresenta como caracteristicas morfologicas a presenca de duplo capsideo, simetria
icosaédrica e RNA com dupla fita. Divide-se em 8 grupos (A-G) baseados no capsidio
interno, 0s mais comumente encontrados nos suino sdao A, B, C e E (PAUL &
STEVENSON, 1999). A maioria das diarréias causadas pelo rotavirus em suinos € pelo
grupo A, compreendendo até 89% dos casos (WILL et al., 1994). Apresenta 11
segmentos gendmicos, sendo que 6 deles codificam proteinas estruturais e 5 proteinas
ndo estruturais. O rotavirus pode também ser classificado em 2 tipos, G e P, de acordo
com diferencas na antigenicidade de duas proteinas do capsidio externo, VP7 e VP4,
respectivamente. Ao menos 16 sorotipos “G” e 27 sorotipos “P” ja foram identificados
em seres humanos e animais (PARRA et al., 2008). Os sorotipos “G” mais
freglientemente encontrados nos suinos sédo o0 G3, G4, G5 e G11 e os sorotipos “P” sdo
0 P6 e P7 (GOUVEA et al., 1994).

Trés importantes caracteristicas virais sdo responsaveis pela perpetuagdo dos
rotavirus nas granjas de suinos. A primeira € a grande resisténcia da particula viral ao
meio ambiente e acdo de produtos quimicos, como os desinfetantes. O virus € estavel
em matéria organica a temperatura de 60° C por 30 minutos e pode resistir em
temperaturas que variam de 18-20° C durante 7-9 meses. A segunda é a grande
quantidade de particulas virais eliminadas nas fezes de leitdes com diarréia, podendo
chegar a 10* particulas virais por grama de fezes, fazendo com que a sua erradicacao,
ou mesmo a reducdo na quantidade dessas particulas no meio ambiente, seja muito
dificil. A terceira é a presenca de animais portadores assintomaticos do virus, como as
matrizes, que devido ao estresse do periodo ao redor do parto eliminam o virus pelas

fezes, constituindo assim fonte de infeccdo para os leitdes (ALFIERI, 2004).
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A principal via de transmisséo € a fecal-oral, sendo a matriz a principal fonte de
infeccdo para o leitdo neonato. A protecéo do leitdo depende da quantidade e qualidade
do colostro ingerido, mas principalmente de anticorpos provenientes do leite da matriz
(IgA) (DEWEY et al., 2003)

A imunidade passiva pode perdurar 3-5 semanas (TZIPORI et al., 1980).
Todavia, leitdes nascidos de primiparas sdao mais susceptiveis a infeccao pelo rotavirus,
guando comparados aos nascidos de multiparas (SVENSMARK et al., 1989).

A morbidade pode chegar a 20% e a mortalidade pode passar de 15%,
dependendo do status imunoldgico do plantel (PAUL & STEVENSON, 1999).
Fitzgerald et al. (1988) realizaram um levantamento etioldgico das diarréias em suinos
pré e pés desmame nos EUA. O rotavirus sozinho apareceu como o maior causador de
diarréia pré desmame com 33,1% das amostras positivas, sendo que esse virus associado
com outros agentes apareceu como 12,8% das causas de diarréia nas amostras positivas.
No Brasil um estudo de prevaléncia de rotavirus foi realizado por Roehe et al. (1989) no
estado do Rio Grande do Sul, onde o agente foi encontrado em 18,6% das amostras de
fezes diarréicas, sendo que a maioria (79%) dos animais encontrava-se entre 15 e 30
dias de vida. Recentemente, Barry et al. (2007) observaram que amostras de fezes de
leitbes com idade entre 1 e 4 semanas, positivas para, rotavirus do grupo A tém 4,36
vezes mais chance de serem diarréicas do que nao diarréicas (p=0,0001). Em infeccbes
naturais, o agente pode ser excretado tanto em fezes normais quanto em fezes diarréicas
(GATTI et al., 1989).

A patogenia da rotavirose se deve a ma absorcdo e ma digestdo dos alimentos. O
periodo de incubacdo é relativamente curto (12 a 24 horas) e 0 agente tem tropismo por
enterdcitos maduros localizados no apice das vilosidades e, em menor extensdo, pelas
células M presentes na superficie epitelial do intestino delgado (BULLER & MOXLEY,
1988). Ao sair das celulas, apos sua replicacédo, o rotavirus causa lise e descamacao dos
enterdcitos e atrofia das vilosidades, podendo ocorrer fusdo das mesmas. As células
mortas sdo substituidas por enterdcitos imaturos com baixa capacidade de absorcéo e ha
uma diminuicdo da producdo das dissacaridases, principalmente a lactase. 1sso leva a
um acumulo de dissacarideos o0 que causa um aumento da osmolaridade do lumen
intestinal, resultando em diarréia osmotica (GRAHAM et al., 1984).

A patogenia da infeccdo é complementada pelo efeito de uma proteina ndo
estrutural (chamada NSP4), que atua como enterotoxina e determina aumento no fluxo
de liquidos e eletrolitos para a luz intestinal (PAUL & STENVENSON, 1999).
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De 12 a 24 horas apo6s a infeccdo pelo rotavirus, os animais apresentam
anorexia, depressdo e, ocasionalmente, vomito. As fezes tém consisténcia variando de
aquosa a cremosa, com coloracdo branco-amarelada, contendo leite ndo digerido. A
diarréia continua em média por 4 dias, retornando progressivamente ao normal em 7 a
14 dias (PAUL & STENVENSON, 1999). A mortalidade varia com a idade, geralmente
ocorrendo entre 3 a 7 dias ap6s o inicio da diarréia, quando o leitdo se apresenta
desidratado. Em granjas recém estabelecidas, devido a baixa imunidade das fémeas
primiparas, a doenca pode ocorrer nos leitdes j& na primeira semana de vida, com
sintomatologia mais grave e perdas muito altas (SOBESTIANSKY et al., 1999). As
paredes do intestino delgado ficam dilatadas e tornam-se finas e transldcidas, com
conteddo liquido no seu interior. Microscopicamente, ocorre atrofia das vilosidades em
até 2/3 da sua altura original. Além disso, os enterdcitos do &pice das vilosidades
afetadas aumentam de volume e descolam-se facilmente da Iamina propria (TORRES-
MEDINA & UNDERDHAL, 1980). Em leites com 3 dias de vida, a regeneracdo do
epitélio afetado é mais lenta e pode durar até 10 dias. Em contrapartida, a regeneracao
do epitélio de leitdes com 21 dias pode ocorrer em menos de 4 dias (DEWEY et al.,
2003).

O método de referéncia para o diagndstico da infeccdo por rotavirus € a
microscopia eletronica, todavia apresenta diversos inconvenientes como a falta de
praticidade e o custo elevado (MARTINEAU et al., 1995). Os métodos mais utilizados
para diagnosticar a infec¢éo por rotavirus sdo:

A imunohistoquimica, que utiliza cortes histologicos e detecta no local da leséo
(MAGAR & LAROCHELLE, 1992);

O teste de aglutinacdo em latex, que é um método simples, rapido e barato e é
disponibilizado em “kits” comerciais. Esse teste e 0 anterior apresentam a desvantagem
de so detectar o rotavirus do grupo A.

O teste de ELISA e a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) séo
amplamente utilizados em estudos de prevaléncia do agente que utilizam amostras
fecais. Os dois testes tém a vantagem de diagnosticar todos os grupos de rotavirus.

A PCR pode ser uma alternativa na deteccdo e diferenciacdo dos sorotipos de
rotavirus. Mais recentemente, foi desenvolvido um teste de RT-PCR que quantifica as

particulas virais presentes nas amostras
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2.6 Escherichia coli

A infeccdo por Escherichia coli causa, em leitdes recém nascidos, uma forma de
diarréia denominada colibacilose neonatal. E mais comum entre 1 e 4 dias de vida e é
resultante da infeccdo por cepas enterotoxigénicas de E.coli (ETEC), mas cepas
enteroinvasivas podem ocasionalmente causar a doenga (WADA et al., 2004).

A ETEC é considerada, até o momento, a maior causa de diarréia em leitGes
neonatos e no periodo de creche. Estudos de prevaléncia mais recentes, todavia,
mostram que a ETEC tem diminuido sua importancia (KATSUDA et al., 2006;
WIELER et al., 2001) perdendo lugar para agentes como o Clostridium perfringens tipo
A e Clostridium difficile (YAEGER et al., 2002; YAEGER, 2007).

A maioria das cepas de E. coli esta presente em titulos baixos e constitui parte da
microbiota normal do intestino delgado de suinos sadios. O agente é classificado
sorologicamente pela identificacdo dos antigenos O (somaticos), K (capsulares), H
(flagelares) e F (fimbriais) (FAIRBROTHER, 1999). A ETEC patogénica diferencia-se
da comensal por apresentar dois importantes fatores de viruléncia: fimbrias e
enterotoxinas (FRANCIS, 2002). As fimbrias sdo responsaveis pela aderéncia da
bactéria na mucosa do intestino delgado, sendo esse um mecanismo essencial para
evitar a eliminacgéo através do peristaltismo intestinal normal (SOBESTIANSKY et al.,
1999). As principais fimbrias presentes nas amostras de E. coli isoladas de casos de

colibacilose neonatal classificam-se em F4
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F4 e produziam as toxinas LT e STh. Um aumento no nimero de isolados pertencentes
aos sorotipos 08, 09, 064 e 0101, positivos para F5, F6 e F41 e produzindo a toxina
Sta, vem ocorrendo (FAIRBROTHER, 1999). No Brasil, Guimardes et al. (2006)
observaram que os principais fatores de viruléncia de amostras de ETEC provenientes
de colibacilose neonatal foram a F4 e F6, além das toxinas STa e STb, em associacao.

Determinadas linhagens de suinos ndo apresentam o receptor para a fimbria F4
no intestino delgado, tornando-as naturalmente resistente a infeccdo por cepas que
produzem esse fator. Essa resisténcia esta intimamente ligada ao cromossomo 13 (LI et
al., 2007). Outra forma de resisténcia frente a infeccdo pela ETEC é dependente da
idade. Leitbes na primeira semana de vida sdo mais suscetiveis a infec¢bes por cepas de
ETEC produtoras de F5 e F6 quando comparados a leitbes mais velhos no periodo de
maternidade. Essa maior sensibilidade pode ser devido ao maior nimero de receptores
para essas fimbrias, encontradas no epitélio intestinal de leitdes mais novos (RUNNELS
etal., 1980).

O leitdo adquire a ETEC através da contaminacdo fecal-oral logo apds o
nascimento, a partir do ambiente contaminado ou pelas fezes da matriz, que pode ser
portadora assintomatica de cepas patogénicas de E. coli no intestino. O colostro
apresenta papel fundamental na prevencédo da colibacilose neonatal, pois contém fatores
bactericidas ndo especificos e anticorpos especificos que inibem a aderéncia da ETEC
ao intestino (FAIRBROTHER, 1999).

A severidade da doenca depende dos fatores de viruléncia presentes na cepa, da
quantidade de bactérias ingeridas, status imunoldgico da matriz e idade (FRANCIS,
2002). A colibacilose neonatal apresenta um curso rapido e pode ser observada 2 a 3
horas apds o nascimento, afetando um numero variavel de leitbes, podendo atingir toda
a leitegada. Em casos severos, leitdes aparentemente sem diarréia podem ser
encontrados mortos pelo curso rapido da doenca que, se ndo tratada, pode levar a morte
de 4 a 24 horas ap0s o inicio dos sinais clinicos. Os principais sinais sdo diarréia com
consisténcia liquida e coloracdo ndo hemorragica, desidratacdo, prostracao e irritacdo da
pele na regido perianal devido a alcalinidade das fezes (GUEDES, 2006). Um grande
numero de leitdes pode ser afetado na sala de maternidade, o que geralmente resulta em
alta mortalidade e morbidade (FAIRBROTHER, 1999). Poucas alteracdes patoldgicas
especificas podem ser atribuidas a colibacilose neonatal. Macroscopicamente, observa-
se desidratacdo, dilatagdo do estdmago (com presenca de leite coagulado) e flacidez do

intestino delgado com contetdo liquido no seu interior. Microscopicamente as bactérias
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encontram-se aderidas principalmente as criptas de Lieberkiihn. Pode ocorrer também
congestdo da lamina propria, além do aumento no numero de neutréfilos no local
(ALEXANDER, 1994).

A observagdo dos sinais clinicos, histopatologia e deteccdo de grande
quantidade de cocobacilos Gram-negativos aderidos a mucosa do intestino delgado
permitem um diagnostico presuntivo (WILSON & FRANCIS, 1986). Uma estimativa
na concentracdo de E. coli pode ser realizada através da impressdo da mucosa, com
posterior coloracdo de Gram. Mais de 100 bactérias por campo no aumento de 1000 X
no microscopio Otico seria um indicativo de colibacilose (MULLANEY et al., 1991).
Outro método para determinar a existéncia da infeccdo por E. coli € o exame de
imunohistoquimica de esfregaco de ileo ou de corte histoldgico (FRANCIS, 1999).

O diagndstico laboratorial é realizado através do isolamento do agente.
Amostras patogénicas de E. coli que sdo isoladas em placas de agar sangue geralmente
sdo hemoliticas, pois o0 gene responsavel pela expressdo do principal fator de viruléncia
da bactéria (F4-K88) usualmente esta presente no mesmo plasmidio que alberga o gene
codificador da hemolisina (SOBESTIANSKY et al., 1999). Pode-se também utilizar um
meio seletivo e diferencial (como o &gar MacConkey), pois o crescimento abundante de
colénias de E. coli fenotipicamente similares pode ser indicativo da infeccdo por uma
populacdo uniforme de E. coli, mas ndo se conseguem informacdes sobre a
patogenicidade da amostra isolada.

A confirmacdo da patogenicidade das cepas de E. coli isoladas é realizada
através de analises fenotipicas e genotipicas. Anélises fenotipicas sdo conduzidas pela
deteccdo da producdo de fimbrias de aderéncia através do teste de ELISA ou
imunofluorescéncia indireta. Uma falha potencial do teste de ELISA é a perda de
expressao de fimbrias de organismos cultivados “in vitro”. Além disso, organismos de
capsula espessa podem apresentar resultado falso-negativo. Outra limitacéo referente a
ambos os testes é a disponibilidade restrita dos anticorpos especificos contra as fimbrias
e 0 seu custo (GUEDES et al., 2006b). A analise genotipica é realizada através da PCR,
que identifica genes que codificam fatores de viruléncia, incluindo fimbrias de adesé&o
F4, F5, F6, F18 e F41 e as toxinas LT, STa, STb e Stx-e.

No Brasil a colibacilose neonatal é freqiientemente diagnosticada apenas através
do isolamento do agente de amostras de fezes, sem nenhum tipo de tipificacdo baseado
em fatores de viruléncia. Para exemplificar a importancia da identificacdo dos fatores de

viruléncia presentes nas cepas de E. coli isoladas, em estudos realizados em Séo Paulo,
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Rio Grande do Sul e Minas Gerais, demonstrou-se que somente 30% possuiam algum
fator de viruléncia, sendo todos os outros casos provavelmente provocados por outros

agentes.

2.7 Isospora suis e Eimeria spp.
A coccidiose dos leitdes € uma doenca entérica, causada por protozoarios intracelulares
da familia Eimeriidae. Diversas espécies dessa familia, pertencentes ao género Isospora
sp. (3 espécies) e Eimeria sp. (13 espécies) sdo encontradas em suinos, todavia o
Isospora suis € o principal agente responsavel pelas perdas causadas pela enfermidade
(MUNDT et al., 2006). Por esse motivo, a coccidiose é muitas vezes chamada de
isosporose suina. O I. suis foi descrito pela primeira vez em 1934 em suinos jovens que
apresentavam diarréia e enterite (BIESTER & MURRAY, 1934). Somente a partir do
final da década de 70 a isosporose foi reconhecida como doenca clinica distinta e o
I.suis como importante agente enteropatogénico em leitbes jovens.

O leitdo se infecta através da ingestdo de oocistos esporulados logo apds o

nascimento, presentes no piso contaminado e nas tetas das porcas, ou de oocistos
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oocisto contem dois esporocistos e quatro esporozoitos. Cada um possui, em um dos
polos, um diminuto poro, a micrépila. Resistem 26 dias a temperatura de congelamento,
15 meses em temperaturas de 40° C a 45° C e a maioria dos desinfetantes utilizados
comercialmente na suinocultura. S&o destruidos a 65°C em 15 minutos
(SOBESTIANSKY et al., 1999). Em um estudo recente, Langkjer & Roepstorff (2006)
observaram que oocistos de I. suis mantidos a uma temperatura constante de 30° C
demonstraram ser sensiveis em uma baixa umidade relativa do ar e tornaram-se
totalmente inviaveis em 18 horas a uma umidade de 53%.

O ciclo de vida do coccideo divide-se em trés fases distintas: esporogonia,
excistacdo e desenvolvimento enddgeno. A esporogonia, que exige a presenca de
oxigénio, acontece no ambiente fora do hospedeiro e compreende o processo em que 0
oocisto passa de um estagio ndo infectante para um estagio infectante através da
esporulagdo. Para isso, sdo necessarias temperatura e umidade adequada. Segundo
Lindsay et al. (1982) a Isospora suis esporula rapidamente em temperaturas entre 20° C
e 37° C. Por esse motivo, a prevaléncia de diarréia causada pelo Isospora suis € maior
no verdo (MORIN et al, 1983). A fase seguinte, chamada de excistagdo, ocorre apds a
ingestdo do oocisto esporulado (infectante). Os oocistos chegando ao intestino delgado
sofrem acdo da tripsina que digere a micrépila e, através dessa abertura, 0s esporozoitos
diminutos, agora possuidores de vigorosa motilidade, escapam do oocisto. Cada
esporozoito penetra em apenas uma célula epitelial dando inicio a terceira fase do ciclo,
chamada de desenvolvimento enddgeno. Dentro do citoplasma das células epiteliais do
intestino delgado (principalmente do jejuno e ileo), o esporozoito, por reproducéo
assexuada, gradualmente aumenta em tamanho e complexidade, tornando-se
primeiramente um trofozoito e, finalmente, esquizonte, que literalmente enche o
citoplasma da célula hospedeira, deslocando o nicleo para um dos pbélos. Cada
esquizonte maduro contém muitos esporos alongados, conhecidos como merozoitos. O
esquizonte rompe sua parede e a da célula hospedeira, liberando os merozoitos, que
infectam outras células epiteliais e continuam o ciclo biolégico assexuado. Alguns
merozoitos entram na fase sexuada do ciclo biolégico, conhecida como gametogénese.
Cada um dos merozoitos evolui no interior de uma célula epitelial hospedeira,
resultando numa forma fémea (macrogameta) ou numa forma macho (microgameta). O
microgameta termina sofrendo ruptura, liberando grande ndmero de microgametas

diminutos e possuidores de motilidade. Um dos microgametas une-se a um sé
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macrogameta que, assim que tenha sido fertilizado nesse processo, se transforma num
oocisto (FORTES, 2004).

O periodo pré-patente é de aproximadamente 5 dias e a excrecdo dos oocistos
geralmente ndo coincide com o desenvolvimento da diarréia. Existem ainda
divergéncias com relagdo ao momento em que se inicia a excre¢do dos oocistos pelas
fezes de leitbes contaminados. Diversos autores descrevem que em leitdes infectados
experimentalmente a excrecdo de oocistos ocorre antes do inicio da diarréia (STUART
et al., 1982; KOUDELA & KOUCEROVA, 2000; BACH et al., 2003), j4 Martineau &
Del Castillo (2000) encontraram o oposto em leitdes infectados naturalmente em
condicbes de campo. Essa divergéncia pode ser resultante de co-infecgbes por
patdgenos oportunistas (virais ou bacterianos) que também causam enterite (MUNDT et
al., 2006). Recentemente, Mundt et al. (2006) observaram que no 6° dia apés a infecgéo,
todos os leitdes (n=50) excretaram oocistos e que a maioria (58%) excretou-se
diariamente ou todos os dias exceto um, no periodo de 6 a 11 dias apds a infeccao.
Todavia, a quantidade de oocistos excretados foi muito variavel entre os individuos com
a apresentacao de dois picos, no 5° dia e no 10° dia apds a infecgao.

A coccidiose caracteriza-se pela alta morbidade e baixa mortalidade e tem como
principal consequliéncia a reducao no peso ao desmame. Mundt et al. (2006) observaram
que aos 28 dias de vida (desmame) os animais que foram infectados experimentalmente
com oocistos de I. suis pesaram 2,125Kg a menos do que os controles que nédo
adoeceram.

O desenvolvimento dos sinais clinicos depende principalmente do nidmero de
oocistos esporulados ingerido pelo leitdo. A sintomatologia clinica consiste em diarréia
de consisténcia cremosa a pastosa, ndo hemorragica, e pode persistir de 1 a 6 dias, com
média de 3 dias (MUNDT et al., 2006). Em funcdo da diarréia, os leitdes desidratam e
apresentam queda no ganho de peso diario (LINDSAY et al., 1999). As lesdes
localizam-se principalmente na mucosa do jejuno e ileo, raramente no ceco e colon.
LesBes macroscopicas sdo detectadas em casos severos, com presenca de membrana
fibrinonecrética na superficie mucosa do jejuno e ileo, além de conteddo liquido no
limen do intestino delgado. Microscopicamente, ha discreta descamacédo do epitélio,
hiperplasia das criptas, acompanhadas de necrose e atrofia focal moderada a acentuada
das vilosidades, observadas principalmente no jejuno e ileo. O tecido linfoide,
principalmente do ileo, apresenta hiperplasia, podendo ocorrer edema e congestdo da

lamina propria com infiltrado inflamatorio misto com predominio de células
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mononucleadas (CALDERARO et al., 1997). As lesbes desenvolvem-se geralmente 4
dias apos a infeccdo e estdo associadas a presenca da forma assexuada do parasito
(LINDSAY et al, 1999).

Anticorpos colostrais tém pouca importancia na protecdo do leitdo contra o
desenvolvimento da forma clinica da coccidiose (KOUDELA & KOUCEROVA, 2000).
A imunidade mediada por células atua como o principal fator no desenvolvimento de
resisténcia a doenca (KOUDELA & KOUCEROVA, 2000). Leitdes que tenham sido
uma vez infectados pela Isospora suis tornam-se naturalmente resistentes a re-infec¢oes
(STUART etal., 1982).

O diagnostico de diarréia causada pelo Isospora suis &€ geralmente realizado
através da observacdo em microscopio de oocistos nas fezes, utilizando métodos de
centrifugo-flutuacdo com solugdo hipersaturada de agtcar (método de Sheather) ou de
NaCl (método de Willis Molay). Esses métodos podem ser modificado para obter um
carater quantitativo através da contagem dos oocistos em camara de Mc Master.
Oocistos de Isospora suis sao diferenciados de oocistos de Eimeria sp. por apresentarem
estruturas chamadas hazy bodies entre a parede do oocisto e 0s esporocistos e por
apresentarem 2 esporocistos e 4 esporozoitos, detectaveis somente apos a esporulacao
(LINDSAY et al., 1999). O exame histopatoldgico de fragmentos do intestino delgado
com posterior coloracdo pelo método de Wright ou Giemsa pode ser utilizado como
exame complementar do método de centrifugo-flutuagdo, j& que a presenca de oocistos
nas fezes pode ser apenas sugestiva, uma vez que leitdes normais podem eliminar
oocistos nas fezes (LINDSAY et al., 1999). O esfregaco de mucosa com posterior
coloracdo pelo método de Wright ou Giemsa foi descrito por Stevenson & Andrews
(1982) como método de diagndstico para a deteccdo de oocistos. E importante que
leitdes que venham a serem examinados com essa técnica apresentem sinais clinicos
tipicos de coccidiose e que o esfregaco seja feito imediatamente apds a eutanasia. Alem
disso, a impressao deve ser feita a partir de varios segmentos do intestino delgado de
cada leitdo, para evitar resultados falso-negativos. Ambos os métodos (flutuacéo
modificada e impressdo de mucosa), apresentam baixa sensibilidade e s&o inadequados
para deteccdo de baixo nimero de oocistos (DAUGSCHIES et al., 2001).

A microscopia de fluorescéncia também pode ser utilizada para deteccdo de
oocistos de Isospora suis nas fezes. Oocistos de E. scabra, E. polita, Cryptosporidium
parvum e Isospora suis emitem luz apOs excitacgdo com raio ultravioleta
(DAUGSCHIES et al, 2001; VAREA et al., 1998). Segundo Daugschies et al. (2001)
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essa técnica pode ser utilizada em amostras com elevado indice de gordura (fezes de
leitbes lactentes) e apresenta-se mais sensivel do que os métodos tradicionais de
flutuacdo e de impressdo de mucosa. A técnica de nested-PCR € considerada a mais
sensivel na detec¢do de oocistos diretamente das fezes e pode ser empregada quando ha
uma grande quantidade de amostras para serem testadas, todavia tem a desvantagem de
ndo diferenciar os oocistos de outras fases do parasita presentes nas fezes (JOACHIM et
al., 2004).

2.8 Cryptosporidium spp.

A criptosporidiose é uma enfermidade causada por um coccideo
(Cryptosporidium spp.) que pode afetar uma variedade de vertebrados incluindo os
suinos e seres humanos (ZORANA et al., 2003). Parasita principalmente células do
epitélio intestinal e respiratorio e, nos suinos, causa uma diarréia ndo hemorragica
geralmente em leitbes recém desmamados. Comumente estd associado com outros
enteropatégenos como o rotavirus e adenovirus, tendo um carater secundario no curso
da diarréia (VITOVEC et al, 2006). Todavia em infecgbes experimentais o
Cryptosporidium spp. foi confirmado como agente priméario de diarréia de leitdes
lactentes (VITOVEC & KOUDELA, 1992).

O Cryptosporidium spp. infectando suinos foi descrito inicialmente em 1977 nos
EUA (KENNEDY et al., 1977) e, a partir dessa data, diversos estudos demonstraram a
distribuicdo mundial do agente em diferentes paises (XIAU, et al., 1994; FREIRE et al.,
1995; QUILEZ et al., 1996; IZUMIYAMA et al., 2001; WIELER et al., 2001;
SUAREZ-LUEGAS et al., 2007).

Duas espécies de Cryptosporidium spp. sdo responsaveis por desencadear a
doenca clinica em suinos: o Cryptosporidium parvum que se divide em gend6tipo bovino
e é capaz de parasitar suinos, bovinos e inclusive humanos, demonstrando ser uma
importante zoonose, e 0 genotipo suino, especifico dessa espécie. Através de analises
bioldgicas e moleculares, o Cryptosporidium suis foi definido como uma nova espécie
de Cryptosporidium spp., especifica dos suinos (RYAN et al., 2004).

A principal via de transmissdo é fecal-oral e os animais adultos (matrizes)
representam a principal fonte de infeccdo para animais jovens (ZORANA et al., 2003).
Em suinos com idade entre 3 e 12 meses e nos animais adultos, a infeccdo pelo
Cryptosporidium spp. pode ser assintomatica, ou seja, sem diarréia. Uma outra forma de

infeccdo é atraves da agua ou contato com bovinos, quando se tratando do C. parvum
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gendtipo bovino (GUSELLE et al., 2003). Vitovec et al. (2006) nao encontraram relagédo
entre diarréia e infeccdo em 4338 amostras de fezes analisadas em animais lactentes e
na fase de creche. O principal fator de risco para leitdes é o sistema imune debilitado.
Especialmente em hospedeiros imunocomprometidos e neonatos que ndo tiveram acesso
ao colostro, os sinais clinicos podem se tornar mais severos, com uma taxa de
mortalidade elevada (GUSELLE et al., 2003). A imunidade passiva parece apresentar
papel importante na protecdo do leitdo. Tzipori et al. (1980) citam que, em areas
endémicas, as fémeas em lactacdo conferem uma boa imunidade lactogénica até os 15
dias de idade em leitbes, apds o qual eles desenvolveriam uma resisténcia propria. 1sso
explicaria a maior prevaléncia da enfermidade em leitdes recém desmamados
comparados com leitdes lactentes (IZUMIYAMA et al., 2001).

Pouco se sabe sobre a real prevaléncia desse agente no Brasil. Freire et al. (1995)
e Calderaro et al. (2001) observaram que em leites lactentes com diarréia o C. parvum
obteve uma prevaléncia de 7,35% e 1,2%. Em paises como a Republica Tcheca, essa
prevaléncia manteve-se baixa, 5,7% de um total de 3368 leitbes lactentes (VITOVEC et
al., 2006).

O ciclo de vida do Cryptosporidium spp. é muito semelhante ao da Isospora
suis. Membros do género Cryptosporidium spp. diferem de outros coccideos por ndo
invadirem células epiteliais das vilosidades intestinais, mas por aderir a regido das
microvilosidades e, a partir dai, formam um vacutolo parasitoforo localizado entre o
citoplasma e a membrana celular que por ocasido do seu rompimento, provoca a morte
dos enterocitos (SOBESTIANSKY et al., 1999). Portanto, o agente é considerado um
parasito intracelular e extracitoplasmatico. Alguns autores tém relatado a presenca de
dois tipos de oocistos: 0s de parede espessa que sdo excretados nas fezes e transmitem a
infeccdo para outros hospedeiros suscetiveis e os de parede fina, que sdo menos
resistentes, sofrem excistagdo ainda no hospedeiro, liberam os esporozoitos e sdo
responsaveis pela auto-infeccdo (FAYER & UNGAR, 1986). O periodo pré-patente é de
4 a 5 dias e prolonga-se por um periodo médio de 28 dias (GUSELLE et al., 2003). A
diarréia € observada de 4-6 dias apds a infeccdo (GUSELLE et al., 2003 & ENEMARK
et al., 2003). Diferentemente da Isospora suis, 0s oocistos estdo completamente
esporulados sdo infectantes no momento da excrecdo. Nao foi observado sazonalidade
na prevaléncia da criptosporidiose como € observado na isosporose (SANFORD, 1987).

O principal sinal clinico ¢ uma diarréia ndo hemorragica profusa e,

ocasionalmente, vémito (ENEMARK et al., 2003). A diarréia ocorre por ma absor¢do
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e, algumas vezes, é autolimitante. Em leitGes neonatos os sinais clinicos geralmente séo
mais severos.

Os Cryptosporidium spp. podem causar lesdes no jejuno, ileo, ceco, célon, reto
e, inclusive em outros tecidos como a vesicula biliar (FLETA et al., 1995). Entretanto o
principal sitio de localizacdo é o epitélio do ileo (VITOVEC et al., 2006).
Macroscopicamente as lesdes sdo inespecificas e microscopicamente ha um notavel
dano da mucosa com encurtamento das vilosidades e, ocasionalmente, fusdo das
mesmas. A lamina prépria apresenta grande quantidade de infiltrado inflamatdrio
mononuclear, com poucos eosinofilos. Os Cryptosporidium spp. podem ser vistos
aderidos & mucosa, em alguns casos (NUNEZ et al., 2003; VITOVEC et al., 2006).

O diagnostico presuntivo é realizado levando em conta os sinais clinicos,
histopatologia e, principalmente, a exclusdo de outros possiveis patdgenos causadores
de diarréia nessa fase. Como na isosporose, a deteccdo de oocistos nas fezes através do
método de centrifugo-flutuacdo pode ser utilizado (método de Sheather). E importante
lembrar que o oocisto de Cryptosporidium spp. encontra-se no plano mais elevado do
foco no microscopio quando comparado com outros oocistos de coccideos. O esfregaco
de fezes com posterior coloracdo pela técnica de Ziehl Neelsen modificada
(HENRIKSEN & POHLENS, 1981) é o método de diagndstico mais utilizado
atualmente na medicina veterinaria e cora de rosa os oocistos do Cryptosporidium spp.
sendo identificado facilmente em objetiva de imersdo. Assim como o Isospora suis, 0S
oocistos de Cryptosporidium parvum sdo autofluorescentes sob lampada ultravioleta, o
que torna a identificagdo do agente atraves do microscopio de epifluorescéncia uma
alternativa no diagndstico (VAREA et al.,, 1998). Testes soroldgicos como a

imunofluorescéncia indireta e ELISA sdo utilizados com uma menor freqiiéncia.

2.9 Diarréias nutricionais

A diarréia nutricional, também chamada de diarréia do leite ou diarréia por
indigestdo, € aquela que ndo apresenta nenhum agente infeccioso como causa priméria
do evento (ALEXANDER, 1981). Afeta comumente leitdes no periodo neonatal e logo
apos o desmame e € relacionada principalmente a alteracdes tanto na morfologia quanto
na fisiologia do trato gastrintestinal.

Diversos fatores tém sido relacionados com o desencadeamento da diarréia

nutricional em leitdes no periodo neonatal:
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2.9.1 Ingestdo insuficiente de colostro: Além das caracteristicas de imunizacéo,
o colostro também tem a funcédo de prover energia e nutrientes promotores da maturacao
e do desenvolvimento do epitélio intestinal, a fim de modular alteracGes anatdmicas e
fisiologicas importantes, para tornar o sistema digestorio competente tanto do ponto de
vista imunoldgico quanto fisiolégico (JENSEN et al., 2001). Diversas substancias
encontradas no colostro sdo responsaveis pelo desenvolvimento morfologico e
fisiolégico do trato gastrintestinal. O fator de crescimento epidermal (FCE) é
responsavel pela estimulacéo do crescimento epitelial, diferenciacéo celular e maturagdo
enzimatica, os fatores de crescimento semelhantes a insulina 1 e 2 (FCSI-1 e 2) séo
capazes de estimular a sintese de DNA e a mitose de varios tipos celulares, aumentando
a profundidade das criptas e altura das vilosidades intestinais (BANDEIRA et al., 2007).
Além disso o colostro contém horménios como a insulina, cortisol e tiroxina, que sao
importantes para a modulacao da atividade enzimatica e maturacdo intestinal (XU et al.,
1992), lactoferrina e vitamina A que estimulam a absorc¢éo de carboidratos e mantém a
integridade das células epiteliais. A avitaminose A é também uma causa reconhecida de
diarréia em leitdes que ndo mamaram o colostro (JENNINGS, 1959).

Xu & Wang (1996) compararam a atividade de enzimas digestivas e massa
intestinal de leitdes neonatos recebendo diferentes dietas no periodo neonatal: 1)
solucdo contendo 5% de lactose, 2) colostro de porca e 3) colostro de porca tripsinizado.
Foi observado que os leitdes que receberam as dietas 2 e 3 apresentaram maiores pesos
e comprimentos de intestino delgado, assim como maior peso da mucosa e do intestino
grosso.

A consequiéncia direta da ndo ingestdo de colostro logo ap6s o nascimento &,
muitas vezes, a ocorréncia de diarréia, ndo so pela baixa ingestdo de imunoglobulinas,
mas também pela falta de desenvolvimento e maturagéo intestinal precoce (BLECHA,
1998; XAVIER et al., 2006). THORUP et al. (2004) observaram que leitbes de baixo
peso ou que tiveram ordem de nascimento superior ao sétimo apresentavam menor
ingestdo de colostro e/ou ingestdo de colostro de qualidade inferior. A ingestdo de
colostro também diminui com a queda da temperatura ambiental de 30°C para 20°C (LE
DIVIDICH et al., 2004).

2.9.2 Excesso de ingestdo de leite: Diversos autores citam que a ingestdo de
leite em excesso € uma das principais causas de diarréia nutricional em leitGes neonatos
(JENNINGS, 1959; JONES, 1967; ALEXANDER, 1981; SOBESTIANSKY &

WENTZ, 1981). Matrizes com boa producéo de leite e leitbes que apresentam um alto
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vigor sdo considerados fatores de risco para o desenvolvimento dessa diarréia. Além
disso, leitegadas pequenas e/ou desuniformes possibilitam que leitdes mais fortes
eventualmente mamem em duas ou mais tetas. Jennings (1959) sugere que em leitdes
neonatos que ingerem uma excessiva quantidade de leite, ocorre uma passagem
excessivamente rapida do alimento do estdbmago para o intestino antes de uma digestao
gastrica eficiente, principalmente pela lipase gastrica, 0 que poderia desencadear um
quadro de diarréia. Young & Underthal (1953) demonstraram que em leitGes que nédo
mamam o colostro, a diarréia é facilmente induzida pelo excesso de fornecimento de
leite.

Outra provavel causa de diarréia nutricional em leitbes neonatos € o excesso de
energia na racdo da matriz antes e depois do parto, o que poderia alterar
qualitativamente a composi¢do do leite (ALEXANDER, 1981; SOBESTIANSKY &
WENTZ, 1981).

Na maioria dos casos os leitdes afetados séo fortes e apresentam um bom vigor
para mamar. H& uma diarréia leve a moderada, as fezes ndo sdo hemorragicas e
apresentam quantidade elevada de gordura (JONES, 1967; MOUWEN et al., 1972). Os
leitbes afetados geralmente se recuperam sem a utilizagdo de antimicrobianos e o
prognostico e favoravel. Em alguns casos a diarréia pode ser mais profusa, mas sem

anorexia, febre ou anemia. A mortalidade é rara.

2.10 Prevaléncia dos principais agentes causadores de diarréia em leitdes lactentes
no Brasil

Poucos sdo os estudos sobre a etiologia das diarréias em leitGes lactentes no
Brasil. Na maioria das vezes, apresentam-se focados na prevaléncia de apenas um
agente. O quadro 1 mostra os principais trabalhos publicados sobre os agentes
causadores de diarréia em leitdes no Brasil entre os anos de 1980 e 2007. N&o ha relato
até o momento do Clostridium difficile como agente de diarréia em leitbes lactentes no

nosso pais.
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Quadro 1: Estudos de prevaléncia publicados no Brasil entre 1980 e 2007 relacionados
aos principais agentes infecciosos causadores das diarréias em leitbes de diferentes
idades.

AUTORES AMI\CI;S?'ERAS IDADE ETIOLOGIA FREQUENCIA
E. Coli 42,00%
Brachyspira hyodysenteriae 6,80%
Barcellos et al (1980) 803 Ti%i?égs Ye-rs-inia enterocoliticla 2,60%
Clostridium perfringens tipo C 1,10%
Salmonella sp. 0,74%
Yersinia pseudotuberculosis 0,30%
San Juan et al (1985) 350 1-56 dias Rotavirus 2204
Roehe et al (1985) 69 10-75 dias Rotavirus 10,14%
E. coli 2,89%
Rotavirus 18,60%
E. coli 3,70%
Isospora suis 3,70%
Enterovirus 11,00%
Rotavirus + E. coli 18,60%
E. coli + Enterovirus 7,40%
Wentz etal (1988) 27 Lactentes Roswl'ru,s + EnteroYirus 7,40%
otavirus + I. suis 3,70%
I suis + Enterovirus 3,70%
Rotavirus + Enterovirus + E. coli 3,70%
Rotavirus + E. coli + I. suis 3,70%
Rotavirus + Enterovirus + I. suis 3,70%
Rotavirus + Adenovirus + |. suis 3,70%
E. coli + Enterovirus + |. suis 3,70%
11 Até 7 dias 18,20%
Alfieri et al (1989) 110 15-28 dias Rotavirus 41,80%
112 Acima 28 dias 16,10%
Roehe et al. (1989) 231 1-60 dias Rotavirus 18,60%
Freitas et al (1991) 80 5 dias - p6s E. coli 17,50%
183 desmame Rotavirus 14%
Picobirnavirus 5,50%
Trevisol et al (1991) 491 15-25 dias Picobirnavirus + E.coli 11,40%
Rotavirus 13,80%
Sayd & Kawazone (1991) 112 Lactentes Isospora suis 17,80%
Alfieri et al (1995) 107 Lactentes Rotavirus 31,80%
Rostagno et al (1999) 200 Lactentes Isospora suis 15,00%
Freire et al. (1995) 219 1-50 dias Criptosporidium spp. 8,67%
E. coli 28,00%
Isospora suis 20,00%
Rotavirus 5,20%
I. suis + E. coli 10,40%
Calderaro et al (2001) 174 1-40 dias E. coli + Rotavirus 4,00%
I. suis + Rotavirus 1,20%
Clostridium perfringens tipo C 0,00%
E. coli 0,00%
Rotavirus 0,00%
Barry et al (2007) 165 1-28 dias Calicivirus 27,3%
Barry et al. (2007) 681 1-28 dias Rotavirus 28,3%
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Case-control study assessing the frequency of the main agents

potencialy associated with neonatal diarrhea in pigs in Brazil'

Ricardo T. Lippke®*, Sandra M. Borowski®, Sandra M. T. Marques*, Suelen O. Paesi®,
Laura L. Almeida®, Luiz G. Corbellini’ e’ David E. S. N. de Barcellos?
Abstract

Several infectious agents can cause diarrhea in neonatal pigs. The main
consequences are the decrease in daily weight gain, losses in feed conversions and
raised in mortality rates. The present study aimed the identification of the main viral
agents (rotavirus), bacterial (E. coli, Clostridium perfringens type A e C and
Clostridium difficile) and parasitic (coccidian and Cryptosporidium spp.) commonly
involved in neonatal diarrhea in pigs, in fecal samples from litters with and without
diarrhea, originated from commercial pig farms from the State of Rio Grande do Sul,
Brazil. From 147 litters with diarrhea (cases) and 129 without diarrhea (controls) 276
fecal samples were collected. The most frequently diagnosed agents in herds were
coccidian (42.86%) and rotavirus (39.29%). In case litters, the most frequent agent was
Clostridium perfringens type A (7.5%) and in control litters, coccidian and Clostridium
difficile. Na agent was significantly associated with diarrhea found in case litters. Only
Clostridium perfringens type A (p=0.16) and rotavirus (p=0.20) showed a tendency to
present higher frequency in these litters. Outbreak of diarrhea in young pigs during
sampling was not present in any farm, and it is possible that in them the
enteropathogenic agents were present in an endemic form. Clostridium difficile
infection has been diagnosed in 13.6% of the litters; however a relationship between
infection and diarrhea was not observed. Only 29,34% samples were positive for at least
one agent. It is possible that nutritional diarrhea, related to morphologic and physiologic
changes of the gastrointestinal tract were the origin of diarrhea in cases where no
infectious agent was diagnosed. The present results suggest the need for special
attention when sampling for the diagnosis or monitoring diarrhea in the neonatal period,
as chances for obtaining false-positive results are high, especially when diseases are
occurring endemically.

Key-words: neonatal diarrhea, Clostridium difficile, Clostridium perfringens type A
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Estudo Caso Controle Avaliando a Frequéncia dos Principais Agentes

Potencialmente Causadores de Diarréia Neonatal em Suinos

RESUMO

Varios sdo os agentes infecciosos que causam diarréia em suinos no periodo
neonatal. As principais conseqiiéncias sao a reducdo no ganho de peso diario, piora na
conversdo alimentar e aumento da mortalidade. O presente trabalho teve como objetivo
identificar os principais agentes virais (rotavirus), bacterianos (E. coli, Clostridium
perfringens tipo A e C e Clostridium difficile) e parasitarios (coccideos e
Cryptosporidium spp.) envolvidos nas diarréias neonatais de suinos, em amostras de
fezes de leitegadas com e sem diarréia provenientes de granjas comerciais localizadas
no estado do Rio Grande do Sul. Foram coletadas 276 amostras de fezes em 28 granjas
localizadas no Estado do Rio Grande do Sul, 147 de leitegadas “caso” e 129 de
leitegadas “controle”. Os agentes mais frequentemente encontrados nas granjas foram
0s coccideos (42,86%) e o rotavirus (39,29%). Nas leitegadas caso, 0 agente mais
freqiiente foi o Clostridium perfringens tipo A (7,5%) e nas leitegadas controle, os
coccideos e o Clostridium difficile. Nenhum dos agentes pesquisados apresentou
associacdo significativa com a diarréia presente nas leitegadas caso. Apenas o
Clostridium perfringens tipo A (p=0,16) e o rotavirus (p=0,20) demonstraram uma
tendéncia de serem mais freqlientes nessas leitegadas. Em nenhuma granja havia surto
de diarréia em leitdes jovens no momento da amostragem, sendo possivel que 0s
agentes enteropatogénicos estivessem presentes de forma endémica. A infeccdo pelo
Clostridium difficile foi diagnosticada em 13,6% das leitegadas, mas ndo houve relagéo
entre a infeccdo e a diarréia. Apenas 29,34% das amostras foram positivas para pelo
menos um agente. E possivel que uma diarréia nutricional, relacionada com alteragdes
morfologicas e fisioldgicas do trato gastrintestinal, fosse a origem da diarréia nos casos
em que nao foi encontrado nenhum entre os agentes pesquisados. Os resultados obtidos
indicam a necessidade de cuidados especiais quando da coleta de amostras para
diagnosticos de monitoria de diarréias no periodo neonatal, pois é alta a chance de se
obterem resultados falso positivos, especialmente nos casos em que as doencas
estiverem ocorrendo numa forma endémica.

Palavras-chave: diarréia neonatal, Clostridium difficile, Clostridium perfringens tipo A
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INTRODUCAO

Entre as atividades adotadas para maximizar a producéo suinicola nas ultimas
décadas, sobressai uma substituicdo progressiva das criagdes extensivas por intensivas
(confinadas). Nesse novo contexto as diarréias, principalmente na primeira semana de
vida do leitdo ganharam grande importancia, pois a sua ocorréncia depende do efeito
sinérgico do agente infeccioso com diversos fatores de risco, como a dificuldade de
acesso ao colostro e leite, higiene inadequada das instalagdes, ambiente desfavoravel e
baixa imunidade da matriz (Barcellos, 2002).

As diarréias no periodo pré-desmame causam aumento significativo na
mortalidade, piora na conversdo alimentar e ganho de peso diario, aléem de gastos
excessivos com medicamentos (Tubbs et al. 1993, Wittum et al. 1995, Dewey et al.
1995, Johansen et al. 2004).

Em muitos trabalhos sobre esse tema, podem ser encontradas falhas na
amostragem, a investigacao se restringir a analise pontual de problema de diarréia, falta
de informacdes sobre a utilizacdo de antimicrobianos, coccidiostaticos e/ou probidticos
e a pesquisa de apenas um agente infeccioso sem a realiza¢do do diagndstico diferencial
(Morin et al. 1983, Fitzgerald et al. 1988, Wieler et al. 2001).

Uma forma de verificar a real participacdo dos agentes patogénicos no
desenvolvimento das diarréias é atraves de estudos do tipo caso-controle, utilizando
animais da mesma idade, provenientes da mesma granja, onde 0s “casos” sdo as
leitegadas que apresentam diarréia e os “controles” sdo aquelas sem diarréia.

Os principais agentes causadores de diarréia neonatal de leitbes podem ser
divididos em virais (rotavirus e coronavirus), bacterianos (Escherichia coli, Clostridium
perfringens tipo A e C e o Clostridium difficile) e parasitarios (Isospora suis, Eimeria
spp. e Cryptosporidium spp.) (Wieler et al. 2001, Calderaro et al. 2001, Yaeger et al.
2002).

O presente trabalho teve como objetivo identificar os principais agentes
bacterianos, parasitarios e virais potencialmente envolvidos nas diarréias neonatais de
suinos, em amostras de fezes de leitegadas com e sem diarréia provenientes de granjas

comerciais localizadas no Estado do Rio Grande do Sul.
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MATERIAL E METODOS

No periodo de maio a setembro de 2007 foram coletadas amostras de fezes e
suabes retais de 276 leitegadas de 28 unidades produtoras de leitdes (UPL’s) com mais
de 200 matrizes, pertencentes a 6 agroindustrias do Estado do Rio Grande do Sul: 147
leitegadas com diarréia (casos) e 129 leitegadas sem diarréia (controles) com idade entre
1 e 7 dias de vida. As leitegadas classificadas como “com diarréia” apresentavam dois
ou mais leitdes com a consisténcia das fezes variando de cremosa a liquida e as
leitegadas “sem diarréia” eram aquelas onde a consisténcia das fezes era normal ou
pastosa. Procurou-se respeitar o critério de que, para cada leitegada caso, uma leitegada
controle fosse escolhida com a mesma idade ou com no maximo 1 dia de diferenca. Em
todas as UPL’s pesquisadas era usada uma bacterina contra E. coli enterotoxigénica nas
matrizes no terco final da gestacdo, com o objetivo de prevenir a colibacilose neonatal.

Amostras. Todas as amostras de fezes e suabes retais (constituidas de “pools”
de dois ou mais leitdes) foram coletadas diretamente da ampola retal de animais nédo
submetidos a medicacGes antimicrobianas e/ou coccidiostaticos. A seguir as fezes foram
acondicionadas em coletores universais estéreis e 0s suabes em meio de transporte de
Stuart e armazenados a uma temperatura de 2 a 8° C por, no maximo, 24 horas. Ap6s
esse periodo os suabes retais eram encaminhados para os exames bacterioldgicos e as
amostras de fezes divididas em aliquotas, duas delas para exames parasitoldgicos e duas
outras congeladas a -20° C e enviadas para exames virologicos e imunoenzimatico
(ELISA).

Exames bacterioldgicos. Os suabes retais foram semeados em &gar sangue
ovino a 5% e agar Mac Conkey e incubados a 37° C por 24 horas, em aerobiose. O
diagnostico de colibacilose neonatal era feito quando mais de 80% das coldnias eram
beta hemoliticas e apresentavam caracteristicas fenotipicas compativeis com as da E.
coli (Barcellos et al. 1980). Para o isolamento do Clostridium perfringens as amostras
foram semeadas em &gar seletivo SPS® e incubadas em jarra de anaerobiose contendo
uma atmosfera de 5% CO,, 5% H, e 80% N, na presenca de catalisador de paléddio, a
37° C por 24 horas (Angelotti et al. 1962). As amostras que apresentavam mais de 20%
das colbnias com coloracdo preta (caracteristicas do Clostridium perfringens quando
semeado no agar SPS) foram congeladas a -20° C e encaminhadas para tipificacdo do

agente através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR multiplex). O C. perfringens foi

¥ SPS AGAR (Sulfite-polymyxin-sulfadiazine) HiMedia®, Mumbai, India
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diagnosticado como tipo C (CpC) quando as amostras eram positivas para genes cpa e
cpp e do tipo A (CpA) se eram encontrados 0s genes cpa e cpf2 seguindo a
metodologia descrita por Moreno et al. (2003) .

Pesquisa de parasitas. Oocistos de Cryptosporidium spp. foram observados
através de esfregacos de fezes corados pela técnica de Ziehl Neelsen modificada
(Henriksen & Pohlens, 1981; Vitovec et al. 2006), além da pesquisa qualitativa de
oocistos de coccideos (Eimeria spp e Isospora suis) através da técnica modificada de
centrifugacdo e flutuacdo em solucdo saturada de sacarose (Hoffman, 1987). Os
oocistos de Cryptosporidium spp. foram observados em microscopio de luz com
objetiva de 100X e os oocistos de coccideos em microscopio de epifluorescéncia sob
excitacdo ultravioleta (340 — 365 nm) com objetiva de 20X.

Pesquisa do rotavirus. Foi realizada através de duas técnicas: Kit comercial de

aglutinacdo em latex (ROTA Rich®

) que detecta apenas o rotavirus do tipo A e a
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida corado pela prata (PAGE) de acordo
com o método descrito por Herring et al. 1992, para o diagndstico de outros tipos de
rotavirus. Para uma amostra ser considerada positiva para rotavirus no presente
trabalho, ela precisaria ser positiva para aglutinacdo em latex e/ou PAGE

Pesquisa do Clostridium difficile. O exame foi realizado numa parte das
amostras de fezes coletadas (n=132), sendo 66 amostras de fezes diarréicas e 66
amostras de fezes ndo diarréicas, com o objetivo de avaliar qualitativamente e
quantitativamente a presenca das toxinas A e B, utilizando um teste de ELISA
comercial®.

Analise estatistica. Foi usado o teste de qui-quadrado e de regressdo logistica
univariada para medir a probabilidade de que as diferengas encontradas nos grupos caso
(com diarréia) e controle (sem diarréia) fossem devidas ao acaso ou a presenca de algum

agente enteropatogénico (SAS 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados da frequéncia, nas UPL’s, dos agentes infecciosos pesquisados
constam na Tabela 1. Observou-se que os principais agentes envolvidos na diarréia
neonatal estavam presentes na maioria das UPL’s pesquisadas. Em 25 (89,28%) das 28

granjas, pelo menos um agente pode ser diagnosticado nas amostras fecais, sendo 0s

° Rota Rich® Hemocor IndUstria e Comércio - Brasil
10 Ridascreen Clostridium difficile toxin A/B® R-Biopharm, Darmstadt, Germany
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coccideos os mais frequentes (42,86%). Valores semelhantes foram encontrados no
estado de Minas Gerais por Rostagno et al. (1999) que constataram que 42,5% (n=40)
das granjas pesquisadas foram positivas para oocistos de coccideos nas fezes de leitdes
lactentes, porém outros trabalhos encontraram valores muito superiores, chegando a
76,2% (n=21) em granjas no estado de Sao Paulo (Calderaro et al. 2001). O rotavirus
foi o segundo agente mais freqiiente, presente em 39,29% das granjas (n=11).
Resultados semelhantes foram encontrados por Yaeger et al. (2002) nos Estados
Unidos, em que 42% das granjas foram positivas para o rotavirus em amostras de fezes
de leitdes de 1 a 7 dias de vida. No Brasil, outros trabalhos determinaram a ocorréncia
do rotavirus em granjas comerciais, com resultados variando entre 47% a 89,2%
(Calderaro et al. 2001; San Juan et al. 1985), todavia, nenhum analisou amostras
coletadas exclusivamente na primeira semana de vida dos leitdes, induzindo assim a
uma maior ocorréncia do agente, ja que a infeccdo é mais frequente a partir da segunda
semana de idade. Na maioria das UPL’s, dois ou mais agentes foram diagnosticados,
porém nenhuma combinacdo entre enteropatdgenos foi predominante. Em 10,71% das
granjas (n=3) ndo houve diagnostico positivo para nenhum dos agentes pesquisados.

A Tabela 2 sumariza a frequéncia dos diversos enteropatégenos pesquisados.
Das 276 leitegadas amostradas, 29,34% (n=81) foram positivas para pelo menos um
agente, sendo os coccideos os mais freqiientes (7,2%). O Clostridium perfringens tipo A
(8,8%) e o rotavirus (7,5%) foram os principais agentes diagnosticados nas amostras
pertencentes as leitegadas com diarréia. Nas leitegadas sem diarréia, os coccideos
(8,5%) e o C. difficile (16,6% - 11/66) foram os agentes mais freqlentemente
encontrados. Em 11 amostras, foram diagnosticados mais de um agente patogénico,
sendo seis, nas leitegadas com diarréia e 5 nas leitegadas sem diarréia. Nenhuma
associacao entre os enteropatdgenos foi predominante.

Nenhum agente pesquisado no experimento mostrou diferenca significativa na
presenca (p<0,05) entre as leitegadas caso e controle. As hipoteses mais provaveis para
explicar esses resultados serdo divididas por agente, a seguir: segundo Yaeger et al.
(2007) a detecgéo das toxinas A e B do C. difficile ndo representa um bom indicador
para a presenca ou auséncia de diarréia. Em um estudo caso-controle recente, 0s
mesmos autores observaram que a maioria (59%) dos leitGes positivos para as toxinas A
e B ndo apresentavam diarréia (fezes normais) quando comparados com os leitdes
negativos para as duas toxinas (25%), (p<0,001). Os autores comentam sobre o possivel

carater subclinico da infeccdo pelo agente. Além disso especula-se que possa haver
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algum outro fator, além das toxinas A e B, que seja essencial para o desencadeamento
da diarréia (Yaeger et al. 2007) . N&o foi observada associacao entre a maior quantidade
de toxinas detectadas nas fezes e diarréia (p=0,35). Yaeger et al. (2007) observaram
que, nas amostras onde a quantidade de toxinas A e B eram mais altas, a maioria dos
animais (67%) encontravam-se constipados e/ou com a consisténcia das fezes normais.

Para o Cryptosporidium spp., além de ndo haver associacdo entre a diarréia e a
presenca de oocistos nas fezes, a quantidade de oocistos desse agente encontrados em
todas as amostras positivas foi baixa (1-2 oocistos por lamina). Diversos autores em
diferentes paises demonstraram que nao ha associacao entre a ocorréncia de diarréia e a
presenca de oocistos nas fezes, principalmente em leitdes com baixo nivel de infeccédo
pelo Cryptosporidium spp.. A explicacdo dada pela maioria dos autores é que as
diarréias observadas provavelmente tenham sido causadas por outros agentes e 0
Cryptosporidium spp. agiria como um agente oportunista, causando apenas lesdes
superficiais e atingindo poucas células ou areas epiteliais limitadas, ndo sendo suficiente
para causar diarréia. De outra parte, esses trabalhos ndo realizaram o diagnostico
diferencial para outros enteropatdgenos em potencial (Xiao et al. 1994, Quilez et al.
1996, Guselle et al. 2003, Vitovec et al. 2006).

As amostras de fezes positivas para 0s coccideos, tanto nas leitegadas caso
guanto nas leitegadas controle, apresentavam baixo numero de oocistos € ndo houve
relacdo entre a diarréia e a presenca de oocistos nas fezes (p=0,44). Resultados
semelhantes foram observados por Sayd & Kawazoe (1996) no Brasil, onde 58,5% dos
leitbes com amostras de fezes positivas para 0s coccideos apresentavam diarréia. Uma
possivel explicacdo seria o fato de que os leitbes infectados com o Isospora suis podem
ter a excrecao de oocistos antes do inicio da diarréia (Koudela & Koucerova 1999, Bach
et al. 2003). Além disso, quando a dose infectante for baixa, o leitdo pode desenvolver
uma enterite e 0s oocistos de coccideos podem ser detectados nas fezes, mas a diarréia
estd ausente pela baixa gravidade das lesdes. Outra possibilidade seria nos casos em
que, apesar de ocorrerem perdas expressivas de fluidos no intestino delgado, o excesso
gerado fosse absorvido no intestino grosso e as fezes apresentassem um aspecto
“normal”, resultando em um caso de enterite no intestino delgado clinicamente cursando
sem diarréia (Mundt et al. 2006).

Apesar das amostras positivas para o rotavirus ndo demonstrarem diferenca
significativa entre as leitegadas caso e controle, houve uma tendéncia (p=0,20) de que o

agente fosse mais freqliente nas leitegadas “caso”. Diferenca significativa foi
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encontrada por Barry et al. (2007a), que observaram que as amostras de fezes positivas
para o rotavirus do grupo A tinham 4,36 vezes mais chance (p<0,0001) de serem
diarréicas. No presente trabalho, para que uma amostra fosse considerada positiva para
0 rotavirus, ela precisaria ser positiva no teste de aglutinacdo em latex e/ou no PAGE.
Esse critério adotado poderia aumentar indiretamente o nimero de leitegadas controles
com diagnostico positivo para rotavirus. A alta positividade para rotavirus entre os
controles poderia advir do fato de que alguns leitbes estivessem excretando uma baixa
guantidade de particulas virais sem apresentarem diarréia, mas com positividade pelo
teste de aglutinacdo em latex. Leitdes infectados podem eliminar o virus
independentemente de estarem ou ndo com diarréia (Markowska-Daniel et al. 1996).
Leitdes com diarréia causada pelo rotavirus excretam geralmente grandes quantidades
de particulas virais (10*) e por isso 0 PAGE, apesar da sua baixa sensibilidade, tem
sido a técnica mais usada para a deteccéo dos rotavirus de suinos (Herring et al. 1982).
Das 16 amostras diagnosticadas, apenas 2 foram positivas para o rotavirus do tipo A, o
restante além de serem negativas para o teste de aglutinacdo em latex apresentaram um
padrdo eletroforético diferente do rotavirus do tipo A no PAGE. Morilla et al. (1991)
sugere os rotavirus pertencentes aos grupos B, C, D e E, geralmente infectam leitbes
mais novos quando comparados com o rotavirus do grupo A.

O Clostridium perfringens foi positivo em 7,6% (21/276) das amostras através
do isolamento bacteriano. Todas elas foram tipificadas através da PCR multiplex e
classificadas como do tipo A, exceto em duas, pois foram positivas para 0 cpa e
negativas para o cpb2. Nenhuma amostra foi positiva para C. perfringens tipo C. Assim
como no rotavirus, os diagnésticos positivos para CpA apresentaram tendéncia de serem
mais freqlentes em leitegadas com diarréia (p=0,16). Yaeger (2007) confirma essa
tendéncia em um estudo utilizando 77 leitdes com menos de 7 dias de vida, sendo 25
caso e 52 controle. Os autores observaram que as amostras de fezes de 20 (26%) leitdes
foram positivas para o C. perfringens tipo A, através da deteccdo do cpa e o cpb2 na
auséncia de outros enteropatdgenos e que 95% (19/20) apresentavam diarréia.

As diarréias, principalmente no periodo neonatal, sdo multifatoriais e a presenca
de um agente infeccioso isoladamente ndo é suficiente para o desenvolvimento da
diarréia. Muitos outros fatores podem apresentar acdo sinérgica no desencadeamento
das diarréias, incluindo os distdrbios ambientais, imunoldgicos, nutricionais e de
manejo (Wittum et al. 1995, Dewey et al. 1995, Barcellos 2008). Outra hipétese para

explicar a auséncia de diferenca significativa entre as leitegadas caso e controle seria o
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fato de que as amostras foram coletadas em granjas que ndo estavam apresentando
diarréia em leitdes jovens na forma de surtos no momento da amostragem, sendo
provavel que nas mesmas 0s agentes enteropatogénicos estivessem presentes de forma
endémica. E possivel e mesmo provavel que, a coleta em situacdes de alto desafio (na
forma de surtos epidémicos) pudesse ter resultado numa maior frequéncia de resultados
positivos em leitegadas “caso”.

Um resultado inesperado foi auséncia de diagndstico para a colibacilose
neonatal, dentro da metodologia adotada. Em muitas placas houve crescimento de
colénias hemoliticas com caracteristicas de E. coli, todavia em nenhuma delas houve
crescimento de cultura dentro do critério adotado para definir a positividade (acima de
80% de colbnias hemoliticas nas placas). Resultados positivos para colibacilose séo
encontrados especialmente em granjas que apresentam surtos de diarréia neonatal com
alta mortalidade até o terceiro dia de vida. O diagndstico laboratorial geralmente revela
cultivo abundante (acima de 80%) de E. coli em &gar sangue e presenca predominante
de coldnias produtoras de hemolise (Barcellos et al. 1980). Além disso, em todas as
granjas pesquisadas, as fémeas eram vacinadas no terco final da gestacdo para a
colibacilose neonatal.

Apenas 81 (29,34%) amostras foram positivas para um ou mais entre os agentes
pesquisados, sendo 42 (52%) nas leitegadas “caso”. Diversos trabalhos com objetivo de
obter a frequéncia dos principais agentes enteropatogénicos no periodo neonatal
também apresentaram amostras negativas, podendo corresponder a 57,6% dos casos
(Wieler et al. 2001). A hipotese mais provavel para explicar a negatividade nos exames
laboratoriais seria a ocorréncia de *“diarréias nutricionais” ou “ndo infecciosas”,
relacionadas principalmente com alteraces na morfologia e/ou fisiologia do trato
gastrintestinal (Alexander 1981). A ingestdo insuficiente de colostro é citada por
diversos autores como sendo uma causa provavel de diarréia ndo infecciosa em leitdes
neonatos (Jennings 1959, Jensen et al. 2001). A diarréia ocorre ndo sé pela baixa
ingestdo de imunoglobulinas, mas também pela falta de desenvolvimento e maturacao
intestinal precoce (Xavier et al. 2006). Outros autores citam que a ingestdo de leite em
excesso seria uma das principais causas de diarréia nutricional em leitdes novos
(Jennings 1959, Alexander 1981). Fémeas com boa producéo leiteira e leitdes vigorosos
sdo considerados fatores de risco para as diarréias na fase de aleitamento (Jennings,
1959). Ele sugere que nos leitbes a diarréia possa ser causada pela passagem

excessivamente rapida do leite do estdmago para o intestino, antes de uma digestdo
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gastrica eficiente (principalmente pela lipase gastrica), o que poderia resultar em
diarréia. Contudo, novos estudos s@o necessarios para elucidar a real importancia dessas
causas nutricionais no desenvolvimento de diarréias em leitdes no periodo neonatal.

Outros patdgenos causadores de diarréia ndo foram pesquisados no presente
trabalho e poderiam estar envolvidos com as diarréias. Podem ser citados o Calicivirus
(Barry et al. 2007b), Picobirnavirus (Trevisol & Roehe 1993), Strongyloides ransomi
(Nishi et al. 2000) e o Enterococcus durans (Yaeger et al. 2002). Em diversos estudos, o
coronavirus e o virus da sindrome reprodutiva e respiratoria dos suinos (PRRS) tém sido
associados a diarréia em leitdes na primeira semana de vida (Johnson et al. 1992,
Yaeger et al. 2002). No Brasil, Brentano et al. (1985) através da pesquisa de anticorpos
neutralizantes para o virus em 5859 reprodutores, em 24 municipios do estado de Santa
Catarina, ndo verificaram animais soropositivos para 0 coronavirus e em apenas 2
plantéis do Estado de S&o Paulo, foi confirmado sorologicamente a presenca da
infeccdo. A baixa ocorréncia da infeccdo do coronavirus no Brasil talvez possa estar
relacionada a grande sensibilidade do virus ao calor, o que dificulta a sua sobrevivéncia
em paises de clima tropical (Saif & Wesley 1999).

Yaeger et al. (2002) encontraram o virus da PRRS causando diarréia neonatal
em 10% dos leitdes submetidos a diagnodstico nos EUA. Até o momento, esse virus ndo
foi diagnosticado no rebanho brasileiro (Silva et al., 2007) e, por esse motivo, nao foi
pesquisado no presente trabalho.

A figura 1 descreve a associacdo entre a idade das leitegadas e a predisposicao a
diarréia. Observa-se que a maioria das amostras de fezes diarréicas (69%) foi
proveniente de leitegadas com até 3 dias de vida. Observou-se que as leitegadas com 1
dia tiveram 2,28 vezes mais chance de ter diarréia comparada com leitegadas com mais
de 5 dias de vida (p=0,014). Tubbs et al. (1993), em um estudo que objetivou a
determinacdo das principais causas de morbidade e mortalidade no periodo pré-
desmame nos EUA, observaram que 65% dos casos de diarréia na primeira semana de
vida ocorriam entre os dias 1 e 3.

A distribuicdo dos enteropatégenos com relacdo a idade € apresentada na tabela
3. O CpA (14,95%), os coccideos (9,23%) e os coccideos (20,51%) novamente, foram
0s agentes mais frequentes em leitegadas com 1 e 2 dias, 3 e 4 dias e acima de 5 dias
respectivamente.

O CpA obteve sua maior freqiiéncia em leitegadas com 1 e 2 dias de vida. Uma

das explicacOes mais aceitas para esse fato seria que as toxinas beta sdo sensiveis a
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tripsina que, em leitdes recém nascidos, encontram-se no trato gatrintestinal em niveis
muito baixos, devido a fatores inibidores da tripsina presentes no colostro (Niilo 1993).
Tanto coccideos quanto o Cryptosporidium spp. ndo obtiveram diagndstico em
leitegadas com 1 e 2 dias de vida, condizendo com resultados presentes na literatura.
Segundo Enemark et al. (2003), o inicio da excrecdo de oocistos de Cryptosporidium
spp. nas fezes pode variar de 2 a 9 dias apds a infecgéo, ja para os coccideos, 0 periodo
pré-patente € variavel e depende principalmente da idade em que ocorreu a infeccédo, o
status sanitario do animal e a técnica diagnostica utilizada, e normalmente inicia 5 dias
apos a infeccdo (Mundt et al. 2006). Todas as amostras positivas para a infeccao do C.
difficile foram coletadas de leitdes com idade entre 1 e 4 dias de vida. Assim como as
toxinas beta do Clostridium perfringens, as toxinas A e B do C. difficile sdo destruidas
pela acdo da tripsina, fazendo com que a ocorréncia de casos de infeccdo por esse
agente concentrem-se no inicio do periodo neonatal (Voth & Ballard 2005).

CONCLUSAO

a) Os agentes mais freqientemente encontrados nas UPL’s pesquisadas foram:
Coccideos (n=12), rotavirus (n=11) e C. difficile (n=10) sendo que a maioria das
UPL’s apresentaram mais de um agente diagnosticado;

b) Os agentes encontrados com maior freqiiéncia nas leitegadas com diarréia (caso)
foram o C. perfringens tipo A (13/147) e o rotavirus (11/147). J& nas leitegadas sem
diarréia (controle), os agentes mais frequentes foram os coccideos (11/129) e o C.
difficile (11/129);

¢) Nenhum dos agentes pesquisados demonstrou diferenca na freqliéncia entre as
leitegadas caso e controle (p>0,05), todavia o C. perfringens tipo A (p=0,16) e 0
rotavirus (p=0,20) apresentaram tendéncia 1,99 vez maior de ser encontrada nas
leitegadas caso;

d) Nenhuma amostra pesquisada foi positiva para a presenca da E. coli hemolitica,
provavelmente porque nas UPL’s pesquisadas ndo estava ocorrendo surto com
caracteristica de colibacilose neonatal;

e) Foi realizado o primeiro diagndstico da infeccdo pelo C. difficile em suinos no
Brasil, sendo que todos as amostras apresentavam idade menor ou igual a 4 dias de
vida;

f) 71,4% das leitegadas caso foram negativas para todos os agentes pesquisados;
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g) 69% das leitegadas afetadas tinham até 3 dias de idade, sendo que as leitegadas com
1 dia tiveram 2,29 vezes mais chance de apresentarem diarréia quando comparadas
com as de mais de 5 dias (p=0,014);

h) Todas as amostras positivas para o Cryptosporidium spp. e 0s coccideos foram
diagnosticados em leitegadas com idade maior ou igual a 3 dias de vida.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Freqiiéncia dos principais agentes enteropatogénicos causadores de diarréia
neonatal em 28 unidades produtoras de leitdes localizadas no Estado do Rio Grande do
Sul.

Agentes N° de UPL’s (n=28) %
Coccideos 12 42,86%
Rotavirus 11 39,29%
Clostridium difficile 10 35,71%
Clostridium perfringens A 8 28,57%
Cryptosporidium spp. 6 21,43%
Sem diagnostico 3 10,71%
TOTAL 50*

* Na maioria das UPL’s, mais de um agente foi diagnosticado

Tabela 2. Frequéncia dos principais agentes enteropatogénicos diagnosticados nas
leitegadas caso (n=147) e controle (n=129) com idade entre 1 e 7 dias de vida no
periodo de maio a setembro de 2007, em 28 unidades produtoras de leitdes localizadas
no Estado do Rio Grande do Sul.

Leitegadas caso Leitegadas controle Razéo de

Agentes (n=147) (n=129) chance IC(95%) p
n % n %

E. coli hemolitica 0 0,0 0 0,0

CpC 0 0,0 0 0,0

CpA 138 8,8 6 4,6 199 0,68 6,08 0,16

Rotavirus 11° 7,5 5¢ 3,9 201 062 6,84 0,20

Coccideos o* 6,1 11* 8,5 0,70 0,26 1,89 0,44

C. difficile** 7 10,6 11 16,6 059 019 181 0,31

Crypto. spp. 2 1,4 6 4,6 0,28 0,04 1,58 0,10

TOTAL 42 39

1 leitegada positiva para C. difficile e CpA
£1 leitegada positiva para C. difficile e CpA e 1 leitegada positiva para Crypto. spp. e CpA
*1 leitegada positiva para rotavirus e C. difficile, 1 leitegada positiva para rotavirus e CpA
¢1 leitegada positiva para rotavirus e C. difficile
#2 leitegadas positivas para coccideos e rotavirus e 1 leitegada positiva para coccideos e C. difficile
*1 leitegada positiva para coccideos e Crypto spp. e 1 leitegada positiva para coccideos e C. difficile
** n=132 (66 caso e 66 controle)
CpC = Clostridium perfringens tipo C
CpA = Clostridium perfringens tipo A
Crypto. spp. = Cryptosporidium spp.
I.C. = Intervalo de confianga
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Tabela 3: Distribuicdo da freqiiéncia dos agentes enteropatogénicos em relacdo a idade
das leitegadas, provenientes de 28 unidades produtoras de leitdes no Estado do Rio
Grande do Sul no periodo de maio a setembro de 2007.

Idade (dias)
Agentes le?2 3e4 >5
C. perfringens tipo A 14,95° (16/107) 1,54° (2/130) 2,56° (1/39)
Rotavirus 6,54% (7/107) 2,31% (3/130) 15,38 (6/39)
Coccideos 0,007 (0/107) 9,23" (12/130) 20,51° (8/39)
Cryptosporidium spp. 0,00% (0/107) 1,69 (2/130) 10,26% (4/39)
C. difficile 13,11% (8/61) 18,52% (10/54) 0,00 (0/17)

a,b letras mindsculas na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)

2,5

Razao de chance

1 2 3 4 >5

Idade das leitegadas (dias)

P=0,014

Figura 1: Razdo de chance entre a frequéncia das diarréias e a idade nas leitegadas
pesquisadas no periodo de maio a setembro de 2007 em 28 unidades produtoras de
leitdes localizadas no Estado do Rio Grande do Sul.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As diarréias neonatais nos leitbes determinam consideraveis prejuizos
econbmicos para a suinocultura intensiva, como reducdo do ganho de peso diario e
baixo peso ao desmame, aumento da mortalidade na maternidade e maiores gastos com
medicamentos. S&o consideradas multifatoriais e apenas a presenga do agente infeccioso
ndo é capaz de desencadear o quadro clinico. Os principais agentes envolvidos
geralmente fazem parte da microbiota normal do intestino do leitdo e apenas sob
condigdes especiais conseguem exercer 0 seu efeito patogénico. Esse fato dificulta o
diagnostico final e geralmente uma sé técnica ndo é suficiente para a deteccdo do
agente. Assim, para determinar a causa da doenga, € recomendavel que seja realizada
uma criteriosa avaliacdo de fatores ndo infecciosos, a anamnese e observados sinais
clinicos e lesdes nos animais afetados.

Na prética, quando se analisam as diarréias em leitbes na maternidade, 0s
primeiros agentes lembrados sdo a E. coli (geralmente associada a diarréia na primeira
semana de vida) e a Isospora suis (associada com diarréias a partir da segunda semana).
O Clostridium perfringens tipo C é lembrado quando o leitdo, logo ap6s o nascimento,
apresentar uma diarréia hemorragica, com mortalidade elevada. Houve por anos um
investimento macico em pesquisas e na prevencdo desses trés agentes, com o0
desenvolvimento de vacinas, antimicrobianos e coccidiostaticos cada vez mais eficazes.
O resultado desse processo, por um lado, foi um controle adequado dos mesmos, porém
outros patdgenos (C. perfringens tipo A e Clostridium difficile), que muitas vezes ndo
eram diagnosticados ou apresentavam pouco importancia, tiveram um aumento da
freqliéncia, principalmente na Gltima década.

Inicialmente, no desenvolvimento da metodologia do atual experimento, pensou-
se em coletar fezes apenas de animais com diarréia, realizando um estudo de
prevaléncia. Entretanto, para determinar a real importancia do agente infeccioso no
desencadeamento da diarréia, optou-se por um estudo caso-controle, utilizando amostras
de fezes diarréicas e ndo diarréicas para 0s exames bacteriologicos, virais e
parasitologicos. Escolheu-se como unidade de coleta um pool de fezes de leitbes da
mesma leitegada, pois para realizacdo de todos 0s exames propostos no experimento

apenas um leitdo ndo geraria volume suficiente de fezes.
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Um outro ponto no planejamento do trabalho foi a importancia dada a qualidade
das amostras coletadas. As granjas eram contactadas previamente a coleta e solicitado
que fosse feita a retirada de antibio6ticos e/ou coccidiostaticos tanto na forma preventiva
guanto curativa. Na ocasido da visita para a amostragem todas as granjas visitadas
apresentavam diarréia em leitdes no periodo neonatal de forma endémica, com baixa
gravidade, sem caracteristicas de “surto”.

Diferente do que era esperado, o Clostridium perfringens tipo A foi um dos
agentes mais frequentemente diagnosticados. Esse resultado estd de acordo com uma
tendéncia no aumento da freqliéncia da bactéria em leitdes de granjas comerciais nos
EUA. Todavia, no trabalho, ndo houve diferenca da frequéncia do CpA entre as
leitegadas com e sem diarréia. O papel desse agente como causador de diarréia em
leitdes novos € ainda dificil de ser avaliado, pois 0 mesmo pertence & microbiota normal
do intestino do leitdo e ja pode encontrado nesse local poucas horas ap6s 0 nascimento.
O diagnostico baseia-se na histopatologia através da deteccdo de grande quantidade de
bacilos Gram-positivos aderidos ao epitélio do intestino delgado, o isolamento de
moderada a grande quantidade de coldnias caracteristicas de CpA em anaerobiose e a
genotipagem do isolado, com o objetivo de detectar a toxina beta 2 em conjunto com a
toxina alfa. Apesar de todas esses etapas, 0 diagnostico apos a classificacdo fenotipica
do agente e a identificacdo das toxinas pela PCR ainda € impreciso, pois o fato de
detectar os genes codificadores das toxinas beta 2 e alfa ndo indica que estejam sendo
expressas (produzidas). Sendo assim, futuras pesquisas devem ser realizadas com o
objetivo de desenvolver técnicas de diagndstico capazes de detectar as toxinas
diretamente nas fezes. Os resultados obtidos no presente trabalho representam o
primeiro registro da ocorréncia desse agente em granjas localizadas no Estado do Rio
Grande do Sul.

Um resultado inesperado foi a auséncia de diagndéstico para colibacilose neonatal
nas amostras de fezes pesquisadas. Em todas as placas houve crescimento de col6nias
caracteristicas de E. coli, todavia em nenhuma delas houve crescimento de culturas
dentro do critério de positividade adotado (acima de 80% de colénias beta hemoliticas
nas placas). Alguns fatores poderiam ser suspeitados como causa desses resultados: nas
granjas, apesar do veterinario responsavel ter sido avisado previamente para que todos
os antimicrobianos fossem retirados das leitegadas a serem amostradas, poderia ter
havido falha no cumprimento da recomendacdo. Além disso, em todas as granjas

pesquisadas, as fémeas eram vacinadas no terco final da gestacdo para colibacilose
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neonatal. Resultados positivos para essa infeccdo sdo encontrados geralmente em
granjas que apresentam surtos de diarréia neonatal e caracterizam-se por alta
mortalidade até o terceiro dia de vida e o diagnostico laboratorial em surtos geralmente
revela cultura pura de E. coli beta hemoliticas em agar sangue. Esse cenario foi
diferente do encontrado no presente estudo, onde as granjas, apesar de apresentarem
casos de diarréia neonatal, apresentavam sinais clinicos esporadicos e de baixa
gravidade. Antes do inicio do presente trabalho foi realizado um experimento piloto
para avaliacdo da técnica, assim como dos critérios propostos no diagnéstico
laboratorial da E. coli. Em 2 granjas com surto de diarréia neonatal com alta
morbilidade e mortalidade, 18 amostras de fezes foram coletadas. Entre elas, 16
apresentaram crescimento puro de E. coli beta-hemolitica em placas de agar sangue. As
outras 2 amostras foram positivas apenas para rotavirus. Esse fato sugere a correcdo das
técnicas de diagnostico que foi utilizado e que a negatividade no exame para E. coli
realmente representou um resultado valido.

O primeiro registro de infeccdo pelo Clostridium difficile em suinos no Brasil foi
obtido no presente trabalho. Sete amostras das leitegadas caso e onze das leitegadas
controle foram positivas para as toxinas A e B do Clostridium difficile. Apesar de
recentemente esse agente ter sido descrito como um dos principais causadores de
diarréia em leitGes neonatos nos EUA, no presente trabalho ndo houve diferenca entre a
presenca de toxinas nas fezes e a diarréia. Tentou-se fazer uma correlagdo entre a
quantidade de toxinas detectadas e a presenca de diarréia através da analise dos valores
da absorbancia no teste de ELISA, e novamente ndo foi encontrado correlacao.
Especula-se que a infeccdo pelo C. difficile possa ter um carater subclinico, ou que outro
fator de viruléncia possa estar envolvido no desencadeamento da diarréia. Em humanos,
a diarréia causada pelo agente estd fortemente associada com antibioticoterapia prévia,
principalmente com derivados da penicilina, cefalosporinas e clindamicina. Em suinos,
essa relacdo ainda ndo foi comprovada.

Uma questdo importante que poderia explicar (pelo menos em parte) a falta de
associacao entre os agentes e a diarréia seria o fato de que todos os agentes pesquisados
no presente estudo, com excecdo do C. difficile, tém suas celulas alvo no intestino
delgado. Apesar de apresentaram diferentes mecanismos de patogenia, seja osmatico ou
por méa absorcdo, a consequéncia é uma excessiva presenca de liquido no Iimen do
intestino delgado. A diarréia caracterizada pela eliminacao de fezes liquidas s6 ocorre se

0 intestino grosso ndo conseguir absorver o excesso de fluidos produzidos no intestino
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delgado. Em resumo, muitas vezes o enteropatdgeno estd causando uma enterite e €
detectado nas amostras de fezes, mas ndo existem sinais clinicos de diarréia, o que
caracteriza uma infeccdo subclinica (assintomatica). Nesses casos, é de grande valia a
utilizacdo da histopatologia ou da imunohistoquimica para definir através do exame dos
tecidos potencialmente afetados a significacdo da presenca do agente nas fezes, o que
néo foi realizado no presente trabalho.

Um outro resultado a ser discutido é o fato de que apenas um baixo percentual
de amostras de fezes foi positivo para pelo menos um agente (29,34%). A hipdtese mais
provavel para explicar a origem da diarréia nos animais negativos seria a ocorréncia da
chamada “diarréia nutricional” (“ndo infecciosa”, “diarréia do leite”), relacionada
principalmente as alterac6es na morfologia e fisiologia do trato gastrintestinal. Sugere-
se que elas possam ser desencadeadas pela ingestdo insuficiente de colostro ou por
excessiva ingestdo de leite. Na préatica, acomete principalmente leitbes na primeira
semana de vida, tem prognoéstico bastante favoravel e geralmente é autolimitante. A
literatura sobre esse tipo de diarréia é bastante escassa e novos trabalhos sdo necessarios
para explicar mais claramente a sua significacdo no complexo das diarréias neonatais.
Outra hipotese para explicar a alta ocorréncia de diagndsticos negativos seria o fato de
que, no momento da coleta das fezes, a infeccdo pudesse estar ja na fase de resolucao,
com o animal ndo apresentando mais a diarréia, mas o agente ainda continuando a ser
excretado. No curso de algumas enfermidades (como coccidiose e criptosporidiose), o
desencadeamento da diarréia € dependente da quantidade do agente ingerido. Uma baixa
ingestdo de patdgenos, nesse caso, poderia gerar uma enterite, mas sem a presenca de
sinais clinicos de diarréia.

Fatores de risco como 0 manejo e ambiente inadequados, nutricdo deficiente e
baixo grau de imunidade do rebanho possibilitam que agentes que compde a microbiota
normal se tornem potencialmente patogénicos. A escolha do melhor método
diagnostico, a interpretacdo correta dos resultados e a deteccdo dos principais fatores de
risco ndo infecciosos em granjas que apresentam diarréias neonatais possibilitam ao
médico veterinario a adocdo de medidas efetivas na prevencdo e controle, além de
alertar para os reflexos em saude pablica, em virtude do potencial zoondtico de varios

destes patdgenos entéricos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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