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RESUMO

SALGADO, Carlos J. Locatelli, M.S. Universidade Federal de Vicosa,
Setembro de 2003. Producéo e avaliacdo de bacterina autégena
contra meningite estreptococcica em suinos. Orientador: José
Lucio dos Santos. Conselheiros: Walter Vieira Guimaraes e Paula
Dias Bevilacqua.

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de determinar
a eficacia de uma bacterina autégena na protecdo de suinos desafiados
com Streptococcus suis sorotipo 2 de alta viruléncia e testar vias e doses
de inoculacdo do agente. Foram realizados dois experimentos com 64
animais em cada experimento. No Experimento I, 32 animais foram
vacinados aos 21 e 45 dias de idade, através de injecdo intramuscular de
2 e 3 mL da bacterina, respectivamente. Os 32 animais restantes
constituiram o grupo controle ndo vacinado. Aos 60 dias de idade os 64
animais foram desafiados via intravenosa, na dosagem de 8,6 x 10° UFC.
No experimento Il, 64 animais foram divididos em dois grupos de 32
animais. Um grupo foi vacinado aos 25 (2 mL) e 50 (3 mL) dias de idade,
por via intramuscular, e o outro constituiu o grupo controle nao vacinado.
Os animais foram desafiados aos 88 dias de idade na dosagem de 7,2 x
10° UFC. Para efeito de desafio, os animais foram divididos em quatro
grupos: NVIP - 16 animais ndo vacinados e desafiados pela via
intraperitoneal; NVIV - 16 animais ndo vacinados e desafiados pela via
intravenosa; VIP — 16 animais vacinados e desafiados pela via
intraperitoneal; e VIV - 16 animais vacinados e desafiados pela via
intravenosa. No Experimento |, ndo foi possivel detectar diferenca
significativa na protecao, sinais clinicos e lesfes (p>0.05) entre 0s grupos
nao vacinado e vacinado. Sé foi possivel detectar diferenca significativa
no namero de animais com isolamento positivo do S. suis e ha média da
contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) de S. suis
(P<0.01). Os resultados observados no Experimento Il, foram: 1) os
grupos NVIV e VIV apresentaram protecdo, sinais clinicos e lesdes
similares (P>0.05), e o numero de animais com isolamento positivo do S.
suis e a média da contagem de colonias de S. suis foi mais elevada no

grupo NVIV (P<0.01), confirmando os resultados apresentados no
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Experimento I; e 2) os grupos NVIP e VIP apresentaram diferencas
significativas para protecdo, sinais clinicos, lesdes, numero de
isolamentos positivos e média da contagem bacteriana do agente
(P<0.01). O grupo NVIP apresentou 5/16 mortes e 11/16 sobreviventes
doentes, enquanto que o grupo VIP teve 14/16 sobreviventes sadios e
2/16 de sobreviventes doentes, ndo apresentando nenhuma morte. A
temperatura retal no grupo NVIP foi, em média, 0,5° C superior a do grupo
VIP (P<0.01). O escore médio dos sinais clinicos nos grupos NVIP e VIP
foi de 1,10+0,10 e 0,34+0,05, respectivamente, sendo mais elevado no
grupo ndo vacinado (P<0.05). O escore médio das lesdes também foi
mais elevado no grupo NVIP (0,89%£0,19) em relacdo ao grupo VIP
(0,20£0,08) (P<0.05). O isolamento do S. suis foi positivo em 9/16
animais do grupo NVIP, com meédia da contagem bacteriana de
295,25+91,62 UFC/mL, sendo que no grupo VIP ndo foi possivel isolar o
agente em qualquer dos animais. A protecdo da vacina para 0s animais
desafiados pela via intraperitoneal foi calculada em 87,5%. Portanto, a via
de desafio utilizada influenciou nos sinais clinicos, lesbes e isolamento
bacteriano dos animais vacinados e ndo vacinados. A via intravenosa nao
se mostrou adequada para esse tipo de experimento e a via
intraperitoneal apresentou aspectos favoraveis. Finalmente, a vacina
mostrou ser eficaz na prevencao da infeccdo pelo S. suis sorotipo 2 de
alta viruléncia, protegendo os animais com uma eficiéncia estimada de
87,5%.
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ABSTRACT

SALGADO, Carlos J. Locatelli, M.S. Universidade Federal de Vicosa,
September of 2003. Production and evaluation of autogenous
bacterin against streptococcal meningitis in swine. Adviser:
José Lucio dos Santos. Committee members: Walter Vieira
Guimaréaes and Paula Dias Bevilacqua.

The present work was developed with the objective to determine
the efficiency of an autogenous bacterin against Streptococcus suis
serotype 2 and to test route and inoculation doses. Two experiments were
accomplished with 64 animals in each experiment. In the Experiment I, 32
animals were vaccinated and 32 animals received placebo, being both
groups challenged at the 60 days of age. In the Experiment Il, the animals
were divided in four groups: NVIP - 16 animals not vaccinated and
challenged by the intraperitoneal route; VIP - 16 vaccinated animals and
challenged by the intraperitoneal route; NVIV - 16 animals not vaccinated
and challenged by the intravenous route; and VIV - 16 vaccinated animals
and challenged by the intravenous route. All the groups were challenged
at the 88 days of age. In the Experiment I, it was not possible to detect
significant difference in the protection, clinical signs and lesions (P>0.05)
among the groups not vaccinated and vaccinated. However, the isolation
of S. suis and the average of the bacterial count was higher (P <0.01) in
the group not vaccinated. The results observed in Experiment Il in the
groups NVIV and VIV presented protection, clinical signs and lesions
similar (P>0.05), and the number of animals with positive isolation of S.
suis and the average of the bacterial count was higher in the group NVIV
(P<0.05). The groups NVIP and VIP presented significant difference for
protection, clinical signs, lesions, number of positive isolations and
average of the bacterial agent count (P <0.01). The intravenous challenge
route was not appropriate for that experiment type and the intraperitoneal
route presented favorable aspects. The vaccine was efficient for
prevention of the infection with high virulent S. suis serotype 2, protecting

the animals with an efficiency of 87.5 percent.
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1. INTRODUCAO

A meningite estreptocécica dos suinos é uma doenca emergente
na suinocultura industrializada, sendo causada pelo Streptococcus suis,
produzindo quadros de septicemia, artrite e meningite nos animais
(ALEXANDER, 1992). A infeccdo pelo Streptococcus suis tem sido
considerada como uma das doencas de maior incidéncia na industria de
suinos, particularmente nos ultimos 10 anos (GOTTSCHALK E SEGURA,
2000).

A doenca apresenta maior incidéncia em rebanhos de producéo
intensiva com altas densidades de animais. Granjas com condi¢cdes
sanitarias inadequadas e doencas concomitantes apresentam maior taxa
de infeccdo (AMASS et al.,, 1997). As taxas de morbidade variam de
menos de 1% até mais de 50%, mas raramente sdo maiores que 5%
(WINDSOR, 1977).

Apesar da baixa morbidade, as perdas econOmicas devido ao
Streptococcus suis sdo muito expressivas, sendo estimadas em centenas
de milhdes de dodlares por ano (STAATS et al., 1997) e medidas
convencionais de controle, como a vacinagao, tem mostrado resultados
nao satisfatérios (BLOUIN et al., 1994). No Brasil, a doenca foi descrita
em todos os estados onde a suinocultura tecnificada tem importancia,
sendo responsavel por grandes perdas econdmicas devido a morte de
animais e gastos com medicacdo (SANTOS et al., 1999; DEL’ ARCO et
al., 2001).

Durante a Ultima década a industria suina em todo o mundo
direcionam seus esforcos para produzir rebanhos com minimo de
doencas. Para isso, tem lancado méao de varias técnicas como
antibioticoterapia, desmame precoce medicado e principalmente
vacinacdo. Dessa forma, vem conseguindo eliminar ou controlar algumas
das doencas (BLOUIN et al., 1994). Entretanto, essas técnicas estdo se
mostrando pouco eficazes no controle e eliminagcdo do Streptococcus
suis, que pode ser isolado da nasofaringe de diversos animais doentes ou
mesmo sadios (ROBERTSON & BLACKMORE, 1987).

Até o0 momento, o método mais efetivo de limitar as perdas



econfmicas é o tratamento de animais doentes com antimicrobianos
injetaveis e a prevencdo da doenca com uso de antibiéticos na racdo ou
agua, fornecidos em periodos de maior probabilidade de ocorréncia de
surtos. Em rebanhos grandes o controle da meningite pode ser dificil e
muito caro (AMASS et al., 1999). Os antibiéticos de eleicdo no caso de
surtos da doenca sao a penicilina ou amoxicilina. Entretanto, o0s
antibidticos estdo se tornando menos efetivos devido ao aumento da
resisténcia dos isolados de Streptococcus suis (AARESTRUP et al.,
1998a; AARESTRUP et al., 1998b; SANTOS et al., 1999; DEL’ ARCO,
2001) e seu uso € pouco aceito pelos consumidores devido aos residuos
dos antimicrobianos na carcaca, principalmente quando se visa
exportacdo da carne para paises europeus.

ALEXANDER (1992) sugere que o0 uso de vacinas inativadas
autdgenas podem apresentar resultados promissores. Muitas dificuldades
existem para que a vacinacdo seja efetiva. Uma delas é que muitos
rebanhos de suinos sado infectados com multiplos sorotipos de
Streptococcus suis e as bacterinas ndo produzem imunidade cruzada
entre a maioria dos sorotipos (SIMONSON et al., 1989). Nesses casos, a
vacina autégena tem vantagens sobre a comercial, pois 0s sorotipos
usados sdo os mesmos encontrados na propriedade.

Alguns fatores tém contribuido negativamente para se obter
seguranca na vacinagao contra a meningite estreptocécica, como a falta
de avaliacédo da interferéncia da imunidade materna no desenvolvimento
da imunidade do leitdo pos-desmama (AMASS et al., 1999), falta de
conhecimento exato sobre o mecanismo de protecdo imune da doenca,
método de desafio utilizado quase sempre intravenoso, 0 que nao
representa a forma original de desafio da doenca (TORREMORELL et al.,
1999), entre outros.

Em funcdo da importancia econémica da doenga no Brasil e no
mundo e da necessidade de uma vacina realmente eficiente contra o
Streptococcus suis para a industria suinicola, o presente trabalho foi
desenvolvido com o intuito de determinar a eficiéncia de uma bacterina
autdégena na protecao de leitdes desafiados com o Streptococcus suis

sorotipo 2 de alta viruléncia e avaliar a melhor via e dose de desafio do



Streptococcus suis sorotipo 2.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Historico

No inicio da década de 50 na Inglaterra e Holanda, foram
relatados pela primeira vez casos de septicemia estreptocécica causando
meningite e artrite em porcos e leitdes. Posteriormente, Moor (1963)
citados por GOTTSCHALK e SEGURA (2000), descreveu estreptococos
hemoliticos similares aos que foram isolados em septicemia em porcos na
Inglaterra e Holanda, classificando-os em 2 grupos Lancefild: S e R. Em
1975, WINDSOR e ELLIOTT, classificaram o0 organismo como
pertencente ao grupo D Lancefild e a identificacdo S e R foi substituida
por Streptococcus suis tipo | e Il, respectivamente. Somente em 1987, o
Streptococcus suis foi classificado como uma nova espécie por KLIPPER-
BALZ e SCHLEIFER (1987), mostrando que o agente era uma espécie
geneticamente homogénea e diferente dos demais membros do grupo
Lancefield D.

No Brasil, a doenca foi registrada por ZANUZZO e AVILA (1979),
em Santa Catarina, sem, no entanto, apresentar a caracterizagao
bioguimica e sorologica do Streptococcus suis. Varios trabalhos no Brasil
relatam o isolamento do Streptococcus suis em diversos locais do pais
(REIS et al., 1980; FARINHA et al.,, 1981; BARCELLOS et al., 1984;
GARCIA et al., 1988; BARCELLOS et al., 1995; GIMENEZ et al., 1997).
Porém, esses autores somente classificaram as amostras como
pertencentes aos sorotipos | e Il.

A infeccéo pelo Streptococcus suis € atualmente reconhecida em
todo o mundo onde existe suinocultura tecnificada, com casos registrados
nos Estados Unidos, Holanda, Inglaterra, Canada, Espanha, Australia,
Bélgica, Brasil, Dinamarca, Noruega, Finlandia, Alemanha, Irlanda, Japéo,
entre outros (GOTTSCHALK et al.,, 1993; KATAOCA et al., 1993;
MACLENNAN et al., 1996; STAATS et al.,, 1997; LUQUE et al., 1998;
SANTOS et al., 1999; WISSELINK et al., 2000).



2.2. Etiologia

O Streptococcus suis é uma bactéria gram positiva anaerébica
facultativa, que produz O ou [0 hemodlise em Agar sangue de carneiro ou
cavalo, respectivamente. O organismo € um cocobacilo e ocorre sozinho,
em pares ou raramente em cadeias curtas (STAATS et al.,, 1997). A
identificacdo de isolados do Streptococcus suis € possivel com um
minimo de testes bioquimicos, especialmente quando sao originarios de
suinos doentes (GOTTSCHALK e SEGURA, 2000), mas é recomendado
gue se faca a sorotipagem da amostra para confirmacao (DEL’ ARCO,
2001).

Baseado nos antigenos polissacarideos capsulares, o agente é
classificado em 35 sorotipos diferentes, do 1 ao 34 e 0 %2 (GOTTSCHALK
e SEGURA, 2000). Alguns isolados reagem com mais de um antisoro,
como 0 sorotipo ¥ e o sorotipo 1 e 14, causando certa confusdo. Neste
ultimo caso, alguns isolados pertencentes ao sorotipo 1 poderdo reagir
também com o antisoro do sorotipo 14 (GOTSTSCHALK et al., 1989).

O sorotipo 2 € considerado 0 mais virulento e mais
frequentemente associado a casos clinicos da doenca. Entretanto, em
determinadas circunstancias algumas amostras de outros sorotipos
podem se tornar altamente virulentas, como ocorrido com o sorotipo 14 na
Inglaterra (HEATH et al., 1996) e o sorotipo %2 e 5 no Canada
(GOTTSCHALK e SEGURA, 2000). Outros sorotipos também séo
associados a doenca em varios paises, com os sorotipos 2, 1, 3, 4,5, 8,
17, 19 e 21 no Canada (GOTTSCHALK et al., 1993) e %2, 3, 4, 7, 8 e 14
na Inglaterra (MACLENNAN et al., 1996).

No Brasil, SANTOS et al., (1999) descrevem pela primeira vez a
distribuicdo dos sorotipos dessa bactéria em suinos clinicamente doentes,
mostrando que o sorotipo 2 € o mais prevalente com 62,7% dos isolados,
seguido pelo sorotipo 1, com 7,5%.

Diferencas de viruléncia entre e dentro dos sorotipos de
Streptococcus suis sado encontradas, sendo que nem todo sorotipo e nem

toda amostra de um sorotipo pode vir a causar doenca. Algumas



amostras do sorotipo 2 do Streptococcus suis podem ser isoladas de

animais sem nenhum sinal clinico da doenca (STAATS et al., 1997).

2.3. Epidemiologia

O habitat natural do Streptococcus suis é o trato respiratério
superior, particularmente as tonsilas e a cavidade nasal, podendo também
ser encontrado no trato genital e digestivo de suinos. O agente é
comumente associado a meningite, entretanto, outras patologias tém sido
descritas como artrites, endocardites, pneumonia e septicemia com
posterior morte (HIGGINS e GOTTSCHALK, 1999).

As taxas de morbidade variam de menos de 1% até mais de 50%,
mas raramente sdo maiores que 5% (WINDSOR, 1977). Altas taxas de
infeccdo sdo atribuidas a condicdes de baixa higiene e, ou doencas
concorrentes (HEARD, 1991). Quando estabelecidas medidas
apropriadas de tratamento, a letalidade é usualmente baixa (0-5%)
(WINDSOR, 1977). Sem tratamento a letalidade pode atingir niveis
superiores a 20% (GUISE et al., 1985).

Os suinos sdo mais intensamente afetados pelo Streptococcus suis
sorotipo 2 entre 4 a 12 semanas de idade (REAMS et al., 1993). A doenga
tem picos geralmente apés a desmama (por volta de seis semanas de
idade) ou quando ocorre a mistura de animais. Suinos de todas as idades
podem ser afetados, mas a susceptibilidade diminui com o aumento da
idade ap6s a desmama (LAMONT et al., 1980). Entretanto, DEL’ ARCO
(2001), analisando amostras isoladas em diversos locais no Brasil,
observou que a maior ocorréncia de casos clinicos acontece dos 50 aos
90 dias de idade e atribuiram a discordancia dos seus resultados com o0s
dados da literatura a grande quantidade de medicacdes preventivas
realizadas nas granjas no Brasil ap6s a desmama, com o objetivo de
controlar surtos de outras doencas.

A introducdo do agente em rebanhos livres ocorre geralmente
através de animais portadores assintomaticos, na maioria das vezes
animais do rebanho reprodutivo (AMASS et al., 1997). Doencas virais ou

bacterianas concomitantes, ventilacdo deficiente ou qualquer situacdo de



estresse para o animal podem predispor 0s suinos a apresentarem a
infeccéo pelo S.suis sorotipo 2 (SANFORD, 1989).

Os leitdes se contaminam no momento, por via oro-nasal, a partir
da propria mée. A bactéria se localizara no trato respiratorio superior dos
leitbes e também nas tonsilas, podendo contaminar outros animais.
Alguns desses animais serao portadores sadios e nunca desenvolverao a
doenca clinica, outros, posteriormente, irdo desenvolver bacteremia,
alguns septicemia e, finalmente, meningite. Em rebanhos infectados pelo
Streptococcus suis, grande propor¢cdo dos animais pode apresentar
infeccdo subclinica e nunca apresentar os sinais clinicos (GOTTSCHALK
e SEGURA,2000), sendo que o0 mecanismo exato responsavel pelo
desencadeamento da doenca ainda ndo € conhecido.

2.4. Fatores de viruléncia

Os fatores que conferem viruléncia ao Streptococcus suis tipo 2
ndo sao totalmente conhecidos, mas sabe-se que a viruléncia de
determinadas amostras esta relacionada a proteinas como o fator
extracelular (EF), muraminidase release proteina (MRP) e suilisina
(GOTSCHALK e SEGURA, 2000).

Existe uma grande confusdo na descricdo dos fatores de
viruléncia do Streptococcus suis. Entretanto, GOTTSCHALK e SEGURA
(2000) mostram que existem amostras virulentas e avirulentas do
Streptococcus suis sorotipo 2.

HIGGINS e GOTSCHALK (1999) concluiram que diferentes
amostras de Streptococcus suis tém diferentes combinacdes de fatores
de viruléncia e que amostras de Streptococcus suis sdo capazes de se
manter no organismo do hospedeiro devido a resisténcia a fagocitose e
também pela capacidade do agente de promover a lise dos fagdcitos.

Os fatores de viruléncia demonstrados no Streptococcus suis sao:
fimbria (JAQUES et al., 1990), hemaglutininas (GOTTSCHALK et al.,
1990), material capsular (ELLIOTT e TAI, 1978; QUESSY et al., 1994a) ,
parede celular e proteinas externas (VECHT et al., 1996) e hemolisina
(GOTTSCHALK et al., 1995).



2.4.1. Adesinas e Polissacarideos capsulares

Em varias espécies de bactérias, a fimbria e a hemaglutinina séo
responsaveis pela adeséo da bactéria, sendo que essas adesinas podem
ser essenciais no estabelecimento da infeccéo. Apesar disso, acredita-se
que existam outros fatores ligados a adesdo do Streptococcus suis aos
tecidos do hospedeiro (HAATAJA et al, 1993).

As adesinas sdo proteinas de ligacdo presentes na capsula do
Streptococcus suis. Essas proteinas podem participar no processo de
estabelecimento da infeccdo, sendo que algumas amostras possuem
maior capacidade de aderéncia as células no momento da colonizacdo e
posterior adesdo aos tecidos. Entretanto, amostras avirulentas também
podem possuir essas adesinas (HIGGINS e GOTTSCHALK, 1999).

O material capsular € um importante fator de viruléncia conferindo
resisténcia a fagocitose da bactéria. No entanto, ainda ndo foram
identificados bons fatores de viruléncia na capsula do S. suis (HIGGINS e
GOTTSCHALK, 1999). Os polissacarideos capsulares do Streptococcus
suis sorotipo 2 sdo constituidos de 5 agucares, incluindo o &cido sialico,
sendo este considerado 0 mais importante por inibir a via alternativa do
complemento, proporcionado resisténcia a fagocitose. A auséncia da
capsula em amostras mutantes causa o aumento da hidrofobicidade e da
fagocitose do agente por fagoécitos de ratos e suinos. Adicionalmente
mutantes ndo capsulados se mostraram avirulentos em ratos e suinos
(CHARLAND, et al., 1996). Entretanto, muitas amostras avirulentas do
agente sao encapsuladas, indicando, provavelmente, que existam outros
importantes fatores de viruléncia. Para reforcar essa hipétese,
CHARLAND, et al. (1996) demonstraram que amostras virulentas e
avirulentas do Streptococcus suis sorotipo 2 possuem a capsula com
tamanho similar e com a mesma concentracdo de acido sialico.

GOTTSCHALK e SEGURA (2000) concluiram que a resisténcia a
eliminacdo do agente no sangue nao é determinada somente pela
presenca dos lipopolissacarideos capsulares, pois amostras avirulentas
com capsula completa sdo eliminadas da circulacdo em menos de 48
horas, enquanto que amostras com a mesma capsula, sé que virulentas,

permanecem por mais de 5 dias.



Anticorpos contra 0 material capsular protegem apenas
parcialmente contra a infeccdo (CHARLAND et al.,, 1997) e animais
convalescentes e protegidos mostram baixo titulo de anticorpos contra o
material capsular (GOTTSCHALK e SEGURA, 2000).

2.4.2. Proteinas externas: MRP (Muramidase Release Protein) e EF
(Extracellular Factor)

Proteinas extracelulares tém sido descritas como fatores de
viruléncia do Streptococcus suis. SMITH et al. (1997) marcaram dois
fatores de viruléncia: “Muramidase release protein” (MRP) e “extracellular
factor” (EF).

Nem todas amostras virulentas de Streptococcus suis possuem
esses fatores, indicando que provavelmente existem outros fatores
responsavel pela viruléncia (VECHT et al, 1996). SMITH et al. (1997)
sugerem que a viruléncia do Streptococcus suis € um processo
multifatorial e que funcbes especificas podem ser cumpridas por fatores
alternativos. Eles também sugerem que a sintese dessas proteinas pode
ser somente coincidentemente associada a viruléncia do que ser o fator
determinante por si.

Entretanto, a associacdo da MRP e EF com a viruléncia é
observada em amostras isoladas em certos paises, mas ndo em outros.
Certamente existe associacdo entre essas proteinas (principalmente o
EF) e a viruléncia, e um grande numero de isolados virulentos possuem
esses fatores. Porém, a auséncia de uma ou ambas as proteinas ndo
necessariamente esta relacionada com a perda da viruléncia
(GOTTSCHALK e SEGURA, 2000).

2.4.3. Hemolisina (Suilisina)

A hemolisina, conhecida como suilisina, tem sido associada a
algumas amostras virulentas do sorotipo 2. Essa proteina € uma toxina
sabidamente antigénica e que se liga ao colesterol. Tem como
mecanismo de acao a formacéo de poros transmembranas, causando a
morte das células (GOTTSCHALK et al., 1995).

Essa hemolisina ndo é produzida por todas as amostras virulentas

de Streptococcus suis, indicando ndo ser essencial para o



desencadeamento da doenca (JACOBS et al, 1996). Similarmente ao que
ocorre com a MRP e EF, muitas amostras européias sao suilisina
positivas e as amostras norte americanas produzem variavelmente essa
toxina (GOTTSCHALK e SEGURA, 2000).

GOTTSCHALK e SEGURA (2000) relatam que a suilisina possui
um certo papel na patogenia da infeccao, visto que essa toxina pode estar
associada a amostras de Streptococcus suis sorotipo 2 de alta viruléncia
e que até aquele momento ndo encontraram amostras avirulentas do

agente que produzem a suilisina.

2.5. Patogenia

O mecanismo pelo qual a bactéria é disseminada pelo corpo do
animal ndo é bem conhecido. A bactéria pode se espalhar sistemicamente
a partir da nasofaringe, resultando esporadicamente em septicemia e
morte (WINDSOR, 1977).

A patogenia da infeccdo é influenciada pelo estado de imunidade
do hospedeiro, fatores ambientais e viruléncia da amostra (HIGGINS e
GOTTSCHALK, 1999).

A maioria dos estudos da patogenia é voltada para o sorotipo 2 ou
para a meningite. O caminho mais provavel percorrido pela bactéria seria
através da entrada na corrente sanguinea pelas tonsilas, onde
possivelmente € o maior sitio de replicacdo e, desse local, via vasos
linfaticos ou pela corrente sanguinea eferente, é levada a varios locais do
corpo (WILLIAMS, 1990).

Pesquisadores sugerem que a meningite causada pelo
Streptococcus suis tem origem em amostras virulentas que séo
fagocitadas, sobrevivem em mononucleares e ligadas a mondcitos séo
transportadas até o sistema nervoso central, articulacdes ou cavidades
serosas (conhecida como “teoria cavalo de tréia”), sendo descrita por
WILLIANS e BLACKMORE (1990). Entretanto, outros mecanismos de
disseminacdo da bactéria existem, pois apenas uma pequena parte das
bactérias permanece fagocitada por mondcitos, sendo outra parte
carreada por macréfagos e a maioria se mantém livre na corrente
sanguinea (HIGGINS e GOTTSCHALK, 1999).



A meningite causada pelo Streptococcus suis € sempre precedida
de fase de bacteremia (CHARLAND et al, 2000). WILLIAMS (1990)
descreve que, nos casos de meningite, ha evidéncias de que o agente é
fagocitado por mondcitos na corrente sanguinea apés sair das tonsilas,
sendo carreado até o liquido cefalorraquidiano, via plexo coroide,
enguanto as amostras ndo virulentas sdo destruidas pela fagocitose. Isso
estimula a producdo de citocinas pelos monécitos e macrofagos,
ocorrendo um processo inflamatorio intenso nas meninges, podendo levar
a acumulo de material purulento no local. O aumento de volume do liquido
cefalorraquidiano, que ocorre nos casos de meningite, causa aumento da
pressao intracraniana, levando a possiveis danos em neurbnios, o que
gera os sinais clinicos nervosos da doenca.

Histologicamente, tem sido descrito a necrose de parede de vasos
e algumas oclusbes do lumen, mostrando a invasdo de células
inflamatdrias nas meninges (SANFORT, 1987).

O sistema imune pode ter um papel importante na patogenia da
doenca. Considerando-se a teoria “operacdo cavalo de tréia”, citocinas
produzidas por fagdcitos ativados sdo capazes de interagir com o
Streptococcus suis, aumentando a sua fagocitose, desempenhando papel
de carrear mais agentes até o SNC, agravando os quadros de meningite.
No caso, a migracao de leucécitos através da barreira hematoencefélica
“abriria portas” para a entrada de mais bactérias no SNC (GOTTSCHALK
e SEGURA, 2000).

GOTTSCHALK et al. (1991) estudaram a aderéncia de amostras de
Streptococcus suis na cavidade nasal, pulméo e cérebro. Demonstraram,
através de micrografias eletrbnicas, que as amostras presentes no trato
respiratorio superior possuem menor capacidade de adesdo que as
encontradas no cérebro e estas, por sua vez, possuem menor capacidade

de adeséo do que as encontradas no pulmao.

2.6. Sinais clinicos e lesdes
Os principais sinais clinicos descritos em casos agudos da
doenca sédo depressao, febre, anorexia, artrite e sinais nervosos que

incluem ataxia, tremores, pedalagem, paralisia, opstotomus, nistagmo e
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convulsdes. Suinos com infeccdo aguda ou super-aguda podem morrer
sem apresentar sinais clinicos evidentes, embora isso ndo seja comum de
ocorrer (WINDSOR, 1977; SANFORD, 1989; VECHT et al., 1996).

A doenca aguda pode se tornar crdnica, levando o animal a morte
ou a se tornar portador sadio. Na doenca crbnica, pode estar presente
artrite e, ou sintomas nervosos residuais (REAMS et al., 1996).

As lesbes macroscOpicas mais comuns sao congestdo das
meninges, sendo que evidéncias de encefalite, edema e congestdo do
cérebro podem estar presentes (WINDSOR, 1977). No caso de
poliartrites, as articulagdes carpais e tarsais sdao as mais comumente
envolvidas (WINDSOR e ELLIOTT, 1975). Nas cavidades toracica e
abdominal, depodsitos de fibrina e aumento de liquido podem estar
presentes. Em alguns casos, podem ser encontradas lesbes cardiacas,
como: pericardite fibrinopurulenta e, ou endocardite vegetativa valvular
(SANFORD, 1987). Lesdes pulmonares sdo comumente associadas a
infeccdes pelo Streptococcus suis, mas o tipo de pneumonia causada
pode variar de caso para caso. Algumas vezes € comum observar casos
de consolidacdo pulmonar (REAMS et al., 1995).

A lesdo histopatoldgica mais caracteristica de meningite aguda
pelo Streptococcus suis é um infiltrado difuso de neutrofilos. Outros
achados histopatoldgicos incluem fibrina, edema e infiltrado celular nas
meninges e plexo coréide (SANFORD e ROSENDAL, 1984).

Alguns autores atribuiram escores aos sinais clinicos e lesdes
encontradas nos animais, a fim de avaliar e comparar a gravidade dos
quadros clinicos e patoldgicos entre os grupos experimentais (BLECHA et
al., 1995; JACOBS et al., 1996; AMASS et al., 1999).

BLECHA et al. (1995) avaliaram os sinais clinicos com escores
de 0 a 3 (normal a severo) para dispnéia, descarga nasal, depressao, e
sinais nervosos; e 0 a 4 (nenhum membro afetado a quatro membros
afetados) para artrite. Os escores atribuidos as lesdes de necropsia foram
de 0 a 2 (normal a severo) para meningite, pleurite, pericardite e
peritonite; e de 0 a 4 (nenhum membro afetado a quatro membros
afetados) para artrite. A temperatura retal era medida diariamente, sem

serem atribuidos escores.
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2.7. |dentificacdo do agente

A identificacdo da bactéria como agente etioldgico geralmente é
feita em laboratério pelo seu isolamento de animais clinicamente doentes.
O crescimento do S. suis geralmente é feito em Agar sangue de carneiro,
onde sdo observadas pequenas coldnias esverdeadas ou transparentes e
levemente mucodides. Os testes bioquimicos e o0s resultados mais
esperados para caracterizar o agente sao: catalase negativo, Voges-
Proskauer negativo, amilase positivo e ndo crescimento em meio com
6,5% de NaCl (VECHT et al., 1996; AMASS et al., 1997). Entretanto, os
parametros bioquimicos devem ser usados como uma complementacao
dos testes soroldgicos, pois estes ndo sao critérios satisfatérios para a
identificacéo clara dos isolados (DEL’ARCO, 2001).

Os isolados de Streptococcus suis sao sorotipados com base nos
seus polissacarideos capsulares, usando 1 ou mais dentre os métodos
seguintes: aglutinacdo em lamina, imunodifusdo, imunoprecipitacdo e
coaglutinacdo (GOTTSCHALK et al.,, 1989; PAYVANDI et al.,, 1989;
AMASS et al., 1997; STAATS et al., 1997). A coaglutinacéo é o teste mais
usado mundialmente. Nesse teste, 0 antisoro para Streptococcus suis
reage com a proteina A do Staphylococcus aureus e € misturado com o
isolado a ser identificado. A reacdo positiva € caracterizada pela formacao
distinta de grandes agregados (GOTTSCHALK et al., 1993).

O teste de coaglutinacdo foi descrito por CHISTENSEN et al.
(1973), sendo utilizado para a sorotipificacdo de amostras de
Streptococcus suis, podendo ser usado como descrito pelo autor ou com
algumas modificacbes (PAYVANDI et al., 1989; GOTTSCHALK et al.,
1993). Por ser facil e rapidamente realizado, a coaglutinacdo tem sido o
teste escolhido pela maioria dos autores para a identificagdo do
Streptococcus suis (PAYVANDI et al., 1989; GOTTSCHALK et al., 1993;
AMASS et al., 1997; HIGGINS & GOTTSCHALK, 1999; SANTOS et al.,
1999; SANTOS et al., 2000).

Existem outros métodos de diagnosticos propostos para
identificacdo da doencga, como a imunohistoquimica, imunofluorescéncia

indireta e peroxidase anti-peroxidase (BOYLE et al., 2000). Testes de
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ELISA também tém sido desenvolvidos para a identificacdo do agente e
de rebanhos infectados (BLOUIN et al., 1994; KATAOKA et al., 1996).
Recentemente, a técnica de Reagdo de Polimerase em Cadeia (PCR)
comecou a ser testado para identificacdo do Streptococcus suis,
demonstrando alta sensibilidade e especificidade (WISSELINK et al.,
1999).

2.8. Tratamento e prevencao

O tratamento de escolha para animais clinicamente doentes é
penicilina ou ampicilina injetaveis. Entretanto, é importante ressaltar que
animais com sinais clinicos avancados da doenca dificilmente se
recuperam (SANFORD e ROSS, 1986). Casos de resisténcia a penicilinas
tém sido descritos na literatura desde 1980 e, por isso, torna-se
importante a realizacdo de um antibiograma na escolha da droga (DEE et
al., 1993). Relatos de resisténcia do Streptococcus suis a diversos
agentes antimicrobianos foram descritos por WASTENSON et al. (1994),
AARESTRUP et al. (1998a), AARESTRUP et al. (1998b) e DEL’ ARCO
(2001).

O uso de medicacao estratégica na agua ou ragao, em periodos
de maior probabilidade de ocorréncia de surtos, € o mais indicado para a
prevencdo da doenca em rebanhos (SANFORD e HIGGINS, 1999). O
aparecimento de casos clinicos da doenca pode ser minimizado
mantendo ventilacgdo adequada, evitando mistura de animais e
movimentagao excessiva, ou qualquer outro fator que cause estresse
(HEARD, 1991).

2.9. Imunidade e desenvolvimento de vacinas

Até o momento, a maioria das vacinas utilizada para proteger
contra a infeccdo pelo Streptococcus suis sdo bacterinas autégenas e os
resultados tém sido inconsistentes. As razdes exatas que levam a falhas
na vacinacdo nao sao conhecidas (HIGGINS & GOTTSCHALK, 1999).
Vérios estudos tém sido realizados com o objetivo de estabelecer quais
mecanismos imunoldgicos (celulares e humorais) estéo relacionados com

a protecdo contra infeccdo pelo Streptococcus suis, mas ainda nao se
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conseguiu uma resposta satisfatoria (HOLT et al., 1989; STAATS et al.,
1997; BUSQUE et al., 1997).

Alguns fatores tém contribuido negativamente para que as vacinas
contra a meningite estreptocdcica nao sejam totalmente eficientes, como
a falta de avaliacdo da interferéncia da imunidade materna no
desenvolvimento da imunidade do leitdo pds-desmama (AMASS et al.,
1999), falta de conhecimento exato sobre o mecanismo de protecao
imune da doenca, método de desafio utilizado quase sempre intravenoso,
0 que nao representa a forma natural de desafio da doenca
(TORREMORELL et al., 1999), falta de conhecimento sobre os fatores de
viruléncia e variagdo da viruléncia ndo somente entre sorotipos, mas
também entre amostras do mesmo sorotipo (VETCH et al., 1992).

Foi demonstrado que imunidade protetora passiva pode ser
transferida para um suino através de soro hiperimune (ALEXANDER,
1992). Estudos de protecdo passiva indicam que soro de suinos
hiperimunizados intravenosamente com bactérias inteiras inativadas pelo
formol protegem camundongos e suinos contra desafios homélogos
(HOLT et al., 1990).

ANDRESEN e TEGTMEIER (2001) demonstraram a transmissao
passiva de imunidade, inclusive com bons resultados de protecao através
de injecdo de soro hiperimune em leitbes um dia antes de serem
desafiados com 10 UFC de Streptococcus suis sorotipo 2 de alta
viruléncia. O soro hiperimune foi obtido de cavalo inoculado com
polissacarideos capsulares purificados, destacando a importancia do
material capsular na protecdo contra a infecgdo. WISSELINK et al. (2002)
também demonstraram que o material capsular (CPS) pode ter funcéo
muito importante em relacdo a completa protecdo imunologica em
desafios homologos, pois animais vacinados com amostras mutantes sem
capsula s6 conseguiram apresentar protecdo parcial. Entretanto, animais
vacinados com amostras capsuladas apresentaram protecéo total. O perfil
e o titulo de anticorpos nos dois casos eram muito similares, sé diferindo
em relacdo a presenca de anticorpos para 0 material capsular nos

animais vacinados com amostra capsulada.
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A vacinacdo com bactérias inativadas demonstrou resultados
diversos a campo, sendo que os melhores resultados foram obtidos
usando vacinas inativadas autégenas (ALEXANDER, 1992). Este achado
comprova que proteinas de uma determinada amostra produzem melhor
protecdo contra desafios homologos (QUESSY et al., 1994b).

AMASS et al. (1999) relatam que ndo ocorre protecdo em suinos
quando usada vacina autdgena em dose intramuscular Unica em leitdes
com 4 dias de idade. Neste trabalho, os autores citam que somente uma
dose da vacina pode nao ser suficiente, para gerar uma imunidade
protetora contra desafios de Streptococcus suis e que a primeira dose da
vacina deve ser administrada com no minimo 3 ou 4 semanas de idade.

QUESSY et al. (1994b) observaram que fracBes protéicas da
bactéria podem gerar prote¢cdo contra infeccdo e que existem
determinadas fracBes protéicas que sdo mais imunogénicas do que
outras.

Vacinas que utilizam amostras avirulentas de Streptococcus suis
tipo 2 tém sido testadas e alguns trabalhos tém mostrado que produz boa
protecdo em suinos desafiados experimentalmente, sendo capazes de
melhor estimular a imunidade humoral e também a celular do hospedeiro,
devido a caracteristica do agente de sobreviver em leucdcitos durante um
periodo de tempo (QUESSY et al., 1994c; BUSQUE et al.,, 1997).
Entretanto, a seguranca da vacina é questionada para uso a campo, pois
ndo se sabe a capacidade da amostra reverter a viruléncia (HIGGINS &
GOTTSCHALK, 1999).

Vacinas usando fatores de viruléncia purificados do agente (MRP
e EF) proporcionaram protecao parcial (84%) contra desafios com
bactérias altamente virulentas MRP+ e EF+. Entretanto, foi constatado
que bacterinas autégenas proporcionaram protecdo maior (88,8%) do que
vacinas purificadas (WISSELINK et al., 2001).

Anticorpos contra a suilisina tém oferecido protecdo em ratos e
porcos contra a infecgcdo por amostras virulentas de Streptococcus suis
sorotipo 2 em modelos experimentais (JACOBS et al., 1994; JACOBS et
al., 1996). JACOBS et al. (1996) concluiram que a neutralizacao desse

fator de viruléncia provavelmente é suficiente para proteger 0s suinos
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contra desafios experimentais de Streptococcus suis. No entanto, varias
amostras virulentas de Streptococcus suis sorotipo 2 ndo produzem a
suilisina (GOTTSCHALK e SEGURA, 2000).

WISSELINK et al. (2002) testaram trés tipos de vacinas e
demonstraram que bacterinas contendo amostra totalmente encapsulada
de Streptococcus suis sorotipo 2 protegem totalmente leitbes contra a
doenca e mortes depois de desafio com amostra homéloga. Bactérias
mutantes nao encapsuladas conferiram protecdo completa contra
letalidade, mas somente protecao parcial contra morbidade. Vacina viva
utilizando amostras mutantes nao capsuladas conferiram apenas protecao
parcial contra morbidade e mortalidade.

Em relacdo aos adjuvantes utilizados na composicdo das
vacinas, WISSELINK et al. (2001) concluiram que o adjuvante oleoso
(emulsdo agua-6leo) ocasionou uma prote¢cdo maior que o adjuvante
hidréxido de aluminio. Observaram ainda que o titulo de anticorpos nos
animais onde foi utilizado a vacina com o adjuvante oleoso foi 68%
superior ao hidroxido de aluminio.

Possiveis explicacbes para as falhas das vacinas foram
levantadas por varios autores, como a destruicdo de antigenos protetores
ou perda da antigenicidade da bactéria causada pelo aguecimento ou
processamento pelo formol (HOLT et al., 1990), fraca imunogenicidade da
capsula bacteriana (SEPULVEDA et al., 1996), producéo de anticorpos
contra antigenos nao ligados a viruléncia do agente (HOLT et al., 1989),
auséncia de algumas amostras ou sorotipos envolvidos no processo
patolégico (REAMS et al., 1996) e o grande numero de sorotipos
virulentos encontrados (VETCH et al., 1992). Outros fatores podem estar
envolvidos na resposta imune inadequada contra o Streptococcus suis,
como idade, status imunoldgico do animal, contato com animais
portadores, diferentes sorotipos de Streptococcus suis na preparacédo da
vacina e via de desafio utilizada nos experimentos (BLOUIN et al., 1994;
TORREMORELL et al., 1999). HIGGINS & GOTTSCHALK (1999) relatam
que até aquele momento ndo se sabe quais as possiveis causas que

geram as falhas de imunidade protetora nos animais.
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2.10. Desafio

O método de desafio mais descrito na literatura é a inoculacéo de
culturas de Streptococcus suis por via intravenosa. Varios autores tém
utilizado essa via em seus experimentos para testar vacinas, imunidade
ou patogenia (CLIFTON-HADLEY et al., 1984; KATAOCA et al., 1991,
BLECHA et al., 1995; JACOBS et al.,, 1996; BUSQUE et al., 1997;
AMASS et al.,, 1999; WISSELINK et al., 2002). Outras vias também
utilizadas para desafio foram injecdo nasal (VECHT et al., 1989;
TORREMORELL et al., 1999), nebulizacdo de aerossois (MADSEN et al.,
2001b), contato direto e indireto com animais doentes (BERTHELOT-
HERAULT et al., 2001), via intraperitoneal em leitbes (TORREMORELL e
PIJOAN, 1996), via intraperitoneal em camundongos (BLOUIN et al.,
1994) e a subcutdanea (ANDRESEN e TEGTMEIER, 2001). Entretanto,
esses autores citam que a utilizacdo de injecdo nasal, aerossois ou
contato direto e indireto com animais doentes, ndo houve reproducdo da
doenca em todos os animais desafiados, apresentando baixa taxa de
morbidade.

BERTHELOT-HERAULT et al (2001) obtiveram sucesso na
transmissédo aérea do Streptococcus suis sorotipo 2 em leitdes, sendo que
a transmissdo foi mais significativa quando foi utilizada amostras mais
virulentas. Através de contato indireto e utilizando amostras de alta
viruléncia, apenas dois animais de um grupo de oito apresentaram sinais
clinicos e lesbes similares aos observados nos rebanhos. Conseguiram
ainda, isolar o agente das tonsilas de todos os susceptiveis e induziram a
producdo de anticorpos em todos os animais, confirmando a transmissao
aérea do agente. Todos 0s oito animais se tornaram portadores
assintomaticos, confirmado pelo isolamento do agente nas tonsilas e
presenca de anticorpos.

Em trabalhos realizados por MADSEN et al. (2001b) com a
transmissdo aerdgena do Streptococcus suis, através de nebulizacdo de
aerossoOis mais acido acético a 5%, nove de um total de doze animais
expostos e se tornaram portadores do agente, mas apenas trés que
receberam corticoide cinco dias apdés o desafio apresentaram sinais

clinicos e lesdes compativeis com a doenca. A aplicacdo de corticoides,
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segundo os autores, causa uma imunodepressao semelhante a causada
pelo estresse nos animais na granja.

ANDRESEN e TEGTMEIER (2001) desafiaram leitbes pela via
subcutanea, com dosagem de 1 x 10 UFC e 6 x 10* UFC. Sete entre
oito animais desafiados apresentaram sinais graves da doenca, sendo
gue apenas um animal apresentou sinais nervosos classicos. Um animal
desafiado com 6 x 10 UFC ndo apresentou nenhum sinal clinico da
doenca, tornando-se portador sadio do agente.

A maioria dos autores que tentou a via intravenosa, utilizou a
dosagem de 2 x 10° a 4 x 10° UFC, conseguindo reproduzir bem a doenca
(BLECHA et al., 1995; JACOBS et al.,, 1996; AMASS, et al. 1999).
KATAOCA et al. (1991) conseguiram reproduzir a doenca em todos 0s
animais inoculados nao vacinados, com uma dose intravenosa de 0,68 x
10 e de 1,78 x 10' UFC. Em seu trabalho de avaliacdo de vacinas,
WISSELINK et al (2002) desafiaram leitbes SPF (“specified pathogen-
free”) de nove semanas de idade com 1 x 10’ UFC/animal, por via
intravenosa, conseguindo reproduzir a doenca em todos 0s animais nao
vacinados (100% morbidade), sendo que no grupo de cinco animais

quatro apresentaram sinais nervosos classicos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Instalagdes e alimentagéo

O experimento foi realizado no Departamento de Veterinaria
(DVT) da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Os animais foram
alojados em um galpao de alvenaria coberto com telhas de amianto e pé
direito de 3,0 metros. Foram distribuidos em quatro baias com 4 x 5
metros cada, piso de cimento, cocho de alvenaria e paredes com 80 cm
de altura. Os bebedouros eram do tipo pendular, sendo instalados 2 por
baia.

Antes da entrada dos animais nas baias, estas foram lavadas
com bomba de alta pressdo e detergente e desinfetadas com

glutaraldeido na concentracdo de 300 ppm.
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Os animais foram alimentados ad libitum com a mesma dieta que
seria utilizada na granja de origem até cinco dias antes da idade prevista
para o desafio. A partir dessa idade foram alimentados com racdo sem
nenhum tipo de antibiético ou promotor de crescimento que pudesse
interferir no desenvolvimento do Streptococcus suis nos animais

inoculados.

3.2. Animais

Para cada um dos experimentos, | e Il, foram adquiridos sessenta
e quatro animais de um unico rebanho classificado como GRSC (granja
de suinos certificadas), sendo os animais livres de doengas graves
(tuberculose, aujeszky, pneumonia enzodtica, brucelose, peste suina
classica, leptospirose e rinite atréfica progressiva) e do Streptococcus suis
sorotipo 2.

Nos dois experimentos os animais foram desmamados na granja
de origem com vinte dias de idade e aproximadamente seis quilogramas.
Apds a desmama, foram levados ao DVT e alojados nas baias acima

citadas, sendo separados de acordo com o grupo experimental.

3.3. Delineamento experimental
3.3.1. Experimento |

Sessenta e quatro animais foram distribuidos em dois grupos: 1)
trinta e dois animais controle, ndo vacinados e desafiados com amostra
MVLG-789 (Grupo NV); 2) trinta e dois animais vacinados e desafiados
com amostra MVLG-789 (Grupo V). Ambos os grupos foram desafiados

pela via intravenosa.

3.3.2. Experimento Il

Os animais foram distribuidos em quatro grupos: 1) dezesseis
animais controle ndo vacinados e desafiados pela via intraperitoneal
(Grupo NVIP); 2) dezesseis animais vacinados e desafiados pela via
intraperitoneal (Grupo VIP); 3) dezesseis animais controle ndo vacinados
e desafiados pela via intravenosa (Grupo NVIV); e 4) dezesseis animais

vacinados e desafiados pela via intravenosa (Grupo VIV). Todos os
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animais do experimento Il foram vacinados e desafiados com a amostra
MVLG-789, a mesma amostra do experimento I.

A distribuicdo dos animais nos grupos foi feita por critério de
peso, sendo que os grupos formados foram o mais homogéneo possivel.

3.4. Preparo da bacterina e do in6culo para desafio

Para ambos os experimentos foram utilizados os mesmos
procedimentos de preparo da bacterina e do in6culo para desafio. A
amostra utilizada para producédo da bacterina foi a mesma utilizada para o
posterior desafio dos animais. A amostra MVLG-789, liofilizada foi
selecionada e cedida pelo laboratério Microvet!, tendo sido isolada de
cérebro de animal que apresentava quadro clinico de meningite pelo
Streptococcus suis sorotipo 2, de uma granja com histérico de surtos de
meningoencefalite.

A amostra liofilizada de Streptococcus suis foi rehidratada e
inoculada em Agar Todd Hewitt® acrescido de 10% de sangue
desfibrinado de carneiro e incubada a 37° C por 6 horas. A massa
bacteriana foi coletada em salina tamponada PBS pH 7,2 e padronizada
na concentracdo 2 ~ 3 x 10° UFC/mL, através da leitura da densidade
Optica da suspensao (absorvancia de 0,9), feita em espctofotometro a um
comprimento de onda de 540 nm. A curva padrdo foi tracada
anteriormente, fazendo-se leituras de densidade éptica e contagens de
colénias em placas. Logo apd@s a padronizacgao, foi preparado e analisado
um esfregaco corado pela coloragdo de Gram, com o intuito de verificar
uma possivel contaminag¢do por outros microrganismos. Teste de pureza
da cultura foi realizado em Agar Todd Hewitt. Esta suspenséo foi utilizada
para posterior desafio dos animais.

Para producéo da bacterina foi utilizado o mesmo procedimento
descrito acima para a obtencdo da cultura, sendo ela inativada pela
adicdo de 0,2% de formol a 37% por 12 horas a 37° C. Ap6s a inativagdo

uma aliquota da cultura foi semeada em Agar sangue base® acrescido de

! Microvet Microbiologia Veterindria Especial Ltda. Vigosa, MG, Brasil
2 Difco Laboratories, Detroit, Ml. EUA
® Difco Laboratories, Detroit, Ml. EUA
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10% de sangue desfibrinado de carneiro e incubadas a 37°C por 48
horas. A cultura inativada foi adicionada de 16% de Emulsigem??,
emulsdo Oleo em agua. O teste de inocuidade foi realizado com 5
camundongos pela aplicag&o intraperitoneal de 200 [l e acompanhados
por 10 dias. O teste de esterilidade foi realizado pela inoculagdo em caldo

Tioglicolato e Agar Sabouraud e incubados a 37° C por 72 horas.

3.5. Vacinacéao

Os animais foram vacinados cinco dias ap6s chegarem da granja,
sendo este tempo essencial para adaptacdo dos mesmos as instalacdes e
diminuir qualquer tipo de estresse.

Os animais do experimento | receberam a primeira dose (2,0 mL)
da vacina aos 25 dias de idade e a segunda (3,0 mL) aos 45 dias de
idade, todas por via intramuscular profunda no pescoco. A vacinagao dos
animais foi precedida de anti-sepsia local com algoddo embebido em
alcool iodado. Os animais ndo vacinados receberam na mesma data a
aplicacdo do placebo (Agar Todd Hewitt mais adjuvante Emulsigen®),
sendo administrados 2 mL na primeira aplicagdo e 3 mL na segunda. Os
animais foram observados por 2 horas péds-inoculagdo e depois
diariamente por 10 dias a fim de detectar algum tipo de reacao
indesejavel.

Os animais do experimento Il receberam a primeira dose da
vacina (2 mL) aos 25 dias de idade e a segunda dose (3 mL) aos 50 dias
de idade. Todos os procedimentos e cuidados utilizados no experimento |

foram repetidos no experimento |l.

3.6. Deteccédo de animais portadores do Streptococcus suis

Foram coletados swabs nasais profundos dos animais de ambos
experimentos dois dias antes do desafio. Foi realizada uma amostragem
na qual se escolheu aleatoriamente dez e cinco animais de cada grupo
experimental no experimento le Il, respectivamente, totalizando 20

animais em cada experimento. Ao todo, foram coletados 40 swabs nasais

4 MVP Laboratoies, NE, EUA
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profundos para detectar possiveis animais portadores do Streptococcus
suis. Esses swabs foram plagueados em Agar Todd Hewitt e incubados

em anaerobiose parcial a 37° C por 48 horas.

3.7. Desafio

Os animais do experimento | foram desafiados aos 60 dias de
idade, quinze dias apdés terem recebido a segunda aplicacao da vacina. O
desafio foi realizado na parte da tarde. Os animais foram imobilizados por
dois ajudantes, colocados em uma calha e a orelha do animal foi
desinfetada com auxilio de algoddo embebido em alcool iodado. A dose
de desafio utilizada nos animais foi de 8,6 x 10° UFC, sendo inoculado 2
mL da suspensdo na concentracdo de 4,3 x 10° UFC/mL, utilizando-se
seringa plastica de 3 mL e agulha para aplicacdo intradérmica (12,7 X
0,33 mm). A via de aplicacdo foi a intravenosa, na veia marginal da
orelha. Logo apés a aplicacdo, os animais foram identificados e soltos nas
respectivas baias.

Os animais do experimento |l foram desafiados aos 88 dias de
idade, 38 dias ap0s a segunda dose da vacina. O desafio foi realizado na
parte da manhad. Nos dois grupos onde a via de inoculacdo foi a
intravenosa, os procedimentos de inoculacdo foram os mesmos do
experimento |. Nos grupos, onde o desafio foi intraperitoneal, os animais
foram suspensos pelos membros posteriores de “cabeca para baixo”, em
posicdo vertical, com a finalidade de evitar a inoculagdo em alcas
intestinais. O local da inoculacdo foi aproximadamente a 7 cm de
distancia ao membro posterior e 4 cm a direita da linha média do
abdémen. Foram realizados procedimentos de assepsia com algodao e
alcool iodado. A inoculacéo foi feita com agulhas 30 x 10 mm e seringa de
3 mL. A dose de desafio utilizada foi de 7,2 x 10° UFC, sendo inoculados
3 mL da suspens&o (concentracéo de 2,4 x 10° UFC/mL) em cada animal.

3.8. Avaliacao dos sinais clinicos
Durante sete dias pos-inoculacdo foi realizada a avaliacdo dos
sinais clinicos diariamente pela tarde no experimento | e pela manha no

experimento Il. Os animais que ndo morreram até o 7° dia foram
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sacrificados e submetidos a necropsia.

Os sinais clinicos avaliados nos animais foram: depressao, artrite,
sinais nervosos, sinais respiratorios e temperatura retal. Para cada sinal
clinico foi atribuido um escore que variou de 0 a 3, variando de normal a
severo (Adaptado de BLECHA et al., 1995):

Apatia: 0 — animal se alimentado, ingerindo agua e sem dificuldade
em se levantar; 1 — praticamente ndo se alimenta, ingerindo agua e
dificuldade em levantar; 2 — ndo se alimenta, ingere pouca agua e
levanta somente se for¢cado; 3 — ndo se alimenta, ndo ingere agua
e decubito lateral permanente.
Artrite: 0 — nenhum das articulacdes afetadas; 1 — uma articulagao
afetada; 2 — duas articulagbes afetadas; 3 — trés ou mais
articulacdes afetadas.
Sinais nervosos: membros enrigecidos, cabeca voltada para tras,
hiperemia da esclera (olhos vermelhos), nistagmo, opstotomo,
pedalagem. 0 — nenhum tipo de sinal nervoso; 1- apenas um tipo
de sinal; 2 — dois ou trés sinais presentes; 3 — quatro ou mais sinais
presentes.
Sinais respiratérios: 0 — nenhum tipo de sinal; 1 — corrimento nasal
leve, pouca dificuldade respiratério e sem tosse; 2 — corrimento
nasal leve, dificuldade respiratéria e tosse esporadica; 3 -—
corrimento nasal grave, intensa dificuldade respiratéria e tosse
frequente.
Temperatura retal: 0 — temperatura inferior a 40,5° C; 1 —
temperatura entre 40,5° e 40,9° C; 2 — temperatura entre 41° e
41,5°C; 3 —temperatura acima de 41,6° C.

Os animais que morreram durante o experimento foram

necropsiados, registrando quantas horas pés-inoculacéo ocorreu a morte.

3.9. Procedimentos de necropsia
Assim que se detectou a morte, os animais foram necropsiados
imediatamente. Os animais foram identificados e avaliados quanto aos

seguintes  parametros: peritonite, pleurisia/pericardite, meningite
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(depésitos fibrinopurulentos na calota craniana) e artrites. Para cada

parametro foi atribuido um escore que variou de 0 a 2 (ausente a severo):
Peritonite: 0 — auséncia de fibrina e, ou liquido na cavidade
abdominal; 1 — presenca de pequena quantidade de fibrina e, ou
liguido na cavidade abdominal; 2 — presenca de média ou grande
quantidade de fibrina e, ou liquido na cavidade abdominal.
Pericardite/pleurisia: 0 — auséncia de fibrina na cavidade toracica e
pericardio e liquido pericardico normal; 1 - pequena quantidade de
fibrina na cavidade toracica e, ou pericardio e, ou aumento discreto
no liquido pericardico; 2 — quantidade moderada ou intensa
deposicdo de fibrina no pericardio e, ou pleura e, ou aumento
intenso no liquido pericardico.
Meningite: 0 — auséncia de congestdo das meninges e nenhum
depdsito de fibrina na calota craniana; 1 — congestdo leve a
moderada das meninges e, ou depdésitos de fibrina leve na calota
craniana; 2 — congestdo grave das meninges e, ou depdsitos de
fibrina moderados a intensos na calota craniana.
Artrite: 0 — nenhuma das articulagcbes afetadas; 1 — uma ou duas
articulacdes afetadas; 2 — trés ou mais articulacbes afetadas.
Caracterizacao da articulacdo afetada pelo aumento de volume e

aspecto do liquido sinovial (turvo ou purulento).

3.10. Bacteriologia Post-mortem

Durante os procedimentos de necropsia foram coletados,
assepticamente, swabs do cérebro, sangue cardiaco, articulacdes,
peritdbnio e pleura. Foi feita a padronizacdo dos swabs em relacdo a
quantidade de algoddo e ao procedimento de coleta do material nos
tecidos contaminados. Apenas uma pessoa foi responsavel pela coleta do
material, tentando-se obter o maximo de padronizacdo na coleta. No
experimento |, também foram coletados 20 fragmentos de pulm&es com
lesbes suspeitas, sendo 12 de animais do grupo ndo vacinado e 8 de
animais do grupo vacinado.

Os swabs e o0 macerado dos fragmentos de pulm&o foram

suspendidos em 2 mL de salina tamponada (PBS) pH 7,2 e inoculados
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em Agar sangue de carneiro a 5% e incubados em anaerobiose a 37° C
por 24 a 48 horas. No minimo trés col6nias que cresceram na placa foram

submetidos a coloracdo de Gram, testes bioquimicos e sorotipagem.

3.11. Analise estatistica

Os resultados obtidos em ambos o0s experimentos foram
submetidos a andlise quantitativa. Essa analise foi utilizada para
comparacao entre 0s grupos vacinados e nao vacinados em relacéo a: 1)
namero de mortos e de sobreviventes; 2) nimero de saudaveis (sem
sinais clinicos) e doentes; 3) numero de animais com e sem lesfes; e 4)
namero de animais positivos e negativos ao isolamento do Streptococcus
suis. O numero de animais com ou sem as caracteristicas acima foram
avaliados pelo teste de Qui-quadrado (c?).

Os escores foram avaliados por analise de variancia. O nimero
de animais com cada grau de escores de sinais clinicos nos diversos
tempos, bem como os escores das lesbes nos grupos vacinados e nao
vacinados foram analisados segundo a variancia, e seguido do teste de
Kruskal - Wallis.

A temperatura retal média dos grupos vacinados e ndo vacinados,
bem como a contagem bacteriana no isolamento do Streptococcus suis,
foram submetidas a ANOVA. Nos casos onde foram obtidas diferencas
significativas, o teste de “t-Student” foi usado para identificar possiveis
contrastes nas médias entre 0s grupos.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o0s
programas Epi Info 6.4 (CDC, Atlanta, E.U.A.) e SAEG 3.5 (UFV, Vicosa-
MG, Brasil). Para todos os testes estatisticos, um valor de p £ 0.05 (95%
de probabilidade), foi considerado significativo.

O calculo de protecdo da vacina foi estimada utilizando se a taxa
de ataque dos animais vacinados (TAv) e ndo vacinados (TAnv). A
protecdo da vacina foi calculada quando observada diferenca estatistica
significativa entre os grupos experimentais.

TAv = N° vacinados doentes/nimero total de vacinados

TANnv = N° ndo vacinados doentes/nimero total de ndo vacinados
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Protecao da vacina (%) = [(TAnv — TAv)/TAnv] x 100 (Epi Info 6.4,
CDC, Atlanta, E.U.A., 1996).

Também foi calculado o risco relativo, significando quantas vezes
mais chance o0s animais nao vacinados teriam de adquirir a doenca,
guando comparados aos vacinados (Epi Info 6.4, CDC, Atlanta, E.U.A.,
1996).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Deteccédo de animais portadores do Streptococcus suis

No experimento |, foi isolado Streptococcus sp em 4/20 swabs
coletados. No experimento Il, foram isolados Streptococcus sp e, ou
Staphylococcus sp em 8/20 swabs nasais coletados dois dias antes do
desafio. Em nenhum dos animais, de ambos os experimentos, foi isolado
0 Streptococcus suis.

Segundo HIGGINS & GOTTSCHALK (1999), o habitat natural do
Streptococcus suis é o trato respiratério superior, particularmente tonsilas
e cavidade nasal, sendo indicados swabs nasais ou tonsilares para
verificar possivel estado de portador do agente. Portanto, com o0s
resultados apresentados acima, foi descartada a possibilidade dos
animais experimentais serem portadores sadios do Streptococcus suis e
apresentarem imunidade contra o agente, comprometendo o resultado
dos experimentos. Além disso, a granja de origem dos animais nado
apresentava histérico da ocorréncia de casos ou mesmo de surtos de

meningite causada pelo Streptococcus suis.

4.2. Sinais clinicos

Noventa e quatro por cento dos animais no experimento 1(60/64)
apresentaram sinais clinicos graves da doenca, com apatia e artrite
moderada a severa. Esses animais quase nao se locomoviam,
permaneciam a maior parte do tempo em decubito lateral e néo

alimentavam ou ingeriam &gua. Somente um animal do grupo néo
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vacinado e trés do grupo vacinado continuava a se alimentar e ingerir
agua até o fim do experimento.

A média da temperatura retal observada no grupo nado vacinado
foi de 40,33+0,18° C e nos vacinados de 40,01+0,17° C, ndo havendo
diferenca estatisticamente significativa entre as mesmas (p>0.05).
Entretanto, a temperatura retal foi sempre menor no grupo vacinado, em
relacdo ao grupo controle ndo vacinado, ao longo do experimento. O
comportamento da temperatura retal média dos dois grupos ao longo do
tempo apresentou tendéncia de queda (figura 1). Segundo MUIRHEAD e
ALEXANDER (1997) a temperatura retal média normal para leitdes nessa
faixa etaria seria de 39° C. Temperaturas retais abaixo de 38,5° C indicam
que o animal estd com endotoxemia ou hipotermina e abaixo de 37,5° C
indicam que o animal se aproxima da morte. Cento e vinte horas pos-
inoculacdo, a temperatura retal ja era inferior a 38° C em 27% dos
animais de ambos os grupos, sendo a queda mais acentuada no grupo

nao vacinado.

41,5

Temperatura (°C)

38,5 T T T T 1
0 24 48 72 96 120

Horas pos-desafio

—+— Nao vacinados —#— Vacinados

Figura 1: Temperatura retal média apds o desafio dos animais dos grupos
vacinado e ndo vacinado, durante o periodo de acompanhamento, do

experimento .

N&o houve diferenca significativa (P>0.05) no niumero de animais

gue apresentaram sinais clinicos entre o grupo vacinado e nao vacinado,
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para nenhum parametro observado. Os sinais clinicos observados foram

semelhantes nos dois grupos, como pode ser observado na Tabela 1.

TABELA 1. Porcentagem de animais que apresentaram sinais clinicos no

experimento |

Grupo Apatia Artrite Febre’ Sinais Sinais
nervosos  respiratérios
NV 96,87%°% 96,87%° 53,12%°? 43,75%°2 25,00% ?
\% 90,62%% 90,62%% 59,37%% 34,37%"° 15,62%*
? Letras iguais na mesma coluna indicam que no foi observada diferenca estatistica
§ignificativa (p>0.05).

Animais que apresentaram temperatura retal maior ou igual a 40,5° C, em algum
momento no experimento.

Em 25% (8/32) dos animais do grupo nao vacinado e em 15,62%
(5/32) do grupo vacinado apresentaram sinais respiratérios. Dois animais
ndo vacinados e um vacinado apresentaram sinais respiratorios graves.
Os sinais respiratorios apresentados pelos animais foram tosse, dispnéia

e secrecdo nasal serosa e mucopurulenta (Tabela 2).

TABELA 2. Niumero de animais com sinais respiratérios, em relacdo ao
namero de animais que apresentaram algum tipo de sinal respiratorio no

experimento |I.

Grupo Tosse Dispnéia Secrecao nasal Secrecao nasal

serosa mucopurulenta
NV 8/8° 2/18° 4/8°2 3/8°
Vv 5/5% 1/5% 2/5% 1/5%

? Letras iguais na mesma coluna indicam que nao foi observada diferenca estatistica
significativa (p>0.05) entre os grupos experimentais.

Em 43,75% (14/32) dos animais n&o vacinados e em 34,37%
(11/31) dos vacinados apresentaram sinais nervosos classicos da doenca.
Todos o0s animais do experimento | que morreram apresentaram
previamente sinais nervosos claros, exceto dois animais vacinados que
morreram com menos de 24 horas p6s desafio. Os sinais nervosos

apresentados mais frequentemente pelos animais foram pedalagem,
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opstétomo, nistagmo e olhos vermelhos (Tabela 3). Sete animais no
grupo nao vacinado e cinco no vacinado apresentaram sinais nervosos

graves, com escore 2 ou 3.

TABELA 3. NUumero de animais com sinais nervosos, em relacdo ao
namero de animais que apresentaram algum tipo de sinal nervoso no

experimento |

Grupo Pedalagem  Opstotomo Nistagmo Esclera
hiperémica
NV 14/14° 11/14° 8/14% 7/14%
\Y 11/11% 9/112 9/112 8/112

? Letras iguais na mesma coluna indica que nio foi observada diferenca estatistica
significativa (p>0.05) entre os grupos experimentais.

Os sinais clinicos encontrados no experimento | sdo parecidos
aos descritos por diversos autores que realizaram experimentos
semelhantes, com excecédo dos sinais respiratdrios, que nao sao citados
em diversos trabalhos pesquisados (TORREMORELL e PIJOAN, 1996;
AMASS et al., 1999; TORREMORELL et al., 1999; MADSEN et al., 2001a;
WISSELINK et al., 2002). Entretanto, BERTHELOT-HERAULT et al.
(2001) em experimentoonde testaram a via aeroégena como modelo de
desafio do Streptococcus suis em suinos, observaram quatro entre oito
animais com sinais clinicos respiratérios e lesfes compativeis com
pneumonia exudativa. REAMS et al. (1995) citam que sinais respiratérios
e lesdes pulmonares sdo comumente associadas a infec¢des pelo
Streptococcus suis e que o tipo de pneumonia causada pode variar de
caso para caso. Algumas vezes € comum observar casos de
consolidacdo pulmonar. GOTTSCHALK et al. (1991) citam que é comum
o isolado de Streptococcus suis sorotipo 2 em pulmdes de animais com
casos de meningite, causando sinais respiratérios e lesdes de pneumonia
nesses animais. HIGGINS e GOTTSCHALK et al. (1999) citam que sé&o
comuns 0s casos de pneumonias causados pelo Streptococcus suis e em

alguns casos pode ser 0 quadro patol6gico mais comumente encontrado.
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A temperatura retal média encontrada por BERTHELOT-
HERAULT et al. (2001) em animais n&o vacinados e desafiados por via
aerdgena foi de 40,6+0,3° C, muito semelhante a temperatura observada
no grupo ndo vacinado (40,33+0,18° C). AMASS et al., (1999),
encontraram sinais clinicos muito semelhantes aos descritos no
experimento |. Observaram artrite em todos os animais e sinais nervosos
em 50% e 30 % dos animais ndo vacinados e vacinados,
respectivamente. WISSELINK et al. (2002) observaram sinais nervosos e,
ou artrite em 87% e depressédo em 100% dos animais nao vacinados.

No experimento Il, no grupo VIP somente dois e trés animais
apresentaram apatia e artrite, respectivamente. Ja no grupo NVIP, todos
0S animais apresentaram apatia e artrite. Os grupos desafiados pela via
intravenosa apresentaram sinais clinicos semelhantes, n&do sendo
possivel verificar diferenca significativa entre eles (p>0.05). Ao se
comparar 0 niamero de animais com e sem sinais clinicos nos grupos
vacinado e ndo vacinado, os grupos desafiados pela via intraperitoneal
apresentaram diferenca significativa entre si (P<0.01), o que n&o foi
observado nos grupos desafiados pela via intravenosa (P>0.05). Os
resultados dos sinais clinicos do experimento Il podem ser observados na
Tabela 4.

TABELA 4. Porcentagem de animais que apresentaram sinais clinicos no

experimento |l

Grupo Apatia Artrite Febre’
NVIP 100%2 100%2 75,0%°
VIP 12,5%" 18,7%" 18,7%"
NVIV 100%? 100%? 68,7%"°
VIV 93,7%% 87,5%° 25,0%"

% | etras diferentes na mesma coluna representa que foi encontrada diferenca estatistica
significativa (p<0.05) entre 0s grupos experimentais.

* Animais que apresentaram temperatura retal maior ou igual a 40,5° C, em algum
momento no experimento 1.

Os grupos desafiados pela via intraperitoneal apresentaram uma

temperatura retal média de 40,12+0,21° C (ndo vacinados) e 39,65+0,12°
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C (vacinados). A temperatura retal média dos grupos desafiados pela via
intravenosa foi de 39,91+0,16° C (ndo vacinados) e de 39,89+0,16° C
(vacinados). As médias da temperatura retal diferiram significativamente
entre o0s grupos vacinado e néo vacinado desafiados pela via
intraperitoneal (P=0.01). Entretanto, ndo foi possivel verificar diferenca
significativa (P=0.39) em relacdo a média da temperatura retal nos grupos
vacinado e nao vacinado desafiados pela via intravenosa.

A temperatura retal ao longo do tempo pode ser observado na
Figura 2. As temperaturas retais médias ao longo do tempo tendem a cair
em todos os grupos no experimentoll, e com 120 horas poés-inoculacéo

pode-se observar uma tendéncia de estabilizacéo.
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Figura 2: Temperatura retal média apds o desafio dos animais dos quatro
grupos experimentais, durante o periodo de acompanhamento, no

experimento Il.

A temperatura retal média foi mais elevada no grupo NVIP do que
nos grupos desafiados pela via intravenosa, embora nenhuma diferenca
significativa tenha sido observada entre eles (P>0.05). O grupo VIP teve a
menor média de temperatura retal (Figura 2). A temperatura retal dos

grupos desafiados pela via intravenosa sofreu uma queda acentuada
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depois de 72 horas de inoculacdo, apresentando um comportamento
similar ao experimento I. Essa queda na temperatura pode ser atribuida
ao estado de caquexia apresentado pelos animais no fim do experimento,
visto que ndo se alimentavam ou ingeriam &agua ha muito tempo.
Entretanto, a queda de temperatura nao foi tdo acentuada nos grupos do
experimento |l devido, provavelmente, a maior reserva corporal desses
animais.

No experimento I, nenhum animal apresentou sinais nervosos ou
respiratorios. Esse resultado ndo era esperado, pois foi utilizada a mesma
amostra de Streptococcus suis do experimento |I. As causas da auséncia
dos sinais nervosos ndo foram bem entendidas. A Unica diferenca
significativa que ocorreu entre os dois experimentos foi a idade de desafio
dos animais. As doses de desafio utilizada em ambos os experimentos foi
semelhante, ndo sendo igual devido a margem de erro padrdo da
padronizacdo do inoculo por densidade éptica. No experimento | o desafio
foi realizado com 60 dias de idade e no experimento Il aos 88 dias de
idade. Utilizou-se essa idade de desfio mais elevada no experimento I
com a intencdo de verificar se a vacina proporcionava protecdo aos
animais por um periodo mais longo. REAMS et al. (1993) citam em seu
trabalho que os suinos sé@o susceptiveis a infeccdo pelos Streptococcus
suis de 4 as 12 semanas de idade. Os animais do experimento estavam
com 12,3 semanas de idade, podendo ser mais resistentes a penetracao
do Streptococcus suis no SNC. Por outro lado, DEL’ ARCO (2001) cita a
ocorréncia da doenca em idades mais avancadas no Brasil em relacéo as
idades mencionadas na literatura internacional. A autora atribui tal fato a
grande medicacao utilizada nas creches no Brasil, que faz com que
ocorra grande incidéncia da doenca até 15 semanas de idade.

As idades de desafio utilizadas por AMASS et al. (1999) e
WISSELINK et al. (2002) foram de 14 e 63 dias, respectivamente, ndo
sendo relatada na literatura consultada idades de desafio inferiores ou
superiores a estas. A maioria dos trabalhos consultados utilizava desafiar
os leitdes com 50 a 56 dias de idade (BLECHA et al., 1995; JACOBS et
al., 1996; BERTHELOT-HERAULT et al., 2001; WISSELINK et al., 2001).

Em todos os trabalhos acima citados, o0s animais desafiados
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apresentaram sinais nervosos classicos da doenca. No experimento |,
onde os animais foram desafiados com 60 dias de idade, varios animais
apresentaram sinais nervosos classicos, confirmando os resultados da
literatura. Entretanto, no experimento I, a idade de desafio foi de 88 dias.
Essa idade € bem superior aos 63 dias utilizados por WISSELINK et al.
(2002), sendo que nenhum dos animais apresentou sinais nervosos.
Talvez essa idade elevada possa ser a causa da auséncia dos sinais
nervosos no experimento I, e os animais mais velhos podem ser mais
resistentes a meningite em condi¢cdes experimentais.

No experimento I, existiu uma nitida diferenca entre os sinais
clinicos apresentados pelos animais do grupo VIP e os demais grupos do
experimento. Quatorze animais do grupo VIP estavam se alimentando 48
horas pds-inoculacdo. Com 92 horas pés-desafio, todos os animais desse
grupo ja estavam comendo e bebendo agua. Nos grupos NVIP, NVIV e
VIV nenhum animal conseguia levantar para se alimentar. Ao fim do
experimento, 144 horas pés-inoculacao, além dos animais do grupo VIP,
apenas quatro animais (um do grupo NVIP, um do grupo VIV e dois do
grupo NVIV) conseguiam levantar-se.

A diferengca encontrada entre os animais do grupo VIP e os
demais grupos pode ser atribuida ao efeito da vacina. A inoculacdo pela
via intraperitoneal pode ter proporcionado aos animais vacinados tempo
necessario para desenvolver uma resposta imune contra o Streptococcus
suis, impedindo que o0s animais apresentassem quadros graves da
doenca. Entretanto, os animais ndo vacinados ou desafiados pela via
intravenosa, possivelmente ndo conseguiram desenvolver uma resposta
imune adequada para a protecdo contra a doenca grave. Utilizando-se o
desafio intravenoso, tem-se um excesso de antigenos inoculados
diretamente na corrente sanguinea, sendo a resposta imune insuficiente
para a protecdo do animal. Diversos autores levantam essa hipétese
como uma provavel causa da falha das vacinas na protecdo dos animais
(BLOUIN et al., 1994; TORREMORELL e PIJOAN, 1996;
TORREMORELL et al., 1999; BERTHELOT-HERAULT et al., 2001;
MADSEN et al., 2001b).
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4.2.1. Escore dos Sinais clinicos

Os escores médios dos sinais clinicos no grupo néo vacinado e
vacinado no experimento | foram, respectivamente, 1,37t0,42 e
1,15+0,41, ndo sendo encontrada diferenca significativa entre os grupos
(p>0.05). Os escores médios dos sinais clinicos observados no
experimento | estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Nesse experimento, foi possivel observar tendéncia de aumento
nos escores dos sinais clinicos no decorrer do tempo pés-inoculacao,
exceto para a febre, onde observamos tendéncia de queda. Em
experimento semelhante realizado por JACOBS et al. (1996), os animais
desafiados apresentavam tendéncia de piora nos escores dos sinais

clinicos ao longo do tempo.

TABELA 5. Média ponderada dos escores dos sinais clinicos

(experimento I), de acordo com as horas pos-desafio.

Grupo Horas  Apatia  Artrite Febre Sinais Sinais

(>40,5) nervosos respiratorios

24 2,13 1,87 1,85 0,00 0,00

48 2,71 2,75 1,20 0,25 0,14

NV 72 2,52 2,92 0,29 0,92 0,32
96 2,29 2,33 0,25 0,67 0,54

120 2,74 2,87 0,00 1,30 1,30

24 1,81 1,63 1,63 0,00 0,00

48 2,38 2,71 0,87 0,17 0,00

\ 72 2,13 2,79 0,13 0,71 0,21
96 2,35 2,48 0 0,52 0,35

120 2,36 2,59 0 0,59 0,32

Na Tabela 6 pode ser observada uma pequena diferenca entre a
média de escores dos sinais clinicos nos grupos vacinado e nao
vacinado. A média dos escores dos sinais clinicos nos grupos vacinado e

nao vacinado foi sempre maior para o segundo grupo, entretanto a
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diferenca encontrada nao foi estatisticamente significativa em nenhum

dos casos (p>0.05).

TABELA 6. Escores médios e desvio padrdo dos sinais clinicos no

experimento |, no periodo de 24 a 120 horas pés-desafio.

Grupo Apatia Artrite Febre Sinais Sinais
(>40,5) Nervosos  respiratorios
NV  2,48+0,13 2,55+0,22 0,72+0,39 0,63+0,26  0,46+0,26
\Y 2,20+0,12 2,44+0,23 0,53+0,36 0,40+0,15 0,18+0,08

No experimento Il, o escore médio dos sinais clinicos nos grupos
NVIP e VIP foi de 1,10+0,24 e 0,34+0,13, respectivamente, sendo
possivel detectar diferenca significativa entre os grupos experimentais
(p<0.01). No grupo NVIV e VIV, a média do escore dos sinais clinicos foi
de 1,08+0,31 e 1,02+0,31, respectivamente, ndo sendo detectada
diferenca significativa entre eles (p>0.05). Os escores médios dos sinais
clinicos nos diversos tempos pés-inoculacdo podem ser observados na
Tabela 7.

Observando-se os escores médios dos sinais clinicos ao longo do
tempo pés-inoculacdo na Tabela 7, é possivel verificar uma tendéncia de
melhora nos sinais clinicos apresentados pelos animas em todos o0s
grupos experimentais, sendo mais acentuada para febre e apatia. Esse
resultado ndo esta de acordo com o encontrado no experimento |, onde
0S animais apresentaram tendéncia de piora no escore dos sinais clinicos,
exceto para febre.

As médias dos escores dos sinais clinicos no periodo completo do
experimento I, estdo apresentadas na Tabela 8. Como pode ser
observado, nenhum animal dos grupos experimentais apresentaram

sinais clinicos nervosos ou respiratorios.
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TABELA 7. Média ponderada dos escores dos sinais clinicos*

(experimento Il), de acordo com as horas pos-desafio.

Sinal clinico Horas NVIP VIP NVIV VIV
24 1,14 0,31 1,31 1,00

48 1,36 0,63 1,25 1,13

Apatia 72 1,73 0,56 1,31 1,13
96 1,27 0,25 1,38 1,20

120 1,09 0,13 1,19 1,00

144 0,73 0,00 0,94 0,88

24 1,29 0,24 1,75 1,73

48 1,36 0,49 1,75 1,80

Artrite 72 1,45 0,49 1,94 1,87
96 1,45 0,49 1,56 1,73

120 1,45 0,36 1,25 1,67

144 1,36 0,28 1,50 1,38

24 1,43 0,25 0,75 0,87

48 1,18 0,44 1,27 0,53

Febre 72 0,82 0,13 0,27 0,13
96 0,50 0,00 0,00 0,20

120 0,09 0,06 0,00 0,07

144 0,00 0,00 0,06 0,06

* No experimento Il os animais ndo apresentaram sinais nervosos e respiratorios

TABELA 8. Média ponderada dos escores dos sinais clinicos no

experimento Il, envolvendo os periodos de 24 a 144 horas pés-desafio.

Grupo Apatia Artrite Febre (>40,5)
NVIP 1,22+0,16 1,40+0,06 0,67+0,28
VIP 0,31+0,12 0,39+0,07 0,15+0,08
NVIV 1,23+0,08 1,63+0,12 0,39+0,25
VIV 1,06+0,10 1,70+0,14 0,31+0,06

No experimento Il, ndo houve diferenga significativa para nenhum
dos sinais clinicos avaliados nos grupos desafiados pela via intravenosa

(P>0.05), confirmando o resultado encontrado no experimento |. Nos
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animais desafiados pela via intraperitoneal, houve diferenca significativa
nos escores de apatia, artrite e febre (P<0.05).

Os escores médios dos sinais clinicos dos animais desafiados
pela via intravenosa no experimento | foram mais elevados do que no
experimento I, podendo isso ser atribuido a idade dos animais. Como os
animais do experimento |l eram mais velhos, provavelmente
apresentavam maior resisténcia a infeccdo pelo Streptococcus suis. A
idade mais provavel para a ocorréncia de surtos de meningite nas granjas
€ em torno de 6 semanas de idade (LAMONT et al., 1980), sendo os
animais mais susceptiveis a infeccao entre 4 a 12 semanas (REAMS et
al., 1993).

Os animais vacinados desafiados pela via intraperitoneal
apresentaram escore médio de sinais clinicos bastante inferiores aos
apresentados pelos ndo vacinados. Essa diferenca pode ser atribuida ao
efeito da vacina nos animais. Apenas alguns animais vacinados
apresentaram sinais clinicos, sendo que estes foram mais brandos e
todos se recuperaram totalmente até o fim do experimento.

Os escores médios dos sinais clinicos dos animais de ambos os
grupos desafiados pela via intravenosa no experimento Il foram
semelhantes ao dos animais ndo vacinados desafiados pela via
intraperitoneal. Isso mostra que a inoculacdo do Streptococcus suis por
ambas as vias pode ser usada para reproduzir a doenca, ndo sendo
notadas diferencas significantes entre os sinais clinicos apresentados
pelos animais.

Os animais do experimento Il apresentaram tendéncia de melhora
significativa nos sinais clinicos a partir de 96 horas pos-inoculacéo
provavelmente indicando ocorréncia de imunidade humoral e, ou celular
contra o Streptococcus suis, induzida pela vacina. A melhora foi mais
acentuada nos animais vacinados, quando comparados com 0s animais
nao vacinados. Os animais do grupo VIP comecaram a apresentar
melhoras no quadro clinico a partir de 48 horas péds-inoculacao,
caracterizando uma protecdo maior e mais rapida do que nos animais nao

vacinados.
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4.3. LesOes

Todos 0s sessenta e quatro animais do experimento | foram
necropsiados logo apés detectada sua morte ou no fim do experimento,
quando os sobreviventes foram sacrificados. Os animais foram
sacrificados com 120 horas pos-desafio devido a questdes humanitarias e
de bem estar animal, a fim de evitar o sofrimento excessivo dos leitdes.

Nesse experimento, dez animais vacinados morreram em média a
65120 horas p6s-inoculagcdo e nove ndo vacinados com 39110 horas p04s-
inoculacdo. Dois animais ndo vacinados morreram com menos de 24
horas pds-inoculacdo. O primeiro animal a morrer no grupo vacinado foi
48 horas pos-inoculagéo.

As lesbGes encontradas foram artrite, peritonite, encefalite,
pneumonia e pleurisia e, ou pericardite, com frequéncias de 96,87%,
75,00%, 43,75%, 35,94% e 34,37%, respectivamente As lesdes
encontradas nos animais do experimento | estdo descritas na Tabela 9.
Outras lesdes encontradas foram areas de infartos no baco (seis
animais), sendo dois vacinados e quatro ndo vacinados, trés animais nao
vacinados com hidropericardio, quatro animais ndo vacinados com
pericardite e um animal ndo vacinado com aderéncia de pleura. Os dois
animais do grupo nao vacinado que morreram com menos de 24 horas
pos-inoculacdo ndo apresentaram lesGes graves, sendo encontrado

apenas pequenas quantidades de fibrina na cavidade abdominal.

TABELA 9. Porcentagem de animais que apresentando lesdes no

experimento |

Grupo  Artrite  Peritonite  Pleurisia/ Encefalite” Pneumonia”
Pericardite’
NV 100%?% 71,87%? 40,62% 53,12%? 40,62%
\Y 93,75%% 78,12%° 28,12%° 34,37%° 31,25%°

 Letras iguais na mesma coluna indica que nio foi observada diferenca estatistica
§ignificativa ente 0s grupos experimentais (p>0.05).

Quatro animais apresentaram pericardite e trés hidropericardio no grupo NV.
" Cinco animais do grupo NV e um do grupo V apresentaram depdsito fibrinopurulento
na calota craniana.
™ Pneumonia caracterizadas por area de hepatizacdo pulmonar.
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O numero de animais apresentando les6es no grupo vacinado e
nao vacinado foi sempre menor para o0 primeiro grupo, principalmente
para encefalite, entretanto, a diferenca encontrada néo foi
estatisticamente significativa em nenhum dos casos. Cinco animais do
grupo nao vacinado apresentaram lesdes graves de encefalite, com
depdsitos de material purulento na calota craniana. Apenas um animal do
grupo vacinado apresentou depdsito purulento.

As lesdes pulmonares encontradas eram tipos de hepatizacao
que lembravam lesdes causadas pelo Micoplasma. hyopneumoniae,
apesar de serem animais oriundos de granja livre de pneumonia
enzodtica. Em dois animais do grupo nado vacinado, foram encontradas
lesbes de pneumonia que cobriam mais de 50% da area pulmonar. Entre
0s 23 animais que apresentaram pneumonia, a porcentagem média de
area pulmonar atingida no grupo nao vacinado foi de 15,26% e nos
vacinados foi de 8,88%.

Em trabalhos semelhantes, diversos autores n&o citam a
presenca de lesbes pulmonares nos animais desafiados (KATAOCA et al.,
1991; JACOBS et al., 1996; AMASS et al., 1999; WISSELINK et al., 2001;
WISSELINK et al., 2002). Entretanto, lesdes pulmonares sdo comuns em
animais infectados pelo Streptococcus suis, incluindo areas de
hepatizacdo, broncopneumonias fibrinosas ou supurativas, enfisema
interlobular e pleurite fibrinopurulenta (STAATS et al., 1997; HIGGINS e
GOTTSCHALK, 1999). MADSEN et al. (2001), utilizando a via de desafio
aerégena, encontraram areas de hepatizacdo pulmonar em trés de quatro
suinos desafiados. GOTTSCHALK et al. (1991) relatam a capacidade do
Streptococcus suis de se aderir aos tecidos pulmonares de suinos,
causando casos graves de pneumonia.

No experimento I, 31,3% (5/16) dos animais do grupo NVIP
morreram com 36+10 horas pos-inoculagéo e 6,3% (1/16) do grupo VIV
morram com 36 horas pos-inoculacdo. Dois animais do grupo NVIP
morreram com menos de 24 horas pos-inoculacdo e apresentaram
apenas quadro de ascite grave com pequena quantidade de fibrina na
cavidade abdominal.
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A Tabela 10 mostra o nimero de animais que apresentaram
lesdes de necropsia para todos os grupos experimentais, no experimento
. As frequéncias encontradas para artrite, peritonite e
pleurisia/pericardite foram, respectivamente, de 73,44%, 60,93% e
21,87%. Além dessas lesdes também foram encontrados pericardite em
trés animais do grupo NVIP, um no grupo VIP, dois no NVIV e um no VIV,
hidroperitbnio em quatro animais do grupo NVIP e em um do grupo VIP,
hidropericarcio em um animal do grupo NVIP, areas de infarto no baco em
cinco animais do grupo NVIV, dois no grupo VIP e um do grupo VIV e um

animal do grupo NVIV com aderéncias do figado, pleura e periténio.

TABELA 10. Porcentagem de animais que apresentaram lesdes no

experimento Il

Grupo Artrite  Peritonite Pleurisia/ Encefalite Pneumonia
Pericardite
NVIP 81,25%% 93,75%% 43,75%% 2/162 0/16%
VIP 37,50%" 31,25%°  6,25%" 0/16° 0/16°
NVIV 81,25%%* 62,50%% 25,00%° 0/16° 0/16°
VIV 93,75%* 50,00%" 2/162 0/16% 0/16%

® | etras diferentes na mesma coluna indica que foi observada diferenca estatistica
significativa entre os grupos experimentais (p<0.05).

O numero de animais com lesfGes sugestivas de infeccao pelo
Streptococcus suis nao diferiu estatisticamente entre 0s animais
vacinados e néo vacinados com desafio intravenoso (P>0.2). Entretanto,
foi observada diferenca significativa (P<0.01) no nimero de animais com
lesdes entre o grupo VIP com os demais grupos do experimento Il.

As lesdes mais comumente associadas a infeccdo pelo
Streptococcus suis séo a artrite, com aumento de volume das articulagcoes
e depodsito purulento na cavidade sinovial, e a meningite, com a
congestdo das meninges e depadsitos fibrinopurulentos na calota craniana.
Fibrina nas cavidades serosas e pneumonia podem estar associadas aos
quadros de infeccdo (STAATS et al.,, 1997; HIGGINS e GOTTSCHALK,
1999).
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KATAOCA et al. (1991); JACOBS et al. (1996); AMASS et al.
(1999); WISSELINK et al. (2001); e WISSELINK et al. (2002) citam como
principais lesGes encontradas nos animais a artrite e a meningite, mesmo
quando a via de desafio utilizada ndo € a intravenosa. AMASS et al.
(1999) encontraram 70% (7/10) dos animais desafiados com lesdes
sugestivas de meningite e 100% (10/10) com artrite. ANDERSEN et al.
(2001) encontraram 88% (7/8) com artrite aguda ou poliartrite, 50% com
sinais nervosos e 22% apresentaram lesdes compativeis com infeccdo
pelo Streptococcus suis (artrite ou poliartrite, pericardite, endocardite,
pleurite e peritonite). WISSELINK et al. (2002) encontraram 80% (4/5) de
animais com encefalite, 100% (5/5) com atrite e 80% (4/5) com fibrina nas
cavidades serosas, no grupo de animais nao vacinados. Esses resultados
se aproximam muito do encontrado no experimento |, com excecao das
lesbes pulmonares. JA no experimento Il, provavelmente devido a idade
mais avancada dos animais, foram encontradas poucas lesdes sugestivas
de meningite. Foi observado apenas 2/64 animais com congestao
cerebral moderada, mas sem depoésito purulento na calota craniana.
Entretanto, artrite e fibrina nas cavidades serosas foram muito
semelhantes ao citado na literatura e ao observado no experimento I.

Devido a auséncia de sinais clinicos nervosos e respiratorios nos
animais do experimento Il, era esperado que nao fosse encontrado lesdes
sugestivas de meningite e pneumonia nos animais.

Os achados de necropsia reforcam os resultados encontrados em
sinais clinicos e indicam que os animais do grupo VIP foram mais
resistentes a doenca do que os animais do grupo NVIP, provavelmente

devido ao efeito da vacina.

4.3.1. Escores médios das lesbes

No experimento |, os escores meédios das lesdes foram de
0,53+0,12 no grupo vacinado e de 0,66+0,13 entre os ndo vacinados, nao
tendo sido detectada diferenca significativa (P>0.05) entre os grupos. As

médias dos escores das lesdes estéo representadas na Tabela 11.
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TABELA 11. Escore médio das lesdes dos animais mortos e sacrificados

durante o experimento |

Grupo Peritonite  Pleurisia/ Encefalite Pneumonia Infartos de
Pericardite Baco

NV 0,91+0,25 0,66+0,32 0,63+0,23 0,75+0,37 0,38+0,29

\% 0,97+0,22 0,38+0,23 0,41+0,21 0,59+0,36 0,31+0,26

Apesar de ndo ser possivel verificar diferenca estatisticamente
significativa (P<0.05) no escore das lesbes entre o grupo vacinado e o
ndo vacinado, é possivel notar uma tendéncia do grupo vacinado a
apresentar menores escores. Isso também foi observado nos escores de
sinais clinicos. WISSELINK et al. (2001), testando bacterinas para
protecdo de suinos, observaram tendéncia do grupo vacinado a
apresentar menores escores de lesdes e de sinais clinicos em relacéo ao
grupo nao vacinado sem, entretanto, encontrar diferenca estatistica
significativa (P>0.05).

Assim como nos sinais clinicos, as lesdes encontradas nos
animais de ambos os grupos foram similares. Isso pode ser consequéncia
da utilizacdo de uma via de desafio inadequada.

No experimento Il, foi observada diferenca estatisticamente
significativa (P<0.01) no escore do grupo NVIP (1,14+0,43) em relag&o ao
grupo VIP (0,27+0,18). Nos grupos NVIV e VIV os escores médios das
lesbes foram, respectivamente, 0,71+0,29 e 0,81+0,38, ndo sendo
possivel detectar diferencas significantes entre elas (P>0.05). Os
resultados dos escores médios das lesGes encontradas nos grupos do
experimento Il podem ser vistos na Tabela 12.

Os escores medios das lesdes dos animais vacinados e nao
vacinados desafiados pela via intraperitoneal apresentaram diferenca
significativa (P<0.05). Entretanto, os grupos desafiados pela via
intravenosa néo diferiram entre si (P>0.05). Os resultados se aproximam
bastante dos encontrados em sinais clinicos, indicando que somente o
grupo VIP foi protegido pela vacina. Os animais do grupo NVIP

apresentaram escores de lesGes similares aos dos grupos NVIV e VIV ,
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nao sendo observada diferenca estatisticamente significativa entre eles
(p>0.05), confirmando a hipétese de que a via intravenosa ndo € uma via
adequada para o desafio dos animais. A utilizacdo dessa via ndo nos

permitiu verificar a eficacia da vacina.

TABELA 12. Escore médio das lesdes dos animais mortos e sacrificados

durante o experimento Il

Grupo Artrite Peritonite Pleurisia/ Encefalite Pneumonia
Pericardite

NVIP 1,13+0,35° 1,56+0,39% 0,75+0,48% 0,13+0,16%* 0

VIP  0,44%0,25° 0,31+0,23" 0,06+0,12" 0 0

NVIV ~ 1,00+0,31% 0,81+0,32% 0,31+0,23% 0 0

VIV 1,44+0,39% 0,69+0,34% 0,31+0,34% 0 0

® Letras diferentes na mesma coluna representa que foi encontrada diferenca estatistica
significativa (p<0.05) entre 0s grupos experimentais.
Dois animais apresentaram congestao cerebral moderada.

A diferenca entre o grupo vacinado e ndo vacinado, desafiados
pela via intraperitoneal, confirma os resultados apresentados em sinais
clinicos, onde também foi detectada diferenca significativa, podendo ser

atribuida ao efeito da vacina.

4.4. Bacteriologia

Os resultados do isolamento do Streptococcus suis da articulacao,
peritdnio, pleura, cérebro e sangue cardiaco no experimento | estdo
representados na Tabela 13. O Streptococcus suis foi isolado com maior
freqUéncia na articulacdo (42,19%), sangue cardiaco (32,81%), peritdnio
(29,69%), pleura (29,69%) e cérebro (21,87%).

O namero de animais com isolamento positivo foi menor no grupo
vacinado em relacdo ao nao vacinado. No grupo NV foi possivel isolar o
Streptococcus suis em 30/32 animais (93,7%). No grupo V, o isolamento
ocorreu em 17/32 animais (53,1%), sendo encontrada diferenca
significativa (P<0.01) entre o nimero de animais positivos no isolamento

entre os dois grupos. Entretanto, quando comparados o isolamento
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bacteriano nos diversos 6rgaos, sé foi observada diferenca significativa
para o isolamento na articulacédo (P<0.01) e no sangue cardiaco (P<0.05).
No peritbnio, pleura e cérebro, apesar da diferenca numérica, ndo foi

detectada diferenca significativa (P>0.2).

TABELA 13. Numero de animais com isolamento positivo do

Streptococcus suis sorotipo 2 no experimento |

Grupo Articulagdo Peritonio Pleura Cérebro Sangue

cardiaco

NV 20/32° 12/32¢ 11/32¢ 9/322 14/32°
Y% 7/32° 71322 8/32° 5/322 7/32°

| etras diferentes na mesma coluna representa que foi encontrada diferenca estatistica
significativa (p<0.05) entre os grupos experimentais.

No experimento |, em todos os 12 fragmentos de pulmdo com
lesdes suspeitas coletados de animais do grupo nao vacinados e em 4/8
fragmentos de pulméo coletados do grupo vacinado foram isolados o
Streptococcus suis. Entretanto, segundo HIGGINS e GOTTSCHALK
(1999), o isolamento do Streptococcus suis de pulmdes deve ser
interpretado com cuidado, uma vez gue esse organismo € comumente
encontrado no trato respiratério superior dos suinos. JACOBS et al.
(1996) isolaram o Streptococcus suis do pulmé&o de dois animais que néo
apresentavam lesbes de pneumonia, entretanto, estes animais
apresentaram sinais clinicos nervosos e lesées graves da doenca.

A andlise dos resultados nos indica que a vacina ajudou na
eliminacdo do agente nos animais infectados. Apesar da vacina néo
apresentar reducdo significativa dos sinais clinicos e lesbes, parece
estimular o sistema imune a eliminar o agente do organismo animal.

Na Figura 3 esta indicada as médias da contagem do
Streptococcus suis nos animais vacinados e ndo vacinados. A média da
contagem bacteriana foi significativamente (P<0.01) mais elevada no
grupo de animais ndo vacinados (209,92+54,99) do que no grupo
vacinado (102,34+40,99). Quando analisado os diversos locais onde se
tentou o isolamento, a diferenca foi significativa para a média da



contagem bacteriana na articulagcéo (P<0.01), ndo sendo significativa para
as médias das contagens no cérebro (P=0.41), sangue cardiaco (P=0.11),
peritdnio (P=0.14) e pleura (P=0.66).

350,00 - 325,67

Média UFC/mI

Cérebro S. cardiaco Peritbnio Pleura Articulacao

@ Nao vacinados B Vacinados

Figura 3: Contagem bacteriana média (UFC/mL) dos grupos no
experimento |

O numero de animais positivos no isolamento do Streptococcus
suis e as médias das contagens bacterianas no grupo vacinado foram
inferiores aos do grupo néo vacinado, indicando algum efeito da vacina
em estimular o sistema imune a eliminar o agente do organismo. Em
alguns trabalhos realizados para teste de bacterinas, os autores relatam
gue 0s animais vacinados possuiam maior chance de eliminar o agente
do organismo do que os animais ndo vacinados (ANDRESEN et al., 2001,
WISSELINK et al., 2002).

A média da contagem bacteriana nos nove animais ndo vacinados
mortos durante o experimento | foi de 435,23+134,41 UFC/mL e dos dez
animais vacinados foi de 219,32+108,13 UFC/mL, sendo encontrada
diferenca significativa entre eles (P=0.02). Entretanto, quando
comparadas as médias das contagens bacterianas em cada local onde se
tentou o isolamento, n&o foi detectada diferenga significativa (P>0.05) em

nenhum dos locais (Tabela 14).
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TABELA 14. Média da contagem bacteriana (UFC/mL) nos animais

mortos durante o experimento |.

Grupo Articulagdo  Peritonio Pleura  Cérebro  Sangue

cardiaco
NV 608 ¢ 1152 4952 4602 5052
\Y 3052 1222 1842 2792 2072

% Letras iguais na mesma coluna representa nio que foi encontrada diferenca estatistica
significativa (p>0.05) entre 0s grupos experimentais.

Isolou-se o Streptococcus suis em todos os nove animais do
grupo ndo vacinado que morreram durante o experimento. No grupo
vacinado, em oito dos dez animais mortos foi isolado o Streptococcus
suis. Em dois animais que morreram com menos de 24 horas poés-
inoculacdo, nao foi obtido isolamento positivo do Streptococcus suis,
indicando possivelmente um choque séptico. A contagem bacteriana nos
animais mortos (320,38+£90,07 UFC/mL) foi mais alta (P<0.05) do que a
média nos animais sacrificados (155,96+63,74 UFC/mL).

MADSEN et al. (2001b), testando a via de inoculacdo aerégena
para o Streptococcus suis, observaram isolamento positivo em todos os
animais que apresentaram sinais clinicos e lesdes macroscépica e em %
dos animais sadios. WISSELINK et al. (2002) conseguiram isolamento
positivo em todos os animais que apresentaram lesées no grupo nao
vacinado. Em dois de cinco animais vacinados, mesmo apresentando
lesbes caracteristicas da doenca, ndo foi obtido sucesso no isolamento do
agente.

No experimento Il, o isolamento do Streptococcus suis foi feito por
meio da coleta de swabs dos animais necropsiados. Os resultados do
isolamento podem ser observados na Tabela 15.

Nos 32 animais desafiados pela via intravenosa, foi obtido o
isolamento do Streptococcus suis em 9/16 animais do grupo nao vacinado
e em 3/16 do grupo vacinado, sendo observada diferenca significativa
entre eles (P<0.05). Entretanto, ndo houve diferencas significativas

(P>0.05) entre os grupos em relacdo ao numero de isolamentos positivos
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no cérebro, sendo observada diferenca no isolamento da articulacao
(P=0.049), sangue cardiaco (P<0.01), peritbnio (P=0.015) e pleura
(P=0.03).

Nos grupos NVIV e VIV, a contagem bacteriana média foi de
140,13+71,8 UFC/mL e 18%+39,2 UFC/mL, respectivamente, sendo
estatisticamente diferentes entre si (P<0.01).

O grupo néo vacinado desafiado pela via intravenosa apresentou
uma proporc¢édo de isolamento do agente na articulagdo, sangue cardiaco,
peritdbnio, cérebro e pleura de 7/16 (43,75%), 7/16 (43,75%), 8/16
(50,00%), 7/16 (43,75%) e 5/16 (31,25%), respectivamente. No grupo
vacinado obteve-se uma propor¢cdo de isolamento do agente na
articulacao e cérebro de 2/16 (12,5%) e 1/16 (6,25%), respectivamente,
sendo que ndo se conseguiu o isolamento no peritbnio, pleura e sangue
cardiaco de nenhum dos animais.

ANDRESEN et al. (2001), trabalhando com imunidade passiva,
encontraram no grupo controle, constituido por oito animais, sete (87,5%)
com isolamento positivo na articulacédo e trés (37,5%) no cérebro. Além
disso, conseguiram isolar o Streptococcus suis do endocéardio e do
pericardio de dois animais.

O isolamento do agente no cérebro de cinco animais dos grupos
NVIV e um do VIV foi um resultado n&o esperado, pois nenhum desses
animais apresentaram sinais clinicos e lesdes compativeis com a
meningite.

Os resultados do isolamento bacteriano dos grupos vacinado e
ndo vacinado desafiados pela via intravenosa foram significativamente
diferentes, o que ndo pode ser observado em sinais clinicos e lesdes,
apesar dos resultados sempre mostrarem médias menores para 0 grupo
vacinado (tabela 15).

Nos 32 animais desafiados pela via intraperitoneal, o
Streptococcus suis foi isolado em 14/16 (87,5%) animais do grupo néo
vacinado em pelo menos um local onde se tentou o isolamento e de
nenhum animal do grupo vacinado. Houve diferenga significativa entre o
grupo de animais vacinados e ndo vacinados (P<0.01) para todos os

locais onde se tentou o isolamento. Nenhum dos animais vacinados,
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desafiados pela via intraperitoneal, apresentou isolamento positivo,
indicando, provavelmente, que a vacina proporcionou ao sistema imune
condicdes favoraveis para eliminagdo completa do agente do organismo.
Por isso, provavelmente, o grupo VIP apresentou reducao significativa em
sinais clinicos e lesdes, caracterizando o efeito da vacina na protecao dos

animais.

TABELA 15. Numero de animais com isolamento positivo do

Streptococcus suis no experimento |l

Grupo Articulacdo  Peritonio Pleura Cérebro Sangue
cardiaco
NVIP 7/16° 8/16° 5/16" 7/16° 7/16°
VIP 0/162 0/162 0/162 0/162 0/162
NVIV 7/16° 5/16° 4/16° 4/16° 6/16°
VIV 2/16% 0/16% 0/16% 1/16° 0/16%

| etras diferentes na mesma coluna representa que foi encontrada diferenca estatistica
significativa (p<0.05) entre os grupos experimentais.

A contagem bacteriana média no grupo NVIV foi de
295,25+134,68 UFC/mL, enquanto que no grupo VIV apresentou média
de 45124 UFC/mL, sendo encontrada diferenca significativa entre os
grupos (P<0.01). Em um animal do grupo VIV, que morreu com 36 horas
pés-inoculacao, foi obtido o isolamento do Streptococcus suis somente na
articulacéao.

Em todos os cinco animais mortos no grupo NVIP foi possivel
realizar o isolamento do Streptococcus suis em pelo menos trés locais
diferentes, sendo que a média da contagem bacteriana nesses animais foi
de 696,8+347,31 UFC/mL, enquanto que no grupo VIP né&o foi obtido
isolamento positivo do agente.

O isolamento do Streptococcus suis do cérebro de sete animais
do grupo nédo vacinado foi um resultado ndo esperado, pois apenas dois
deles apresentaram congestao nas meninges, um apresentou pequena
quantidade de deposito fibrinopurulento nas meninges e nenhum deles
apresentou qualquer tipo de sinal nervoso.
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WISSELINK et al. (2002), em experimento semelhante, no qual
testaram trés tipos de vacinas, observaram que 0s animais ndo vacinados
apresentaram isolamento positivo do Streptococcus suis em todos o0s
locais onde se detectou les6es macroscopicas. Entretanto, apenas trés de
sete animais vacinados que apresentaram lesdes se conseguiu 0
isolamento do agente e em nenhum dos animais sem lesdo obteve-se
isolamento positivo. Esses resultados ndo estdo de acordo com os
achados no experimento Il, onde mesmo animais sem lesdes
macroscoépicas apresentaram isolamento positivo do Streptococcus sulis.
ANDRESEN et al. (2001) isolaram o Streptococcus suis no cérebro de
trés em oito animais desafiados, sendo que apenas um deles apresentou
sinais nervosos e lesdes compativeis com meningite. Também néo
conseguiram isolar o agente em lesbes nas articulacbes e em
endocardite, atribuindo esse fato a essas lesbes serem causadas por
outros agentes e, mais possivelmente, devido a falha na tentativa de
isolamento devido a um baixo numero de bactérias vidveis nos sitios das
lesdes.

A meningite causada pelo Streptococcus suis é sempre precedida
de fase de bacteremia, ocorrendo a penetragdo do agente via plexo
cordide nas meninges (CHARLAND et al, 2000). Uma possivel explicacao
para os isolamentos de Streptococcus suis no cérebro dos animais no
experimento Il € que o tempo de 144 horas nao foi suficiente para causar
0os quadros de meningite. A bactéria estava presente no cérebro,
entretanto ndo foi capaz de causar danos suficientes para a manifestacao
dos sinais nervosos ou das lesdes. SANFORD (1987) descreve que 0
aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica pode explicar
em parte o edema cerebral, aumento da presséao intracraniana e bloqueio
do afluxo de sangue para o cérebro, sempre observados em casos de
meningite, 0 que pode causar danos aos neurdnios e o aparecimento dos
sinais nervosos. Provavelmente, devido aos animais serem mais velhos e
conseqlentemente mais resistentes a doenca, ndo foi proporcionado
tempo habil suficiente para causar um aumento da pressao intracraniana

significativa para provocar os danos aos neurénios.
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Os dados apresentados no isolamento do Streptococcus suis do
grupo desafiado pela via intraperitoneal reforcam os resultados
encontrados em sinais clinicos e lesdes, nos quais também foi detectada
diferenca significativa entre os grupos vacinados e nédo vacinados. Desta
forma, podemos concluir que a vacina produziu uma imunidade adequada
nos animais vacinados e desafiados pela via intraperitoneal, pois
apresentaram boa resisténcia ao desafio do Streptococcus suis sorotipo 2
de alta viruléncia.

Observando-se os resultados, os animais vacinados eliminaram o
Streptococcus suis do organismo com maior eficiéncia do que os animais
nao vacinados. A vacina aumentou a resisténcia do organismo ao agente,
mesmo com o desafio sendo feito pela via intravenosa. Apesar de nao ter
sido encontrada diferencas significativas para numero de animais
doentes, escores de sinais clinicos e de lesdes, houve diferenca no
isolamento bacteriano, sugerindo que a vacina proporcionou certa
imunidade ao animal. JACOBS et al. (1996), testando uma vacina
contendo suilisina, observaram que nenhum dos animais vacinados
apresentou isolamento positivo para o agente e concluiram que a vacina

foi eficiente na protecao dos animais.

TABELA 16. Média da contagem bacteriana (UFC/mL) nos animais do

experimento Il

Grupo  Articulagd  Peritbnio Pleura Cérebro Sangue
o] cardiaco
NVIP  257+179° 496+251° 265+216° 127+86° 332+229°
VIP 0? 0? 0? 0? 0?
NVIV ~ 264+198° 138+135° 85+84° 107+109° 106+115°
VIV 881307 0? 0? 2+3° 0?

| etras diferentes nas colunas representa que foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa (p<0.05) entre 0s grupos experimentais.

4.5. Protecao
No experimento I, os animais foram desafiados 15 dias apos a

segunda dose da vacina, aos 60 dias de idade, por injecao intravenosa na
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veia marginal da orelha com 8,6 x 10° UFC da amostra homéloga MV-
789. Pode-se observar os resultados de protecdo encontrados no
experimento | na Tabela 17. Nado houve diferenca significativa (P>0.05)
entre 0 grupo vacinado e o ndo vacinado em relagdo ao numero de
mortes, sobreviventes sadios e sobreviventes doentes. A taxa de protecao
calculada nesse experimento foi zero.

Analisando os resultados, pode-se supor que a protecdo da
vacina nessas condicOfes experimentais ndo foi adequada. Um dos
principais fatores que afeta a protecdo pela vacina em condicdes
experimentais é a forma de desafio utilizada (quase sempre intravenoso),
0 que nao representa a forma natural de desafio da doenca (AMASS et
al., 1999;: TORREMORELL et al., 1999; BERTHELOT-HERAULT et al.,
2001). Portanto, foi realizado outro experimento no qual foi testada a via

de desafio intraperitoneal.

Tabela 17: Numero (%) de animais sobreviventes sadios, sobreviventes
doentes e mortos / numero total de animais em cada grupo no

experimento |

Grupo Sobreviventes Sobreviventes Mortos
sadios’ doentes™
NV 1/32 (3%)° 22132 (69%) 9/32 (28%)°
Vv 3/32 (9%)? 19/32 (60%) @ 10/32 (31%)

% Letras iguais nas colunas representa que ndo foi encontrada diferenca estatistica
significativa (p>0.05) entre os grupos experimentais.

“Nimero (%) de animais que ndo apresentaram nenhum sinal clinico.

“Numero (%) de animais que apresentaram algum sinal clinico especifico.

" NUmero (%) de animais mortos.

No experimento I, os animais foram desafiados aos 88 dias de
idade, 38 dias apés terem recebido a segunda dose da vacina, sendo 32
pela via intravenosa e 32 pela via intraperitoneal. Os resultados de
protecao encontrados no experimento |l podem ser observados na Tabela
18 e Figura 4.
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Tabela 18: Numero (%) de animais sobreviventes sadios, sobreviventes
doentes e mortos / numero total de animais em cada grupo no

experimento |l

Grupo Sobreviventes Sobreviventes Mortos
sadios’ doentes™
NVIP 0/16 (0%) ® 11/16 (68%)®  5/16 (32%)°
VIP 14/16 (88%)" 2/16 (12%)° 0/16 (0%)"
NVIV 1/16 (6%) 15/16 (94%)®  0/16 (0%)°
VIV 1/16 (6%)° 14/16 (88%)®  1/16 (6%)°

™ | etras diferentes nas colunas representa que foi encontrada diferenca estatistica

significativa (p<0.05) entre os grupos experimentais.

“Numero (%) de animais gue ndo apresentaram nenhum sinal clinico.
“Numero (%) de animais que apresentaram algum sinal clinico especifico.
" NUmero (%) de animais mortos.

16+ 94%
88% 88%
-

12. 68%

N° animais
oo
1

6 32%

12%

6% 6% 6%
o EO BLOE B
V

NVIP VIP NVIV \Y,

sobreviventes sadios sobreviventes doentes mortes

Figura 4: Numero de animais mortos, sobreviventes sadios e

sobreviventes doentes no experimento Il

N&o houve diferenca estatisticamente significativa no niumero de
mortes, sobreviventes sadios e sobreviventes doentes nos Grupos NVIV e
VIV (P>0.05), o que confirma o resultado apresentado pelo experimento I,
no qual também néo foi verificada diferenca significativa entre o grupo

vacinado e nao vacinado.
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Entretanto, os grupos dos animais vacinados e ndo vacinados
desafiados pela via intraperitoneal, apresentaram diferenca estatistica
significativa (P<0.01) entre si em relacdo ao numero de animais doentes e
sadios. Também, o numero de mortes foi significativamente maior
(P<0.01) no grupo néo vacinado em relagcédo ao grupo vacinado.

A analise dos resultados indica que a via de inoculacéo interfere
na taxa de protecdo da vacina. Os grupos de animais nao vacinados
desafiados pelas duas vias ndo apresentaram diferencas significativas
(P>0.05) em relacdo ao numero de animais doentes e sadios, sendo que
pode ser observada diferenca significativa (P<0.05) entre 0 numero de
mortes nos dois grupos. No grupo VIV o numero de animais doentes foi
superior ao numero de doentes do grupo VIP (P<0.01), podendo supor
gue a via intravenosa seria uma via mais “agressiva’ do que a
intraperitoneal.

Recentemente, alguns autores tém questionado a via intravenosa
como método de desafio para teste de vacinas. O principal argumento
desses autores € o fato dessa via ndo reproduzir a rota natural de
infeccdo do agente e a inoculacdo de 10° — 10° UFC/animal é
provavelmente muito alta quando comparada com a infeccdo natural
(AMASS et al., 1999; TORREMORELL et al., 1999; BERTHELOT-
HERAULT et al., 2001; MADSEN et al., 2001a).

TORREMORELL e PIOJAN (1996) observaram aumento no nivel
de anticorpos e na imunidade celular dos animais vacinados pela via
intraperitoneal. Relataram a possibilidade de maior resposta imune
quando os animais sdo desafiados por essa via, em relagdo a via
intravenosa. Entretanto, pouco se sabe sobre os antigenos imunogénicos
do Streptococcus suis. Vacinas vivas avirulentas ou mortas virulentas de
Streptococcus suis sorotipo 2 protegem 0s suinos somente contra
desafios com amostras de sorotipos homologos (HOLT et al.,, 1989 e
1990; BUSQUE et al., 1997; WISSELINK et al., 2002).

Os grupos desfiados pela via intraperitoneal apresentaram
resultados que indicam a eficacia da vacina na protecdo dos animais.
ApOs 48 horas de inoculagdo, somente dois animais vacinados estavam

doentes, sendo que o0s demais estavam aparentemente normais,
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alimentando-se e bebendo &agua sem qualquer dificuldade, inclusive
locomotor. No mesmo momento, no grupo nao vacinado, todos os animais
relutavam para levantar e ndo se alimentavam ou ingeriam agua.

Os animais vacinados e desafiados pela via intravenosa
apresentaram quadros clinicos semelhantes aos nao vacinados. Os
animais de ambos 0s grupos estavam apaticos e ndo conseguiam
levantar para comer ou ingerir agua.

Observando os resultados apresentados no experimento |l
(Tabela 18), pode-se concluir que a via de inoculacdo usada para o
desafio interfere significativamente (P<0.01) no efeito da protegcédo pela
vacina. A via intravenosa como método de desafio para teste de vacinas,
pode nao reproduzir a rota natural de infeccdo do agente e a inoculacao
de 10° a 10*° UFC/animal é provavelmente muito alta quando comparada
com a infeccao natural (TORREMORELL et al., 1999). A campo, acredita-
se que o desafio do agente ndo é tdo alto e a inoculacdo do
Streptococcus suis diretamente na corrente sanguinea do animal facilita a
acado da bactéria, ndo proporcionando tempo habil suficiente para uma
resposta adequada do sistema imune contra a infec¢cdo. Portanto, mesmo
0s animais vacinados ndo conseguiriam boa protecédo contra o desafio do
agente quando desafiados pela via intravenosa.

A via aerdgena, por ser a rota natural de infeccdo do agente a
campo, poderia ser o método mais adequado a esse tipo de experimento.
Entretanto, varios autores utilizaram a via aerégena como alternativa, mas
s6 conseguiram reproduzir a doenca em um pequeno himero de animais
desafiados, sendo que a maioria se tornava portador sadio do
Streptococcus suis (TORREMORELL et al, 1999; BERTHELOT-
HERAULT et al., 2001; MADSEN et al., 2001b). Em experimentos onde se
deseja verificar a eficacia de uma vacina, essa via de desafio ndo é a
mais indicada, pois seria necessario um grande numero de animais para
obter diferencas estatisticamente significativas, pois a maioria dos animais
se tornaria portador sadio do agente, mesmo no grupo n&o vacinado.

TORREMORELL e PIJOAN (1999) sugerem a inoculacdo de
amostras de Streptococcus suis em mucosas de leitbes, simulando a rota

de infeccdo natural do agente e uma possivel melhora na resposta imune
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por parte do hospedeiro, o que pode nao ocorrer no desafio intravenoso.
BLOUIN et al. (1994) conseguiram reproduzir a doengca em camundongos
utilizando a rota de inoculacao intraperitoneal, conseguindo bons niveis
de protecdo nos animais desafiados. A escolha da via intraperitoneal se
baseou na existéncia de poucos estudos sobre esta via como método
alternativo de desafio para esse tipo de experimento. Além disso, essa
seria uma das poucas vias alternativas citadas na literatura que
apresentou resultados favoraveis.

No experimento Il, a taxa de protecdo da vacina nos animais
desafiados pela via intraperitoneal, foi de 87,5 por cento, quando
comparado o numero de animais sadios e doentes. No entanto, a taxa de
protecdo da mesma vacina nos animais desafiados pela via intravenosa
foi 0%. Os resultados de protecdo no grupo vacinado desafiado pela via
intravenosa foram influenciados pela via de desafio, pois quando utilizada
a via de desafio intraperitoneal a protecdo da vacina foi superior.

A taxa de protecdo de 87,5% pode ser considerada alta para
condi¢cbes experimentais. Mesmo utilizando o desafio intraperitoneal, a
qguantidade de bactérias inoculadas no animal é muito alta, situacdo néo
esperada em condicBes naturais. Além disso, o animal sofre grande
estresse quando € imobilizado para se fazer o desafio, o que pode
contribuir para menor eficiéncia da resposta imune e menor protecao da
vacina. O sistema imune do animal tem que ter altos titulos de anticorpos
para conseguir combater a infeccdo casada por uma grande quantidade
do Streptococcus suis no organismo. Por isso, a campo, pode-se esperar
protecdo maior do que a apresentada no experimento.

WISSELINK et al. (2002), em experimento semelhante, obtiveram
taxa de protecao de 100%, 20% e 0%, utilizando bacterinas autégenas de
Streptococcus suis sorotipo 2 em adjuvante oleoso, vacina de amostra
ndo capsulada EF positiva e vacina viva com amostra mutante nao
capsulada, respectivamente. Entretanto, o experimento possuia numero
limitado de animais, sendo composto de apenas 5 animais por grupo
experimental. BLOUIN et al. (1994) conseguiram protecdo de 100%
através de imunizagcdo passiva de camundongos com soro hiperimune

obtido de suinos vacinados com bacterinas autdégenas. Quando o soro
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hiperimune era diluido para um titulo de 1:25600, a protecéo obtida foi de
80%. Em experimento conduzido por JACOBS et al. (1996), foi obtida
taxa de protecdo de 79% e 29% utilizando-se vacinas purificadas de
Suilisina e Fatores Extracelulares, respectivamente. Entretanto, utilizaram
somente 3 animais em cada grupo experimental. AMASS et al. (1999)
conseguiram 0% de protecdo utilizando vacinas autégenas de amostras
de Streptococcus suis sorotipo 2 de alta viruléncia aplicadas em dose
Unica em leitdes de 14 dias de idade.

Quando analisado o risco relativo nos grupos desafiados pela via
intraperitoneal, foi verificado que os animais vacinados apresentavam
uma probabilidade oito vezes menor de apresentar a doenca do que 0s
animais nao vacinados. Espera-se que essa probabilidade aumente ainda
mais quando a vacina for utilizada a campo.

A taxa de protecdo da vacina e o risco relativo indicam que a
vacina foi eficiente na protecdo dos animais contra o desafio do
Streptococcus suis sorotipo 2 de alta viruléncia, nas condi¢cdes

experimentais.

5. RESUMO E CONCLUSOES

O Streptococcus suis € uma bactéria que tem causado grandes
prejuizos a industria de suinos no Brasil, particularmente nos ultimos 10
anos. Os prejuizos causados anualmente sédo estimados em milhdes de
dolares com gastos em antibioticos, perdas de produtividade e morte de
animais. O agente infecta suinos causando meningite, artrite, septicemia
e pneumonia. Ja foram identificados 35 sorotipos, do 1 ao 34 e 0 %,
sendo que o sorotipo 2 é o mais freqlientemente associado a doenca no
Brasil e no mundo. Até o momento, ndo se tém resultados satisfatérios no
controle da doenga nas granjas, pois as vacinas nao tém proporcionado
boa protecdo. No controle da meningite tem sido priorizado o uso de
antibioticos na racdo ou agua. Entretanto, os gastos com medicacao sao
muito elevados, tem ocorrido um aumento na resisténcia do agente aos
antimicrobianos nos ultimos anos e os residuos de antibioticos na carne

Sao pouco aceitos, principalmente quando se visa exportacdo. O presente
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trabalho foi desenvolvido com o objetivo de determinar a eficacia de uma
bacterina autégena na protecdo de suinos desafiados com Streptococcus
suis sorotipo 2 de alta viruléncia e também testar vias e doses de
inoculacdo do agente. No experimento |, onde todos os animais foram
desafiados pela via intravenosa, ndo foi possivel detectar diferenca
significativa na protecao, sinais clinicos e lesées (P>0.05) entre 0s grupos
ndo vacinado e vacinado. Sé foi possivel detectar diferenca significativa
no numero de animais com isolamento positivo do Streptococcus suis e
na média da contagem bacteriana (P<0.01). Os resultados observados no
experimento I, nos grupos desafiados pela via intravenosa, foram muito
semelhantes aos encontrados no experimento I. Os grupos vacinado e
nao vacinado desafiados pela via intravenosa apresentaram protecao,
sinais clinicos e lesbes similares (P>0.05), e o nUmero de animais com
isolamento positivo do Streptococcus suis e a média da contagem
bacteriana foi mais elevada no grupo nao vacinado (P<0.01). Os grupos
vacinado e néo vacinado desafiados pela via intraperitoneal apresentaram
diferencas significativas (P<0.01) para todos os parametros analisados. O
grupo NVIP apresentou 31% de mortos e 69% de sobreviventes doentes,
enquanto que o grupo VIP teve 87% de sobreviventes sadios e 13% de
sobreviventes doentes. A temperatura retal no grupo NVIP foi, em média,
0,5° C maior do que no grupo VIP (P<0.01). Nenhum dos animais do
experimento Il apresentou sinais nervosos e respiratorios. O escore médio
dos sinais clinicos nos grupos nao vacinado e vacinado foi de 0,79 e 0,17,
respectivamente, sendo mais elevado no grupo néo vacinado (P<0.05). O
escore médio das lesdes também foi mais elevado no grupo néo vacinado
(0,72) em relacdo ao grupo vacinado (0,21) (P<0.05). O isolamento do
Streptococcus suis foi positivo em 56,25% e 0% nos animais néo
vacinados e vacinados, respectivamente. A média da contagem
bacteriana no grupo néo vacinado foi de 295,47 UFC/mL, sendo superior
(P<0.01) a encontrada para o grupo vacinado, no qual ndo foi obtido
isolamento positivo. A protecdo da vacina para os animais desafiados
pela via intraperitoneal foi calculada em 87,5%.

Portanto, com base nos resultados apresentados, pode-se

concluir que a via de desafio utilizada influencia nos sinais clinicos, lesdes
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e isolamento bacteriano dos animais vacinados e n&o vacinados. A via
intravenosa ndo se mostrou adequada para esse tipo de experimento e a
via intraperitoneal apresentou aspectos favoraveis. Quando o desafio é
feito pela via intravenosa, provavelmente nao existe tempo suficiente para
0 organismo desenvolver uma resposta imune adequada contra o agente,
mesmo nos animais vacinados.

A vacina mostrou ser eficiente na prevencdo da infeccédo pelo
Streptococcus suis sorotipo 2 de alta viruléncia, protegendo os animais
com uma eficiéncia estimada de 87,5%. Entretanto, mesmo utilizando a
via de desafio intraperitoneal, a concentracdo de bactéria inoculada no
animal € muito alta quando comparada a condi¢des das granjas. Por isso
espera-se que a vacina a campo seja mais eficiente do que em condi¢cdes
experimentais. Os animais vacinados apresentaram poucos sinais clinicos
e lesdes e o isolamento bacteriano foi negativo em todos eles. Desta
forma, a vacina proporcionou uma imunidade adequada para que 0S
animais pudessem responder favoravelmente a eliminacdo do agente do

organismo.
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