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Resumo: O uso profilatico e metafilatico de antimicrobianos ¢ comum na suinocultura brasileira. Algumas moléculas podem influenciar a resposta
imunolégica quando administradas com vacinas. Este estudo avaliou o impacto de antimicrobianos na resposta de anticorpos a vacina contra
Lawsonia intracellularis (Porcilis® Ileitis). Foram analisados 144 leitdes desmamados, divididos em 9 grupos: G1 (ndo vacinado), G2 (vacinado
sem antimicrobianos) e sete grupos vacinados e tratados com diferentes antimicrobianos (G3 - ceftiofur; G4 - tildipirosina; G5 - tulatromicina; G6
- amoxicilina; G7 - doxiciclina; G8 - florfenicol; G9 - tiamulina). Os animais foram vacinados aos 30 dias de vida. Amostras de soro foram
coletadas antes (D0) e ap6s a vacinag@o (D7, D14, D21, D28 e D35) e analisadas por citometria de fluxo para medir IgG anti-L. intracellularis. A
analise estatistica (ANOVA de duas vias) mostrou que os niveis de IgG no D35 foram significativamente menores (p < 0,001) nos grupos tratados
com ceftiofur (G3), doxiciclina (G7) e tulatromicina (G5) em comparacdo ao grupo G2. Em contraste, amoxicilina (G6), florfenicol (G8), tiamulina
(Q9) e tildipirosina (G4) nao afetaram os niveis de anticorpos. O efeito negativo mais intenso (reducdo de 41,15% nos niveis de IgG) foi encontrado
no grupo G3, tratado com ceftiofur. Nossos resultados demonstraram que o uso de alguns antibidticos durante o desenvolvimento da resposta
imune humoral adaptativa pode afetar a poténcia sorologica de vacinas imunogénicas. Este efeito negativo pode ser especialmente importante em
vacinas cuja resposta de anticorpos precisa de atingir o seu nivel maximo nas fases iniciais da fase de creche.

Palavras-chave: Antimicrobianos, vacina, Lawsonia intracellularis, suinocultura, imunidade humoral.

1. Introducio

No Brasil, o uso de antimicrobianos ¢ comum em todas as fases da produgdo suinicola. Um levantamento realizado em 25
propriedades de diferentes regides do pais revelou que os leitdes foram expostos a antimicrobianos em 66,3% do periodo de vida,
com variagdo entre granjas de 2,9% a 90,4%. Além disso, foram identificadas 26 moléculas diferentes na rotina produtiva (Dutra et
al., 2021). As mais utilizadas foram amoxicilina (100%), tiamulina (88%), doxiciclina (72%), florfenicol (68%), ceftiofur (40%) e
macrolideos (48%).

O uso excessivo de antimicrobianos, além de contribuir para a resisténcia bacteriana, a contaminagdo ambiental e a presenga de
residuos em produtos de origem animal (Barton 2014; Rabello et al., 2020), pode afetar a resposta imune pos-vacinal em suinos.
Estudos demonstram que a administragdo concomitante de antimicrobianos no momento da vacina¢ao pode impactar negativamente
a resposta imunoldgica (Pomorska-Mol et al., 2014; 2015; 2016; 2019). No entanto, a maioria dessas pesquisas ndo avaliou vacinas
amplamente utilizadas nos plantéis comerciais brasileiros.

Os estudos demonstram que a interagdo entre antimicrobianos e vacinas pode resultar em respostas imunologicas variaveis. Um
mesmo antimicrobiano pode prejudicar a imunidade pds-vacinal quando associado a uma determinada vacina, mas apresentar um
efeito diferente com outro antigeno (Woo et al., 1999). Portanto, compreender essas interagdes nas condigdes de granjas brasileiras
¢ essencial para otimizar protocolos de manejo, garantindo a eficacia da imunizagdo sem comprometer a prevengao e o tratamento
de doengas.

Entre os principais agentes endémicos nos rebanhos suinos brasileiros € do mundo, a Enteropatia Proliferativa Suina (EPS),
causada por Lawsonia intracellularis (L. intracellularis), ¢ um dos patdgenos de maior relevancia para os programas de controle
sanitario na producdo (Resende et al., 2015; Jansen et al., 2019; Konradt et al., 2020; Arnold et al., 2021). Consequentemente, o
numero de rebanhos vacinados contra esse agente tem aumentado significativamente (Observagao pessoal). A imunizagdo contra L.
intracellularis ocorre a partir das trés semanas de vida do leitdo (Roerink et al., 2018; Jacobs et al., 2019; 2020), frequentemente
associada ao uso de antimicrobianos para prevencdo de doengas respiratorias e entéricas (Dutra et al., 2021). Diante disso, este
estudo avalia o impacto dos principais antimicrobianos utilizados na rotina de granjas no Brasil sobre a resposta imunologica
humoral pds-vacinal, com o objetivo de aprimorar a programagdo vacinal e medicamentosa para um controle mais eficiente da EPS.
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2. Material e Métodos )
O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Parana (CEUA/PR), sob o
protocolo numero 08-2022.

2.1. Amostragem

Foram utilizados 144 leitdes provenientes de uma unidade comercial produtora de leitdes desmamados, localizada no Oeste do
Parana, Brasil. Apds o desmame, os leitdes foram transferidos para a creche experimental do Setor de Suinos da Universidade
Federal do Parana — Setor Palotina. O alojamento foi realizado por meio de randomizagdo estratificada em 36 baias, com quatro
animais por baia. Os animais foram distribuidos em nove grupos experimentais (G1 a G9), onde cada grupo composto por quatro
baias, totalizando 16 animais por grupo. Os leitdes tiveram acesso a agua e alimento a vontade durante todo o experimento,
recebendo apenas o tratamento conforme os grupos estabelecidos (Tabela 1). A interferéncia dos antimicrobianos na resposta
humoral poés-vacinal foi avaliada por meio da detec¢do de IgG contra L intracellularis em animais vacinados, com ou sem a
administracdo de antimicrobianos. Os grupos foram definidos da seguinte forma: G1 (Controle negativo, ndo vacinado), G2
(Controle positivo, vacinado sem antimicrobianos) e sete grupos vacinados e tratados com diferentes antimicrobianos: G3
(ceftiofur), G4 (tildipirosina), G5 (tulatromicina), G6 (amoxicilina), G7 (doxiciclina), G8 (florfenicol) ¢ G9 (tiamulina).

2.2. Pesquisa de Lawsonia intracellularis nas fezes no dia 0 (D0) do experimento

Os leitdes foram vacinados aos 30 dias de vida (DO do experimento). Nesse momento, amostras fecais foram coletadas de todos
0s animais em sacos plasticos estéreis ¢ armazenadas a -20°C para posterior analise por PCR, com o objetivo de verificar a presenga
de L. itracellularis. A coleta foi realizada por estimulagdo manual diretamente da ampola retal de dois animais por baia (N=88).

2.3. Coleta e analise de sangue

A coleta de sangue foi realizada por venopuncdo da veia jugular em todos os leitdes nos dias experimentais 0 (antes da
vacina¢do), 7, 14, 21, 28 ¢ 35 pos-vacinagdo. As amostras foram enviadas ao laboratorio AFK Imunotech para analise por PCR em
Tempo Real, utilizando um conjunto de iniciadores especificos e reagentes da empresa Promega (Go-Tag Probe gPCR Master Mix).
O DNA genodmico foi extraido com o kit comercial MagaZorb DNA Mini-Prep Kit (Promega).

o - _ Tratamento com Antimicrobiano
N Vacinacao

Grupo Experimental Animais contra Li* Molécula (Dose) V“la de i Pe‘riodo de
administracae Fornecimento (D**)

G1 (Controle Negativo) 16 Nao Vacinado Sem Medicacao Nio se aplica Nao se aplica

G2 (Controle Positivo) 16 Vacinado Sem Medicacéo Niose aplica Ndo se aplica

G3 (AMOX) 16 Vacinado Amoxicilina via racdo (20 mg/kg) in feed D0 a D28

G4 (CEF) 16 Vacinado Cefitiofur injetavel (IM. 1 mL/10kg) in feed D0.D10 e D20

G5 (DOXI) 16 Vacinado Doxiciclina via ragdo (20 mg/kg) in feed D0 aD28

G6 (FLOR) 16 Vacinado Flofenicol via ragiio (2 mg/ke) in feed D0 a D28

G7 (TIAM) 16 Vacinado Tiamulina via racéo (10 mg/kg) in feed D0 a D28

G8 (TILD) 16 Vacinado Tildipirosina (IM, 1 mL/10 kg) Injetavel D0.D10 e D20

G9 (TUL) 16 Vacinado Tulatromicina (IM. 1 mL/ 40 kg) Injetavel D0.D10 e D20

Tabela 1 — Descrigdo dos nove grupos experimentais e eventos do estudo sobre antimicrobianos e resposta humoral pos-vacinal.

Legendas — * Vacinagdo contra Li (Lawsonia intracellularis) = 2mL, IM no pescogo, Porcilis® Ileitis, MSD Satde Animal; **D = Dias
experimentais, onde momento da vacinag@o (D0) e ap6s a vacinagdo (D10, D20 e D28); IM = Administracdo de antimicrobiano injetavel pela
via Intramuscular.

2.4. Produtos antimicrobianos utilizados nos grupos experimentais

Os produtos antimicrobianos utilizados nos tratamentos foram: Ceftiofur (Ceftiomax, Biogenesis Bago, lote 014/20);
Tildipirosina (Zuprevo, MSD, lote 003/20); Tulatromicina (7reoxin, Farmabase, lote A21/0006); Amoxicilina (Farmaxilin 50,
Farmabase, lote A20/0187); Doxiciclina (Farmadox 50, Farmabase, lote A20/0157); Florfenicol (Nuflor, MSD, lote 089/22
MF22899); e Tiamulina (Suistin 50, Vansil, lote 002/21).

2.5. Deteccao de IgG para o antigeno de Lawsonia intracellularis

A presenca de imunoglobulinas G especificas para o antigeno de L. intracellularis (IgG anti-Li) foi avaliada por citometria de
fluxo, conforme descrito por Baldasso et al., 2023. As analises foram realizadas a partir das amostras de sangue coletadas nos
diferentes momentos experimentais: DO, D7, D14, D21, D28 e D35.

2.6. Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 9.0. Para a analise dos resultados da citometria de fluxo, foram
considerados os tratamentos, os momentos de avaliagdo e a resposta soroldgica em cada unidade experimental. A comparacdo entre
os grupos foi realizada por meio da ANOVA de duas vias, seguida do teste de Tukey para comparagdo multipla. Diferengas
estatisticamente significativas foram consideradas quando p < 0,05. Além disso, a comparagdo entre os grupos experimentais foi
feita com base na diferenga da média de sorologia entre os dias 28 e 0, bem como entre os dias 28 e 7.
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3. Resultados

Antes do inicio do experimento, todos os animais testados apresentaram resultado negativo para L. intracellularis no exame de PCR,
sem diferenca estatistica entre os grupos testados (p>0,05). Além disso, os niveis de IgG anti-L. intracellularis no D0 estavam em
niveis basais em todos os animais avaliados (Figura 1), indicando que ndo houve infecgdo prévia nos grupos experimentais.

Os resultados da citometria de fluxo para deteccdo de IgG anti-L. intracellularis (Figura 1) mostram uma redugdo geral dos
titulos de anticorpos entre DO ¢ D7. Posteriormente, observou-se uma tendéncia de aumento dos titulos ao longo do tempo. Houve
diferenca significativa nos niveis de IgG entre a primeira e a ultima semana, sugerindo um efeito positivo dos tratamentos aplicados.
O grupo controle (G1 — ndo vacinado e ndo medicado) apresentou uma resposta distinta dos grupos vacinados e medicados, o que
era esperado, pois ndo foi exposto ao agente nem a vacina.

Entre os grupos experimentais, os tratamentos com ceftiofur (G3) e tulatromicina (GS5) resultaram na maior interferéncia negativa
na resposta imune dos animais apos a vacinagao contra enteropatia proliferativa suina (p<0,05). Em contrapartida, os tratamentos
com florfenicol (G8) e tildipirosina (G4) ndo impactaram significativamente os niveis de 1gG anti-L. intracellularis. Os grupos
tratados com amoxicilina (G6), doxiciclina (G7) e tiamulina (G9) apresentaram redugao significativa nos titulos de IgG apenas em
momentos pontuais: D14 para G6 (AMOX), D21 para G9 (TIAM) e D14/D28 para G7 (DOXI). Ja os grupos tratados com ceftiofur
(G3) e tulatromicina (G5) mantiveram niveis reduzidos de IgG ao longo de todo o periodo experimental (»p<0,05). Todos os grupos
foram comparados com o modelo do estudo (G1 — controle negativo e G2 — controle vacinado).
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Figura 1 — Niveis de imunoglobulina G (IgG) para o antigeno de Lawsonia intracellularis para os grupos: G1 = controle negativo (CC); G2 =
controle positivo - vacinado e ndo medicado (CV); Grupos vacinados e medicados com: G3 = Ceftiofur (CEF); G4 = Tildipirosina (TILDI); G5
= Tulatromicina (TUL); G6 = Amoxicilina (AMOX); G7 = Doxiciclina (DOXI); G8 = Florfenicol (FLOR) e; G9 = Tiamulina (TTAM). A
diferenca significativa entre os grupos esta indicada pelo p (p<0,05).

4. Discussao

O presente estudo demonstrou a interferéncia de sete antimicrobianos amplamente utilizados na suinocultura brasileira
(amoxicilina, ceftiofur, doxiciclina, florfenicol, tiamulina, tildipirosina e tulatromicina) sobre a resposta imune humoral p6s-vacinal
contra L. intracellularis em leitdes na fase de creche. Até o momento, ndo ha registros na literatura de estudos similares que avaliem
a interagdo dessas moléculas com esse patdgeno especifico. Os resultados indicaram que amoxicilina, ceftiofur, doxiciclina,
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tiamulina e tulatromicina impactaram negativamente a resposta humoral pds-vacinal, enquanto florfenicol e tildipirosina néo
apresentaram esse efeito adverso.

Assim como observado no presente estudo, pesquisas anteriores relataram um efeito negativo do ceftiofur na resposta imune
pos-vacinal. Pomorska-Mol et al. (2015) demonstraram que a administragdo concomitante desse antimicrobiano com a vacina contra
pseudoraiva comprometeu a resposta imune celular ¢ humoral, reduzindo a producdo de citocinas e anticorpos IgM especificos.
Além disso, quando associado a vacinacdo contra influenza (Pomorska-Mol et al., 2015) e erisipela (Pomorska-Mdl et al., 2016), o
ceftiofur afetou negativamente a resposta humoral.

De forma semelhante, a associagdo da doxiciclina com a vacinagdo para pseudoraiva (Pomorska-Mol et al., 2014) e erisipela
(Pomorska-Mol et al., 2016) resultou na reducdo da imunidade celular e humoral. Ainda, Pomorska-Moél et al. (2016) verificaram
que a administra¢do simultanea de tiamulina com a vacina contra erisipela reduziu os titulos de anticorpos. No presente estudo, os
tratamentos com doxiciclina e tiamulina reduziram os niveis de IgG anti-L. intracellularis apenas nos dias D14 e D28 (doxiciclina)
e D21 (tiamulina). A falta de um padrdo homogéneo nos momentos avaliados sugere que outros fatores podem estar influenciando
a resposta imune.

Dos sete antimicrobianos testados, apenas florfenicol e tildipirosina nio interferiram na resposta imune humoral induzida pela
vacinagao contra L. intracellularis. No entanto, Khalifeh et al., 2009 relataram que o florfenicol prejudicou a produgdo de anticorpos
contra a Doenga de Newcastle quando administrado simultaneamente com a vacina em aves. Até o momento, ndo ha relatos de
interferéncia do florfenicol na resposta imune pds-vacinal de suinos.

A administragdo de amoxicilina em conjunto com a vacinagdo contra erisipela aumentou os titulos de anticorpos pos-vacinais,
efeito semelhante ao observado com a tulatromicina, quando associada as vacinas contra erisipela (Pomorska-Mol et al., 2016) e
influenza (Pomorska-Mol et al., 2019). No entanto, no presente estudo, a amoxicilina parece ter retardado a resposta imune a vacina
contra L. intracellularis, resultando em niveis reduzidos de IgG apenas no D14, com recuperag@o posterior. Por outro lado, a
tulatromicina reduziu os niveis de IgG anti-L. intracellularis entre os dias 14 e 28 ap6s a vacinagdo.

A variabilidade na interferéncia dos antimicrobianos sobre a resposta imune pode estar relacionada as diferengas entre antigenos
vacinais. Woo et al. (1999) avaliaram o efeito da claritromicina e da doxiciclina sobre a resposta imune de camundongos vacinados
contra tétano, pneumococo, hepatite B e Salmonella typhi, e observaram que o impacto dos antimicrobianos variou conforme o
antigeno testado. Esses achados refor¢am a importancia de avaliar individualmente a interagdo entre antimicrobianos ¢ vacinas, uma
vez que o efeito negativo de um antimicrobiano sobre uma vacina ndo pode ser generalizado para todas as formulagdes vacinais.

UFPR
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5. Conclusio

Os resultados deste estudo indicam que a administragdo concomitante de determinados antimicrobianos pode interferir na
resposta imune humoral induzida pela vacinag@o contra Lawsonia intracellularis em leitdes. Entre as moléculas avaliadas, ceftiofur
e tulatromicina promoveram as maiores redugdes nos niveis de IgG especificos ao longo de todo o periodo experimental.
Amoxicilina, doxiciclina e tiamulina também afetaram a resposta vacinal, embora com efeitos pontuais. Em contraste, florfenicol e
tildipirosina ndo apresentaram impacto significativo na soroconversdo. Esses achados destacam a relevancia de se considerar
potenciais interagdes entre antimicrobianos e vacinas na formulagdo de estratégias sanitarias, além de apontarem para a necessidade
de novos estudos que explorem essas interagdes em diferentes contextos e sistemas produtivos.
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