Silvia de Araujo Franga

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E TERAPEUTICOS
DA ENTEROPATIA PROLIFERATIVA SUINA

Dissertacédo apresentada no cide Mestrado em Medicir
Veterinaria da Escola de Veterinaria da UFMG, c
requisito parcial para obtencdo do certificado @stne en
Medicina Veterinaria.

Area de Concentraco: Patologia animal

Orientador: prof. Roberto Mauricio Carvalho Guedes

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria - UFMG
2007



F814a Franca, Silvia de Araujo, 1974-

Aspectos epidemiologicos e terapéuticos da entgeopenliferativa suina / Silvia de
Araujo Franga. —2007

61 p.: .

Orientador: Roberto Mauricio Carvalho Guedes

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal deadiGerais, Escola de Veterinaria
Inclui bibliografia

1.Suino — Doencgas — Tratamento - Teses. 2.Patoletgainaria — Teses.

3.Epidemiologia — Teses. |.Guedes, Roberto Mau@eaiovalho. Il.Universidade Federal d
Minas Gerais. Escola de Veterinaria. Ill.Titulo.

CDD - 636.408 96




Dissertacdo defendida 28 de fevereiro de 2007, adiage pela comissdo examinadora
constituida por:

Prof. Roberto Mauricio Carvalho Guedes
(Orientador)

Dr. Glauber de Souza Machado

Profa. Zélia Inés Portela Lobato

Prof. Ernane Fagundes do Nascimento






Dedicada, com todo o meu amor,
ao meu MARAVILHOSO Deus e aos meus pais, Eustag@eci,

pelo que sdo em minha vida.



AGRADECIMENTOS

Aos meus amados avés e irmaos, Alexandre e Dang&etoda minha familia, pelo amor e pelo
carinho.

Ao meu orientador, Professor Roberto Guedes, ids@hsna tarefa de ensinar. Nao tenho
palavras para lhe agradecer pelas oportunidadelaiega e ensinamentos.

Aos meus queridos professores, companheiros daliab amigos do setor de Patologia: Profa
Rogéria, Prof Renato Lima, Profa Roselene, Marjlékdfio, Tatiane Paixdo, Alcina, Nubia,
Julio César, Eduardo, Patricia, Mel, Silvia, Fabiabiana, Regina, Natélia, Wériton, ..., por
todos os momentos compartilhados.

Ao querido prof. Ernane Fagundes do NascimentorofapZélia Lobato e ao Dr. Glauber
Machado pela participacdo na banca examinadorarelgrcontribuicdo para a melhoria deste
trabalho.

A Integrall - Solu¢des em Producdo Animal Ltdalaparceria.

A CEVA Saude Animal Ltda., pelo financiamento dpexmento da leucomicina.

A Sanphar Quimica e Farmacéutica Ltda., pelo fimanento do experimento da AIVT.

A CAPES, pela concesséo da bolsa de estudos.

Aos funcionérios, professores da EV e a todas asops que de forma direta ou indireta
contribuiram para a concluséo desse trabalho.

Muitissimo obrigada!



SUMARIO

PP PPPPRPPR
N o U A WN R

(0]

o el
© o ®
N

2.1
2.2

2.3
2.4

Pag.

RESUMO . ..ottt ettt ettt et e aee bt bmmemnee e e sebee e nnnenes 12
AB S T R A C T e e et e et e ettt et ettt ee bt b e mnanaee e aee e nnanea 12
INTRODUGAQO GERAL......cocovevieieetieseeteeesveet e etetees e easenaeeseisatessessess s essesnenenens 13
CAPITULO 1: ENTEROPATIA PROLIFERATIVA SUINA (EPS) - REVISAO

DE LITERATURA. . ettt e e e e e et e e e e e areneeeaeaaeee s 14
INTRODUGAO........ceiueieeeeeeeeeeeeseommss e seseeeeeesetsasesste e aesasssssnsssseseneenansesssensesseens 15
ETIOLOGIA. . oottt e e e s 15
EPIDEMIOLOGIA. .. ..ttt e e et e e e e et e ee et e e e e e et mmmmmeeeenee 16
PATOGENESE ......tiiiiiiititceet ettt ettt ettt et eni s 17
SINAIS CLINICOS ..ottt ettt n e ee et e eneae s enaens 18
PATOLOGIA ... ettt ettt mmemnee e e aebeeeeaeneaes 19
DIAGNOSTICO. ...ttt ettt ettt e e et e e etestennanasaneeenns 21
CONTROLE.. .. ettt —aaeeaeaaeaeeeeteaeaaaaaaaaaaaaaeaes 22
Modelos experimentais para avaliagdo da efgicia de antimicrobianos 23
Antimicrobianos eficientes no controle e tramento da EPS 24
CONSIDERAGOES GERAIS........ocoiiieeteeeeeeeeeeeees e e et eeaeesesseetsen st eneeeee s esnnnaes 25
CAPITULO 2: SUSCEPTIBILIDADE DE PARDAIS, PASSER DOMESTICUS,

A INFECCAO PELA BACTERIA Lawsoniaintracellularis...........c..cocceveeeevenennnnn. 26
RESUMO . ..ottt ettt e e ettt ettt e aee bbb mmemnee e e sebre e e nenes 27
INTRODUGAO........coiteeeeeeeeeeeeeeeommss e seneeseeeseteasesste s asssessssnsssssseneenassssssensesseens 27
MATERIAL E METODOS.......cuiiiite ittt eteee et e e eeanes e 27
PREPARAGCAQO DO INOCULO........cooieeeeieceeeeeeeeeeteee et ee e en s v ennnens 27
ANIMALS . e e e ettt ettt e e e e e e eebbe e nn e s 28
1T U 707X @ TR 29
DETECCAO DEL. intracellularis NAS FEZES DE PARDAIS..........ccooeveiueevienene 30
AVALIACAO HISTOLOGICA E THQ.......coovveeeeeccameeeeeeeeeeeee et eeeen et ea e een e, 30
ANALISE DE DADOS........coviiieieieete et eteeeeaeeseee e et ete e teetetae e st eeteesenenseseens 30
RESULTADOS E DISCUSSAD........cuiieiiieeieiieeeeeeeseeeeee e eteeee et eessste s aeseenaenn s 30
CONCLUSOES. ...ttt s ettt e 33
CAPITULO 3: EFICACIA DA LEUCOMICINA (LEUCOMAG 30% PR) NO
CONTROLE DA ENTEROPATIA PROLIFERATIVA EM LEITOES
EXPERIMENTALMENTE INOCULADOS.......ccoi i et 34



3.1
3.2

3.3

3.4

4.1
4.2

4.3

4.4

RESUMO . ..ttt e et ettt e ettt ettt e ee bbb e mnee e e sebre e e nenes
[N RS I0] 5100710 R
MATERIAL E METODOS.......cuiiioieieieeetecme e eteee et e eeanes e
PREPARAGCAO DO INOCULO..........cuiuieieeeeiee et et e et eanaens
ANIMALS . e e e ettt ettt e e e e eebebbe e nn e s
1 o) o T TSP
1o o T 1 PSSP
g 1T T3 01T (o S
INOCULAGAO. ... ctieeeeeee et eveeeeee e es et ees ettt s s s emsnnnesee e etnaeaen
AVALIACAO CLINICA E DE DESEMPENHO.........c.cvieeeeiieeeeeieeeeeeeeeeteee e e
AVALIACAO MACROSCOPICA, HISTOLOGICA E IHQ.....oceeveeveveeeeeee e
AVALIACAO SOROLOGICA. ......oeeeeeeeeese et eeers s e e enen e vnanns
AVALIACAO DE L. intracellularis EM AMOSTRAS FECAIS........ccccocovvevevieereeenes
ANALISE ESTATISTICA......oceeeeeeeeee ettt ee e ettt eenanee s
RESULTADOS E DISCUSSAOD........cooiiietecieteeeetee ettt sanes
1 [ (o N R PPURURSUPRPR
1o (o | PSSP
Experimento propriamente dif0............ooiieeeeeeeeeiieie e rne e
OBSERVAGOES CLINICAS. .......ooiii ettt eeeee e eee e enaees
DESEMPENHO. ...ttt e e e e e e e e et e eee et aeaae e nenemeeeeeesereee
RESULTADOS ANATOMO-PATOLOGICOS........cocoveeieemeeeeeeee e en e
CONCLUSOES. ...ttt ittt ettt ss bt seen et

CAPITULO 4: EFICACIA DO TARTARATO DE ACETIL-ISOVALERIL-
TILOSINA (AIVLOSIN®) NO CONTROLE DA ENTEROPATIA
PROLIFERATIVA EM LEITOES EXPERIMENTALMENTE INOCULAD  OS

RESUMO. .. ..ot eeeeeeeee ettt e en e v e s et ses s ernanassansnessnsnaneneees
INTRODUGAO........ouoiueieieeceeeeeeese s eeseseesee et eteasasste s asssesssssessssseneenanss s sensesseens
MATERIAL E METODOS........coiiiieeeeeeeeeeeemee et ses e eeenasene
ANIMAIS. ...ttt etee ettt es ettt emnana et ten s ene e nenene
INOCULAGAD. ... iviteeeeee e eeseeeee e en ettt st et see s emenenesee e eenee s
RESULTADOS E DISCUSSAO...........orueuiueiereeeeeeeeeeeseseeesesaseceeaeeies s s v senananns
OBSERVAGCOES CLINICAS. .......ooieeeeeececeee ettt naees
DESEMPENHO. .......ooviiiiee et oo es s ane s ss s s ns e aemsseesesasenas
RESULTADOS ANATOMO-HISTOPATOLOGICOS........coceeeeeeeeeeeeeeerevevee e
CONCLUSOES. ..ottt eeeee ettt ee et eeeanae st eree e

CONCLUSOES GERAIS.......cooiieiieieietetee et eaees ettt es e neaeaana

46

47
47
47
47
48
48
48
49
51
54

54



LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1

Tabela 3.2

Tabela 3.3

Tabela 3.4

Tabela 4.1

Tabela 4.2

Tabela 4.3

Tabela 4.4

Peso médio e ganho de peso diario (GPD), em qudlos,grupos nao medicado
(T1), medicado com 90 ppm (T2) e 180 ppm (T3) dedeicina em diferentes
periodos apos inoculagao 41

Consumo médio diario (CMD) de racao,geamas, e conversdo alimentar (CA)
dos grupos ndo medicado (T1), medicado com 90 pih € 180 ppm (T3) de
leucomicina em diferentes periodos apos inoculagao 41

Gravidade de lesbes macroscopicas e média de aatates lesdo, em cm, a
necropsia, por animais afetados e pelos gruposneiticado (T1), medicado com
90 ppm (T2) e 180 ppm (T3) de leucomicina 42

Intensidade de infeccdo horintracelularis em fragmentos de ileo baseado na
marcagao por IHQ em animais dos grupos nao medi¢Etlp medicado com 90
ppm (T2) e 180 ppm (T3) de leucomicina 43

Peso médio e GPD, em quilos, dos grofiosmedicado (T1), medicado com 50
ppm de AIVT (T2) e 100 ppm de tiamulina (T3) emed#tes periodos apds a
inoculagao 50

CMD de racéo, em gramas, e CA dos gméosnedicado (T1), medicado com 50
ppm de AIVT (T2) e 100 ppm de tiamulina (T3) emed#tes periodos apds a 50
inoculagao

Gravidade de lesdes macroscoépicas eanttiextensdo de lesdo, em cm, a
necropsia, por animais afetados e pelos gruposneiticado (T1), medicado com
50 ppm de AIVT (T2) e 100 ppm de tiamulina (T3) 51

Intensidade de infeccdo horintracelularis em fragmentos de ileo baseado na
marcagao por IHQ em animais dos grupos nao medi¢Etlp medicado com 50
ppm de AIVT (T2) e 100 ppm de tiamulina (T3) 53

LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1

Figura 1.2

Figura 1.3

Representacdo esquematica do curso clinico, elghinale bactéria nas fezes
decorrente da infeccdo pela. intracelularis e resposta imune em leitbes
experimentalmente infectados. Adaptado de Gebh&tuedes, 2004. FC: forma 19
cronica; FA: forma aguda.

Intestino delgado de leitées infectadom L. intracellularis. (A) Enteropatia
proliferativa hemorragica com sangue e coagulo @meh, além do tipico
espessamento da mucosa. (B) Lesdo macroscopica filgi forma crbnica de
enteropatia proliferativa, com marcante espessameat mucosa que apresenta
pregas bastante evidentes. 20

Microfotografia de leséo histolégicad#pde EP, caracterizada por proliferacéo de
células epiteliais de criptas intestinais e ausédeicélulas caliciformes. A (100x) e 21
B (400x)



Figura 1.4

Figura 1.5

Figura 2.1

Figura 2.2

Figura 2.3

Figura 2.4

Figura 2.5

Figura 3.1

Figura 3.2

Figura 3.3

Figura 3.4

Figura 3.5

Figura 4.1

Figura 4.2

Microfotografia de sec¢bes histolégidasileo de suino com EP a IHQ pdra
intracellularis, utilizando como cromdgeno o AEC. Pontos em venmelo apice

de enterdcitos de criptas intestinais (seta lamy@m macréfagos (seta fina) da
lamina propria representam o antigeno bacteri@x) 22

Estrutura quimica da eritromicina (49,leucomicina (B) e da aivlosina (C). 25

Local no qual os pardais ficavam alggadon gaiolas individuais, desde a chegada
até a eutanasia. 29

PardalPasser domesticus, sendo inoculado com cultura puraldentracellularis
através de sonda. 29

Microfotografia de ileo de hamster ekpentalmente inoculado. Pontos vermelhos
no apice de enterdcitos representam o antigenerizm (IHQ. 400x). 30

Necropsia de pardal (A) e coleta destirtes inteiros para IHQ (B). 31

Microfotografia de ileo de Pardal, ekpentalmente inoculado, corada pela técnica
de IHQ com anticorpos especificos pdraintracellularis, usando AEC como
cromégeno. Pontos vermelhos no citoplasma de nagwdafepresentam o antigeno 32
bacteriano (200x).

Baias suspensas de creche com pisaripadho de depdsito e bebedouro do tipo
chupeta localizadas no Hospital Veterinario da UFMiBzadas para conducao do 37
experimento.

Evolucéo cronoldgica da média de escdiagcos baseados na consisténcia das
fezes em animais do grupo nado medicado (T1), médicam 90 ppm (T2) e 180
ppm (T3) de leucomicina. 40

Desuniformidade entre leitdes no gruporitio medicado. 41

Intestino delgado de leitdes inoculados experinierate com homogenado de
mucosa contendb. intracellularis. (a) Lesdo macroscopica tipica da forma cronica
de enteropatia proliferativa, com marcante espemstmda mucosa que apresenta
pregas bastante evidentes. (b) Enteropatia prafifer hemorrdgica com sangue e
coagulo no lumen, além do tipico espessamento dasau 42

Microfotografia de ileo coradas pela IHQ utilizandeticorpo especifico para
intracellularis. (A) Grau 1 de marcacédo, com até 25% das criptestadas pela
bactéria (400x); (B) Grau 2, com até 50% das aiptéectadas (400x); (C) Grau 3,

até 75% das criptas infectadas (200x); e Grau @, @aase a totalidade das criptas
infectadas (200x). 43

Evolucéo cronoldgica da média de escdiagcos baseados na consisténcia das
fezes em animais do grupo nao medicado (T1), médicam 50 ppm de AIVT
(T2) e 100 ppm de tiamulina (T3). 49

Desuniformidade entre leitdes do grupo T1, inocodael ndo medicados. 50

10



Figura 4.3 EP na forma crénica. (A) Intestino ddlgaObserva-se intensa congestdo e edeméa?2
de mesentério adjacente ao ileo. (B) Intestino atlelge (C) intestino grosso.
Observa-se intenso espessamento de mucosa intestmanarcante protrusdo de

pregas.
LISTA DE ABREVIACOES
ADG Average daily gain
AEC 3-amino-9etilcarbazol
AIVT Acetil-isovaleril-tilosina
CA Conversao alimentar
CMR Consumo médio de racao
EP Enteropatia proliferativa
EPS Enteropatia proliferativa suina
FC Feed conversion
GPD Ganho de peso diario
HE Hematoxilina e eosina
IHQ Imunoistoquimica
IPX Imunoperoxidase
MIC Concentracgéo inibitéria minima
PBS Solucao salina fosfatada tamponada
PCR Reacéo em cadeia da polimerase
SFB Soro fetal bovino
SPG Sacarose, fosfato e glutamato

11



RESUMO

Esta dissertacdo inclui trés experimentos distitiesprimeiro, avaliou-se a susceptibilidade de
pardais a infeccdo experimental com culturas pdea&. intracellularis. Antigeno bacteriano
somente foi detectado na lamina prépria de doidgmra IHQ, e & PCR, todas amostras de
fezes foram negativas. Assim, aparentemente, capaéd € importante na epidemiologia da
EP. Outros dois trabalhos foram realizados parartes eficiéncia de dois antimicrobianos,
leucomicina e acetil-isovaleril-tilosina (AIVT), raontrole da EPS. Utilizaram-se 90 leitbes de
cinco semanas de idade, com 30 leitdes por tratambBio experimento da leucomicina, os
grupos foram T1, inoculados com L. intracellulagimdo medicados, T2 e T3, inoculados e
medicados na racdo com 90 ppm e 180 ppm de leuit@niespectivamente. Todos os leitdes
foram eutanasiados no dia 23. Sinais clinicos fongars evidentes nos T1 que nos T2 e T3.
Animais T2 e T3 apresentaram melhor GPD (0,419g+88g vs. 0,339g) e CA (1,63 e 1,44 vs.
1,83) que os T1. J& no experimento com AIVT, Tafoinoculados e medicados com 50 ppm
de AIVT e T3 inoculados e medicados com 100 pprtiadaulina. Sinais clinicos foram mais
evidentes no T1 que nos T2 e T3. O GPD (0,5416@8@,vs. 0,451g) e a CA (1,58 e 1,59 vs.
1,84) foram melhores nos T2 e T3 que nos T1, réspetente. A média do comprimento de
leséo, por leitdo, de T1, T2 e T3 foi 94,9, 6,18&dn, respectivamente. Assim, reproduziu-se a
doenca experimentalmente e a eficiéncia da leudoanias doses de 90 e 180 ppm e do AIVT
na dose de 50ppm foi demonstrada.

Palavras-chave: suino; pardal; enteropatia prelifex; Lawsonia intracdlularis;
epidemiologia; antimicrobianos; controle.

ABSTRACT

This dissertation comprises three experiments. fiiilsé one, evaluated the house sparrow
susceptibility to L. intracellularis experimentaifection. Only two sparrows had discrete
antigen labelling in the lamina propria and alldiesamples were negative by PCR. Thus, it
seems that house sparrows are not important iegliemiology of PPE. Another two studies
were conducted to evaluate the efficacy of leucomgad acetyl-isovaleryl-tylosin (AIVT) for
the prevention and control of PPE. Ninety healikig fveek-old pigs were balanced by weight
and then randomly allotted to three groups, with@@s per treatment. In the study with
leucomycin, the groups were: T1, no medicationlehgled; T2, 90 ppm of
leucomycin/challenged; T3, 180 ppm of leucomycialtdnged. All animals were challenged
with L. intracellularis organisms. Clinical presatbn of the disease was more evident in T1
than in T2, T3 animals. T2 and T3 animals had higi2G (0.419g and 0.438g vs. 0.339g) and
better FC (1,63 and 1,44 vs. 1,83) than T1. Instuely with AIVT, the groups were: T1, no
medication/challenged; T2, 50 ppm of AIVT /challedg T3, 100 ppm of tiamulin/challenged.
Clinical presentation of the disease was more @evide T1 than in T2 and T3. T2 and T3
animals had higher ADG (0.541g and 0.568g vs. @¥&hd better FC (1,58 and 1,59 vs. 1,84)
than T1. Average lesion length in T1, T2 and T3 ®49, 6.1 and 6.8 cm, respectively. The
reproduction of the disease was successful. Theaejf of leucomycin, at the doses of 90 and
180 ppm, and of AIVT at the dose of 50 ppm, was alestrated.

Keywords: pigs;, house sparrow; proliferative enteropathy; Lawsonia intracellularis
epidemiology, antimicrobials; control.
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INTRODUCAO GERAL

No primeiro capitulo desta dissertacédo foi
realizada uma revisdo de literatura
abrangendo diversos aspectos da EP, desde
caracterizacdo e cultivo “in vitro” da
bactéria causadora aos métodos de
tratamento dessa doencga, com destaque
especial para epidemiologia e controle.

A epidemiologia da doenca é pouco
conhecida. Ocorréncia de surtos de
enteropatia proliferativa em granjas nunca
antes povoadas e que receberam animais de
reposicdo de granjas sem histéria clinica da
enfermidade tem sido constatada, gerando a
hipétese da existéncia de vetores bioldgicos
ou mecanicasApesar da descricdo de EP
em aves, Como emu € avestruz, nao existem
trabalhos avaliando o papel de espécimes da
ordem Passeriformes na epidemiologia da
doenca.

Pelas razbes descritas anteriormente,
realizou-se o0 experimento descrito no
capitulo 2. Este teve como objetivo avaliar
a possibilidade de pardais serem
susceptiveisHasser domesticus) a infeccao
experimental peld. intracellularis, e assim
verificar a importancia dessa espécie na
epidemiologia da EP.

Por ser a utilizacdo de antimicrobianos a
forma mais utilizada no controle da EP, no
capitulo 3, descreve-se o estudo realizado
com o objetivo de avaliar a eficiéncia de um
macrolideo, a leucomicina, administrada na
racdo, nas concentracdes de 90 e 180 ppm,
no controle da doenca em leitbes
experimentalmente inoculados conh.
intracellularis. No capitulo 4, relata-se o
estudo no qual avaliou-se a eficiéncia do
AIVT, antimicrobiano do grupo dos
macrolideos, no controle da EP em leitdes
experimentalmente inoculados com
L.intracellularis, & semelhanca do que foi
feito no capitulo 3, para leucomicina.



ENTEROPATIA PROLIFERATIVA SUINA

- REVISAO DE LITERATURA -
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1.1. INTRODUGAO

A enteropatia proliferativa (EP) € uma
patologia entérica, infecto-contagiosa que
afeta suinos (Biester e Schwarte, 1931;
Rowland e Rowntree, 1972; Cooper et al,
1997a; Guedes, 2002; Lindecrona et al,
2002) e outras espécies animais (Fox et al,
1994; Cooper et al, 1997ab; Lawson e
Gebhart, 2000; Tomonova et al, 2003). O
agente etiologico da EP, em todas as
espécies nas quais foi diagnosticada, € a
bactéria intracelular obrigatérihawsonia
intracellularis (McOrist et al, 1993;
McOrist et al, 1995a).

A EP foi descrita pela primeira vez por
Biester e Schwarte (1931) e somente em
1974 (Rowland e Lawson, 1974) associou-
se a doenca a uma bactéria intracelular
curva, na época identificada como do
género Campylobacter. Entretanto, em
1995, McOrist et al. (1995a) demonstraram
qgue a bactéria causadora da EP era uma
nova espécie, de um novo género. Foi entdo
proposto o noméawsonia intracdlularis,
dentro da familia das Desulfovibriaceas.

A EP tem sido diagnosticada em
praticamente todos os paises de expressiva
producdo suinicola, acarretando perdas e
impacto econbmico significativo em
diferentes fases do sistema de producédo
(Chang et al., 1997; McOrist et al., 1997c;
Chiriboga et al., 1999; Stege et al., 2000).
Estas perdas sdo representadas por reducgéo
do ganho de peso e diarréia em animais em
crescimento, forma cronica; mortalidade de
animais de reposi¢do ou proximo a idade de
abate, forma aguda; e, na forma subclinica,
expressiva diminuicdo de desempenho dos
animais infectados, que sdo a principal
fonte de infeccdo dos animais susceptiveis
(Lawson e Gebhart, 2000).

Foi estimado um custo anual de 20 US$ por
matriz na Austrdlia (Lawson e McOrist,

1993) e de 20 milhdes de ddlares anuais nos
Estados Unidos em decorréncia da EPS
(Winkelman e Dee, 1996). De acordo com
resultados do monitoramento sanitario
executado nos Estados Unidos, a
enfermidade € a doenga mais comum em
animais de crescimento e terminacao,
ocorrendo em 1/3 das unidades de produgao
de suinos norte americana e reportada em
75% dos grandes sistemas de producdo
(Highlights, 2002). Depois de colibacilose,
EPS foi a doenca entérica mais
frequentemente diagnosticada no
Laboratorio de referéncia em Alberta,
Canada (Wilson et al, 2002).

1.2. ETIOLOGIA

A Lawsonia intracellularis, agente
causador da EP, por  ser um
microorganismo intracelular obrigatério

(McOrist et al, 1995a; Guedes, 2002;
McCluskey et al., 2002; Yeh et al, 2006),
necessita para seu crescimento “in vitro”
de cultivos celulares contendo células ainda
em multiplicagcéo, condi¢cbes semelhantes as
necessarias para crescimento viral (Lawson
et al, 1993). As linhagens celulares mais
frequentemente utilizadas para manutencéo
e propagacao da intracelularis “in vitro”

sdo a |IEC-18, células intestinais de rato; a
McCoy, células de camundongo com
morfologia semelhante a fibroblasto; e a
INT-407, linhagem celular derivada de
intestino de feto humano (Guedes, 2002).
Além disso, sdo necessarios niveis de gases
similares aos encontrados no intestino, e a
utilizacdo de estufas com oxigénio reduzido
e altos niveis de nitrogénio (Lawson et al,
1993; McOirist et al, 1995a).

A L. intracellularis € uma pequena bactéria
curva, gram negativa e microaerofila. Um
flagelo longo e unipolar pode ser
visualizado, por microscopia eletrénica. No
entanto esse flagelo ndo foi observado
guando a bactéria se encontra no citoplasma
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de enterdcitos (Lawson e Gebhart, 2000),
mas o0 mecanismo de penetragdo nao €
conhecido. Em maio do ano de 2006, foi
finalizado o sequenciamento completo do
genoma dessa bactéria, que € constituido
por um cromossomo circular, identificado
por NC 008011, no “Genome” do NCBI, e
composto por 1.457.619 nucleotideos, e trés
plasmidios, denominados plasmidio 1 (NC
008012), com 27.048 nucleotideos,
plasmidio 2 (NC 008013), com 39.794
nucleotideos, e plasmidio 3 (NC 008014),
com 194.553 nucleotideos, apresentando no
total 1.344 genes.

O isolamento dd.. intracdlularis a partir

de enterdcitos infectados é muito dificil,
pois essas células sdo retiradas de um
ambiente altamente contaminado, sendo
necessario que se facam filtracbes e
centrifugacdes com o objetivo de se retirar
do material a ser utilizado a maior
guantidade possivel de microrganismos
contaminantes. Posteriormente, deve-se
utilizar antimicrobianos de acdo restrita,
gue apresentem acdo somente extracelular e
gue sejam ineficientes contral.
intracellularis (McOrist et al., 1995b;
McOrist et al., 1999).

1.3. EPIDEMIOLOGIA

A ocorréncia de EP, causada pela infeccao
por L. intracelularis, foi descrita
primeiramente em suinos (Biester e
Schwarte, 1931) e posteriormente em
hamster (Johnson e Jacoby, 1978), em
cobaio (Elwell et al, 1981), eqlino
(Duhamel e Wheeldon, 1982), rato
(Vandenberghe et al., 1985), furdo (Fox e
Lawson, 1988), raposa (Ericksen et al.,
1990), céo (Leblanc et al., 1993), coelho
(Hotchkins et al., 1996), avestruz, veado
(Cooper et al., 1997ab), emu (Lemarchand
et al., 1997), macaco (Klein et al., 1999),
camundongo (Smith et al., 2000), bovino,
porco espinho e girafa (Herbst et al., 2003).
Estudo comparativo entre as amostras
isoladas de diferentes espécies animais,

baseado no sequenciamento do DNA
ribossomal 16S da bactéria, néao
demonstrou diferenca entre elas,
caracterizando &. intracellularis como o
agente etiolégico da doenca em todas as
espécies acometidas (Cooper et al., 1997a).
Especulou-se quela intracellularis seria 0
agente etiolégico da doenca intestinal
inflamatéria humana, também conhecida
por doenca de Crown, por essa Uultima
apresentar caracteristicas anatomo-
histopatol6gicos similares a EP. Entretanto,
em estudo recente ndo foi possivel a
identificacdo da bactéria em amostras
coletadas de pacientes com a doenca
(Michalski et al., 2006).

A infeccdo de animais susceptiveis ocorre
por via oro-fecal (Lawson e Gebhart, 2000).
Animais infectados podem eliminar até
cerca de 10 organismos de L.
intracellularis por grama de fezes (Smith e
McOrist, 1997). Esta eliminacdo da bactéria
nas fezes pode ocorrer por um periodo de
até 3 meses em alguns animais (Guedes et
al, 2002b; Guedes e Gebhart, 2003b). A
colonizacao intestinal pela intracellularis

foi detectada em animais inoculados
oralmente com fezes mantidas &Q@%or

14 dias, demonstrando que a bactéria pode
sobreviver por até 2 semanas a temperatura
ambiente (Collins et al, 2000). In6culo
contendo 1® organismos de L.
intracellularis provocou infecgdo em leitbes
(Collins et al, 2001), demonstrando que um
numero reduzido de bactérias é suficiente
para infectar animais susceptiveis. Com
base nesses e outros trabalhos cientificos,
demonstrou-se gue intracdlularis, apesar

de ser um organismo muito exigente para o
crescimento e manutencdo “in vitro’, é
eliminado em grande quantidade e por um
longo periodo nas fezes de animais
infectados, resiste por certo tempo no meio
ambiente e ndo necessita de uma dose
infectante elevada. Por esses motivos, nao
causa surpresa o fato de que estudos
soroldgicos de prevaléncia da enfermidade
venham mostrando indices entre 60 e 90%
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de rebanhos positivos em diferentes paises
(Lawson e Gebhart, 2000).

1.4. PATOGENESE

Em estudos “in vivo” da doenca, inclusive
de aspectos patogenéticos, € necessario que
se faga a reproducdo da doenca, atravées da
inoculagcdo dos animais susceptiveis com
cultura pura de.. intracellularis ou com
raspado de mucosa intestinal de animais
doentes (McCluskey et al., 2002). Ambos
apresentam vantagens e desvantagens. A
utiizacdo de cultura pura € mais segura,
pois sabidamente se inocula apenas um
microrganismo, d.. intracdlularis, utiliza-

se um menor volume de indculo, pois este é
concentrado, por outro lado, é mais
onerosa, visto que envolve purificacdo e
cultivo de uma bactéria extremamente
fastigiosa. A utilizacdo de raspado de
mucosa envolve processos simples e
baratos, entretanto menos seguros, uma vez
que sera inoculado no animal desafiado
grande volume de raspado total de mucosa
intestinal, que pode conter inameros
microrganismos além da intracellularis.

Através de estudo “in vitro”, McOrist et al.
(1995b) demonstraram que 10 minutos apos
exposicdo a bactéria, esta pode ser
encontrada em intimo contato com a
membrana de células eucariotas
permissiveis a infeccdo. Uma hora apos
exposicdo, a bactéria pode ser encontrada
em vacuolos no citoplasma de células
eucariotas. Trés horas apds inoculagédo é
observada livremente no citoplasma de
células infectadas, onde se multiplica por
divisdo binaria e, cinco a 10 dias apoés
infeccdo, protusbes celulares repletas do
microrganismo se rompem liberando-o no
meio extracelular. A proliferacdo celular,
caracteristica marcante da EP, nao é
reproduzida “in vitro”. Em decorréncia
disto, experimentos “in vivo” se fazem
necessarios.

Pouco se sabe sobre os mecanismos
celulares de infeccdo pela intracelularis
(McOrrist et al.,, 1997a; McCluskey et al.,
2002). Sabe-se que essa bactéria tem
tropismo por células epiteliais intestinais, e
a maior consequéncia patoldégica da
infeccdo € a hiperplasia desses enterécitos
(Lawson e Gebhart, 2000). Mas, o
mecanismo atravées do qual 4d.
intracellularis se adere e penetra a célula
ndo é conhecido. Entretando, McCluskey e
colaboradores identificaram o0 gene
denominado Lsa A que é transcrito e
traduzido pelalL. intracdlularis durante a
infeccdo, com possivel importancia durante
a adeséo e entrada da bactéria nas células
epiteliais imaturas. Esse gene é responsavel
pela sintese de algumas proteinas de
superficie que se ligariam a receptores
especificos presentes na superficie apical de
enterocitos (McCluskey et al., 2002). H&
indicios de gue possa haver uma
associacdo de eventos que promova a
penetracdo da bactéria na célula alvo.
Primeiramente, ocorre a interacdo entre
antigenos de superficie daintracdlularis

e receptores especificos presente na
superficie externa apical do enterécito
imaturo  (McOrist et al, 1997a).
Posteriormente, através de processo

endocitico, envolvendo polimerizagdo de
actina pela célula epitelial, a bactéria
penetra na célula (Lawson et al., 1995).
Especula-se quela intracdlularis produza
toxinas que permitam que esta escape do
vactolo endocitco e da digestao
lisossbmica e possa se multiplicar no
citoplasma do enterdcito  infectado,
livremente (Guedes et al., 2003c).

A primeira lesdo a ser observada na
infeccdo pela L. intracelularis € a

hiperplasia da mucosa intestinal com
progressiva substituicdo de enterdcitos
maduros, colunares e absortivos das
vilosidades, por células indiferenciadas,
semelhantes as células das criptas
intestinais (Smith e McOrist, 1997). A
hiperplasia de enterdécitos esta diretamente
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relacionada a presenca ldaintracelularis,

ou seja, enterdcitos hiperplasicos contém a
bactéria. No entanto, o mecanismo através
do qual ocorre essa hiperplasia de mucosa é
desconhecido (Rowland e Lawson, 1974;
Lawson e Gebhart, 2000; Guedes, 2002;
McCluskey et al., 2002).

E sabido que células das criptas e do apice
das Vvilosidades apresentam diferencas
guantitativas e qualitativas de suas

proteinas de membrana celular. Por
exemplo, enterdcitos imaturos das criptas
apresentam um numero significativamente
maior de proteinas que formam bombas de
cotransporte de ions sodio e bicarbonato
(Seidler et al., 2001). Esse fato pode ajudar
a explicar diarréia em animais com

hiperplasia de mucosa. A avaliacdo da
expressao génica de enterocitos
hiperplasicos, talvez possa mostrar o
aumento quantitativo de algumas proteinas
e a diminui¢édo de outras.

1.5. SINAIS CLINICOS

A doenca no suino possui formas clinicas
distintas, aguda e crbnica, e a forma
subclinica. A forma aguda é caracterizada
por diarréia hemorrdgica e morte em
animais de reposi¢do e cevados préximos a

s

idade de abate. A cronica é caracterizada

por reducdo no ganho de peso, diminuicdo
do crescimento e desuniformidade entre
animais da mesma idade, diarréia transitéria
gue acomete animais de faixa etaria de 6 a
20 semanas (Lawson e Gebhart, 2000;
Guedes, 2002). A forma subclinica é

assintomatica e caracterizada

principalmente por desempenho reduzido
(Ward e Winkelman, 1990).

Quando a EPS é reproduzida
experimentalmente o0s sinais clinicos
comecam a ser observados de sete a dez
dias apos a inoculacdo, ou seja, o periodo
de incubacao da EP é de aproximadamente
sete dias (Fig. 1.1) (Lawson e Gebhart,
2000; Guedes, 2002).

As bactérias ingeridas ou inoculadas por via
intragastrica colonizam o terco médio e

final do intestino delgado, ceco e cdlon,

resultando em proliferacdo das células

epiteliais das criptas de Lieberkiihn no

intestino delgado e glandulas mucosas do
intestino  grosso com  subsequente

espessamento da mucosa intestinal (Jubb et
al.,, 1993; Huerta et al., 2003). Ponto

importante a ser considerado é que animais
infectados, mesmo que ndo apresentem
diarréia, sofrem reducdo de desempenho
durante algum periodo da infecgéo.
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Figura 1.1: Representacdo esquemdatica do cursizaslieliminacdo de bactéria nas fezes
decorrente da infec¢do pdlaintracellularis e resposta imune em leitbes experimentalmente
infectados. Adaptado de Gebhart e Guedes, 20040oF@a cronica; FA: forma aguda.

1.6. PATOLOGIA apresentam edema de mesentério préximo a
insercdo com a alca intestinal lesada, serosa

A necropsia de animais com a forma aguda, intestinal apresenta aspecto cerebroide,
observam-se lesbes intestinais  parede intestinal espessada e a mucosa com
caracterizadas por espessamento da parede pregas bem evidentes (Fig. 1.2b). Tanto na
intestinal, edema e congestdio do forma aguda quanto na forma crénica, o
mesentério, rugosidade da mucosa com ileo é mais freqientemente afetado, mas
pregas espessas e evidentes, e conteldo lesdes podem ser encontradas em qualquer
fibrino-hemorragico com coagulo segmento intestinal, do duodeno ao reto
sanguineo preenchendo o limen intestinal (Guedes, 2002).
(Fig. 1.2a). Animais com a forma croénica
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Figura 1.2: Intestino delgado. (A) Enteropatia iechtiva hemorragica. Observar mucosa
espessada e presencga de sangue e coagulo no (Bn&mteropatia proliferativa crénica, com
marcante espessamento da mucosa que apresents lpgisgte evidentes.

As duas formas clinicas da doenca, aguda e
cronica, tém basicamente as mesmas
caracteristicas histopatoldgicas. As criptas
de Lieberkihn estdo alongadas e alargadas
com um numero aumentado de células
epiteliais imaturas com elevado indice
mitético (Fig. 1.3 ab). Observa-se uma
proliferagdo das células epiteliais dessas
criptas no intestino delgado e glandulas
mucosas do intestino grosso com a presenca
de um microorganismo intracelular curvo

na porcdo apical destes enterdcitos

(Rowland e Lawson, 1974; Jubb et al,

1993). Ha uma reducdo marcante do

numero de células caliciformes nas criptas
afetadas (Lawson e Gebhart, 2000). O

animal com a forma subclinica, na maioria

dos casos, apresenta caracteristicas
macroscopicas e histopatologicas

semelhantes as observadas em animais com
a forma crénica (Ward e Winkelman, 1990;

Guedes, 2002).
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Figura 1.3: Microfotografia de lesé@o histolégicpida de EP, caracterizada por proliferagdo de
células epiteliais de criptas intestinais e ausédeicélulas caliciformes. A (100x) e B (400x).

1.7. DIAGNOSTICO

O diagnéstico ante-mortem pode ser feito
através de sorologia ou de PCR. A técnica
qualitativa de PCR detecta especificamente
DNA da bactéria e, aplicada em amostras
fecais, pode determinar se o animal testado
estd eliminando alL. intracelularis.
Entretanto, apresenta baixa sensibilidade,
devido a presenca de inibidores da acdo da
enzima polimerase, com valores variando
entre 40 e 70%, em amostras viciadas (de
animais com diarréia), pela presenca da
grande quantidade de inibidores fecais da
reacdo em cadeia da polimerase. Apesar
disso, a PCR ainda é a melhor forma de
identificar ~animais  vivos infectados
(Guedes et al., 2002a). No entanto,
justamente pela baixa sensibilidade da
técnica, uma amostragem significativa de
animais, de 15 a 20, é fundamental para a
interpretacdo  correta dos  resultados
(Guedes, 2003).

J& o diagnostico post-mortem pode ser feito
através de exames anatomopatologicos e

PCR de mucosa intestinal. Para maximizar
a probabilidade de diagnéstico em animais
infectados, deve-se sacrificar animais com
sinais clinicos (Guedes, 2003). Além da
coloracdo de rotina pela hematoxilina e
eosina, métodos auxiliares, como técnicas
histoquimicas, de coloracdo pela prata
(Warthin Starry, Young modificado ou
Levaditi) (Rowland e Lawson, 1974; Mores
et al, 1985), imunofluorescéncia indireta
(McOirist et al, 1987) e IHQ (Jensen et al,
1997) usando anticorpo  monoclonal
especifico contra L. intracdlularis
(McOrist et al, 1987) faciltam o
diagnostico histopatolégico, pois através
delas é possivel visualizar a bactéria na
porcéo apical de enterdécitos imaturos.

A técnica de IHQ (Fig. 1.4) em cortes
histolégicos usando anticorpos especificos
paraL. intracellularis demonstrou ser mais
sensivel que a coloracao histologica de HE,
gue técnicas histogquimicas como a
coloracdo pela prata e que a PCR de
amostras fecais (Guedes et al., 2002a).
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Figura 1.4: Microfotografia de sec¢Bes histologidasileo de suino com EP a IHQ padra
intracellularis, utilizando como cromogeno o AEC. Pontos em venmab apice de enterdcitos
de criptas intestinais (seta larga) e em macréfégets fina) da lamina prépria representam o

antigeno bacteriano. (200x)

Dentre os diagnésticos diferenciais, em

7

relacdio a forma aguda € importante
considerar Ulcera gastrica, sindrome
hemorragica intestinal, salmonelose e

disenteria suina (causada pBlachyspira
hyodysenteriae) (Guedes et al., 2002a). A
lista de diagnosticos diferenciais da forma
cronica  inclui  diversas  patologias
caracterizadas por fezes amolecidas, dentre
elas gastroenterite transmissivel enzoodtica
(ou TGE), espiroquetose colbnica (causada
pela Brachyspira pilosicoli), disenteria
suina, salmonelose (causada pela
Salmonella  typhimurium),  colibacilose
(infeccdo por Escherichia coli) e
hipersensibilidade a soja (Guedes, 2003).

1.8. CONTROLE

EPS causa importantes perdas econdmicas
para a industria suinicola mundial (Lawson
e Gebhart, 2000; Lee et al., 2001; Guedes,
2003). Nos EUA, esse prejuizo equivale a
aproximadamente 98 milhGes de dolares
anuais (Lawson e Gebhart, 2000). Por esse
motivo, € importante a utilizagdo de
métodos para o controle dessa doencga, que

€ realizado principalmente através da
utilizagdo de antimicrobianos, na racéo, na
agua de beber, ou na forma injetavel (Bane
et al., 2001).

Métodos alternativos de controle da EPS
tém sido estudados. Por exemplo, uma
vacina viva modificada, EnteriSollleitis,
vendida na forma liofilizada, est4
disponivel comercialmente em varios paises
do mundo, inclusive no Brasil. A aplicacdo
dessa vacina tem mostrado
desenvolvimento de imunidade, humoral e
celular (Guedes e Gebhart, 2003b), contra a
Lawsonia intracellularis e melhora de GPD
de cerca de 30 gramas quando comparado
com animais ndo vacinados (Kroll et al.,
2004; McOrist e Smith, 2006; Yamaguchi
et al., 2006).

A eficacia de acidificantes adicionados a
ragdo para o controle da EPS & motivo de
muita especulacdo. Teoricamente, haveria
diminuicdo significativa do pH intestinal,
que resultaria em morte de grande namero
de bactérias entéricas (Boesen et al., 2004),
inclusive de  organismos de L.
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intracellularis que estivessem no lume
intestinal, e assim o nUmero destes
microrganismos que conseguiriam penetrar
enterécitos seria menor. Entretanto, essa
diminuicdo de pH do conteudo intestinal,
provavelmente, ndo resultaria em alteracoes
do pH citosdlico de enterécitos e portanto
ndo influenciaria a viabilidade dd.
intracellularis que estivessem no interior
dessas células.

Diversos estudos tém sido desenvolvidos
para se conhecer drogas eficientes no
controle e tratamento da EPS. Diferentes
antimicrobianos mostraram eficacia no
controle dessa doenca. Entretanto, seu uso
deve ser criterioso, pois a utilizacdo de
posologia inadequada pode aumentar a
probabilidade de ocorréncia de surtos de
doencas entéricas (Bane et al.,, 2001). A
escolha do antimicrobiano a ser utilizado
deve ser baseada em conhecimento
farmacologico e custo da droga, idade dos
animais e presenca de outras enfermidades
concomitantes, como salmonelose,
disenteria suina, espiroquetose colbnica,
micoplasmose e pasteurelose, que possam
ser controladas pelo mesmo antimicrobiano
(Guedes, 2003).

Estudos tém descrito os efeitos benéficos
do uso de promotores de crescimento em
animais afetados por EP. Apesar disso, o
efeito dessas substancias sobre a doenca é
pouco conhecido (Lawson e Gebhart,
2000). Por exemplo, o uso prolongado de
promotores de crescimento  poderia
interferir na dindmica de infeccdo de
intracelularis no rebanho, induzindo com
isto a formacdo de lotes de animais
totalmente suscetiveis que desenvolveriam
a forma aguda da doenca tardiamente,
guando da retirada destas drogas da racéo.
Desta forma, ndo € possivel utilizar
promotores de crescimento com o intuito de
se permitir baixos niveis de exposi¢db.a
intracellularis e desenvolvimento de
imunidade.

A administracdo de antimicrobianos para
tratamento de EP em suinos deve ser
considerada em duas situacoes principais. A
primeira em rebanhos com a forma crénica
da EP, nos quais a mortalidade € minima,

mas existe impacto significativo no
desempenho. Nestes casos, a
antibioticoterapia tem como principal

objetivo melhorar os indices produtivos da
granja. A segunda situacao é quando existe
a forma aguda ou hemorrégica da EP, e o
objetivo do tratamento € minimizar a
mortalidade e reduzir as chances de
ocorréncia da doenca em lotes subsequentes
(Lawson e Gebhart, 2000).

Nao é intencdo deste texto discutir aspectos
da resposta imune associada a infeccao por
L. intracelularis;, mas € importante
salientar alguns pontos relacionados ao uso
de agentes antimicrobianos. O objetivo
principal do controle de ambas as formas da
EP é permitir que animais susceptiveis
sejam naturalmente expostos a bactéria, na
auséncia de medicamentos eficientes,
desenvolvendo assim imunidade, e entdo
intervir usando os mesmos evitando doenca
clinica e impacto no desempenho. Desta
forma, estimar o momento ideal de uso de
um ou varios pulsos de antimicrobianos é
um dos segredos do sucesso de um
programa de controle. O uso prolongado de
doses terapéuticas de droga eficaz cdntra
intracellularis e em momento errado podem
provocar problemas maiores com a forma
aguda da doenga em animais proximo a
idade de abate (Guedes e Gebhart, 2002a).

1.8.1. Modelos
avaliacao da
antimicrobianos.

experimentais
eficiéncia

para
de

Experimentos para se testar a eficiéncia de
um antimicrobiano contra um determinado
patégeno podem ser desenvolvidos “in
vitro” (McOirist et al., 1995b) ou “in vivo”
(McOrist et al., 1996ab; Tsinas et al,
1998ab; Schwartz et al., 1999; Walter et al.,
2001; Winkelman et al., 2002ab). Em

23



estudo “in vitro”, McOirist e colaboradores
(1995b), determinaram a concentracdo
inibitéria minima (MIC) de antimicrobianos
como penicilinas, tetraciclinas, tiamulinas,
macrolideos (p. ex. eritromicina e tilosina) e
lincomicina, além das concentragbes nas
guais essas substancias tém agéo bactericida
contra L. intracelularis. O valor da MIC
expressa a minima dose da droga na qual
esta é eficiente em inibir o crescimento do
microrganismo em questdo. Nesse estudo,
observou-se que a penicilina G procainica,
eritromicina, difloxacina, virginiamicina e
clortetraciclina foram as drogas mais
efetivas contra &. intracdlularis.

Estudos “in vivo” para avaliacdo de
antimicrobianos  utilizados contral.
intracdlularis podem ser desenvolvidos
com animais natural (Tsinas et al., 1998ab)
ou experimentalmente infectados (McOrist
et al., 1996ab; Schwartz et al., 1999). Nos
experimentais, o indculo pode ser de cultura
pura deL. intracellularis (McOrist et al.,
1996ab; Walter et al, 2001) ou
homogenado de mucosa intestinal de suinos
sabidamente infectados (Winkelman et al.,
2002ab).

Experimentos a campo, com exposi¢cdo
natural a bactéria, refletem a real cinética da
infeccdo. Entretanto, sdo muitas as
variaveis nao controladas, e as chances de
insucesso e de ndo confirmagdo das
hipéteses pré-propostas. Ja os estudos com
inoculagdo experimental, apesar de néo
representarem tdo bem a realidade do
campo, permitem um controle das variaveis
interferentes e, com isto, uma avaliagédo
mais precisa e especifica do efeito da droga
testada sobre a infeccdo e as perdas
associadas a doenga (Guedes, 2002).

Sabe-se que a atividade “in vitro” de
antibiéticos contra &. intracellularis nem
sempre é correlata com a eficcia “in vivo”,
em consequéncia da farmacodinamica da
droga. Por exemplo, tilosina apresentou
MIC alta, ou seja, foi necessaria uma alta

dose da droga para que esta fosse eficiente
em inibir o crescimento da intracdlularis
(McOrist et al, 1995b). Entretanto, em
estudos “in vivo”, a tilosina mostrou-se
eficiente no controle e tratamento da EP em
animais infectados (McOrist et al., 1997b;
Veenhuizen et al., 1998; Lee et al., 2001).
Essa diferenca de acdo entre estudos “in
vitro” e “in vivo” pode também ser
explicada por ser &. intracelularis uma
bactéria intracelular obrigatoria.

1.8.2. Antimicrobianos eficientes
controle e tratamento da EPS

no

A avaliagdo da eficiéncia do antimicrobiano
baseia-se na reducdo de eliminacdo de
bactérias nas fezes, detectada por PCR
(Walter et al., 2001; Tasker et al., 2004),
diminuicdo da extensdo e severidade das
lesbes macroscépicas no intestino, e mais
importante, melhora no desempenho de
animais medicados (Kyriakis et al., 1996;
McOrist et al., 1996b; Schwartz et al.,
1999; Walter et al.,, 2001). Para ser
eficiente, a droga deve chegar ativa e em
concentracdo adequada ao ileo e,
posteriormente, penetrar o enterdcito e, no
citosol, atuar sobre as bactérias gram
negativas. Algumas drogas ndo penetram na
célula ou se localizam em compartimentos
celulares inapropriados a acgdo contra
bactéria intracelular (McOrist et al., 1995b).

Os principais grupos que apresentam
antimicrobianos comprovadamente
eficientes no tratamento e controle da EPS
sao as tetraciclinas, lincosamidas,
pleuromutilinas e especialmente o0s
macrolideos. Dentre estes, 0s mais
amplamente utilizados sdo a tilosina
(McOirrist et al., 1997bTsinas et al., 1998b;
Veenhuizen et al., 1998; Lee et al., 2001),
do grupo dos macrolideos, e a tiamulina
(McOrrist et al.,, 1996b; Schwartz et al.,
1999), do grupo das pleuromutilinas.

Varios sdo os macrolideos cuja eficiéncia
contraL. intracdlularis foi cientificamente
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comprovada. Dentre eles citam-se tilosina
(McOirrist et al., 1997b; Tsinas et al., 1998b;
Lee et al.,, 2001), josamicina (Kyriakis et

al.,, 2002) e associagbes (McOrist et al.,
2000), aivlosina (Tasker et al., 2004) e
espiramicina (Tsinas et al., 1998b). O termo
macrolideo esta relacionado a estrutura

guimica desses antimicrobianos que
possuem em sua estrutura quimica um anel
de lactona com varios membros, aos quais
se ligam um ou vérios agucares desoxi,
como observado na eritromicina (Fig.1.5A),
leucomicina (Fig. 1.5B) e na aivlosina (Fig.
1.5C) (Rang t al., 1997).
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) OH \ or,
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+CH,
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e OTET o H
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Figura 1.5: Estrutura quimica da eritromicina (@g,leucomicina (B) e da aivlosina (C).

1.9. CONSIDERACOES GERAIS

A enteropatia proliferativa é uma doenca

importante pelas significativas perdas

econdmicas que acarreta em sistemas de
producdo de suinos. Pouco se conhece
sobre a epidemiologia da doenca e, como ja
houveram casos em aves, é importante se
investigar o possivel papel de passariformes

na epidemiologia da doenca.

Como a utilizacdo de antimicrobianos vem
sendo o método mais freqliiente de controle
da EPS é muito interessante que se conheca
0 maior numero de drogas eficientes contra
L. intracelularis, uma vez que, apesar de
ndo existirem indicios de desenvolvimento
de resisténcia, criem-se op¢des de mercado
relacionadas a custo e disponibilidade de
medicamentos, além das limitacdes e
variagbes relativas ao tempo de retirada
para se evitar residuos na carne.
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Capitulo 2

Susceptibilidade de pardaisPasser domesticus, a infeccéo pela bactérid. awsonia

intracellularis
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RESUMO

Teve-se como objetivo estudar a susceptibilidadgatdais a infeccdo experimental gor
intracellularis. Utilizaram-se 43 pardais, sendo 32 inoculados amuttura pura del.
intracellularis e 11 com placebo, por via oro - esofagica, no meda. Apos 21 dias, o0s
pardais foram eutanasiados e necropsiados. Ogtinoesfigado, moela e coragdo foram
coletados, processados e corados pela técnica Qe usando o método da Streptavidina
marcada, e anticorpo policlonal especifico parentracellularis. Dos 32 pardais inoculados,
dois apresentaram marcacao positiva, discretaad, f@dHQ, em macrofagos de lamina propria
do intestino. Entretanto, ndo foi observada hiesipl de enterdcitos caracteristica da doenca.
Houve marcacgdo positiva também em macrofagos daldigle quatro pardais. Amostras de
fezes coletadas de todas as aves nos dias -1,& 214 testadas através da técnica de PCR,
para deteccdo do DNA da bactéria, resultaram negatNenhum dos animais controle foi
positivo nos testes realizados. Portanto, o parpedvavelmente, ndo € importante na

epidemiologia da EP.

Palavras-chave: pardal; enteropatia proliferaggagemiologia.

2.1. INTRODUGAO

E sabido que a presenca de animais
subclinicamente infectados, eliminantlo
intracdlularis nas fezes, levam a
contaminacdo das instalacdes e transmisséo
para animais susceptiveis (Bane et al.,
2001; Guedes, 2003). Entretanto, a
ocorréncia de surtos de enteropatia
proliferativa em granjas nunca antes
povoadas e que receberam animais de
reposicdo de granjas sem histéria clinica da
enfermidade tém sido constatada. Desta
forma, surgiram questionamentos a cerca da
existéncia de possiveis vetores biologicos
ou mecénicos (Guedes, 2002).

A epidemiologia da doenca é pouco
conhecida (Guedes et al, 2002c), e € de
grande interesse estabelecer possiveis
mecanismos epidemiologicos de
transmissdo da. intracdlularis (Guedes,
2003). Existem relatos da doenca em aves,
como o emu Promaius novaehollandiae)
(Lemarchand et al., 1997) e o avestruz
(Struthio camelus) (Cooper et al., 1997ab;
Cooper e Gebhart, 1998). Por outro lado,
estudos indicam que aves domésticas
(Gallus gallus), ndo sdo susceptiveis a
bactéria (Collins et al., 1999; McOirist et al,

2003). Nao existem estudos na literatura
avaliando a possibilidade de aves da ordem
Passeriformes atuarem como vetores
biol6gicos. Sendo o pardal (Passer
domesticus) uma espécie ubiqua, com
capacidade de voo de aproximadamente 6 a
8 quildbmetros de distancia (Fitzwater,
1994), e que possui contato estreito com
suinos em diferentes unidades de producao,
realizou-se este estudo com o objetivo de
avaliar a susceptibilidade desta espécie a
infeccdo por L. intracelularis apos
inoculagdo experimental com cultura pura
da bactéria.

2.2. MATERIAL E METODOS
Preparacgéo do in6culo

O inéculo foi preparado como descrito por
Guedes e Gebhart (2003abc), no laboratorio
de enteropatia proliferativa da University of
Minnesota, EUA. Resumidamente, a
monocamada de células McCoy (ATCC
CRL 1696) crescidas em meio Eagle
modificado Dulbecco’'s com 1% de L-
glutamina e 5% de soro fetal bovino (SFB),
sem antibidticos, a 37°C e atmosfera de 5%
de CQ, foi exposta a suspensao te
intracellularis, cepa PHE/MN1-00 (ATCC
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PTA-3457). A passagem das células
infectadas foi feita com tratamento por
cloreto de potéssio a 0,1% e raspagem das
células do fundo das garrafas de cultivo
celular. Assim as células infectadas eram
rompidas e em seguida novas células
McCoy eram expostas aos organismos.de
intracellularis cultivados. O nivel de
infeccdo era calculado antes de cada
passagem atravées da técnica de
imunoperoxidase indireta. Na nona
passagem “in vitro”, quando as células
apresentavam-se altamente infectadas, entre
seis e sete dias de infeccdo, o cultivo foi
tratado com cloreto de potdssio a 0,1%.
Neste momento, 0s organismos de
intracellularis em suspensdo no meio de
cultivo e as bactérias liberadas pelas células
McCoy rotas foram misturadas,
homogeneizadas por 15s e centrifugadas
por 20 minutos a 3.400 x g, para formacéo
de precipitado dd.. intracellularis. Esse
material foi ressuspendido em solucdo de
SPG com 5% de SFB. A suspensdo foi
alicotada em tubos criogénicos de 3,6 mL e
armazenada a -80°C, até a inoculacéo.

Animais

Este projeto foi aprovado pelo comité de
ética em experimentacdo animal da UFMG
(CETEA) (Protocolo n°. 9/2003) e seguiu as
normas do mesmo. Para obtencdo de 95%
de confianga para deteccdo de pelo menos
um animal infectado em uma populacdo
com prevaléncia estimada de infeccdo de
10%, seria necessaria a inoculacdo de 30
animais, no minimo (Martin et al., 1987).
Desta forma, um total de 43 pardais foi

capturado para o experimento, na regido
metropolitana de Belo Horizonte, e,
conseglentemente, sem contato com
criatério de suinos, sendo 32 inoculados
com a bactéria e 11 receberam placebo, pela
mesma via € no mesmo dia, constituindo o
grupo controle.

Inicialmente, foi realizado um bioensaio em
hamsters com a finalidade de comprovar a
patogenicidade do in6culo de culturas puras
de L. intracellularis PHE/MN1-00 (ATCC
PTA-3457) (Guedes e Gebhart, 2003ab)
Para isto, foram utilizados oito hamsters
gue, no dia zero do experimento, estavam
com 18 dias de idade e peso médio de 18,52
g. Estes foram alojados em caixas plasticas,
recebendo ragdo comercial e agua a vontade
e mantidos em regime de 12 horas de luz
diaria.

Ap6s o bioensaio com hamsters, 43 pardais
(Passer domesticus) foram capturados, sem
fazer distincdo de sexo ou idade, sendo 25
machos e 18 fémeas, adultos e com peso
médio de 21,98g+ 1,342. Devido a
inviabilidade de alojar, ao mesmo tempo, o0s
43 pardais necessarios ao experimento, 0s
passaros foram blocados por tempo e assim
formaram-se seis blocos, com sete aves
cada, com excecdo de um que foi formado
por oito. Os pardais foram separados em
dois grupos ou tratamentos, sendo T1, os
inoculados, com cinco repeticdes, ou seja,
n=5, e T2 ou controle, com duas repeticdes
ou n=2. Desde a captura, foram mantidos
em gaiolas individuais (Fig. 2.1), passando
por um periodo de adaptacao de sete dias.
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Figura 2.1: Local no qual os pardais foram alojaéas gaiolas individuais, desde a chegada até

a eutanasia.
Inoculagéo

No bioensaio com hamsters, no dia 0 do
experimento, cada um dos cinco animais do
grupo a ser inoculado recebeu 0,5 mL de
cultura pura de L. intracdlularis
PHE/MN1-00 (ATCC PTA-3457), por via
oral, preparado segundo Guedes e Gebhart
(2003ab), contendo aproximadamente 7,75
x 10’ organismos dé.. intracellularis por

mL. Os demais hamsters receberam SPG,

como placebo, pela mesma via, no mesmo
dia.

No experimento com pardais, em cada
bloco de sete péassaros, cinco pardais
receberam 0,5 mL do inéculo, por via oro-

esofigica (Fig. 2.2), através de sonda
uretral n°. 4 acoplada a seringa de 3 mL,
contendo aproximadamente 7,75 x’10

bactérias por mL. O dois passaros do grupo
controle receberam 0,5 ml de 4&gua
destilada.

Figura 2.2: PardaPasser domesticus, sendo inoculado com cultura puraldentracellularis

através de sonda.
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Deteccdo dd.. intracellularis nas fezes de
pardais

Durante o periodo experimental de cada
repeticéo, foram coletadas amostras frescas
de fezes de cada pardal, nos dias -1, sete, 14
e 21, baseado no que é conhecido da
patogenia no suino (Guedes, 2002; Gebhart
e Guedes, 2004). No dia de cada coleta,
pela manhd, o fundo da gaiola, que alojava
individualmente cada pardal, era revestido
com plastico. Neste acumulavam-se as
fezes produzidas que eram coletadas em
microtubos de poliestieno de 1,5 mL,
durante todo o dia, até que se obtivesse
aproximadamente 0,6 g de fezes,
guantidade suficiente para a realizacdo de
trés extragcbes de DNA. Estas amostras
coletadas foram armazenadas a — 20°C e,
posteriormente, testadas pela técnica de
PCR para deteccdo de acido nucléicd_da
intracellularis, como descrito por Jones et
al. (1993).

Avaliagéo histologica e IHQ

Apos 21 dias, tanto os hamsters quanto os
pardais foram eutanasiados e necropsiados.
Os intestinos delgado e grosso eram
avaliados macroscopicamente e coletados

inteiros em um cassete para processamento
histolégico de rotina (Luna, 1968). Foram
preparadas duas laminas de cada animal,
sendo uma corada pela HE e a outra pela
técnica de IHQ. A técnica de IHQ utilizada
foi a de Streptavidina marcada (Dako,
catalogo KO0675), usando anticorpo
policlonal especifico parh. intracellularis
(Guedes e Gebhart, 2003c).

Andlise de Dados

Foi feita somente avaliacdo observacional e
estatistica descritiva dos resultados.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um dos hamsters do grupo inoculado
apresentou 10 cm de alteracdo intestinal
macroscopica sugestiva de EP,
posteriormente confirmadas por HE e IHQ.
Os outros quatro hamsters inoculados com
cultura pura de L. intracdlularis

apresentaram hiperplasia de enterécitos e
infeccdo dos mesmos, detectada pela IHQ
(Fig. 2.3), comprovando a patogenicidade
do inéculo. Nenhum sinal de infec¢do por
L. intracellularis foi observado nos animais
controle.

Figura 2.3: Microfotografia de ileo de hamstererkpentalmente inoculado. Pontos vermelhos
no apice de enterocitos representam o antigenerizaw (IHQ. 400x).



Todos os 43 pardais foram necropsiados e
0s intestinos inteiros, do inicio do duodeno
a cloaca, foram coletados, além de figado,
moela e coracdo (Fig. 2.4). A coleta da

cloaca era importante pois no caso de
infeccdo peld. intracelularis relatado em
emu (Lemarchand et al., 1997) esta estava
associada a proctite

Figura 2.4: Necropsia de pardal (A) e coleta tiestimos inteiros para IHQ (B).

Nenhum dos pardais inoculados com a cepa
patogénica dé. intracellularis apresentou

a hiperplasia de enterdcitos caracteristica da
doenca e os dois que mostraram marcacao
positiva apresentaram localizagdo do
antigeno bacteriano diferente da encontrada
em outras espécies animais. Estes pardais
apresentaram marcagdo positiva em
macrofagos de Ilamina propria e, além
desses, outros dois apresentaram antigeno
de L. intracellularis no citoplasma de
macrofagos no figado. Importante salientar,
gue nesses casos, 0S pontos de marcagao
ndo apresentavam a forma intacta da

bactéria, indicando apenas a presenca de
fragmentos antigénicos da mesma. Pode ser
hipotetisado que algumas bactérias
localizadas no citoplasma de enterdcitos
passem através da membrana basal para a
l[Amina prépria, sejam entdo internalizadas
por células apresentadoras de antigeno e
drenadas para linfonodos mesentéricos e
figado. A ocorréncia da presenca de
antigenos delL. intracelularis ja foi
relatada em linfonodos mesentéricos de
animais afetados (Guedes e Gebhart, 2003a;
Segales et al., 2001). Nenhum dos animais
controle foi positivo nos testes realizados.



Figura 2.5: Microfotografia de ileo de Pardal, ekpentalmente inoculado, corada pela técnica
de IHQ com anticorpos especificos paraintracellularis, usando AEC como cromogeno.
Pontos vermelhos no citoplasma de macrofago rapeseo antigeno bacteriano (200x).

Nenhuma das amostras de fezes dos pardais apresentou

testadas pela técnica de PCR, apresentou
positividade para o DNA dalL.
intracellularis. Ou seja, nenhum dos 43
pardais testados durante o experimento
estava eliminando, nas fezes, niveis
detectaveis dd.. intracellularis no dia
anterior ou sete, 14 e 21 dias apos a
inoculacgéo.

H& na literatura trabalhos relatando casos
naturais de EP em duas espécies de aves,
avestruz e emu (Cooper et al., 1997ab;
Lemarchand et al, 1997, respectivamente), e
a ndo susceptibilidade de outra, galinha
(Collins et al., 1999). Tanto o emu quanto o0
avestruz apresentaram lesdes histolégicas
caracteristicas da infeccdo peld.
intracellularis, confirmada pela coloracdo
pela prata. Segmentos intestinais e da
regido retal do emu foram positivos a IHQ
para antigenos da bactéria e amostra de
raspado de mucosa intestinal de avestruz foi
positiva em PCR utlizando primeres
especificos paralL. intracelularis. Ja
Collins et al. (1999) realizaram inoculagéo
experimental de galinhas com cultura pura
de L. intracelularis. Grupos dessas aves
foram  necropsiados em  diferentes
momentos do experimento, 14, 21 e 28 dias
apos inoculacdo, sendo que nenhuma delas

lesbes macroscopicas ou

histopatoldgicas de EP, e IHQ negativa.

Além disso, diferentes espécies animais
podem ser susceptiveis a um agente
patogénico em  diferentes niveis,

especialmente em se tratando de um
patégeno intracelular. Para infectar a célula
do hospedeiro € necessario que
primeiramente este agente consiga aderir e
penetrar a célula, sendo bastante complexos
0s mecanismos de invasdo celular de
bactérias intracelulares (Olsen et al., 2004).

A deteccdo de DNA deé. intracelularis

em amostras clinicas através de PCR é um
método especifico, mas de baixa
sensibilidade (40 a 70%) em amostras
fecais (Guedes et al., 2002a). Entretanto,
segundo Jones et al. (1993), quando se
utiliza o protocolo de extracdo de DNA a
partir de amostras clinicas, preconizado por
Boom et al. (1990), e se aplica a técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com
primers especificos para amplificacdo de
fragmento de DNA dé. intracellularis de
319 pares de base, por eles descrita, é
possivel a identificagdo de uma quantidade
tdo pequena de acido nucléico quantd 10
organismos por grama de fezes,
sensibilidade analitica. Nesse trabalho,
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todas as amostras fecais, coletadas nos dias
-1, 7, 14 e 21 do experimento, dos 32
pardais inoculados com cultura puralde
intracellularis e 11 pardais do grupo
controle foram negativas para DNA do
agente etiolégico da EP. Trés sao as
principais hipoteses que explicariam esse
fato: grande quantidade de inibidores
especificos da reacdo de PCR podem estar
presentes nas fezes de pardais; ou a bactéria
€ eliminada nas fezes em quantidades
inferiores a 1®nos dias 7, 14 e 21 apos a

inoculagdo; ou essas bactérias seriam
totalmente destruidas no trato
gastrointestinal desses passaros, nao
conseguindo  penetrar intactas em

enterécitos. Sabidamente, fezes de um
modo geral, contém diversas substancias
gue funcionam como inibidores da PCR,
gue dificultam em diferentes graus a
amplificacdo da sequéncia alvo de DNA
(wWilde et al, 1990). O pardal pode
apresentar algum ou Varios desses
inibidores em quantidades maiores que
outros animais. Com relacdo a sensibilidade
do método de extracdo, seria interessante
testar kits de extracdo especificos para
amostras fecais, como o “Qiagen stool”,
apesar de serem mais caros. Essas hipoteses
podem ser objeto de estudo em futuros
experimentos.

Alguns pardais, aproximadamente 50% dos
passaros utilizados nas repeticbes um,
guatro e seis, apresentaram infestacdo, que
variou de moderada a intensa, por coccideo
intestinal, com morfologia compativel com
microrganismos do género Eimeria. Esta
infestacdo € muito comum em aves,
podendo algumas espécies de Eimeria ndo
serem patogénicas (Allen e Fetterer, 2002).
Esse parece ser 0 caso em pardais pois ndo
houve quadro de diarréia ou leséo
histopatol6gica associada a presenca dessas
formas parasitarias intracelulares em
enterdcitos.

2.4. CONCLUSOES

Considerando que os 32 pardais receberam
elevada dose de -cultura pura de
intracellularis, por via oroesofagica, nao
desenvolveram nenhum sinal clinico, nao
eliminaram quantidades detectaveis de
bactérias nas fezes e somente dois passaros
apresentaram antigenos bacterianos,
aparentemente degradados, no citoplasma
de macréfagos na lamina propria, conclui-
se que, provavelmente, essas aves ndo séo

susceptiveis a infeccdo  por L.
intracdlularis e, consequentemente,
apresentem  papel epidemiolégico

insignificante.
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Capitulo 3

Eficacia da leucomicina (Leucomag 30% PR)

no controle da enteropatia proliferativa em leitbegxperimentalmente inoculados
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RESUMO

Esse experimento foi realizado com o objetivo ddestar a eficiéncia da leucomicina no
controle da EPS. Para isso, utilizaram-se 90 Ileitfiiecinco semanas de idade, provenientes de
granja sem historico clinico de EPS. Os animaianfodivididos em trés grupos (tratamentos)
de 30, sendo T1 o grupo dos inoculados e ndo nimicd2 e T3 os inoculados e medicados
com 90 ppm e 180 ppm de leucomicina, respectivaanéit dia zero do experimento, os 90
suinos foram inoculados com aproximadamente 4,6%t lintracellularis. A medicaco foi
utilizada nas ragfes dos grupos T2 e T3 somentkadanterior até 13 dias apos a inoculagéo
comL. intracellularis. Todos os leitdes foram eutanasiados no dia 2&édéa do comprimento

de lesao, por leitdo, de T1, T2 e T3 foi 29,9758& 12,26 cm, respectivamente. Sinais clinicos
foram mais evidentes nos animais do grupo T1 queTibe T3 entre os dias 16 e 21. Os
animais dos grupos T2 e T3 foram ao final em médig mais pesados que os do grupo T1.
Além disso, os grupos T2 e T3 apresentaram melfR®d ®,419g e 0,438g vs. 0,339g) e CA
(1,63 e 1,44 vs. 1,83) que o grupo T1. A médiaatogrimento de leséo, por leitdo, de T1, T2 e
T3 foi 29,97, 20,56 e 12,26 cm, respectivamentemdmase nos sinais clinicos, lesdes
macroscopicas e histopatologicas pode-se afirmarrgproduziu-se com sucesso a doenga,
validando assim o experimento. A eficiéncia da d¢enicina nas doses de 90 e 180 ppm foi
demonstrada baseando-se principalmente nos ressiltiddesempenho, aspecto importante na
industria suinicola.

Palavras-chave: Suinos, enteropatia proliferativentracellularis, controle, leucomicina.

3.1. INTRODUCAO parte reabsorvida no intestino e parte
eliminada nas fezes, outra propriedade

A medida de controle da EPS mais utilizada importante no caso de  agentes
€ a adicdo de antimicrobianos a ragdo. A  enteropatogénicos. Além disso, no Brasil,
leucomicina (Leucomag 30% PR) é um esta droga vem sendo utilizada
macrolideo registrado no Brasil pela  empiricamente a campo para o controle de
empresa CEVA SalGde Animal. A EPS, apresentando bons resultados. Desta
semelhanca de outros macrolideos, a forma, esse estudo foi desenvolvido com o
leucomicina age impedindo a sintese objetivo de testar a eficiéncia de duas
protéica bacteriana por interrupcdo da concentragbes de leucomicina no controle
translocagdo, por se ligar a subunidade da EP em leitbes experimentalmente
ribossbmica bacteriana 50S. Assim, esta inoculados conk. intracelularis.
droga inibe a sintese protéica bacteriana e,
consequentemente, a multiplicacdo do 3.2. MATERIAL E METODOS
microrganismo. Dependendo da dose, os
macrolideos, inclusive a leucomicina, Preparacgéo do in6culo
podem ter acdo bacteriostatica ou
bactericida. Por ser lipossolivel apresenta Para inoculagdo de leitdes, utilizaram-se
grande capacidade de penetragdo celular, segmentos intestinais de animais com
atravessando a bicamada lipidica de lesdes tipicas de EP, doenga confirmada por

membrana celular de eucariotos, IHQ, que foram congelados e mantidos a -
caracteristica importante uma vez quk.a 80°C. No dia da inoculacdo, os segmentos
intracellularis é uma bactéria intracelular. intestinais foram descongelados em agua

A maior parte da leucomicina absorvida € corrente, seccionados longitudinalmente
eliminada na forma ativa na bile, sendo com tesoura e a mucosa foi raspada
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utilizando-se laminas de vidro. O material
obtido da mucosa foi homogeneizado em
solucdo de SPG na proporcdo de 1:1 em
liquidificador por cerca de um minuto
(Winkelman e Tasker, 2002). Esse material
foi submetido a avaliacdo bacterioldgica e
parasitologica, que asseguraram a auséncia
de outros patégenos relevantes. Cerca de 40
mL desta suspensdo foi utilizado para
inoculacéo de cada leitdo.

A quantificacdo de cada um dos inéculos
foi feita através de diluicbes seriadas de
1:10 do inéculo em PBS (pH 7,2),
impregnacao de lamina de vidro e coloracdo
por IPX. Resumidamente, colocou-se 10 pL
de cada diluicdo em um poco de lamina de
vidro de 15 pogos, e a lamina era colocada
em estufa a 37°C, por 30 min, para secagem
do liquido. Em seguida, a lamina era fixada
em acetona gelada e corada através da
técnica de imunoperoxidase indireta
utilizando-se anticorpo monoclonal
especifico pard. intracdlularis (Guedes e
Gebhart, 2003c). O nimero de organismos
era contado ao microscopio Otico. A
concentracdo final era obtida através da
multiplicacdo do numero de bactérias
presentes e o valor da diluicdo avaliada.

ANIMAIS

Este projeto foi aprovado pelo comité de
ética em experimentagdo animal (CETEA)
da UFMG (Protocolo n°. 5/2006) e seguiu
suas normas.

Piloto |

Este piloto foi realizado com o objetivo de
amplificar o in6culo, uma vez que ndo se
dispunha de quantidade suficiente de
intestinos infectados coin intracellularis
para reproducdo da doenca em 90 animais.
Para tanto, um nGmero menor de leitdes
susceptiveis teve de ser inoculado
experimentalmente com o inéculo de
homogenado de mucosa disponivel.

Para este piloto foram utilizados 19 leitdes
de cinco semanas de idade, de ambos os
sexos, com peso médio de 8,35 Kag,
procedentes de um rebanho sem histérico
de enteropatia proliferativa ou outras
doencas que pudessem gerar possiveis
confundimentos. Os 19 leitbes foram
alojados em uma baia de 12 nde piso
sélido, com aguecimento artificial
(campéanula a gas), agua e racédo a vontade,
em galpdo do Hospital Veterinario da
Escola de Veterinaria da UFMG.

No dia seguinte ao alojamento (dia zero do
experimento), cada um dos 19 animais foi
inoculado com homogenado de mucosa
dissolvido em SPG, preparado como
descrito anteriormente, através de sonda
intragastrica. Vinte e trés dias apés a
inoculagdo todos os animais foram
eutanasiados, utilizando-se o método de
insensibilizac&o por eletrocusséo e sangria.

Foram realizados exames clinicos para
avaliacdo da consisténcia das fezes da
ampola retal, em todos os animais, trés
vezes por semana (segundas, quartas e
sextas feiras), usando escore que varia de
zero a trés. Grau zero significava fezes
normais, grau 1 fezes semisdlidas ou
pastosas, grau 2 fezes liquidas e grau 3
fezes liquidas ou pastosas com sangue e/ou
fragmentos de mucosa necrdética.

Piloto Il

Como ndo foi possivel a produgdo de
in6culo suficiente no piloto | para o
experimento com 90 leitdes, fez-se
necessaria a execucdo de um segundo
piloto. Para o piloto Il, utilizaram-se outros
20 leitdes, também com cinco semanas de
idade, de ambos o0s sexos e peso médio de
7,05+ 0,828 Kg, provenientes da mesma
propriedade do piloto I. Os animais foram
alojados nas mesmas instalacbes, e
seguiram exatamente 0 mesmo protocolo
descrito no piloto I. A principal diferenca
foi o aumento significativo na quantidade
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de bactéria L. intracellularis) inoculada
por animal no piloto 1.

Experimento

Foram utilizados 94 leitdes de cinco
semanas de idade, de ambos o0s sexos,
provenientes da mesma granja dos pilotos |
e ll. Estes animais, j& identificados por
brincos, foram pesados a chegada e
alojados em 16 baias suspensas de creche,
localizadas nas Escola de Veterinaria da
UFMG, recebendo agua e racdo a vontade
(Fig. 3.1). Os leitdes foram divididos em
trés grupos (T1, T2 e T3), com 30 animais
por grupo, utilizando delineamento

Y "n_:ti

inteiramente casualizado,
balanceando por peso: leve,
moderadamente leve, médio,
moderadamente pesado e pesado. Foram
utilizadas cinco baias, com seis animais em
cada, para cada grupo experimental. Trés
leitbes muito leves e um muito pesado
foram retirados do experimento e alojados
na 162 baia. Através de sorteio, determinou-
se qual tipo de ragdo, sem medicacgéo (T1),
medicadas com concentragdo de 90 ppm
(T2) ou 180 ppm de leucomicina (T3), cada
baia receberia durante o periodo do dia -1
ao dia 13 do experimentoApds este
periodo, os animais de todos 0s grupos
passaram a receber racdo ndo medicada.

agrupando e

Figura 3.1: Baias suspensas de creche com pisdotigacho de depdsito e bebedouro do tipo
chupeta localizadas no Hospital Veterinario da UFMM@lizadas para condugdo do

experimento.
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Inoculagéo

No dia zero, todos os animais foram
inoculados, por via intragéstrica, com
in6culo de homogenado de mucosa
contendo aproximadamente 4.5 x °10
organismos dé. intracellularis, segundo o

mesmo protocolo utilizado para inoculacdo
dos animais dos experimentos piloto.

Avaliagéo clinica e de desempenho

Gebhart, 2003c). Achados histolégicos foram
classificados de zero a trés, sendo zero
histologicamente normal, 1 &reas focais de
hiperplasia de criptas intestinais, 2 areas
multifocais de hiperplasia de criptas e 3 quase
a totalidade das criptas hiperplasicas. A
marcacéo pela IHQ foi graduada em escala de
zero a quatro, sendo zero nenhuma marcacgéo
paraL. intracellularis, grau 1 foco isolado de
marcagao antigénica, grau 2 multiplos focos
de marcacdo antigénica (cerca de 25% das

criptas), grau 3 quando a maioria da mucosa
Avaliacoes clinicas com relagéo a consisténciaapresenta marcacdo (26 a 75% das criptas) e
das fezes foram realizadas trés vezes porgrau 4 quase a totalidade da mucosa intestinal
semana (segundas, quartas e sextas-feiras), @presenta marcagdo antigénica (acima de 80%
partir do dia da inoculagdo, como descrito no das criptas).

piloto I. O consumo de racdo por baia foi

avaliado até o dia 13 e deste dia até o dia 23, . -

guando todos os animais foram eutanasiados/AValiagao sorologica

Todos os leitbes foram pesados no dia -2,No dia anterior a inoculagdo, amostras de
antes da inoculagéo, no dia 13, ap0ds troca desangue foram coletadas da veia jugular de
racdo, e no dia 23, antes da avaliagdotodos os animais e testadas utilizando-se um
necroscopica. kit de ELISA de competicao especifico para
intracellularis (Enterisof lleitis-ELISA), para
verificacdo da negatividade dos animais, antes

Avaliagdo macroscopica, histologica e . ~
da inoculagéo.

IHQ

No dia 23 apdés a inoculagéo, os 90 animais do
teste da leucomicina foram eutanasiados, de L.
pesados e necropsiados. Os intestinos deIgad@mOStraS fecais

e grosso foram avaliados macroscopicamente,Amostras de fezes de dois leitdes de cada baia
com anotagdo da extensdo e intensidade ddoram coletadas diretamente do reto, no
leséo, que variou de grau zero a grau 3, sendanterior a inoculacdo. Estas amostras foram
grau zero o intestino normal, grau 1 intestino armazenadas a -20°C e, posteriormente,
com espessamento de mucosa intestinal, gradestadas pela técnica de PCR para detecgdo de
2 intestino com espessamento e necrose décido nucléico dalL. intracellularis, como
mucosa e grau 3 o intestino com espessamenta@escrito por Jones et al. (1993), também para
de mucosa e hemorragia com formagado deverificagdo de negatividade dos animais antes
coagulo intraluminal. da inoculagéo.

Deteccéo intracelularis em

Fragmentos de dois centimetros de jejuno, ileo
e colon foram coletados e fixados em formol
tamponado 10%, processados pela técnicaOs resultados de GPD, consumo de racéo e
rotineira de inclusdo em parafina e preparadasCA por grupo (T1, T2 e T3) foram
duas laminas, uma corada pela técnicaanalisados estatisticamente usando Analise
histolégica de HE (Luna, 1968) e a outra pela de  Variancia (One-Way ANOVA),
IHQ usando a técnica da Streptavidina delineamento inteiramente casualizado, e
marcada, usando anticorpo policlonal comparacdo de médias pelo teste LSD
especifico pard.. intracellularis (Guedes e (Least Statistical Difference), sendo a

Andlise estatistica



unidade experimental individuo para GPD,

e baia para consumo de ragdo e CA.

Resultados macroscépicos foram analisados
usando o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis One-Way ANOVA, sendo individuo

a unidade experimental. A extensdo das
lesbes macroscoépicas foi multiplicada pelo

nimero que caracteriza a severidade da
lesdo em cada animal afetado, para levar em
consideracdo a gravidade do processo
(Guedes e Gebhart, 2003a).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Piloto |

O in6culo do piloto | continha
aproximadamente f0organismos deL.
intracellularis.  Um dos 19 leitbes
inoculados morreu no dia seguinte a
inoculagdo por motivos ndo relacionados a
infeccdo porL. intracellularis. Durante os

23 dias apo6s a inoculagdo nenhum dos 18
leitbes restantes apresentou episédios de
diarréia. A necropsia, nove dos 18 animais
apresentaram lesbes macroscopicas
discretas, sugestivas de EPS. Através da
técnica de IHQ, observou-se que 17 (94,4
%) dos 18 animais apresentaram marcagéo
positiva pard.. intracdlularis.

Apesar da auséncia de sinais clinicos tipicos
e presenca somente de lesGes leves a
necropsia, o ganho de peso médio diario
dos animais (225,14 g/dia) foi muito
inferior ao observado rotineiramente em
animais com a mesma idade e nas mesmas
condi¢cdes (cerca de 0,450 g/dia). Além
disto, quase a totalidade destes animais se
infectaram com a bactéria, como
demonstrado na coloracdo de IHQ. Por
esses motivos, pode-se afirmar que obteve-
se a reproducdo da forma subclinica da
EPS, sendo esta a primeira tentativa bem
sucedida deste modelo experimental na
América Latina. Entretanto, o objetivo
inicial deste piloto de ampliagédo do in6culo
para o experimento com 90 leitdes néo foi

alcancado, necessitando a execug¢do de um
segundo piloto.

Piloto Il

Nesse experimento, cada leitdo recebeu
aproximadamente 1 x 1@rganismos deé.
intracellularis por via intragéstrica, contida
em 40 mL homogenado de mucosa. Um dos
20 leitbes morreu no dia seguinte a
inoculagdo por motivos ndo relacionados a
infeccdo porL. intracellularis. Durante o
periodo pés-inoculacdo, especialmente a
partir do dia 14 apdés a inoculagdo, 11
leitbes apresentaram diarréia pastosa e
liquida, tendo um dos animais apresentado
diarréia com sangue por trés dias
consecutivos.

Todos os dezenove leitbes apresentaram
lesbes macroscopicas compativeis com a
forma crénica de EPS e 18 apresentaram
marcagdo positiva a coloracdo por IHQ,
demonstrando o sucesso da inoculacdo e
reproducdo da doenca clinica. O ganho de
peso médio diario dos animais foi baixo,
inferior ao observado nos animais do piloto

| (198,41 + 98,28 g/dia). Concluiu-se ter
sido bem sucedida a reproducdo
experimental da forma crénica da EPS com
apresentacdo clinica evidente, lesdes
macroscopicas, histoldgicas, infeccdo
comprovada pela IHQ e marcante reducgéo
do ganho de peso diério. Desta forma, todo
0o material intestinal com lesbes
macroscopicas produzido neste piloto foi
preservado sob congelacdo a —80°C para
preparagdo do inoculo do experimento com
90 animais. Esta foi a primeira vez que a
doenca clinica foi reproduzida
experimentalmente na América Latina.

Experimento
Por ndo existirem dados experimentais
sobre a eficicia da leucomicina em leitdes

optou-se pela utiizacdo das duas
concentracoes da droga mais
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freqientemente utilizadas a campo e ja
presentes na bula do produto comercial.

Observagdes clinicas

Onze leitdes, um do grupo ndo medicado,
sete do grupo medicado com 90 ppm e trés
do grupo medicado com 180 ppm de
leucomicina, morreram ou tiveram que ser
eutanasiados no dia seguinte a inoculacao
por motivos nao relacionados a infeccao por
L. intracelularis. Mesmo assim, O
experimento manteve 0s grupos
balanceados por peso e com repeticdes
suficientes para avaliagdo dos objetivos
propostos.

O curso da doenga clinica, baseado na
consisténcia das fezes, esta ilustrado na
figura 3.2. A frequéncia de diarréia foi

discreta e isolada durante todo experimento
nos grupos medicados e mais frequente e
grave no grupo T1, ndo medicado,
especialmente entre os dias 16 e 20 apds a
inoculacdo. Este periodo € normalmente o
mais critico com relacdo a doenca clinica
em animais controle (inoculados e néao
medicados), neste tipo de modelo
experimental (Guedes et al, 2002b, Guedes
e Gebhart, 2003a). Dois animais do grupo
ndo medicado apresentaram diarréia
sanguinolenta 16 dias apoOs inoculagéo.
Dois animais morreram durante o
experimento, um do grupo ndo medicado,
18 dias apoés inoculacdo, e um no grupo
medicado com 90 ppm de leucomicina, no
dia 22. Ambos apresentaram a necropsia
palidez intensa generalizada e alteracdes
intestinais tipicas da forma aguda de EPS.

—e—T1 T2 T3]
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©
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o
2 05 -
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Figura 3.2: Evolucédo cronoldgica da média de escoliaicos baseados na consisténcia das fezes

em animais do grupo ndo medicado (T1),
leucomicina.

Ainda em relacdo a doenca clinica,
especialmente no periodo entre os dias 16 e
20, alguns animais do grupo controle
apresentaram-se com discreta apatia. J& o
escore corporal apresentou grande variacao,
sendo que alguns animais do grupo nao
medicado estavam magros ao final do
experimento. Além disso, observou-se

medicado 80nppm (T2) e 180 ppm (T3) de

marcante desuniformidade entre os animais
do grupo ndo medicado (Dados né&o
apresentados).
Desempenho

A diferenca de ganho de peso diério, entre o
grupo ndo medicado e os dois grupos
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medicados, demonstrou o efeito positivo da  final 2,0 kg superior e GPD, em média, 80
leucomicina (Tab. 3.1); os animais gramas a mais que 0s animais nao
medicados apresentaram a média do peso medicados (Fig. 3.3).

Tabela 3.1. Peso médio, em quilos, ganho de pésio ¢GPD), em quilos por dia e coeficiente
de variacdo, em porcentagem (%), dos grupos naatkx(T1), medicado com 90 ppm (T2) e
180 ppm (T3) de leucomicina em diferentes peri@gds inoculagao.

Grupos Peso dia -2 Peso dia 13 GPD -2 a 13 Pe23dia GPD -2 a 23
T1 (n=29) 6,278+ 0,81% 11,602+ 1,39G 0,355+ 0,064 8,458+ 3,02F 0,339+ 0,116
12,9%" 12% 18% 35,7% 35,1%
T2 (n=23) 6,068+ 0,667 11,843+ 1,596 0,385+ 0,08G° 10,474+ 2,14 0,419+ 0,086
11% 13,5% 20,8% 20,49%" 20,5%
T3 (n=27) 6,227+ 0,686 12,267+ 1,924 0,403+0,098 10,972+ 2,62% 0,438+ 0,10%
11% 15,7% 23,6% 23,9% 24%

* Diferentes letras indicam diferengas (P<0.05)eegtupos experimentais.
* Coeficiente de variacdo (CV)

Figura 3.3.: Leitdes do grupo T1. Observar desumifdade.

O consumo meédio diario de racdo no
periodo inicial até dia 13 apds inoculacdo
nao diferiu entre os grupos (P>0.05), mas
houve diferenga estatistica entre o grupo

medicado com 90 ppm (T2) e o grupo ndo
medicado (T1) (Tab 3.2). O mesmo foi

observado com relacdo a converséo
alimentar em todo o periodo.

Tabela 3.2. Consumo médio diario (CMD) de racdogeamas por dia, e conversao alimentar
(CA) dos grupos ndo medicado (T1l), medicado comppth (T2) e 180 ppm (T3) de
leucomicina em diferentes periodos apos inoculacao.

Grupos CMD de 2313 CMD de 14 & 23 CMD de 2 4 23 A C
T1 649,0+ 59,9a 547,7+ 99,8a 600,8+ 61,8a 1,838+ 0,328a
9,29%" 18,29%" 10,3%" 17,8%"
T2 670,9+ 53,5a 699,0+ 69,6b 684,3+ 42,5b 1,632+ 0,109ab
896" 9,99%" 6,296" 6,79%"
T3 661,2+ 45,8a 635,01 98,7ab 662,31 62,3ab 1,448+ 0,269b
6,996" 15,5%" 9,496 18,69%6"

* Diferentes letras indicam diferencas (P<0.05)eegtupos experimentais.

* Coeficiente de variagdo (CV)
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Resultados anatomopatoldgicos

Os dois animais que vieram a 6bito durante
0 experimento apresentaram lesdes
macroscopicas tipicas da forma

hemorréagica da EPS, com extensédo de 280
e 160 cm para o animal do grupo néo
medicado e medicado com 90 ppm de
leucomicina, respectivamente. A necropsia,
apenas um animal do grupo ndo medicado

(T1) apresentou lesdo necrotica. Este
mesmo grupo apresentou 0 maior niimero
de animais com lesdo macroscopica tipica
de EPS e maior extensdo de lesdo quando
comparado com 0s outros dois grupos (Tab.
3.3). Ou seja, foram observados diferentes
tipos de lesBes macroscopicas a necropsia,
inclusive a forma hemorragica (Fig. 3.4ab),

validando o modelo experimental para o

desenvolvimento da doenga clinica.

Figura 3.4: Intestino delgado de leitdes inoculadrperimentalmente com homogenado de
mucosa contendo. intracellularis. (a) Enteropatia proliferativa cronica, obsenggessamento
da mucosa com pregas bastante evidentes. (b) BRatergroliferativa hemorragica, observar
espessamento da mucosa com sangue e coagulo mg Eiéma do tipico espessamento.

Tabela 3.3. Gravidade de lesdes macroscopicas @& mdédextensdo de lesdo, em cm, a
necropsia, por animais afetados e pelos gruposnediiicado (T1), medicado com 90 ppm (T2)

e 180 ppm (T3) de leucomicina.

NUmero de Extensao total

Média de

Grupos Grau 0* Grau 1l Grau 2 Grau 3 animais con de lesdo  comprimentode lesao/
lesdo (cm) leitdo afetado (cm)
T1(n=29) 18 9 1 1 11 869 79,00
T2 (n=23) 18 4 0 1 5 473 94,60
T3 (n=27) 18 9 0 0 9 331 36,78

* Grau 0 = normal; Grau 1 = espessamento da mucdsay 2 = espessamento e necrose de
mucosa; Grau 3 = espessamento de mucosa e heraoragi formagdo de coagulo
intraluminal.

A grande maioria dos animais inoculados
apresentou marcacao positiva na IHQ nos
fragmentos de ileo (Tabela 3.4),

confrmando a presenca de infecgdo
induzida pela inoculacéo experimental.



Tabela 3.4. Intensidade de infec¢do poiintracellularis em fragmentos de ileo baseado na
marcacgao por IHQ em animais dos grupos ndo medi€Bbp medicado com 90 ppm (T2) e
180 ppm (T3) de leucomicina.

Grupos Grau0*Graul Grau2 Grau3 Grau4 Numero de animais % de animais com

com marcagao marcacao
T1(n=28) 2 3 8 10 5 26 92,86
T2 (N=23) 9 9 3 1 1 14 60,87
T3 (n=27) 2 5 13 5 1 25 92,59

* Grau 0 = Nenhuma marcacdo de antigeno; Grau bco kolado de marcagdo antigénica;
Grau 2 = Multiplos focos de marcacédo de antigemau@ = Maioria da mucosa apresentacao
marcacgéao; e Grau 4 = Toda a mucosa apresenta r@arcac

Figura 3.5: Microfotografia de ileo corado pela IH@lizando anticorpo especifico paka
intracellularis. Observar diferentes graus de marcacdo: (A) Graatd 25% das criptas
infectadas pela bactéria (400x); (B) Grau 2, coén%1% das criptas infectadas (400x); (C)
Grau 3, até 75% das criptas infectadas (200x); a1 @& com quase a totalidade das criptas
infectadas (400x).

Dois animais, um animal T1 e outro T2, anterior a inoculagdo, os demais negativos.
foram sorologicamente positivos, no dia  Apesar desses leitdes serem provenientes de

43



granja sem quadro clinico de EP,
apresentaram  anticorpos  contral.
intracellularis anteriormente a inoculacéo,
possivelmente anticorpos passivos
recebidos da matriz. Todas as amostras
fecais, coletadas no dia anterior a
inoculagéo, foram negativas para DNA do
agente etiologico da EP, inclusive dos
animais soropositivos, ou seja, apesar de
possuirem anticorpos contra a bactéria, ndo
estavam eliminando-a nas fezes.

Neste estudo, para se testar o possivel efeito
positivo da leucomicina no controle da EP,
utilizou-se um modelo experimental de
exposicdo-desafio semiquantitativo, de
acurdcia comprovada (Winkelman et al,
2002ab). Assim, todos os 90 animais foram
experimentalmente inoculados com
homogenado de mucosa intestinal contendo
elevada concentracdo de organismod.de
intracellularis, no mesmo dia e receberam a
mesma dose da bactéria, para que a cinética
da infec¢do fosse 0 mais parecida possivel
em todos os animais desafiados. Pdde-se
observar que o fornecimento continuo de
leucomicina na racgdo, nas concentracdes de
90 e 180 ppm, do dia anterior a inoculacéo
ao dia 13 do experimento, foi eficiente em
controlar a infeccdo e consequentemente os
efeitos desta.

Assim, a semelhanca de outros
macrolideos, como tilosina (McOrist et al.,
1997b; McOrist e Morgan, 1998; Tasker et
al., 2004), a leucomicina mostrou-se
eficiente contra a.. intracelularis. Para
apresentar  eficiéncia “in  vivo” 0
antimicrobiano ingerido deve passar pelo
trato gastrointestinal e atingir a porcao
distal do intestino delgado, ambiente de
fermentacdo bacteriana e baixa tensdo de
oxigénio, em forma farmacologicamente
ativa, em concentracao inibitéria, penetrar
0os enterécitos e no citosol dessas células
agir sobre a bactéria (McOrist et al.,
1997b). Sabidamente, o grau de leséo
macroscopica e a  histologia esta
diretamente relacionado ao numero de

enterécitos infectados. Quando o animal
ingere inéculo contendo dose infectante de
L. intracellularis e nao recebe
antimicrobiano eficiente, ao mesmo tempo,
sofre infeccdo pela bactéria, que apoés
penetrar enterécitos, se dividir inUmeras
vezes, é liberada no meio extracelular e
assim pode infectar outros enterdécitos,
continuando o ciclo de infecgdo (Lawson e
Gebhart, 2000). Entretanto, quando,
simultaneamente, h& ingestao de bactéria e
consumo de antimicrobiano eficiente contra
esta, a multiplicagdo do agente € limitada,
limitando-se também as consequéncias da
infeccdo (McOrist et al., 1997a).

Estudos “in vivo”, refletem a real cinética
da infeccéo, diferentemente do que ocorre
em experimentos “in vitro” (McOrist et al.,
1997a). Assim, com base nos resultados
obtidos nesse estudo, pode-se observar que
a leucomicina foi capaz de limitar a
atividade da L. intracdlularis nos
enterocitos de animais que foram
inoculados e tratados, melhorando,
consequentemente, 0s resultados de
performance. Isso, se justifica j& que
guando uma extensa area intestinal
apresenta enterdcitos infectados e, portanto
com baixa capacidade de absorcdo e de
secrecdo de enzimas, o animal continua
ingerindo racgéo, entretanto essa racao nao €
adequadamente digerida nem tampouco
absorvida pelas células intestinais
infectadas e, conseqlentemente, 0s
resultados de ganho de peso e conversao
alimentar séo inferiores aos de animais nos
quais a infecgéo é controlada.

Além disso, a severidade da diarréia
dependerd da extensdo, intensidade e
localizacdo da principal area lesada. Em
outras palavras, a principal funcdo do
intestino delgado é absorcdo de nutrientes,
assim o animal que apresenta a maior parte
das lesGes no intestino delgado apresentaréa
ganho de peso diario e conversao alimentar
aguém de um animal ndo infectado.
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3.4. CONCLUSOES

No piloto I, até onde pode ser constatado na
literatura, este € o primeiro relato de
reproducdo  experimental da forma
subclinica de EP na América Latina. No
piloto 1l, desenvolveu-se a forma clinica em
leitbes  experimentalmente inoculados,
também pela primeira vez na América
Latina.

Baseado nos achados clinicos, lesdes
macroscopicas, resultados
imunoistoquimicos e de desempenho dos
animais tanto nos pilotos quanto no

experimento propriamente dito, associado a
ocorréncia de mortalidade neste ultimo,
ficou demonstrado que o0 modelo

experimental foi bem sucedido,

desenvolvendo quadro tipico de EPS.

Com base principalmente nos resultados de
desempenho (GPD, CMD e CA) econdmico
em um sistema de produgdo de suinos, a
leucomicina mostrou-se  eficiente no
controle da EPS com melhora significativa
dos indices avaliados de animais medicados
com ambas concentracbes da droga, 90 e
180 ppm, em comparacdo com 0 grupo nao
medicado.
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Capitulo 4:

Eficacia do tartarato de acetil-isovaleril-tilosina(Aivlosin®) no controle da

enteropatia proliferativa em leitdes experimentalmate inoculados
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RESUMO

Teve-se como objetivo testar a eficiéncia do acstilaleril-tilosina (AIVT) no controle da
EPS. Para isso, utilizaram-se 90 leitdes de cianmasas de idade. Grupos de 30 animais foram
submetidos a trés tratamentos diferentes. T1 fgiupo dos inoculados e ndo medicados, T2
inoculados e medicados com 50 ppm de AIVT e T3utamns e medicados com 100 ppm de
tiamulina. No dia zero do experimento, os 90 sufieosm inoculados com aproximadamente
1,3 x 18° L. intracellularis. Os leitdes comegaram a receber seus respectidisamentos no
dia anterior a inoculacé@o e foram eutanasiadosian@@ Sinais clinicos foram mais evidentes
no grupo ndo medicado que nos medicados. O desamgéariu entre T1, T2 e T3, mostrando
o efeito positivo tanto do AIVT quanto da tiamulir@s animais T2 e T3 foram, ao final, em
meédia, 2 kg mais pesados e o GPD foi, em médiap60dia maior, que os do grupo T1. Além
disso, os animais T2 e T3 apresentaram melhor QAangue os T1. A média do comprimento
de leséo, por leitdo, de T1, T2 e T3 foi 94,9,&64,8 cm, respectivamente. A porcentagem de
positividade a IHQ foi de 96,7%, 53,6% e 33,3%peesivamente. Baseando-se nos sinais
clinicos, lesbes macroscoépicas e histopatologiesmsodstrou-se que tanto a AIVT quanto a
tiamulina, a 50 e 100 ppm respectivamente, foraceetes para o controle da EPS.

Palavras-chave: Suino; EAS;ntracdlularis; controle; AIVT.

da UFMG (Protocolo n°. 9/2006) e seguiu

4.1. INTRODUCAO 3
suas normas durante sua execucao.

E importante que se conhegam o maior A preparacio do inéculo ocorreu como
nimero possivel de antimicrobianos préparag inocu u

eficientes no controle e tratamento da ﬁlzss(igtoe;Oer%gﬁ:gm?gigmdau!ﬁggg?;C'g%'
enteropatia proliferativa suina (EPS), leitdes dz ambos oS sexos. de cinco
principalmente em relacéo ao ! ' X0S, :

desenvolvimento de resisténcia bacteriana. f;?;?}?%s dgofad?éitgg:edﬁméz dO(IJOs mensomo
O acetil-isovaleril-tilosina  (AIVT

Aivlosin®) € um macrolideo, derivado da gxperimento do cap'itulo 3. Estes animalis, j?
eritromicina, registrado pela empresa ECO |dent|f|cado§ por brmcos,'foram pesad_os a
Animal Health. A semelhanca de outros chegada .(d'a -3 do experimento) e alojado%
macrolideos, inclusive da leucomicina, o em 15 baias de creche suspensas, em galpao

AIVT tem sido utilizado empiricamente no S/Ot Ho§plta:j VSEI\r/IIr(];a”O dg iSCOIaN de
controle da EPS. Assim, realizou-se esse eternnaria da , ECEDENCO racao e

trabalho com o objetivo de avaliar a gguaavontade, como descrito no capitulo
eficiéncia do AIVT em leitbes '

experimentalmente inoculados comnh.
intracellularis.

Utilizando  delineamento  inteiramente
casualizado, separando 0s animais por peso,
formaram-se cinco grupos, a saber: leve,
4.2. MATERIAL E METODOS moderadamente leve, médio,
moderadamente pesado e pesado. Os 90
leitbes foram divididos em trés grupos
experimentais (tratamentos), T1, T2 e T3,

Este projeto foi aprovado pelo comité de ¢0m 30 animais por grupo, sendo cinco

ética em experimentacdo animal (CETEA)  epeticdes (baias) por grupo. Atraves de
sorteio, determinou-se a qual tipo de

Animais
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tratamento cada baia seria submetida, sendo
gue cinco baias receberam ragdo sem
medicacdo, formando o grupo T1, cinco
baias receberam racdo com 50 ppm de
AIVT, grupo T2, e cinco baias receberam
racdo com 100 ppm de tiamulina, formando
0 grupo T3. Todos o0s animais receberam
suas respectivas racoes (T1, T2 e T3) do dia
-1 do experimento, dia anterior a
inoculacdo, até o dia 13 experimental. Do
dia 14 ao dia 20, quando foram
eutanasiados, todos os leitbes dos trés
grupos receberam racdo sem medicacao.

Inoculagéo

A preparacao do indculo e a quantificacao
do mesmo foram realizadas como
mencionado no capitulo 3 dessa dissertacéao.
No dia zero do experimento, por via
intragastrica, usando sonda orogastrica, 0s
90 leitbes foram inoculados com
homogenado de mucosa intestinal de suinos
infectados, contendo aproximadamente 1,3
x 10" organismos de. intracelularis.

Avaliagéo clinica e de desempenho

Avaliagbes clinicas com relagédo a atitude,

escore corporal e consisténcia de fezes
foram realizadas trés vezes por semana, as
segundas, quartas e sextas-feiras. As fezes
eram descritas como normais, pastosas,
liquidas e fezes com sangue e / ou material
necrético, como mencionado no capitulo 3.

O consumo de racado por baia foi avaliado
do dia -1 ao dia 13 e do dia 14 ao dia 20 do
experimento, quando todos os leitdes foram
eutanasiados. Os 90 leitbes foram pesados
nos dias 13 e 20. Assim com o valor da

guantidade de racdo consumida no periodo
e do ganho de peso diarios dos animais,
pode-se determinar a converséo alimentar.

Avaliagdo macroscopica, histologica e

IHQ

No dia 20 apés a inoculagéo, os 90 animais do

necropsiados. Avaliagbes soroldgicas, PCR de
amostras fecais, macroscépica e histologica, e
analise estatistica foram realizadas de forma
semelhante ao descrito no capitulo 3.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A eficiéncia do AIVT ja foi demonstrada
anteriormente (Winkelman e Tasker, 2002;
Tasker et al., 2004). Entretanto, nesse
estudo optou-se por comparar os efeitos do
AIVT com a acao da tiamulina, um
antimicrobiano do grupo das
pleuromutilinas, eficiente no controle da EP
em suinos (McOirist et al., 1996b; Schwartz
et al., 1999; Walter et al., 2001). Portanto,
utilizou-se um controle positivo, com
animais inoculados e ndo medicados (T1), e
um grupo com animais inoculados e
medicados com tiamulina (T3).

Observacgdes clinicas

O curso da doenga clinica, baseado na
consisténcia das fezes, esta ilustrado na
figura 4.1. Assim, pode-se observar que a
ocorréncia de diarréia no intervalo do dia

zero ao dia nove do experimento foi

discreta e isolada, tanto nos grupos
medicados quanto no grupo ndo medicado.
Esse fato era esperado, pois segundo a
literatura (Guedes, 2002), geralmente, o0s
animais comecam a apresentar sintomas
clinicos entre os dias sete e dez apos
inoculagdo. A partir do nono dia apés a

inoculagéo, os grupos medicados e 0 nao
medicado apresentaram resultados
diferentes quanto ao escore clinico de
diarréia (Fig. 4.1). O grupo T1, nado

medicado, passou a apresentar episédios
mais freqlientes e mais graves de diarréia,
em relagdo aos grupos medicados, sendo
gue dois animais deste grupo apresentaram
diarréia sanguinolenta entre os dias 11 e 20
do experimento. Como mencionado no

capitulo 3, esse periodo é critico em relagcao
a doenca clinica em animais néao

medicados.

teste da AIVT foram eutanasiados, pesados e
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Assim, comparando-se a linha

correspondente aos animais inoculados e
nao tratados (T1) da figura 4.1 com a figura
3.2 do experimento com a leucomicina,

observa-se que o escore de diarréia em
relacdo aos dias apd6s a inoculagdo é
semelhante. Ou seja, nos nove dias iniciais,

apos inoculagdo, observaram-se casos
isolados e discretos. Com o passar do
tempo 0 nimero e a gravidade da diarréia
foram aumentando, atingindo o periodo

critico entre os dias 13 e 20, sendo que
ambos os experimentos, apresentaram dois
animais com diarréia sanguinolenta.

—e— Média T1

Média T2 Média T3

Média de escore de fezes

-1 2 4 6

N

_

Dias em relacéo a inoculacéo

*

9 11 13 16 18

Figura 4.1: Evolugdo cronolégica da média de escolimicos baseados na consisténcia das
fezes em animais do grupo ndo medicado (T1), medicam 50 ppm de AIVT (T2) e 100 ppm

de tiamulina (T3).

Em relacdo a atitude, somente os dois

animais que apresentaram diarréia
sanguinolenta mostraram-se
moderadamente  apaticos durante a

manifestacdo clinica da doencga, sendo que
um deles apresentou-se prostrado durante
este periodo. J4& o escore corporal
apresentou grande variacdo, sendo que
varios animais do grupo ndo medicado
estavam magros ao final do experimento.
Além  disso, observou-se  marcante
desuniformidade dentro do grupo néao
medicado.

Desempenho

A diferenca de ganho de peso diario entre o
grupo ndo medicado (T1l) e o0s grupos

medicados (T2 e T3) foi estatisticamente
significativa, demonstrando o possivel
efeito positivo do AIVT e da tiamulina,
como mostra a tabela 4.1. Ou seja, 0s
animais medicados com AIVT ou com
tiamulina apresentaram peso médio final 2
kg maior que o peso médio final dos
animais que ndo foram medicado. E os
animais medicados apresentaram, em
média, no GPD 90g a mais que 0s animais
ndo medicados (tab. 4.1). Esta diferenca foi
observada clinicamente pela
desuniformidade observada entre o0s
animais do grupo T1 (Fig. 4.2). Nado se
observou diferenca significativa de peso no
dia 20 e de GPD, entre o grupo medicado
com AIVT (T2) e o grupo medicado com
tiamulina (T3).
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Tabela 4.1. Peso médio e GPD, em quilos, dos gro@osmedicado (T1), medicado com 50
ppm de AIVT (T2) e 100 ppm de tiamulina (T3) enmedéntes periodos apés a inoculagéo.

Grupos Peso dia -3 Peso dia 13 GPD -3a 13 Pe2ddia GPD-3a20

T1 (n=30) 10,303+1,174a 18,35+1,329a 0,503 +0,099a 20,686+ 1,73a 0,451 +0,076a
11,49%" 7,2% 19,7% 8,4% 16,8%

T2 (n=30) 10,295+ 1,174a18,879+1,679a 0,536 +0,091ab 22,75+ 2,24ab 0,541 + 0,054b
11,4% 8,9% 17% 9,8% 10%

T3 (n=30) 10,326 +1,249a19,514+1,934a 0,574+0,078b 23,388 +2,168b 0,568 + 0,047b
12,1% 9,9% 13,6% 9,3% 8,3%

* Diferentes letras indicam diferencas (P<0.05)eegtupos experimentais.
* Coeficiente de variagdo (CV)

Figura 4.2: Desuniformidade entre leitdes do gruppinoculados e ndo medicados.

N&o houve diferenca (P>0,05) de consumo
médio de ragdo entre os trés grupos
experimentais, T1, T2 e T3 em nenhum dos
periodos avaliados (Tab. 4.2). Ja a
conversao alimentar do grupo T1 foi

diferente (P < 0,05) dos valores obtidos
para T2 e T3, que foram estatisticamente
iguais entre si. Portanto, os animais dos trés
tratamentos ingeriam a mesma quantidade

Tabela 4.2. Consumo médio diario (CMD) de

de racdo, entretanto a conversdo alimentar
nos grupos medicados foi estatisticamente
superior ao resultado de T1, indicando que
o fornecimento de antimicrobianos, tanto
AIVT quanto tiamulina, é benéfico no
controle da infecgédo pela intracdlularis

e, consequentemente, melhora a conversao

alimentar.

racao,geamas, e conversdo alimentar (CA)

dos grupos ndo medicado (T1), medicado com 50 pp®WIdT (T2) e 100 ppm de tiamulina

(T3) em diferentes periodos apos a inoculagao.

Grupos CMDde-13a13 CMD de 14 4 20 CMD de -1a 20 CA
T1 807,9+ 58,6a 977,8+ 209,2a 862,0+ 96,1a 1,846+ 0,189
7,29%" 21,4% 11,1% 10,2%
T2 813,3+67,9a 1074,0+ 150,4a 896,4+ 89,9a 1,583+ 0,016
8,3% 14% 10% 1%
T3 850,1+ 75,4a 1125,0+ 119,3a 886,0+ 186,1a 1,597+ 0,063
8,9% 10,6% 21% 3,9%

* Diferentes letras indicam diferencas (P<0.05)eegtupos experimentais.

* Coeficiente de variagéo (CV)



Como esperado, todos os animais testados
no dia anterior a inoculagdo foram
negativos ao teste de ELISA especifico para
sorologia contrd.. intracellularis. Todas as
amostras fecais, coletadas no dia anterior a
inoculacdo e testadas através da técnica de
PCR, descrita por Jones et al. (1993), foram
negativas para DNA do agente etiolégico da
EP. Ambos os resultados demonstram que
0os animais ainda nao haviam entrado em
contato com a bactéria, sendo infectados a
partir da inoculacdo experimental.

Resultados anatomo-histopatoldgicos

A tabela 4.3 mostra que 76,7% dos animais
inoculados e ndo medicados (T1)
apresentaram lesdes de EPS a necropsia,

enquanto que nos grupos medicados, T2 e
T3, esses valores foram de 30 e 27,7,
respectivamente. Esse fato fica mais claro,
ao se considerar que a extensdo total de
intestino  com lesdo  macroscopica

caracteristica de EPS foi de 32,34 metros, e
destes, mais de 88% ocorreram em animais
gue receberam racdo sem medicacdo
(Tabela 4.3). Com base nesses valores,
pode-se afirmar que os animais do grupo T1
apresentaram lesbes de EPS com maior
frequéncia e gravidade em relacdo aos
grupo medicados, T2 e T3. Ou seja, 0 AIVT

e a tiamulina sdo eficientes, de forma

semelhante, em limitar a infeccdo e

portanto as consequéncias da EPS.

Tabela 4.3. Gravidade de lesdes macroscoépicas @ mndédextensdo de lesdo, em cm, a
necropsia, por animais afetados e pelos gruposn&iticado (T1), medicado com 50 ppm de

AIVT (T2) e 100 ppm de tiamulina (T3).

NUmero de Comprimentc Média de comprimento
Grupos Grau 0* Grau 1 Grau 2 Grau 3 animais con total de lesdo de lesdo/ leitdo afetado

lesao (cm) (cm)
T1(n=30) 7 23 0 0 23 2.847 123,78a**
T2 (n=30) 21 9 0 0 9 183 20,33b
T3 (n=30) 22 8 0 0 8 204 25,5b

* Grau 0 = normal; Grau 1 = espessamento da mucasa) 2 = espessamento e necrose de

mucosa; Grau 3 =
intraluminal.

espessamento de mucosa e heraoragi formacdo de coagulo

** | etras diferentes indicam diferenca estatis{ie&0,05) entre grupos experimentais.

E importante ressaltar que tanto na forma
aguda quanto na forma crénica, o ileo é
mais frequentemente afetado, mas lesdes
podem ser encontradas em qualquer
segmento intestinal, do duodeno ao reto

(Guedes, 2002). E esse fato foi observado
nesse experimento, uma vez que a maior
parte das lesbes se localizavam no ileo
(Fig.4.3ab), no entanto observou-se lesdo de
EP no intestino grosso (Fig. 4.3c).



Figura 4.3: EP na forma crénica. (A) Intestino dellg Observa-se intensa congestdo e edema
de mesentério adjacente ao ileo. (B) Intestinoadiglge (C) intestino grosso. Observa-se intenso
espessamento de mucosa intestinal com marcantagiotde pregas.

Através da técnica de IHQ, verificou-se a em segmento de ileo de todos os leitbes do
presenca de antigeno deintracellularis, experimento. No grupo T1, 96,7% dos
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animais apresentaram marcacao positiva a
IHQ, valor muito superior ao encontrado
para os grupos T2 e T3, que foram 53,3% e
33,3%, respectivamente (Tab. 4.4). Além
disso, a intensidade de marcacédo diferiu
entre o0s tratamentos, e de forma
significativa entre o grupo ndo medicado e
0s medicados. Por exemplo, em 75,9% dos
animais Tl que apresentaram marcacdo
positiva a IHQ, esta foi classificada como
de grau 3 e 4. Ja para os animais dos grupos
medicados, T2 e T3, a porcentagem de
animais com graus 3 e 4 a IHQ, foi de

18,7% e 0%, respectivamente (Tab. 4.4).
Ou seja, nos grupos tratados, o nimero de
animais infectados e a intensidade de
infeccdo foi significativamente menor em

relacdo aos animais do grupo controle.
Assim, pode-se afirmar que a presenca de
antigeno da bactéria foi maior e mais

freqiente em animais ndo medicados. Nao
houve diferenca estatistica entre o0s
resultados de T2 e T3. Esses fatos
corroboram a eficacia dos medicamentos
utilizados.

Tabela 4.4. Intensidade de infec¢do poiintracellularis em fragmentos de ileo baseado na
marcacédo por IHQ em animais dos grupos ndo medidado medicado com 50 ppm de AIVT

(T2) e 100 ppm de tiamulina (T3).

Grupos Grau0*Graul Grau2 Grau3 Grau4 Numero de animais % de animais com
com marcagao marcacao
T1(n=30) 1 3 4 18 4 29 96,7a**
T2 (n=30) 14 5 8 3 0 16 53,3b
T3 (n=30) 20 7 3 0 0 10 33,3b

* Grau 0 = Nenhuma marcacédo de antigeno; Grau bce kolado de marcagéo antigénica;
Grau 2 = Mdltiplos focos de marcacédo de antigemau@ = Maioria da mucosa apresentacao
marcagéo; e Grau 4 = Toda a mucosa apresenta raarcag

** | etras diferentes indicam diferenca estatis{ie&0,05) entre grupos experimentais.

Pode-se observar que o0 modelo
experimental efetivamente induz a doenca
nos animais desafiados e ndo tratados.
Além disso, observou-se claramente que o
fornecimento continuo de AIVT na racéo,

na concentracdo 50 ppm, do dia anterior a
inoculacdo ao dia 13 do experimento, foi

eficiente em controlar a infeccdo e as

consequéncias da doenca em leitbes
expostos a alta dose Heintracelularis.
Assim, a semelhanca de outros

macrolideos, como tilosina (McOrist et al.,

1997b; McOrist e Morgan, 1998; Tasker et
al., 2004), o AIVT, quando fornecido na

racdo diminui a ocorréncia de lesdes
macroscopicas e histopatol6gicas
encontradas na EPS, ou seja, o AIVT foi
eficiente em limitar a infeccdo e assim

diminuir as consequéncias da doenca, como
ocorréncia de diarréia, lesdes intestinais,
macro e microscopicas, e perda de

performance, incluindo GPD e CA. Como
esse experimento apresentou um grupo no
gual houve inoculacdo ndo associada ao
fornecimento de antimicrobianos, os
resultados produtivos superiores nos grupos
inoculados e medicados podem ser
atribuidos ao uso do medicamento, que
efetivamente limitou a infeccdo pela
intracellularis. O  AIVT  apresentou
resultados patolégicos e de performance
similares aos encontrados no grupo de
animais medicados com tiamulina, sendo os
resultados de ambos estatisticamente
superiores aos resultados encontrados para
0os animais do grupo inoculado e néo
medicado. Entretanto, deve-se salientar que
0 custo da utilizacdo do AIVT é alto e por
isso proibitivo.
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4.4. CONCLUSOES

O modelo experimental foi eficiente na
reproducdo da EPS, desenvolvendo quadro
tipico da doenca.

O AIVT é eficiente no controle da EPS,
com melhora significativa dos indices
produtivos avaliados de animais medicados
em relacdo a animais inoculados e né&o
medicados. Além de reduzir
significativamente a extensdo e grau de
infeccdo de animais experimentalmente
inoculados com L. intracelularis. A
utilizacdo do AIVT na racdo apresentou
resultados semelhantes aos da tiamulina,
gque é comprovadamente eficiente no
controle da EP em suinos.

CONCLUSOES GERAIS

Com base no experimento em que pardais
foram experimentalmente inoculados, com
alta dose de cultura pura dd.
intracellularis, ndo apresentaram alteracoes
clinicas ou patolégicas decorrentes da
infeccdo por essa bactéria, conclui-se que
provavelmente essas aves nao sao
susceptiveis a infeccdo  por L.
intracellularis e, portanto os pardais nao
sdo importantes na epidemiologia da EP.

No estudo que teve como objetivo avaliar a
eficiéncia de leucomicina no controle da

EPS em leitdes experimentalmente
inoculados comL. intracdlularis se fez
pela primeira vez a reproducdo

experimental da forma subclinica e
posteriormente da forma clinica da EP na
América Latina.

Baseado nos achados clinicos, lesdes
macroscopicas, resultados

imunoistoquimicos e de desempenho dos
animais tanto do experimento para testar
leucomicina quanto do trabalho para avaliar
o AIVT no controle da EP, ficou

demonstrado que o modelo experimental foi

bem sucedido, desenvolvendo quadro tipico
de EPS.

Com base principalmente nos resultados de
desempenho (GPD, CMD e CA), que sdo os
mais importantes do ponto de Vvista
econdmico em um sistema de producdo de
suinos, tanto a leucomicina quanto o AIVT
mostraram-se eficientes no controle da EPS,
com melhora significativa dos indices
produtivos avaliados de animais medicados
em relagcdo a animais inoculados e n&o
medicados. Além de reduzir
significativamente a extensdo e grau de
infeccdo de animais experimentalmente
inoculados com L. intracelularis. A
utilizacdo do AIVT na racdo apresentou
resultados semelhantes aos da tiamulina,
gque é comprovadamente eficiente no
controle da EP em suinos.
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