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RESUMO

A enteropatia proliferativa suina, causada pela bactéria Lawsonia intracellularis, ¢ uma doenca
intestinal difundida mundialmente que acomete varias espécies animais, entre elas o suino, causando
episodios de diarreia, perda de peso e morte dos animais. Diferentes meios diagnosticos ante-mortem
tém sido implementados na detec¢do desta doenga com o objetivo de prevenir e controlar a bactéria
nas granjas suinas. Experimentalmente foi demostrada em suinos a utilidade do fluido oral (FO) na
deteccdo de anticorpos anti-L. intracellularis. Para demostrar a utilidade do FO para diagnostico ao
nivel de campo foram utilizadas 15 granjas das quais se coletaram amostras de soro e fezes de 20
animais de 5 faixas etérias distintas, bem como amostras de fluido oral de duas baias por faixa etéria.
Amostras de soro e FO foram testadas pela imunoperoxidase em monocamadas de células para a
detec¢do de Imunoglobulina G e A. Apresentou-se uma similaridade entre a técnica de PCR e 1gG no
FO em 4 das 5 idades avaliadas. Demostrou-se a detecc¢éo simultanea no soro e FO de Imunoglobulina
G que ocorreu principalmente em granjas que apresentavam sinais clinicos sugestivos ou
caracteristicos de enteropatia proliferativa suina. Esses resultados demostram a utilidade do FO na
deteccdo de anticorpos anti-L. intracellularis como possivel ferramenta diagndstica e de
monitoramento da enteropatia proliferativa suina, particularmente em rebanhos com quadros clinicos

sugestivos da doenca.

Palavras-chave: enteropatia proliferativa suina, IPMC, sorologia, fluido oral, anticorpos, suinos.



ABSTRACT

Porcine proliferative enteropathy, caused by the bacterium Lawsonia intracellularis, is a widespread
intestinal disease that affects several animal species, including swine, causing episodes of diarrhea,
weight loss and death. Different ante mortem diagnostic methods have been used for the diagnosis of
this disease to guide the implementation of preventive and control measures at the pig farms.
Experimentally, the usefulness of oral fluid (OF) in detecting anti-L. intracellularis antibodies has
been demonstrated in swine. To demonstrate the utility of the OF as a diagnostic method in the field,
15 pig farms were studied. Serum and fecal samples were collected from 20 animals of 5 different
age groups, and OF samples collected from animals in two pens at the same age groups. Serum and
OF samples were analyzed by immunoperoxidase in monolayer assay for the detection of
Immunoglobulin G and A. A similarity was found between PCR and IgG in OF in four of the five
ages evaluated. Simultaneous detection in serum and OF of immunoglobulin G was observed mainly
in farms showing suggestive or characteristic clinical signs of porcine proliferative enteropathy,
demonstrating the usefulness of the OF in the detection of anti-L. intracellularis antibodies as a
possible diagnostic tool for monitoring of Porcine proliferative enteropathy, mainly in herds with

clinical signs compatible with the disease.

Key words: Porcine proliferative enteropathy, IPMA, serology, oral fluid, antibodies, pigs.
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1. INTRODUCAO

A enteropatia proliferativa suina (EPS), comumente chamada ileite € uma doenga infecciosa
entérica causada pela bactéria intracelular obrigatoria Lawsonia intracellularis. A EPS é uma das
enfermidades entéricas mais importantes economicamente na industria suina em todo o mundo
(Lawson e Gebhart, 2000). A doenca é caracterizada macroscopicamente pelo espessamento da
mucosa do intestino delgado e em algumas ocasiones do intestino grosso (Rowland e Lawson, 1992).
Na histopatologia, é evidente a hiperplasia do epitélio das criptas com a auséncia de células
caliciformes (Ward e Winkleman, 1990). A EPS tem trés formas comuns de apresentacdo. A forma
crénica, observada comumente em animais de crescimento e caracterizada por diarreia e reducdo do
ganho de peso. A forma aguda que se apresenta em animais mais velhos e é caracterizada por fezes
sanguinolentas e casos de morte subita (Lawson e Gebhart, 2000). A forma subclinica que prejudica
0 ganho de peso nos animais e tem um impacto epidemioldgico importante nas producdes suinas
(Jacobson et al., 2010).

Antigamente, o diagnostico de EPS era baseado nos sinais clinicos da doenga e nas lesdes
macroscépicas e microscopicas tipicas no intestino delgado. Atualmente, existem varios métodos
diagnosticos post-mortem e ante-mortem com diferentes sensibilidades e especificidades que vém
sendo utilizados para identificar L. intracellularis (Kroll et al., 2005). Entre os testes ante-mortem
estdo as provas soroldgicas, que sdo métodos relativamente baratos, de fécil interpretacéo e indicam
a exposicdo dos suinos a bactéria, provendo informagdo necessaria para estabelecer o estado
epidemioldgico de EPS em sistemas de producdo suinas e gerando dados necessarios para definir

protocolos de medicagdo ou vacinagdo em rebanhos afetados (Guedes et al., 2002a).

A imunoperoxidase em monocamada de célula (IPMC) é um método soroldgico de facil
interpretacdo, com especificidade de 100% e sensibilidade de 89% (Guedes et al., 2002a). E uma
ferramenta utilizada na elaboracdo do soroperfil da enfermidade, indicando a idade em que 0s animais
tiveram contato com a bactéria (Guedes et al., 2002a). Esta técnica é usada rotineiramente no
laboratério de Patologia Veterinaria da Escola de Veterinaria da UFMG, detectando 1gG sérica anti-

L. intracellularis.
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Além do soro como fonte de anticorpos para o diagnostico de L. intracellularis em suinos,
foi demostrado por Gabardo (2015), em suinos experimentalmente inoculados, que o FO também

pode ser usado na detecgdo de anticorpos contra esta bactéria, usando a técnica de IPMC.

O FO é constituido por agua, transudatos do sistema circulatorio e secre¢des originarias das
glandulas salivares maiores e menores da cavidade oral (Prickett e Zimmerman, 2010). Tendo em
conta a conexao que existe entre o sistema circulatério com os capilares da mucosa oral e as glandulas
salivares, o uso desse fluido corporal como meio diagndstico de diferentes doengas tem sido
amplamente implementado em humanos e animais (Kaufman e Lamster, 2002; Nagler et al., 2002;
Prickett e Zimmerman, 2010).

No caso de diagndstico de doencas através de FO em granjas suinas, a coleta dessa amostra
clinica oferece diversas vantagens em relagdo ao soro. Considerando o comportamento de suinos, a
coleta deste tipo de amostragem ¢é facil e rapida, ndo sendo necessario material especial de coleta,
além ndo causar estresse nos animais (Lima et al., 2010; Schaefer et al., 2013; White et al., 2014).
Em suinos, este tipo de amostragem tem sido Gtil na detecgdo de agentes virais e bacterianos
(Stallnecht et al., 1999; Prickett et al., 2008b; Morioka et al., 2009; Casagrande et al., 2010; Detmer
et al., 2011; Dekker et al., 2012) e na deteccdo de anticorpos especificos contra diferentes patdgenos
(Corthier e Aynaud 1977; DeBuysscher e Dubois, 1978; DeBuysscher e Berman, 1980; Loftager et
al., 1993; Pacheco et al., 2010; Kittawornrat et al., 2013; Panyasing et al., 2013; Gabardo et al.,
2015).

2. OBJETIVOS

Tendo em conta que recentemente foi demonstrado experimentalmente que animais
inoculados com a bactéria L. intracellularis, bem com animais naturalmente infectados sob condicGes
experimentais controladas, apresentaram anticorpos anti-L. intracellularis em FO através da técnica

de IPMC, os objetivos deste estudo foram:

1. Determinar a funcionalidade do FO na deteccéo de anticorpos anti-L. intracellularis em

condiciones de campo.
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2. Avaliar a utilidade Do FO como ferramenta de diagnéstico e de avaliagio da cinética da
infeccdo de L. intracellularis a campo, comparando com os resultados de IPMC de
amostras de soro.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Enteropatia Proliferativa Suina
3.1.1. Etiologia

A L. intracellularis é uma bactéria Gram-negativa, intracelular obrigatdria, microaerdfila,
movel (Lawson e McOrist, 1993) com 1,25 a 1,75 um de comprimento e 0,25 a 0,43 um de largura
(McOrist et al., 1995). A doenca é caracterizada pela hiperplasia e proliferacdo das criptas intestinais
devido a colonizagdo da bactéria em enterocitos imaturos (Smith e Lawson, 2001), resultando em
espessamento da mucosa do intestino delgado (Bae et al., 2013).

A enfermidade é mais comumente encontrada em suinos (Kroll et al., 2005) mas ha estudos
que descrevem a bactéria como causa de enfermidades em ampla variedade de hospedeiros (Franga
et al., 2008), incluindo primatas ndo humanos (Klein et al., 1999), hamster (Frisk e Wagner, 1977),
ratos (Vandenberghe et al., 1982), cdes (Collins et al., 1983), cavalos (Williams et al., 1996), coelho
(Umemura et al., 1982), furdo (Fox et al., 1994), raposas (Eriksen e Landsverk, 1985), ovelhas
(Chalmers e Pritchard, 1990), veados (Drolet et al., 1996), emus (Lemarchand et al., 1997) e
avestruzes (Cooper et al., 1997). L. intracellularis nunca foi identificada em problemas entéricos em
humanos, portanto ndo é considerada uma doenga zoonose ( McOrist et al., 2003; Michalski et al.,
2006).

3.1.2. Caracteristicas da doenca

Como mencionado anteriormente, a EPS tem trés formas de apresentacdo. A forma crénica,
conhecida como adenomatose intestinal suina, observada mais comumente em animais de
crescimento entre 6 e 20 semanas de idade (McOrist e Gebhart, 1999), caracteriza-se clinicamente
como anorexia, diarreia, letargia, reducdo do ganho de peso (Lawson e Gebhart, 2000) e mortalidade
baixa, que quando ocorre, resulta principalmente da bacteremia secundaria causada por organismos
oportunistas (Winkelman e Dee, 1996). A forma aguda, também conhecida como enteropatia
proliferativa hemorrégica, acomete animais mais velhos, de 4 a 12 meses (McOrist e Gebhart, 1999),

afetando suinos de terminacéo e animais de reposicdo, marrds e cachagos (Vannucci e Gebhart, 2014),
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Caracteriza-se por perda intestinal de sangue e fezes enegrecidas (Lawson e Gebhart, 2000) podendo
resultar na morte do 50% dos animais afetados (Jacobson et al., 2010) ou casos de morte subita
(Lawson e Gebhart, 2000). Tem sido recentemente descrita uma nova forma subclinica de EPS
(McOirist et al., 2003), onde o Unico sinal clinico observado nos animais atingidos é a baixa taxa de
crescimento, levando a perdas econémicas nos sistemas de produgdo (Jacobson et al., 2010). Além
da perda econbmica relativa a diminuicdo do ganho de peso em animais afetados, existe também
importancia epidemiolégica desta forma subclinica relacionado a disseminagdo do agente (McOrist e
Gebhart, 2012).

Macroscopicamente, as lesdes caracteristicas da EPS sdo normalmente encontradas no
intestino delgado e com menor frequéncia no intestino grosso (Rowland e Lawson, 1992). A forma
crénica consiste em espessamento da mucosa intestinal, enterite necrotizante com presenca de
membrana necrotica aderida a mucosa e serosa intestinal com aspecto cerebroide (Fig. 1) (Rowland
e Hutchings, 1978; Knittel, 1999; Lawson e Gebhart, 2000; Vannucci e Gebhart, 2014). Na forma
aguda, as lesbes sdo caracterizadas por edema e espessamento da parede intestinal, proliferacéo
acentuada da mucosa (McOrist e Gebhart, 1999) e necrose da superficie da mucosa com formacéo de

membranas diftéricas e coagulos na luz intestinal (Fig. 2) (Ward e Winkelman, 1990).

Figura 1: Suino, intestino delgado, ileo. Macroscopia de adenomatose intestinal suina. Espessamento da mucosa
intestinal e formacao de membrana pseudo-diftérica. Fonte: Carlos E. Real Pereira.
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Figura 2: Suino, intestino delgado, ileo. Macroscopia de enteropatia proliferativa hemorrgica suina.
Engrossamento da serosa intestinal com contetdo sanguinolento. Fonte: Prof. Roberto Guedes.

A histologia, as caracteristicas sd0 as mesmas para todas as formas de EPS. Observa-se
proliferagdo do epitélio das criptas no intestino delgado e a presenca da bactéria no citoplasma apical
de enterdcitos que pode ser demonstrada por coloragéo pela prata (Rowland e Lawson, 1974). No
epitélio atingido ha presenca de abundantes figuras mitoticas e auséncia de células caliciformes
(Lawson e Gebhart, 2000). H& acimulo de células epiteliais imaturas induzindo a dilatacéo da luz das
criptas intestinais (McOrist e Gebhart, 1999). A infiltracdo de células inflamatérias ndo é um achado

caracteristico de EPS (Rowland e Lawson, 1992).
3.1.3. Epidemiologia

EPS é uma enfermidade endémica com uma ampla distribuicdo internacional em sistemas de
producdo suina e com um impacto econdmico importante, associado com a reducao do ganho de peso,
baixa eficiéncia da conversdo alimentar, além da mortalidade e custo da medicagdo ( McOrist et al.,
1997a; Bae et al., 2013). EPS ¢é considerada a doenca de maior importancia econémica em diversas

regides suinicolas na Europa (Jacobson et al., 2003) e nos Estados Unidos (Winkelman et al., 1996).

Em paises com expressiva producdo de suinos, a prevaléncia da doenga em rebanhos é

elevada. Entre os mais importantes estdo os Estados Unidos com 96% (Mcortis et al., 2003), Australia
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100% (Holyoake et al.,2010), Japao 94% (McOrist, 2005), China 57% (Wu et al., 2014) e Dinamarca
93.7% (Stege et al., 2000). No Brasil, Moreno et al. (2002), através da PCR, acharam uma prevaléncia
de 30%, (16% em Minas Gerais, 20% no Parand, 25% no Rio Grande do Sul, 35% em Santa Catarina,
37% em Séo Paulo, 40% em Goias e 40% no Mato Grosso do Sul). Num estudo de Resende et al.,
(2015), demonstrou-se através de um estudo soroldgico uma prevaléncia de 100% em rebanhos de

suinos do estado de Minas Gerais.

Diferentes fatores contribuem na prevaléncia e impacto econémico da EPS nas granjas.
Particularmente, os meios de propagacdo e transmissdo do agente (fezes contaminadas, fémites ou
vectores mecanicos), tipo de instalagdes que dificultam a limpeza das fezes (Guedes, 2004), idade e
raca dos animais, tipo de manejo da granja (vacinacdo, aplicacdo de antibidticos e uso de

desinfetantes) e o sistema de produgdo (Kroll, 2005).
3.1.4. Diagnostico

Os procedimentos de rotina para o diagnostico post-mortem de EPS sdo realizados através
dos achados macroscopicos no intestino delgado (Jordan et al., 1999), coloragdo de rotina de
Hematoxilina-Eosina em fragmentos intestinais demostrando as alteracdes proliferativas nas criptas
do intestino delgado (Rowland, 1978), coloracéo especial Warthin-Starry que permite a visualizagdo
da bactéria nos cortes histoldgicos (Jensen et al., 1997) e as técnicas de imuno-histoquimica e imuno-
fluorescéncia que permitem a deteccdo do agente em fragmentos de tecido intestinal (Knittel et al.,
1997).

Entretanto, as técnicas diagnosticas ante-mortem de EPS sdo importantes na prevencdo,
monitoramento e controle dessa doenca (Magtoto et al., 2014). Entre estes testes esta a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) que é um método altamente especifico na deteccdo de DNA em amostras
de matéria fecal (Jones et al., 1993a) e é usado para demostrar a liberacdo ativa de L. intracellularis
através das fezes em animais com presenca ou auséncia de sinais clinicos ou lesdes macroscopicas
no intestino (Jordan et al., 1999). A PCR tem demostrado uma baixa sensibilidade (Guedes et al.,
2002) devido ao fato da técnica ser incapaz de detectar suinos excretando pouca quantidade bactérias
e de forma intermitente, podendo ocasionar resultados falsos negativos (Knittel et al., 1997; Jordan

et al., 1999). Outra causa para a baixa sensibilidade na PCR sdo os fatores inibitorios que séo
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encontrados naturalmente nas fezes e que podem interferir com os resultados da técnica (Jacobson et
al., 2003).

Outro meio diagndéstico ante-mortem amplamente utilizado sdo o0s testes sorolégicos. Essas
técnicas fornecem informacéo historica da infec¢do dos animais com a bactéria (Guedes, 2004) e sdo
uma ferramenta diagnostica utilizada para avaliar a cinética da infeccdo em grupos de animais e
estabelecer soroperfis necessarios para formulacdo de estratégias de vacinacdo ou medicacdo em
rebanhos com problemas de EPS (Walter et al., 2004).

Entre os testes sorol6gicos convencionais para a deteccdo de anticorpos contra L.
intracellularis, citam-se 0 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Holyoake et al.,1994), a
imunofluorecéncia indireta (IFA) (Knittel et al.,1998) e a Imunoperoxidase em monocamada de
célula (IPMC) (Guedes et al., 2002a). Essa Gltima técnica, segundo Magtoto et al., (2014), é o padrédo
ouro para o diagnostico de EPS, apesar de que a preparacdo das placas seja complexa.

IPMC tem uma especificidade do 100% e uma sensibilidade do 89% em soros com uma
diluicdo 1:30, demonstrando ser uma ferramenta apropriada para o diagndstico em rebanhos, mas ndo
para o diagnostico de individuos (Guedes et al., 2002a). A técnica € de facil de interpretacdo, a cor
da reacdo € estavel por varios meses dando um registro permanente dos resultados que podem ser
armazenados por longo tempo. Além disso, diferente da IFA, a IPMC tem a vantagem de ndo precisar
de microscdpio fluorescente (Guedes et al., 2002ab) e em relagdo com a ELISA, a IPMC é uma

técnica mais econdmica para o diagnostico de EPS.

No diagnéstico de EPS através do IPMC em amostras de soro, 0 anticorpo detectado é a
Imunoglobulina G (1gG) (Guedes et al., 2002a). A deteccgdo deste anticorpo também foi demostrada
no FO, em suinos experimentalmente inoculados com L. intracellularis, onde a IPMC demonstrou
uma sensibilidade de deteccdo de 88.46% para IgG e, neste mesmo estudo, também foi possivel
detectar Imunoglobulina A (IgA) com uma sensibilidade de 84.62% (Gabardo, 2015). Esta detec¢édo
foi possivel ja que o FO possui uma composi¢cdo semelhante ao soro e tem a capacidade de refletir a
concentracdo dos anticorpos séricos (Wang et al., 2002). Testes a campo, com infeccBes naturais

ainda haviam sido realizadas.
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3.2. Fluido Oral

Independentemente da espécie, o FO € originado a partir das glandulas salivares e do sistema
circulatério (Prickett e Zimmerman, 2010) e é constituido principalmente por 4gua e uma mistura de
produtos organicos e inorganicos com fungdes biologicas importantes relacionadas com a
lubrificagdo, atividade antimicrobiana, limpeza, formacdo do bolo alimentar, mastigacéo e digestdo
(Dodds et al., 2005; Llena-Puy, 2006).

A composicdo do FO ¢é influenciada diretamente por alteracGes locais na cavidade oral ou
indiretamente por alteragdes sistémicas no organismo. Tendo em conta a conexdo que existe entre as
glandulas salivares e capilares da mucosa oral com o sistema circulatério do animal, o0 FO é uma
ferramenta diagndstica Util na detecgdo de enfermidades (Kaufman e Lamster, 2002; Greabu et al.,
2009). Por esta razdo, o FO tem sido descrito como “espelho da saude do corpo” (Greabu et al., 2009)
ja que nele é possivel a deteccdo de anticorpos (Pacheco et al., 2010), virus (Detmer et al., 2011),
hormdnios (Yates et al., 2010), proteinas de fase aguda (Gutiérrez et al., 2009) e outros componentes
do soro.

Nos mamiferos, as glandulas salivares variam em tamanho, localizacdo e estrutura
(Shackleford e Wilborn, 1968) e a formagdo do FO varia entre essas glandulas (Prickett e
Zimmerman, 2010). Um suino adulto produz cerca de 15 litros de FO por dia (Zeng et al., 2017),
proveniente das trés principais glandulas salivares que sdo a pardtida, mandibular e sublingual e das
glandulas salivares menores localizadas como I8bulos dispersos na regido da mucosa e submucosa
bucal, labial, palatal e lingual (Stembirek et al., 2012).

3.2.1. Fluido oral em suinos

Em suinos, o primeiro relato da utilizagdo do FO como amostra diagndstica foi realizado por
Corthier e Aynaud (1977) que, através da inoculagdo intranasal e intramuscular com o virus da peste
suina cléssica, detectaram respostas de anticorpos mensuraveis no soro e no FO. Posteriormente,
foram publicados diferentes trabalhos detectando a presenca de anticorpos (DeBuysscher e Berman,
1980; Loftager et al., 1993; Pacheco et al., 2010; Kittawornrat et al., 2013; Panyasing et al., 2013)
ou patégenos (Morioka et al., 2009; Detmer et al., 2011; Ramirez et al., 2012) em amostras de FO

nessa espécie.
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Como a técnica de diagndstico utilizando amostras de FO tem sido extensivamente estudada,
a definicdo desse termo estad bem estabelecida. Assim, "saliva total" representa o fluido obtido por
expectoracdo e "fluido oral" é definido como o fluido obtido através de coletores absorventes na
cavidade oral (Atkinson et al., 1993). Como as amostras de suinos sdo coletadas com cordas, podemos
definir entdo que amostras utilizadas para diagnostico sédo fluido oral.

Amostras de FO tém sido utilizadas recentemente como meio diagnostico de rotina e tem
sido amplamente aceitadas por veterinarios e produtores de suinos (White et al., 2014), como White
et al (2014) que demonstraram rapida evolucdo do uso desse tipo de amostra no laboratério de
diagnostico veterinario da Universidade Estadual de lowa, nos Estados Unidos, onde 10.329 testes
em amostras de FO suino foram realizadas em 2010, seguido de 32.544, 60.172 e 94.011 em anos
subsequentes

3.2.2. Deteccdo de anticorpos no fluido oral de suinos

No suino, cinco classes de imunoglobulinas (Ig) tém sido reconhecidas: IgM, IgA, 1gG, IgE
e IgD (Butler e Brown, 1994). Sendo IgA, 1gG e IgM consideradas como as trés principais classes
de imunoglobulinas e IgE e IgD encontrando-se numa menor propor¢do (Butler et al., 2006). A
medicdo dessas Igs nos suinos podem ser realizadas em diferentes fluidos corporais e fornecem

informacdo importante sobre o status imunocompetente dos animais (Escribano et al., 2012).

A producéao local de anticorpos IgM, IgA e IgG na cavidade oral, ocorre nas glandulas
salivares e no tecido linfoide associado aos ductos das glandulas salivares (Brandtzaeg, 2007), mas a
principal fonte de anticorpos no FO é através da difusdo passiva a partir do sistema circulatorio para
a cavidade oral, através de capilares que se encontram abaixo do epitélio da mucosa oral ( Brandtzaeg,
2007; Naumova et al., 2013).

Estudos demonstraram a utilidade do FO na deteccéo de anticorpos especificos contra varias
doencas suinas, tais como, Peste Suina Classica (Corthier e Aynaud 1977), Escherichia coli
(DeBuysscher e Dubois, 1978), Actinobacillus pleuropneumaoniae sorotipo 2 (Loftager et al., 1993),
virus da Febre Aftosa (Pacheco et al., 2010), virus do Sindrome Respiratério e Reprodutivo Suino
(Kittawornrat et al., 2013), virus da Influenza A (Panyasing et al., 2013), virus da Gastroenterites

Transmissivel, onde foi avaliada a resposta secretdria imune avaliando a concentragdo de IgA, IgM e
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IgG no soro e FO em suinos inoculados com o virus e que posteriormente demostraram a detec¢do
destes anticorpos nos fluidos corporais avaliados (DeBuysscher e Berman, 1980) e L. intracellularis
(Gabardo, 2015), esse ultimo em condicdes de inducdo experimental da enfermidade. A concentracdo
de anticorpos é dependente do estado de salide do animal, sendo assim, animais doentes possuem uma
concentracdo maior de imunoglobulinas totais em FO comparado a animais saudaveis (Escribano et
al., 2012).

Os anticorpos podem permanecer estaveis em amostras de FO de suinos a 4°C por pelo menos
12 dias ou por periodo indeterminado desde que as amostras sejam congeladas a -10-C. Em
temperaturas mais elevadas, o FO sofre uma diminuicao dos titulos detectaveis de anticorpos (Prickett
et al., 2010)

De acordo com um estudo de Olsen et al., (2013), a composicdo dos anticorpos no FO é
influenciada pelo material de coleta. Foram testadas cordas de algoddo, canhamo e nylon na
identificacdo de IgA, 1gM e IgG e demonstrou-se que as concentragdes de IgM e IgA sdo mais baixas
guando é utilizada a corda de algoddo, mas que, independentemente do material de coleta, as

concentracdes de IgG ndo sdo alteradas.
3.2.3. Detecgéo de agentes infecciosos no fluido oral

Diferentes agentes virais de suinos tém sido detectados em amostras de FO sob condic¢Ges
experimentais e de campo. Virus da estomatite vesicular foi isolado a partir de FO, mas ndo do soro
(Stallnecht et al., 1999), virus da febre aftosa (Morioka et al., 2009), virus Sindrome Respiratério e
Reprodutivo Suino (Prickett et al., 2008b), circovirus Suino tipo Il (Prickett et al., 2008b) e o virus
Influenza (Detmer et al., 2011).

Assim como para virus, hé estudos utilizando amostras de FO como fonte de detecgdo de
bactérias, por exemplo, Streptococcus suis (Dekker et al., 2012.) e Helicobacter spp (Casagrande et
al., 2010).

3.2.4. Implementacéo de testes com fluido oral em producdes suinas

Em suinos, a utilizacdo de amostras de FO vem sendo estudada como uma alternativa ao soro

sanguineo em testes diagndsticos utilizados para estudos epidemioldgicos em granjas. A utilizacdo
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do FO para o monitoramento das doencas oferece algumas vantagens distintas sobre o soro.
Considerando o bem-estar animal, o uso do FO representa um método ndo invasivo de amostragem
gue causa 0 minimo de desconforto e estresse ao animal e o coletor (Lima et al., 2010; White et al.,
2014). Isto se justifica pelo comportamento naturalmente curioso dos suinos (Schaefer et al., 2013),
0s quais tém uma preferéncia especial por objetos que sdo mastigaveis, flexiveis e destrutiveis (Van
de Weerd et al., 2003) como a corda de algoddo, com a gue 0s animais interagem e brincam e, com
isso, depositam o FO na mesma (Schaefer et al., 2013). Testes ja padronizados para amostras de FO
em suinos incluem PCR (Prickett et al., 2008a), ELISA (Prickett et al., 2008a; Sattler et al., 2015) e
IFA (Prickett, 2008b).

3.2.5. Processo de coleta de fluido oral

Os materiais necessarios para coleta de FO em suinos sdo cordas de 100% algoddo, sacos
plastico transparentes limpos e resistentes (ziploc®), tubos conicos de plastico de 5 — 50 ml e uma
tesoura (Schaefer et al., 2013). As amostras de fluido oral sdo coletadas coletivamente amarrando as
cordas em locais de facil acesso aos animais, de tal forma que a altura das mesmas atinja o topo do
dorso dos suinos (Prickett et al., 2008), mantendo as pontas desfiadas para facilitar sua apreensdo. As
cordas devem ser firmemente amarradas em locais nos quais ndo entrem em contato com o piso,

comedouros ou bebedouros (Schaefer et al., 2013).

A definicdo do numero de cordas a serem amarradas por baia é proporcional ao nimero de
animais, sendo recomendado uma corda para cada 10 suinos ou uma corda por baia, as quais sdo
expostas aos suinos para mastigagdo por 20-30 minutos, ou até os animais perderem o interesse
(Prickett et al., 2008; Schaefer et al., 2013). Segundo White et al. (2014), para suinos treinados, que
ja tiveram exposigdo prévia a amostragem de FO, é recomendado um periodo de exposicdo a corda
de 20 minutos, a fim de assegurar a participacdo de aproximadamente 70% dos animais em baias com
25 a 30 suinos. Animais sem experiéncia prévia a amostragem de FO (suinos ndo treinados)
recomenda-se um periodo de exposicdo de 60 minutos para atingir um nivel semelhante de
participacdo. No mesmo estudo, foi comprovado que s6 uma experiéncia de coleta é suficiente para
o treinamento (White et al. 2014). Apds a mastigacdo, a parte molhada da corda € inserida no saco

plastico e o FO é extraido da corda através de compressao manual. Posteriormente, o saco é fechado,
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e o canto inferior do mesmo é cortado e o FO é coletado no tubo plastico de 5mL ou 50ml (Schaefer
etal., 2013).

Normalmente sdo coletados 4 a 8mL de FO que devem ser mantidos refrigerados para o
transporte até o laboratério ondem serdo centrifugadas. Caso ndo seja possivel centrifugar as
amostras, é importante deixar os tubos em repouso a 4°C, durante 8-12 horas permitindo a

sedimentacdo de sujidades e restos celulares presentes (Schaefer et al., 2013).
3.2.6. Aplicaces do diagnostico de fluido oral em medicina veterinaria

A criacdo de programas de vigilancia para o monitoramento de rotina em populagdes suinas
utilizando amostras de FO facilita a coleta rapida de dados em situacdes de controle, detecgdo e
erradicacdo de surtos de doencas endémicas ou exoticas em suinos a nivel regional ou nacional
(Prickett e Zimmerman, 2010). Esses programas podem ser facilmente integrados em protocolos de
vigilancia de rotina nas granjas (White et al., 2014), ja que as coletas sdo realizadas em baias e,
consequentemente, um maior nimero de suinos é amostrado, reduzindo o custo da médo de obra
(Schaefer et al., 2013). Além disso, como demonstrado anteriormente, ndo é necessario equipamento
especial para a coleta de FO, sendo um método pratico que ndo causa estresse aos animais e as coletas
podem ser repetidas varias vezes (Ramirez et al., 2012). Assim, o objetivo com a utilizacdo dessa
técnica é melhorar o diagndstico e deteccdo de diferentes agentes infecciosos utilizando intervengdes
adequadamente cronometradas e direcionadas em populagdes suinas (Prickett e Zimmerman, 2010;
White et al., 2014).

Além do desenvolvimento e padronizacdo dos métodos de coleta e otimizagdo dos ensaios
diagndsticos para diversos patdgenos de interesse em suinos, é importante continuar promovendo a
investigacdo desse tipo de meio diagndstico em medicina veterinaria, tendo em conta a capacidade
do FO de formular diagndsticos sensiveis e especificos que proporcionam o acesso a dados de doencas
infecciosas em tempo real (Prickett e Zimmerman, 2010) e aumentar a eficiéncia na relagdo custo-
beneficio da vigilancia em rebanhos suinos (Ramirez et al., 2012), melhorando a prestacéo de servigos

de gestdo de salde por parte dos veterinarios em populagdes animais (Prickett e Zimmerman, 2010).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Selecdo dos animais e coleta das amostras

O estudo foi realizado no estado de Minas Gerais, Brasil, tendo sido aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo #
370/2015).

Entre junho de 2015 e agosto de 2016 foram coletadas amostras de suinos de 15 granjas
comerciais em sistema de cria¢do confinado, com ciclo completo ou multiplos sitios, com fluxo de
producdo estavel e uniforme, e que possuiam entre 500 e 3000 matrizes.

Todas as granjas amostradas possuiam histérico de diagnostico de EPS no passado e foram
classificadas de acordo com a presenga ou ndo de sinais clinicos compativeis com a doenca no
momento da coleta. Esta classificacdo foi baseada em informagdes fornecidas pelos veterinarios
responsaveis técnicos de cada granja. A partir disto, foram utilizadas 6 granjas sem sinais clinicos, 9
granjas com animais apresentando baixa taxa de crescimento e diarreia sugestiva da doenca e 1 dessas
granjas coletadas apresentou animais com baixa taxa de crescimento e casos de diarreia sanguinolenta
caracteristica da forma aguda de EPS nas idades de inicio de terminacgdo e pré-abate. N&o havia a
expectativa de negatividade em nenhuma granja amostrada ja que existe grande circulacéo do agente
na regido (Resende et al., 2015).

Em cada granja foram amostrados individualmente 100 animais de cinco faixas etarias
distintas (20 animais/faixa etaria), sendo elas: inicio de creche (21 a 35 dias de vida), final de creche
(49 a 64 dias), recria (77 a 91 dias), inicio de terminacdo (105 a 120 dias) e pré-abate (140 a 155 dias
de idade). Foram obtidas amostras individuais de sangue e fezes de um total de 1500 animais,
considerando-se 15 a 20% de prevaléncia esperada da doenca e intervalo de confianca de 95% (Straw
etal., 1999).

As amostras de fluido oral (FO) foram coletadas nas mesmas baias onde foram colhidas
amostras de soro e matéria fecal dos animais, de duas baias, nas mesmas faixas etarias listadas

anteriormente, obtendo-se um total de 150 baias amostradas no estudo.
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As amostras de soro e de fezes foram processadas pelas técnicas de IPMC e PCR,
respectivamente, e seus resultados foram comparados com os resultados das amostras de FO, que

também foram testadas pela técnica de IPMC.
4.2. Obtencéo de sangue e processamento atraves da técnica de IPMC

Para a coleta de sangue, foram utilizadas seringas de 10mL e agulhas descartaveis e estéreis.
O sangue foi coletado da fossa jugular direita e, posteriormente, centrifugado a 1000g por 10 minutos
para a obtencdo do soro, que foram em seguida armazenados a -20°C até serem testados pela técnica
de IPMC (Guedes et al., 2002a). Brevemente, foram utilizadas placas de cultura de 96 pogos contendo
Células McCoy (fibroblastos de rato, ATCC# CRL-1696; American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland) infectadas com L. intracellularis. Em cada pogo foi adicionado 70 microlitros
de células McCoy (5x103 células/ml), que posteriormente foram mantidas em estufa em atmosfera de
CO,, a 37°C até a inoculacdo, 24 horas depois, com L. intracellularis. Essa bactéria foi obtida
previamente de suino infectado com a forma hemorragica da doenca (cepa PHE/MN1-00) (Guedes e
Gebhart, 2003a) a que foi adicionada DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s — JRH Lenxa, KS), com
7% de soro fetal bovino (SFB). Cem microlitros dessa preparacao foram adicionados em cada poco

com a cultura de McCoy, previamente preparada.

As placas foram incubadas por cinco dias em concentracdo de gés contendo 8% de O, 8,8%
de CO: e 83,2% N e temperatura de 37°C. Finalmente, foi usada solucéo de acetona e metanol (1:1)
para fixar as células infectadas apds este periodo, adicionando 70 microlitros em cada pogo. As placas

fixadas foram mantidas a -20°C até sua utilizacéo.

As placas de 96 pocos com cultura de células McCoy e infectadas com L. intracellularis
foram hidratadas com agua destilada por 10 minutos a 37 °C. Em seguida, 50l dos soros a serem
testados, diluidos 1:30 em PBS 1X (salina de tampdo fosfato; pH 7,2), foram adicionados aos pogos.
A placa foi incubada por 30 minutos a 37 °C e, posteriormente, lavada vigorosamente 4 vezes com
PBS 1X. O anticorpo anti-1gG suino (Sigma-Aldrich Biochemical Co, St Louis, Missouri) foi diluido
1:600 em IPMC buffer (PBS com 2.5% soro fetal bovino, 1% soro de coelho, e 0.08% Tween 80) e,
posteriormente, foi adicionado 30l dessa solugdo em cada poc¢o e incubado por 45 minutos a 37°C
em camara Umida escura. A placa foi novamente lavada com PBS 1X. Em seguida, foi adicionado

em cada pog¢o 100 ul da solugdo reveladora constituida de 9,5 ml de tampéo acetato (acido acético
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glacial; acetato de sodio), 0,5 ml de AEC (3-amino-9-etil-carbazol) e 5ul de peroxido de hidrogénio
e incubado a temperatura ambiente por 20 minutos. Depois as placas foram lavadas 4 vezes com agua
destilada e deixadas na estufa por 20 minutos a 37°C, para posterior observacdo em microscopio
Optico invertido. Soros de suinos sabidamente positivos e negativos foram utilizados como controles

em cada placa (Guedes et al., 2002a).

A leitura dos resultados foi feita em microscopio invertido de luz clara. A amostra foi
considerada positiva se fossem encontradas bactérias marcadas no citoplasma das células McCoy

e/ou no meio extracelular.
4.3. Obtencdo de FO e processamento através da técnica de IPMC

Para a coleta do FO, foram utilizadas cordas de algod&o de 70 cm de comprimento € 5 mm
de espessura que foram amarradas no interior das baias por aproximadamente 20 a 30 minutos para
obtencdo de aproximadamente 10 ml de FO por baia. O FO foi extraido torcendo a parte Umida da
corda em um saco plastico e transferido para um tubo cénico de 50 ml. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas a 1000 g por 20 minutos e armazenado a -20°C até serem testadas pela técnica
de IPMC modificado (Gabardo, 2015). Brevemente, placas de 96 pocos com cultura de células
McCoy infectadas com L. intracellularis foram hidratadas com PBS Tween 0,05% (salina de tampéo
fosfato com 0,05% de Tween 20, e pH ajustado para 7,2) por 10 minutos a 37 °C e logo o PBS Tween
0,05% foi descartado. Cinquenta microlitros de FO néo diluido foi adicionado em cada pogo. A placa
foi incubada por 45 minutos a 37 °C e depois lavada vigorosamente 4 vezes com PBS 1X. O anticorpo
anti-lIgG ou anti-IgA suino foi diluido 1:100 em PBS Tween 0,05% e, posteriormente, adicionado
30pI da solugdo em cada pogo e incubado por 45 minutos a 37°C. A placa foi novamente lavada com
PBS 1X. Logo, foi adicionado em cada pogo 100 ul da solucéo reveladora constituida de 9,5 ml de
tampdo acetato, 0.5 ml de AEC e 5ul de H;0- e incubado a temperatura ambiente por 20 minutos.
Depois as placas foram lavadas 4 vezes com agua destilada e deixadas na estufa por 20 minutos a
37°C para posterior observacao em microscopio 6ptico invertido. FO de suinos sabidamente positivos

e negativos foram utilizados como controles em cada placa (Guedes et al., 2002a).
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4.4. Obtencdo de Matéria Fecal e processamento através da técnica de PCR

As amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal dos mesmos animais
utilizados para a coleta de sangue (minimo de 2grs de fezes foi coletado de cada animal) e armazenado

em microtubos de 1,5ml, para posterior extracdo de DNA.

O DNA foi extraido das amostras fecais utilizando Kit comercial (PSP Stool DNA Spin Kit,
Molecular STRATEC). A partir do DNA extraido foi realizada a reacdo de PCR para a detec¢édo de
acido nucléico da L. intracellularis, segundo descrito por Jones et al. (1993).

4.5. Analise estatistica

Para a realizacdo desse estudo foi estimada uma prevaléncia de 34,7%, com erro de 25%,
nivel de confianca de 95% e populagdo em nivel rebanho de 1500 granjas no estado de Minas Gerais
(Resende et al., 2015). Percebe-se que o erro esperado foi ampliado por ndo se tratar especificamente
de um inquérito populacional, mas de um processo de validagdo de métodos diagndsticos, optamos
por utilizar este processo amostral para possibilitar que uma composi¢cdo mais proxima da realidade
possivel dessa amostragem seja utilizada como parametro do processo de validagdo, aumentando
consideravelmente a validagdo externa do estudo. Utilizando uma amostra aleatdria simples para o
calculo deste nivel da amostragem, verificou-se a necessidade de utilizacdo de no minimo 13 granjas
para estimar a prevaléncia. Optamos por utilizar 15 granjas como margem de seguranca do estudo.
No nivel animal foram utilizados os dados de sensibilidade (89%), especificidade (100%), tamanho
médio da populagdo de cada estrato da propriedade em 1.000 animais, 20 animais por faixa etéria (5
faixas etaria, 100 animais por granja). A sensibilidade de rebanho calculada para uma prevaléncia de
rebanho de 20% foi de 98,1%, utilizando a rotina HerdPlus do site EpiTools

(http://epitools.ausvet.com.au/). Para fluido oral utilizando o mesmo raciocinio acima, foi definido

apenas duas baias por faixa etaria por granja, visto que a baia é considerada “pool” de material de

varios animais (no minimo 6 animais) reduzindo a variancia do resultado.

A andlise estatistica dos diferentes testes diagndsticos foi executada através do teste
estatistico de McNemar (McNemar, 1947; Klingenberg e Agresti, 2006), que avalia a concordancia
e semelhanca entre os testes diagndsticos em cada faixa etéaria, considerando que valores de P>0.05

indicam semelhanca diagnostica entre os testes avaliados e valores de P<0.05 demostram que os testes
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avaliados ndo apresentam similaridade. Nas analises de McNemar, primeiramente, a sorologia foi
implementada como padrdo ouro e, posteriormente, a PCR. Também foi usado o teste de Kaplan-
Meier (KM) (Kaplan & Meier, 1958), que estima a probabilidade da ocorréncia de um evento em um
periodo de tempo determinado. Nesse estudo, o evento foi considerado 0 momento em que um teste
detecta animais positivos na sorologia ou na PCR ou baias positivas no caso de amostras de FO. Dessa
forma, o teste possibilitou a comparacgdo entre a positividade de cada teste diagnostico em cada uma
das faixas etarias mencionadas anteriormente. A unidade experimental para todas as comparagdes dos
testes foi a baia, considerando a baia positiva quando pelo menos um animal era positivo na sorologia,
ou na PCR, ou a amostra de FO coletada da baia positiva era positiva para 1gG ou IgA contra L.

intracellularis.

O teste de Kaplan-Meier foi utilizado para elaborar uma curva de reducéo de negatividade
para cada teste diagnostico. Consequentemente, essas curvas foram comparadas e interpretadas
através da analise estatistica de Regressdo de Cox (Cox, 1972), que identifica ou ndo a relacéo e
concordéancia entre os diferentes testes diagnosticos usados no estudo e sua capacidade de detectar

animais ou baias positivas nas granjas ao longo do tempo.

5. RESULTADOS
5.1. Considerando todas as granjas

Na sorologia, que detecta IgG sérica anti-L. intracellularis, animais positivos surgiram a
partir da fase de recria em 2 granjas e no inicio da terminacdo em 12 granjas. Na fase de pré-abate,

todas as 15 granjas apresentaram animais sorologicamente positivos (Fig. 3).

Testando o FO, detectaram-se baias positivas para IgG a partir do inicio de creche em 8 baias,
na fase final da creche em 4 baias, na fase da recria em 4 baias, no inicio da terminacdo em 12 baias
e no periodo pré-abate em 10 baias. A deteccdo de IgA em FO foi observada em apenas 2 baias no
final de creche e no periodo de pré-abate (Fig. 3). Os resultados positivos para FO que se apresentaram

foi sempre nas duas baias coletadas em todas as faixas etarias.
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A PCR detectou a eliminacao de bactéria pelas fezes inicialmente na fase final de creche e na
recria em 1 granja. No inicio de terminagdo foram 5 granjas positivas e em pré-abate 5 granjas foram

positivas (Fig. 3).

Usando o teste McNemar, na fase de recria observou-se uma similaridade entre os testes de
sorologia e 1IgG no FO, com um valor P = 1,0. Nas fases de inicio de terminagéo e pré-abate os valores
de P foram de 0,0045 e 0,000, respectivamente, demostrando que a probabilidade de semelhanga entre
os testes de sorologia e IgG em FO foi baixa nessas faixas etérias. Na relacéo da sorologia com 1gA
no FO, observou-se uma similaridade entre os testes no que se refere as baias negativas, nas idades
de inicio de creche e final de creche com valores de P de 1,0 e 0,1573, respectivamente (Tab. 1), sem

significado diagnéstico relevante.

Ainda usando o teste McNemar, foi observada similaridade entre o teste de PCR e IgG no
FO nas idades de final de creche, recria, inicio de terminagdo e pré-abate com valores de 0,1573,
0,6547, 0,4142 e 0,7630, respectivamente. Comparando PCR com IgA no FO a similaridade
apresentou-se nas fases de final de creche, recria e pré-abate com valores 1,0, 0,0833 e 0,0578,

respectivamente (Tab. 1).

Tabela 1. Analise McNemar. Valores de “P”, na relagéo sorologia vs 1gG no FO, sorologia vs IgA no FO, PCR

vs IgG no FO e PCR vs IgA no FO nas 15 granjas avaliadas.

Iniciode  Final de creche  Recria Inicio de Pré-abate
creche terminacgao
1gG Soro vs IgG FO 0,0047 0,0455 1,0000 0,0045 0,0000
1gG Soro vs IgA FO 1,0000 0,1573 0,0455 0,0000 0,000
PCR vs IgG FO 0,0047 0,1573 0,6547 0,4142 0,7630
PCR vs IgA FO 1,0000 1,0000 0,0833 0,0143 0,0578
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Figura 3. Resultados dos testes de sorologia (1gG), fluido Oral (1gG e IgA) e PCR das 15 granjas avaliadas nas
5 diferentes idades.

5.2. Granjas sem sinais clinicos

Das 6 granjas sem sinais clinicos de EPS no dia da coleta, a soroconversao iniciou no inicio
da terminagdo em 4 delas e, no periodo pré-abate, todas as 6 granjas foram positivas. A detec¢do de
IgG em FO foi positiva no inicio da creche em 4 das 12 baias, e em 2 baias nos periodos de final de
creche, recria e pré-abate, ndo sendo detectada nenhuma positividade no inicio de terminagéo. N&o
houve detecgédo de IgA em FO em nenhuma baia. Na PCR, animais do periodo pré-abate de 2 granjas

foram positivos (Fig. 4).

Dessas granjas, somente uma apresentou resultados positivos coincidentes por faixa etaria

entre a deteccdo de 1gG em soro e IgG em FO na idade de pré-abate (Tab. 3).
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Figura 4. Resultados de Sorologia IgG, Fluido Oral IgG e IgA e PCR das 6 granjas sem sinais clinicos de EPS

nas 5 diferentes idades.
5.3. Granjas com sinais clinicos sugestivos de EPS

Ja em relagdo as 9 granjas com sinais clinicos sugestivos de EPS (baixa taxa de crescimento
e diarreia) que se apresentou principalmente nas idades de inicio de terminacdo e pré-abate, a
sorologia apresentou positividade nas fases de recria em 2 das 9 granjas, no inicio da termina¢do em
8 granjas e em todas as granjas no periodo de pré-abate. A deteccdo de IgG no FO foi positiva no
inicio da creche em 4 das 18 baias, em duas baias nas fases final da creche e na recria, 12 baias
positivas no inicio de terminacédo e oito no periodo pré-abate. Para IgA no FO foi detectada apenas
em 2 baias na fase final da creche e 2 baias na fase de pré-abate. Na PCR foi detectado DNA da L.
intracellularis em 1 granja na fase final da creche, na recria houve deteccdo em 1 granja, no inicio da

terminacdo em 5 granjas e, no periodo pré-abate, em 3 granjas (Fig. 5).

Nessas granjas, apresentou-se detec¢do simultanea de IgG em soro e IgG em FO na fase da

recria em 1 granja, na terminagdo em 6 granjas e no periodo pré-abate em 3 granjas (Tab. 3).
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No teste McNemar, na idade de recria e inicio de terminacéo os valores P de 0,7055 e 0,0956,
respectivamente, demostram similaridade entre os testes de sorologia e 1gG no FO. Na comparagao
entre sorologia com IgA no FO, observou-se uma similitude entre os testes baseado em baias
negativas, nas idades de inicio de creche e final de creche com valores de P 1,000 e 0,1573

respectivamente (Tab. 2), que ndo representa relevancia diagndstica.

Ainda no teste de McNemar, observou-se similaridade entre o teste de PCR e IgG no FO nas
idades de final de creche, recria e inicio de terminacdo com valores de 0,1573, 0,6547 e 0,0833
respectivamente. Comparando PCR com IgA no FO a similaridade foi nas fases de final de creche,

recria e inicio de terminag&o com valores 1,0, 0,0833 e 0,0833 respectivamente.

Tabela 2. Analise McNemar. Valores de “P”, na relacdo sorologia vs 1gG no FO, sorologia vs IgA no FO,

PCR vs 1gG no FO e PCR vs IgG no FO em granjas com sinais clinicos.

Inicio de Final de Recria Inicio de Pré-abate
creche creche terminacgéo
1gG Soro vs 1gG FO 0,0047 0,0455 0,7055 0,0956 0,0002
19G Soro vs IgA FO 1,0000 0,1573 0,0833 0,0001 0,0000
PCR vs IgG FO 0.0047 0.1573 0.6547 0.0833 0.0253
PCR vs IgA FO 1.0000 1.0000 0.0833 0.0833 0.0082
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Figura 5. Resultados dos testes de Sorologia (1gG), Fluido Oral (1gG e IgA) e PCR em amostras de 9 granjas
com sinais clinicos sugestivos de EPS nas 5 diferentes idades.

5.4. Granja com sinais clinicos caracteristicos da forma aguda de EPS

Nessa Granja, dois animais de 20 foram soropositivos na fase de recria, 12 animais no inicio
de terminacdo e todos os animais amostrados no periodo pré-abate. No FO, a IgG e IgA foram
detectadas nas duas baias no periodo pré-abate (Fig. 6). Na PCR foram positivos 6 animais no inicio
de terminacéo (Fig. 7).

Nessa granja apresentou-se deteccdo simultanea de 1gG no soro, 1gG no FO e IgA no FO no

periodo pré-abate (Tab. 3).
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Figura 6. A. amostra de FO de baia positiva a deteccéo de IgG anti-L. intracellularis no IPMC. B. amostra de
FO de baia positiva a deteccdo de IgA anti-L. intracellularis no IPMC. Observa-se morfologia bem definida de

bactérias no citoplasma e entre células McCoy infectadas in vitro (Microscépio Optico, 40X).
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Figura 7. Resultados de Sorologia 1gG e PCR dos 20 animais amostrados e resultados de Fluido Oral para 1gG

e IgA por baia na granja com sinais clinicos caracteristicos de EPS aguda nas 5 diferentes idades.
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Tabela 3. Resultados das 15 granjas avaliadas para a detec¢do de 1gG em sorologia, IgG em FO, IgA em FO e PCR nas 5 diferentes idades.

# ) Catego_ria Inicio de creche (21 a 35 dias) Final de creche (49 a 63 dias) Recria (77 a 91 dias) Inicio terminagédo (105 a 119 dias) Pré-abate (140a 154 dias)

Granja Granja Sorologia | FO FO | PCR | Sorologia | FO FO PCR | Sorologia | FO | FO | PCR | Sorologia | FO FO PCR | Sorologia | FO FO | PCR
IgA | 1gG IgA | 19G IgA | 19G IgA | 1gG IgA | 1gG

1 H 0/20 - - 0/10 0/20 - - 0/10 0/20 - _ | 010 4/20 - - 0/10 15/20 - - 6/10
2 H 0/20 - - 0/10 0/20 - - 0/10 0/20 - _ | 010 14/20 - - 0/10 15/20 - - 0/10
3 H 0/20 - - 0/10 0/20 - - 0/10 0/20 - _ | 010 0/20 - - 0/10 18/20 - - 0/10
4 H 0/20 - - 0/10 0/20 - - 0/10 0/20 - _ | 010 0/20 - - 0/10 13/20 - + | 010
5 H 0/20 - + | 010 0/20 - - 0/10 0/20 - _ | 0110 11/20 - - 0/10 18/20 - - 0/10
6 H 0/20 - + | 010 0/20 - + 0/10 0/20 - + | 010 11/20 - - 0/10 19/20 - - 1/10
7 D 0/20 - - 0/10 0/20 - - 0/10 0/20 - _ | 0/10 13/20 - + 1/10 20/20 - + | 010
8 D 0/20 - - 0/10 0/20 - - 0/10 0/20 - _ | 010 11/20 - + 3/10 20/20 - - 0/10
9 D 0/20 - - NT 0/20 - - NT 0/20 - - NT 8/20 - - NT 5/20 - + NT
10 D 0/20 - - 0/10 0/20 - - 0/10 0/20 - _ | 010 0/20 - + 2/10 10/20 - - 8/10
11 D 0/20 _ _ NT 0/20 _ _ NT 0/20 _ _ NT 16/20 _ + NT 6/20 _ _ NT
12 D 0/20 N N 0/10 0/20 - - 0/10 1/20 - _ 5/10 8/20 - + 4/10 9/20 _ _ 9/10
13 D 0/20 N + 0/10 0/20 - + 2/10 0/20 - _ 0/10 1/20 - _ 0/10 6/20 _ + 5/10
14 D 0/20 - 0/,0 0/20 + - 0/10 0/20 - + | 0/10 9/20 - + 0/10 13/20 - - 0/10
15* D 0/20 N N 0/10 0/20 - - 0/10 2/20 - _ 0/10 12/20 - _ 6/10 20/20 + + 0/10

H = Granja com Historico EPS, D = Granja com Sinais Clinicos EPS representados por diarreia, # animais positivos / # animais amostrados, NT = Nao Testado, (-) = Negativo em FO, (+)

= Positivo IgG ou IgA em FO, (*) = Granja com sinais clinicos caracteristicos EPS aguda
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5.5. Analises temporal de positividade

Na analise temporal de Kaplan Meier de positividade de baias em diferentes testes, observou-
se uma proximidade nas porcentagens de deteccdo nos testes de IgG em soro e IgG em FO nas idades
de inicio de terminagdo com um 77% no soro e 60% no FO. Na idade de pré-abate, a porcentagem de
deteccdo foi de 100% na sorologia e de 87% na IgG no FO, demostrando uma relagdo maior entre
estes dois testes nesta Ultima faixa etaria. Nao houve associacao entre os testes de sorologia, IgA em
FO e PCR nas 5 diferentes idades. Somente foi observada associagéo entre IgA em FO e PCR na fase

de creche quando ndo houve positividade nesses testes. (Fig. 8) (Tab. 4).
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Figura 8. Analises de temporal de positividade de Kaplan Meier. 1 = inicio de creche, 2 = final de creche, 3 =

recria, 4 = inicio de terminacao, 5 = pré-abate.
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Tabela 4. Porcentagem de Detec¢do na analise temporal de positividade de Kaplan Meier

Inicio de Final de Recria Inicio de Pré-abate
creche creche terminacéo
1gG Serum 0% 0% 13% 7% 100%
1gG FO 27% 27% 27% 60% 87%
IgA FO 0% 6% 6% 6% 20%
PCR 0% 7% 19% 34% 54%

Nos resultados da analise usando a regresséo de Cox, a sorologia foi designada como a técnica
padrdo ouro para o diagnostico ante-mortem de EPS e fez-se a comparacao desse teste com a IgG em
FO, IgA em FO e a PCR. Determinou-se que, comparados com a sorologia os testes de IgA em FO e
PCR apresentaram valores de P de 0,000 e 0,004, respectivamente, indicando que estes dois testes
tém diferenca significativa e que a similaridade com a sorologia na capacidade de deteccéo de casos
positivos € muito baixa. Ao comparar IgG em FO com a sorologia, o valor de P foi 0.447,
demostrando que este tipo de amostra ndo apresentou uma diferencia significativa com relacdo a

sorologia e que a capacidade diagnostica de ambas é similar (Tab. 5).

Na regressao de Cox, através do valor Haz ratio, comprovou-se que existe pouca relagdo
diagnostica da sorologia com IgA em FO e a PCR, ja que estes dois testes apresentaram velocidades
de detecgdo mais lentas em relagdo a sorologia com valores de 91% e 63% respectivamente. Na
relacdo entre sorologia e 1gG no FO, a velocidade de deteccéo foi s6 do 19% mais lenta, demostrando
um comportamento similar destes dois tipos de amostras na detec¢do de animais positivos para L.

intracellularis. (Tab. 5)

Tabela 5. Resultados da regressdo de Cox avaliando as curvas de sobrevivéncia de cada teste

Teste Haz. Ratio Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Interval]
1gG 8104151 .223785 -0.76 0.447 4716935 1.392371
IgA .0872445 .0468951 -4.54 0.000 .0304233 25019
PCR .3684994 1276171 -2.88 0.004 1869185 126476
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6. DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo na deteccdo de anticorpos contra L. intracellularis em FO em suinos
ao nivel de campo utilizando a técnica de IPMC. A técnica de IPMC é uma ferramenta diagnostica,
desenvolvida na University of Minnesota (Guedes et al., 2002a), e utilizada na rotina do laboratério
de Patologia Veterinaria da Escola de Veterindria da UFMG no diagndstico de EPS detectando 1gG

em soro. A técnica possui sensibilidade de 89% e especificidade de 100% (Guedes et al., 2002a).

Nenhuma das granjas coletadas implementava protocolo vacinal contra EPS,
consequentemente, os anticorpos detectados através da IPMC em soro e FO sdo resposta dos animais
a exposicao natural & bactéria ou o resultado da transferéncia passiva de anticorpos maternos no caso

dos animais mais jovens.

Animais que tenham tido contato com L intracellularis, desenvolvem anticorpos séricos de
IgG especificos contra a bactéria (Walter et al., 2004). Esses anticorpos sdo interpretados como uma
exposicao previa dos animais a bactéria ja que a soroconversdo geralmente acontece duas semanas
depois do contato (Guedes et al., 2002d). Posto que L. intracellularis € um microrganismo intracelular
obrigatorio, é pouco provavel que a presenca IgG sérica participe da defensa contra esta bactéria,
diferente de IgA de mucosa e resposta imune celular que tém uma participagéo mais importante contra
infecOes de EPS (Guedes et al., 2002d; Guedes et al., 2003). Apesar da 1gG ndo participar na protecao
contra a infecgdo entérica da bactéria, este anticorpo € uma ferramenta Util no diagnostico de
exposicdo a L. intracellularis ja que indica uma estimulagdo imune sistémica (Guedes, 2004). 1gG
junto com IgA foram detectados também em amostras de FO em suinos experimentalmente infectados
com a bactéria (Gabardo, 2015).

Esses achados de soroconversdo na recria, aumentando na terminagdo e pré-abate sdo
compativeis com a dinamica de infeccdo observada em rebanhos brasileiros é, possivelmente,
justificada pelo manejo e uso de antimicrobianos no periodo de creche (Guedes et al, 2002d; Kroll et
al, 2005a; Resende et al, 2015). Esses anticorpos tém uma deteccdo maxima em animais com 18 a 26

semanas de idade e persistem de 2 a 3 semanas em condi¢des de campo (Guedes et al., 2002d).
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A deteccdo de 1gG em FO em 13 granjas e de IgA em 2 das 15 granjas, pode ser explicada
pela difusdo passiva destes anticorpos a partir do sistema circulatorio para a cavidade oral, sendo esta
a principal fonte de imunoglobulinas no FO (Brandtzaeg, 2007; Naumova et al., 2013). Os anticorpos
que foram detectados no FO nas idades de inicio de creche e final de creche em 4 das 15 granjas sdo
interpretados como sendo anticorpos maternos, ja gque este tipo de imunoglobulinas persistem nos
animais até as 5 ou 6 primeiras semanas de idade (Guedes et al., 2002d; Kroll et al., 2005a) e os quais

apresentaram difusdo passiva para a cavidade oral.

A presenga da granjas positivas e negativas em FO nas duas primeiras faixas etéarias pode ser
dependente da quantidade de imunoglobulinas ingeridas e/ou absorvidas através do colostro pelos
leitbes na maternidade, o que pode influenciar a detecgdo no IPMC (Guedes et al., 2002d; Kroll et
al., 2005a). No presente estudo, na primeira coleta de amostras, anticorpos possivelmente maternos
foram somente detectados em FO, enquanto que na sorologia nenhum animal apresentou positividade
na creche, sugerindo que possivelmente ocorra uma maior concentragdo de anticorpos maternais no

FO do que no soro.

Nas trés Gltimas faixas etarias amostradas, oito das 11 granjas com resultado positivo de 1gG
no FO tinham sinais clinicos sugestivos de EPS no momento da coleta. Dessas 8 granjas, 7
apresentaram deteccdo simultanea de IgG no soro e no FO. Considerando que animais doentes
possuem uma concentracdo maior de imunoglobulinas totais em FO comparado a animais saudaveis
(Escribano et al., 2012), podemos concluir que animais com sinais clinicos sugestivos de EPS,
apresentam uma maior concentracdo de 1gG no sangue e, consequentemente, havera uma maior
capacidade de transferéncia dessa imunoglobulina para a cavidade oral, aumentando a capacidade de

deteccgdo de anticorpos no FO através do IPMC.

A granja namero 15, que apresentou sinais clinicos agudos de EPS (enteropatia proliferativa
hemorrégica) na Ultima faixa etaria no momento da coleta, foi a Unica que apresentou deteccao
simultéanea de 1gG no soro e no FO e IgA no FO na mesma idade. Considerando que animais de
granjas com surto de enteropatia proliferativa hemorragica desenvolvem titulos elevados de
anticorpos séricos que permanecem por até 3 meses (Guedes et al., 2002d), é esperado que a
quantidade de destes anticorpos transferidos para a cavidade oral seja maior e que nesse caso a técnica

do IPMC seja capaz de detectar 1gG e IgA em FO de animais de baias atingidas pela bactéria.
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A deteccdo de 1gG no soro e no FO através do IPMC para o diagnéstico de EPS apresentou
maiores niveis de concordancia e porcentagens de deteccdo similares nas duas Ultimas faixas etérias,
indicando que a deteccdo de 1gG no FO através do IPMC é uma ferramenta no diagnéstico de L.
intracellularis e é uma alternativa diagnostica til principalmente nos casos onde 0s animais estdo
apresentando sinais clinicos sugestivos ou caracteristicos de EPS. Considerando que a obtencdo de
FO é muito mais simples e rapida do que o soro para sorologia, além de representar um ndmero maior

de animais, o primeiro torna-se atrativo para utilizagdo mais ampla a campo.

Apesar da IgA ser normalmente encontrada em maior concentracdo na saliva (Humphrey e
Williamson, 2001), a utilizacdo deste anticorpo apresentou pouco valor diagnoéstico para L.

intracellularis em amostras de FO, devido a sua baixa capacidade de detecc¢éo no IPMC.

A similaridade entre as técnicas de PCR em amostras de fezes e deteccao de 1gG em fluido
oral demonstrada no teste de McNemar, utilizando o primeiro como padrdo ouro, poderia ser
explicado pelo aparente atraso na detecgdo tanto da eliminagdo da bactéria nas fezes pela PCR
(Guedes et al, 2002b), quanto da detecgdo de IgG em fluido oral em relagdo a soroconverséo, como
demonstrado no presente estudo. E importante considerar que tanto a sorologia quanto a detecgdo de
anticorpos em FO sdo testes indiretos, enquanto a PCR detecta diretamente o agente eliminado nas

fezes.
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7. CONCLUSAO

Veterinarios e/ou produtores suinos realizam amostragem dos animais com o objetivo de
confirmar ou ndo a circulacdo de L. intracellularis nas granjas, quando estdo apresentando-se sinais
clinicos sugestivos ou caracteristicas de EPS nos animais. Assim sendo, baseado em nossos
resultados, é possivel sugerir o amostragem do FO como meio alternativo ao soro no diagndstico de
IgG contra esta bactéria através do IPMC. Além disso, amostras de FO é uma op¢éo para ser utilizada

na avaliacdo da cinética da infeccdo de L. intracellularis a campo.

Considerando que, em relagdo ao soro, a amostragem de FO apresenta vérias vantagens, tais
como: a coleta pode ser realizada varias vezes de maneira facil e rapida, é uma técnica que nao
proporciona nenhum tipo de estres aos animais, ndo sdo necessarios materiais especiais de coleta e 0
pessoal que realiza 0 amostragem ndo precisa nenhum tipo de treinamento; o uso do FO no
diagndstico de EPS em populagdes suinas pode ser uma ferramenta (til e eficaz na deteccdo de
anticorpos contra L. intracellularis e fornecer informacao necessaria para implementar programas de
medicacdo ou vacinagdo em granjas suinas. Mais estudos tem de ser conduzidos com o intuito de
determinar o nimero de baias por faixa etaria deveriam ser utilizadas para uma melhor determinacao

da cinética de infeccdo de L. intracellularis em rebanhos de suinos com problema.
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