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Resumo
A partir de amostras de intestinos com suspeita de enteropatia proliferativa (EP), foi realizado o
isolamento de uma cepa brasileira de Lawsonia intracellularis. O isolamento foi realizado a
partir de uma amostra com lesdes de enteropatia proliferativa hemorragica suina (PHE), sendo a
cepa propagada in vitro e caracterizada pela técnica de variable number of tandem repeats
(VNTR) com um padrio genotipico distinto de outras ja isoladas (15-09-15-09). Esta nova cepa
foi utilizada para o preparo de placas de 96 orificios para a realiza¢do de testes sorologicos de
imunoperoxidase em monocamada de células (IPMA). Soros de 80 animais previamente
inoculados com L. intracellularis foram utilizados para a realizacdo dos testes sorolégicos de
ELISA e IPMA e calculo de sensibilidade de ambos. O ELISA apresentou sensibilidade de
72,5%, abaixo do IPMA, com sensibilidade de 95%. Nao houve associagdo estatistica entre os
dois testes. Em conclusdo, realizou-se o isolamento e propagagdo da primeira cepa latino-
americana de L. intracellularis, seguido da execugdo do teste soroléogico de IPMA, com

sensibilidade superior ao teste de ELISA.

Palavras-chave: Enteropatia proliferativa, isolamento, Lawsonia intracellularis, suino,

sorologia.
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Abstract
Extraction and isolation attempts of a South American strain of the bacterium Lawsonia
intracellularis were made from swine intestine samples with gross lesions suggestive of
proliferative enteropathy. Isolation was successfully performed from a sample with lesions that
were compatible with porcine proliferative haemorrhagic enteropathy (PHE). The strain was
propagated in vitro and characterized as a different genotypic pattern than other isolates (15-09-
15-09), by the variable number of tandem repeats (VNTR) technique. This new strain was used
in the confection of 96 well plates for immunoperoxidase monolayer assay (IPMA) serological
tests. Sera collected from 80 animals previously inoculated with L. intracellularis were used in
ELISA and IPMA serological tests, and their sensitivities were calculated based on the results.
The ELISA test had a sensitivity of 72.5%, which was lower than the IPMA, with a 95%
sensitivity. There was no statistical association between the two serological tests. In conclusion,
the first Latin American strain of L. intracellularis was successfully isolated and propagated in
vitro, which made possible the execution of the IPMA serological test, with a higher sensitivity

than the commercial ELISA.

Key-words: Proliferative enteropathy, isolation, Lawsonia intracellularis, swine, serology.
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1 -INTRODUCAO

A enteropatia proliferativa (EP) é uma
doenga entérica causada pela bactéria
intracelular obrigatoria Lawsonia
intracellularis (McOrist e Gebhart, 1999).
Apesar de ser mais frequentemente descrita
em suinos, equinos ¢ hamsters, a doencga ja
foi relatada em varias espécies, e estudos
sorologicos  em rebanhos suinos tem
comprovado prevaléncias de até 100% em
diversos paises (Lawson e Gebhart, 2000;
Dunser et al., 2000; van der Heijden et al.,
2004; Holyoake et al., 2010).

A bactéria foi isolada e mantida in vitro
pela primeira vez por Lawson et al. em
1993, a partir de intestinos de suinos
afetados por enteropatia proliferativa, mas
poucos laboratérios no mundo detém a
técnica de isolamento, pois esta bactéria ¢é
um microrganismo fastidioso e provem de
um ambiente altamente contaminado. O
isolamento e a tipificagdo genética da
primeira cepa brasileira da L. intracellularis
sdo de extrema importdncia para a
otimizacdo do diagnoéstico da EP no pais,
além de fornecer a possibilidade de
realizagdo de testes de concentragdo
minima inibitoria de antimicrobianos,
levando a redugdo do uso indiscriminado
destes medicamentos.

Sdo duas as formas clinicas da enteropatia
proliferativa suina. A forma aguda da
doenca, conhecida como enteropatia
proliferativa hemorragica (PHE, do inglés
proliferative haemorrhagic enteropathy) &
caracterizada por aparecimento rapido de
disenteria grave, com altos indices de
mortalidade. Os suinos afetados geralmente
vdo a oObito dentro de 24 horas apds o
aparecimento dos sinais clinicos (McOrist e
Gebhart, 1999). Os sinais clinicos da forma
cronica sdo mais discretos e compreendem
principalmente redu¢do de ganho de peso,
independente do fornecimento de alimento,

e diarreia transitéria (McOrist e Gebhart,
1999).

Por nao ser uma doenga de sinais clinicos
especificos, a EP ndo ¢ facilmente
diagnosticada sem o auxilio de exames
complementares. Apds a morte de animais
com suspeita de EP, ¢ possivel o
diagndstico baseado em lesoes
macroscopicas, mas a confirmacdo através
de exame  histopatologico,  imuno-
histoquimica ou PCR ¢ importante.

Para o diagnodstico da EP em animais vivos
ha trés exames disponiveis: sorologia,
coloragdo pela imunoperoxidase em
esfregagos de fezes e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (McOrist e Gebhart,
1999; Lawson e Gebhart, 2000). A PCR ¢
altamente especifica, mas a sensibilidade ¢
afetada por inibidores da reagdo presentes
nas fezes e ainda representa um custo
elevado para o produtor. Os testes
sorolégicos disponiveis atualmente para a
identificagdo de  IgG  contra L.
intracellularis incluem IFAT (indirect
fluorescent antibody test), ELISA (Enzyme-
Linked Immunoabsorbent Assay) e IPMA
(immunoperoxidase  monolayer  assay),
sendo que o ELISA ¢ o tnico que esta
disponivel na forma comercial. Entretanto,
este teste tem custo elevado e processo de
importagao dificil.

A otimizacdo de uma técnica sorologica de
IPMA utilizando-se uma cepa brasileira da
L. intracellularis serd de  grande
importancia para o monitoramento da EP
em rebanhos suinos nacionais, fornecendo
aos veterinarios de campo uma alternativa
de diagnéstico de custo mais baixo em
relacdo ao teste comercial disponivel.

Os objetivos desta dissertacdo incluem o
isolamento e propagacgdo in vitro de uma
cepa brasileira da bactéria L. intracellularis
e a validagdo de um teste sorologico de
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IPMA utilizando essa cepa isolada como
antigeno.

2 -REVISAO DE LITERATURA
2.1 ETIOLOGIA

A EP foi descrita por Biester e Schwarte em
1931 como um adenoma intestinal
transmissivel em suinos. Rowland e
Rowntree descreveram em 1972 wuma
sindrome intestinal hemorragica associada a
adenomatose intestinal em um rebanho
suino, mas ndo se identificou o agente
etioldgico na ocasido. Em 1974, Rowland e
Lawson visualizaram o agente etioldgico da
adenomatose intestinal suina através de
imunofluorescéncia e microscopia
eletronica.

A bactéria foi isolada e mantida in vitro
pela primeira vez por Lawson et al. em
1993, proveniente de intestinos de suinos
afetados por enteropatia proliferativa.
McOrist et al. (1993), reproduziram a
doenga com sucesso em suinos susceptiveis
e reisolaram a bactéria, preenchendo os
requisitos dos postulados de Koch.

Gebhart et al. (1993) classificaram o agente
etiologico da EP como pertencente a
subdivisdo delta da classe Proteobacteria. A
amplificagdo e sequenciamento do DNA
ribossomal (rDNA) 16S revelaram que a
bactéria pertencia a uma nova espécie, da
familia das desulfovibrionaceas, com
morfologia e fisiologia distintas de outras
espécies da mesma familia, e a mesma foi
denominada L. intracellularis (McOrist et
al., 1995c¢).

As bactérias eliminadas dos hospedeiros ou
de culturas de células sdo bastonetes curvos
ou sigmoéides, Gram-negativos, de 1,25 a
1,75 pm de comprimento e 0,25 a 0,43 um
de largura. A parede celular compreende
um envelope externo trilaminar. Um flagelo
unico e unipolar foi observado por

microscopia eletronica em isolados de
cultura de tecido (Lawson e Gebhart, 2000).

O sequenciamento completo do genoma da
L. intracellularis (Gebhart e Kapur, 2002)
demonstrou que ela contem um
cromossomo pequeno (1,45Mb) e trés
plasmideos, e gera energia por metabolismo
respiratorio.

Recentemente foram identificadas
sequéncias multiplas de VNTR (variable
number of tandem repeats) no genoma da
L. intracellularis. Essas sequéncias sao
uteis na identificacao de diferentes cepas da
bactéria isoladas de amostras de campo
(Gebhart e Guedes, 2010).

2.2 ISOLAMENTO E CULTIVO

O isolamento e o cultivo da L.
intracellularis sdo extremamente
dispendiosos por ser ela um organismo
intracelular  obrigatério  fastidioso e
proveniente de um ambiente altamente
contaminado. O primeiro relato de
isolamento da bactéria foi feito por Stills
(1991), no qual o organismo foi isolado de
intestinos de hamsters apresentando lesdes
de EP induzidas experimentalmente.
Apenas décadas apds a primeira descri¢dao
da doenga, Lawson et al. (1993)
conseguiram isolar e propagar a bactéria in
vitro pela primeira vez, utilizando uma
linhagem de enterécitos de ratos (IEC-18) e
um ambiente constituido de 82,2% de
nitrogénio, 8,8% de didxido de carbono e
8% de oxigénio. A propagacdo da infec¢do
foi realizada com protocolo de lise celular
com solugcdo hipotonica de KCI, e o
monitoramento da mesma com
imunofluorescéncia ou imunoperoxidase
indireta, utilizando anticorpo monoclonal
como anticorpo primdario (Lawson et al.,
1993).
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2.3 EPIDEMIOLOGIA

A EP ¢ uma doenca largamente difundida
em propriedades produtoras de suinos de
todo o mundo, com prevaléncias variando
de 30% até 100% (Chang et al., 1997; Kim
et al., 1998; Pozo et al., 1998; Takghashi et
al., 1998; Chiriboga et al., 1999; Stege et
al., 2000; Lee et al., 2001; Holyoake et al.,
2010). Entre rebanhos suinos, estudos
sorologicos tém demonstrado prevaléncias
de até 100% em diferentes paises (Lawson
e Gebhart, 2000; Dunser et al., 2000; van
der Heijden et al., 2004; Holyoake et al.,
2010).

Apesar de ser mais frequentemente descrita
em suinos, equinos e hamsters, a doenca ja
foi relatada em varias espécies, incluindo
cobaio (Elwell et al, 1981), rato
(Vandenberghe et al., 1985), furdo (Fox e
Lawson, 1988), raposa (Erickson et al.,
1990), cao (Leblanc et al., 1993), coelho
(Hotchkiss et al., 1996), avestruz (Cooper
et al., 1997), macaco-rhesus (Klein et al.,
1999), camundongo (Smith et al., 2000),
bovino, porco espinho e girafa (Herbst et
al., 2003).

Guimaraes-Ladeira et al. (2009)
descreveram casos de EP em equinos na
regido metropolitana de Belo Horizonte,
diagnosticados por métodos sorologicos e
reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Em humanos, Michalski et al. (2006)
comprovaram que ndo ha associa¢do da L.
intracellularis com a doenca inflamatoria
intestinal, ¢ Jacobson et al. (2007) nao
encontraram a bactéria em um estudo feito
em criancas habitantes de propriedades
suinicolas na Europa.

A transmissdo da doenga ¢é oro-fecal
(Jordan et al., 2004), e a eliminacdo da
bactéria nas fezes de suinos foi inicialmente
detectada com uma semana pods infecgdo e
durou, de forma intermitente, por até¢ 12
semanas (Guedes e Gebhart, 2003a). Suinos

que apresentam a forma subclinica da
doenca ndo manifestam sintomas de
diarreia, mas sdo fontes importantes de
infeccdo para o resto do rebanho (Guedes e
Gebhart, 2003b).

Friedman et al. (2008) detectaram a
presenca da L. intracellularis em
membranas mucosas intestinais de roedores
provenientes de propriedades suinocultoras
através da técnica de “nested PCR” e
sugerem que estes animais podem constituir
reservatérios da EP e ser fontes de infecgdo
para suinos susceptiveis. Collins et al.
(2011) demonstraram através de PCR
quantitativa em tempo real que ratos e
camundongos experimentalmente
infectados eliminaram a bactéria nas fezes
durante 14 a 21 dias, demonstrando que
estes roedores sdo potenciais fontes de
transmissdo para suinos.

Segundo Collins et al. (2000), a L.
intracellularis ~ pode  sobreviver em
condigdes extracelulares e permanecer
infectante por até duas semanas a
temperatura ambiente. Smith et al. (1998)
citaram utilizacdo de pisos ripados em baias
de leitdes pos desmame como um fator de
risco para a disseminagdo da bactéria,
devido a higieniza¢do incompleta. Animais
de reposi¢do também foram identificados
como fontes de infeccdo. No mesmo
estudo, dieta, sistema de fornecimento de
agua e tipo de construcdo ndo foram
identificados como fatores de risco. Molbak
et al. (2008), entretanto, relataram que uma
dieta ndo peletizada pareceu reduzir o
numero de L. intracellularis na microbiota
total do ileo, apesar de o nimero de animais
afetados ndo ter sido alterado.

2.4 PATOLOGIA
Segundo Cooper e Gebhart (1998), as
lesdes macroscopicas da EP nem sempre

sdo vistas a necropsia. As lesdes sdo
similares em todas as espécies afetadas,
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mas a localiza¢do pode variar. Ha relatos de
lesdes no estomago e ileo de cdes (Leblanc
et al., 1993), ileo de equinos (Williams et
al., 1996), ovinos (Vandenberghe e
Hoorens, 1980), cobaios (Muto et al.,
1983), coelhos (Hotchkiss et al., 1996),
hamsters (Frisk et al., 1977) e suinos
(Rowland e Lawson, 1992) e no colon de
raposas (Erikson et al., 1990), ratos
(Vandenberghe et al., 1985), furdes (Fox e
Lawson, 1988) e suinos (Ward e
Winkelman, 1990), cloacas de emus
(LeMarchand et al., 1997) e ceco e reto de
suinos (Guedes e Gebhart, 2004).

A forma aguda da doenca, conhecida como
enteropatia proliferativa hemorragica (PHE,
do inglés proliferative  haemorrhagic
enteropathy) é caracterizada por
aparecimento rapido de disenteria grave,
com altos indices de mortalidade. Os suinos
afetados geralmente vao a obito dentro de
24 horas apés o aparecimento dos sinais
clinicos. A mucosa do ileo terminal esta
extremamente espessada e corrugada e o
limen encontra-se repleto de sangue. As
lesdes incluem edema do mesentério
adjacente a porg¢do afetada do ileo e efusdo
intraperitoneal abundante. O limen do
intestino contem fluido sanguinolento e a
mucosa apresenta hiperemia difusa. Apos
aproximadamente 12 horas do
aparecimento dos sinais clinicos, a mucosa
apresenta-se coberta por uma membrana
fibrinosa que sobrepde codgulos sanguineos
frescos. Esta condic¢do progride até que com
24 horas o Ilumen intestinal fique
preenchido com sangue, e uma camada de
fibrina e restos celulares recubra todo o
epitélio. As alteracdes histoldgicas sdo
restritas @ mucosa da regido afetada. Ha
acumulo extensivo de fluido proteinaceo no
intersticio e nos vasos linfaticos da lamina
propria nas extremidades das vilosidades,
com hemorragia discreta e infiltrado
inflamatoério acentuado. Apos 24 horas, o
numero de células inflamatorias diminui
significativamente, mas a congestdo e a
hemorragia aumentam extensivamente e

ocorre hemorragia no limen intestinal.
Observam-se também criptas de
Lieberkiihn revestidas por um epitélio
hiperplasico e pouco diferenciado. A
coloragdo de Warthin-Starry demonstra a
presenca de bactérias no citoplasma apical
de células epiteliais, dentro de vasos e
livres no intersticio da lamina préopria e da
submucosa. Os organismos s30 mais
abundantes onde hd menos hemorragia e
exsudagdo aparentes (Rowland e Rowtree,
1972; Rowland e Lawson, 1975; Love e
Love, 1979).

A adenomatose intestinal porcina, PIA, do
inglés porcine intestinal adenomatosis, € a
manifestacdo crénica e mais comum da EP.
No suino, as lesdes mais comuns ocorrem
no ileo, e mais raramente, no colon. As
areas afetadas apresentam edema multifocal
na tunica serosa e focos de necrose na
superficie da mucosa, que encontra-se
espessada. Em casos mais brandos, o
espessamento da mucosa ocorre na forma
de pequenas areas mais elevadas e opacas,
entremeadas por um epitélio normal. A
medida em que ocorre agravamento da
doenga, as lesdes se tornam coalescentes e
surge uma superficie irregular, nodular ou
corrugada. No colon as lesdes podem se
assemelhar as do ileo ou se apresentar
como noédulos polipdides de tamanhos
variados. Histologicamente observa-se que
o espessamento da mucosa se deve a
expansdo e alongamento das criptas de
Lieberkithn. Estas criptas alteradas sdo
caracterizadas  por células epiteliais
proliferadas, com nucleos vesiculares ou
alongados. Figuras de mitose sdo frequentes
e ha auséncia de células caliciformes,
resultado da ndo diferenciacao celular do
epitélio. As criptas proliferadas podem se
ramificar e se estender até a superficie da
mucosa, substituindo as  vilosidades
normais do epitélio. Nao had ocorréncia de
infiltrado inflamatdrio significativo nesta
forma da doenca (Rowland e Rowtree,
1972; Lawson e Gebhart, 2000). As células
proliferadas se encontram muitas vezes
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restritas a camada superficial da mucosa,
mas ocasionalmente podem penetrar a
lamina propria ou a muscularis mucosae.
Nestes locais as células ndo formam
glandulas verdadeiras, mas sim corddes de
células infiltrativas (Roberts et al., 1980;
Lawson e Gebhart, 2000). Os linfonodos
mesentéricos raramente apresentam
alteracdes especificas, mas Roberts et al.
(1980) relataram linfonodos contendo
estrutura  similar aquela das lesdes
intestinais, com bactérias intracelulares.

Segundo Lawson e Gebhart (2000), as duas
formas restantes de manifestacdo da
doenca, enterite necrdtica (NE, do inglés
necrotic enteritis) e ileite regional (RI, do
inglés regional ileitis) ocorrem apds uma
lesdo proliferativa ser atingida por uma
nova agressdo. NE ¢ uma necrose de
coagulacdo extensiva do epitélio que resulta
em Obito rapidamente, € RI ocorre em
animais que sobreviveram a um episodio de
NE. A mucosa lesada ¢ substituida por
tecido de granulacdo, com hipertrofia das
camadas musculares e resultando em um
espessamento  acentuado da  parede
intestinal, e o intestino afetado toma a
forma de uma “mangueira de jardim”.

2.5 SINAIS CLINICOS

Os sinais clinicos da EP cronica sdo mais
frequentemente observados em leitdes pds
desmama, com idades entre 6 ¢ 20 semanas.
Os sinais sdo discretos, e compreendem
principalmente dificuldade de ganho de
peso, independente do fornecimento de
alimento. Em alguns animais pode haver
anorexia, com curiosidade em relagdo a
comida, mas recusa em se alimentar. O
comportamento varia de clinicamente
normal a apatico e ndo responsivo. Quando
presente, a diarreia ¢ moderada, com fezes
amolecidas, mas de coloracdo normal.
Quando ha suspeita de EP em um rebanho,
deve-se procurar animais com dificuldade
de ganho de peso, anorexia e diarreia

intermitente (McOrist e Gebhart, 1999).
Ward e Winkelman (1990) observaram que
15% dos animais afetados se encontram
magros, desidratados, e com a pelagem seca
e sem brilho.

Os casos de EP aguda hemorragica ocorrem
com mais frequéncia em animais de 4 a 12
meses de idade. Esta manifestacdo da
doenga ocorre de forma repentina, sem uma
fase prodromica (Ward e Winkelman,
1990). O quadro clinico ¢ de anemia aguda.
Fezes enegrecidas ou sanguinolentas
representam o primeiro sinal clinico,
podendo ser de consisténcia normal,
amolecida, ou aquosa. A regido perineal
pode estar suja de sangue ou fezes. Alguns
animais, entretanto, vdo a Obito sem
apresentarem anormalidades nas fezes,
somente uma leve palidez corporal. O
exame post mortem destes animais revela as
lesdes hemorragicas da doencga na regido do
ileo e do colon. A mortalidade entre os
animais que apresentam sintomatologia
clinica ¢ de 50%, e dos que sobrevivem,
alguns se recuperam rapidamente, sem
grande perda de peso corporal e outros
apresentam retardo no crescimento. Fémeas
gestantes que apresentam sinais clinicos
podem abortar dentro de até 6 dias apos o
inicio do aparecimento da sintomatologia
clinica (Ward e Winkelman, 1990; McOrist
e Gebhart, 1999).

2.6 DIAGNOSTICO

Por nao ser uma doenga de sinais clinicos
especificos, a EP ndo ¢ facilmente
diagnosticada sem exames complementares.
Sdo varias as doencas que cursam com 0s
mesmos sinais clinicos, incluindo
gastroenterite  transmissivel  enzootica
(TGE, do inglés transmissible
gastroenteritis), espiroquetose  colonica
(Brachyspira pilosicoli), disenteria suina
(B. hyodysenteriae), salmonelose
(Salmonella enterica sorovar
Typhimurium), ou hipersensibilidade & soja
(Stevenson, 2001).
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Ocasionalmente € possivel fazer o
diagnostico através de lesoes
macroscopicas, mas a confirmagdo através
de exame  histopatologico,  imuno-
histoquimica  (IHQ) ou PCR ¢
indispensavel. Em cortes de coloragdo pela
hematoxilina e eosina € possivel identificar
lesdes graves de proliferacdo de enterocitos,
mas para a visualizacdo do agente
etiologico sdo necessarias coloragdes
especiais, como as de Warthin-Starry e
Ziehl-Neelsen, que sdo inespecificas, ou
IHQ, considerado o padrdo ouro para
diagndstico da bactéria em  cortes
histolégicos (Guedes et al., 2002d; Ladinig
et al., 2009). No passado, Rowland e
Lawson (1974) relataram a primeira
visualizagdo da L. intracellularis associada
a lesdes de EP, através de
imunofluorescéncia e microscopia
eletronica. Guedes e Gebhart (2003b)
desenvolveram anticorpos monoclonais e
policlonais contra a L. intracellularis,
possibilitando mais uma ferramenta de
diagnostico de alta validade e baixo custo.
Uma sonda fluorescente de
oligonucleotideos para RNA ribossomal foi
desenvolvida em 1998 por Boye et al. e
utilizada com sucesso na técnica de
hibridizagdo in situ fluorescente (FISH, do
inglés fluorescent in situ hibridization) em
tecidos fixados em formol. Entretanto, esta
técnica, assim como 0 exame
histopatolégico e a IHQ, s6 pode ser
realizada ap6s a morte do animal.

Jones et al. (1993) desenvolveram dois
pares de “primers” especificos para a
identificagdo da L. intracellularis através da
técnica de “mnested” PCR. A extracdo de
DNA das fezes de suinos foi realizada pelo
método do tiocianato de guanidina, e a
amplificagdo dos fragmentos de DNA pela
PCR se provou uma técnica sensivel e
especifica para o diagnostico da bactéria
nas fezes.

Knittel et al. (1998) avaliaram e
compararam exames sorologicos e de PCR
e concluiram que testes de

imunofluorescéncia indireta sdo mais
sensiveis que a PCR, uma vez que a
eliminacdo da bactéria nas fezes ndo ¢
continua, mas sim intermitente.

Para o diagnodstico da EP em animais vivos
ha trés testes disponiveis: sorologia,
coloragdo pela imunoperoxidase em
esfregacos de fezes e PCR (McOrist e
Gebhart, 1999; Lawson e Gebhart, 2000).
Os  testes  soroldgicos  disponiveis
atualmente para a identificagdo de IgG
contra L. intracellularis incluem IFAT
(indirect fluorescent antibody test), ELISA
(Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) e
IPMA  (immunoperoxidase = monolayer
assay). A limitacdo dos testes sorolégicos
atuais ¢ a necessidade de manutengdo da
bactéria in vitro como fonte de antigeno, e
apenas alguns laboratorios conseguiram
propagar a L. intracellularis in vitro com
sucesso. (Guedes et al., 2002c¢).

Enquanto a PCR ¢ indicada para a detecgdo
de eliminacdo de bactérias nas fezes de
animais infectados, a sorologia determina
se houve contato prévio do animal com o
antigeno da L. intracellularis. Segundo
Guedes et al. (2002b) a sorologia tem sido
usada como uma ferramenta de diagnostico
facil e de baixo custo para avaliar o status
de sanidade e a epidemiologia de diversos
agentes infecciosos em sistemas de
producdo de suinos. Assim, o0s testes
sorologicos fornecem informacdes
relevantes para a otimizagdo do uso de
vacinas e antimicrobianos em propriedades
suinicolas.

Segundo Walter et al. (2004), o uso
apropriado dos testes sorolégicos para L.
intracellularis  é relevante para a
confirmagdo da necessidade de vacinagdo e
para um melhor planejamento de protocolos
de profilaxia.

Virios tipos de ELISA foram descritos na

literatura. Estes incluem ELISAs que
empregam antigenos de célula inteira
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sonicada (Holyoake et al., 1994), LPS-
ELISA indireto (Kroll et al., 2005), e um
ELISA de bloqueio, que esta
comercialmente disponivel. Este ultimo
apresentou uma sensibilidade de 96,5% e
uma especificidade de 98,7% (Keller et al.,
2006). Dentre as vantagens do ELISA estdo
a alta confiabilidade e a possibilidade de
automacdo, mas este teste exige a aquisicao
de kits comerciais e de um fotdmetro leitor
de ELISA, que tem custo relativamente
elevado.

O ensaio da imunoperoxidase em
monocamada de células, IPMA, é um
imunoensaio enzimatico frequentemente
utilizado para o diagnostico de infecgdes
virais como a sindrome respiratoria e
reprodutiva suina (PRRS, do inglés porcine
respiratory and reproductive syndrome),
(Nodelijk et al., 1996). Apods o isolamento e
a propagacao da L. intracellularis por
Lawson et al. (1993), verificou-se que
monocamadas de células infectadas pela
bactéria poderiam ser utilizadas para a
realizacdo de testes sorolégicos com a
técnica da IPMA. Guedes et al. (2002a)
obtiveram uma concordancia de 98,6%
entre os testes de imunofluorescéncia
indireta e IPMA no diagnodstico da EP em
suinos  experimentalmente  infectados,
demonstrando que a sorologia ¢ um método
de alta acuradcia para identificacdo de
contato prévio com a bactéria. O teste de
IPMA foi validado por Guedes et al.
(2002b) com especificidade de 100% e
sensibilidade proxima de 90%, e ¢ desde
entdo considerado um teste apropriado de
triagem para diagnostico da EP.

Ao contrario da IFAT em lamina de vidro,
as placas de IPMA podem ser examinadas
em um microscopio Optico invertido. Além
disso, a coloracdo do IPMA permanece
estdvel por varios meses, sendo possivel
armazenar os resultados para o caso de
davidas posteriores. Outra vantagem do
IPMA em relacdo a IFAT em laminas ¢é a
possibilidade de visualizar bactérias intra- e

extracelulares, enquanto na IFAT os
agrupamentos fluorescentes de bactérias
sdo vistos somente dentro do citoplasma
das células (Guedes et al., 2002a).

2.7 RESPOSTA IMUNOLOGICA

A primeira tentativa de avaliar a resposta
imune contra a L. intracellularis foi
relatada por Jacoby (1978), em um estudo
que demonstrou que os soros de hamsters
com lesdes graves de EP reconheciam
organismos intracelulares em fragmentos de
tecidos afetados e examinados pela
imunofluorescéncia indireta.

Em suinos, um teste semelhante foi
desenvolvido por Lawson et al. (1988), no
qual detectou-se que os anticorpos
produzidos por animais em crescimento
eram constituidos primariamente por IgM, e
que a maioria dos animais que
apresentavam lesdes demonstravam uma
resposta humoral. Os animais apresentaram
soroconversdo durante o periodo de queda
na taxa de crescimento, € 0s anticorpos
foram detectados por até 2 meses apds a
infecgdo. Resultados semelhantes foram
obtidos com animais apresentando lesdes
de PHE.

Holyoake et al. (1994) reportaram
concentragdes decrescentes de IgG materno
em leitdes de 3 semanas de idade e
soroconversdao entre 7 e 24 semanas de
idade. Guedes et al. (2002d) relataram
imunidade passiva em leitdes provenientes
de porcas soropositivas por até 5 semanas
de idade, e ndo houve deteccdo de
soroconversdao antes de 16 semanas de
idade. Em um estudo longitudinal, Stege et
al. (2004) observaram que a soroconversao
ocorreu duas semanas apds o inicio da
eliminacdo da bactéria nas fezes, e uma vez
que houve a soroconversdo, 0s animais
permaneceram soropositivos até a idade do
abate.
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A possibilidade de animais previamente
infectados pela bactéria desenvolverem
uma resposta imune adequada contra uma
segunda infec¢do foi levantada por Love et
al. (1977a), apds dois surtos consecutivos
da EP em uma mesma propriedade. Os
animais que sobreviveram ao primeiro surto
ndo desenvolveram sinais clinicos apds o
segundo.

Collins e Love (2007) infectaram suinos
susceptiveis experimentalmente, e apds
cessada a deteccdo de bactérias nas fezes
destes animais, os mesmos foram re-
inoculados. Observou-se que estes animais
ndo eliminaram nas fezes numeros
detectaveis de L. intracellularis e nao
desenvolveram sinais clinicos da doenca
apos a segunda inoculagdo. Sugeriu-se
entdo que a auséncia de L. intracellularis
nas fezes era um indicativo de que as
bactérias haviam sido inativadas antes de
entrarem ¢ colonizarem os enterdcitos.
Riber et al. (2011) inocularam suinos de 5 a
6 semanas de idade com a bactéria, trataram
os animais até a resolu¢do da infecgdo
primdria e entdo os re-inocularam entre 12
e 13 semanas de idade. Estes animais ndo
eliminaram quantidades detectaveis de L.
intracellularis nas fezes, ndo apresentaram
alteracdes nos niveis de proteinas de fase
aguda, e ndo demonstraram presenca de
bactérias na mucosa intestinal a IHQ.

Guedes et al. (2002d) observaram que apods
um surto de PHE em uma propriedade,
niveis de anticorpos foram detectados em
marrds por até 3 meses, e inicialmente
alguns animais apresentaram titulos de até
1:1920 de IgG detectados por IPMA. Nesta
mesma  propriedade, a  eliminagdo
intermitente de L. intracellularis nas fezes
de animais de recria e terminagdo foi
detectada por até 12 semanas apos a
primeira observacdo na PCR, e estes
resultados indicam que animais
aparentemente saudaveis podem eliminar a
bactéria por longos periodos e ser fonte de
infec¢do para suinos susceptiveis. Guedes e

Gebhart (2003a) obtiveram  animais
soropositivos por até 13 semanas apods
inoculagdo com uma cepa patogénica ou
com uma cepa vacinal.

Sabe-se que sendo a L. intracellularis um
organismo intracelular obrigatorio que
infecta células epiteliais intestinais, o IgG
produzido ndo ¢ eficiente na prote¢ao
contra infeccdo, enquanto altos titulos de
IgA e uma resposta imune celular eficiente
podem ter agdes relevantes. Smith et al.
(2000) verificaram que em modelos de
infeccdo pela L. intracellularis em
camundongos, animais knockout para
receptores de interferon-gama (IFN-y)
desenvolveram infec¢des substancialmente
mais altas que animais wild type. Guedes e
Gebhart (2003a) chegaram também a
conclusdo de que o IFN-y tem um papel
importante na limitagdo da infeccdo e da
proliferacdo celular causada pela L.
intracellularis. Maclntyre et al. (2003)
inocularam suinos de 7 semanas de idade
com uma cultura pura de L. intracellularis
e pesquisaram a resposta de linfocitos T
CD3, CD4 e CDS8, além de linfocitos B,
macrofagos e complexo de
histocompatibilidade principal de classe II
(MHC-II). Os resultados obtidos indicaram
uma reducdo nos niveis de linfécitos B,
linfécitos T CD8 associados ao epitélio das
vilosidades e, consequentemente, uma
reducdo dos linfocitos T CD3 associados ao
epitélio. Os niveis de linfécitos T CD4
permaneceram inalterados. Uma redugdo
nos numeros de linfocitos T CDS significa
maior dificuldade de o hospedeiro preparar
uma resposta celular eficiente contra
patogenos intracelulares, e concluiu-se que
a L. intracellularis opera com um
mecanismo imunossupressor.

Guedes e Gebhart (2010) detectaram a
presenca de IgA especifico contra L.
Intracellularis em lavados de mucosa
intestinal de suinos infectados entre os dias
15 e 29 pos infeccdo, demonstrando uma
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meia vida mais curta que a do IgG da
resposta sistémica.

Com o desenvolvimento e a popularizagdo
de novas técnicas moleculares, mais
detalhes serdo esclarecidos sobre a resposta
imunologica dos diversos hospedeiros
contra o agente etiologico da EP.

2.8 PATOGENESE

Pouco se sabe sobre a patogénese da EP e
da interacdo da L. intracellularis com as
células epiteliais dos hospedeiros de
diferentes  espécies. O  mecanismo
patogenético mais importante ¢ a invasdo
de enterocitos e indugdo de hiperplasia nos
mesmos (Lawson e Gebhart, 2000).
Entretanto, ndo ¢é esclarecido ainda o
mecanismo pelo qual a bactéria induz a
proliferagdo dos enterdcitos. A adesdo e a
entrada da bactéria em enterocitos ocorre na
superficie apical dos mesmos, e ha
requerimento  de  interacdo  bactéria-
hospedeiro. Apenas 3 horas ap6s o primeiro
contato das bactérias com culturas de
enterocitos in vitro, as mesmas foram
visualizadas em vacuolos
intracitoplasmaticos delimitados por
membranas. Neste mesmo periodo ja ¢€
possivel observar ruptura das membranas
vacuolares e liberacdo de bactérias livres no
citoplasma das células infectadas. De 2 a 6
dias apo6s a inoculagdo foi possivel observar
multiplicacdo de organismos livres, e apos
6 dias, a ocorréncia de grupos de bactérias
em protrusdes balonosas citoplasmaticas, e
liberagdo de bactérias para o ambiente
extra-celular (McOrist et al., 1995b).

Em outro estudo in vitro, Lawson et al.
(1995) relataram que a infec¢do de células
susceptiveis ndo depende da viabilidade da
bactéria, uma vez que bactérias vivas,
tratadas com oxigénio ou neomicina, ou
mortas e formolizadas foram internalizadas
por células viaveis. A inibi¢do do processo
de entrada pela citochalasina D indicou que
a infec¢do ¢ dependente de polimerizacao

da actina, ou seja, da viabilidade da célula
hospedeira.

Em um estudo de patogénese, Boutrup et al.
(2010) detectaram, através de IHQ, a
presenca de bactérias 12 horas p6s infec¢ao
em células epiteliais dos topos das
vilosidades de suinos experimentalmente
infectados, e na lamina propria das mesmas.
Na lamina propria a maioria das bactérias
parecia ter uma localizagdo intracelular,
mas pequenos focos de bactérias livres
isoladas foram visualizados. Aos 5 dias pos
infec¢do, as bactérias eram  vistas
principalmente nas juncgdes vilosidade-
cripta e na lamina prépria adjacente a essas
areas, o que poderia ser explicado pela
migracdo de células epiteliais das criptas
infectadas em conjungdo com novas
bactérias penetrando na mucosa.

O tropismo da L. intracellularis por células
imaturas das criptas pode ser um reflexo
dos  requerimentos  fisiologicos  do
microrganismo. Estas células se dividem e
migram para habitar o epitélio, e o
crescimento continuo das células infectadas
¢ o mecanismo pelo qual o epitélio ¢
colonizado pela bactéria. A auséncia de
bactérias na superficie celular, ou a ndo
visualizagdo de transferéncia de bactérias
entre células indica que as bactérias se
movem no epitélio dentro dos enterdcitos.
Logo, enterdcitos em divisdo beneficiam a
proliferagdo da L. intracellularis através de
sua continua replicacdo e migracdo e
facilitam a colonizagdo do epitélio pela
bactéria (Smith e Lawson, 2001).

McClusckey et al. (2002) identificaram pela
primeira vez uma molécula de superficie da
L. intracellularis que pode ter um papel no
inicio da infecgdo. A LsaA (do inglés
Lawsonia surface antigen A) estaria
envolvida na aderéncia a célula hospedeira
e a invasdo da mesma.

Smith e Lawson (2001) sugeriram que a
persisténcia da L. intracellularis poderia ser
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facilitada pela auséncia de inflamacdo
significativa e por uma  resposta
imunologica limitada. A  localizagdo
intracelular da bactéria pode representar um
privilégio imunologico, uma vez que
facilita a evasdo do sistema imune do
hospedeiro. Maclntyre et al. (2003)
detectaram redugdo da expressdo de MHC-
I por células epiteliais infectadas, o que
leva a uma redugdo da apresentagdo de
antigeno as células T e, consequentemente,
imunossupressio  do  hospedeiro e
favorecimento da bactéria.

McOrist et al. (1993) obtiveram sucesso ao
reproduzir a doenga em suinos que
possuiam microbiotas intestinais normais,
mas ndo em animais gnotobidticos, o que
pode significar que a flora intestinal pode
modificar a habilidade da L. intracellularis
colonizar o trato intestinal e causar lesdes
proliferativas.  Co-infeccdes entre L.
intracellularis e outros patoégenos ja foram
descritas em suinos convencionais (Elder et
al., 1997), e sugere-se que a presenca de um
patogeno possa modificar a resposta imune
e predispor o animal a infec¢do pelo outro
(Gebhart e Guedes, 2010).

Guedes (2002) observou que criptas
infectadas e hiperplasicas do ileo possuiam
numeros significativamente mais altos de
células apoptdticas do que criptas normais,
comprovando que a proliferacdo celular
caracteristica da EP ndo esta relacionada
com reducdo da apoptose.

Estudos morfologicos realizados em
hamsters e suinos indicam que a hiperplasia
dos enterdcitos ¢ precedida pela presenca
da L. intracellularis (Jacoby, 1978; Johnson
e Jacoby, 1978; Guedes, 2002). O inicio da
hiperplasia associada a EP ocorre
simultaneamente ao aumento no nimero de
L. intracellularis presentes em enterdcitos.
Da mesma forma, a resolugdo das lesdes
estd relacionada ao desaparecimento da
bactéria do epitélio atingido (Lawson e
Gebhart, 2000).

Antigeno da L. intracellularis no intestino
de suinos experimentalmente inoculados foi
observado de 3 a 5 dias pods infecgdo.
Lesdes microscopicas foram visiveis a
partir de 11 dias pds infec¢do, e lesdes
macroscopicas, a partir de 12 dias. A partir
do dia 29 ndo houve mais detec¢do de
lesdes, apesar de haver marcagdo positiva
de antigeno pela IHQ. Nao houve detecgdo
de antigeno fora do intestino, linfonodos e
tonsilas, e aparentemente a infeccdo ¢
limitada a enterdcitos, sendo que antigenos
encontrados na lamina propria e linfonodos
mesentéricos  foram  carreados  por
macrofagos. Pode haver infeccdo dos
enterdcitos do intestino grosso e do reto em
um curso mais adiantado da doenca. O
intestino delgado aparentemente ¢ infectado
antes, e as bactérias liberadas deste local
colonizam as porg¢des mais aborais do trato
gastrintestinal (Gebhart e Guedes, 2010).

2.9 TRATAMENTO E CONTROLE

Love e Love (1977b) foram os primeiros a
sugerir uma forma de controle para a EP em
um rebanho suino. Sugeriram-se medidas
baseadas em estudos epidemioldgicos da
doenca. Essas medidas envolviam a
introdu¢do de animais em baias isoladas
durante 21 dias antes de haver contato com
suinos susceptiveis da granja e o
fornecimento de medicagdo a base de
clortetraciclina aos mesmos. Estas medidas
levaram a uma reducdo da incidéncia de
PHE na propriedade estudada.

Segundo McOrist (2000), aminoglicosideos
geralmente demonstram pouca penetragdo
intracelular, enquanto macrolideos e
azolidas apresentam altas concentragdes no
compartimento intracelular. Essas altas
concentragdes podem explicar a eficacia
dos macrolideos contra bactérias Gram-
negativas intracelulares fagocitadas.
McOrist et al. (1995a) e McOrist e Gebhart
(1995) demonstraram a eficacia in vivo de
macrolideos  (eritromicina e tilosina),
tetraciclinas, pleuromulinas (tiamulina),
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penicilinas e fluoroquinolonas contra a L.
intracellularis, enquanto aminoglicosideos
e aminociclitéis (neomicina, gentamicina e
apramicina) se mostraram fracamente
eficazes, sendo a Dbactéria altamente
resistente. Guedes et al., (2009) reportaram
susceptibilidade da bactéria a tilvalosina
incorporada a racao na dose de 50 ppm.

Os protocolos de medicacdo variam de
acordo com a idade e a variedade de suinos
atingidos. O tratamento de EP aguda em
rebanhos de reposi¢do deve incluir animais
clinicamente afetados e animais em contato
com 0s mesmos, o que pode significar todo
o rebanho. Sugere-se o uso de tiamulina
(120 ppm), tilosina (100 ppm), ou
clortetraciclina (400 ppm) durante 14 dias,
por via oral diluidos em 4gua ou na ragao,
ou em aplicagdes intramusculares, que sdo
menos praticas. Animais de reposi¢do
susceptiveis que serdo introduzidos em um
rebanho endémico para EP devem sofrer
um periodo de exposicdo seguido de
tratamento com tiamulina (120 ppm),
tilosina (100 ppm), lincomicina (110 ppm),
ou clortetraciclina (300 ppm) durante 14
dias, diluidos na ragdo (McOrist e Gebhart,
1999) .

Em um estudo feito in vitro com cepas
norte americanas ¢ europeias da bactéria,
Wattanaphansak et al. (2009) relataram que
carbadox, tiamulina e valnemulina foram os
antibidticos mais ativos, clortetraciclina e
tilosina  intermediariamente  ativos, €
lincomicina pouco ativa contra L.
intracellularis.

O desenvolvimento de uma vacina viva
atenuada  contra L. intracellularis
(Enterisol® lleitis, Boehringer Inglheim
Vetmedica) proporcionou uma nova
alternativa para a preven¢do e o controle da
EP em rebanhos suinos (Guedes, 2002).
Knittel at al., (2000) e Roof, (2001)
relataram que a vacina foi segura e eficaz
na prevengdo de infec¢gdo em um

experimento de inoculacdo de animais com
cultura pura de L. intracellularis.

3 -MATERIAL E METODOS

3.1 RECEBIMENTO, AVALIACAO
MACROSCOPICA E PREPARO DAS
AMOSTRAS DE INTESTINO

Fragmentos de intestinos de suinos foram
enviados por veterinarios de granjas que
realizaram necropsias em animais com
sinais clinicos indicativos de EP e que
apresentaram lesdes macroscopicas
caracteristicas da doencga. Imediatamente
apos a chegada dos fragmentos, os mesmos
foram avaliados para detec¢do de lesdes e
de alteracdes autoliticas. A avaliagdo
macroscopica foi realizada segundo os
critérios estabelecidos por Guedes et al.
(2002c): SLA - intestino sem lesdes
aparentes; Grau 1 - hiperemia e edema
moderados de mesentério e parede
intestinal; Grau 2 - hiperemia e edema
moderados de mesentério e parede
intestinal, acrescidos de mucosa corrugada;
Grau 3 - hiperemia e edema acentuados de
mesentério e parede intestinal, necrose da
superficie mucosa, com formacdo de
membranas  pseudodiftéricas  (enterite
necrdtica); Grau 4 - hiperemia e edema
acentuados de mesentério e parede
intestinal, mucosa espessa e corrugada,
coagulos sanguineos no lumen intestinal.

Em seguida, fragmentos de até 3cmx3cm
foram coletados e colocados em solugdo de
formol tamponado a 10% para avaliacdo
histolégica e IHQ. Cerca de cinco
centimetros da mucosa afetada foram
também coletados em embalagens estéreis
para armazenamento a -80°C para
processamento posterior.
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3.2 AVALIACAO HISTOLOGICA E
IHQ

Os fragmentos previamente fixados em
solucdo tamponada de formol a 10% foram
processados pela técnica de rotina com
inclus@o em parafina e corados pela técnica
histolégica de hematoxilina e eosina (HE)
(Luna, 1968). A avaliacdo histologica foi
realizada segundo os seguintes critérios:
SLA — fragmento de intestino sem
alteragdes dignas de nota; Grau 1 —
fragmento com criptas hiperplasicas
isoladas; Grau 2 - até 25% de criptas
hiperplasicas no fragmento observado;
Grau 3 - entre 26% e 75% de criptas
hiperpléasicas; Grau 4 - acima de 75% das
criptas hiperplasicas.

Os mesmos fragmentos foram submetidos a
técnica de IHQ utilizando anticorpo
policlonal especifico anti-L. intracellularis
(Guedes e Gebhart, 2003b), na dilui¢dao de
1:30.000, pelo método da estreptavidina-
biotina marcada com peroxidase (Dako,
Corporation, LSAB+, cat. K0690) e solucao
de cromoégeno AEC (3-amino-9-etil-
carbazol). A marcacdo pela IHQ foi
graduada em escala de 0 a 4, sendo: Grau 0
- nenhuma marcagdo antigénica de L.
intracellularis; Grau 1 - até 25% da mucosa
intestinal com marcagdo; Grau 2 - de 25 a
50% da mucosa marcada; Grau 3 — de 50 a
75% da mucosa marcada; Grau 4 - acima de
75% da mucosa com marcagdo antigénica
(Guedes, 2002; Franca, 2007).

Amostras apresentando graus 0 e 1 de
marcacgdo antigénica, bem como amostras
autolisadas a histologia foram descartadas.

3.3 ISOLAMENTO E CULTIVO DE L.
INTRACELLULARIS

O processo de isolamento de cepa brasileira
de L. intracellularis foi baseado nos
trabalhos de Lawson et al. (1993) e Guedes
e Gebhart (2003a). Brevemente,
fragmentos correspondentes aos casos que
apresentaram marcacdo positiva acima de
grau 2 pela IHQ foram descongelados em
agua morna e raspados com lamina de vidro
espessa em uma placa de Petri, até que toda
a mucosa fosse retirada e separada da
serosa. A mucosa foi homogeneizada em
solucdo  estéril de  sucrose-potéssio-
glutamato e soro fetal bovino a 10% (SPG-
FBS 10%) e macerada com um triturador
de tecidos. Apos uma nova
homogeneizagdo, o macerado foi filtrado
em filtros de S5um e 0,8 pm de porosidade.
Apos a filtragdo seriada, as amostras foram
centrifugadas a 5000 x g por 25 minutos em
rotor de angulo fixo e o sobrenadante foi
descartado. Em seguida ressuspendeu-se o
pellet com 20ml da solu¢do SPG-FBS 10%
e realizou-se uma nova centrifugacdo a
5000 x g por 25 minutos. O sobrenadante
foi novamente descartado e solucdo de
SPG-FBS 10% foi adicionada ao pellet até
que fosse alcancado o volume final de Sml.
Aliquotas de 1 ml da suspensdo final foram
congeladas em criotubos, em freezer a -
80°C.

Uma aliquota de Iml da suspensdo foi
rapidamente descongelada e adicionada ao
meio de cultivo de um frasco T-25 cm’
contendo monocamada de células de
camundongo McCoy (ATCC CRL 1696)
em meio Dulbecco’s Modified Eagles
Media (DMEM, Gibco) com 0,6% de L-
Glutamina (Gibco) e 7% de soro fetal
bovino (FBS, Sigma), com cerca de 30% de
confluéncia. Este frasco foi colocado entdo
em uma jarra de anaerobiose e nesta foi
inserida uma mistura de gases na propor¢ao
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de 82,2% de nitrogénio, 8,8% de didéxido de
carbono e 8% de oxigénio. A jarra foi
mantida a 37°C durante 4 horas e retirada
para adi¢do de gentamicina (G-1397;
Sigma) e vancomicina (V-2002; Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) a uma
concentracdo de 50pg/ml e anfotericina-B
(211184-V/08; Crisalia) a 0,5% v/v ao
frasco T-25 cm?, para evitar contaminagdes.
A mistura de gases foi inserida novamente
¢ a jarra foi armazenada a 37°C.

A cepa vacinal de L. intracellularis
(Enterisol® Ileitis, Boehringer Inglheim
Vetmedica) foi propagada in vitro em
frascos T-75 cm’ nas mesmas condicdes
que o frasco T-25 cm’. Esta cepa foi usada
como controle positivo para verificacdo das
condi¢des de crescimento da bactéria na

monocamada pela técnica da
imunoperoxidase indireta com anticorpo
monoclonal especifico contra

L.intracellularis.

3.4 PROPAGACAO DA INFECCAO

Apos seis dias de incubagdo, a jarra de
anaerobiose foi retirada da estufa a 37°C ¢
aberta, e uma pequena area da monocamada
de células dos frascos foi raspada e
transferida pra uma lamina de vidro. O
raspado foi fixado na ldmina com uma
mistura de acetona e alcool metilico na
proporg¢ao de 50/50.

As laminas foram coradas pela técnica da
imunoperoxidase indireta, utilizando
anticorpo monoclonal especifico para L.
intracellularis (Guedes e Gebhart, 2003b)
para confirmacdo de infeccdo da
monocamada de células de camundongo
McCoy pela bactéria.

A bactéria isolada e a cepa vacinal foram
passadas semanalmente para frascos T-75
cm’® contendo monocamada de células de

camundongo McCoy com 0,6% de L-
Glutamina (Gibco) e 7% de soro fetal
bovino (FBS, Sigma), com cerca de 30% de
confluéncia, pela técnica de lise por cloreto
de potassio (KCI) (Lawson et al., 1993).
Primeiramente, os meios de cultivo eram
retirados dos frascos T-75 cm” e colocados
em tubos conicos estéreis de 50ml. Os
frascos contendo a monocamada de células
McCoy eram tratados com 3ml de uma
solugdo de KCI a 0,1% estéril, e colocados
em estufa de CO2 a 37°C durante 5
minutos. Em seguida, a solucdo de KCl era
retirada dos frascos e adicionada aos tubos
conicos de 50 ml contendo os meios de
cultivo. Centrifugavam-se os tubos conicos
de 50 ml a uma velocidade de 5000 x g por
25 minutos para a deposi¢do das bactérias e
separacdo de  restos celulares. O
sobrenadante contendo restos celulares foi
descartado, e ressuspendeu-se o pellet de
bactérias com 2ml de SPG-BFS 10%. A
suspensdo de bactérias foi transferida para
um criotubo e congelada a -80°C.

Os frascos contendo a monocamada de
cé¢lulas McCoy foram tratados com 2ml de
SPG-FBS 10%, as monocamadas foram
raspadas e realizou-se lise das células com
uma agulha longa acoplada a seringa. O
contedo dos frascos foi transferido para
tubos conicos de 15ml. Os tubos conicos de
15ml foram centrifugados a 200 x g por 5
minutos para deposi¢do de restos celulares,
e o sobrenadante contendo bactérias foi
utilizado para infectar novos frascos com
monocamada de células McCoy com
aproximadamente 30% de confluéncia.
Estes frascos foram colocados em jarra de
anaerobiose com inser¢do de mistura de
gases na proporcao de 82,2% de nitrogénio,
8,8% de dioxido de carbono e 8% de
oxigénio e incubados em estufa a 37°C
durante seis dias.

Uma aliquota da suspensdo contendo
bactérias foi enviada ao laboratorio de
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Proliferative Enteropathies da Faculdade
de Medicina Veterindria da Universidade
de Minnesota, EUA, para tipificagdo do
perfil de VNTR da cepa isolada, segundo
metodologia descrita por Beckler et al.
(2005).

3.5 PREPARO DAS PLACAS DE IPMA

Apos estabelecimento do crescimento
bacteriano em quantidades plenas, avaliado
pelas coloragdes de raspados de frascos
infectados e caracterizado por 100% de
células infectadas com mais de 30 bactérias
no citoplasma, aliquotas desta suspensdo
contendo bactérias foram utilizadas para a
preparagdo de placas de 96 orificios,
contendo monocamadas de células, e que
foram utilizadas para realizagdo do teste
sorolégico de IPMA, como descrito por
Guedes et al. (2002a).

Placas estéreis de 96 orificios, de fundo
plano, foram cultivadas com células de
camundongo McCoy em meio DMEM
contendo 0,6% de L-Glutamina (Gibco) e
7% de soro fetal bovino (FBS, Sigma).
Uma aliquota da suspensdo contendo
bactérias foi adicionada ao meio das placas,
e as mesmas foram inseridas na jarra de
anaerobiose com adi¢do de mistura de gases
na proporc¢do de 82,2% de nitrogénio, 8,8%
de didxido de carbono e 8% de oxigénio e
incubadas em estufa a 37°C durante seis
dias.

Em seguida, as placas de 96 orificios foram
retiradas da jarra de anaerobiose, o meio de
cultivo foi descartado, ¢ a monocamada foi
fixada com uma mistura de acetona e alcool
metilico na propor¢do de 50/50. O excesso
da solugdo de fixacdo foi retirado, e apos
secagem as placas foram acondicionadas
em embalagens individuais e armazenadas
a -20°C para utiliza¢do no teste de IPMA.

3.6 SOROLOGIA
3.6.1 Amostras

Foram utilizadas 80 amostras de soro
congeladas a -20°C, de animais de um
experimento prévio, inoculados por via
intra-géstrica, com inoculo de
homogeneizado de mucosa intestinal de
suinos com enteropatia  proliferativa
confirmada por IHQ, contendo 2,08 x 108
organismos de L. intracellularis, coletadas
25 dias pos infecgcdo. Estes animais foram
necropsiados ao final do experimento, e a
infec¢do foi comprovada por IHQ (Guedes,
dados nao publicados) (Tabela 1).

3.6.2 ELISA

O teste de ELISA comercial Ileitis
Antibody ELISA foi utilizado segundo as
instrugdes do  fabricante  (BioScreen
Germany). Resumidamente, 100ul de cada
amostra previamente diluida na proporcao
de 1:10 foram pipetados diretamente nos
orificios das placas impregnadas com o
antigeno. As placas foram incubadas a 37°C
durante 60 minutos e lavadas com uma
solucdo de lavagem. Em seguida adicionou-
se o volume de 100ul de anticorpo
secundario anti- IgG suino a cada orificio e
a placa foi incubada novamente e lavada.
Adicionou-se entdo uma solucdo de
peroxidase, realizou-se nova incubagao,
adicionou-se uma solu¢do de paragem, e as
placas foram levadas imediatamente a um
fotometro leitor de ELISA, no comprimento
de onda de 450nm. Os valores obtidos para
as densidades opticas foram introduzidos
em uma férmula de célculo de porcentagem
de inibi¢do e classificados em positivos ou
negativos de acordo com o fabricante do
teste. Os animais que obtiveram
porcentagens de inibi¢do iguais ou
superiores a 30% foram considerados
positivos, enquanto animais com
porcentagens de inibi¢do inferiores a 20%
foram considerados negativos. Valores
intermediarios sdo considerados negativos
questionaveis segundo o fabricante, e foram
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considerados negativos para analises
comparativas.

3.6.3 Imunoperoxidadese em
monocamada de células (IPMA)

O teste de IPMA foi realizado segundo
padronizacdo realizada por Guedes et al.
(2002a). Primeiramente a placa foi
hidratada com agua destilada e mantida a
37°C durante 10 minutos. A 4gua foi entdo
descartada e 50pul das amostras diluidas em
PBS a 1:30 foram adicionados a cada
orificio da placa. A placa foi incubada em
camara umida a 37°C durante 30 minutos e
lavada quatro vezes com solucdo salina
fosfato tamponada (PBS). Imunoglobulina
G (IgG) anti-IgG suino (A5670; Sigma)
conjugada a peroxidase diluida a 1:600 em
tampao (PBS com 2,5% FBS, 1% soro
suino inativado e 0,08% Tween 80) foi
adicionada no volume de 30ul a cada
orificio e a placa foi novamente incubada a
37°C por 45 minutos. Apos nova lavagem
com PBS adicionou-se a solugdo de
cromogeno AEC (3-amino-9-etil-carbazol)
preparada segundo as instrugcdes do
fabricante e incubou-se a placa em camara
umida a temperatura ambiente por 20
minutos. A placa foi lavada quatro vezes
com agua destilada, colocada em estufa
para secar e a leitura foi feita em um
microscopio  Optico invertido. Foram
consideradas positivas as amostras nas
quais foi possivel visualizar bactérias intra-
e extracelulares, coradas pelo cromogeno, e
negativas as amostras que nao apresentaram
marcacgdo. Seguindo o mesmo critério de
classificagio do ELISA, as amostras de
resultado questionavel foram consideradas
negativas no teste de IPMA. Foram
utilizados como controles positivo e
negativo os controles fornecidos pelo teste
comercial ELISA.

3.6.4 Analise Estatistica

A andlise de associagdo dos resultados do
ELISA e do IPMA foi realizada pelo teste
de McNemar, segundo Kirkwood e Sterne,
(2003). A escolha do teste foi baseada nas
caracteristicas ndo paramétricas e de
dependéncia das respostas. Utilizou-se para
o calculo das associacdes o software SPSS
Statistics 20.0 para Macintosh, da IBM. O
calculo das sensibilidades do ELISA e do
IPMA foi realizado segundo Kirkwood e
Sterne (2003), dividindo-se o nimero de
amostras positivas nestes testes pelo
nimero amostras positivas a IHQ,
considerada o padrdo ouro de diagnostico.
Assim, seguindo a férmula:

Sensibilidade do teste = (nimero de
positivos no teste / nimero de positivos a
IHC) * 100%

4. RESULTADOS

41 AVALIACAO DE AMOSTRAS
RECEBIDAS

Foram recebidas, no total, 48 amostras de
intestinos, no periodo de marco de 2010 a
outubro de 2011 (Anexo I). As amostras
eram provenientes de Santa Catarina, Rio
Grande do Sul, Parana, Mato Grosso,
Minas Gerais e S3o Paulo. Das 48 amostras
recebidas, 40 foram descartadas por ndo
apresentarem lesdes caracteristicas de EP
ao exame macroscopico ou a histologia, por
revelarem marcacao nos graus 0 e 1 a IHQ,
ou por estarem extremamente autolisadas.
Desta forma, oito amostras restantes foram
consideradas viaveis para processamento
posterior. Uma dessas amostras foi
processada antes do congelamento (fresca),
e as sete restantes foram congeladas para
processamento posterior.
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A autodlise evidente foi presente em 5
amostras, sendo que em 3 delas havia
suspeita de EP a macroscopia. Nao foi
realizada a IHQ de 13 das amostras, porque
estas ndo apresentaram lesdes de EP ao
exame histopatologico. Descartou-se uma
amostra que apresentou grau 1 de marcagéo
a IHQ por improbabilidade de sucesso ao

realizar o isolamento.

4.2 ISOLAMENTO DE L.
INTRACELLULARIS

Foram realizadas tentativas de isolamento
da bactéria em sete amostras de intestinos
congeladas a -80°C e em uma amostra
fresca. Em trés amostras (Processamentos
1, 2 e 4 ) ndo houve crescimento da bactéria
detectado por imunoperoxidase indireta em
lamina de vidro, ¢ os mesmos foram
descartados. Em outra amostra
(Processamento 6) ndo foi possivel
controlar o crescimento de contaminagdes
mesmo com o uso de antimicrobianos, e
esta foi também descartada. Trés outras
amostras (Processamentos 3, 7 e 8) foram
processadas e serdo colocadas em células.

O isolamento foi bem sucedido na amostra
extraida ainda fresca (Processamento 5). A
presenca da Dbactéria foi confirmada
semanalmente pela técnica de
imunoperoxidase indireta em lamina de
vidro (Figuras 1A, 1B, 1C), além de
visualizagdo direta da L. intracellularis no
sobrenadante dos frascos contendo a
infecgdo em microscopio Optico de
contraste de fase.

O perfil VNTR da amostra isolada foi
identificado e caracterizado com o padrio
especifico 15-09-15-09, diferente de todas
as cepas isoladas até entdo e armazenadas
no banco de cepas da Universidade de
Minnesota. Estes achados confirmam o
primeiro isolamento de uma nova cepa,
brasileira, de L. intracellularis, denominada
PHE-UFMG/BR2011.
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Figura 1: PHE-UFMG/BR2011 em células McCoy. Coloragdo por imunoperoxidase indireta
em lamina de vidro utilizando anticorpo monoclonal especifico contra L. intracellularis.
Nucleos celulares corados em Hematoxilina de Mayer. 1A: Passagem 4, 4 semanas apos
inoculagdo em células. Cerca de 10% de células infectadas 1B: Passagem 6, 6 semanas apos
inoculagdo em células. Cerca de 30% de células infectadas 1C: Passagem 8, 8 semanas apods
inoculagdo em células. Mais de 90% das células estdo infectadas. 200X.
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4.3 SOROLOGIA
4.3.1 - Sensibilidade

No teste ELISA 58 animais foram positivos
(Tabelal), em um total de 80 animais,
resultando em uma sensibilidade de 72,5%.
Quinze amostras foram negativas e sete
amostras  obtiveram  percentagens de
inibicdo entre os valores de 20% e 30% no
ELISA e segundo instrugdes do fabricante
foram consideradas negativas suspeitas ou
questionaveis (Tabela 1).

Setenta e seis animais foram positivos no
IPMA (Tabela 1), em um total de 80
animais, resultando em uma sensibilidade
de 95%. Em quatro amostras avaliadas no
IPMA houve impregnagdo marcante e
inespecifica de cromégeno AEC no fundo
dos pogos, dificultando a interpretagdo dos
mesmos. Essas amostras foram
consideradas negativas suspeitas (Tabela

).

Tabela 1 - Resultados de IHQ para L. intracellularis em fragmentos de intestino e sorologia
utilizando as técnicas de ELISA e IPMA em cada suino utilizado no experimento prévio de
inoculagdo experimental com homogeneizado de mucosa de suinos com EP.

Animal ELISA IPMA
1 + +
2 + +
3 + +
4 - +
5 - +
6 - +
7 - suspeito
8 - +
9 + +
10 + +
11 - +
12 + +
13 + +
14 - +
15 suspeito +
16 + +
17 - supeito
18 + +
19 + +
20 + +
21 + +
22 - +
23 + +
24 - +
25 - +
26 + +
27 - +

29



Animal

ELISA

IPMA

28
29
30
31
32
32
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

+ + + + + +

+
suspeito
suspeito
suspeito

+

+
suspeito

+
suspeito
suspeito

+

+

+
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+
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suspeito
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Animal

ELISA

IPMA

74
75
76
77
78
79
80

+ + + + + +

+ 4+ + + o+ o+

4.3.2 - Associacio entre ELISA e IPMA

Nao houve associagdo significativa entre o
ELISA e o IPMA.

5- DISCUSSAO

Um numero relativamente alto de amostras
de intestinos foi descartado. Das 48
amostras de intestinos recebidas, 22 ndo
apresentavam lesdes caracteristicas de EP
ao exame macroscopico. Isso pode ser
justificado pela falta de experiéncia dos
veterinarios de campo em diagnosticar
lesdes macroscopicas caracteristicas de EP.
A EP ¢é uma patologia de dificil diagnostico
a necropsia, parcialmente porque outras
condigdes de morbidade podem apresentar
lesdes semelhantes (Veenhuizen et al.,
2002) e porque muitas vezes o animal €
sacrificado antes das lesdes macroscopicas
se desenvolverem, ou apos a sua resolucdo.
Outras 15 amostras foram identificadas por
nossa equipe como suspeitas de EP a
macroscopia, mas a histologia ¢ a IHQ
apresentaram resultados negativos. Huerta
et al. (2003) demonstraram que o exame
macroscopico por si s6 ndo tem validade no
diagnostico da EP em suinos.

Todas as amostras que apresentaram
alteracdes autoliticas eram provenientes de
estados da regido sul do pais, e a distancia
pode ter contribuido para que estes

fragmentos permanecessem mais tempo a
temperaturas  incompativeis com a
conservacao dos tecidos.

Foram congeladas, no total, oito amostras
para processamento posterior. Em uma
amostra (Processamento 6) foi impossivel
controlar a contamina¢gdo mesmo com 0 Uso
de antimicrobianos, o que pode ser
explicado pela presenca de outros
microrganismos, resistentes aos
antimicrobianos utilizados, no fragmento. A
amostra em questdo era proveniente da
regido centro-oeste do Brasil, e durante o
transporte pode ter ocorrido degelo e
proliferagdo de microflora contaminante em
detrimento da L. intracellularis.

Nas trés amostras em que ndo foi detectado
crescimento da bactéria as lesdes poderiam
estar em inicio da fase de resolugdo, e nao
haveria nimero suficiente de
microrganismos  para isolamento. O
congelamento das amostras contribui para
perda de bactérias, e o processamento de
fragmentos frescos poderia ter aumentado
as chances de crescimento.

O isolamento bem sucedido da bactéria foi
realizado em um fragmento fresco de uma
amostra coletada no estado de Minas Gerais
e enviado imediatamente ao laboratorio. A
presenca de lesdes caracteristicas de EP
associada a agilidade de envio e ao ndo
congelamento prévio da amostra podem ter
contribuido para o sucesso do isolamento.
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A denominagdo da nova cepa de L.
intracellularis isolada foi feita pelo
laboratério que realizou o perfil VNTR,
PHE (proliferative haemorrharic
enteropathy), por ter sido isolada de um
intestino com esta forma da doenga,
UFMG, cultivo in vitro e propagagdo
realizados nos laboratorios da Universidade
Federal de Minas Gerais, BR, no Brasil, e
2011 por ter sido realizada neste ano.

As amostras de soro para a realizacdo dos
testes de sorologia foram provenientes de
animais experimentalmente infectados, com
confirmagdo por IHQ. O sangue dos
animais foi coletado no dia da necropsia, 25
dpi. Guedes e Gebhart (2003a) observaram
soroconversdo em suinos a partir de 21 dpi,
0 que assegura a presenca de anticorpos aos
25 dpi. Os fragmentos de intestino
utilizados na IHQ foram coletados na
mesma ocasido, sendo avaliados quanto a
presenca de lesdes macroscopicas de EP.

A nao associagdo estatistica do ELISA com
o IPMA se justifica pelo numero elevado
de amostras negativas obtido no ELISA. As
sete amostras de resultado negativo
questionavel (suspeito) também
contribuiram para o resultado discrepante
do ELISA em relagdo ao obtido por Keller
et al. (2006). A recomendagao do fabricante
nestes casos € repetir o teste com amostras
colhidas  posteriormente dos mesmos
animais, mas este procedimento ndo era
possivel j& que os animais haviam sido
sacrificados.

A sensibilidade obtida pelo IPMA (95%)
esta em concordancia com Guedes et al.,

(2002b) e comprova a validade deste teste
para triagem de rebanhos no diagnoéstico de
EP.

As técnicas de diagndstico disponiveis até o
presente ndo diferem cepas patogénicas de
campo de cepas vacinais, € s3o apenas uma
forma de verificar se houve no rebanho
exposicdo prévia a L. intracellularis. A
otimizacdo da técnica de IPMA com uma
cepa brasileira da L. intracellularis ¢ de
grande importancia para o monitoramento
da EP em rebanhos suinos nacionais, além
de fornecer uma alternativa de diagnostico
ao teste soroldgico comercial atualmente
disponivel.

6 - CONCLUSOES

Foi possivel o isolamento da primeira cepa
brasileira de L. intracellularis,
caracterizada com um padrdo de VNTR
diferente das armazenadas no Laboratério
de  Proliferative  Enteropathies  da
Universidade de Minnesota. Esta nova cepa
podera ser usada para estudos outros como
por exemplo, teste de concentragdo minima
inibitoria de antimicrobiano e avaliacao de
patogenicidade para o suino e outras
espécies domésticas, além de possibilitar o
oferecimento de testes sorologicos.

No contexto deste trabalho, o teste de
IPMA mostrou-se mais sensivel que o
ELISA na deteccdo de anticorpos contra a
L. intracellularis em amostras de soro de
suinos previamente inoculados.
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10. Anexos

Anexo | - Descricdo das amostras de intestinos recebidas para isolamento de uma cepa
brasileira de L. intracellularis, no periodo de mar¢o de 2010 a outubro de 2011.

AMOSTRA ORIGEM MACROS HISTOLOGIA IHQ DESTINO
COPIA

1 PR SLA SLA Negativo Descarte
2 PR EP Grau1 SLA Negativo Descarte
3 Autdlise

PR EP Grau 4 evidente Grau 3 Descarte
4 PR EP Grau2 SLA Negativo Descarte
5 Autdlise

RS EP Grau1 evidente Negativo Descarte
6 RS EP Grau 1 SLA Negativo Descarte
7 Autdlise

PR EP Grau 4 evidente Grau 1 Descarte
8 Autdlise

PR SLA evidente Grau 1 Descarte
9 PR EPGrau4 EPgrau4 Grau 3 Err;):g?:r:?snto 2 - 2 tentativas, ndo houve
10 PR EPGau4 EPgrau4  gaud EOOED  rescmentd
11 MG EP Grau 1 SLA Negativo Descarte
12 MG SLA SLA NR Descarte
13 MG EP Grau2 SLA NR Descarte
14 PR SLA SLA NR Descarte
15 PR SLA SLA NR Descarte
K MG EP Grau1 c?;?t(;is}zglsagis NR Descarte
B MG |EP Grau2 c?;?t(;is}zglsagis NR Descarte
18 MG EP Grau?2 SLA Negativo Descarte
19 MG SLA SLA Negativo Descarte
20 MG SLA SLA Descarte
21 SC SLA SLA Negativo Descarte
22 sC SLA SLA Negativo Descarte
23 sC SLA SLA Negativo Descarte
24 SC SLA SLA Negativo Descarte
e SC SLA c;?;?t(;is}zglsagis Negativo Descarte
26 sC SLA SLA Negativo Descarte
27 sC SLA SLA Negativo Descarte

A

- SC SLA cri;?t(;is}zglsa?jis Grau 2 Processamento 3 - em processamento
29 SC EPGrau2 SLA Negativo Descarte
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AMOSTRA ORIGEM MACROS HISTOLOGIA IHQ DESTINO

COPIA
30 sC SLA SLA Negativo Descarte
31 SC EPGrau?2 SLA Negativo Descarte
32 SC EPGrau?2 SLA Negativo Descarte
33 SC EPGrau?2 SLA Negativo Descarte
34 SC EP Grau1 SLA NR Descarte
35 SC EP Grau2 SLA NR Descarte
36 SC EPGrau2 SLA NR Descarte
37 sC SLA SLA NR Descarte
Enterit .

=9 SC SLA necréticz d?fusa Negativo Descarte
39 sC SLA SLA Grau 1 Descarte
40 Autdlise

SC SLA evidente Negativo Descarte
4“1 MG SLA SLA NR Descarte
42 MG EP Grau 2 SLA NR Descarte
43 MG EP Grau2 SLA NR Descarte
44 MG Processame_nto 4 - uma tentativa, néo

NR NR NR houve crescimento
45 MG EPGrau4 EPgrau4 Grau4  Processamento 5 - Cepa isolada
46 MT Procesg,am%ntg 6-4 ter’1tativas,
NR NR NR contaminagao incontrolavel

47 MG EPGrau1 EPgrau3 NR Processamento 7 - em processamento
48 SP NR EP grau 3 NR Processamento 8 - em processamento

42



43



44



45



46



47



48



49



50



