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RESUMO

A 12 etapa do 1° projeto objetivou verificar se camundongos se infectam com fezes de suinos
inoculados com L. intracellularis. Camundongos (C1) ou (C2) foram expostos a fezes de suinos
infectados ou negativos, respectivamente. Os camundongos foram testados pela nested-PCR e
IHQ. A segunda etapa objetivou induzir contaminacéo de suinos com fezes de camundongos
inoculados com o agente. Foram expostos 12 suinos as fezes dos camundongos positivos (S1) e
dois a fezes negativas (S2). Os suinos foram testados pela sorologia, PCR e IHQ. A nested-PCR
dos C1 foi positiva em pelo menos uma coleta e trés C1 foram IHQ positivos. Onze suinos S1
foram positivos na PCR, nove soroconverteram e cinco foram positivos na IHQ. O segundo
projeto objetivou padronizar a técnica IPMC para deteccdo de anticorpos anti-L. intracellularis
em FO. Suinos foram separados em controle (T1) e inoculados com L. intracellularis (T2).
Amostras individuais e coletivas de FO e sangue foram coletadas, testadas pela IPMC para
detectar 1gG no soro e IgA e 1gG em FO. A maior porcentagem de animais positivos para IgA e
IgG no FO foi na 5% semana. A sensibilidade da IPMC foi de 84,62% para IgA e 88,46% para
IgG no FO e 100% no soro, com especificidade de 100%. Houve alta concordancia entre FO
individual e baias. Conclui-se que camundongos sdo capazes de se infectar e eliminar o agente
em quantidade suficiente para infectar suinos, e que FO possui potencial para ser utilizado como
alternativa ao soro na deteccéo de IgG anti-L. intracellularis.

Palavras chaves: Epidemiologia, fluido oral, ileite, EPS
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ABSTRACT

This thesis was divided in two studies. The first part of first study aimed to check if mice could
be infected by feces from L. intracellularis infected pigs. Thirty-four mice received feces of
experimentally infected pigs (C1) and 11 received feces from negative pigs (C2). Mice were test
by nested-PCR and immunohistochemistry (IHC). The second aimed to test if pigs could be
infected when exposed to infected mice. Twelve pigs received positive mice feces (S1), and 2
received negative mice feces (S2). Pigs were tested by serology, PCR and IHC. C1 mice were
nested-PCR positive at least one collection and 3 mice were IHC positive. Ten S1 were PCR
positive, 9 seroconverted and 5 were IHC positive. The second study aimed to investigate the
presence of IgA and IgG anti-L. intracellularis in oral fluid (OF) samples. Pigs were separate
into control (T1) and inoculated groups (T2). Blood and OF samples were collected from each
animal and pen. These samples were tested by immunoperoxidase monolayer assay (IPMA) for
detection IgG in serum and IgA and IgG in OF. The IPMA showed 84.62% of sensitivity in
detection of IgA, 88.46% in IgG in OF and 100% in serum, and specific was 100% in both
samples. There was high agreement between the individual and pen OF. In conclusion, this
thesis demonstrated that mice may be infect and eliminate the agent in sufficient quantity to
infect pigs. And, OF samples might be useful for profiling herds, but on farm experiments are
still pending.

Keywords: epidemiology, oral fluid, ileitis, proliferative enteropahy

INTRODUCAO
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Lawsonia intracellularis é o agente causador da enteropatia proliferativa, ja descrita em varias
espécies animais. Sua importancia como agente causador de perdas produtivas na producéo de
suinos em todo o mundo é bem conhecida. Em hamsters, assim como em suinos, a doenca é
bem estudada. Em equinos, é crescente o nimero de relatos e estudos da doenga em diferentes
paises (Pusterla e Gebhart, 2013).

A importancia dos animais assintomaticos, suinos e equinos, como fontes de infeccdo da L.
intracellularis para animais susceptiveis da mesma especia é bem conhecida (Guedes 2007b;
Pusterla et al., 2010), porém pouco se sabe sobre o papel de outros animais atuando como
possiveis vetores na transmissdo e mantenca do agente em granjas de suinos e haras.
Identificacdo de animais domésticos e silvestres positivos para a bactéria ja foi relatado, mas o
papel dessas espécies na epidemiologia da doenca ndo € esclarecido (Friedman et al., 2008;
Pusterla et al., 2008b; Collins et al., 2011).

A grande prevaléncia de casos subclinicos faz com que a enteropatia proliferativa suina (EPS)
passe despercebida, o que dificulta o diagnéstico de rebanhos infectados. Sendo assim,
pesquisas epidemioldgicas com coleta de fezes e/ou sangue, para a deteccéo de &cido nucléico
de L. intracellularis e anticorpos especificos contra este agente, respectivamente, sao realizadas
para o entendimento da cinética de infec¢do no rebanho e assim adotar medidas de controle da
doenca. A cinética de anticorpos anti-L. intracellularis no soro pés-infec¢do é bem caracterizada
(Guedes et al., 2002), mas, ndo se conhece o potencial da utilizacdo de fluidos orais como
amostra clinica alternativa para se inferir o mesmo.

O presente trabalho é constituido de trés capitulos. O capitulo 1 é uma revisao de literatura
sobre a L. intracellularis, e a dindmica de infeccdo em rebanhos de suinos. Além disto, aborda a
utilizacdo de amostras de fluido oral para o diagndstico de diferentes agentes etiol6gicos para
suinos e seus anticorpos especificos, como alternativa ao soro sanguineo.

O capitulo 2 tem como objetivo avaliar se camundongos podem atuar como vetores biol6gicos
na transmissdo de L. intracellularis para suinos. A primeira parte deste capitulo descreve a
pesquisa de L. intracellularis em roedores em granjas. As se¢fes 2 e 3 descrevem a parte
experimental a qual objetiva provar a transmissdo da bactéria entre suinos e camundongos
experimentalmente inoculados.

No capitulo 3 é descrito um estudo de detec¢do de anticorpos anti-L. intracellularis (IgA e 1gG)
em amostras de fluido oral de suinos experimentalmente infectados, comparando com a
sorologia, utilizando a técnica soroldgica de imunoperoxidase em monocamada de célula
(IPMC).

Devido aos crescentes relatos de casos da doenca causada pela L. intracellularis e a deteccao de
seu DNA em diferentes espécies animais, foram acrescentadas em anexo dois relatos de
deteccdo da L. intracellularis em outras duas espécies animais. Anexo 1 descreve a ocorréncia
de enteropatia proliferativa equina em um haras brasileiro na regido Centro Oeste do Brasil,
abordando aspectos epidemioldgicos, diagndstico e tratamento. O anexo 2 relata a detecgdo do
DNA de L. intracellularis através de nested-PCR em amostras de fezes de cdes com histérico de
diarreia na regido metropolitana de Belo Horizonte, MG.

14



HIPOTESES

Camundongos sdo capazes de se infectar com cepas de Lawsonia intracellularis e eliminar
guantidade suficiente de bactéria para infectar suinos sucetiveis.

Amostras de fluido oral de suinos contém anticorpos especificos IgA e IgG anti-L.
intracellularis detectaveis em técnicas sorolégicas.

OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi provar a transmissdo fecal-oral de cepas suinas de L.
intracellularis entre suinos e camundongos e demonstrar a potencial importancia de roedores na
epidemiologia da enteropatia proliferativa suina. Em adi¢do, padronizar uma técnica de
diagnostico de anticorpos anti-L. intracellularis em amostras de fluido oral de suinos, para que
seja uma ferramenta a mais no entendimento da cinética de infeccdo do agente em rebanhos
suinos.

15



CAPITULO 1

Revisao bibliografica

1.1. Lawsonia intracellularis e patogénese

O agente etiolégico da enteropatia proliferativa (EP) é uma bactéria intracelular obrigatoria
(McOrist et al., 1995a), agente esse encontrado em diversas espécies de animais. As primeiras
associagdes de uma bactéria como agente causador da EP em hamsters e suinos, ocorreram nas
décadas de 70 e 80 (Rowland e Lawson, 1974). Inicialmente, esta bactéria foi denominada como
organismo semelhante a Campylobacter (Campylobacter-like organism), porém estudos
antigénicos e moleculares com Campylobacter sp. e Campylobacter-like organism demostraram
que essas bactérias ndo pertenciam ao mesmo género (Fox e Lawson, 1988; McOrrist et al.,1989;
McOrist et al.,1990). Com base em estudos fenotipico e genotipico posteriores (Gebhart et al.,
1991; 1993; Fox et al.,, 1994) e de um isolado de suino concluiu-se que as bactérias
anteriormente denominadas Campylobacter-like organism pertenciam a um género e espécie
anteriormente ndo descritos e para as quais foi proposto o0 nome de Lawsonia intracellularis
(McOrist et al., 1995b). Desta forma, L. intracellularis foi caracterizada como sendo um bacilo
curvo, Gram-negativo, ndo formador de esporos, que mede 1,25-1,75 um de comprimento e
0,25-0,50 um de didmetro, com crescimento intracelular obrigatorio, que pertence a familia
Desulfovibrionaceae. Na microscopia eletronica, esta bactéria apresenta parede trilaminar e
flagelo longo unipolar, visualizado em bactérias extracelulares em cultivos celulares (Gebhart et
al., 1993; McOrist et al, 1995a; Lawson e Gebhart, 2000). In vivo estd localizada livre no
citoplasma apical de enterocios infectados, associada a ribossomos. Por ser uma bactéria
intracelular obrigatéria e microaerofila, a L. intracellularis necessita de cultivo celular e
ambiente adequado para seu crescimento (Lawson et al.,1993; Vannucci et al., 2012c).

In vivo, Boutrup e colaboradores (2010) detectaram bactérias individuais em enterdcitos no
apice de vilosidades nas primeiras 12 horas pés-inoculagdo, com aumento da infec¢do aos cinco
dias. Outros trabalhos detectaram a bactéria precocemente em enterdcitos em segmento aboral
do jejuno e ileo 3 a 5 dias apo6s infeccdo (Maclntyre et al., 2003; Guedes e Gebhart, 2004). Os
provaveis fatores de patogenicidade nessa fase de colonizacdo, detectados em andlise funcional
do genoma da L. intracellularis, foram a presenca do sistema glutamato descarboxilase (GAD) e
operon FoF;-ATPase, que podem ser cruciais na mantenca da bactéria em ambiente estressante
(pH baixo) ou competitivo (Vannucci et al., 2013a). Além da presenca de um flagelo polar
(Lawson e Gebhart, 2000; Vannucci et al., 2013a).

Muitos aspectos relacionados a capacidade de entrada da bactéria nas células em cultivo e em
enterécitos ainda ndo estdo elucidados. Entretanto, had evidencias que o processo de
internalizacdo da bactéria depende da atividade da célula hospedeira, visto que internalizacéo de
bactérias mortas em cultivo celular foi relatada (Lawson et al., 1995). Outro fator que pode estar
relacionado a esse processo é a expressdo do sistema de secregdo do tipo trés (Alberdi et al.,
2009).

A multiplicacdo da L. intracellularis ocorre através de fissdo binaria livre no citoplasma de
enterocitos e em células em cultivo (Lawson et al., 1993; McOrist et al., 1995a). Trés horas pos-
infeccdo a bactéria ja se encontra livre no citoplasma celular, permanecendo por curto periodo
no vacuolo formado apds sua entrada na célula (McOrist et al., 1995a). Estudos transcricionais e
baseados em microarranjos detectaram, in vivo e in vitro, fatores que podem favorecer a
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permanéncia da bactéria no interior da célula hospedeira. Alguns sdo relacionados ao escape do
endossomo e translocagdo de fatores de viruléncia no citoplasma celular como a llha de
Patogenicidade 2 da Salmonella (SPI -2) (Vannucci, et al., 2013c). Avaliacdo do perfil de
transcricdo de L. intracellularis in vitro e in vivo revelaram niveis elevados de expressdo de um
sofisticado mecanismo de protecdo oxidativo que envolve o Cu-Zn superoxido dismutase
(sodC), operon rubrerythrin-rubredoxin (rubY-rubA) e dioxigenases. Esses mecanismos
juntamente com a codificacdo do gene da ATP/ADP translocase sugerem que L. intracellularis
é capaz de superar o0 estresse oxidativo enquanto utiliza energia da célula hospedeira (Vannucci
e Gebhart, 2014). Sugere-se que a multiplicacdo bacteriana intracelular requer atividade de
divisdo celular para se multiplicar (Lawson et al., 1995; McOrist et al., 1996). Estudos in vitro e
in vivo demonstraram altera¢des na transcricdo de genes relacionados ao ciclo celular (Oh et al.,
2010; Jacobson et al., 2011; Vannucci et al., 2013a), com ativacéo significativa de transcricdo
do DNA , biossintese de proteina e de genes que atuam na fase G1 do ciclo celular (Vannucci et
al., 2013c).

Em estudo com hamsters foi observado que ha uma baixa significativa na absorcao de glicose e
eletrélitos (K™ e CI") em animais infectados com L. intracellularis (Vannucci et al., 2010). Mais
tarde, através de estudos moleculares foi observada a repressdo de transportadores de membrana
relacionados com a digestdo e aquisicdo de nutrientes (Jacobson et al., 2011; Vannucci et al.,
2013c; Smith et al., 2014). A reducéo na absor¢do de nutrientes indica que a L. intracellularis é
capaz de afetar a diferenciacdo de enterocitos infectados e, por sua vez, o aumento de células
imaturas nas criptas aumenta a secre¢do de eletrdlitos para o limen intestinal. Esse excesso de
eletrolitos, juntamente com a presenca de solutos ndo absorvidos na luz intestinal que
osmoticamente retém agua, resultam em diarreia osmética de ma absorcdo (Vannucci et al.,
2010; Smith et al., 2014; Vannucci e Gebhart, 2014).

Com propositos clinicos e, principalmente para estudos epidemiolégicos da EP, a classificagéo
L. intracellularis através de métodos moleculares pode permitir maior precisdo na determinagéo
das fontes de transmissdo. O agente intracelular da EP, encontrado nas diferentes espécies
animais, € morfologicamente idéntico e antigenicamente semelhante (Lawson et al., 1985; Fox e
Lawson 1988; Schoeb et al. 1990; Drolet et al., 1996; Williams et al., 1996). Anélises de
sequéncia do rDNA 16S completo demonstraram que o agente intracelular causal de EP em
furdo, hamster, veados e avestruzes naturalmente infectados é idéntica ao agente em suinos
(Cooper et al., 1997a). Ndo sendo entdo possivel a diferenciacdo entre cepas por esses métodos.
Para isso, algumas técnicas baseadas em PCR como repetitive-polymerase chain reation (Rep-
PCR) e Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) e Variable Numbers of Tandem
Repeats (VNTRs) tém sido descritas (Beckler et al., 2004ab). Diferente das outras duas
técnicas, 0 PCR baseado em VNTRs ndo requer o cultivo puro da L. intracellularis e nem outras
técnicas moleculares além do PCR, sendo estavel em diferentes procedimentos laboratoriais
(Beckler et al., 2004ab). Os VNTRs sdo sequéncias do DNA que se repetem aleatoriamente, e
possuem alto nivel de polimorfismo entre procariotos, e podem ser empregadas para identificar
cepas e pesquisar a existéncia de vinculo genético entre elas, diferenciando isolados obtidos de
diferentes espécies animais, localizacdes geogréaficas e surtos de campo (Beckler et al., 2004ab;
Gebhart, 2006).

Os perfis do VNTR de L. intracellularis demonstram utilidade como marcadores de cepas, pois
a bactéria detectada em surtos de EP epidemiologicamente ndo relacionados apresentaram perfis
de VNTR distintos. Estes dados sdo consistentes com a hipétese de que ha diferencas genéticas
bem definidas no loci VNTR em L. intracellularis recuperados a partir de fontes clinicas. Em

17


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lawson%20GH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3285095

contraste, amostras de fezes positivas dos mesmos surtos, tanto em suinos como em equinos,
compartilharam perfis de VNTR idénticos. Sendo assim, é provavel que o VNTR seja de
utilidade consideravel na analise de diferenciacdo epidemioldgica de surtos de L. intracellularis
(Beckler et al., 2004ab, Nogradi et al., 2012).

Em estudo comparativo de sequencias genémicas de L. intracellularis detectadas em equinos e
suinos demonstrou uma ilha genémica profago associada presente especificamente em L.
intracellularis patogénica de suinos. Essa diferenca genética também pode ser uma possivel
forma molecular de marcar e determinar a origem das espécies e isolados bacterianos para tracar
a histéria evolutiva relacionada com as espécies hospedeiras em infec¢Bes L. intracellularis
(Vannucci et al., 2013a).

1.2. Modelos experimentais para avaliagdo da doenca

Estudos experimentais da EPS tém sido mais realizados na especie suina (Guedes e Gebhart
2003ab). Entre os animais de laboratério, hamsters sdo conhecidos por serem naturalmente e
experimentalmente infectados pelo agente. Por ser um animal susceptivel ao agente do suino,
hamsters foram, portanto, também utilizados como um modelo animal para estudos de EPS. A
infeccdo nesses animais, assim como em suinos, é produzida através da inoculagdo utilizando
homogeneizado de mucosa de intestino de suinos doentes ou cultivo bacteriano (McOrist et al.
1989; Vannucci et al. 2010). Para cepas de L. intracellularis de equinos, hamsters néo
apresentaram a mesma susceptibilidade dos coelhos (Sampieri et al., 2013). Assim como
coelhos inoculados com cepas suinas da bactéria ndo apresentaram a mesma susceptibilidade
(Sampieri et al., 2013). Esses achados demonstram que diferentes cepas de L. intracellularis
podem ter especificidade em relagdo aos hospedeiros assim como a hospedeiros secundarios.
Alguns pesquisadores tentaram infectar outros roedores como ratos e camundongos e obtiveram
resultados variaveis de acordo com a linhagem estudada (Collins et al. 1999, Murakata et al.
2008, Collins et al. 2011, Viott et al. 2013).

1.3. Enteropatia proliferativa em suinos

1.3.1. Aspectos clinicos e patol6gicos

A enteropatia proliferativa em suinos (EPS) possui trés formas de apresentacdo clinica, a aguda,
a cronica e a subclinica. A forma aguda é caracterizada por diarreia hemorragica e morte em
animais de reposicao e suinos proximos a idade de abate. A forma cronica caracteriza-se por
reducdo no ganho de peso, diminuigdo do crescimento e desuniformidade em lotes de animais
da mesma idade e diarreia transitéria que acomete animais de faixa etaria de 6 a 20 semanas. A
forma subclinica é assintomatica e induz desempenho reduzido nos animais (Guedes, 2007b). A
identificacdo de animais em crescimento com a forma cronica da EPS ¢é dificil, mas animais
com diarreia evidente sdo os candidatos mais provaveis para a identificacdo de lesdes
macroscépicas (Guedes, 2007b).

As lesbes de EPS séo observadas com maior frequéncia no terco final do intestino delgado e
inicio do ceco (Guedes e Gebhart 2003). As lesdes caracteristicas sdo edema de mesentério
préximo a insercdo com a alga intestinal lesada, serosa intestinal com aspecto cerebroide, parede
intestinal espessada e a mucosa com pregas bem evidentes (Guedes, 2007b) (Figura 1-A). Na
forma aguda, observam-se lesdes intestinais caracteristicas, porém com contetdo fibrino-
hemorrégico preenchendo o Iimen intestinal (Guedes et al., 2002a; Franca et al., 2010). As
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lesbes macroscopicas podem ser inicialmente observadas aos 11 dias pos-inoculagdo (Guedes e
Gebhart, 2004) com regressdo progressiva sem visualizacdo de lesdo na 13° semana pds-
inoculacéo (Guedes e Gebhart, 2003b).

Todas as formas possuem as mesmas caracteristicas histopatolégicas, em graus variados.
Histologicamente caracteriza-se pela proliferagdo de células epiteliais imaturas das criptas com
elevado indice mitético e a redugdo intensa do nimero de células caliciformes nas criptas
afetadas (Lawson e Gebhart, 2000). Os animais com a forma subclinica, apesar de nao
apresentarem diarreia ou lesGes macroscopicas, apresentam lesdo histologica discreta (Guedes,
2007a, Paradis et al., 2007). A hiperplasia de cripta em suinos é inicialmente observada aos sete
dias pos-inoculagdo (Maclintyre et al., 2003) e marcagdes pela imuno-histoquimica (IHQ)
(Figura 1-B) séo observadas a partir de trés dias pos-inoculagcdo e aumentam de acordo com o
grau hiperplasia de criptas (Maclntyre et al., 2003). A resolucdo das lesdes inicia-se a partir da
terceira semana pdés-inoculacdo (Maclntyre et al., 2003), sem evidencias da doenca na 13°
semana apos a inoculagdo (Guedes e Gebhart, 2003a). Com a resolucdo da infeccdo ha a
observacdo de marcacdo pela IHQ somente em células mononucleares na lamina propria
(Guedes e Gebhart, 2003a).

/

Figura 1: Lesdo macroscépica de Enteropatia Proliferativa suina (EPS) e imuno-histoquimica
(IHQ) de L. intracellularis. A — Segmento de ileo de suino com espessamento de mucosa e diminuicéo
da luz intestinal (seta) e pregas espessas e evidentes. B L. intracellularisL. Intracellularis -
Fotomicrografia do ileo mostrando na figura A. Hiperplasia de criptas associada a marcacdo positiva
(marcacdo granular vermelha) para L. intracellularis no citoplasma apical de enterdcitos. Imuno-
histoquimica utilizando método de biotina-estreptovidina, com anticorpo policlonal anti-L. intracellularis
e revelagdo com AEC).

1.3.2 Aspectos epidemioldgicos

A infecgdo de suinos ocorre por via fecal-oral (Lawson e Gebhart, 2000) sendo que a principal
fonte de contaminagdo sdo animais que apresentam a forma subclinica da doenga. A presenca da
bactéria nas fezes é observada na primeira semana ap0s a inoculacdo dos animais e ocorre de
forma intermitente até 12 semanas (Guedes e Gebhart, 2003a; Guedes et al., 2002a), com picos
entre 14 e 28 dpi, com excrecdo entre 10" a 10° L. intracellularis por grama de fezes (Smith e
McOrist, 1997; Vannucci et al., 2012). Doses menores entre 10° a 10° L. intracellularis sdo
suficientes para infectar suinos susceptiveis (Collins et al., 2001; Collins e Love, 2007).
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Apbs a eliminacdo, a bactéria pode sobreviver nas fezes por um periodo de até duas semanas em
temperatura ambiente (Collins et al., 2000). Com base nesses dados é possivel observar que a L.
intracellularis é eliminada em grande quantidade e por um longo periodo nas fezes de suinos
infectados, além de resistir por certo tempo no meio ambiente e ndo necessitar de uma dose
infectante elevada. Por esses motivos, estudos soroldgicos de prevaléncia da enfermidade vém
mostrando indices entre 30 e 95% de rebanhos positivos em diferentes paises (Lawson e
Gebhart, 2000; Marsteller et al., 2003; Paradis et al., 2007).

Fatores relacionados ao manejo de animais e instalagdes, como manejo “todos dentro todos
fora”, limpeza e desinfeccdo, instalagdes antigas, tipo de piso, tipo de produgao, fluxo de suinos
na granja e entre granjas, mistura de lotes, nimero de matrizes, concentracdo elevada de
animais, grande numero de multiparas, uso de antimicrobianos e vacina, sdo fatores que podem
contribuir para a diferenca de prevaléncia de L. intracellularis em rebanhos de suinos
(Bronsvoort et al., 2001; Corzo et al., 2005; Kroll et al., 2005; Paradis et al., 2007).

A transmissdo indireta da L. intracellularis ndo é bem conhecida, mas a disseminacdo do agente
em espagos curtos, como entre baias na mesma sala, ja foi documentada (Jordan te al. 2004).
Essa constatacdo que sugere o papel de fomites na disseminacdo da bactéria para animais
susceptiveis, assim como baias e equipamentos sujos com fezes podem manter um ciclo
continuo de infecgdo em animais recentemente alojados (Collins et al., 2000).

A ocorréncia de surtos de EPS em granjas nunca antes povoadas e que receberam animais de
reposicdo de granjas sem histdrico clinico da doenca também ja foi relatada (Guedes et al.,
2002a). O mesmo foi detectado em um haras, no qual houve a entrada do agente sem a
introdugdo de novos cavalos, nem o contato com suinos (Lavoie et al., 2000). Desta forma,
surgiram suspeitas com relacdo a possivel existéncia de vetores biolégicos ou mecéanicos
capazes de carrear a L. intracellularis.

O DNA da bactéria j& foi detectado em vérias espécies de animais silvestres e domésticas
(Pusterla et al., 2008; 2012). Em granjas de suinos positivas para o agente ja foram detectados
roedores silvestres positivos para 0 DNA da L. intracellularis (Friedman et al., 2008; Collins et
al., 2011; Backhans et al., 2013). Ratos capturados em granjas sdo capazes de eliminar em
média 10°~10° organismos/g fezes (Collins et al., 2011). Considerando as doses infectantes para
suinos, sugere-se que seria suficiente apenas um grama de fezes dos roedores para suinos
susceptiveis se infectarem. A susceptibilidade de camundongos a cepas suinas de L.
intracellularis ja foram testadas, com evidente infecgdo dos mesmos, porém sem apresentacdo
clinica evidente e com diferenca na susceptibilidade entre as diferentes linhagens (Collins et al.,
1999; Smith et al., 2000; Fortier et al., 2005; Go et al., 2005; Murakata et al., 2008; Viott et al.,
2013).

Outras espécies associadas a granjas de suinos e haras, como, marsupiais, coelhos, coiotes e
gatos selvagens foram positivas para a presenca do DNA de L. intracellularis nas fezes
(Friedman et al., 2008; Pusterla et al., 2008b; Collins et al., 2011; Pusterla et al., 2012;
Backhans et al., 2013). Todavia, a epidemiologia do agente nesses animais e o papel desses
animais na epidemiologia da doenga em suinos ndo esta bem esclarecida.

Ha na literatura trabalhos que relatam casos naturais de EP em duas espécies de aves, avestruz
(Cooper et al., 1997ab) e emu (Lemarchand et al., 1997), ambas com lesdes histoldgicas
caracteristicas da infeccdo pela L. intracellularis, confirmada pela coloracdo pela prata. Esses
casos sugerem a susceptibilidade de aves ao agente, porém ndo houve infeccdo de galinhas
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(Collins et al., 1999) ou pardais (Viott et al., 2013) inoculados com cultura pura de cepas de L.
intracellularis isoladas de suino. Esses resultados indicam que essas aves ndo sdo susceptiveis a
infeccdo por L. intracellularis suina e, consequentemente, ndo apresentam papel epidemioldgico
significativo na EPS como reservatério para o agente (Collins et al., 1999; McOrist et al., 2003;
Viott et al., 2013).

1.3.3. Soroperfil e soroprevaléncia

A maior prevaléncia de rebanhos suinos positivos para a L. intracellularis foi encontrada na
Austrélia, onde 100% dos rebanhos estudados foram positivos (Holyoake et al., 2010). Na
Alemanha detectou-se a menor porcentagem de rebanhos positivos (33,7% - 403/826) na
sorologia, com maior prevaléncia de anticorpos em marrds e matrizes (71,8% e 74,4%,
respectivamente), seguida de animais em terminacéo (60,4%) (Wendt et al., 2004).

Pesquisa realizada na Dinamarca através de PCR encontrou 93,7% (74/79) de rebanhos
positivos (Stege et al., 2000). Na Russia, 86,5% das propriedades pesquisadas foram positivas
na sorologia (Kukushkin e Okovytaya, 2012), e na Suécia, a porcentagem foi de 48% (50/105)
(Lofstedt et al., 2004). No Japéo, cerca de 94% dos rebanhos sdo positivos (McOrist, 2005b) e
na China a soroprevaléncia foi de 57% (Wu et al., 2014).

Em uma regido do Canada, Paradis et al. (2007) encontraram, na sorologia, 91,7% de
prevaléncia em rebanhos de ciclo completo, 50% em rebanhos de terminagdo e 16,7% em
rebanhos com sitios separados. No mesmo pais, em outra regido, esse resultado foi de 87.5% em
granjas com ciclo completo e 95.5% em propriedades terminadoras. Em Quebec, 100% dos
rebanhos apresentaram-se positivos (Paradis et al., 2007).

Nos EUA, Marsteller et al. (2003) encontraram 75% de prevaléncia em rebanhos suinos de
terminacdo e 78% em rebanhos de reproducéo, através da sorologia. Bronsvoort et al. (2001)
observaram que de 184 rebanhos avaliados, 48,9% das unidades reprodutivas foram
soropositivos para L. intracellularis, enquanto unidades de recria e terminagdo apresentaram
66,9% de soropositividade.

Assim como em diferentes paises, no Brasil a prevaléncia da EPS varia. Em levantamento
sorolégico da EPS suina em rebanhos de Minas Gerais, 105 das 109 granjas amostradas
(96,33%) foram positivas na sorologia (Ristow et al., 2001). Em outro estudo no mesmo estado,
utilizando a técnica de PCR, Viott e colaboradores (2013a) encontraram 50% das granjas
positivas (23/46) para L. intracellularis isoladamente ou em associagdo com outros
enteropatdgenos.

Moreno et al. (1999) encontraram 40,5% de rebanhos positivos na PCR de um total de 148
granjas estudadas. Em estudo posterior, Moreno et al. (2002) encontraram 30% de rebanhos
positivos, por meio de PCR de fezes provenientes de Sao Paulo, Santa Catarina, Minas Gerais,
Mato 11 Grosso do Sul, Goiés, Rio de Janeiro, Pernambuco, Ceara e Distrito Federal. Foram
analisadas amostras de 207 rebanhos.

A prevaléncia da EPS encontrada em animais com lesdo de EPS na linha de abate foi de 3%
(20/663 amostras) no Rio Grande do Sul (Faccini et al., 2005) e de 16,87% (123/735)
apresentaram lesdes compativeis com a EPS, mas somente trés com marcacdo positiva a IHQ,
no estado de Mato Grosso (Alberton et al., 2011). A baixa prevaléncia encontrada pode ser
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devido ao tempo de resolucdo das lesGes e/ou caracteristicas da suinocultura industrial,
respectivamente em cada estudo. (Faccini et al., 2005; Alberton et al., 2011).

A resposta imune humoral, IgG especifica, é detectada inicialmente em animais
experimentalmente inoculados duas a trés semanas ap6s a exposicdo a bactéria (Guedes e
Gebhart, 2003b; Vannucci et al., 2012b; 2013b) e pode se estender até 13 semanas (Guedes e
Gebhart, 2003b). Em pesquisa a campo, o intervalo entre a primeira detec¢do do agente em PCR
e a soroconversdo pode ser de 2 a 8 semanas (Hammer, 2004) e esta correlacionada com a
pressdo de infeccdo, pois a resposta imune contra o agente € dose dependente (Collins et al.,
2001; Guedes e Gebhart 2003a; Nogueira et al., 2013). Fatores como tipo de manejo, fluxo de
suino, uso de antimicrobianos e vacina, e tipo de piso interferem na dindmica de soroconversao
no campo (Collins et al., 2001; Stege et al., 2004).

Leitdes apOs o desmame podem permanecer soropositivos até a quinta semana de idade,
sugerindo a passagem passiva de anticorpos da fémea para o leitdo (Guedes et al., 2002a; Stege
et al., 2004). Com a queda do titulo de anticorpos maternos, entre a 5° e 7° abre uma janela
imunoldgica, onde ocorre a infeccdo dos animais suscetiveis, com aumento da eliminagéo de L.
intracellulares, com picos de animais eliminando o agente na 13%e 16 semanas de idade. Com
isso, ha inicio da soroconversdo, IgG especifica, em torno da 16* semana, com permanéncia
soropositividade até a 22 semana de idade (Figura 2) (Guedes et al., 2002a).

A protecdo de mucosa através de IgA desempenha um papel relevante na protecdo contra L.
intracellularis. Imunoglobulina IgA presente no leite das porca restringe a janela de
oportunidade da transmissdo fecal/oral entre os leites (Collins et al., 2001). Em suinos
inoculados, a deteccdo de IgA anti-L. intracellularis na luz intestinal na regido do ileo inicia aos
15 dias pds-inoculacdo e perdura por 29 dias, com titulos que variam de 1:4 a 1:64 (Guedes e
Gebhart, 2004; 2010). No soro, a deteccao de IgA especifica é dose dependente e inicia a partir
do 7° dpi (<1:20), com aumento significativo do titulo aos 21 dias pos inoculagdo (1:120)
(Nogueira et al., 2013).

1.3.4. Diagndstico

Casos agudos e cronicos de EPS podem ser facilmente diagnosticados pela necropsia, mas o
exame histopatoldgico complementar é normalmente necessério para confirmacdo do
diagndstico. Casos severos de EPS sdo prontamente diagnosticados com o uso da coloragdo
histolégica de rotina. Entretanto, para visualizacdo da bactéria no citoplasma de enterdcitos,
aumentando a sensibilidade do diagndstico, coloracfes especiais sdo necessarias, como a
coloracdo pela prata (Warthin Starry) (Driemeier et al., 2002), e a técnica de imuno-
histoquimica, que apresenta sensibilidade claramente superior as demais coloragdes (Guedes et
al., 2002b). Os exames anatomopatoldgicos dependem da ocorréncia de casos clinicos da
doenca e a morte de animais. Porém, ha grande prevaléncia de casos subclinicos de EPS que
passam despercebidos pelo produtor e dificulta assim o diagnostico da doenca a campo (Kroll et
al., 2005).
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Figura 2: Cinética de detec¢do de anticorpos anti-L. intracellularis em uma granja de suinos. As
barras em preto ilustram o numero de animais soro positivos com titulos de 1:30 e em branco titulos de
1:60, na imunoperoxidase em monocamada de célula (IPMC). As barras em vermelho ilustram o numero
de animais positivos na PCR para L. intracellularis nas fezes. Fonte modificada de Guedes et al., (2002a).

Diferente de outras bactérias enteropatogénicas para suinos, como Brachyspira hyodysenteriae,
B. pilosicoli e Salmonella sp. (Fellstrém et al., 2001; Viotti et al., 2013), o diagnostico da EPS
através do isolamento do agente ndo € realizado, pois a L. intracellularis € uma bactéria
intracelular obrigatéria e microaerdfila, e necessita de cultivo celular e ambiente adequado para
seu crescimento (Lawson et al.,1993; Vannucci et al., 2012c¢). O isolamento priméario é
laborioso, e apesar do método convencional para isolamento e cultivo do agente em
monocamanda de célula ser bem estabelecido, esse utiliza varios requisitos como antibi6ticos e
misturas de gases (Lawson et al.,1993; Guedes et al., 2003b). Com isso, 0 custo destes
requisitos tem limitado a manutencdo deste microrganismo in vitro. Além disso, uma vez que
esta doenca foi relatada pela primeira vez, houve apenas poucos isolados de L. intracellularis
cultivados em todo o mundo (Vannucci et al., 2012c).

Existem duas formas de diagnosticar EPS em animais vivos: sorologia e PCR em amostras
fecais (Guedes et al., 2002b). A técnica de PCR, que é extremamente especifica, apresenta
limitagcbes quanto a sensibilidade em amostras de fezes, devido a inibidores presentes nas
mesmas, além de detectar apenas animais que estdo eliminando o agente naquele momento. A
sorologia ¢ uma ferramenta utilizada para tracar o soroperfil da doenca nos rebanhos e
determinar histérico de exposi¢cdo dos animais a bactéria (Guedes et al., 2004). Testes
sorolégicos, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), a imunoperoxidase em
monocamada de células (IPMC) e imunofluorescéncia indireta em placa, sdo utilizados para
determinacdo de perfil sorolégico do rebanho e compreensao da cinética de infeccdo (Guedes et
al., 2002b; Kroll et al., 2005). Com essas informacGes, pode-se definir programas
medicamentosos ou uso da vacina para o controle da enteropatia no rebanho (Guedes et al.,
2002a).
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Uso de antimicrobianos e vacina sdo os dois métodos de controle da EPS. A vacina presente no
mercado é viva atenuada (Enterisol® lleitis - Boehringer Ingelheim Vetmedica) (Walter et al.,
2004), aprovada e comercialmente disponivel, porém ainda pouco utilizada nos rebanhos
brasileiros. A administracdo de antimicrobianos para tratamento de EPS vem sendo utilizada em
rebanhos com a forma crénica da EPS, nos quais a taxa de mortalidade é minima, mas com
impacto significativo no desempenho, com objetivo principal de melhorar os indices produtivos.
Em casos de granjas com a forma aguda/hemorragica da EPS, o objetivo do tratamento é
minimizar as mortes e reduzir as chances de ocorréncia da doenca em lotes subsequentes
(Lawson e Gebhart, 2000; Franca e Guedes, 2008).

1.4. Técnicas de detecgdo de agentes e anticorpos através de fluido oral

A resposta imune humoral é dependente da dose infectante, esquema de medica¢do entre outros
fatores, o que faz com que cada granja tenha um soroperfil particular (Collins et al, 2001;
Hammer, 2004). Com isso, testes soroldgicos para determinacdo de soroperfil de rebanhos e
compreensdo da cinética de infecgdo vém sendo utilizados como ferramenta para definicdo do
programa medicamentoso e/ou uso da vacina para o controle de enteropatia no rebanho (Walter
et al., 2004). Tradicionalmente, a amostra clinica utilizada nos testes de diagnésticos para
monitorias de rebanho é o soro sanguineo.

O fluido oral (FO) é o liquido presente na cavidade oral, resultante da combinacdo da saliva,
transudado da mucosa oral e restos de alimentos. A saliva é produzida pelas glandulas salivares,
ja o transudado entra na cavidade oral através dos capilares da mucosa. Além disso, o fluido oral
contém agentes patogénicos e anticorpos originados do soro ou produzidos nos tecidos
associados a cavidade bucal (Prickett et al., 2008a).

A facilidade na coleta, custos baixos no processamento de amostras, aumento do nimero de
animais amostrados comparado com amostras de soro e menos estresse na coleta sdo fatores que
fazem com que testes baseados em amostras de FO sejam cada vez mais realizados na vigilancia
de doencas infecciosas e para estudos epidemiol6gicos em medicina veterinaria (Prickett e
Zimmerman, 2011).

Ha& estudos utilizando amostras de FO em diversas espécies animais (Pricket et al., 2011) para a
deteccdo de agentes e anticorpos especificos contra os mesmos, além de antibioticos (Pricket et
al., 2011; Orug et al., 2013). Em suinos, amostras de FO vém sendo utilizadas para estudos
epidemioldgicos em granjas, principalmente para a deteccdo de agentes infecciosos e anticorpos
especificos contra os mesmos (Tabela 1 e 2). Na tentaviva de detectar L. intracellularis em
amostras de FO, dois trabalhos apresentaram amostras positivas para o agente (Frana et al.,
2014; Strobel et al., 2014).

A maioria ou quase a totalidade dos estudos realizados até hoje com suinos utilizaram como
material de coleta cordas de algoddo (Tabela 1 e 2). Porém, dois trabalhos demonstraram uma
melhor resposta na deteccéo de IgA total e especifica em cordas com materiais sintéticos (nylon,
poliamida e poliéster) (Olsen et al., 2013a; Decorte et al., 2014). Para a detec¢do de 1gG no
estudo de Olsen e colaboradores (2013a) ndo foi encontrada essa diferenca entre materiais,
diferente de Decorte et al. (2014) que observaram uma melhor resposta em cordas de algoddo.
Para a detecgdo de IgM hé& uma baixa na concentracdo quando coletado com cordas de algodao.
Ja para a deteccdo de agentes através da PCR em transcriptase reversa (RT-PCR), houve uma
melhor detecgdo com alta correlagdo entre os resultados, para a deteccdo do virus da PRRS,
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entre soro e amostras de FO coletados com cordas de algodao (Kittawornrat et al., 2010; Olsen
et al., 2013b).

As coletas sdo em sua grande maioria realizadas em baias, com 0 acesso de todos 0s animais ao
material de coleta (Prickett e Zimmerman, 2011). Porém, o uso efetivo de FO em pool
(coletivo) na vigilancia de doencas exige que as amostras sejam representativas do grupo. Sendo
assim, o tempo que a corda fica exposta e a interagdo dos animais com a mesma também pode
interferir nos resultados de deteccdo de agente e anticorpos. A maioria dos estudos utilizam a
permanéncia da corda por 30 minutos (Prickett et al., 2008a, 2011), porém em alguns casos essa
tempo ndo € suficiente para que uma parcela de animais entre em contato com a mesma. A
presenca de um animal treinado a interagir com a corda faz reduzir o tempo necessario para a
interacdo, (White et al., 2014) ja em baias sem animais treinados esse tempo passa para em
média 60 minutos (Seddon et al., 2012; White et al., 2014).

Anticorpos permanecem estveis em amostras de fluido oral em suinos por periodo
indeterminado desde que as amostras sejam armazenadas a 4 °C ou congeladas a -20 °C
(Prickett et al., 2010; Decorte et al., 2013; Jones e Muehlhauser, 2014). Temperaturas mais
elevadas provocam diminuicdo dos titulos detectaveis (Prickett et al., 2010). Tratamentos com
estabilizantes ou antimicrobianos também ndo proporcionam melhorias na estabilidade de RNA
viral e anticorpos (Prickett et al., 2010; Decorte et al., 2013; Jones e Muehlhauser, 2014).

Estudos demonstraram que a concentracao de IgA total em amostras de fluido oral de suinos é
superior as de IgM e IgG, e que as trés concentragdes sdo dependentes da satde do animal.
Animais doentes possuem concentragdo maior de imunoglobulinas totais em FO comparado a
animais saudaveis, com destaque a IgG, a qual aumenta significativamente dentre as demais
imunoglobulinas (Escribano et al., 2012). E, como demonstrado em alguns trabalhos, a cinética
de anticorpos em fluido oral é proporcional a cinética de anticorpos no soro (Pacheco et al.,
2010; Prickett e Zimmerman, 2011; Panyasing et al. 2013; 2014), com picos de anticorpos
coincidindo em ambas as amostras (Pricket et al., 2011; Kittawornrat et al., 2013; Ouyang et al.,
2013).

Em coletas de FO em baias experimentais e a campo, foi observado que as imunoglobulinas
IgM, IgA e IgG anti-PRRSV foram prontamente detectadas em populagdes em que a infeccao
foi sincronizada entre todos os individuos, ou seja, amostras experimentais, no entanto, ndo foi
0 caso em amostras de campo. A razdo para a diferenca entre as amostras é desconhecida, mas
os autores sugerem que a falta de sincronia na propagacdo da infeccdo do virus no campo
resultou em animais em diferentes fases de resposta humoral. Consequentemente, IgM e IgA de
suinos em fases iniciais da infeccdo teriam sido diluidas por FO de animais que nédo secretavam
esses isotipos. Em contraste, a IgG foi prontamente detectada em niveis de padroes de referéncia
para diagnésticos por um periodo prolongado, tanto em amostras experimentais quanto de
campo (Kittawornrat et al., 2012a).

Em um estudo padronizando a técnica de ELISA comercial para a detec¢do de anticorpo 1gG
anti-PRRSV em FO foram obtidas sensibilidade e especificidade de 94,7% e 100%,
respectivamente (Kittawornrat et al., 2012a), além do teste apresentar repetibilidade e
reprodutibilidade (Kittawornrat et al,. 2012b). Teste para a deteccdo de anticorpo neutralizante
para 0 mesmo agente apresentou 94,3% de especificidade e 90,5% repetibilidade (Ouyang et al.,
2013).
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Tabela 1: Deteccdo direta de agentes infecciosos utilizando amostras de fluido oral de suinos.

Agente Rebanho Forma de detecgéo Referencia
Experimental gPCR Prickett et al., 2011

PCV2
Comercial PCR Ramirez et al., 2012
Comercial gRT-PCR e gPCR Prickett et al., 2008b
Experimental gRT-PCR Prickett et al., 2008a
Experimental gRT-PCR Kittawornrat et al., 2010
Experimental gRT-PCR Chittick et al., 2011

PRRSV Comercial PCR Ramirez et al., 2012
Comercial gRT-PCR Decorte et al., 2013
Comercial gRT-PCR Olsen et al., 2013b

Experimental
e comercial

ELISA — IgA, IgG e IgM

Kittawornrat et al., 2012a

Virus da influenza

Experimental

Experimental

gRT-PCR e isolamento

gRT-PCR e isolamento

Detmer et al., 2011

Goodell et al., 2013

Experimental gRT-PCR Romagosa et al., 2012
Comercial PCR Ramirez et al., 2012
Virus da febre aftosa Experimental gRT-PCR Vosloo et al., 2013

Erysipelothrix

rhusiopathiae Comercial gPCR e isolamento Gimenez-Lirola et al., 2013
Comercial LAMP e PCR Strobel et al., 2014
L. intracellularis
Comercial gPCR Frana et al., 2014
Brachyspira sp. Experimental Cultivo Warneke et al., 2013
Torque teno virus Comercial PCR Ramirez et al., 2012
Haemophilus parasuis
Streptococcus suis Experimental PCR Costa et al., 2012

A. pleuropneumoniae
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Tabela 2: Deteccdo de anticorpos contra agentes infecciosos utilizando amostras de fluido oral

de suinos.
Agente Rebanho Material corda  Forma de deteccéo Referencia
. algoddo IFAT — IgA e 1gG; .
Experimental ELISA - IgG Prickett et al., 2008a
Algodao , linho,
Experimental poliéster e IPMC, IFA e ELISA Decorte et al, 2014
Lo —1gA, IgM e IgG
poliamida
Experimental algodao ELISA-IgA, IgGe Kittawornrat et al.,
e comercial IgM 2012a
PRRSV . algodao ELISA—IgA, IgGe Kittawornrat et al.,
Experimental IgM 2013
Experlme_ntal algodéo Antlcgrpo Ouyang et al., 2013
e comercial neutralizante
Comercial e NI - Langenhorst et al.,
experimental FMIA 2012
Comercial algodao LISA-1gA, IgGe  Kittawornrat et al.,
IgM 2014
. . ~ ELISA e FMIA* — Lo .
E. rhusiopathiae Comercial algodao 19G e IgM Gimenez-Lirola et
al., 2013
ELISA captura e
Febre aftosa Experimental NI ELISA duplo- IgA,  Pacheco et al., 2010
1gG e IgM
. NI ELISA IgA, IgM e Panyasing et al.,
Experimental G 2013
. algodéo Panyasing et al.,
Virus da Experimental ELISA 2014
influenza
_ algodéo ELISA — IgA, G e Pricket et al., 2011
Experimental
IgM
Peste suina Experimental algodéo ELISAe IPT**-1gG  Mur et al., 2013
africana
Experimentl Swap de ELISA-IgA  Loftager et al., 1993
PCV2 g
comercial ELISA Ramirez et al., 2012

NI — ndo informado; *Imunoenssaio com microesferas fluorescentes
**munoperoxidase indireta
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CAPITULO 2

Avaliacéo do envolvimento de Camundongos (Mus musculus) na epidemiologia da
Enteropatia Proliferativa Suina

Evaluation of involvement of mice (Mus musculus) in the porcine proliferative enteropathy
epidemiology

RESUMO

Obijetivou-se avaliar a presenca da L. intracellularis em roedores oriundos de granjas com casos
clinicos confirmados de enteropatia proliferativa suina (EPS), e demonstrar a transmissao fecal-
oral da L. intracellularis entre suinos e camundongos. O trabalho foi realizado em duas fases,
uma a campo e outra experimental, dividida em duas etapas. Na fase a campo, armadilhas foram
armadas em 2 granjas com casos de EPS. Dos 62 roedores, ratos e camundongos coletados a
campo, cinco possuiam DNA do agente nas fezes. Na etapa 1 da fase experimental, foram
fornecidas fezes frescas de suinos inoculados com a bactéria a 34 camundongos Swiss (C1),
divididos em quatro caixas, e fezes de suinos negativos a outros doze camundongos Swiss (C2).
Amostras de fezes dos camundongos foram coletadas aos 0, 7, 14, 21 e 28 dias pds-exposicdo
(dpe) as fezes dos suinos e testadas pela nested PCR. Os animais foram eutanasiados aos 28
dpe. Na etapa 2, 12 suinos foram expostos a fezes de camundongos experimentalmente
inoculados com L. intracellularis (S1), e dois a fezes negativas (S2), por 4 dias consecutivos. Os
animais foram avaliados diariamente quanto aos sinais clinicos de diarreia e eutanasiados aos 30
dpe para avaliagdo anatomopatoldgica. Amostras de fezes e soro dos suinos foram coletadas aos
0, 7, 14, 21 e 30 dpe. Na primeira etapa da fase experimental, pelo menos uma das caixas dos
camundongos C1 foi positiva para a L. intracellularis na nested PCR aos 7, 14 e 21 dpe. Na
imuno-histoquimica (IHQ) apenas 3 animais apresentaram marcacdo positiva. Na segunda
etapa, 10 suinos S1 apresentaram infeccdo pela L. intracellularis, pois foram positivos na PCR
e/ou na IHQ. Os primeiros animais foram positivos na PCR aos 7 dpe, e 11 soroconverteram a
partir de 21 dpe. Na IHQ, 50% dos animais foram positivos, confirmando a infec¢do. Nosso
estudo demonstra que camundongos sdo capazes de se infectar e eliminar o agente nas fezes e
serem, portanto, hospedeiros e fontes de infeccdo de L. intracellularis para suinos susceptiveis.

Palavras-chave: L. intracellularis; epidemiologia; suinos
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the presence of L. intracellularis in rodents traped in
swine farms with clinical signs of Porcine Proliferative Enteropathy (PPE), and evaluate the
fecal-oral transmission of L. intracellularis between mice and pigs. The study was conducted in
field and experimental trials, this divided into two stages. In the field trial, rodent traps were laid
in two farms with cases of PPE. Of the 62 caught rodents, five had L. intracellularis DNA in
stools. In the first part of the experimental study, thirty-four Swiss mice were allocated in 4
boxes, and received 20g/box of swine feces previously inoculated with L. intracellularis (C1),
for four consecutive days. Twelve other mice received swine feces negative for L.
intracellularis (C2). Pool of mice feces were collected from each box on 0, 7, 14, 21, 28 days
post exposition (dpe). All mice were euthanized on day 28 dpe and intestinal samples were
collected for immunohistochemistry (IHC). In second part of the study, twelve 5-week-old pigs
were exposed to feces of experimental infected mice (S1) and other two pigs were exposed to
negative mice feces (S2), for four consecutive days. Fecal and serum samples were collected
from each pig on 0, 7, 14, 21, 28 dpe. All pigs were euthanized at 30 dpe and intestinal samples
were collected for IHC. Pig serum samples were tested by IPMA. Pig and mice feces were
tested by PCR. In the first study, at least one box of mice of M1 were PCR positive for L.
intracellularis on 7, 14 and 21 dpe. Using IHC, three mice from the exposed group were
positive at the end of the study. In the second study, 10 pigs (S1) were infected by L.
intracellularis, based on PCR and/or immunohistochemistry positive results. PCR positive
animals were detectable at 7 dpe, and seroconversion occurs at 21 dpe. Using IHC, 50% of the
animals were positive. Our study demonstrates that mice can be infected and eliminated L.
intracellularis in the feces and, therefore, can host and be a source of infection for susceptible

pigs.

Keywords: L. intracellularis; epidemiology; pig
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2.1. INTRODUCAO

Enteropatia Proliferativa Suina (EPS) é uma das doencas entéricas mais prevalentes em granjas
de suinos em todo o mundo e tem como agente etioldgico a bactéria Lawsonia intracellularis.
Esse agente é capaz de infectar outras espécies animais como equinos e hamsters, e seu DNA ja
foi detectado em diversas espécies de animais domésticos e silvestres (Pusterla et al., 2008;
2012a). A maior fonte de contaminacgdo e disseminacdo do agente em granjas suinas e haras séo
os individuos das respectivas espécies que apresentam a forma subclinica da doenca (Paradis et
al., 2012). Contudo, uma vez que hé relato de surtos de EPS em granjas recém-povoadas por
suinos provindos de granjas negativas para 0 agente ou em haras sem a introducdo de novos
equinos e, portanto, sem historico clinico ou subclinico da enfermidade, considera-se a
existéncia de vetores biolégicos ou mecanicos que poderiam ser carreadores do agente (Lavoie
et al., 2000; Guedes et al., 2002a).

Roedores sdo pragas comuns em criagdes de suinos devido a fartura de alimento, presenca de
agua e oferta de abrigo, o que favorece a multiplicagdo dos mesmos. Sdo animais que, além de
causar prejuizos econémicos pelo consumo e contaminagéo de ragdo, sdo possiveis carreadores
de diversos patdgenos que afetam humanos e/ou outras espécies animais (Backhans, 2012).
Alguns exemplos de patdgenos causadores de doencas em suinos detectados em roedores
capturados em granjas sao Circovirus (Pinheiro et al., 2012), Brachyspira sp. (Backhans et al.,
2011), Leptospira spp. (Backhans et al., 2011) e Toxoplasma gondii (Kijlstra' et al., 2008). O
DNA da L. intracellularis ja foi detectado em ratos e camundongos capturados em haras e em
granjas de suinos positivos para L. intracellularis (Friedman et al., 2008; Pusterla et al., 2008;
2012a; Collins et al., 2011; Backhans, et al, 2013). Como ratos capturados em granjas podem
eliminar em média 10°~10° L. intracellularis/g de fezes (Collins et al., 2011), dose suficiente
para infectar suinos susceptiveis, sugere-se que roedores possam se infectar com cepas suinas de
L. intracellularis e servirem como vetores biolégicos.

InoculagBes experimentais interespécie de cepas suinas e equinas de L. intracellularis
demonstraram que a bactéria apresenta certo grau de adaptacdo ao hospedeiro (Vannucci et al.,
2013; Sampieri et al., 2013). Apesar desses achados, em estudo fornecendo fezes de coelhos
experimentalmente infectados com cepa equina de L. intracellularis a equinos susceptiveis foi
reproduzida a transmissdo fecal-oral interespécies (Pusterla et al., 2013), demonstrando que
coelhos podem ser possiveis vetores bioldgicos para o agente. Nao ha trabalhos simulando essa
transmissao fecal-oral interespécies com cepas de L. intracellularis suinas.

Com isso, 0 objetivo do estudo foi avaliar a presenca da L. intracellularis em roedores oriundos
de granjas com casos clinicos confirmados de EPS, e confirmar a transmissdo fecal-oral da L.
intracellularis entre camundongos e suinos.
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2.2. MATERIAL E METODOS
2.2.1. Comité de ética

Todos os procedimentos realizados nesse trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFMG), protocolo nimero 94/2012, aprovado em 14 de margo de
2013.

2.2.2. Fase 1 — Amostras de campo

Ratos e camundongos foram capturados com armadilhas em duas granjas de suinos positivos e
com quadro clinico de EPS (granjas A e B), localizadas no estado de Minas Gerais, Brasil. Os
roedores foram coletados, de forma ndo continua, no periodo de janeiro a junho de 2013, na
granja A, e de julho de 2014 a fevereiro de 2015 na granja B.

A granja A ndo possuia nenhuma forma de controle de roedores durante o periodo de coleta. Na
granja B o controle dos roedores era realizado através de produtos quimicos (raticidas -
Racumin® lIsca), distribuidos por toda a granja, em periodos alternados, sendo que no periodo
de coleta ndo foi realizado controle.

Para a coleta dos roedores, armadilhas foram dispostas na parte externa e interna dos galpdes,
em corredores e vigas de salas de ragdo e em salas vazias. As armadilhas foram armadas com
iscas contendo pasta de amendoim, 6leo de figado de bacalhau, aveia e ra¢do suina, sendo
checadas diariamente, e realizada a troca das iscas Sse necessario.

Alguns roedores na granja A foram eutanasiados, necrospiados, e amostras de fezes e intestino
coletadas e armazenadas a -20°C e em formol 10%, respectivamente. Os demais roedores da
granja A e os roedores da granja B foram eutanasiados e armazenados a -20°C para posterior
realizacdo de necropsia e coleta de fezes. Para a eutanasia dos ratos e camundongo foi utilizado
associagdo de Quetamina, dose superior a 100 mg/Kg, e Xilazina com dose superior a 15 mg/kg.

A necropsia dos animais foi realizada com material estéril e individual para cada animal. Fezes
de cada porcdo do intestino, do intestino delgado, ceco e reto, foram coletadas. Para a realizacado
da nested PCR (Jones et al., 1993), foi priorizada as fezes do reto e ceco.

Fezes de 30 suinos diarreicos em fase de crescimento e terminacdo foram coletadas para a
detecgdo de L. intracellularis pela PCR (Jones et al., 1993) e verificar o status de infeccdo da
granja no periodo de coleta dos roedores. Demais informacdo sobre as granjas foram obtidas
com 0s médicos veterinarios responsaveis.

2.2.3. Fase 2 - Fase experimental

A fase experimental teve como objetivo avaliar a transmissdo fecal-oral da L. intracellularis
entre camundongos e suinos. Essa fase foi dividida em duas etapas. Todos 0s procedimentos de
inoculacdo em suinos e camundongos foram realizados nas dependéncias do Hospital
Veterinario da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
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2.2.3.1. Animais
Camundongos

Foram utilizados no total 166 camundongos (Mus musculus) de linhagem Swiss, machos e
fémeas de 3 a 4 semanas de idade, pesando em média de 15g, provenientes do biotério do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG (ICB-UFMG). Os animais foram divididos em
grupos de oito animais em caixas de polipropileno (41x34x16cm), com cama de maravalha, em
ambiente controlado (12 horas de luz diéria e temperatura de 23 + 2°C) e fornecimento de dgua
e racdo peletizada comercial (Nuvilab CR1-Nuvital. ®) a vontade. Anteriormente a realizacéo
do experimento, os camundongos foram aclimatizados por uma semana e vermifugados
(Ivermectina 1%).

Suinos

Foram utilizados no total 18 leitdes com 35 dias de idade, com peso vivo variando entre 9 a 12
Kg, obtidos de uma granja multiplicadora, sem historico e sem diagnostico positivo na PCR
para EPS ou outras doencas entéricas consideradas no diagndstico diferencial da EP, com
Disenteria suina e Colite espiroquetal. Os animais foram identificados por brincos, e alojados
em baias suspensas, com fornecimento de dgua e racdo a vontade.

2.2.3.2. Etapa 1l

Essa etapa teve como objetivo induzir a contaminacao por via oral de camundongos com fezes
de suinos experimentalmente inoculados com cepa suina de L. intracellularis e,
consequentemente, avaliar a capacidade dos camundongos de apresentarem a doenga na forma
clinica e/ou subclinica.

Para isso, foram utilizados 4 suinos, de 35 dias de idade, com peso vivo variando entre 9 a 12
Kg. No dia zero do experimento os suinos foram inoculados, por via intragastrica (Figura 3),
com raspado de mucosa intestinal de suinos com lesdo caracteristica de EP e confirmada a
infeccdo pelo método de IHQ. Todo o procedimento de preparagéo, inoculagdo e quantificagdo
do indculo foi realizado segundo protocolo ja estabelecido (Guedes et al., 2009; Franca et al.,
2010). Cada suino recebeu 60 mL de indculo contendo aproximadamente 10° organismos de L.
intracellularis/mL.

Baseado em estudos anteriores (Vannucci et al., 2012), amostras de fezes dos leitdes foram
coletadas aos 14 dias pos-inoculagdo (dpi) e testadas pela PCR, para confirmagdo da
positividade dos mesmos. Ao 15° dpi amostras de fezes dos suinos foram coletadas diretamente
da ampola retal, duas vezes ao dia por quatro dias consecutivos. Aliquotas de 2 a 3g foram
separadas para a realizacdo de PCR e o restante foi oferecido aos camundongos do grupo
exposto. As fezes a serem fornecidas aos camundongos do grupo controle foram coletadas dos
mesmos suinos no periodo anterior a inoculagdo e permaneceram armazenadas em freezer -
80°C até serem utilizadas (Figura 3). Os suinos foram eutanaziados 25 dpi, € 0s intestinos
delgado e grosso foram avaliados macroscopicamente.

Quarenta e quatro camundongos, distribuidos em 4 caixas, foram expostos as fezes dos suinos
infectados e 12, distribuidos em duas caixas, a fezes negativas, uma vez ao dia por um periodo
de quatro dias consecutivos (Figura 3). Para o fornecimento das fezes, os pellets de ragdo dos
camundongos foram recobertas (Anexo 3) em propor¢do de 10g de fezes de suino para 30g de
racdo para camundongos. Nesse periodo os camundongos permaneceram em restri¢do alimentar.
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No 7° dia apos a primeira exposicdo (dpe), iniciou-se a avaliagdo clinica e coleta de pool de
fezes dos camundongos em dias alternados. Para isso, foi realizada a retirada de toda a
maravalha das caixas por um periodo de 2 horas.

No 19 dpe, sete animais dogrupo exposto e dois do grupo controle foram eutanasiados,
necropsiados e analizados macrsocopicamente. Os demais camundongos foram sacrificados 30
dpe as fezes dos suinos, e o intestino de cada animal foi avaliado macroscopicamente e coletado
em formol tamponado a 10%. A eutanasia dos camundongo foi utilizada com associacdo de
Quetamina, dose superior a 100 mg/Kg, e Xilazina com dose superior a 15 mg/kg.

Suinos
Fezes frescas
PCR- Inoculagao PCR+ suino/racéo camun. Necropsia
“' ’
[
L 4 4
-7 dpi | | 0 dpi | | 14dpi| [15dpi][16dpi]17dpi| 18dpi| |25 dpi]
} } i } + } } — }
1°dpe || 2°dpe || 3°dpe || 4°dpe | 19°dpe 30°dpe
Fezes armazenadas - 80°C - ‘ i
| CXI$ 2 6)45 2
{1
Camundongos Camundongos expostos Necropsm Necrop51a

Figura 3: Fase experimental - etapa 1, esquema do fornecimento das fezes de suinos positivas e
negativas para L. intracellularis para camundongos de linhagem Swiss. Dia -7 p6s- inoculagdo (-
7dpi), coleta de fezes dos suinos negativos para L. intracellularis, a serem fornecidas aos camundongos
do grupo controle. 0 dpi - inoculacéo de 4 suinos com 60 mL de inéculo contendo aproximadamente 10°
organismos de L. intracellularis/mL. 14 dpi — Confirmacdo da eliminacdo da bactéria nas fezes dos
suinos. 15 - 18 dpi — coleta de fezes dos suinos a serem fornecidas aos camundongos do grupo infectado,
duas vezes ao dia. 1° - 4° dias pds-exposi¢do (1°-4°dpe) fornecimento das fezes dos suinos a 12 e 34
camundongos dos grupos controle e inoculado, respectivamente. 25 dpi — eutanasia e necropsia dos
suinos com avaliacdo das lesBes macroscopicas. 19° e 32° dpe - eutanasia e necropsia de 9 e 35
camundongos, respectivamente, com avaliagdo de lesdes macroscopicas. Camun. = camundongo.

2.2.3.3. Etapa 2

Essa etapa teve como objetivo induzir a contaminagdo por via oral de suinos com fezes de
camundongos experimentalmente inoculados com cepa suina de L. intracellularis.

Para isso foram utilizados 120 camundongos, de linhagem Swiss, divididos em grupo inoculado
e controle. No dia zero do experimento (Figura 4), 104 camundongos do grupo infectado foram
inoculados, por via intragastrica utilizando agulha de gavage, com 0,3 mL de cultura pura de L.
intracellularis (cepa PHE/MN1-00), passagens entre 25 a 34, contendo em média 9.35x10’
bactéria/mL. Para o grupo controle, 16 camundongos receberam solucdo de sacarose fosfato
glutamato (SPG) pela mesma via.
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Baseado em trabalhos anteriores, (Viott, et al., 2013) pool de fezes de cada grupo dos
camundongos foram coletados aos 8 dpi e testados pela nested PCR (Jones et al., 1993), para
confirmacdo da infeccdo. Ao 9° dpi amostras de fezes dos camundongos foram coletadas de
cada caixa, uma vez ao dia por quatro dias consecutivos. As amostras de cada caixa foram
homogeneizadas e aliquotas de 0,5 a 1g foram separadas para a realizacdo de nested PCR e o
restante foi fornecida aos suinos. Os camundongos foram eutanasiados 15 dias ap6s a
inoculacéo.

Para a exposicdo dos suinos ao agente, foram utilizados 14 suinos divididos em dois grupos:
controle com dois e infectados com 12 suinos. Os leitdes do grupo inoculado foram expostos as
fezes dos camundongos inoculados com a L. intracellularis e os animais do grupo controle
receberam as fezes dos camundongos controles (negativos) (Figura 4), por um periodo de quatro
dias consecutivos e, posteriormente, foram observados diariamente para a avaliacdo dos sinais
clinicos.

Os suinos foram alojados em baias individuais, e os animais de cada grupo permaneceram em
salas separadas, com 0 mesmo manejo e ambiente. As atividades diarias de manejo dos suinos
foram realizadas por pessoas diferentes para cada grupo.

Camundongos
Inoculagdo Nested-PCR+/-  Fezes camun./ragdo suino Necropsia
2 - 3 ) E'_-:":-'::E*
A 4 L 4

[ 08 dpi | [09 dpi | 10 dpi | 11dpi | 12.dpi| [ 15 dpi |

| " [1odpe |[zodpe [ odpe [ #°dpe]

Suinos

Suinos expostos Necropsia

Figura 4: Fase experimental - etapa 2, esquema do fornecimento das fezes de camundongos Swiss
experimentalmente inoculados com L. intracellularis e negativos, controle, para suinos suscetiveis. 0
dpi - inoculacdo de 104 camundongos (grupo inoculado) com 0,3 mL de cultura pura de L.
intracellularis (cepa PHE/MN1-00), passagens entre 25 a 34, contendo em média 9.35x107 bactéria/ml.
Para o grupo controle, 16 camundongos receberam solugio de sacarose fosfato glutamato (SPG)
pela mesma via. 8 dpi — Confirmacdo da eliminacdo da bactéria nas fezes dos camundongos do grupo
inoculado. 9 - 12 dpi — coleta de fezes dos camundongos a serem fornecidas aos suino do grupo infectado
e controle, uma vez ao dia. 1° - 4° dias pds-exposicdo (1°-4°dpe) fornecimento das fezes dos
camundongos a 12 e 2 suinos dos grupos controle e inoculado, respectivamente. 15 dpi — eutandsia e
necropsia dos camundongos, com avaliacdo das lesbes macroscépicas. 30° dpe - eutanasia e necropsia
dos suinos com avaliacdo des lesdes macroscopicas. Camun. = Camundongo
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Avaliacdes clinicas com relacdo a caracteristica das fezes dos suinos foram realizadas
diariamente a partir da exposicdo as fezes de camundongos. O escore das fezes foi avaliado de
acordo com Guedes et al. (2002a): brevemente: 1 - fezes normais; 2 - fezes pastosas sem
sangue; 3 - diarreia aquosa, sem fezes escuras ou sangue; 4 - fezes tingidas de sangue; e 5 -
diarreia profusa com sangue ou fezes escuras.

Amostras de sangue dos suinos foram coletadas nos dias -3, 7, 10, 17, 24 e 30 dpe,
centrifugadas para a obtencéo do soro que foram armazenados a -20°C. A sorologia foi realizada
através da imunoperoxidase em monocamada de célula (IPMC), de acordo com protocolo
descrito por Guedes et al. (2002b,c).

Aos 30 dias apds a primeira exposicdo as fezes dos camundongos, os suinos foram
eutanasiados. Os intestinos delgado e grosso dos suinos foram avaliados macroscopicamente,
por um patologista sem conhecimento prévio dos grupos experimentais, com anotacdo da
extensdo e intensidade da lesdo. A intensidade foi classificada do grau zero a 3, sendo zero
intestinos normais; grau 1, intestino com espessamento de mucosa; grau 2, intestino com
espessamento e necrose de mucosa e grau 3, intestino com espessamento de mucosa e
hemorragia com formacéo de coagulo intraluminal (Guedes et al. 2002a).

3.2.4 Avaliacdes macroscépica, histolégica e imuno-histoquimica

Intestino delgado, ceco e célon dos camundongos e dois fragmentos de ileo, ceco e colon dos
suinos, de ambas as etapas experimental, foram coletados e fixados em formol tamponado 10%
e processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina. Duas laminas foram preparadas,
uma corada pela técnica histoldgica de HE (Prophet, 1992) e a outra pela IHQ usando a técnica
da Streptavidina marcada, usando anticorpo policlonal especifico para L. intracellularis
(Guedes e Gebhart, 2003b).

Os achados histoldgicos foram classificados de grau 0 a 3, sendo zero histologicamente normal;
grau 1, areas focais de hiperplasia de criptas intestinais; grau 2, areas multifocais de hiperplasia
de criptas e grau 3, quase a totalidade das criptas hiperpléasicas. A marcagdo pela IHQ foi
graduada em escala de zero a quatro, sendo zero nenhuma marcagdo para L. intracellularis; grau
1, foco isolado de marcagdo antigénica; grau 2, multiplos focos de marcagdo antigénica (cerca
de 25% das criptas); grau 3 quando a maioria da mucosa apresentou marcacao (26 a 75% das
criptas) e grau 4, quase a totalidade da mucosa intestinal apresentou marcagdo antigénica (acima
de 80% das criptas) (Guedes e Gebhart, 2003b).

2.2.5 Extracao de DNA e reagOes de PCR

Os DNAs das fezes dos suinos e roedores de ambas as fases do trabalho foram extraidos com kit
de extracdo comercial (QIAamp DNA Stool Mini Kit) de acordo com as instru¢Ges do
fabricante.

O DNA das fezes dos suinos e roedores foram submetidos as técnicas de PCR e nested PCR,
respectivamente (Jones et al., 1993).
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Amostra de campo

Foram coletados 31 roedores em cada granja. Na granja A foram capturados 11 camundongos
(Mus musculus) e 20 ratos (Rattus rattus). Na granja B foram obtidos cinco camundongos e 26
ratos.

Dos 31 roedores coletados em cada granja, quatro (12,9%) e um (3,3%) foram positivos na
nested PCR, das fezes do reto e ceco, para L. intracellularis na granja A e B, respectivamente.
Na analise histoldgica e IHQ de 21 animais avaliados da granja A nao foram observadas lesdes
e nem imunomarcac&o, respectivamente.

Das 30 amostras de fezes dos suinos testadas na PCR, dois animais (6,66) foram positivos na
granja A, e cinco animais (16,66) na granja B.

As instalacOes de creche e armazenamento de racgdo, nas quais a maioria dos roedores da granja
A foram coletados, estavam localizadas no mesmo galpdo das baias de terminacdo. Nessa
granja, 0s suinos ndo recebiam nenhum tipo de medicacdo preventiva ou curativa.

Na granja B, segundo informagdes dos responsaveis pela propriedade, os roedores foram
capturados nas instalagdes de creche e maternidade, e essas se encontravam distantes das
instalagcBes de terminacdo. Nessa granja, os suinos recebiam medicagéo preventiva em fases de
creche, crescimento e terminagé&o.

2.3.2. Fase experimental
2.3.2.1. Etapa 1l
Suinos

Todos os suinos utilizados foram negativos na sorologia e na PCR para o0 agente no inicio dessa
etapa.

Apos a inoculagdo, o inicio dos sinais clinicos ocorreu aos 10 dpi (1 animal) e 14 dpi (4
animais). Todos os animais apresentavam diarreia no periodo de coleta das fezes a serem
fornecidas aos camundongos, com um suino apresentando diarreia de grau 3 e os demais
apresentavam grau 2. Todos foram positivos na PCR nos quatro dias de coletas de fezes
utilizadas como in6culos para os camundongos.

Na Tabela 3 pode-se observar os dados de necropsia, HE e IHQ dos suinos aos 25dpi.
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Tabela 3: Grau de lesdo macroscopica e microscopica; grau de marcagdo pela imuno-
histoquimica e comprimento de intestinos lesionados dos suinos, dos quais foram
coletadas as fezes para a exposi¢ao aos camundongos.

Intestino dalgado | Intestino grosso
Grau lesdo Extensdo Grau lesdo Extensdo
Animal %7 . totaldalesso HE®*  IHQ* e total da lesdo HE IHQ
macroscopica Py macroscopica P
macroscécica macroscécica

6 2 172cm 3 3 0 Ocm 1 3
9 0 Ocm 2 0 0 Ocm 1 2
38 2 179cm 3 4 1 18cm 1 3
51 1 4cm 2 2 0 Ocm 1 0
721 2 174cm 2 2 0 Ocm 0 0

Dados adquiridos 25 dias pds-inoculacdo. HE = hematoxilina e eosina; IHQ = imuno-histoquimica. & -
Grau 1 = intestino com espessamento de mucosa; 2 = intestino com espessamento e necrose de mucosa; 3
= intestino com espessamento de mucosa e hemorragia com formagao de coagulo intraluminal.  Grau 1
= areas focais de hiperplasia de criptas intestinais; 2 = areas multifocais de hiperplasia de criptas; 3 =
quase a totalidade das criptas hiperplésicas. * Grau 1 = foco isolado de marcacéo antigénica; 2 = cerca de
25% das criptas marcadas; 3 = cerca de 26 a 75% das criptas marcadas; 4 = > de 80% das criptas.

Camundongos

Os camundongos utilizados foram negativos para o0 agente no inicio dessa etapa. Em ambos 0s
grupos ndo foram observados sinais clinicos de diarreia. Os camundongos do grupo controle
permaneceram negativos na PCR e ndo apresentaram lesdes microscopicas ou marcagdo na IHQ
ao término do experimento.

Na nested PCR dos pools de fezes de cada caixa do grupo exposto as fezes dos suinos positivos
para L. intracellularis, uma caixa foi positiva aos 7 dpi , as quatro caixas aos 14 dpi e uma aos
21 dpi.

Aos 19 dpi ndo foram observadas lesdes macroscépicas, microscopicas ou imuno-marcagao nos
16 animais sacrificados. Dos 36 camundongos inoculados restantes, apenas 3 animais
apresentaram lesdo microscopica e marcacao positiva na IHQ aos 32 dpe. Todos estes trés
camundongos estavam alojados em caixas diferentes (caixa 4, 5 e 6) e apenas uma caixa (caixa
3) ndo apresentou animal com lesdo e marcacao positiva na IHQ. A lesdo histoldgica observada
consistia em proliferagdo (hiperplasia) leve focal a multifocal de células epiteliais das criptas de
Lieberkiihn no intestino delgado (um animal) (Fig. 5A e 5B) e glandulas mucosas do coldn (trés
animais) (Fig. 5C e 5D). N&o foi observada reacdo inflamatdria nos intestinos dos camundongos
que apresentaram lesao.
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Figura 5: Marcacédo positiva para L. intracellularis em camundongos expostos as fezes de
suinos experimentalmente inoculados com L. intracellularis, 32 dpe. A e B: Marcagdo
positiva em vermelho em enterdcitos de criptas no intestino delgado. Observa-se também
proliferagdo acentuada de enterdcitos com diminuigdo de células caliciformes. B: Marcacéo
positiva nas glandulas mucosas do colon. Revelacdo em AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol)
(20X).

2.3.2.2 Etapa 2

Camundongos

Os 120 camundongos utilizados nessa etapa foram negativos para o agente no inicio do projeto.
Todos os pool de fezes do grupo inoculado foram positivos na nested PCR dos 8 aos 12 dpi. Na
histologia, 22 animais do grupo inoculado apresentaram alteragdes histolégicas sugestivas de
EP, e 7 de 56 animais testados apresentaram marcagdo positiva na IHQ. Os animais do grupo
controle ndo apresentaram lesdes histologicas e foram negativos na IHQ.

Suinos

Os 14 suinos utilizados foram negativos para o agente no inicio do projeto. Os suinos do grupo
controle permaneceram negativos em todas as analises do inicio ao final do experimento
(Tabela 4).

Foi fornecida ao final do periodo de exposicdo uma média de 18,93+2,53 de fezes de
camundongos por suinos (Anexo 4). Os primeiros sinais clinicos apresentados pelos suinos
expostos as fezes dos camundongos ocorreram aos 19 dpe com trés animais (animal 5, 6 e 14)
apresentando fezes pastosas que permaneceram com a mesma constancia até 26 dpe. Na PCR,
0s primeiros suinos positivos foram detectados aos 7 dpe. Na sorologia, cinco animais foram
positivos aos 21 dpe e, ao fim do experimento, 9 animais haviam soroconvertido (Tabela 4).
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Na necropsia ndo foram observadas lesdes macroscapicas sugestivas de EP nos suinos expostos
as fezes dos camundongos. LesGes histologicas caracteristicas, como hiperplasia de criptas
foram observadas em dois animais, um com grau 1 (suino 6) e outro com grau 2 (suino 3). Na
IHQ, cinco suinos (42%) apresentaram marcacdo positiva para L. intracellularis. A
imunomarcagdo em sua grande maioria foi encontrada em macrofagos, multifocais na lamina
prépria do ileo e inicio do ceco. Trés animais apresentaram marcacdo em criptas e em
enterécitos da superficie de vilosidades em grau 1 (suinos 6 e 14) e 2 (suinos 3) (Figura 6).

EL A e AR ¥
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Figura 6: Imuno-histoquimica de suinos expostos as fezes de camundongos experimentalmente
infectados com L. intracellularis, 30 dpe. A: Area de imunomarcagido em macr6fagos na lamina propria
do ileo (10X). B: Imunomarcacdo em enterdcitos de criptas e macréfagos na lamina prépria do ileo (3-
Amino-9-Ethylcarbazol) (20X).

g

2.4. DISCUSSAO

A circulacdo da L. intracellularis nas granjas foi confirmada através da positividade da PCR nas
fezes dos suinos, coletadas no inicio da coleta dos roedores. Na granja A, apesar da baixa
porcentagem de animais positivos no trabalho, suinos positivos para o agente haviam sido
detectados tanto na PCR quanto em avaliagbes anatomopatoldgica em periodo anterior e
posterior as coletadas dos roedores. A porcentagem de roedores positivos na nested PCR variou
de 12,90% e 3,33% nas granjas A e B, respectivamente. Essa diferenga pode ter sido
influenciada pelo local de coleta dos roedores. Na granja A, apesar da maioria dos roedores
terem sido coletados em instalagBes de creche e sala de armazenamento de racéo, esses locais
estdo localizados no mesmo galpéo das baias de terminacdo, o que aumenta a possibilidade de
contato dos roedores com animais de terminagéo.

A auséncia de medicacdo nos suinos em todas as fases de producéo pode antecipar a infec¢éo
dos suinos para a fase de creche (Guedes e Gebhart, 2003), 0 que pode ter possibilitado também
0 contato dos roedores com as fezes de suinos positivos nessa fase. Na granja B, a maior
quantidade de roedores coletados foi na maternidade e creche, fases onde ha alguma circulacdo
do agente em granjas (Guedes e Gebhart, 2003). As instalacdes de terminacéo sdo afastadas dos
locais onde os animais foram coletados. Como ndo houve identificacdo de coleta para cada
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animal, ndo podemos afirmar o local de coleta do Unico animal positivo. Como observado no
presente trabalho, a porcentagem de positividade para a L. intracellularis em roedores varia
entre granjas (Friedman et al., 2008; Collins et al., 2011), mas estd correlacionada com a
circulacdo do agente (Backhans et al., 2013).

Tabela 4: Resultados dos testes realizados nos suinos expostos as fezes de
camundongos infectados e ndo infectados com L. intracellularis.

Sufino  Soroconversdéo IHQ%  HE* s PCR @
0 dpe 7dpe l4dpe  21dpe 30dpe 9 fezes
1* - - - - - - - - 15.95¢
2% - - - - - - - - 1699
3 30 dpe + + - - + + + 18.02¢g
4 21 dpe - - - - - - - 18.92¢
5 21 dpe - - - + + + - 20.49¢
6 30 dpe + + - + - - - 19.39¢
7 21 dpe + - - + - - - 15.12¢
8 - - - - + - - + 18.43 ¢
9 21 dpe - - - + - + - 16.22g
10 - - - - - - + + 20.42 ¢
11 30 dpe - - - - + - 22.13¢g
12 21 dpe + - - - + + + 18.98 g
13 - - - - - - + + 19.30 ¢
14 21 dpe + - - - + + + 24829
p;?tti"\"l'os 9 5 2 0 5 5 8 6

*Imuno-histoquimica; "Hematoxilina e eosina; *Dias pés-exposicdo dos suinos as fezes dos
camundongos. *Suinos controle negativo. @ Total de grama de fezes de camundongos ingerida
por suino.

Ratos coletados em granjas sdo capazes de eliminar quantidade suficiente do agente para
infectar um suino (Collins et al., 2011). Em inoculacdo experimental, tanto ratos como
camundongos demonstraram-se susceptiveis a cepas de L. intracellularis suina (Collins et al.,
1999; Go et al., 2005; Murakata et al., 2008), com eliminagdo da bactéria por um periodo de até
14 e 21 dpi, respectivamente (Collins et al., 2011). Porém, ndo ha trabalhos que comprovem a
teoria que L. intracellularis eliminada nas fezes de roedores sdo capazes de infectar suinos. Com
isso, foi realizada a segunda parte do trabalho, que objetivou a transmissdo fecal-oral entre
camundongos e suinos semelhante ao que ocorre a campo.

Sabe-se que as diferentes linhagens de camundongos possuem suscetibilidade diferente para a L.
intracellularis (Go et al., 2005; Murakata et al., 2008; Viott et al., 2013). Linhagens inbred
(animais consanguineos) seriam mais susceptiveis ao agente comparada a linhagens outbred
(animais ndo consanguineos) (Go et al., 2005; Murakata et al., 2008). Como nosso objetivo foi
simular ao méximo as condi¢Bes de campo, foi escolhida a linhagem de camundongo Swiss,
linhagem considerada outbred, constituida de animais que apresentam na constituicdo genética
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uma alta heterozigose, 0 que faz com que seja mantida numa mesma colénia uma grande
diversidade genética, possibilitando a reproducdo de populagdes naturais (dos Santos, 2002).
Além disso, essa linhagem demonstrou suscetibilidade a L. intracellularis em experimento
anterior realizado por nosso grupo (Viott et al., 2013). Assim, a linhagem de camundongo,
outbed, utilizada no presente estudo, pode ter influenciado na intensidade de leséo e imuno-
marcagdo nos camundongos expostos as fezes dos suinos, na primeira etapa, e inoculados com
cultura pura, na segunda etapa. Com linhagem semelhante, Collins e colaboradores (2011)
observaram resultados semelhantes aos encontrados no presente trabalho.

Na etapa um, a carga bacteriana fornecida aos camundongos pode ter sido baixa, pois foi
exposta uma quantidade de 20g/dia de fezes dos suinos a oito camundongos em uma mesma
caixa. Apesar de todos terem ficado em restricdo alimentar e terem visivelmente entrado em
contato com as fezes, ndo se pode afirmar ao certo a dose ingerida por camundongo. De
qualquer forma, foi suficiente para que houvesse eliminacdo da bactéria aos 7 e 14 dias pds-
exposicao.

Na etapa dois, 0 numero de passagens (passagens 25 a 34) em cultivo celular da L.
intracellularis utilizadas como indéculos para os camundongos pode também ter interferido na
infeccdo, pois a dose fornecida aos mesmos é semelhante a trabalhos anteriores (Viott et al.,
2013). Segundo Vannucci et al. (2013) ha uma atenuacdo do agente entre as passagens 20 e 40,
0 que justificaria 0 menor grau de infeccdo demostrado pelos camundongos na segunda etapa do
experimento em relacéo a trabalhos anteriores (Viott et al., 2013). Porém, a baixa infec¢do na
segunda etapa mimetizou a infec¢do observada na primeira etapa do experimento. Com isso,
mesmo com baixa infeccdo, a quantidade de bactéria eliminada pelos camundongos foi
suficiente para infectar suinos suscetiveis.

Na etapa de transmissdo da L. intracellularis de suinos para camundongos, o fornecimento da
bactéria aos camundongos do grupo positivo foi garantido pela positividade na PCR de todas as
fezes dos suinos fornecidas aos camundongos, além da positividade dos suinos na IHQ, que
confirmou a infec¢do dos mesmos. Da mesma forma, foi confirmado na etapa de transmissdo da
bactéria de camundongos para suinos, que todos os pools de fezes dos camundongos fornecidos
aos suinos foram positivos na nested PCR, e alguns camundongos foram positivos na IHQ.

A ndo observacao de sinais clinicos e lesdes macroscopicas nos camundongos expostos as fezes
dos suinos j& era esperada, pois estudos com inoculacdo de cultura pura, com maior carga
bacteriana obtiveram resultados similares (Collins et al., 2011; Viott et al, 2013). Apesar da
nested PCR positiva aos 14 dpi em todos os pools de fezes dos camundongos do grupo positivo
na segunda etapa, ndo foram observadas leses nem imunomarcacdo nos intestinos aos 15 dpi.
Esses achados podem ser explicados pela baixa infec¢do dos animais e pela alta sensibilidade da
técnica de neste PCR (Jones et al., 2013). No periodo de 15 dpi foi observada maior intensidade
de lesdo em experimentos anteriores, porém com inocula¢do com doses entre 10° a 10’ L.
intracellularis por animal (Smith et al. 2000; Murakata et al. 2008; Viott et al. 2013). Aos 28
dpe apenas 3 animais (8,33%) do grupo exposto as fezes dos suinos apresentaram lesdo de EP
leve e foram positivos na IHQ. A eutanésia nesse periodo pode ter interferido, pois outros
autores relataram a regressao das lesbes em camundongos da mesma linhagem antes dos 21 dpi
(Viott et al., 2013). Com base nisso, diferentes periodos de infeccdo entre os animais pode
explicar a visualizacdo de lesdes e imunomarcacdo aos 32 dpe em trés animais. Esses podem ter
se contaminado com as fezes de camundongos que inicialmente infectaram e eliminaram o
agente, entre 7 e 21 dpe, e ndo diretamente com as fezes dos suinos. Com isso pode-se inferir
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gue camundongos, além de se infectarem com fezes de suinos, podem eliminar o agente em
quantidade suficiente para infectar outros camundongos. Além da observacdo de lesdo, outro
objetivo foi acompanhar o periodo de eliminagdo do agente pos-periodo de exposicao as fezes
dos suinos, justificando assim a escolha de um periodo maior entre a inoculagdo e a eutanasia
dos animais. Nessa etapa a eliminacdo da bactéria ocorreu entre 7 e 21 dpe nas fezes dos suinos,
com positividade em intervalos de sete dias. Esse periodo € suficiente para a infeccao de suinos,
pois na etapa dois, quatro dias de exposi¢do dos suinos as fezes dos camundongos foi suficiente
para que houvesse infecgéo.

Na etapa de transmissdo da L. intracellularis entre camundongos e suinos, todos os suinos
foram positivos em pelo menos um teste realizado. Houve um animal com apenas sorologia
positiva e dois animais com apenas PCR positiva. Os demais animais foram positivos em pelo
menos duas analises, confirmando a infec¢do dos mesmos.

Um animal apresentou apenas sorologia positiva, 0 que significa que o animal entrou em
contato com a bactéria, porém néo teve a infeccdo detectada. Trés animais (8, 10 e 13) foram
apenas positivos na PCR aos 21 dpi e ndo soroconverteram, uma possivel explicacdo para isso
séo as baixas doses de L. intracellularis as quais 0s animais tiveram contato, apresentando baixa
infeccdo inicial. Com isso, ocorreu eliminacdo tardia de quantidade suficiente de bactéria
detectadvel na PCR. Como a soroconversdo é dose dependente (Nogueira et al., 2013) essa
ocorreria em média 14 dias ap6s a infec¢do, porém, como o abate dos animais ocorreu oito dias
apos a primeira deteccdo da bactéria, justifica a ndo soroconversdo dos mesmos. A coleta de
fragmentos de intestinos sem leséo e infeccdo justificaria a negatividade na IHQ.

A negatividade nas analises anatomopatolégicas dos suinos expostos as fezes dos camundongos
pode ser devido ao tempo transcorrido entre a infec¢do e a eutandsia, realizada 30 dias ap6s a
primeira exposicao as fezes dos camundongos, pois ha a regresséo das lesdes a partir da terceira
semana pés-inoculacdo (Maclntyre et al., 2003). Com a regressao das lesbes, ha a observacdo de
marcagOes na IHQ somente em células mononucleares na lamina propria (Guedes e Gebhart,
2003a), marcagdes estas presentes nos casos dos animais positivos na IHQ no presente trabalho.

A ndo visualizagdo de sinais clinicos de diarreia aquosa, apenas pastosa e refugagem e sem
lesdo macroscépicas, mas com diagnosticos positivos na PCR, sorologia e imuno-histoquimica,
representa que os suinos expostos as fezes dos camundongos se infectaram e apresentaram a
forma subclinica da doenca, eliminando o agente nas fezes sem apresentarem os sinais clinocos
(Guedes, 2007a). Diante disso, esses suinos tornam-se uma importante fonte de infeccdo a
outros suinos suscetiveis (Guedes, 2007a, Paradis et al., 2007).

2.5. CONCLUSAO

Nosso trabalho demonstrou que camundongos expostos a fezes frescas de suinos infectados por
L. intracellularis podem se infectar e eliminar o agente nas fezes, e suinos expostos a fezes de
camundongos positivos para L. intracellularis se infectam e apresentam a forma subclinica da
EPS. A deteccdo de ratos e camundongos positivos para L. intracellularis em granjas e os
achados experimentais no presente trabalho indicam camundongos séo capazes de se infectar e
eliminar o agente nas fezes e serem, portanto, hospedeiros e fontes de infeccdo de L.
intracellularis para suinos susceptiveis.
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CAPITULO 3

Deteccao de anticorpos anti-Lawsonia intracellularis em fluidos orais de suinos

experimentalmente inoculados

Detection of anti-Lawsonia intracellularis antibodies in oral fluids of experimentally inoculated

pigs

RESUMO

Vérios patégenos assim como anticorpos derivados do soro ou produzidos em tecidos
associados a cavidade oral estdo presentes no fluido oral (FO). Considerando a aplicabilidade
dessa amostra alternativa, recentes estudos em medicina veterinaria vém testando FO como
substituto do soro em testes de diagnostico. O objetivo do presente estudo foi padronizar a
técnica de imunoperoxidase em monocamada de célula (IPMC) para a deteccdo de IgA e IgG
anti-L. intracellularis em amostras de FO de suinos experimentalmente infectados. Sessenta e
dois leitdes foram divididos em dois grupos, controle (T1, n=30) e inoculados (T2, n=32).
Sangue, FO e fezes foram coletados nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 42 p6s-inoculacdo (dpi). Para a
padronizacdo da técnica de IPMC para amostras de FO foram realizadas algumas modificacoes
da técnica padréo utilizada para soro. A sensibilidade da IPMC para detec¢édo de 1gG no soro foi
de 100% e 84,62% e 88,46 para IgA e IgG em FO, respectivamente. A especificidade foi de
100% para soro e FO. Houve alta concordancia entre os resultados de detecgéo de IgG no soro e
IgA e IgG em FO. Baseado em nossos resultados, amostras de FO podem ser utilizadas para
avaliagdo de infecgdo pela L. intracellularis em suinos.

Palavras chaves: Diagnostico; Doenga entérica; Enteropatia Proliferativa Suina; Sorologia;
Suino
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ABSTRACT

Several pathogens as well as antibodies derived from serum or produced in tissues associated
with the oral cavity are present in oral fluid (OF). Considering the applicability of this
alternative sample, recent studies in veterinary medicine have being testing OF as a replacement
of serum in diagnostic assays. The aim of this study was to standardize the immunoperoxidase
monolayer assay (IPMA) to detected IgA and IgG anti-L. intracellularis in OF samples of
experimentally infected pigs. Sixty-two piglets were divided into two groups, control (T1, n=30)
and inoculated with L. intracellularis (T2, n=32). Blood, OF and fecal samples were collected at
0, 7, 14, 21, 28 and 42 days post-inoculation (dpi). In order to perform the IPMA to detected
IgA and IgG in OF, some modifications of the standard technique for serum were made. The
IPMA showed specificity of 100% for serum and 84,62% and 88,46% for IgA e IgG in OF,
respectively. There was high agreement between the results of serum 1gG and IgA and IgG in
OF. Based on our results, oral fluid samples may be used for evaluation and determination of L.
intracellularis pig infection.

Keywords: Diagnostic; Enteric disease; Porcine proliferative enteropathy; Serology; Swine
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3.1. INTRODUCAO

A Enteropatia Proliferativa Suina (EPS), causada pela bactéria intracelular obrigatéria Lawsonia
intracellularis (McOrist, et al., 1995), é uma doenga infecciosa intestinal de suinos em fase de
crescimento e terminagdo. Trés formas clinicas sdo conhecidas: aguda, caracterizada por
diarreia hemorragica e morte em suinos com idade préxima ao abate; crénica, caracterizada por
reducdo no desempenho, desuniformidade de lote e diarreia transitoria que acomete animais de
6 a 20 semanas de idade; e a forma subclinica que se caracteriza principalmente por
desempenho reduzido (Guedes, 2007).

Entre as técnicas de diagnostico ante-mortem a PCR é altamente especifica; mas ha fatores
inibitdrios que interferem na sensibilidade da técnica em amostras de fezes. Ainda, os resultados
do teste sdo influenciados pelo curso da doenca e variagdo da eliminagdo do agente nas fezes
(Guedes et al., 2002a; Vannucci et al., 2012). Testes sorolégicos como ELISA,
imunofluorescéncia indireta em placa e imunoperoxidase em monocamada de células (IPMC)
sdo também métodos utilizados (Kroll et al., 2005). Uma vez que a soroconversao ocorre em
torno dos 14 dias apds a exposi¢do ao agente e dura por um longo periodo, a sorologia pode ser
utilizada para avaliar a cinética de infeccdo nos rebanhos, e estabelecer estratégias de controle
da doenga (Walter et al., 2004).

Tradicionalmente, o soro é utilizado em testes de diagnostico, mas vem ocorrendo um aumento
do numero de estudos em medicina veterinaria utilizando amostras de FO para deteccdo de
virus, bactérias e anticorpos especificos para esses agentes (Prickett et al., 2008). em situacéo de
vigilancias sanitérias para doengas infeciosas, as amostras de FO sdo mais faceis de serem
coletadas, tém custo baixo de processamento, e maior nimero de animais pode ser amostrados
comparado com o soro, além de induzir menos estresse dos animais na hora da coleta. Todas
essas praticas fazem com que os testes baseados em FO tenham valor como método de
diagnostico (Prickett e Zimmerman, 2010). Em adicéo, vérios estudos tem demonstrado alta
correlagdo entre a deteccdo de agentes infecciosos e anticorpos especificos em soro e FO
(Kittawornrat et al., 2013; Panyasing et al., 2013, 2014). Testes baseados em amostras de fluido
oral tém demonstrado boa sensibilidade, especificidade e repetibilidade (Kittawornrat et al.,
2012, 2013; Ouyang et al., 2013). Até o momento, ndo ha estudos utilizando amostras de FO
para a deteccdo de anticorpo anti-L. intracellularis em suinos. Com isso, 0 objetivo do presente
trabalho foi padronizar a técnica de IPMC para a deteccdo de IgA e 1gG anti- L. intracellularis
em amostras de FO e verificar a persisténcia de deteccdo de cada isotipo em amostras de FO de
animais experimentalmente infectados.

3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1 Animais e delineamento experimental

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais, (#77/2011 — 08 Junho de 2011). Foram utilizados 62
leitBes, de cinco semanas de idade (10.0 + 0.64 kg/ peso vivo), provindos de uma granja
comercial de suinos livres de EPS e outras doencas entéricas consideradas no diagnéstico
diferencial. Todos os animais foram pesados, brincados e divididos aleatoriamente de acordo
com 0 peso em grupo controle (T1), com 30 animais, e infectado (T2), com 32 animais. Cada
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grupo foi alojado em salas separadas, nas quais havia quatro baias suspensas com piso de
plastico, com divisdrias de tela, comedouro tipo silo e bebedouro tipo nipel. Quatro animais
foram alojados por baia, entretanto, em duas baias no grupo controle, havia apenas trés animais.

Manejo de temperatura, ambiente e alimentacdo foi o mesmo para todas as baias. Todas as
atividades de manejo eram inicialmente realizadas nas salas controle, utilizando instrumentos
exclusivos. Néo foram administrados antibidticos durante todo o periodo de experimento.

Aos 42 dias pbs-inoculacdo (dpi) todos os animais foram pesados individualmente e animais em
condi¢cbes clinicas ruins foram eutanasiados e necropsiados. Os demais animais foram
eutanasiados e avaliados macroscopicamente aos 49 dpi.

3.2.2 Preparacao do intculo e inoculagéo

O indculo foi preparado utilizando intestinos de suinos afetados pela EPS, com modelo descrito
previamente (Guedes et al., 2002c). No dia 0, os suinos do grupo T2 receberam uma dose de
60mL do inéculo, por via intragéstrica. A dose total foi de aproximadamente 8.8 X 10% L.
intracellularis/suino. Animais do grupo T1 receberam o mesmo volume do diluente do in6culo.
Teste de bacteriologia aerdbica do in6culo ndo detectou nenhum organismo enteropatogénico,
além da L. intracellularis.

3.2.3 Avaliagdo clinica e coleta de amostras

Avaliacdo clinica de diarreia foi realizada pela mesma pessoa duas vezes por semana. O escore
das fezes foi baseado no estudo de Guedes et al. (2002d). Amostras de FO, sangue e fezes
foram coletadas individualmente aos 0, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dpi. Amostras de fluido oral das
baias foram coletadas aos 4, 14, 21, 28, 35 e 42 dpi.

Para a coleta de FO foi fornecida individualmente corda de algoddo de 15 cm de comprimento.
Para coleta de amostras das baias, cordas foram amarradas no interior das baias por um tempo
suficiente para adquirir em média 10 ml de FO por baia, ou antes dos animais perderem o
interesse pela corda. O fluido oral foi extraido torcendo parte Gmida da corda em um saco
plastico, posteriormente transferido para um tubo cdnico de 50 ml, centrifugado a 1000g por 10
minutos e armazenado a -20°C até serem testadas.

Amostras de fezes de todos os animais foram coletadas e estocadas a -20 °C para serem testadas
por PCR. O DNA foi extraido das amostras fecais utilizando Kit comercial (PSP Stool DNA
Spin Kit, Molecular STRATEC), de acordo com o protocolo do fabricante e testadas pela PCR
convencional (Jones et al., 1993).

3.2.4 Anélise do soro e fluido oral

Amostras de soro foram testadas pelo IPMC para IgG (Guedes et al., 2002b,c). Para a
verificacdo dos titulos de anticorpos, amostras de soro positivas, no ponto de corte 1:30, foram
serialmente diluidas para 1: 120; 1: 480 e 1: 1920.

A técnica de IPMC utilizada para a deteccdo de IgA e IgG especifica anti-L. intracellularis em

amostras de FO foi uma versdo modificada da técnica utilizada para soro, descrita por Guedes et
al. (2002b). A padronizagdo da IPMC para ambos os isotipos em FO foi inicialmente realizada
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em amostras provindas de granja com casos de EPS e em animais com alto titulo de anticorpo
no soro.

FO e anticorpo secundario foram inicialmente diluidos em solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS - phosphate-buffered saline), solucdo de leite em pé 0,25% em PBS 1x; PBS
Tween 0.05% (PBS com 0.05% Tween 20, pH 7.2). Anticorpos secundarios (anti-pig IgA e
IgG) foram também diluidos em IPMC buffer (PBS com 2.5% soro fetal bovino, 1% soro de
coelho, e 0.08% Tween 80) (Guedes et al. 2002b). FO foram testados ndo diluidos e diluidos
1:2 e 1:3, e anticorpo secundario foi testado utilizando dilui¢des de 1:45, 1:50, 1:100 e 1:2000.
Amostras de FO foram gradualmente descongeladas a 4°C por 12 h, para evitar interferéncia da
temperatura na integridade dos anticorpos e para sedimentar material grosseiro.

3.2.5 Avaliag@o macroscopica

Nove e 45 animais foram eutanasiados aos 42 e 49 dpi, respectivamente. As lesdes
macroscépicas de EPS foram avaliadas por um patologista sem conhecimento dos tratamentos, e
individualmente graduadas (Guedes et al., 2002a). Amostras de intestinos de todos os animais
foram fixadas em formol tamponado e processadas rotineiramente para histologia. Um corte foi
corado com hematoxilina e eosina (Prophet et al., 1992) e a outra pela IHQ usando a técnica de
Streptavidina marcada e anticorpo policlonal especifico para L. intracellularis (Guedes e
Gebhart, 2003a). Achados histologicos e marcacéo pela IHQ foram graduados de acordo com
Guedes et al. (2002a).

3.2.6 Analise estatistica

As comparagdes da deteccao de 1gG no soro, IgA e 1IgG em FO entre os grupos foram realizadas
pelo método de Kaplan-Meier, no programa estatistico STATA. O nivel de significancia foi de
5% (p<0,05). A sensibilidade e especificidade foram calculadas no Microsoft Excel,
considerando os grupos controle e inoculado para determinar amostras negativas e positivas,
respectivamente. Teste de correlacdo de Spearman foi utilizada para avaliar a correlagéo entre
detecgdo de 1gG no soro e a deteccdo de IgA e IgG em FO. O método Kappa foi utilizado para
verificar a concordancia entre os testes e concordancia entre a detec¢do de IgA e IgG em
amostras individuais e coletivas. O programa utilizando foi BioEstata 5.0. As baias foram
consideradas positivas se pelo menos um animal testado foi positivo para algum isotipo testado
em amostras individuais.

3.3. RESULTADOS
3.3.1 Animais e inoculagao

Todos os animais foram soro negativos e PCR negativos para L. intracellularis nas amostras
fecais no dia 0. No final do experimento (42 dpi), a média de peso vivo (pv) foi
significativamente diferente (P<0.0001) entre grupos (33.08 £ 5.48 kg/pv e 22.85 + 9.04 kg/pv
para T1 e T2, respectivamente). Animais eutanasiados aos 42 dpi pertenciam ao tratamento T2
(infectado) e tiveram média de peso de 11.39 + 2.22 kg. Escore fecal dos animais, tratamento T1
e T2, dos 2 aos 42 dpi, estdo na Figura 7.
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Figura 7: Escore fecal de suinos controle (T1) e experimentalmente inoculados (T2) aos 2 a 42 pos-
inoculagdo com L. intracellularis. Escore 2 - fezes semi-solidas sem sangue; 3 - diarreia aquosa, sem
fezes escuras ou sangue; 4 - fezes tingidas de sangue, e 5 - diarreia profusa com sangue ou fezes escuras.

Na segunda semana pés-inoculagdo, um animal no grupo T2 apresentou diarreia com sangue
dos 19 aos 23 dpi, e diarreia aquosa até os 24 dpi, quando foi eutanasiado devido a condi¢Bes
clinicas ruins. Na necropsia, havia lesbes caracteristicas de EPS confirmadas pela IHQ.
Eliminacdo da L. intracellularis nas fezes foi primeiro detectada em suinos no T2 aos 7 dpi,
com pico aos 14 dpi. Os animais do grupo T1 apresentaram positividade na PCR aos 35 dpi
(Figura 7). Quatro animais do grupo controle e quatro do grupo inoculado morreram ou foram
eutanasiados na primeira semana de experimento devido a condicdes ndo relacionadas a
inoculacéo.
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3.3.2 Imunoperoxidase em monocamada de célula em soro e fluido oral

A principal modificacdo da IPMC para amostras de FO foram a hidratacdo da placa com PBS
Tween 0.05%, nédo diluicdo das amostras, e o tempo de incubacdo das amostras de FO que foi
estendido para 45 min. Todas as concentragdes testadas do anticorpo secundario anti-IgA e anti-
IgG suinas foram adequadas, mas a diluicdo 1:100 em PBS Tween 0.05% obteve menos
marcacdo inespecifica de fundo; portanto, a imunomarcagdo especifica foi mais facil de ser
visualizada.

Animais no grupo T2 soro-converteram aos 14 dpi (3%), e 100% dos animais foram
soropositivos aos 42 dpi. Suinos do grupo T1 soro-converteram aos 35 dpi (31%), e um
aumento do numero de animais soropositivos foi detectado aos 42 dpi (69%), mas foram
estatisticamente diferentes do grupo T2 (P<0.05) dos 14 aos 42 dpi (Figura 8)

As primeiras deteccbes de IgA e 1gG especificas para L. intracellularis em FO ocorreram,
respectivamente, aos 14 dpi e aos 21 dpi em T2, com alta porcentagem de animais positivos aos
35 dpi para ambos os isotipos. Em T1, ambos o0s isotipos foram detectados em FO aos 42 dpi. A
deteccdo para ambos os isotipos permaneceu diferente do grupo T2 dos 14 e 21 dpi até 42 dpi
(P<0.05) para IgA e (Figura 9) respectivamente. Figura 10 demonstra a curva de titulos de IgG
no soro e o numero de animais positivos para IgA e IgG no FO. Em anexo encontram-se
imagens de resultados positivos e negativos para IgA e 1gG em amostras de fluido oral (Anexo
5).

A sensibilidade e a especificidade da IPMC para a deteccéo de IgG no soro e IgA e IgG foram
determinadas utilizando 52 amostras (26 animais de cada grupo) aos 28 dpi. A sensibilidade da
IPMC para deteccdo de 1gG no soro foi de 100%, e 84,62% e 88,46 para IgA e 1gG em FO,
respectivamente. A especificidade foi de 100% para soro e FO.

Houve um aumento do numero de animais IgA e IgG positivos em FO concomitante com o
aumento dos titulos de IgG no soro. Houve também alta correlagdo entre a detecgdo de 1gG no
soro e deteccdo de IgA e 1gG em FO (rs = 0.82 e rs = 0.89, respectivamente).

Houve alta concordancia entre os resultados da IPMC para 1gG especifico no soro e IgA e 1gG
em amostras individuais de FO aos 28 dpi (Tabela 5). Nas amostras de FO coletadas em baias, a
IPMC detectou um suino soropositivo alojado juntamente com trés animais negativos (Anexo
6), e houve alta concordancia entre os resultados da IPMC entre as amostras coletadas
individuais e coletivas.

3.3.3. Avaliacdo anatomopatoldgica

Todos os achados estdo sumarizados na tabela 6. As lesdes macro e microscopicas foram tipicas
de infeccédo pela L. intracellularis, confirmadas pela IHQ.
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Figura 8: Porcentagem de suinos positivos para L. intracellularis na PCR em amostras fecais e
porcentagem de animais soropositivos na imunoperoxidase em monocamada de célula (IPMC) para
deteccdo de anticorpo 1gG anti-L. intracellularis no soro. Todos os animais foram considerados nessas
andlises. Letras diferentes significam diferenga estatistica entre grupos no mesmos periodo (P<0.05).
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Figura 9: Porcentagem de animais positivos para IgA e IgG anti-L. intracellularis em fluido oral
(FO), de suinos experimentalmente inoculados, detectados pelo teste de imunoperoxidase em
monocamada de célula (IMPC). Todos os animais foram considerados nessas analises. Letras diferentes
significam diferenca estatistica entre grupos no mesmos periodo.
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Figura 10: Positividade de suinos para IgG detectados em soro e IgA e IgG anti-L. intracellularis
em fluido oral (FO). NUmero de animais positivos e titulos de IgG anti-L. intracellularis em amostras de
soro(barra) e nimero de animais positivos para IgA e IgG especifico anti-L. intracellularis (linha) em
amostras de FO. T1 = grupo controle e T2 = grupo inoculado.
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Tabela 5: Porcentagem de concordancia entre resultados do teste de imunoperoxidase em
monocamada de célula (IPMC) para L. intracellularis 1gG especifica em soro e IgA e 1gG em
fluido oral aos 21 e 28 dpi.

21 dpi 28 dpi
Soro 19G/ FO IgA 79.007 (0.46)° 90.38 (0.81)
Soro 1gG/OF 1gG 80.77 (0.50) 94.23 (0.88)
FO IgA/FO 1gG 86.54 (0.58) 92.31 (0.84)
IgA Individual/ IgA baias 93.75 (0.86) 100.00
1gG Individual/ 19G baias 100.00 100.00

Vinte e seis animais foram utilizados em cada grupo. *Porcentagem de concordancia. "Indice
Kappa.

Tabela 6: Nimero de animais de acordo com os escores de lesdo macroscéopica, microscépica e
de imuno-histoquimica observadas nos intestinos de suinos aos 49 dias pés-inoculagdo com L.
intracellularis.

Macroscopia Histopatologia Imuno-histoquimica
Grau T1 T2 T1 T2 T1 T2
0 9 18 9 18 1 13
1 9 2 4 9* 8=
2 8 6 2 4* 3*
3 0 2 9 4 5 0
4 - - - - 7 4

T1 = grupo controle (n=26); T2 = grupo inoculado (n=29). . * Grau 1 = foco isolado de marcagdo
antigénica; 2 = cerca de 25% das criptas marcadas; 3 = cerca de 26 a 75% das criptas marcadas; 4 = > de
80% das criptas.” Cinco animais de cada grupo tiveram somente marcacao em macr6fagos em
lamina propria (grau 1 e 2).

3.4. DISCUSSAO

A negatividade dos animais utilizados no presente estudo foi confirmada pela sorologia e PCR
em amostras coletadas no dia da inoculagdo. O sucesso da inoculagéo foi confirmado pelo alto
numero de animais que eliminaram L. intracellularis nas fezes e pela taxa de soroconversao.
Apesar dos animais do grupo T1 serem alojados em salas separadas com manejo restrito, devido
ao longo periodo de experimento, houve a contaminacdo entre grupos, confirmada pela
eliminacdo da L. intracellularis nas fezes e soroconversdo aos 35 dpi em animais do grupo
controle.
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Os sinais clinicos e a deteccdo da L. intracellularis nas fezes no grupo T2 foram consistentes
com outros experimentos de inoculagcdo em suinos, utilizando homogeneizado de mucosa como
inoculo (Guedes et al., 2002bd). Uma possivel explicacdo para a observacdo de diarreia nas
duas primeiras semanas de tratamento foi a completa remo¢do de antibidtico da racdo,
transporte e mudanca de dieta. Amostras de fezes e soro dos animais de ambos os grupos foram
negativas na PCR e sorologia durante as quatro primeiras semanas e permaneceram PCR
negativo antes dos 35 dpi em T1, o que reforca que a L. intracellularis ndo foi a causa de
diarreia no inicio do experimento.

A contaminagéo dos animais do grupo controle que ocorreu ao final do experimento, e o longo
periodo entre a inoculacdo e a eutanasia pode explicar a maior evidencia de lesdo macro e
microscopica e imunomarcag¢do nos animais do grupo T1. Estudos anteriores demonstraram
regressdo de lesdo antes dos 29 dpi (Guedes and Gebhart, 2004), o que justifica a regressao das
lesdes nos animais do grupo T2, ao final do experimento.

Amostras de FO contém patdgenos e anticorpos derivados do soro ou produzidos em tecidos
associados a cavidade oral. Alguns estudos demonstraram a utilizacdo do FO de animais
comparando com o soro (Pacheco et al., 2010; Pricket et al., 2011; Giménez-Lirola et al., 2013;
Vosloo et al., 2013). Esses estudos utilizaram teste de ELISA para a detec¢do de anticorpos no
soro e FO. A técnica de IPMC foi escolhida no presente trabalho por ser uma técnica ja
estabelecida em nosso laboratério e que tem demonstrado alta sensibilidade e especificidade em
estudos prévios (Guedes et al., 2002b,c).

Similar ao soro, o presente estudo também demonstrou alta especificidade da IPMC em FO,
sem a deteccdo de animais falsos positivos. Apesar da baixa concentracdo de anticorpos em
fluido oral (Escribano et al., 2012), a IPMC demonstrou moderada sensibilidade para detectar
IgA  (84.62%) e 1gG (88.46%) em FO. Kittawornrat et al. (2012) também obtiveram boa
sensibilidade e especificidade para a detec¢do de 1gG anti-vPRRS em amostras de campo ap6s a
padronizacdo do ELISA em FO. Animais do grupo controle foram positivos em FO apés a
infeccdo indireta. Esse resultado demonstrou que mesmo animais naturalmente infectados
secretam anticorpos anti-L. intracellularis em FO. Apesar de ndo planejado, esses resultados
demonstram que esse tipo de amostra também pode ser utilizado em condic6es de campo.

No grupo T2, a porcentagem de animais positivos para IgG em FO tendeu ser maior que IgA,
aos 21 e 42 dpi. Essa diferenga pode ser explicada pela influencia do material da corda utilizado
(algoddo). Em dois estudos utilizando material sintético (ex: poliamina) e fibra natural (ex:
algodao) para a corda, concentracdo mais alta de IgA foi observada no material sintético.
Entretanto, ndo houve diferencga entre os diferentes materiais na deteccdo de IgG (Olsen et al.,
2013a; Decorte et al., 2014). Outra explicacdo pode ser que animais doentes possuem uma
concentracdo mais alta de imunoglobulinas totais em FO comparado a animais sadios; isso
especialmente para 1gG, a qual aumenta significativamente dentre as outras imunoglobulinas
(Escribano et al, 2012) e permanece em concentra¢do padrdo de referéncia de diagndstico por
um periodo mais prolongado, tanto em amostras experimentais quanto de campo (Kittawornrat
et al., 2012a). Portanto, pode-se inferir que cordas de algod&o para a deteccdo de IgG anti-L.
intracellularis em FO podem ser utilizadas no monitoramento da doenca.

A primeira deteccdo e pico de anticorpos ocorreram no mesmo periodo para FO e soro no grupo

T2. Nossos achados sdo sustentados por Nogueira et al. (2013), que demonstraram que 0 pico
de deteccédo de 1gG anti-L. intracellularis no soro e mucosa foram correlacionados. Correlacdo
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similar de IgG entre soro e FO foi observado em outros estudos (Prickett et al., 2011;
Kittawornrat et al., 2013; Mur et al., 2013). Em geral, a cinética de anticorpos em FO ¢é
dependente da cinética de anticorpo no soro e mucosa (Prickett e Zimmerman, 2010). No
presente estudo, houve correlagdo significativa entre 1gG no soro e ambos os isotipos no FO. A
porcentagem de concordancia entre os resultados da IPMC no soro e FO foi maior aos 28 dpi,
com 90% para IgA e 94% para IgG. Concordando com nossos resultados, Kittawornrat et al.
(2013) observaram alta correlagdo entre soro e FO e alta concordancia nos resultados positivos
utilizando ELISA para a deteccdo de anticorpos especificos para o virus da PRRS.

No presente estudo, a maioria dos animais com baixos titulos de 1gG (< 1:480) no soro foram
negativos para IgA e IgG no FO. Resultados similares foram também observados em outro
estudo (Mur et al. 2013). O baixo titulo inicial de anticorpo nos animais do grupo controle pode
explicar o baixo nimero de animais positivos no FO uma semana apds soroconvercgao,
comparado aos animais inoculados. A diferenca na dose infectante inicial de L. intracellularis
(que foram baixas nos animais do grupo controle, semelhante a exposi¢do natural) pode explicar
a diferenca na resposta imune inicial nos animais controle, pois a resposta humoral e de mucosa
sdo dose dependentes (Nogueira et al., 2013).

A aplicacdo de testes baseados em FO facilitam o monitoramento, vigilancia e deteccdo de
infeccdo em populagdes animais. As amostras podem ser coletadas de varios animais por baia e
ao mesmo tempo, facilitando assim a coleta e possibilitando 0 aumento do nimero amostral
(Prickett e Zimmerman, 2010). Em estudo para a detecc¢do de anticorpos especificos para o virus
da PRRS em FO coletadas em baias, foi observado que IgM, IgA e IgG foram prontamente
detectados em populagBes nas quais a infeccdo foi sincronizada. Entretanto, isso ndo foi
observado em amostras de campo (Kittawornrat et al., 2012). A baixa sincronizagdo na
propagacdo do agente infeccioso nas populagdes de campo pode resultar em animais em
diferentes estagios de resposta humoral. Assim, no presente estudo, nés comparamos amostras
individuais com amostras de baias para verificar se amostras coletivas podem ser representativas
do grupo. Nossos resultados demonstraram alta concordancia entre amostras individuais e de
baias, sendo que a IPMC pbdde detectar um animal positivo alojado em conjunto com trés
animais negativos.

3.5. CONCLUSAO

A técnica de IPMC demonstrou moderada sensibilidade e alta especificidade para deteccdo de
anticorpo IgA e IgG anti-L. intracellularis em FO em suinos experimentalmente inoculados e
sensibilidade para detectar animais positivos em amostras de FO coletadas em baias. A
simultanea deteccdo de anticorpo em ambas as amostras, FO e soro, e a alta concordancia entre
IPMC em soro e FO demonstra que FO pode ser utilizado para avaliar resposta imune frente a
infeccédo por L. intracellularis.
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CONCLUSOES GERAIS

Com coletas de roedores em granjas com casos de enterite proliferativa e através de
experimentos foi demonstrado que camundongos sdo capazes de se infectar e eliminar o agente
nas fezes em quantidade suficiente para infectar suinos susceptiveis e serem, portanto,
hospedeiros e fontes de infeccdo de L. intracellularis para suinos.

Demostrou-se também que amostras de fluido oral possuem grande potencial para serem
utilizadas como amostras bioldgicas alternativas ao soro sanguineo na deteccdo de anticorpo
IgG anti-L. intracellularis.
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ANEXO 1
Deteccdo de Lawsonia intracellularis em fezes de cdes em Minas Gerais, Brasil

[Detection of Lawsonia intracellularis fecal shedding in dogs in Minas Gerais, Brazil]

Rodrigo Otavio Silveira Silva'"; Michelle de Paula Gabardo®; Juliana Saes Vilaca de
Oliveira®, Francisco Carlos Faria Lobato®, Roberto Mauricio Carvalho Guedes®

(Artigo aceito para publicagdo na revista Ciéncia Rural)

RESUMO

Lawsonia intracellularis é uma bactéria intracelular obrigatoria responsavel pela enteropatia
proliferativa, uma doenca entérica endémica em suinos e comum em potros. No entanto, séo
escassos 0s estudos que investigam a doenca em cées, €, até 0 momento, ndo hé relatos de cées
infectados com L. intracellularis na América Latina. O objetivo deste estudo foi avaliar a
eliminacdo fecal da L. intracellularis em amostras de fezes de cdes diarreicos e ndo-diarreico
em Minas Gerais, Brasil. Foram incluidos no estudo 58 cées, sendo 18 aparentemente saudaveis
e 40 diarreicos. O DNA extraido das fezes foi analisado pela reagdo de PCR nested para L.
intracellularis. Trés das 40 (7,5%) amostras de cdes diarreicos, de 3 meses de idade, foram
positivas para L. intracellularis. Esses resultados destacam a necessidade de estudos adicionais
para avaliar o papel deste patdgeno como uma possivel causa de doenca entérica em cées.

Palavras-chave: Lawsonia intracellularis, canideos, enteropatia proliferativa, diarreia

ABSTRACT

Lawsonia intracellularis is an obligate intracellular bacterium that is responsible for
proliferative enteropathy, an enteric disease endemic in swine and common in foals. However,
few studies have investigated this disease in dogs, and there are no reports of dogs infected with
L. intracellularis in Latin America. The aim of this study was to evaluate the fecal shedding of
L. intracellularis in diarrheic and non-diarrheic dogs in Minas Gerais, Brazil. A total of 58 dogs,
18 apparently healthy and 40 diarrheic, were examined in this study. DNA extracted from feces
was analyzed using a nested PCR reaction to detect L. intracellularis. Three out of 40 (7.5%)
diarrheic samples, all from 3-month-old puppies, were positive for L. intracellularis. These
results highlight the need for additional studies to examine the role of this pathogen as a
possible cause of enteric disease in dogs.

Key-words: Lawsonia intracellularis, canine, proliferative enteropathy, diarrhea
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1. NOTA

Enterite proliferativa (EP) é uma doenca entérica causada pela bactéria intracelular obrigatéria
Lawsonia intracellularis. A EP é bem descrita em varias espécies animais como cordeiros,
hamsters, porquinhos da india, raposas, fures e potros, caracterizada por espessamento do
epitélio intestinal devido a proliferacdo de enterécitos (McOrist & Gebhart, 2012; Vannucci &
Gebhart, 2014). Em suinos, a L. intracellularis é reconhecida como enteropatdgeno desde 1931,
e hoje a EP é considerada endémica em varios paises que possuem significativa producdo de
suinos (Lawson e Gebhart, 2000). Apesar de um pequeno numero de estudos que avaliaram a
infecgdes pela L. intracellularis em cdes (Collins et al, 1983; Leblanc et al, 1993; Herbst et al.,
2003; Klimes et al., 2007), o papel desse microrganismo como enteropatdgeno néo é claro e ndo
héa relatos de infeccdo de cées infectados com L. intracellularis na América Latina. Com isso,
devido ao pouco conhecimento sobre a L. intracellularis em cées, 0 objetivo do presente estudo
foi avaliar a presenca da L. intracellularis em amostras de fezes de cdes diarreicos e néo-
diarreicos no Brasil através da nested PCR.

Amostras de fezes foram coletadas de 58 cées, dos quais 18 eram aparentemente saudaveis (10
filhotes com menos de 1 ano de vida e 8 adultos, variando de 2 meses a 10 anos de idade), e 40
apresentavam diarreia (19 filhotes e 21 adultos, variando de 1 més a 8 anos de idade). Os cdes
investigados no estudo foram trazidos ao Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Minas Gerais para consultas. As amostras fecais foram obtidas diretamente do reto dos animais
diarreicos utilizando sonda estéril durante a consulta. As amostras foram somente coletadas de
cdes dos quais a principal motivacdo para a consulta veterinaria fosse a ocorréncia de diarreia.
Amostras de fezes de animais aparentemente saldaveis foram coletadas em trés pragas publicas
de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, com a prévia autorizacdo dos proprietarios, quando 0s
animais defecavam. O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA, protocolo nimero 090/10).

As amostras fecais foram estocadas a -20°C até a extra¢do do DNA. O DNA foi extraido
utilizando kit comercial Qiagen QlAamp Stool Mini Kit (Qiagen, Venlo, Netherlands) de
acordo com as instrugdes do fabricante. O DNA extraido foi analisado utilizando reacdo de
nested PCR, previamente descrito (Jones et al. 1993). Brevemente, dois pares de primer foram
utilizados para amplificar um fragmento de DNA de 217pb. O par de primer externo, LIA (5’-
TAT GGC TGT CAAACACTCCG-3") e LIB (5’- TGA AGG TAT TGG TAT TCT CC - 37)
foram utilizados para a amplificacdo de fragmento de 319pb. Primers internos, LIC (5° - TTA
CAG GTG AAG TTATTG GG - 3’) e LID (5° - CTT TCT CAT GTC CCA TAA GC - 3’)
foram utilizados posteriormente para a amplificagdo de 217pb. Os produtos foram revelados por
eletroforese em gel de agarose 2%, corados com brometo de etidio. Amostras de DNA controle
positivo e negativo foram adicionados em cada reagéo.

Os produtos da PCR das amostras positivas foram purificadas utilizando colunas contendo
Sephacryl 1S-400 (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK), de acordo com as
recomendacdes do fabricante e cada produto foi sequenciado em ambas as dire¢Ges utilizando
os primers LIC e LID e o kit Big Dye V3.1 Terminator Kit (Applied Biosystems). A
amplificacdo foi realizada utilizando as seguintes condi¢Ges de PCR: 44 ciclos a 96°C por 30s,
50 °C por 15s e 68 °C por 4 mim. Os resultados dos produtos foram sequenciados utilizando
ABI 3130 DNA analyzer (Applied Biosystems, California, USA).

Aliquotas das amostras positivas foram descongeladas e utilizadas para explorar o diagndstico
diferencial da infeccdo por L. intracellularis. As amostras foram analizadas para a presenca de

73



rotavirus através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) seguida pela
impregnacgédo pela prata (Herring, 1982); e as amostras foram avaliadas para a deteccdo de
estagio vegetativo e cistos de Giardia sp. através de imunoensaio enzimatico (EIA — Ridascreen
Giardia, R-Biopharm, Germany); e o diagnostico de Clostridium perfringens foi realizado
através de isolamento e genotipagen segundo Silva et al. (2013) e a detec¢do da enterotoxina do
C. perfringens foi realizada com o kit comercial de imunoensaio enzimatico (Ridascreen
Clostridium perfringens Enterotoxin - R-Biopharm, Germany). O isolamento do C. difficile foi
feito segundo Silva et al. (2013), e a deteccéo da toxina A/B através de imunoensaio enzimatico
(Clostridium difficile Tox A/B 1, Techlab Inc, Virginia, USA). A presenca de coronavirus e
parvovirus foi detectada utilizando o teste de imunocromatografia (Corona and Parvovirus Ag
Test-Eco Diagnostica, Brazil) e finalmente, para detec¢do de genes de fatores de patogenicidade
de Escherichia coli, foi utilizado o isolamento, seguido de PCR multiplex segundo Macédo et
al. (2007).

Das 58 amostras testadas pela técnica de nested PCR, trés (5.2%) foram positivas para L.
intracellularis. Todas essas amostras foram provenientes de filhotes com cerca de trés meses de
idade, pertencentes ao grupo com diarreia. E importante notar que a técnica de nested PCR é
considerada a técnica mais apropriada de diagndstico para a L. intracellularis in vivo, devido a
sua alta sensibilidade e especificidade. Especificamente, o protocolo utilizado no presente
estudo é capaz de detectar aproximadamente 102 L. intracellularis por grama de fezes (Jones et
al., 1993). Além disso, a pesquisa pelo BLAST das sequencias obtidas a partir dos cées
demonstrou identidade de 99-98% (com 100 de cobertura) com o gene lise aspartato de amonia
da L. intracellularis, confirmando o diagnostico. Em adicdo, todos 0s animais positivos foram
negativos para 0s outros enteropatdgenos testados.

A taxa de positividade encontrada no grupo diarreico (7,5%) foi similar a reportada por Herbst
et al., (2003) (5,4%) em um estudo na Inglaterra. Em adi¢&o, a detecgdo da L. intracellularis em
filhotes corroboram com descri¢Bes prévias da doenca em caes jovens (Husnik et al., 2003;
Tomanova et al., 2003; Klimes et al., 2007).

Duas hip6teses podem explicar essa positividade nesses animais. Em primeiro lugar, a
eliminacdo esporadica da L. intracellularis pelos cdes, e a segunda hipdtese é que a L.
intracellularis poderia ser responsavel pelo quadro de diarreia nesses casos. Trés fatores
adicionais na deteccdo do microrganismo aumentam a possibilidade da L. intracellularis ser
patogénica para cées: (1) no presente estudo, todos 0s cdes positivos nao tiveram contato prévio
com suinos e equinos, duas importantes fontes do agente; (2) todos os animais positivos e
diarreicos tinham em torno de trés meses de idade, enquanto todos os animais do grupo controle
foram negativos apesar de seis animais dos 18 testados desse grupo apresentarem em torno de 6
meses de idade; (3) todos os animais positivos foram negativos para os outros enteropatdégenos
testados.

Em relatos anteriores de L. intracellularis em cédes (Leblanc et al., 1993; Husnik et al., 2003;
Tomanova et al., 2003), as lesdes foram observadas e 0 agente detectado na mucosa do
estomago e duodeno, areas nas quais ndo sdo tipicamente observadas em suinos, espécie mais
estudada. Com isso, a doenca pode estar sendo subdiagnosticada, devido a coleta de segmentos
intestinais ndo tipicamente afetados. Somente Collins et al. (1983) observaram lesdes
caracteristicas de enteropatia proliferativa no segmento aboral do intestino delgado.

A hipétese de L. intracellularis atuar como enteropatégeno em cées foi levantada pela primeira
vez em 1983 apds a deteccdo por PCR em dois filhotes de cdes Dalmata. Estes animais tinham
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também lesbes intestinais semelhantes as descritas na PE em suinos (Collins et al., 1983). A L.
intracellularis também foi detectada em um cdo com doenca inflamatoria intestinal na
Republica Checa, utilizando protocolos de nested PCR (Husnik, et al., 2003). Em outro estudo,
Klimes et al. (2007) observaram que a diarreia foi o sinal clinico mais comum de cées
sorologicamente positivos para anticorpos anti-L. intracellularis. No mesmo estudo, 40 dos 54
caes (74,1%) tinham anticorpos IgG especificos, e quase todos esses animais sofriam de diarreia
crénica, e trés caes foram confirmados com EP (Klimes et al., 2007).

Outras infecgdes que devem ser incluidas no diagnostico diferencial de EP em cdes para 0s
quais os cdes do presente trabalho ndo foram testados inclui infec¢do pelo virus da cinomose,
Campylobacter spp, Cryptosporidium e helmintos. Em adicdo, o teste de PCR para os fatores de
viruléncia da E. coli no presente estudo ndo foi capaz de detectar o gene eae, o qual é
comumente associado a diarreia causada por essa bactéria em cdes. Apesar dessas limitagGes, 0s
resultados levantam a possibilidade da L. intracellularis ser o agente causador da diarreia nos
caes. Médicos veterinarios clinicos no Brasil devem ser alertados da possibilidade desse agente
ser uma causa de enterite e morte nessa espécie. Para 0 nosso conhecimento, essa é a primeira
confirmagdo de eliminacéo de L. intracellularis por cdes na América Latina.
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ANEXO 2

Enteropatia proliferativa equina em um haras brasileiro

Equine proliferative enteropathy on a Brazilian farm

Michelle P. Gabardo?, José P.H. Sato?, Talita P. Resende? and Roberto M.C. Guedes®™*

(Artigo aceito para publicacdo na revista Pesquisa Veterinaria Brasileira)

RESUMO

Relata-se um caso de infeccdo pela Lawsonia intracellularis em uma propriedade na regido
Centro Oeste do Brasil. Trinta e nove potros com poucos dias de vida a 21 meses, de um
rebanho com 300 equinos, apresentaram hiperemia de mucosa, diarreia de caracteristicas e
intensidade variaveis, perda de peso e desidratacdo. Em potros com trés a seis meses de idade,
hipoproteinemia associada a edema submandibular também foram frequentemente observadas.
Fragmentos intestinais de um potro de 7 meses foram enviados ao laboratério de patologia
animal para diagnostico. Na macroscopia foram observados hiperemia de serosa e moderado
espessamento de parede intestinal, mucosa corrugada com evidenciagao das pregas da mucosa e
diminuicdo do lume intestinal. Na andlise histologica do intestino delgado e grosso foram
observadas hiperplasia de enterdcitos de criptas difusa associada a reducdo marcante de células
caliciformes e marcagdo positiva na imuno-histoquimica para L. intracellularis. Trés de 11
animais da mesma propriedade foram soropositivos para L. intracellularis, demonstrando a
circulagdo do agente na propriedade, mas ndo foram encontradas amostras de fezes positivas na
PCR. Baseado nos sinais clinicos e nos achados patoldgicos, foi confirmado o diagnostico de
enteropatia proliferativa equina.

Palavras chaves: diagnostico; Lawsonia intracellularis; potro; IPMC
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ABSTRACT

A case of Lawsonia intracellularis infection in a horse farm in the Midwest region of Brazil is
described. Thirty-nine foals from a few days to months old from a herd with 300 horses,
experienced diarrhea with variable characteristics and intensities, weight loss, hyperemic
mucous membranes and dehydration. In foals 3 to 6 months of age, hypoproteinemia associated
with submandibular edema were also common. Intestinal fragments of a 7-month-old foal were
sent to an animal disease laboratory for diagnosis. The observed macroscopic lesions were
hyperemic serosa, thickening of the intestinal wall with a corrugation, thickening of the mucosa
folds and reduction of intestinal lumen. Histological analysis of the small and large intestine
revealed enterocyte hyperplasia of the crypts associated with diffuse marked decrease in the
number of goblet cells and positive L. intracellularis antigen labeling by
immunohistochemistry. Three out of 11 animals of the same property were seropositive for L.
intracellularis, demonstrating the circulation of the agent throughout the farm, but none were
PCR positive in fecal samples. Based on clinical signs and pathological findings, the diagnosis
of equine proliferative enteropathy was confirmed.

Key words: diagnosis; Lawsonia intracellularis; foal; IPMC

1. INTRODUCAO

A Lawsonia intracellularis, patégeno intracelular obrigatério, € o agente etioldgico da enterite
proliferativa (EP) (Pusterla & Gebhart 2013). O primeiro relato em equino foi realizado por
Duhamel & Wheeldon em 1982, e apenas em 1996, Williams et al. (1996) caracterizaram a
doenca e associaram lesdes com a infec¢do por L. intracellularis, utilizando a técnica de imuno-
histoquimica e microscopia eletrénica (Williams et al., 1996).

A enteropatia proliferativa equina (EPE) é uma doenca emergente em potros, e possui alta
incidéncia em animais de 2 a 9 meses de idade. Animais infectados tornam-se rapidamente
letargicos e apresentam severa perda de peso, colicas, diarreia, ascite e edema na regido
submandibular e por¢des distais dos membros. LesBes compativeis com EP sdo mais
frequentemente observadas no intestino delgado. Na necropsia observa-se lesdo mais
caracteristica de espessamento da parede intestinal assim como espessamento de mucosa.
Microscopicamente, hiperplasia de enterdcitos imaturos e auséncia de células caliciformes séo
observadas.

O numero de casos de EPE descritos na literatura é crescente, com relatos na América do Norte,
Canada, Europa, Africa do Sul e Japdo (Pusterla e Gebhart, 2013). Ha apenas dois relatos da
presenca da L. intracellularis em equinos no Brasil: o primeiro trata-se de um estudo sorolégico
e de PCR que determinou a prevaléncia da doenca em haras no estado de Minas Gerais
(Guimardes-Ladeira et al., 2009). Apesar dos resultados positivos da sorologia e PCR, néo
foram observados quadros clinicos da doenca entre os animais estudados. O segundo relato foi
no estado do Rio de Janeiro, no qual foi confirmada a presenca de EPE através dos sinais
clinicos e PCR positiva em amostras de fezes; tratamento terapéutico e seguido de cura do
animal (Guttmann et al., 2014).
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Portanto, mesmo que a circulacdo da L. intracellularis e os casos clinicos de EPE tenham sido
observados, quadros de mortalidade ndo foram ainda detectados em equinos no Brasil.
Descrevemos nesse artigo o primeiro caso de EPE no Brasil com sinais clinicos, resultados
sorolégicos, lesBes macrosclpicas e microscopicas e confirmacdo da infeccdo da L.
intracellularis pela imuno-histoquimica.

2. MATERIAL E METODO

A propriedade tinha uma tropa de aproximadamente 300 equinos de diferentes idades e sexos,
na qual casos de diarreia com caracteristica e severidade variadas foram relatados todos os anos
e envolviam potros de diferentes idades.

Esse artigo discute um caso de EPE que foi detectado em um equino, em uma propriedade na
regido Centro Oeste do Brasil. Nessa propriedade os potros eram geralmente desmamados entre
guarto a sete meses de idade, e em seguida agrupados em lotes com aproximadamente 35
animais, pela ordem de nascimento. Os potros eram manejados rotineiramente nas mesmas
instalagdes de outros animais de diferentes idades. Eguas prenhas, ndo prenhas ou com potros
ao pé e potros recém-desmamados eram frequentemente adquiridos sem exame prévio para
identificacdo da L. intracellularis. Porém, nenhum dos animais introduzidos na propriedade
durante os Ultimos anos apresentou diarreia. Todos os animais eram vermifugados cinco a seis
vezes por ano, com rotatividade entre doramectina e uma associagdo de ivermectina e pamoato
de pirantel ou praziquantel. Casos de diarreia com severidade e caracteristicas varidveis eram
relatados todos os anos e envolviam potros de diferentes idades, porém, ndo havia o diagnéstico
de EPE anterior a esse caso.

Em maio de 2013, fragmentos de intestino delgado e grosso de um equino de sete meses de
idade, que morreu, foram fixados em formalina a 10% e submetidos a histopatologia, no
laboratdrio de patologia Veterinaria, na Escola de veterinaria de Universidade Federal de Minas
Gerais. As amostras foram processadas de acordo com métodos rotineiros de histologia e
coradas pela hematoxilina e eosina. A imuno-histoquimica foi realizada utilizando o método de
marcacdo pela estreptvidina (DAKO, LSAB 675), e anticorpo policlonal anti-L. intracellularis
na concentragdo de 1:30000 (Guedes et al. 2009).

Onze amostras de soro e fezes de animais do mesmo rebanho foram recebidos previamente para
andlises soroldgicas e teste de PCR, respectivamente, para a deteccdo da L. intracellularis
(Jones et al., 1993). Amostras de soro foram testadas através de imunoperoxidase em
monocamada de célula (IPMC) (Guedes et al., 2002a) com diluicdo do soro de 1:60. Amostras
de fezes dos mesmos animais foram também submetidos a outros laboratérios para analise de
PCR para pesquisa de Clostridium sp., Clostridium perfringens, and Salmonella sp.,
microscopia eletrénica de varredura para deteccdo de coronavirus, exame coproparasitolgico e
PCR para Cryptosporidium spp.
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3. RESULTADOS

Em torno de trinta e nove potros, com idade entre poucos dias de vida até 21 meses, nove
animais da geracéo 2011 e 30 da geracdo 2012, apresentaram sinais clinicos de diarreia pastosa
evoluindo a aquosa, temperatura entre 39,5 a 41,0°C nas primeiras 48 horas, inapeténcia e
desidratacdo. Em potros com trés a seis meses de idade, hipoproteinemia associada a edema
submandibular também foram frequentes. A duracdo do quadro clinico era de poucos dias a
algumas semanas.

Nos animais com sinais clinicos de diarreia, tratamentos com antibiético (gentamicina),
antiespasmodico com antipirético (Buscopan composto®), associado a tratamento suporte com
soroterapia (ringer com lactato, glicose 5% e cloreto de potassio) e omeprazol® eram
realizados. Os animais apresentavam melhora no quadro clinico, com diminuicdo da febre e da
hiperemia das mucosas, mas sem alteragdes significativas do quadro diarreico. Nos potros com
hipoproteinemia foi administrada eritromicina em doses de 25mg/Kg de peso vivo, a cada seis
horas, por 28 dias e, em casos mais graves, novas aplica¢fes eram feitas com intervalo de sete
dias. Cerca de 30% de animais apresentava melhora clinica ap6s o respectivo tratamento.

Sete dos 39 potros que apresentaram os sinais clinicos de diarreia, e trés desses morreram. O
animal necropsiado tinha 7 meses de idade e morreu quatro dias apds o aparecimento da
sintomatologia. Ao exame macroscopico foi observada grande quantidade de liquido sero-
sanguinolento na cavidade peritoneal, serosa do intestino delgado hiperémica (Figura 11A) e
parede destes mesmos segmentos espessa com diminui¢do do lumen intestinal (Figura 11B). A
mucosa estava intensamente corrugada, caracterizando espessamento das pregas intestinais
(Figura 11C).

A andlise histolégica do duodeno, jejuno, ileo e intestino grosso demonstraram hiperplasia de
enterdcitos de criptas difusa intensa associada a diminuigdo marcante do nimero de células
caliciformes (Figura 12A). Raras criptas estavam dilatadas e com limen preenchido por restos
celulares e neutrofilos (abscesso de cripta), além da presenca de criptas na submucosa (Figura
12B). A imuno-histoquimica foram observadas marcacdes positivas para L. intracellularis no
apice de enterdcitos e em macréfagos na lamina prépria do duodeno, ileo e intestino grosso
(Figura 12C).

Das amostras de sangue e fezes processados em nosso laboratdrio, trés animais foram positivos
na sorologia e todos negativos na PCR para L. intracellularis. Os resultados dos demais agentes
encontram-se na tabela 7.
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Figura 11: Fragmentos de intestino delgado, fixados em formol 10%, de um equino de 7 meses de
idade, com diagnéstico de EPE. A - Serosa com hiperemia multifocal a coalescente. B — Corte
transversal de segmento de intestino delgado com parede espessa e diminui¢do do limen intestinal devido
ao espessamento da mucosa. C — Corte longitudinal de segmento de intestino delgado demonstrando o
espessamento das pregas intestinais.

81



Figura 12: Lesdes microscopica de intestino de equino de sete meses de idade com EPE. A - Corte
histolégico de intestino delgado de equino, com sete meses de idade, com hiperplasia de enterdcitos de
criptas intensa associada a diminuicdo marcante de células caliciformes ao lado de criptas normais com
monocamada de enterocitos e grande quantidade de células (HE, 100X). B - Corte histoldgico de intestino
delgado com hiperplasia de criptas associada & diminui¢do de células caliciformes e cripta dilatada
preenchida com restos celulares e neutrdfilos (abscesso de cripta), e presenca de criptas na submucosa
(HE, 100X). C - Corte histologico de intestino delgado de equino com marcagdo positiva em vermelho
para L. intracellularis no citoplasma de enterécitos de criptas e de superficie de vilosidades e em
macro6fagos na lamina propria (AEC, 100X).
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Tabela 7: Exames realizados em amostras de fezes e soro para agentes causadores de diarreia
em potros, amostras de 11 potros.

Anim. |dade quona perfriﬁgens Salmonella Crypt.” - intracelullaris Diarreia
(Meses)  Virus$ * sp.* _
Sorologia PCR
1 19 + - - - + - Né&o
2 21 + - - - + - Né&o
3 19 - - - - Né&o
4 19 - - - - - Néao
5 16 - - - - - Né&o
6 17 - - + - Né&o
8 3 - - - - Sim
9 3 - - - - - Sim
21 3 - - Sim
22 4 - - Sim
23 3 - - Sim

#Cryptosporidium spp;

$ Deteccéo através de microscopia eletronica de varredura;

* Deteccdo através de PCR.

Animais 9, 21, 22 e 23 estavam sendo medicado no periodo da coleta de fezes.

4. DISCUSSAO

Os sinais clinicos relatados e os achados macro e microscopicos, todos condizentes com a
literatura (Lavoie et al., 2000; Pusterla et al., 2010; Vannucci et al., 2013b), associados a
marcacdo positiva para L. intracellularis na imuno-histoquimica nos permitiu chegar ao
diagndstico de EPE. Diferentemente de suinos, nos quais as lesdes e a imunomarcagdo sdo mais
concentradas no terco final do intestino delgado, em equinos podem também ser encontradas no
duodeno como relatado no presente caso. As lesBes de intestino grosso sdo menos frequentes,
porém em nosso caso, lesdes histolégicas compativeis com EPE foram encontradas no intestino
grosso.

Os animais acometidos tinham idade variando entre poucos dias a 21 meses de idade, porém, o
quadro de diarreia associada a hipoproteinemia e edema submandibular foi observado com mais
frequéncia nos potros de trés a seis meses de idade, faixa etaria em que esses animais sdo mais
susceptiveis e acometidos por L. intracellularis (Williams et al., 1996; Lavoie et al., 2000;
Frazer, 2008; Pusterla et al., 2010). Essa predisposicdo esta provavelmente associada com o
declinio dos anticorpos maternos (Pusterla et al., 2008a), bem como a fatores estressantes de
desmame como o movimento para novos piquetes ou celeiros, vermifugacdo, programas de
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vacinac¢do, ou inicio de programas de condicionamento (Frazer, 2008), os quais foram relatados
nessa propriedade.

Os potros entre trés e quatro meses de idade (animais 8, 9, 21, 22 e 23) apresentavam diarreia no
momento da coleta de fezes, porém tiveram diagnostico negativo na PCR e sorologia. PCR pode
ndo detectar baixa eliminacdo bactérias na nas fezes de animais subclinicos ou recentemente
infectados, ou com curso prolongado da doenca ou em potros em tratamento antimicrobiano
(Dauvillier et al., 2006; Pusterla et al., 2012b). De acordo com relatos, a excrecao fecal de L.
intracellularis cessa ou para de ser detectada entre 4 e 6 dias apds o inicio da administragdo de
doxiciclina (Pusterla et al., 2012b) e eritromicina (Dauvillier et al., 2006). Em animais
inoculados, a eliminacdo da L. intracellularis foi primeiramente detectada pela PCR de 12 a 18
dias pos-inoculacdo e perdurou por 7 a 21 dias (Pusterla, 2010; 2012b). Resultados positivos na
sorologia ocorrem em 14 a 21 dias ap0s a exposicdo ao agente (Pusterla & Gebhart 2013;
Pusterla et al., 2010). Esperam-se resultados negativos na fase inicial da doenca, quando a
resposta imune humoral ainda nédo é forte para ser detectavel por sorologia (Pusterla e Gebhart,
2013). Sendo assim, o periodo de coleta das amostras de sangue também pode ter influenciado
nos resultados. Soropositividade para L. intracellularis em animais negativos na PCR de
amostras fecais, pode ser explicado pela sensibilidade da ultima técnica e/ou pelo curso da
infeccdo. H& vérios inibidores nas fezes que reduzem a sensibilidade e, assim como a
quantidade de bactéria eliminada nas fezes podem ser inferior aos niveis de detec¢do da PCR.
Em adicdo, a presenca dos anticorpos contra L. intracellularis perduraram por mais tempo
comparado a eliminacdo da bacteriana nas fezes (Pusterla et al. 2008a).

Apesar da auséncia de diagnostico definitivo de EPE, a morte de alguns potros com sinais de
diarreia pode ser explicada pela utilizagdo da gentamicina como antibidtico de eleigdo.
Tratamentos com este antimicrobiano ndo sao eficazes na remissdo da sintomatologia clinica de
EPE (Schumacher et al., 2000; Wuersch et al., 2006), uma vez que este principio ativo possui
valores de concentragdo inibitoria minima (MIC) altos para L. intracellularis (McOrist, S. et al.
1995). Nos animais que apresentaram hipoproteinemia foram administradas doses de
eritromicina, com melhora clinica em alguns desses animais. Tratamentos com eritromicina
foram eficazes para EPE em outros relatos (Lavoie et al., 2000; Schumacher et al., 2000; Bihr,
2003), sendo considerado um dos tratamentos de elei¢cdo para casos com suspeita da doenca. A
progressao da doenca varia de dias a semanas, e 0 prognéstico é bom, desde que o diagnéstico
oportuno e tratamento adequado sejam realizados, pois casos tardios ou néo tratados evoluem
para a morte (Pusterla e Gebhart, 2013).

A soropositividade no nosso estudo foi de 27%, taxa mais baixa do que as encontradas em
outros estudos (Pusterla et al. 2008a) (29,7% e 33,8%), em propriedades com casos de EPE.
Porém, a primeira diluicdo de anticorpo utilizada por esse autor foi 1:30, e nos testes
sorolégicos em nosso laboratdrio utilizamos 1:60 para detectar anticorpos anti-L. intracellularis,
pois esta diluicdo foi a que apresentou menos marcacOes inespecificas. Investigacdes
epidemioldgicas em haras com casos clinicos indicam que 10-65% dos potros clinicamente
sadios e cavalos adultos sdo soropositivos para L. intracellularis (Frazer, 2008; Pusterla et al.,
2009). Em rebanhos de Minas Gerais, a porcentagem de animais positivos variou de 3,57 a
16,67%, sendo que as propriedades ndo apresentavam casos da doenca clinica, o que justifica
baixos indices de soropositivos (Guimardes-Ladeira et al., 2009).

A contaminacéo dos potros do presente relato pode ter ocorrido através do contato direto com as
fezes de outros equinos infectados com L. intracellularis uma vez que ha a utilizacdo diaria das
mesmas instalacGes para todas as idades e/ou decorrente da introducdo de novos animais sem
exame prévio para identificacdo do agente. Nenhum dos animais introduzidos na propriedade
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durante o Gltimo ano apresentou sinais clinicos de EPE, porém auséncia de sinais clinicos ndo
descarta a possibilidade de eliminagdo do agente nas fezes e equinos serem fontes de
contaminacdo para outros animais na propriedade (Pusterla, et al, 2010; Guimardes-Ladeira et
al. 2009; Page et al., 2011). EPE ndo ¢é contemplada entre os diagnosticos prévios e diferenciais
para doengas entéricas em equinos, podendo haver animais positivos negligenciados.

Animais silvestres e domésticos como cées, gatos, gambas (Didelphis sp) e cachorros do mato
(Canis thous) avistados na propriedade podem também ser fontes de contaminacdo. O DNA
bacteriano ja foi detectado em fezes de animais domésticos e silvestres capturados em haras
com ocorréncia de EPE (Pusterla et al., 2008b; 2012a). Lavoie et al. (2000) relatam a entrada do
agente em um haras sem a introducéo de novos cavalos nem o contato dos animais com suinos,
0 que sugeriu a contaminacao através de animais silvestres. Todavia, o papel desses animais na
epidemiologia da doenca ndo é bem esclarecido. Apesar dos equinos ndo terem contato com
suinos, o papel desta espécie na introducdo do agente em propriedades e a contaminacdo de
equinos é controverso. Al-Ghamdi e colaboradores (2012) conseguiram reproduzir a EP em
potros de dois meses de idade usando cultura pura de L. intracellularis e homogeneizado de
mucosa intestinal obtido de suinos experimentalmente infectados. Vannucci et al. (2012b) néo
observaram o0s mesmos resultados, com suinos infectados com isolado equino e potros
infectados com isolado de L. intracellularis de suinos ndao apresentaram sinais clinicos, queda
no desempenho zootécnico, alteracdes patoldgicas ou hipoproteinemia, nos casos dos potros,
sugerindo uma adaptacéo ao hospedeiro.

5. CONCLUSAO

A EPE esté presente em rebanhos na regido centro-oeste do Brasil e, apesar do relato de um
caso clinico da doenca e a deteccdo da L. intracellularis em fezes e sorologia positiva em potros
em outros estados brasileiros, a EPE continua negligenciada no diagnostico diferencial de
doencas entéricas em potros. O presente relato descreve caso de morte associada & doenca e
contribui para o entendimento do comportamento da doenga no campo, com a apresentacdo de
sinais clinicos, lesdes, tratamento e epidemiologia, além de apresentar diferentes técnicas de
diagndstico que podem ser empregadas na deteccéo do agente.
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ANEXO -3

Figura 13: Etapa 1 — fase experimental. Fornecimento de fezes suinas aos camundongos.
A; B e C: Em sequéncia a pesagem das fezes dos suinos, pesagem da racdo dos camundongos e
mistura da racdo as fezes. D: Fornecimento aos camundongos de ragdo com fezes de suinos
experimentalmente infectados com L. intrecelullaris.
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ANEXO 4

Tabela 8: Quantidade de fezes de camundongos experimentalmente inoculados com L.

intracellularis expostas aos suinos por dia de exposicao.

Dias de exposicao

Suino Total*
1° 2° 3° 4°
1% 4,62 4,12 4,05 3,16 15.95¢g
2% 5,20 5,50 3,16 3.04 1699
3 6,78 g 51049 341g 2,739 18.02 g
4 4,679 5,009 498¢g 42749 18.92 g
5 8,044 530¢g 4,05¢ 3,10¢ 20.49¢
6 5474 5,66 g 4,80¢ 3,46 ¢ 19.39¢g
7 411¢ 4,49 347¢g 3,14 ¢ 15.12¢g
8 575¢g 4,729 4509 3,469 18.43¢g
9 5,26 ¢ 5,249 248¢ 3,249 16.22 g
10 44049 9,40 ¢ 3,279 3,35¢g 20.42¢g
11 7,049 7,289 3,56 ¢ 4,259 22.13¢g
12 4,26 g 4,349 6,829 3,56 ¢ 18.98 g
13 391¢g 7,479 4,08 ¢ 3,84¢ 19.30¢g
14 6,719 6,96 g 532¢g 5,834¢g 24.82¢

*Média 18,93£2,53 g/suino &Animais do controle negativo.
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ANEXO -5

Figura 14: Imunoperoxidase em monocamada de célula (IPMC) em amostras de fluido
oral. A e B: Amostras positiva e negativa para IgA anti-L. intracellularis, respectivamente. C e
D: Amostras positivas e negativa para IgG anti-L. intracellularis, respectivamente. Nas amotras
positivas observa-se marcacdo em marrom com morfologia de bacilo extracelular.
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ANEXO 6

Tabela 9: NUmero de animais positivos por baia e baias positivas para IgA em amostras
individual e coletiva, respectivamente, de fluido oral de suinos nos diferentes dias apds a
inoculacéo experimental com L. intracellularis.

Baia 0 dpi* 7 dpi 14 dpi 21 dpi 28 dpi 35 dpi 42 dpi

1A 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
1B 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4*
1C 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
Grupo 1D 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
controle 2A 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
2B 0/3 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2*
2C 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4
2D 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 1/3
3A 0/4 0/4 1/3 313 2/3 2/2 2/3
3B 0/4 0/4 Yy 2/4 3/4 44 44
3C 0/4 0/4 0/4 1/4 2/4 1/4 1/4
Grupo 3D 0/4 0/4 0/4 0/4 4/4 4/4 214
inoculado 4o 0/4 0/3 0/3 0/3 13 012 012
4B 0/4 0/4 0/4 313 3/3 3/3 3/3
4C 0/4 0/4 0/4 3/4 4/4 3/3 3/3

4D 0/4 0/4 0/4 1/4 3/4 3/4 2/4

Marcacdo em cinza significa positividade nas amostras de fluido oral por baia. Células contornadas
significam baias negativas nas amostras coletivas, porém positivas em amostras individuais. * Baias
positivas na amostra coletiva, porém negativa nas amostras individuais. Baias 1 e 2 = grupo contole;
Baias 3 e 4 = grupo infectado.*dpi = dia pés-infeccéo.
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ANEXO 7

Tabela 10: Numero de animais positivos por baia e baias positivas para IgG em amostras
individual e coletiva, respectivamente, de fluido oral de suinos nos diferentes dias apds a
inoculacdo experimental com L. intracellularis.

Baia 0 dpi * 7 dpi 14 dpi 21 dpi 28 dpi 35 dpi 42 dpi
1A 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4
1B 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4
1C 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
Grupo 1D 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
controle 2A 0/4 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
2B 0/3 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
2C 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4
2D 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 1/2
3A 0/4 0/4 0/3 213 212 212 212
3B 0/4 0/4 0/4 1/4 213 4/4 4/4
3C 0/4 0/4 0/4 1/4 44 44 3/4
Grupo 3D 0/4 0/4 0/4 0/4 4/4 4/4 212
inoculado 4 A 0/4 0/3 0/3 33 13 12 212
4B 0/4 0/4 0/4 313 313 313 313
4C 0/4 0/4 0/4 1/4 44 313 313
4D 0/4 0/4 0/4 0/4 2/4 4/4 3/4

Marcacdo em cinza significa positividade nas amostras de fluido oral por baia. Células contornadas
significam baias negativas nas amostras coletivas, porém positivas em amostras individuais. Baias 1 e 2 =

grupo contole; Baias 3 e 4 = grupo infectado. *dpi = dia p6s-infeccao.
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