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USO DA PESAGEM E DA PAQUIMETRIA NA MONITORAGAO DA ILEITE SUINA
EM ABATEDORUROS

RESUMO - O complexo enteropatia proliferativa dos suinos (EPS), causado
pela bactéria Lawsonia intracellularis, € doencga infecciosa de grande importancia para
suinos nas fases de crescimento e terminacdo e para adultos jovens. Caracteriza-se
por determinar alteracdes proliferativas, hemorragicas e necréticas da porcao final do
intestino delgado (ileo). E doenca de ocorréncia mundial e afeta especialmente
animais de alto valor genético, oriundos de programas sanitarios tipo SPF (Specific
Pathogen Free), sendo responsabilizada por importantes perdas econbmicas, seja
devido a morte ou queda no desempenho produtivo dos animais. Com o objetivo de
desenvolver metodologia rapida e barata para monitoramento padronizado das lesées
na linha de abate foi realizado este estudo. Durante o processo de abate, em
frigorificos localizados em Ipud-SP e Tupa-SP, foram colhidas ao acaso, amostras da
porcao final do ileo de 156 suinos, todos castrados, de linhagens comerciais,
aproximadamente com 150 dias de idade e peso médio de 110 kg. ApGs padronizadas
no comprimento, para exatos 10 centimetros, as amostras foram submetidas a
paquimetria, para verificagdo da sua espessura e do seu diametro, e a pesagem, em
balanca de precisdo. Foram, em seguida, cuidadosamente inspecionadas e palpadas,
externa e internamente, com o intuito de identificar lesbes macroscopicas de ileite,
sendo os resultados destas andlises anotados em fichas apropriadas e individuais.
Fragmentos de tecido foram colhidos e imersos em formalina neutra a 10%, para
andlises histopatolégicas posteriores. O exame microscopico das secc¢bes do ileo,
coradas pela hematoxilina e eosina e submetidas & impregnacdo com a prata -
empregando a técnica de Warthin-Starry (WS) modificada, como também as anélises
histomorfométricas, aferindo o comprimento das vilosidades e profundidade de criptas
ileais, permitiram a classificagdo dos animais em trés grupos distintos — sabidamente
positivos, cujas analises permitiram a identificagdo da Lawsonia intracellularis no
citoplasma dos enterdcitos, suspeitos, cujos resultados foram negativos para a
presenca do agente, mas positivos ao exame patolégico e sabidamente negativos,
cujos resultados ndo evidenciaram a bactéria no citoplasma dos enterécitos e néo
apresentavam qualquer alteracdo macroscopica e/ou microscépica. Os valores médios
de peso, didmetro e espessura do ileo, obtidos para cada um destes grupos, foram
comparados entre si. A partir desses valores foi possivel estabelecer equacdes
capazes de classificar as amostras futuramente analisadas, em negativas ou

suspeitas, apenas com o emprego de paquimetria e pesagem, com uma eficiéncia



superior a 90%. Concluiu-se que tal método de monitoramento serve de triagem e
pode ser empregado em frigorificos com o intuito de se estabelecer quais lotes

apresentam alteracdes entéricas dignas de atencao especial.

Palavras-chave: enterite proliferativa suina, ileite, ileo, peso, espessura, diametro.



USE OF WEIGHT AND MONITORING CALIPER IN ILEITIS SWINE IN
SLAUGHTERHOUSES

ABSTRACT - The complex of porcine proliferative enteropathy (PPE), caused
by the bacteria Lawsonia intracellularis, is an infectious disease of great importance to
pigs during the growing and ending and for the young adults. Characterized by
determining proliferative disorders, hemorrhagic and necrosis of the small intestine
(leum)’s final portion. It is a worldwide occurrence disease and particularly affects
animals of high genetic value, type of health programs from SPF (Specific Pathogen
Free), being responsible for important economic losses, either due to death or failure in
the of animals’ productive performance. With the main goal to develop rapid and
inexpensive methodology for standardized monitoring of lesions on the slaughter line
this study was accomplished. During the slaughter in slaughterhouses located in Ipué-
SP and Tupa-SP, samples were picked at random from final portions of the ileum from
156 pigs, all castrated, of commercial strains, with approximately 150 days old and
weighing 110 kg. After standardized in length, to exactly 10 centimeters, the samples
were submitted to the caliper to check the thickness and diameter, and weighing on a
precision scale. They were, after all carefully inspected and palpated, externally and
internally, in order to identify gross lesions of ileitis, and the results of these tests
recorded on proper and individual forms. Fragments of tissue were harvested and
immersed in 10% neutral formalin for subsequent histopathological analysis.
Microscopic examination of sections of ileum stained with hematoxylin and eosin are
subjected to impregnation with the silver - the technique of Warthin-Starry (WAS)
modified, as well as the histomorphometric analysis, checking the length of the villi and
ileal crypt depth, allowing the classification of animals into three distinct groups - known
to be positive, whose analysis allowed the identification of Lawsonia intracellularis in
enterocytes’'s cytoplasm, suspects, whose results were negative for the agent’s
presence, but positive in the the pathological examination and negative known results
did not show bacteria in the enterocytes’s cytoplasm and did show no gross lesions or
microscopic alteration. The average values of weight, diameter and thickness of ileum,
obtained for each of these groups were compared. From these values it was possible
to establish equations that can classify future samples analyzed, negative or suspect,
only with the use of pachymetry and weighing with a superior efficiency of 90%.
Concluding that this monitoring method is used for screening and can be used in
refrigerators in order to establish which lot where the enteric alternation is shown, is

worthy of special attention.



Keywords: porcine proliferative enteritis, ileitis, ileus, weight, thickness, diameter.
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1. INTRODUGAO

A enteropatia proliferativa suina (EPS), também designada como ileite regional,
adenomatose intestinal proliferante, enterite necrdtica ou enterite proliferativa
hemorragica, representa enfermidade que afeta suinos desde o desmame até o
estagio de adultos jovens.

A EPS ou simplesmente ileite representa o conjunto de processos patolégicos,
agudos ou cronicos, que acomete varias espécies de mamiferos e aves, inclusive
silvestres, ocorrendo, entretanto, mais frequentemente em suinos. Sendo essa
espécie a mais importante do ponto de vista econémico-produtivo, acometendo
principalmente os animais nas fases de recria e terminagao.

Tal afeccdo entérica € causada por bactéria que tem atuacdo intracelular
obrigatéria, denominada Lawsonia (L.) intracellularis. Devido a esta caracteristica,
induz apenas resposta imunoldgica fraca e varidvel em suinos. Sendo assim, 0s
métodos microbioldgicos e sorolégicos ndo apresentam resultados satisfatorios para o
diagnostico de rotina.

Os animais infectados pela L. intracellularis apresentam hiperplasia da mucosa
intestinal com progressiva substituicdo dos enterécitos maduros e colunares das
vilosidades, por células pouco diferenciadas, muito semelhantes as células do epitélio
das criptas intestinais. Acredita-se que a diarréia observada em casos de EPS seja por
ma absorcao, consequéncia da hipotrofia de vilosidades e/ou da presenca de células
imaturas hiperplasicas com reduzida expressdo de proteinas e transportadores de
membrana. Essas séo as teorias mais aceitas da patogenia para justificar a reducao
do ganho de peso e atraso no crescimento dos animais afetados. Porém, ainda sao
desconhecidos os mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis pela diarréia e pela
diminuicdo do desempenho zootécnico dos animais.

Os sinais clinicos ndo sao patognomoénicos, sendo observada diminuicdo do
apetite, diarréia e, em alguns casos, morte dos animais. Porém, ha alteracao

patolégica comum, visivel a necropsia, caracterizada pelo espessamento da mucosa



do intestino delgado (ileo) associado a proliferacéo de células das criptas intestinais e
diminuicdo da quantidade de células caliciformes. A doenca ja foi descrita em varios
paises com suinocultura tecnificada, dentre eles o Brasil e afeta predominantemente
suinos de alto valor genético. Por isto determina grande morbidade e prejuizos
econdmicos consideraveis a suinocultura, em muitos paises.

Na Australia, estima-se que custe a industria cerca de US$20/porca/ano. Nos
Estados Unidos US$98 milhdes de dolares sdo perdidos anualmente. Em areas
endémicas, 15 a 30% dos rebanhos séo afetados.

O controle da doenca nos rebanhos é realizado com base no monitoramento de
lesGes no ileo, durante o processo de abate, nos frigorificos. A capacitacdo para o
reconhecimento das les@es, s6 é adquirida com a pratica e representa fator limitante
no trabalho de profissionais ainda jovens e inexperientes. Por basear-se apenas na
percepcdo visual e tactil do examinador, perde a eficiéncia pela subjetividade.
Amaostras negativas para um profissional podem ser positivas para outro.

Por isso a necessidade de viabilizar o emprego da paquimetria e da pesagem
(métodos simples, objetivos, praticos e de baixo custo) de amostras de ileo de suinos,

na detecgdo da EPS, durante o processo de abate.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Etiologia

O primeiro relato sobre a ocorréncia de EPS ocorreu em 1931, caracterizou a
enfermidade como uma alteracéo proliferativa transmissivel (BIESTER e SCHWARTE,
1931). Mais de 40 anos depois, Rowland et al. (1973) relacionaram as lesdes
proliferativas a presenca de um microorganismo intracelular situado na por¢ao apical
de células das criptas intestinais.

S6 que o isolamento bacteriano e sua manutencao in vitro foi feito pela primeira
vez por Lawson e McOrist (1993). No mesmo ano, a doenca foi induzida
experimentalmente e a bactéria reisolada, cumprindo os requisitos do postulado de
Koch (McORIST et al., 1993). O microorganismo foi classificado dentro da subdivisdo
delta de Proteobacteria (GEBHART et al., 1993) com taxonomia distinta de outras
bactérias intracelulares. Baseado no sequenciamento do DNA ribossémico 16S, a
bactéria, previamente descrita como organismo Campylobacter-like, lleal symbiont
intracellularis e lleobacter intracellularis, foi classificada como sendo de novo género e
nova espécie dentro da familia das Desulfovibrionaceas, e chamada de Lawsonia
intracellularis (McORIST et al., 1995a) em homenagem ao pesquisador escocés, Dr.
Gordon H. K. Lawson.

A L. intracellularis tem dimensdes pequenas (cerca de 1,25-1,75um de
comprimento e 0,25-0,43um de largura), curva, Gram negativa, microaerdfila e nao
formadora de esporos (LAWSON & MCcORIST, 1993). Através de microscopia
eletrébnica foi observado um flagelo longo e unipolar. Contudo, o0 mesmo nao foi
identificado quando a bactéria encontrava-se no citoplasma de enterécitos (LAWSON
& GEBHART, 2000). No ano de 2002 foi finalizado o sequenciamento do genoma da
bactéria sendo composto por um cromossomo circular e trés plasmideos, totalizando

1344 genes (GEBHART & KAPUR, 2002).



2.2 Epidemiologia

Mesmo sendo evidenciada e relatada mais frequentemente em suinos
(FACCINI et. al., 2005; ZLOTOWSKI et al., 2008), a enterite proliferativa (EP) ja foi
descrita em hamsters (JOHNSON e JACOBY, 1978), cobaios (ELWELL et al., 1981),
equinos (DUHAMEL e WHEELDON, 1982), ratos (VANDENBERGHE et al., 1985),
furdes (FOX e LAWSON, 1988), raposas (ERICKSON et al., 1990), caes (LEBLANC et
al., 1993), veados (DROLET et al., 1996), coelhos (HOTCHKINS et al., 1996), emas
(LEMARCHAND et al., 1997), avestruzes (COOPER et al., 1997b), macacos (KLEIN et
al., 1999), camundongos (SMITH et al., 2000), bovinos, porcos-espinhos e girafas
(HERBST et al., 2003). Acredita-se que animais de vida livre possam ser reservatorios
e potenciais transmissores da afeccao. Tal suspeita foi levantada apés deteccao do
microorganismo em fezes de mamiferos selvagens, capturados nos arredores de
haras com histérico de animais com enterite proliferativa (PUSTERLA et al., 2008).

Apesar de relatos da existéncia da EP em primatas ndo humanos, até o
momento nado foi observada a infeccdo por L. intracellularis no homem. As
caracteristicas anatomopatolégicas da enterite proliferativa sao similares as
observadas na doenca intestinal inflamatéria humana (doenca de Crown), contudo, a
L. intracellularis ndo foi identificada em pacientes com a doenca (MICHALSKI et al.,
2006).

Atualmente, pouco se sabe sobre a epidemiologia molecular do agente da
EPS. A transmissao ocorre por via oro-fecal por meio da ingestdo do agente presente
nas fezes de animais infectados (JORDAN et al., 2004). Os suinos infectados podem
eliminar aproximadamente 10° organismos de L. intracellularis por grama de fezes e a
eliminacado do agente pode persistir por até trés meses (SMITH & McORIST, 1997,
GUEDES & GEBHART, 2003b). A colonizagdo intestinal pela bactéria foi detectada

por 14 dias em suinos inoculados oralmente com fezes mantidas a 23°C, evidenciando



também a sobrevivéncia do microorganismo por até 2 semanas a temperatura
ambiente (COLLINS et al., 2000). Foi possivel infectar leitdes pela inoculacao oral de
10° organismos de L. intracellularis (COLLINS et al., 2001).

Animais que apresentam a enfermidade subclinica ndo manifestam quadros de
diarréia, tipicos da doenca, por terem sido submetidos a infeccdo por poucos
microorganismos, entretanto, apresentam baixo desempenho zootécnico e sao
capazes de eliminar o agente, portanto sdo importantes fontes de infeccdo para
animais suscetiveis (GUEDES & GEBHART, 2003b). Também foi comprovado que
suinos clinicamente saudaveis que eliminavam L. intracellularis nas fezes tiveram
menor desempenho que animais sadios que ndo eliminavam o agente nas fezes

(JACOBSON et al., 2003).

2.3 Patogénese

Sabe-se que a L. intracellularis tem tropismo por células do epitélio intestinal,
sendo 0s mecanismos envolvidos na patogénese da EPS determinados pela infeccdo
e posterior hiperplasia de enterécitos presentes na regido das criptas intestinais
(LAWSON & GEBHART, 2000). Entretanto, ainda ndo estdo bem esclarecidos os
fatores de viruléncia envolvidos na infeccao (GEBHART & GUEDES, 2004). O
mecanismo por meio do qual a L. intracellularis se adere e penetra a célula ndo é
conhecido. Entretanto, McCluskey e colaboradores identificaram o gene denominado
Lsa A que é transcrito e traduzido pela L. intracellularis durante a infeccdo, com
possivel importancia durante a adesdo e entrada da bactéria nas células epiteliais
imaturas. Esse gene é responsavel pela sintese de algumas proteinas de superficie
gue se ligariam a receptores especificos presentes na superficie apical de enterécitos
(McCLUSKEY et al.,, 2002). Ainda através da andlise da sequéncia genética do

microorganismo foram identificadas regides homoélogas aos fatores de membrana Yop



(proteina externa da Yersinia) indicando que o sistema de secrecao tipo Ill, encontrado
em bactérias enteropatogénicas Gram negativas, pode auxiliar no processo de invasao
e evasao do sistema imune do hospedeiro (GEBHART & GUEDES, 2004; KROLL et
al., 2005). Ha indicios de que possa haver uma associacdo de eventos que promova a
penetracao da bactéria na célula alvo.

Primeiramente, ocorre a interacdo entre antigenos de superficie da L.
intracellularis e receptores especificos presentes na superficie externa apical do
enterdcito imaturo (McORIST et al., 1997a). Posteriormente, utilizando-se de processo
endocitico, envolvendo polimerizacdo de actina pela célula epitelial, a bactéria penetra
na célula (LAWSON et al., 1995).

Sabe-se que o mecanismo de invasao nao depende da viabilidade da bactéria.
Células eucariotas sao capazes de internalizar organismos de L. intracellularis fixados
em formol (LAWSON et al., 1995). O bloqueio do metabolismo e do citoesqueleto
celular por citocalasina D reduziu significativamente a invasdo bacteriana, mas ainda
assim houve infeccdo pelo microorganismo, portanto, outros mecanismos podem estar
envolvidos nesse processo (GEBHART & GUEDES, 2004).

Neste contexto, a L. intracellularis parece ser internalizada por inducdo de
mecanismos especificos de endocitose (LAWSON & McORIST, 1993). Em seguida,
ocorre formacao de vacuolo intracitoplasmatico, com posterior liberacdo da bactéria
para o citoplasma (McORIST et al., 1995b). Especula-se que a L. intracellularis, assim
como Shigella, Listeria, Clostridium piliforme e algumas espécies de Rickettsia, seja
capaz de produzir toxinas (citolisinas ou hemolisinas) que possibilitam sua saida do
vacuolo intracitoplasmatico e da digestdo lisossdbmica, sendo entdo liberada no
citoplasma do enterdcito infectado, podendo assim se multiplicar livremente (GUEDES
& GEBHART, 2003c). Tal atividade citolitica foi observada em pesquisa com infecgéo
in vitro da L. intracellularis (GEBHART & GUEDES, 2004).

A maior parte dos estudos sobre a patogénese da EP é realizada in vivo. As

lesbes caracterizam-se por proliferacdes dos enterécitos imaturos, levando ao



espessamento da mucosa do ileo, do ceco e, menos frequentemente, da mucosa do
c6lon (LAWSON & GEBHART, 2000). A primeira alteracao observada na infeccao pela
L. intracellularis € a hiperplasia da mucosa intestinal com progressiva substituicdo de
enterdcitos maduros, colunares e absortivos das vilosidades, por células pouco
diferenciadas, semelhantes as células do epitélio das criptas intestinais (SMITH &
McORIST, 1997). A alteracéo proliferativa esta diretamente relacionada a infeccao e
replicacdo bacteriana. Entretanto, os mecanismos que promovem essa hiperplasia
ainda néo estéo esclarecidos (KROLL et al., 2005; GUEDES, 2007).

A reducdo temporaria de mecanismos indutores de apoptose pela L.
intracellularis poderia favorecer as alteragcbes proliferativas. Na fase de resolucdo das
lesdes, a auséncia da bactéria nos enterdcitos associa-se ao aumento do namero de
células bem diferenciadas (McORIST et al., 1996). Contudo, Machuca et. al. (1999)
demonstraram aumento da apoptose nas vilosidades e criptas hiperplasicas de suinos
com ileite. Ainda, a identificacdo de caspase-3, por IHQ, foi significativamente maior
em criptas hiperplasicas, comparadas com as criptas normais (GUEDES, 2002).

Com excecdo das caracteristicas proliferativas, até o momento nédo foram
observados outros efeitos citopatoldgicos nos enterdcitos infectados in vitro ou in vivo
(GEBHART & GUEDES, 2004). A inflamacao pode ser observada nos estagios mais
tardios da doenca, mas ndo é caracteristica priméria da infecgéo por L. intracellularis.

A avaliacdo ultra-estrutural das lesdes da ileite em suinos identificou a
presenca da L. intracellularis no limen das criptas intestinais associadas a membrana
celular e em vacuolos intracitoplasmaticos (McORIST et al., 1989). As bactérias
encontram-se livres no citoplasma, enquanto as células infectadas entram em mitose
transmitindo o microorganismo para as células filhas (McORIST et al.,, 1995b).
Eventualmente, bactérias sao liberadas no limen intestinal, 0 que permite a expanséo
da infeccédo no ileo, jejuno, ceco e cdélon. As células M, importantes no reconhecimento

antigénico do epitélio intestinal, podem estar envolvidas na patogénese da ileite, visto



a presenca de lesdes na regido das placas de Peyer nas fases iniciais da infeccao
(McORIST et. al., 1993).

Em suinos, a infeccao experimental identificou a bactéria a partir do quinto dia
apos a inoculacdo do microorganismo. Por um lado, as lesdes microscépicas foram
observadas no 11° dia pés-infeccdo (GUEDES, 2002). Por outro contudo, usando
marcacdo imunoistoquimica, ndo foram observadas lesées macroscopicas e
histolégicas até 29 dias apds a infeccdo experimental de suinos (McORIST et al.,
1987; GEBHART & GUEDES, 2004).

O crescimento e manutencao in vitro da L. intracellularis permitiu a realizacao
de estudos dos mecanismos envolvidos na entrada da bactéria em células suscetiveis
e a evolucéo da infeccdo em cultura celular (LAWSON & GEBHART, 1993). Embora
ndo haja proliferagdo celular in vitro, a infeccdo em monocamada de células
demonstrou a dindmica da invasdo celular pela bacteria. McORIST et al. (1995b)
observaram contato intimo entre a L. intracellularis e a superficie de células eucariotas
(IEC-18 e IPEC-J2) 10 minutos ap0s a exposicao a bactéria, sendo o microorganismo
encontrado em vacuolos intracitoplasmaticos uma hora pds-exposicdo. A partir de trés
horas, a bactéria pode ser observada livre no citoplasma. Entédo a bactéria multiplicou-
se por divisdo binaria formando protrusGes celulares repletas de L. intracellularis,
ruptura e liberagdo do agente no meio extracelular entre o segundo e o sexto dia no
citoplasma celular.

A replicagdo bacteriana no citoplasma das células das criptas intestinais
associa-se a quadros de diarréia em animais infectados experimentalmente a partir do
sétimo dia ap0s inoculagao oral da bactéria. Contudo, até o momento os mecanismos
fisiopatologicos determinantes para diarréia na EPS ainda ndo sdo conhecidos
(MOESER & BLIKSLAGER, 2007). A partir da hiperplasia das criptas intestinais,
especula-se a possivel reducdo na expressdao de proteinas e transportadores de
membrana na superficie celular comprometendo a capacidade de absorcgéo.

Fisiologicamente, as células das criptas possuem canais i6nicos na superficie apical



responsaveis pela secrecdo de ions cloreto (ClI) (WELSH et al., 1982). A possivel
expressdo destes canais na membrana apical de células hiperplasicas poderia
intensificar a secre¢do no epitélio intestinal, contribuindo para processo diarréico. Além
disso, é conhecido que células das criptas e do apice das vilosidades apresentam
diferencas quantitativas e qualitativas de suas proteinas de membrana celular. Por
exemplo, enterdcitos imaturos das criptas apresentam numero significativamente
maior de proteinas que formam bombas de co-transporte de ions sodio e bicarbonato
(SEIDLER et al., 2001). Esse fato pode ajudar a explicar a diarréia, em animais com
hiperplasia de mucosa. A avaliacdo da expresséo génica de enterdécitos hiperplasicos,
talvez possa mostrar 0 aumento quantitativo de algumas proteinas e a diminuicéo de
outras. Contudo, o envolvimento de mecanismos secretérios ou absortivos na

patogénese da EP néo estéa esclarecido.

2.4 Sinais Clinicos

Em suinos, a EP apresenta trés formas clinicas distintas - a aguda, a cronica e
a subclinica. A apresentacdo aguda, também chamada de enteropatia proliferativa
hemorragica, acomete suinos de 4 a 12 meses, normalmente animais de reposi¢ao ou
proximos ao abate. Esta sindrome é caracterizada por diarréia hemorragica resultando
em morte subita do animal, o qual se encontra palido e com hemorragia intestinal
profusa (LAWSON & GEBHART, 2000).

A forma crdnica ocorre em leitbes em crescimento entre 2 e 4 meses de idade
e caracteriza-se por anorexia, reducéo no ganho de peso, diminui¢cdo do crescimento e
desuniformidade entre animais da mesma idade e diarréia transitoria (LAWSON &
GEBHART, 2000; GUEDES, 2007). A diarréia, por ser transitoria, muitas vezes é
considerada de pouca importancia pelo tratador, pois imagina que a doenca se

resolveu, com o desaparecer da diarréia.
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Quando a EPS ¢ induzida experimentalmente os sinais clinicos comeg¢am a ser
observados de sete a dez dias ap6s a inoculacdo do agente, ou seja, o periodo de
incubacdo da EP é de aproximadamente sete dias (LAWSON & GEBHART, 2000;
GUEDES, 2002). As bactérias ingeridas ou inoculadas por via intragastrica colonizam
o terco médio e final do intestino delgado, ceco e célon, resultando em proliferacédo
das células epiteliais das criptas de Lieberkiihn no intestino delgado e glandulas
mucosas do intestino grosso, com subseqiente espessamento da mucosa intestinal
(JUBB et al., 1993; HUERTA et al., 2003). Ponto importante a ser considerado é que
animais infectados, mesmo que nado apresentem diarréia, sofrem reducdo de

desempenho zootécnico durante algum periodo da infeccdo (FRANCA, 2007).

2.5 Lesoes

Independentemente da espécie acometida, a alteracdo macroscépica mais
evidente € o espessamento da mucosa intestinal, sendo faciimente identificada a
necropsia. Em suinos, o exame intestinal de animais mortos subitamente pode ser
determinante para confirmagéo da forma aguda da EP. As lesbes normalmente séo
observadas no ileo e caracterizam-se por espessamento da parede intestinal, edema e
congestdo do mesentério, rugosidade da mucosa, com pregas bem evidentes e
contetdo intestinal fibrinohemorragico associado & presenca de coagulos (MORES et
al., 1985). Embora o ileo seja o segmento intestinal mais afetado, as lesdes podem ser
encontradas do duodeno ao reto (GUEDES, 2002).

As lesBes macroscoépicas que se associam a forma crénica da enfermidade séo
observadas com maior frequéncia em suinos (KROLL et al., 2005). Além do
espessamento da parede intestinal e da maior evidenciacdo das pregas da mucosa,
placas de material necrético podem estar presentes, aderidas a superficie do intestino

(WARD & WINKELMAN, 1990). A necropsia, as alteracbes podem ser discretas,
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caracterizadas por edema de mesentério associado a lesdo proliferativa focal. Nesses
casos, a avaliacdo das lesbes € subjetiva e depende da experiéncia do médico
veterinario observador (GUEDES et.al., 2002). Sendo assim, torna-se necessario o
envio de amostras para realizacdo de exame histopatolégico, visando a confirmacao
do diagnéstico.

As caracteristicas histopatoldgicas da EP independem da espécie acometida e
da apresentacgéo clinica. As lesGes caracterizam-se por proliferacdo das células das
criptas de Lieberkihn no intestino delgado associado a presenca de microorganismo
intracelular no citoplasma apical desses enterdcitos (ROWLAND & LAWSON, 1974).
As criptas tornam-se alongadas, dilatadas, ha maior presenca de células imaturas e
elevado indice mit6tico. Ha significativa reducao no nimero de células caliciformes nas
criptas afetadas (GEBHART & GUEDES, 2004). A infiltragdo de células inflamatorias é

minima e nao constitui caracteristica marcante da enfermidade.

2.6 Diagnéstico

Desde a primeira descricdo da doenca, o diagnostico da EP tem como
fundamento a avaliagdo clinica e anatomopatolégica, por meio do exame
macroscopico da mucosa intestinal, para avaliacdo da presenca de lesbes
proliferativas associadas as alteracbes histoloégicas de hiperplasia das criptas
intestinais observadas pela coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) (ROWLAND &
HUTCHINGS, 1978), da demonstracao da bactéria intracelular em secc¢bes de tecido
coradas pela coloragdo com nitrato de prata, conforme técnica de Warthin-Starry (WS)
e pela deteccdo de Lawsonia intracellularis por meio de ensaio de imunofluorescéncia
(JONES et al., 1993a; JORDAN et al.,1999).

A bactéria pode ser demonstrada na por¢ao apical de enterdcitos imaturos por

técnicas histoquimicas de coloracdo pela prata (ROWLAND & LAWSON, 1974;
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MORES et al., 1985), imunofluorescéncia indireta (McORIST et al., 1987), hibridizacéo
in situ fluorescente (GEBHART et al.,, 1994; BOYE et al, 1998) e imunoistoquimica
(JENSEN et al., 1997) usando anticorpo especifico contra L. intracellularis (McORIST
et al., 1987). A partir de estudo comparativo utilizando anticorpos especificos para L.
intracelullaris, Guedes et al. (2002) demonstraram que a técnica de imunoistoquimica
€ mais sensivel que a coloracdo histolégica de HE, WS e reacdo em cadeia da
polimerase de amostras fecais.

O exame macroscopico dos intestinos durante o processo de abate tem sido
usado em estudos epidemiolégicos. Os resultados, porém, sdo contraditorios, o que
deve ser explicado pela sensibilidade e especificidade da técnica (JONES et
al.,1993a), demonstrando que ainda ndo existe uma padronizacdo. O uso da coloracao
HE como diagnéstico, esta restrito aos casos que demonstram evidente proliferacao
dos enterécitos, presente nos processos moderados e severos de EPS (GUEDES et
al., 2002). Modificagdes na técnica de coloragdo com nitrato de prata de WS
(YOUNG,1969) sao satisfatérias para uso de rotina e o diagnéstico positivo €
determinado pela presenca da bactéria no citoplasma dos enterécitos proliferados
(McORIST & GEBHART, 1999).

Ao longo dos anos, o desenvolvimento de técnicas diagnoésticas sensiveis e
especificas permitiu o reconhecimento da doenga também antemortem com
identificacdo do microorganismo ou de anticorpos especificos para L. intracelullaris.
Porém, os testes soroldgicos tém aplicacdo restrita dada a necessidade de
manutencéo in vitro da L. intracellularis como fonte de antigeno - poucos laboratérios
no mundo tém conseguido manter culturas puras desta bactéria (GUEDES et al.,
2002).

Alguns trabalhos descrevem o sucesso e a aplicabilidade das técnicas
moleculares para o diagnostico da EPS. Moreno et al. (2002), utilizando fezes de 1215
suinos de importantes regides produtoras do Brasil, demonstraram com sucesso a

sensibilidade da PCR para estudos epidemiolégicos, o que de fato foi descrito por
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Jones et al. (1993a), mostrando que a técnica de PCR pode identificar L. intracellularis
a partir de 10° por g de fezes. Na Republica Tcheca, Tomanova et al. (2006)
demonstraram a presenca de L. intracellularis em 9,1% nas amostras de tecido (ileo e
linfonodo) provenientes de suinos selvagens utilizando a técnica conhecida como
Nested-PCR, corroborando com os achados de Plawinska et al. (2004), que
descreveram com sucesso a mesma técnica para diagnostico individual em suinos
acometidos pela EPS. Recentemente, a PCR em tempo real (RT-PCR) foi utilizada
com sucesso para a quantificacdo de L. intracellularis em suinos acometidos pelas
formas aguda e subclinica (GOY et al. 2008).

Em suinos, outras infec¢Bes entéricas devem ser consideradas no diagnéstico
diferencial da EP. Na forma aguda, a coleta de tecidos para exames bacteriolégicos
sdo importantes para descartar suspeitas de enterocolite por Salmonella enterica
sorotipo Typhimurium e infecgbes por Brachyspira hyodysenteriae (disenteria suina).
Ainda, Ulceras géstricas e sindrome intestinal hemorragica também devem ser
consideradas (GUEDES et al., 2002). Os diagnésticos diferenciais da forma crénica da
EPS devem incluir doencgas que cursam com diarréia persistente, como gastroenterite
transmissivel enzodtica, infeccdes por Brachyspira pilosicoli (colite espiroquetal),
disenteria suina, enterocolite por S. enterica sorotipo Typhimurium, colibacilose e

hipersensibilidade a soja (GUEDES, 2007).

2.7 Controle

A EPS causa importantes perdas econdmicas para a industria suinicola
mundial (LAWSON & GEBHART, 2000; LEE et al., 2001; GUEDES, 2003). Nos EUA,
esse prejuizo equivale a aproximadamente 98 milhées de délares anuais (LAWSON &
GEBHART, 2000). Por esse motivo, € importante a utilizacdo de métodos para o

controle da doenca, que € realizado principalmente pela utilizacdo de antimicrobianos,
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administrados na racao, na agua de beber ou por injecdo intramuscular (BANE et al.,
2001).

Diversos estudos foram conduzidos para se conhecer drogas eficientes no
controle e tratamento da EPS. Diferentes antimicrobianos mostraram eficacia no
tratamento e controle da doenca, merecendo destaque 0s macrolideos, as
tetraciclinas, lincosamidas e pleuromitilinas. Farmacos do grupo dos macrolideos sao
0s mais utilizados em suinos e equinos (LEE et al., 2001; ATHERTON & McKENZIE,
2006).

A avaliacdo da eficiéncia de antimicrobianos in vivo tem sido realizada
utilizando-se da inducdo experimental da EP em suinos (FRANCA, 2007). Neste
contexto, a reducdo da eliminacdo de bactérias nas fezes, detectada por PCR, a
diminuicdo da extensdo e severidade das lesdes macroscopicas no intestino e a
melhora no desempenho de animais testados sdo o0s parametros avaliados
(SCHWARTZ et al.,, 1999; WALTER et al.,, 2001). Entretanto, seu uso deve ser
criterioso, pois a utilizacdo de posologia inadequada pode aumentar a probabilidade
de ocorréncia de surtos de doencas entéricas (BANE et al., 2001). A escolha do
principio ativo do antimicrobiano deve ter como fundamento o conhecimento
farmacoldgico e custo da droga, idade dos animais e presenca de outras enfermidades
concomitantes, como salmonelose, disenteria suina, espiroquetose colbnica,
micoplasmose e pasteurelose, que possam ser controladas pelo mesmo
antimicrobiano (GUEDES, 2003).

A administracdo de antimicrobianos para tratamento de EPS deve ser
considerada em duas situacdes principais. A primeira em rebanhos com a forma
crbnica da EPS, nos quais a mortalidade é minima, mas existe impacto significativo no
desempenho zootécnico. Nestes casos, a antibioticoterapia tem como principal
objetivo melhorar os indices produtivos da granja. A segunda situacao é quando existe

a forma aguda ou hemorragica da EPS, e o objetivo do tratamento é minimizar a
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mortalidade e reduzir as chances de ocorréncia da doenca em lotes subsequentes
(LAWSON & GEBHART, 2000).

Atualmente, o controle da EPS é realizado utilizando pulsos de antimicrobianos
na racao por duas semanas, com intervalos de trés semanas na fase final de creche,
recria e terminacdo (GUEDES, 2007). Este protocolo terapéutico tem sido empregado
em rebanhos com a forma cronica da doenca, nos quais a mortalidade € minima,
contudo produz impacto positivo e significativo no desempenho produtivo dos animais.
Desta forma, estimar o momento ideal de uso de um ou varios pulsos de
antimicrobianos é um dos segredos do sucesso dos programas de controle. A
interrupcao de tratamento prolongados, usualmente adotada no periodo pré-abate,
pode favorecer ao surgimento de casos agudos da doenca (GUEDES et al., 2002a).

Além do uso de antimicrobianos, métodos alternativos de controle da EPS tém
sido estudados. Dentre eles, o uso de vacina viva modificada, Enterisol lleitis, vendida
na forma liofilizada, que esta disponivel comercialmente em varios paises do mundo,
inclusive no Brasil. A aplicacdo desta vacina tem mostrado desenvolvimento de
imunidade humoral e celular (GUEDES & GEBHART, 2003b), contra a Lawsonia
intracellularis, melhorando assim o ganho de peso diario (GPD) em aproximadamente
30 gramas, quando comparado com animais ndo vacinados (KROLL et al., 2004;
McORIST & SMITH, 2006; YAMAGUCHI et al., 2006) e possibilita reduzir a utilizagdo
de antimicrobianos na racdo (BAK & RATHKJEN, 2009).

Alguns estudos tém mostrado os efeitos benéficos do uso de promotores de
crescimento em animais afetados por EPS. Apesar disso, o efeito dessas substancias
sobre a doenca é pouco conhecido (LAWSON & GEBHART, 2000). Por exemplo, o
uso prolongado de promotores de crescimento poderia interferir na dinAmica da
infecgdo de L. intracellularis no rebanho, induzindo com isto a formagéao de lotes de
animais totalmente suscetiveis, que desenvolveriam a forma aguda da doenca

tardiamente, quando da retirada destas drogas da racédo. Desta forma, ndo é possivel



16

utilizar promotores de crescimento com o intuito de permitir baixos niveis de exposigao
a L. intracellularis e desenvolvimento de imunidade.

O emprego de acidificantes, adicionados a racao, representa alternativa para o
controle da EPS. Sua eficiéncia, porém, ainda € motivo de muita especulacao.
Teoricamente, haveria diminuicdo significativa do pH intestinal, o que resultaria em
morte de grande numero de bactérias entéricas (BOESEN et al., 2004), inclusive de L.
intracellularis presentes no lume intestinal. Assim, o nimero destes microrganismos
gue conseguiriam penetrar nos enterdcitos seria menor. Entretanto, esta diminuicéo de
pH do conteldo intestinal, provavelmente ndo resultaria em alteracdes do pH citosoélico
dos enterdcitos, ndo havendo interferéncia na viabilidade dos microorganismos (L.

intracellularis) que estivessem no interior destas células.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Estudar a viabilidade de estabelecimento de metodologias simples,
baratas e praticas para monitoramento da ileite suina comprovada por

exames anatomopatoldgicos e histomorfometria.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a eficiéncia e viabilidade do uso de paquimetro para a
mensuracdo da espessura de fragmentos de ileo e estabelecer padroes
para a diferenciacdo de animais afetados e nado afetados pela ileite;

e Avaliar a eficiéncia e viabilidade do uso da pesagem de fragmentos de
ileo e estabelecer padrbes para a diferenciacao de animais afetados e

nao afetados pela ileite.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Colheita, exame macroscopico, paquimetria e pesagem das
amostras de ileo

Durante o processo de abate, em frigorificos localizados em Ipua-SP e Tupa-
SP, foram colhidas amostras com aproximadamente 30cm da porcao final do ileo de
156 suinos, todos castrados, de linhagens comerciais, idade entre 145 e 155 dias e
peso entre 95 e 105 kg. Em seguida, estas amostras foram seccionadas com o auxilio
de equipamento apropriado (Figura 1), para a obtencéo de seguimento com exatos 10

cm.

FIGURA 1: Equipamento desenvolvido para obtencdo de amostras padronizadas, com
10 cm de comprimento. A amostra inicial de 30 cm era fixada ao gancho da parte
superior do aparato e transpassada pelo interior do mesmo. A seccdo do ileo era
realizada utilizando navalha histoldgica e orientada pelas ranhuras do aparato.



19

O fragmento obtido era em seguida pesado, mediante emprego de balanca de
precisdo (Gehaka, modelo PG400, Sdo Paulo, Brasil), sendo o valor (em gramas)
registrado em ficha apropriada. Com o auxilio de paquimetro (Mitutoyo, Kavasaki,
Japdo) a espessura e o diametro externos do fragmento de ileo eram medidos e seus
valores em centimetros eram devidamente registrados. Subsequentemente, por
inspecao e palpacdo, eram examinados externa e internamente a procura de lesdes
sugestivas de ileite. Todas estas informacdes eram anotadas em fichas individuais
apropriadas.

O material era identificado e fragmentos da parede do ileo eram colhidas e
individualmente colocadas em frascos identificados contendo formalina a 10% neutra
tamponada a 10%, para as analises posteriores.

Os responsaveis pelas granjas de origem dos animais foram inqueridos, de

modo a obter o histérico das doencas ja diagnosticadas no plantel.

4.2 Exames anatomopatolégicos

No exame macroscopico das amostras procurou-se identificar, interna e
externamente, lesdes sugestivas de EPS, tais como o edema de mesentério e ileo, o
espessamento da mucosa com diminuicdo do limen, o diametro total externo, na area
de corte, e a consisténcia do referido 6rgédo e a condi¢cdo da mucosa ileal.

Apo6s devidamente fixados os cortes de ileo foram processados, segundo as
técnicas rotineiramente empregadas em histopatologia. Os cortes, com a espessura
de 5 um, foram corados com HE e examinados histopatologicamente em microscépio
Optico comum. Neste exame investigou-se, em especial, a presenca de lesdes do tipo
infiltrado inflamatério, quantidade de células caliciformes, proliferacdo de enterdcitos

jovens e mitoses, bem como placas de Peyer reativas.
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A impregnacdo com nitrato de prata - técnica de WS modificada (HUERTA et al.
2003) também foi utilizada, objetivando a visualizacdo e identificacdo do agente,
morfologicamente encurvado presente no citoplasma das células ileais. A confecgao
das laminas histopatoldgicas, bem como as coloracdo das mesmas pelas técnicas de
HE e coloracdo argéntica, foram realizadas no Departamento de Patologia Animal da
FCAV - Jaboticabal, sendo as laminas posteriormente analizadas com uso de

microscopio 6tico comum no Laboratério de Microbiologia de Suinos da FCAV.

4.3 Histomorfometria

Para a realizacdo das andlises morfométricas da mucosa do ileo as
preparacdes histologicas foram analisadas em microscopio apropriado (Leica, modelo
DM5000B, Heerbrugg, Suica) acoplado a camera digital (Leica, modelo DFC300FX,
Heerbrugg, Suica), pela qual se capturavam as imagens e com o programa de analise
(Leica, Leica Qwin® - Leica Image Processing and Analysis Software, Heerbrugg,
Suica) era possivel aferir os parametros desejados para a realizacdo do presente
estudo. Foram mensuradas 30 vilosidades e 30 criptas de cada uma das amostras.

O comprimento da vilosidade (CV) foi tomado a partir de sua base, o que
coincide exatamente com a porcdo superior das criptas. Tracaram-se duas retas
paralelas, uma inferior - na base da vilosidade, e outra superior - tangenciando o apice
do vilo. A distancia em pm, fornecida pelo analisador de imagens, entre estas duas
retas paralelas correspondia ao comprimento do vilo no sentido longitudinal. A
profundidade da cripta (PC) foi tomada da sua base até a regido de transicao cripta-

vilo.

4.4 Formagao dos Grupos
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A analise global dos resultados obtidos para cada animal permitiu que fossem

classificados em trés grupos distintos:

¢ Grupo positivo — composto apenas por animais sabidamente positivos, ou seja,
cujas amostras apresentavam alteracbes macroscopicas e microscépicas
tipicas da doenca e evidencia da L. intracellularis;

e Grupo suspeito — composto por animais cujas amostras revelaram alteracdes
macroscopicas ou microscoépicas sugestivas da doenca, mas que ndo tiveram o
agente evidenciado na microscopia;

e Grupo negativo — composto por amostras sabidamente negativas, ou seja, que
ndo apresentavam alteracfes no exame macroscopico e microscopico e que

nao foi evidenciada a L. intracellularis ao exame microscopico.

4.5 Analises Estatisticas

Os dados obtidos para cada um dos animais e grupos foram submetidos a
analise de variancia. As médias obtidas para cada um dos grupos e para cada um dos
parametros registrados foram comparadas entre si, mediante o emprego do teste de
Tukey, a 5% de probabilidade (SAS, 1998).

A andlise discriminante foi complementarmente realizada, objetivando nao
apenas verificar se havia distincdo entre os grupos (positivo, negativo e suspeito),
como o calculo de equacao que permitisse indicar se um determinado peso, espessura

e diametro ileal, poderia classificar um animal em teste num dos trés grupos referidos.
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5. RESULTADOS

5.1 Peso, Espessura e Diametro do ileo

O peso das amostras de 10 cm de ileo dos animais envolvidos neste estudo
indicou valores entre 7,64 e 21,66 gramas, com média geral de 13,18 gramas. A
espessura, por outro lado, variou entre 1 e 10 mm, com média de 5 mm e o diametro

0,6 a 1,5 mm, com a média de 1,06 mm.

5.2 Exames Anatomohistopatolégicos

O exame macroscopico das porcdes de ileo dos 156 suinos envolvidos neste
estudo mostrou espessamento da parede intestinal, edema e congestdo do mesentério
e maior evidenciagcdo das pregas da mucosa, como principais alteracbes. Das
amostras analisadas, 61,54% n&o apresentavam qualquer alteracdo, seja pela
inspecao, seja pela palpacado. O restante (38,46%) mostrava algum grau de alteracéo.

Presenca de infiltrado inflamatério e placas de Peyer reativas, diminuicdo no
namero de células caliciformes e elevada presenca de enterdcitos jovens, foram as
alteracdes registradas ao exame microscépico em 89 amostras (57,05%) examinadas.
As demais 67 amostras (42,95%), ndo apresentavam qualquer tipo de alteragéo.

A impregnacéo pela prata (FIG. 2) permitiu a identificacdo da L. intracellularis
em apenas 18 amostras (11,54%). Em parte das demais, embora pudessem

apresentar alteracdes indicativas de ileite, n&o foi detectada a presenca do agente.
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FIGURA 2 - Lamina corada pela técnica de Warthin-Starry (WS) onde é possivel
evidenciar a bactéria L. intracellularis no citoplasma celular (aumento de 400x).

5.3 Morfometria

As analises morfométricas revelaram aumento significativo no comprimento das
vilosidades e na profundidade de criptas das amostras positivas para a presenca da L.
intracellularis no citoplasma apical, detectadas pela coloracdo argéntica, quando
comparadas as vilosidades e criptas das amostras classificadas como suspeitas ou

negativas (TABELA 1).
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TABELA 1. Médias e desvios-padrao para o comprimento das vilosidades e
profundidade das criptas da porcao final do ileo de suinos positivos, suspeitos ou

negativos para ileite. Jaboticabal, 2011.

Infeccéo por L. intracellularis Coef.
Variavel Negativos e de Var. F
Positivos _ 0
Suspeitos (%)

Comprimento da vilosidade (um) 377,14+73,792 273,85+14,26b 15,14 <0,0001

Profundidade da cripta (um) 91,52+18,102 71,28+3,14b 12,65 0,0002

Médias seguidas de letras iguais nas linhas néo diferem pelo teste T (P>0,05).

5.4 Avaliacao Global dos Resultados

A avaliagdo conjunta dos resultados obtidos nos exames realizados nas
amostras de ileo, colhidas de cada um dos animais envolvidos neste estudo,
possibilitou classificar e distribuir as amostras nos trés grupos distintos - positivo,
suspeito e negativo. Através de Andlise de Variancia foi possivel verificar que havia
diferenca estatistica entre as médias dos grupos formados para as variaveis peso,
espessura e diametro médios do ileo. Na tabela 2, exposta a seguir, podem ser vistas
as médias de peso, espessura e diametro do ileo obtido em cada um dos grupos,
sendo comparadas entre si pelo teste de Tukey Studentizado com 5% de
probabilidade.

TABELA 2. Teste de Tukey Studentizado com 5% de probabilidade comparando as
médias das variaveis (peso, espessura e diametro) de cada grupo entre si.

Espessura £ Diametro +

Grupo N Peso + Desv.Padr. Desv Padr. Desv Padr.
Negativo 61 10,70+ 1,41 c 0,36 £0,10 b 0,96+0,11b
Suspeito 77 1515+2,43 a 0,59+0,13 a 1,14+0,15a

Positivo 17 13,47 +3,07b 0,56 +0,20 a 1,12+0,20 a
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Médias seguidas de pelo menos uma letra em comum nas colunas nao diferem entre si pelo
teste de Tukey Studentizado com 5% de probabilidade.
5.5 Discriminagao dos grupos e elaboracao das equacgdes

matematicas.

Através de andlise discriminante foi possivel delimitar espacialmente cada um
dos trés grupos e observar que 0s mesmos apresentavam alto grau de distingédo entre
si. Distincdo maior foi verificada entre o grupo negativo e os demais. Esse parametro
foi significativo, entre 0s grupos suspeito e positivo. Para isto, foram verificadas as
distancias entre os centroides (TABELA 3) dos trés grupos, sendo as mesmas

avaliadas estatisticamente (TABELA 4).

TABELA 3. Distancia entre os centroides de cada um dos trés grupos formados
(positivo, suspeito e negativo) — Squared Mahalanobis Distances — onde é
possivel observar o0 quao distante 0s grupos séo entre si.

Grupos Negativo Suspeito Positivo
Negativo 5.03 2.98
Suspeito 5.03 0.74
Positivo 2.98 0.74

TABELA 4. Confiabilidade estatistica da distancia entre os centrdides dos grupos
(positivo, suspeito e negativo) — P-levels — demonstrando estatisticamente
a significancia dos valores obtidos quando aferidas as distancias entre os
centroides desses mesmos grupos.

Negativo Suspeito Positivo
Negativo 0.0000 0.0000
Suspeito 0.0000 0.024
Positivo 0.0000 0.024

Ainda por meio da analise discriminante foram calculadas fungbes que
permitam classificar em negativas, suspeitas ou positivas, utilizando apenas os valores
obtidos na pesagem e paquimetria, novas amostras de ileo de outros suinos em idade
de abate. Para estes calculos, os valores obtidos devem ser substituidos pelas

incégnitas das trés férmulas (P=peso; E=espessura, D=diametro). Serdo obtidos
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resultados numéricos para cada uma das equacbBes. A amostra analisada sera
classificada como pertencente ao grupo da equacdo cujo calculo der o maior

resultado. Essas funcdes estdo descritas abaixo.

Negativo = -24.8589 + 0.9395P - 0.9637E + 39.6376D
Suspeito = -37.9999 + 1.5741P + 7,0406E + 40.9369D
Positivo = -36.1592 + 1.0776P + 8.7649E + 43.3845D

O grau de significancia de cada variavel das equacdes foi especificado através
da andlise da funcdo discriminante. Estes valores podem ser vistos na tabela 5.
Verifica-se que a variavel mais significante para a classificacdo das amostras foi o

peso, seguido da espessura e didmetro respectivamente.

TABELA 5. Andlise das funcgdes discriminantes das variaveis do modelo,
demonstrando o grau de significancia de cada uma das variaveis (peso, espessura e
didmetro) dentro das equacodes.

Valor de F P
Peso 11,3537 0,000026
Espessura 8,2244 0,000408
Diametro 1,1325 0,324952

Por meio desta andlise discriminante é possivel observar que as variaveis
significantes da equacéo sdo, por ordem de importancia, 0 peso e a espessura, sendo
o diametro pouco influente como elemento discriminatorio.

A eficiéncia do método variou entre os grupos, sendo mais satisfatéria para os

negativos e suspeitos (TABELA 6).

TABELA 6. Matriz de classificacdo das amostras de ileos de suinos coletadas
segundo as funcbes criadas e o percentual de acerto das mesmas.

Negativo Suspeito Positivo Percentual de acerto
Negativo 57 4 0 93,44
Suspeito 7 70 0 90,9
Positivo 9 7 1 5,88
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A matriz anterior indica que, utilizando apenas as equacdes resultantes do
presente estudo, é possivel classificar amostras de ileo colhidas em frigorificos como

suspeitas ou negativas para EPS com confiabilidade superior a 90%.
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6. Discussao

O presente estudo, conforme exposto, objetivou avaliar se a pesagem ou
mensuracdo da espessura ou do diametro de amostras de ileo, poderiam ser
empregadas como meio auxiliar no diagnostico da ileite em suinos, durante o
processo de abate.

A coloracdo WS modificada foi empregada para a identificacdo dos animais
infectados pela L. intracellularis. Embora em um numero relativamente pequeno de
animais, o uso da técnica permitiu a visualizacdo da bactéria que se concentrava no
apice das células ileais. Quando em grande quantidade, formava aglomerados cuja
justaposicdo conferia a porcao apical das células epiteliais coloracdo marrom-escura.
A eficiéncia da coloracdo argéntica para deteccao de bactérias intracelulares ja foi
descrita anteriormente (ROWLAND & LAWSON, 1974; MORES et al., 1985) e pode
ser usada para identificacdo da bactéria na parte apical do citoplasma de enterécitos
durante exame ao microscopio 6ptico (WILLIANS et al., 1996; COOPER et al., 1997b;
FRANK et al., 1998; AL-GHAMDI, 2003; WUERSCH et al., 2006).

Desta maneira, conforme ja verificado por outros autores, pode-se reafirmar
gue a coloracdo pelo nitrato de prata deva ser considerada como método de
confirmacdo da doenca (ROWLAND & LAWSON, 1974; WILLIAMS et al.,, 1996;
COOPER et al., 1997b; FRANK et al., 1998; LAVOIE et al., 1998 e 2000; BREES et
al., 1999; LAVOIE & DROLET, 2002; AL- GHAMDI, 2003; BIHR, 2003; WUERSCH et
al., 2006; KIMBERLY et al.,, 2007). Entretanto, para o diagnéstico da doenca é
recomendado que haja associacdo entre a presenca do microrganismo e as lesdes
histopatoldgicas para confirmar a doenca (MACEDO et al., 2008).

O exame post-mortem € realizado para reconhecimento das lesdes
macroscopicas associadas as alteracdes histologicas de hiperplasia das criptas
intestinais observadas pela coloracdo de HE (ROWLAND & HUTCHINGS, 1978).

Segundo Smith e McOrist, (1997) a primeira alteracdo observada na infeccao

pela L. intracellularis é a hiperplasia da mucosa intestinal. Todas as amostras positivas
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colhidas apresentaram espessamento da parede intestinal, edema e congestao do
mesentério e maior evidenciacdo das pregas da mucosa, corroborando com Franca
(2007) que descreveu ainda, serosa intestinal apresentando aspecto cerebroide.

A hiperplasia da mucosa é ocasionada pela progressiva substituicdo de
enterdcitos maduros e colunares das vilosidades, por células pouco diferenciadas,
semelhantes as células do epitélio das criptas intestinais (McORIST et al., 1996;
SMITH & MCORIST, 1997). As criptas séo alongadas, alargadas e forradas por células
epiteliais imaturas ocorrendo muitos eventos de mitose (MCORIST & GEBHART,
1999).

Todas as laminas foram analisadas para avaliar a presenca ou a auséncia de
lesbes histologicas. Nas laminas positivas para EPS (confirmadas pela visualizacao do
agente etiolégico por meio de coloracao argéntica) no material original havia
alongamento das vilosidades e extensa proliferacdo do epitélio com aprofundamento
das criptas (TABELA 1). O trabalho realizado por Vannucci (2009) descreve
hiperplasia caracterizada pela presenca de vilosidades longas e tortuosas. Em alguns
cortes histolégicos, foram observadas criptas com a luz extremamente reduzida, em
razdo do aumento das camadas de células epiteliais. Segundo Smith e McOrist (1997),
na EPS ha substituicdo de enterdcitos maduros e colunares das vilosidades, por
células pouco diferenciadas, semelhantes as células do epitélio das criptas intestinais,
levando a hiperplasia dos enterdcitos presentes na regido das criptas intestinais
(LAWSON & GEBHART, 2000) que podem ser observadas pela coloracdo de HE
(ROWLAND & HUTCHINGS, 1978).

Entretanto, alguns cortes histolégicos, apresentaram criptas compostas por
uma Unica camada de células achatadas, com luz de diametro bastante aumentado,
contendo restos de células epiteliais e células inflamatérias, sendo também observada
diminuicao na proporgéo entre células caliciformes e enterdcitos. Sabe-se que na EPS
h&d reducdo marcante do numero de células caliciformes nas criptas afetadas

(LAWSON & GEBHART, 2000) ou essas podem ainda estar ausentes (ROWLAND &
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LAWSON, 1992). Ainda nos animais positivos, foram também observadas a presenca,
acima do comum, de mitoses, frequentes no epitélio das criptas infectadas,
acompanhadas de enterdcitos imaturos e pouco diferenciados. Esta alteragdo ja foi
descrita por McOrist e Gebhart, (1999) e Franga (2007).

Outros parametros, como presenca de infiltrado inflamatério e reatividade das
placas de Peyer foram analisados, porém, ndo foram encontrados exclusivamente nas
amostras positivas. Sabe-se que lesfes histolégicas proliferativas acompanhadas de
hiperplasia do tecido linféide associado ao intestino, infiltracdo inflamatéria linfo-
histiocitaria e neutrofilica na lamina prépria e submucosa, a presenca de células
multinucleadas e macréfagos com caracteristicas epitelidides, caracterizam as lesfes
da ileite em estudos realizados Faccini et al. (2005) e Vannucci (2009).

Boa parte das amostras classificadas visualmente como negativas
apresentavam infiltrado inflamatério contendo neutrdéfilos, eosindéfilos e macrofagos,
acompanhado de placas de Peyer reativas, 0 que sugere enterites causadas por
outros agentes ou por sensibilidade alimentar.

Com todas as informacdes obtidas pela metodologia empregada neste estudo,
foi possivel estabelecer com seguranca quais 0S animais que eram
inquestionavelmente portadores de EPS, quais ndo o eram e quais eram suspeitos, no
conjunto de animais examinados. Com isto, foi possivel determinar se havia correlacao
entre a positividade para a doenca e as variaveis mensuradas (0 peso, a espessura e
o diametro do ileo).

Evidenciou-se neste estudo, prevaléncia de 11,54% para o parasitismo por L.
intracellularis. Tal resultado corrobora observacdes de Rowland e Hutchings (1978),
Winkelman (1996) e McOrist (1997), que com levantamentos realizados em
abatedouros demonstraram variacdes de prevaléncia entre 0,7% e 12%. Faccini et al.
(2005) também verificaram valores de prevaléncia que se enquadram na variagao
referida, observando prevaléncia de 3% em frigorificos localizados no estado do Rio

Grande do Sul. Ainda no Brasil, foi detectada prevaléncia de 13,8% em animais
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provenientes dos estados de Sdo Paulo e Santa Catarina (BACCARO et al., 1998),
indicando valor aproximado ao obtido no presente estudo. Entretanto, valores
superiores foram encontrados por Poleze (2009) e Alberton et al. (2011), que
verificaram maiores prevaléncias da doenca em suinos de granjas situadas no Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Mato Grosso do Sul e Goias (39,3%), e Mato
Grosso (16,78%), respectivamente.

O numero de casos positivos, porém, pode estar subestimado, visto que a
sensibilidade da inspecédo ao abate pode ser baixa para detectar doencas cujas lesdes
se resolvam previamente (STEVENSON, 1996). Devido a elevada taxa de renovacao
do epitélio intestinal (POINTON, 1989), animais afetados por EPS podem se recuperar
e ndo apresentar lesbes no momento do abate (HOLYOAKE et al., 1994).

O método desenvolvido mostrou-se bastante efetivo para determinar se as
amostras avaliadas devem ser consideradas livres de qualquer afeccdo entérica ou se
apresentam alteracdes que possam estar interferindo negativamente na produtividade

da granja monitorada.
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CONCLUSOES

Por meio de metodologia e das analises empregadas no presente estudo, foi
possivel identificar a presenca de Lawsonia intracellularis em amostras de ileo de
suinos em dois frigorificos paulistas, causando alteracdes intestinais macroscopicas
de peso, espessura e diametro do ileo dos animais e microscoépicas.

Os métodos testados para serem utilizados no monitoramento da EPS durante
0 processo de abate foram pouco eficientes, especificamente (5,88%). Porém, podem
ser de grande valia na deteccdo de enterites, independentemente da causa, ja que
conseguiram, com elevada eficiéncia (>90%), separar as amostras consideradas
suspeitas das negativas.

Pode-se, desta forma, afirmar que o presente estudo viabilizou o
estabelecimento de metodologia eficiente, simples, facil, rapida e barata para o
monitoramento nao da ileite causada pela Lawsonia intracellularis, mas das ileites,

especificas e nao especificas, dos suinos em idade de abate.
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ANEXO I. Warthin-Starry (Modificacoes de Younq)

Os cortes desparafinados e reidratados foram lavados com tampéao acetato (pH
3,8) e incubados em solucdo de nitrato de prata 1% por 1 hora a 60°C. A solucdo
reveladora foi preparada pela dissolucdo de trés solugbes separadamente: 0,2 g de
nitrato de prata em 9 ml de tampao acetato (Solucdo 1), 0,3 g de quinol em 8 ml de
tampéo acetato (Solucéo 2), e 3 g de gelatina em 45 ml de solucdo tampao acetato
(Solugédo 3). As trés solucbes foram misturadas imediatamente antes do uso. A
solucdo reveladora foi adicionada com agitacdo constante, até que 0s cortes
obtivessem uma coloragdo marrom palido. Eles foram entdo lavados com agua

imediatamente, desidratados e montados para exame com microscopio optico.
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