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RESUMO

Porgdes de ileo terminal foram coletados de 100 suinos com sinais de doenca gastrointestinal na area
metropolitana de Bucaramanga, a fim de se estudar a eficiéncia do diagnostico de enteropatia proliferativa
suina (PPE) pela técnica de PCR aninha (PCRa) empregando sequéncias especificas (primers) para L.
intracellularis: 16S ARN regido (270pb) e sua correlagdo com achados clinicos e patologicos. Todas as
amostras foram processadas para se determinar a associacdo entre positividade por PCR, os sinais
clinicos, os achados de necropsia e as lesdes histologicas. Cinquenta e seis por cento das amostras foram
positivas para L. intracellularis pela PCRa. S6 2% exibiram resultados positivos pela técnica Warthin-
Starry. Trinta ¢ um de 100 animais com sinais de anorexia resultaram positivos para PCRa (P>0,05). Ndo
houve associagdo (P<0,05) entre diarreia ¢ queda no crescimento, bem como associag¢do (P<0,05) entre
achados anatomopatologicos e histolégicos com PCRa positivas.
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ABSTRACT

Fragments of terminal ileum were collected from 100 pigs at slaughter from Bucaramanga Metropolitan
Area (Santander, Colombia), to study the efficacy of the diagnosis of porcine proliferative enterophaty
(PPE) through the technique of nested polymerase chain reaction (PCRa), employing specific sequences
(primers) for L. intracellularis: 16S ARN region (270pb) and his correlation with clinic and pathological
findings. All samples were processed by standard histological methods and stained with a Warthin-Starry
technique. All samples were processed to determinate the association between positive PCRa results,
clinical signs and necropsy findings. 56% of the 100 samples were positive for L. intracellularis through
PCRa technic. Only 2% exhibited positive results through Warthin-Starry technique. A total of 31 (100)
animals with anorexic symptoms were associated with positive results from PCRa (P>,05). No
associations (P<0.05) were observed between diarrhea and delayed growth. No associations (P<0.05)
were observed between anatomopathological and histological findings with positive PCRa.
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INTRODUCAO epitélio, espessamento da parede do intestino

delgado e as vezes na porgdo superior do célon.

A enteropatia proliferativa suina (EPS) ¢ uma A incidéncia da infecgdo pela L. intracellularis

doenca infecciosa bacteriana que tem origem na em suinos tem aumentado no mundo; paises

bactéria Gram (-) Lawsonia intracellularis, como Meéxico, Estados Unidos e Espanha

caracterizada pela proliferagdo de células do reportam positividades de 30-40% (Escatel et al.,
2005).
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O impacto econdmico gerado pelos espécimes
intestinais do tipo ileite suino pode ser de grande
relevincia em paises como Brasil, Chile,
Argentina, México e Colombia, por estes serem
os maiores produtores de carne suina na regido
(Boari et al., 2014; Varela, 2014). Na Colombia,
foram encontradas prevaléncias de 20-87%,
principalmente nos estados de Antioquia e
Cundinamarca (Barbosa et al., 2005).

No estado de Santander, ndo existe informagao
que permita ter um panorama atual sobre a
situacdo da infec¢do na industria suina. Assim,
esta pesquisa teve como objetivo determinar,
pela técnica de reagdo em cadeia da polimerase
(PCRa) aninhada, a presenca de L. intracellularis
em suinos da regido metropolitana de
Bucaramanga, no estado de Santander
(Colombia), e sua associagdo positiva com 0s
achados clinico-patologicos para o
estabelecimento da linha-base, que permitam
determinar a situagdo epidemiologica da L.
intracellularis.

MATERIAL E METODOS

De granjas suinocultoras da regido metropolitana
de Bucaramanga, foram coletadas 100 amostras
de porgdes terminais de ileos de suinos mortos
que apresentaram sintomas relacionados com a
doenga intestinal, tais como anorexia, perda de
peso, diarreia e baixa conversdo. As variaveis
idade e sexo foram desconsideradas. Foram
registrados, para cada animal, os sinais clinicos,
além dos achados de necropsia (colite,
espessamento da parede intestinal, enterite,
enterite hemorragica e enterite necrotica).

Na amostragem, a por¢ao de ileo foi dividida em
duas: a primeira foi armazenada em solucdo
buffer TE 0,1X (Tris HC1 1M; EDTA 0,5M; pH
8,0), sendo conservada sob ultracongelamento (-
60°C) para extragdo de acido desoxirribonucleico
(ADN) e PCR; a outra porg¢do foi submersa
em formol a 10%, armazenada e mantida
em temperatura ambiente para  analise
histopatologica.

Para cada uma das 100 amostras, foi extraido
ADN cromossomal usando-se kit de extracdo
Purelink Genomic DNA Mini kit Invitrogen®,
segundo metodologia descrita por Martinez e
Silva (2013).
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Terminado o processo de extragdo, as amostras
de ADN foram quantificadas por fluorimetro
Qubit Fluorometer® (Invitrogen S.A.). Cada um
dos ADN foi diluido a concentragao de 10ng-pL"
" em 4gua estéril ¢ armazenado a -60°C. Para
constatar a qualidade dos extratos de ADN
obtidos, foi feita uma eletroforese em gel de
agarose (Merck®) a 1,5%, por uma hora, a 74V,
utilizando-se um padrdo de peso molecular de
100pb Promega® e corante AZ Visiom
Amresco®.

Para cada um dos ADN quantificados e diluidos,
foi feita uma PCR aninhada para amplificar o
gene 16S ARN de L. intracellularis de 270pb.
Realizou-se uma primeira amplificacdio da
porgdo de 319pb do gene 16S ARN com primers
externos: 5'-TAT GGC TGT CAA ACA CTC
CG-3" e 5-TGA AGG TAT TGG TAT TCT
CC-3"; o produto dessa primeira amplifica¢do foi
usado de molde para uma segunda reagdo que
amplificou uma porg¢éo interna de 270pb do gene
16S RNA de L. intracellularis, utilizando-se os
primers internos especificos: 5-TTA CAG GTG
AAG TTA TTG GG-3" e 5-CTT TCT CAT
GTC CCA TAA GC-3 (Jones et al., 1993;
Jacobson et al., 2004). As condi¢des das PCRs e
a obtencdo de controles positivos de
microrganismos inteiros da vacina Enterisol”
Ileitis (Boheringer Ingelheim) foram
padronizadas (Martinez e Silva, 2013).

Para cada reacdo de PCR, foi incluida como
controle negativo agua, substituindo o ADN
molde, e mistura de reagentes sem agua nem
ADN molde.

As condigdoes oOtimas para as PCR, tanto
para aquelas com primers internos quanto
para as outras com primers externos, incluiram:
25mm de MgCl; 0,15MM de cada
desoxirribonucleotideo trifosfato (DNTP); 1X de
buffer de reagdo; 0,8um de cada primer; y 2,5U
da enzima ADN Taq polimerase. As
temperaturas Otimas de anelamento para a PCR
simples e aninhada foram de 50 e 55°C,
respectivamente.

Os produtos de ambas as PCRs foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose a
1,5%, misturando-se 7pL de amplificado com
3uL de corante EZ-Vision DNA Dye -
AMRESCO (Solon, OH, EUA), em solugdo
buffer TAE 1X a 74V, por uma hora. Empregou-
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se padrio de peso molecular de 100pb de
Promega”. Os géis foram visualizados em
transiluminador UV (Biotec-fischer®).

As amostras de ileo foram conservadas em
formol a 10%. Foi feita montagem dos tecidos
nas laminas de vidro no Laboratério de Patologia
da Universidade Industrial de Santander. Foram
entdo enviadas ao Departamento de Patologia da
Universidade de Antioquia para o procedimento
de coloragdo de Warthin-Starry (Warthin e
Chronister, 1920) As laminas foram analisadas
em microscopio optico de luz (Olympus CX21®)
na Universidade Cooperativa de o Departamento
Colombia - Bucaramanga. As laminas foram,
entdo, analisadas em microscopio Optico de luz
(Olympus CX21®). Foram registrados os
achados histopatoldgicos relacionados com a
infecgdo (hiperplasia de células das criptas
intestinais, atrofia das vilosidades), assim como a
presenga do microrganismo.

A analise dos dados incluiu sua descri¢ao (%) no
intuito de determinar as associa¢des entre a
positividade por PCR, os sinais clinicos
(anorexia, diarreia e déficit de crescimento) e os
achados de necropsia (colite, espessamento da
parede intestinal, enterite, enterite hemorragica e
enterite necrotica). Utilizou-se o teste qui-
quadrado para ver o ajuste dos dados. Os
resultados de PCR foram comparados com os
dados de histopatologia por meio do teste de
Fisher.

RESULTADOS

De todas as 100 amostras de tecido, foi obtido
ADN cromossomal de enterdcitos (Fig. 1). As
concentragdes foram desde 20pg-mL’ até
800pg-mL™".

Genomic DNA Mini kit Invitrogen®).

Cinquenta e seis por cento das amostras
avaliadas pela PCR aninhada resultaram
positivas para L. intracellularis. A Fig. 2
apresenta as bandas obtidas nas amostras
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1,5%. A-F: ADN cromossomal extraido de ileo suino (Purelink

correspondentes a amplificagdo da porcdo de
270pb do gene acido ribonucleico ribossémico
(ARNT), bandas que coincidem com o controle
positivo (ADN obtido de microrganismos
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inteiros purificados: vacina Enterisol” Ileitis
(Boheringer Ingelheim). Para cada uma das
reacdes de PCR realizadas, tanto os controles

positivos quanto os negativos comportaram-se
como esperado.

172 34 5667 8 910 11

12 13 14 156 16 17 18 19 20 2122 23 24 25 26 27 28 29

52

&= 270 pb

= 270 pb

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,5%. Produtos da amplifica¢do da por¢do de 270pb do gene
16S ARNr de Lawsonia intracellularis. 1 e 12: padrdo de peso molecular de 100pb Promega®; 2 e 13:
controle positivo; 3 - 26: amostras positivas; 27-29: controle negativos.

Em 2% dos tecidos analisados com corante de
Warthin-Starry, detectou-se hiperplasia leve das
criptas intestinais, sem a presenca da bactéria. Na
mucosidade intestinal, identificou-se atrofia
severa de vilosidades com descamagdo difusa de
enterocitos. O percentual de tecidos que ndo
apresentou hiperplasia de criptas intestinais foi
de 2%. Detectou-se a presenga da bactéria com
morfologia espiral, invadindo a porc¢do apical
citoplasmatica em enterdcitos da cripta intestinal
(Fig. 3.). So6 duas amostras resultaram positivas
por PCR, além de sé-lo também por corante.

Os animais apresentaram anorexia em 31% dos
casos, sendo 23 positivos por PCR, havendo,
entdo, uma associagdo significativa (P<0,05)
entre a apresentagdo de anorexia e a positividade

184

por PCR. Nido houve associacdo significativa
(P>0,05) ao serem comparados os resultados de
PCR aninhada com apresentagdo de diarreia ou
retardamento no crescimento nem entre oS
achados anatomopatologicos da necropsia
(colite, espessamento da parede intestinal,
enterite, enterite hemorragica e enterite
necrotica) e a positividade por PCR.

Os achados histologicos como hiperplasia de
criptas intestinais e atrofia de vilosidades ndo
apresentaram associacdo significativa (P>0,05)
com a positividade por PCR. Ao ser feita a
analise estatistica dos resultados pelo teste de
Fisher, encontrou-se que ndo ha associagdo entre
a positividade por corante Warthin-Starry e a
positividade por PCR aninhada.
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Figura 3. Microfotografia do tecido intestinal suino (cripta). Histopatologia pela técnica de coloragdo de

Warthin-Starry. Observa-se presenga de Lawsonia intracellularis no citoplasma. 100x.

DISCUSSAO

O presente estudo confirmou a presenca de L.
intracellularis em granjas suinocultoras da
regido metropolitana de Bucaramanga, por meio
da técnica de PCR aninhada e histopatologia por
corante Warthin-Starry. Cinquenta e seis por
cento dos animais foram positivos para infec¢ao
por PCR. S6 2% resultaram positivos por corante
Warthin-Starry. Achados de Plawinska et al.
(2004) foram concordantes: esses autores
empregaram PCR aninhada e detectaram ADN
de L. intracellularis em 53,3% (194/364) dos
casos estudados.

Na Coloémbia, a EPS tem sido diagnosticada com
base nas lesdes reportadas em necropsia e no
diagnéstico histologico, embora se observado ao
microscopio com corante Warthin-Starry permite
observar a bactéria, o mesmo ndo ¢ especifico
para L. intracellularis devido ao fato de outros
microrganismos morfologicamente similares
existirem e de haver limitagdes quando se aplica
a amostras necroticas ou autolisadas. Por isso,

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.70, n.1, p.181-186, 2018

em animais em fase necrdtica da doenga, o
diagnéstico por histopatologia para identificagdo
do agente é complexo, pois as lesdes necroticas
severas em vilosidades intestinais dificultam a
deteccdo da bactéria, sendo, entdo, de grande
relevancia as técnicas moleculares, como a PCR,
para identificagdo do agente em fases necroticas
da doenca. Esse fato ¢ corroborado nesta
pesquisa, ja que sO 2% dos casos resultaram
positivos por corante, sendo, em um dos casos, a
estrutura bacteriana difusa em razdo das
mudangas morfoldgicas pela necrose ocasionada
pelo curso da doenga.

O tnico sinal clinico que apresentou associagdo
significativa com a positividade por PCR foi
anorexia;, outros autores reportam percentuais
baixos (8%) de animais com sinais como diarreia
e perda da condigéo corporal (Calle et al., 2006)

Nenhum dos achados de necropsia foi associado
significativamente a positividade por PCR,
0 que poderia estar relacionado com a
observacdo  de  bactérias  extracelulares
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(cocobacilares) nos tecidos avaliados com
caracteristicas morfologicas diferentes de L.
intracellularis, as quais poderiam estar
relacionadas com as lesdes encontradas, mas sem
ser consequéncia da L. intracellularis, fato que
também foi reportado por Rodriguez et al.
(2009).

Os resultados histologicos deste estudo sdo
similares aos achados do Barbosa et al. (2005),
autores que, baseados num estudo retrospectivo
(1998-2004) dos casos diagnosticados pelo
Instituto  Colombiano  Agropecuario (ICA),
reportaram que s6 11% dos casos estudados com
corante Warthin-Starry apresentaram hiperplasia
leve das células epiteliais com diminuicdo das
células caliciformes. Os autores no detectaram a
presenca da bactéria nos tecidos.

A L. intracellularis tem sido estudada em alguns
estados da Coloémbia (Rodriguez et al., 2004;
Barbosa et al., 2005) empregando-se o método
do corante de Warthin-Starry ou a imuno-
histoquimica para detec¢do da bactéria, sendo
Antioquia, Cundinamarca e Valle del Cauca os
estados que apresentam maior nimero de casos
da doenga. Muitos outros estados, entretanto, nao
tém sido estudados, sendo, entdo, esta pesquisa o
primeiro reporte de detecgdo molecular da
bactéria L. intracellularis em  granjas
suinocultoras do estado de Santander, o que
representa o primeiro elo para determinar a
situagdo epidemiologica da doenca e o
desenvolvimento de programas de prevencdo e
controle pelo estado.
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