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RESUMO

Estudou-se a eficicia do diagnostico macroscopico de lesdes da enteropatia proliferativa suina (EPS)
usando-se fragmentos de ileo de 663 suinos, coletados em abatedouros localizados em trés municipios do
Rio Grande do Sul. As amostras foram processadas por métodos histologicos rotineiros e coradas por uma
técnica desenvolvida pela combinagdo das coloragdes Warthin-Starry, alcian blue e hematoxilina-eosina
para detecgdo simultanea de Lawsonia intracellularis e lesdes associadas com EPS. Laminas suspeitas de
EPS foram submetidas a técnica de imunoistoquimica, utilizando anticorpo policlonal anti-Lawsonia
intracellularis na diluigdo de 1:15.000 pelo método avidina-biotina. A colora¢do combinada detectou 11
casos positivos, € a imunoistoquimica, nove casos adicionais. Entre as 643 amostras consideradas
negativas, 12 apresentaram desaparecimento de células caliciformes e proliferagdo adenomatosa
caracteristicas de EPS, mas auséncia de bactérias intracelulares. A eficiéncia do exame macroscopico para
diagnostico de EPS foi medida pela associagdo entre os resultados das avaliagdes macroscopicas e
histologicas realizadas em 219 amostras. Embora 51 delas tenham sido consideradas macroscopicamente
positivas, apenas quatro foram confirmadas pela presenca de bactérias intracelulares associadas com
lesdes caracteristicas de EPS. Ndo se observou associagdo entre as alteragdes macroscopicas e
histologicas de EPS.
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intracellularis

ABSTRACT

Fragments of terminal ileum were collected from 663 pigs at slaughter from three municipalities of the
Rio Grande do Sul state, southern Brazil, to study the efficacy of the macroscopic diagnosis of porcine
proliferative enteropathy (PPE). All samples were processed by standard histological methods and
stained with a technique that combined Warthin-Starry, alcian blue and hematoxylin-eosin. Sections were
simultaneously evaluated for the detection of Lawsonia intracellularis and lesions associated with PPE.
Sections in which the occurrence of PPE was suspected were stained by the avidin-biotin
immunoperoxidase technique using a polyclonal antiserum to Lawsonia intracellularis, at the dilution of
1:15,000. The histochemical method detected 11 positive sections and immunohistochemical staining
detected additional nine positive cases. Twelve out of 643 negative samples had reduced number of goblet
cells and adenomatous proliferation without any detectable bacteria. The efficiency of gross evaluation
for detecting PPE was measured through the comparison between the results from gross and histological
evaluations performed on samples from 219 animals. Although 51 of these samples were considered
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positive by gross evaluations, only four of them were confirmed as positive by detection of intracellular
bacteria associated with characteristic lesions of PPE. The association between gross and histological
changes often reported in PPE was not observed in this study.

Keywords: swine, proliferative enteropathy, histochemical diagnosis, immunohistochemical diagnosis,

Lawsonia intracellularis

INTRODUCAO

Enteropatia proliferativa suina (EPS) é uma
doenca infecciosa entérica de suinos (McOrist e
Gebhart, 1999), causada pela bactéria Lawsonia
intracellularis (McOrist et al., 1995) que afeta
também outras espécies animais (Cooper et al.,
1997) e apresenta distribuigdo mundial (McOrist
etal., 1994).

Em suinos, o complexo EPS apresenta-se sob
varias formas (Rowland e Lawson, 1992) e inclui
alteragdes descritas como adenomatose intestinal
suina (Biester ¢ Schwarte, 1931), enteropatia
proliferativa hemorragica (Rowland e Lawson,
1975), enterite necrdtica (Rowland e Lawson,
1992) e ileite regional (Alderton, 1993). A lesdo
comum em todas as formas da doenga consiste
em intensa hiperplasia dos enterdcitos das criptas
do ileo, jejuno, ceco ou coélon. A presenca de
bacilos curvos ou retos no citoplasma apical dos
enterocitos  das  criptas  proliferadas ¢
caracteristica constante (McOrist et al., 1992;
McOirist, 1996).

A epidemiologia da EPS permanece pouco
esclarecida devido a grande prevaléncia de casos
subclinicos (McOrist, 1996). A extensdo em que
a prevaléncia de lesdes ao abate pode refletir a
doenga em vida ou queda de produtividade ¢, em
grande parte, desconhecida (Rowland e Lawson,
1992). Estudos de prevaléncia tém revelado 20 a
40% de granjas infectadas em alguns paises
(Winkelman, 1995; McOrist, 1997).
Levantamentos em abatedouros tém demonstrado
variagdes de prevaléncia entre 0,7 e 12%
(Rowland e Hutchings, 1978; Winkelman, 1995;
McOrist, 1997). A sensibilidade da inspe¢do ao
abate pode ser baixa para detectar doengas cujas
lesdes se resolvam previamente (Stevenson,
1996). Devido a elevada taxa de renovagdo do
epitélio intestinal (Pointon, 1989), animais
afetados por EPS podem se recuperar sem
apresentar lesdes no momento do abate
(Holyoake et al., 1994).
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O diagnostico de EPS foi inicialmente limitado a
pesquisa de lesdes macro e microscopicas
caracteristicas na mucosa intestinal (Jones et al.,
1993). O primeiro método de deteccdo da L.
intracellularis em cortes histologicos foi a
coloragdo Warthin-Starry. A PCR ¢ sensivel e
especifica para L. intracellularis, podendo ser
usada para monitorar rebanhos suinos (Jordan et
al.,, 1996), e a imunoistoquimica foi indicada
como método diagnostico de escolha em
amostras fixadas em formol (Guedes et al.,
2002c). Recentes estudos de soroprevaléncia tém
demonstrado valor diagndstico (Guedes et al.,
2002b; Guedes et al., 2002a).

No Brasil, a enfermidade foi primeiramente
descrita por Morés et al. (1985), estando sua
ocorréncia freqiientemente associada a presenga
de lesdes macroscopicas sugestivas. No Rio
Grande do Sul, Barcellos et al. (1992)
descreveram as caracteristicas clinico-epidemio-
patologicas observadas em um surto de EPS. Os
objetivos deste trabalho foram detectar o agente
causal da EPS em suinos de terminagéo e avaliar
a eficacia do exame macroscopico das lesdes de
EPS como método diagndstico.

MATERIAL E METODOS

Selecionaram-se frigorificos nos municipios de
Passo Fundo, Santa Rosa e Estrela, onde foram
coletadas, aleatoriamente, 663 amostras de
porg¢des terminais de ileos de suinos com idade
aproximada de cinco meses, independentemente
de sexo ou raga. Informagdes sobre as condigdes
sanitarias prévias dos animais abatidos ou seus
rebanhos de origem ndo foram coletadas. Cada
amostra consistiu de um segmento de ileo com
cerca de S5cm de comprimento, retirado
aproximadamente a Scm da valvula ileocecal.
Em 219 amostras, verificaram-se lesdes
macroscopicas sugestivas de EPS, incluindo
espessamento, rugosidade e hemorragia da
parede, além de edema do mesentério. As
amostras foram acondicionadas em embalagens
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individuais, numeradas e classificadas como
positivas ou negativas ao exame macroscopico.

Os fragmentos de ileo foram processados por
métodos histologicos de rotina. Com o objetivo
de avaliar a presenca simultanea de bactérias
intracelulares e lesdes histologicas, foi
desenvolvida por Driemeier et al. (2002) uma
combinagdo de técnicas de coloragdo Warthin-
Starry, alcian blue ¢ hematoxilina-eosina.
Adicionalmente, amostras normais e suspeitas de
EPS foram submetidas a técnica de
imunoistoquimica (Guedes et al, 2002c),
utilizando-se um anticorpo policlonal anti-L.
intracellularis (Guedes e Gebhart, 2003) na
diluicdo de 1:15.000, pelo método da avidina-
biotina.

O protocolo seguido para a imunoistoquimica
incluiu: (1) bloqueio da atividade da peroxidase
endogena pela incubagdo das laminas em
metanol com 3% de H,O, por 15 minutos, (2)
digestdo prévia das laminas em tripsina 0,1% por
15 minutos a 37°C, (3) irradiacdo em forno de
microondas com as ldminas imersas em 100ml
de tampao citrato pH 6, por 2 minutos, a poténcia
maxima, atingindo 60°C, (4) reducdo de
marcacdes inespecificas pela incubagdo das
laminas em leite em pd desnatado 5% por 20
minutos, (5) aplicacdo do anticorpo primario
policlonal anti-L. intracellularis durante 45
minutos a 37°C, (6) lavagem em solugdo PBS ¢
(7) incubac¢do com complexo avidina-biotina-
peroxidase (ABC) por 40 minutos, em
temperatura ambiente. A revelagdo da reacdo foi

obtida utilizando-se diaminobenzidina (DAB)
como cromédgeno, € amostras positivas na
coloragdo  Warthin-Starry  foram  controles
positivos. Neste exame, a presenca de antigenos
bacterianos de L. intracellularis foi demonstrada
pela formacdo de aglomerados de coloracdo
amarronzada, finamente granular no interior das
vilosidades intestinais das criptas de Liberkiihn
do intestino ou na lamina propria da mucosa.
Utilizou-se o teste de x* para estudar a
associacdo entre os exames macroscopicos e
histologicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de bactérias, com morfologia
semelhante a L. intracellularis, associada com
alteragdes  morfoldgicas compativeis com
enteropatia proliferativa suina, foi confirmada
em 20 casos (Tab. 1). Observou-se a prevaléncia
de 3% de animais positivos para EPS. Resultados
aproximados foram observados anteriormente
(McOirist, 1997) nos Estados Unidos, utilizando-
se metodologia semelhante. Os animais estavam
clinicamente normais e foram selecionados ao
acaso, enquanto a maioria dos estudos foi
direcionada para rebanhos e propriedades com
suspeita clinica da doenga (Socci et al., 1998;
Veenhuizen et al, 1998), impossibilitando
quaisquer comparagdes. No Brasil, foi detectada
prevaléncia de 13,8% pela técnica da PCR em
amostras de fezes de animais provenientes dos
estados de Sao Paulo e Santa Catarina (Baccaro
et al., 1998).

Tabela 1. Distribuicdo de amostras de ileo coletadas e resultados obtidos nos exames histoquimicos e
imunoistoquimicos para o diagnéstico de enteropatia proliferativa

Amostras
Municipio Frigorifico Positivas HTQ HQ Total
(%) positivas positivas (%)

A 152 5 4 9 (5,92)
Passo Fundo B 08 ] K _

C 60 - - -
Santa Rosa D 105 i i )

E 76 6 5 11 (14,47)
Estrela F 172 ) ) _
Total - 663 11 9 20 (3,02)

A*=3,84; P=0,147 (esperado <5). HTQ= histoquimica, I[HQ= imunoistoquimica.
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A presenca de doengas clinicas ndo letais ou de
doengas subclinicas, associadas com queda de
produtividade, ¢ regularmente monitorada, ao
abate, em paises como a Australia (Pointon e
Sloane, 1984), Estados Unidos (Pointon et al.,
1996) e Inglaterra (Carlyle et al., 1996). O
monitoramento ao abate propiciou a coleta e o
exame de amostras de numero consideravel de
animais provenientes de varias localidades, em
periodo de tempo relativamente curto.

Dentre as 663 amostras avaliadas
microscopicamente, 643 foram negativas, pois
ndo apresentavam lesdes caracteristicas de EPS
associadas com bactérias intracelulares. Das 20
amostras restantes, 12 apresentavam proliferacao
adenomatosa de criptas com auséncia de bactéria
intracelular. Em tais casos, as amostras podem
ndo ter sido representativas. A baixa prevaléncia
observada (3%) pode estar relacionada com o
tempo do inicio dos sinais clinicos e/ou com a
prévia resolu¢do das lesdes (Holyoake et al.,
1994; McOrist e Gebhart, 1999). O exame
imunoistoquimico foi aplicado somente em
tecidos com lesdes histologicas de EPS e foi
mais sensivel que a impregnagao pela prata.

Alguns autores classificam as alteracdes
histologicas de EPS conforme escores (Jones et
al., 1993), entretanto, optou-se por fazer a
descricdo das laminas devido a pequena
quantidade de amostras positivas.
Histologicamente, havia extensa proliferacdo do
epitélio das criptas e encurtamento das
vilosidades, acompanhada do desaparecimento
das células caliciformes (Fig. 1).

As Dbactérias concentravam-se no dapice das
células epiteliais e apresentavam-se dispostas
paralelamente (Fig. 2). Quando em grande
quantidade, formavam aglomerados cuja
justaposicdo conferia a por¢do apical das células
epiteliais coloragdo marrom-escura pela técnica
combinada. Em algumas 1aminas positivas, havia
criptas com grande quantidade de bactérias e, em
outras, auséncia delas. Figuras de mitose foram
freqiientes no epitélio de criptas infectadas. Na
lamina propria, foram observados neutrofilos,
eosinofilos e macrofagos.
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Em alguns cortes histologicos, foram observadas
criptas com a luz extremamente reduzida, em
razdo do aumento das camadas de células
epiteliais. Entretanto, outros apresentaram uma
unica camada de células achatadas, com luz de
didmetro bastante aumentado (Fig. 1), contendo
restos de células epiteliais e células
inflamatorias.

O quadro histolégico foi semelhante aos
descritos anteriormente (Rowland e Rowtree,
1972), e ¢ caracteristico de adenomatose
intestinal (PIA), enquanto as outras formas da
doenga, enterite proliferativa hemorragica (EPH)
(Morés et al., 1985), ileite regional (IR) (Jonsson
e Martinsson, 1976) e enterite necrotica (EN)
(Rowland e Hutchings, 1978) ndo foram
encontradas. Este resultado confirma relatos
prévios de que PIA ¢ a forma mais encontrada e
que IR e EN sdo achados ocasionais (McOrist et
al., 1992). Embora EPH seja a segunda forma
mais freqiiente da doenga (Dufresne, 1998), ¢
raramente diagnosticada ao abate, pois apresenta
carater agudo e alta mortalidade.

A eficiéncia do exame macroscopico como
método de diagnostico para EPS foi mensurada
comparando-se os resultados das avaliagdes
macro ¢ microscopicas de 219 amostras de ileo
(Tab. 2). Pelo teste do qui-quadrado, ndo foi
constatada associacdo entre os fatores analisados
(x* = 1,108; P>0,05).

Mais de 23% das amostras avaliadas
macroscopicamente foram consideradas positivas
para EPS. Esses segmentos apresentaram
aparéncia reticular, didmetro consideravelmente
aumentado, parede com rigidez e, as vezes,
associagdo com edema. Entretanto, apenas quatro

(7,8%)  amostras  consideradas  positivas
macroscopicamente apresentaram lesoes
microscopicas associadas a bactérias

intracelulares. As demais 47 (92,2%) amostras
consideradas positivas no exame macroscopico
resultaram negativas ao exame histologico.
Portanto, embora a correlagdo entre os exames
macroscopicos e histologicos seja
freqiientemente citada (Jones et al., 1993;
Holyoake et al., 1994; Guedes et al., 2002c), ndo
foi observada neste estudo.
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Figura 1. Micrografia de ileo com diminuig@o das células caliciformes (coradas em azul), proliferagdo do
epitélio das criptas e formacdo de abscesso nas criptas. Coloragdo combinada, x100.
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Figura 2. Intestino de suino apresentando marcacdo anti-Lawsonia intracellularis no epitélio das criptas
intestinais. Streptavidina-biotina, x200.
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Tabela 2. Resultados das avaliagdes macroscopicas e histologicas para diagnostico de enteropatia
proliferativa suina em 219 amostras de fragmentos de ileo coletadas em abatedouros

Avaliagdo Numero de Avaliagdo histologica

macroscopica amostras Bactérias Proliferacdo Bactérias + Proliferagdo
Positiva 51 6 10 4

Negativa 168 7 9 7

Total 219 13 19 11

A prevaléncia de EPS em animais de abate,
estimada pela presenga de lesdes macroscopicas,
poderia estar superestimada. Entre os fatores que
poderiam influenciar a interpretacdo desses
resultados citam-se: a variagdo de tamanho dos
rebanhos, os tipos de cruzamento industrial, o
uso de aditivos antibacterianos na ragdo, as
diferencas anatdmicas entre intestinos normais e
os critérios técnicos da inspegdo para a selegdo
de amostras, uma vez que, nos animais recém-
mortos, o peristaltismo ainda existente pode ser
confundido com espessamento de causa
infecciosa (Holyoake et al., 1994).

O uso da técnica histoquimica adaptada permitiu
a avaliagdo  simultdnea  das  bactérias
intracelulares e das alteragdes morfologicas
resultantes dessa infec¢do. O desaparecimento
das células caliciformes facilitou a detec¢do das
amostras positivas, pois a diminui¢do dessas
células ¢ uma caracteristica de facil identificacdo
a0 microscopio, mesmo em pequeno aumento.
Estas células, quando presentes, coram-se de azul
claro (Fig. 1), contrastando de forma evidente
com a coloragdo homogénea dos cortes de
intestino afetados por L. intracellularis. Essa
técnica histoquimica, ao reunir trés coloragdes
em um unico corte histologico, diminuiu tanto os
custos por ladmina quanto o tempo para avaliacdo
histologica (Driemeier et al., 2002). Os achados
aqui descritos confirmam a presenca do
complexo enteropatia proliferativa em suinos de
abate no Rio Grande do Sul.
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