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RESUMO

GOMES, C. R. Deteccédo de Lawsonia intracellularis em aves comerciais
através da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR). [Detection of Lawsonia
intracellularis in chicken by polymerase chain reaction (PCR)]. 2006. 73 f.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2006.

A Lawsonia intracellularis € uma bactéria intracelular obrigatéria que causa Enterite
Proliferativa em varios animais, como suinos, cervos, ratos, hamsters, cobaios,
coelhos, ovinos, equinos, raposas, caes, furdes, primatas ndo humanos, emas e
avestruzes. Atualmente ndo ha relatos da ocorréncia do agente ou dos sinais
clinicos de sua infeccdo em aves comerciais (Gallus gallus domesticus). O presente
estudo reporta a deteccao através da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) de
Lawsonia intracellularis em matrizes pesadas de diferentes idades provenientes de
quatro linhagens de aves comerciais. Dentre os 100 suabes de fezes colhidos a
partir de fragmentos intestinais, 34% foram positivos para a detec¢do do agente pela
PCR. O agente foi encontrado com maior freqiéncia em aves de 80 semanas de
idade apresentando ou nao quadro diarréico. Os fragmentos intestinais das aves
cujas fezes foram positivas para deteccdo de Lawsonia intracellularis foram
submetidos ao exame histopatolégico e na maioria das lesdes analisadas foi
observada enterite necrética crénica proliferativa. Apesar das lesdes serem
sugestivas de infec¢do por Lawsonia intracellularis pela coloracdo de Warthin-Starry,
a presenca do patdgeno no interior dos enterécitos ou células glandulares nao foi
observada. Esses resultados poderiam levar a novas pesquisas sobre a importancia

da Lawsonia intacellularis na avicultura do Brasil e do mundo.



Palavra chave: Lawsonia intracellularis. Aves. Reacdo em cadeia pela polimerase.

Histopatologico.
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ABSTRACT

GOMES, C. R. Detection of Lawsonia intracellularis in chicken by polymerase
chain reaction (PCR). [Deteccdo de Lawsonia intracellularis em aves comerciais
através da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)]. 2006. 73 f. Dissertacao
(Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2006.

Lawsonia intracellularis is an obligate intracellular bacterium responsible for
proliferative enteritis in many animals, such as swine, deers, rats, hamsters, guinea
pigs, rabbits, ovine, horses, foxes, dogs, ferrets, no human primats, emus and
ostrichs. Currently there is no reports about the occurrence of this agent or clinical
signs of its infection in chickens (Gallus gallus domesticus). The present study
reports the detection of Lawsonia intracellularis at different ages of broiler breeder in
four avian commercials lineages by Polymerase Chain Reaction (PCR). Of 100
faecal swabs collected from intestinal fragments, 34% were positive for Lawsonia
intracellularis detection by PCR. The agent was more frequently found in chickens
of 80 weeks of age presenting or not diarrhea. The intestinal fragments which faeces
were positive for Lawsonia intracellularis PCR detection were submitted to
histopathological exam and in the most analysed lesions were observed proliferative
necrotic cronic enteritis. Although the lesions were suggestive of L. intracellularis
infection by Warthin-Starry staining, the presence of the pathogen inside of
enterocytes or gland cells was not observed. This results could lead to new
researches about the mean of Lawsonia intacellularis in broiler industry of Brazil and

the world.



Key word: Lawsonia intracellularis. Chicken. Polymerase chain reaction.

Histophatological.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as vendas externas de produtos avicolas brasileiros
apresentaram significativa evolugdo. Em termos de receitas cambiais, o Brasil
passou a ser o maior exportador mundial de frangos. O numero de paises
importadores elevou-se para 142 e foram exportados 9,3 milhées de toneladas de
carne frango, 350 mil toneladas de carne de peru e 24,6 bilhdes de unidades de
ovos, além de carnes e outros produtos de outras espécies avicolas (D’AVILA,
2006). Com esses resultados o setor avicola manteve-se como maior exportador de
alimentos do Brasil, representando uma grande fonte de divisas para o pais, com
importante colaboracdo no estabelecimento de um saldo positivo na balanca
comercial. Também foram registrados avangos importantes do setor avicola no
desenvolvimento de programas sanitarios e de monitoria para garantir a qualidade e
sanidade do produto brasileiro (D’AVILA, 2006). De maneira geral, as estratégias
permanentes de controle das doencgas entéricas e respiratorias tém sido bem
sucedidas em suas exigéncias estabelecidas.

No que diz respeito as doengas entéricas, varios agentes tém sido descritos
acometendo as aves comerciais; no entanto, uma boa parte dos casos permanece
sem etiologia definida. Neste contexto, ndo ha relatos no Brasil e no mundo, da
ocorréncia de Lawsonia intracellularis em aves comerciais (Gallus gallus
domesticus). Trata-se de uma bactéria intracelular obrigatéria que causa enterite
necrotica ou proliferativa em diversas espécies de mamiferos e aves (GEBHART et

al., 1993; MOORE; SHRYOCK, 1996).
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Este agente é sensivel a diversos antimicrobianos utilizados em avicultura
para controle das infeccdes bacterianas, tais como a clostridiose e a micoplasmose;
desta forma a importdncia e os sinais clinicos da infeccdo por Lawsonia.
intracellularis podem estar sendo mascarados nas grandes criagdes avicolas,
ocultando graves prejuizos devido a ocorréncia da infecgdo de uma forma crénica ou
subclinica.

O presente estudo teve por objetivo avaliar a ocorréncia de Lawsonia
intracellularis em aves comerciais (Gallus gallus domesticus) provenientes de

criacdes do Estado de Sao Paulo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ENTERITES AVIARIAS

As aves precisam estar em perfeita saude e possuir um trato intestinal
funcional para manter uma excelente eficiéncia alimentar, o qual é requerido por um
moderno padrao de producdo. Estima-se que o custo da alimentagdo por ave
compreende 66% do custo total da produgao (PORTER, 1998).

A enterite resulta da infeccdo com um particular microrganismo no trato
intestinal em consequéncia da soma deste microrganismo com a susceptibilidade do
hospedeiro; isto envolve um grande numero de fatores promotores ou inibidores, os
quais podem determinar que uma infecgcao se instale e permaneca subclinica ou
cause a doenga. A presengca de um segundo patégeno durante o curso de uma
infeccao € uma das maneiras de influenciar estes fatores (TZIPORI et al., 1983).

Um pequeno dano no trato intestinal pode resultar na reducido do indice de
eficiéncia alimentar e diminuicdo da taxa do ganho de peso, aumentando
diretamente o custo da producdo. Além disso, os danos mais severos por agentes
entéricos podem causar alta mortalidade em uma granja avicola (PORTER, 1998).

A maioria das doencgas entéricas nas aves pode apresentar-se como uma
doenca crénica ou aguda. Na forma cronica observa-se que os danos na mucosa
intestinal levam a diminuigdo da digestdo e absorgéo, redug¢édo no ganho de peso,

aumento da conversao alimentar e consequente diminuicdo da producdo. A forma
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aguda da doenca leva ao aumento da mortalidade nas granjas, podendo chegar a
1% ao dia, por varios dias consecutivos ou semanas (IMMERSEEL et al., 2004).
Dentre os sinais clinicos e sintomas das doencas entéricas podem citar-se
depressdo, desidratacdo, sonoléncia, penas arrepiadas, diarréia, diarréia
hemorragica e diminuigdo do consumo de alimento (HELMBOLDT; BRYANT, 1971).
Varios agentes tém sido envolvidos nas enterites em aves comerciais; dentre
eles podemos citar Clostridium perfringens, Salmonella spp., E. coli, Pasteurella
multocida, Brachyspyra spp, Eimeria spp, Rotavirus e Reovirus (AL-SHEIKHLY; AL-

SAIEG, 1980; PORTER, 1998; TZIPORI et al., 1983).

2.1.1 Infeccéo por Clostridium perfringens

O género Clostridium €& formado por bacilos Gram-positivos, anaerébicos,
produtores de esporos e toxinas. A enterite necrética nas aves é frequentemente
relacionada ao Clostridium perfringens toxigénico tipo A ou C (PORTER, 1998).

A enterite necrética € mais comum em frangos, mas ocasionalmente a doenga
pode ocorrer em aves de postura comerciais (CHAKRABORTY et al., 1984). Os
sinais clinicos e sintomas observados na enterite necrética sao depressao, penas
arrepiadas, diarréia, anorexia, decubito esternal e um subito aumento da mortalidade
na granja (LONG, 1973). As lesdes geralmente sao restritas ao intestino delgado,
principalmente no jejuno e no ileo e em menor freqiéncia no duodeno e no ceco. O
intestino fica distendido pela formacédo de gas e por fluido marrom escuro. Uma

camada descontinua e difusa de coloragdo marrom acinzentada, friavel e com
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abundante material fibrinonecrético, chamada de pseudomembrana fibrinonecrética,
€ aderida a mucosa; raramente podem ser observadas lesdes focais (HELMBOLDT;
BRYANT, 1971).

O exame histopatoldgico dos intestinos afetados revela a presenga de material
fibrinonecrético na luz intestinal decorrente da necrose de vilosidades e também a
presenca de um infiltrado inflamatério polimorfonuclear. Grande quantidade de
bacilos Gram-positivos estdo espalhados por todas as areas de necrose, sendo que
uma pronunciada linha de demarcagao ocorre entre o tecido necrotico e o tecido
sadio (PORTER, 1998). A microscopia eletrbnica das lesdes indica que o Clostridium
perfringens esta intimamente associado com o processo de inflamagéo, mas o
microrganismo né&o invade o tecido saudavel. Estes achados indicam que a liberagao
da enterotoxina consiste numa ag¢ao primaria na patogenia da lesdo (KALDHUSDAL

et al., 1995).

2.1.2 Infeccéo por Escherichia coli

A colibacilose aviaria € uma doenca infecciosa que afeta uma variedade de
aves, sendo que o agente atua como patdégeno primario ou secundario no quadro. A
E. coli € um bacilo Gram-negativo, ndo esporulado, anaerébio facultativo e mével.
Esta presente na natureza e € um habitante normal do trato intestinal das aves
(GROSS, 1994). Sorotipos patogénicos de E. coli podem ser freqientemente
isolados do trato intestinal das aves sadias, o qual sustenta o fato de que o agente é

freqientemente um patdégeno oportunista. Fezes e poeira dos galpdes séao
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importante fonte de E. coli patogénica. A ingestdo ou inalagdo de E. coli sao
potenciais caminhos da infeccdo (GROSS, 1994). Uma grande variedade de
sorogrupos de E. coli patogénica tem sido identificada pelo antigeno somatico O,
mas 0s principais sorogrupos relacionados com a colibacilose aviaria sao: O1, O2 e
078 (HELLE; DRABKIN, 1977). As principais sindromes relacionadas a colibacilose
em aves sao onfalite, doenga respiratoria cronica (aerossaculite, perihepatite e
pericardite), septicemia aguda (salpingite, peritonite, sinovite, osteomielite, celulite) e
coligranuloma entérico. O coligranuloma entérico € uma rara condi¢ao que pode ser
observada em perus e em aves adultas que sdo achadas mortas e em pobre
condigéo fisica. E caracterizado por nédulos amarelos ou brancos no figado, ceco,
duodeno e mesentério. Os nddulos sdo granulomas dos quais a E. coli muitas vezes
pode ser isolada. Os coligranulomas podem ser diferenciados de micobacteriose por

microscopia e cultura bacteriana (PORTER, 1998).

2.1.3 Infeccdo por Salmonella spp

O género Salmonella contém mais de 2.000 sorotipos, os quais tem sido
classificados pelos antigenos somaticos (O), flagelar (H), e capsular (K). A
Salmonella € um bacilo Gram-negativo, ndo esporulado, que possui flagelo na sua
grande maioria, aerdobio ou anaerdbio facultativo e fermenta a glicose e outros
acucares (QUINN et al., 1994a). O trato intestinal € um dos mais comuns sitios de
colonizacido da Salmonella e o modo de transmissao freqlientemente se da pela via

oro-fecal e transovariana. As infeccbes por Salmonella podem ser também
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sisttmicas e em alguns casos acompanhadas por lesdes entéricas. As lesdes
entéricas em aves induzidas por Salmonella estdo frequentemente associadas com
trés doencas: pulurose, tifo aviario e infecgdes paratifoides. Nestas doencas as
lesdes entéricas ocorrem frequentemente no ceco, que é o melhor lugar para o
isolamento do agente (PORTER, 1998).

A pulurose é causada pela Salmonella pullorum, que geralmente acomete
aves jovens com 2-3 semanas de vida. As aves podem apresentar sonoléncia,
fraqueza, perda de apetite, retardo no crescimento, amontoamento, penas
arrepiadas, asas caidas, material branco ao redor da cloaca em consequéncia da
diarréia branca a branca-amarelada e morte (POMERQOY; NAGARAJA, 1991).

O tifo aviario é causado pela Salmonella gallinarum, que geralmente acomete
aves adultas. As aves ficam quietas, prostradas, param de alimentar-se, apresentam
diarréia amarelo-esverdeada, queda de postura e em poucos dias pode ocorrer a
morte. As lesdes da pulurose e do tifo aviario consistem em peritonite, nddulos
caseosos brancos ou cinzas, focos necréticos no pulméo, coragao, bago, figado e
moela (ASHTON, 1990). Os cecos nas aves jovens podem ter areas de extensiva
necrose na mucosa € submucosa, com acumulo de debris necréticos misturados
com fibrina e heterdfilos no lumen (SHIVAPRASAD, 1997). A maioria dos sorotipos
de Salmonella séo classificados no grupo das paratiféides, com excegéo do sorotipo
pullorum, gallinarum e arizona (ASHTON, 1990).

As salmonelas paratiféides sdo moveis, infectam uma variedade de espécies
e sao zoondticas. S. typhimurium e S. enteritidis sdo exemplos de salmonelas
paratiféides (GAST; BEARD, 1990). A colonizagao do intestino por estes sorotipos
geralmente resulta na invasao da parede do intestino e disseminagéo para os 6rgaos

internos, causando alta mortalidade em aves jovens. As aves podem morrer sem
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apresentar sintomas ou podem estar deprimidas com os olhos fechados, penas
arrepiadas, penas ao redor da cloaca encharcadas de fezes, despigmentagcado do
saco da gema e diarréia profusa. Aves adultas parecem ser mais resistentes e
podem alojar a Salmonella nos tecidos sem apresentar sinais clinicos (BROWN et
al., 1976). Estudos recentes mostraram que a infeccéo por S. enteritidis em aves da
linhagem White Leghorn pode causar uma branda enterite e tiflite, e que a privagao
exacerbada de alimentos aumenta o grau da inflamagao intestinal (PORTER; HOLT,
1993). As lesbes podem incluir focos necroticos dispersos entre uma variedade de
orgaos internos com exudato fibrinonecrético e hemorragico no ceco (PORTER,

1998).

2.1.4 Infeccdo por Pasteurella multocida

Pasteurella multocida é o agente causador da célera aviaria. E um bastonete
pequeno, Gram-negativo, imével e ndo esporulado. A célera aviaria € uma infecgao
bacteriana sistémica e severa, que afeta aves comerciais, perus e patos. A morte
geralmente é causada pela bacteremia e endotoxemia, especialmente em casos
agudos. Algumas aves podem morrer sem apresentar sinais clinicos, mas podem
ficar deprimidas, apresentando cianose e diarréia (RHOADES et al., 1989).

Aves que sobrevivem podem desenvolver a forma crénica da doenca
apresentando infeccbes localizadas nas articulagbes, coxim plantar, cavidade
peritoneal, oviduto, ossos, sendo que no ouvido médio pode causar torcicolo e

opistétono além de outros tecidos. Acumulo de muco e congestdo pode ser
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observado no intestino delgado. O exame histopatolégico do intestino revela apenas
uma congestao da mucosa e infiltrado de heterdfilos na lamina propria (RHOADES

et al., 1989).

2.1.5 Infeccdo por Brachyspyra spp

Espiroquetas pertencentes ao género Brachyspira (Serpulina) sdo bactérias
anaerobias, espiraladas que colonizam o intestino grosso e podem causar enterites
em varias espécies de animais. Estas espiroquetas podem ser isoladas apés 3 a 5
dias de incubacdo em meio seletivo e condigcdes anaerdbias de crescimento.

Espécies patogénicas e ndo patogénicas sao encontradas no trato intestinal
das aves (BUCKLES et al.,, 1997). As espécies patogénicas tém sido associadas
com tiflite em aves de postura comercial e em frangos. Estes agentes tém sido
isolados do intestino de aves com crescimento retardado, diarréia, manchas de fezes
na casca dos ovos e cloaca e diminuicdo na producado de ovos (DWARS et al.,
1992). As lesbes sao frequentemente limitadas ao ceco, o qual contém fluido
marrom claro e espumoso. Lesdes suaves consistem de uma densa e uniforme
camada de espiroquetas recobrindo a superficie apical dos enterécitos cecais em
sua borda. Lesbes mais severas consistem em um infiltrado de células
polimorfonucleares e linfécitos na lamina propria, variaveis graus de necrose de
células epiteliais, hiperplasia glandular, distensao das criptas com descamacéao de

células epiteliais e espiroquetas (TRAMPEL et al., 1994).
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2.1.6 Infeccao por Eimeria spp

A Infeccédo por Eimeria spp ou coccidiose aviaria € uma doenca parasitaria
causada por protozoarios do género Eimeria que, ao se multiplicarem no trato
intestinal das aves, causam a morte das células parasitadas levando a graves danos
teciduais. A infeccdo resulta na interrupcdo da alimentacdo e redugao no processo
de digestdo ou absorgao de nutrientes, causa desidratagéo, perda de sangue, e
aumento na ocorréncia de infec¢goes secundarias. As Eimerias atingem tanto as
granjas de frangos de corte como as de reprodutoras (MCDOUGALD; REID, 1997).

Existem sete espécies de Eimeria descritas em aves comerciais, as quais sio:
E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. mitis, E. necatrix, E. praecox e E. tenella. De
acordo com a espécie, as lesbes podem estar localizadas no intestino delgado,
intestino grosso e ceco, e apresentam caracteristicas variadas como espessamento
de parede, presenca de petéquias na superficie serosa do intestino, presenca de
estrias brancas transversais, formacdo de gases, producdo de muco alaranjado,

hemorragia na luz intestinal e necrose (MCDOUGALD; REID, 1997).

2.1.7 Infeccéo por Rotavirus

Rotavirus € um dos principais causadores de enterites em diversas espécies
de mamiferos, incluindo humanos, sendo descrito como uma das causas de enterite

em aves domésticas (DECAESSTECKER; MEULEMANS, 1989). Assim como em
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humanos, a infeccao por rotavirus em aves esta frequentemente associada com
surtos de diarréia. O rotavirus € um RNA virus classificado como um género da
familia Reoviridae (YASON; SCHART, 1986). O periodo de incubagédo do agente é
descrito ocorrendo entre dois a cinco dias poés-infeccdo. Os sinais clinicos
associados com a infecgdo por rotavirus em aves tem variado de infeccbes
subclinicas a surtos de diarréias severas, levando a desidratacéo, perda de peso e
mortalidade. Na necropsia observa-se a presenca de quantidades anormais de
fluidos e gas no intestino delgado e no ceco. Necrose das vilosidades do duodeno e
jejuno, além da presenga de infiltrado inflamatério mononuclear que tem sido

reportado em aves com rotavirose (MCNULTY et al., 1980).

2.1.8 Infeccdo por Reovirus

Reovirus tem sido isolado em aves afetadas com diversos quadros clinicos
como artrite/tenossinovite viral, doenca respiratéria e sindrome da ma absorcio.
(ROBERTSON, et al., 1984). Este virus de RNA também tem sido recentemente
associado com enterites em frangos e sindrome da mortalidade em perus
(GOUVEA; SCHNITZER, 1982; HEGGEN-PEAY et al., 2002; MATHEWS, 1982;). A
maioria das aves com enterite associada ao Reovirus apresenta diminuigdo na
ingestao de alimentos, perda de peso, material fecal aderido nas penas em volta da
cloaca e segmentos do intestino delgado e ceco preenchidos com fluido claro. As
lesdes intestinais sdo caracterizadas por suave atrofia das vilosidades e hipertrofia

das criptas que se apresentam parcialmente preenchidas com células inflamatdrias e
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com necrose das células epiteliais. A lamina propria apresenta aumento no numero
de macréfagos, linfécitos e heterdfilos, sendo descritos em alguns casos pequenos
corpusculos de inclusdo citoplasmaticos com material eosinofilico (GOODWIN et al.,

1993).

2.1.9 IDENTIFICACAO DAS CAUSAS DE ENTERITE

O diagnéstico das doengas entéricas em aves pode ser feito através do
histérico da granja, exame fisico, sinais clinicos e principalmente através de exames
laboratoriais como anatomopatoldgico, bacteriolégico e reagdo em cadeia pela
polimerase ou PCR (PORTER, 1998).

As estratégias usadas no controle das doengas entéricas tém sido bem
sucedidas nestes ultimos anos (DEKICH, 1998). A medicina preventiva € a chave
para o controle econdmico das doengas nas industrias avicolas, incluindo
quarentena dos animais recém chegados, exposicao controlada e medicagao

preventiva via alimentagao (DEKICH, 1998).

2.2 INFECCAO POR LAWSONIA INTRACELLULARIS

A Lawsonia intracellularis € um bacilo curvo de 0,3 um de didmetro e 1,5 um

de comprimento, Gram-negativo, ndo flagelado, ndo esporulado, microaerdfilo e
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intracelular obrigatério (GEBHART et al.,, 1993; LAWSON; GEBHART, 2000;
MOORE; SHRYOCK, 1996). Este agente esta classificado na subdivisdo Delta da
classe Proteobacteria (MCORIST et al., 1995). Nas células intestinais, as células
bacterianas estao localizadas dentro do citoplasma apical, abaixo do tecido terminal
(LAWSON; GEBHART, 2000).

O agente tem sido descrito em varias espécies de animais, dentre elas,
suinos (ROWLAND; LAWSON, 1992), cervos (DROLET et al., 1996), ratos
(VANDEMBERG et al., 1985), hamsters (FRISK; WAGNER, 1977), cobaios (MUTO
et al., 1983), coelhos (HOTCHKISS et al., 1996), ovinos (VANDENBERG;
HOORENS, 1980), equinos (WILLIANS et al., 1996), raposas (ERIKSEN et al.,
1990), caes (LEBLANC et al., 1993), furées (FOX; LAWSON, 1998), primatas nao
humanos (COOPER; GEBHART, 1998) e aves como emas (LEMARCHAND et al.,
1997) e avestruzes (COOPER et al., 1997). Em todas estas espécies, foram
observadas bactérias semelhantes a Lawsonia intracellularis no interior do
citoplasma das células epiteliais da porcao proliferada da mucosa intestinal.

No entanto, Lawsonia intracellularis ainda n&o foi descrita em aves
comerciais. O unico estudo visando a deteccdo do agente em aves comerciais
identificado na literatura consultada foi conduzido por Mcorist et al. (2003). Neste
estudo, os autores pesquisaram o0 agente em 228 amostras de fezes de aves
comerciais através da PCR, nao detectando nenhuma ave positiva para a bactéria.
A inoculagao de cepas de L. intracellularis de origem suina em aves comerciais nao
levou a reprodugao da doenga em estudo conduzido por Collins et al. (1999).

A lesao mais caracteristica da infeccdo em diferentes espécies é o

espessamento da mucosa intestinal causado pela hiperplasia das criptas e
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proliferacdo de enterdcitos infectados pela bactéria Lawsonia intracellularis. Este

quadro € denominado como Enterite Proliferativa ou EP (GUEDES, 2003).

2.2.1 Enterite proliferativa (EP)

A Enterite Proliferativa foi descrita pela primeira vez em suinos por Biester em
1930, na cidade de Ames, lowa. A partir da década de 50 sua ocorréncia em areas
produtoras de suinos foi descrita em diversas partes do mundo como na Europa
(EMSBO, 1951), Asia (REDMAN CHU & HONG, 1973), Australia (LOVE et al.,
1979), América do Sul (MORES et al., 1985) e Africa (WILLIAMS; VAN DER WALT,
1994).

Uma vez que a doenca foi descrita inicialmente em suinos e sua frequéncia
nesta espécie € bastante alta, a maior parte dos estudos realizados até o momento
foram conduzidos nesta espécie animal, servindo de base para o melhor
entendimento da doenca nos dias atuais. A primeira descricao de casos de enterite
proliferativa, realizada por Biester em 1930, relata o quadro como sendo de origem
neoplasica; no entanto os estudos subseqlientes revelaram tratar-se de uma doenca
transmissivel (BIESTER; SCHWARTE, 1931; DODD, 1968; EMSBO, 1951; FIELD et
al., 1953).

Em 1974, Rolwland e Lawson demonstraram através da imunofluorescéncia e
microscopia eletrbnica a presenga de corpusculos curvos e irregulares com

caracteristicas ultra-estruturais de bactérias, localizados nos apices das células
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epiteliais, o que foi confirmado posteriormente por diferentes autores (JONSSON;
MARTINSSON, 1976; LAWSON; ROWLAND, 1974; LOVE; LOVE, 1979).

Durante muitos anos acreditou-se no envolvimento de espécies de
Campylobacter, entre eles Campylobacter hyointestinalis, C. jejuni, C. coli e C.
sputorum subespécie mucosalis na etiologia da enterite proliferativa (GEBHART et
al., 1983; LOMAX et al., 1982a; LOMAX; GLOCK, 1982). Em 1985, Lawson et al.,
demonstraram a presenca de um antigeno denominado Q (6mega), presente na
bactéria intracelular e ausente nas espécies de Campylobacter isoladas. McOirist et
al (1987) produziram anticorpos monoclonais contra o agente, os quais nao reagiram
com os isolados de Campylobacter, assim como o padrao eletroforético de
fragmentos obtidos a partir da digestdo de DNA do agente com endonucleases de
restricdo ndo foi compativel com os obtidos a partir do DNA do Campylobacter spp
(Lawson, 1991). Estas evidéncias sugeriram que o microrganismo envolvido na
enterite proliferativa suina nao pertencia a espécie Campylobacter e por um longo
periodo o agente foi considerado como um microrganismo intracelular semelhante
ao Campylobacter ou Campylobacter-like (FOX et al., 1994; HOTCHKISS et al.,
1996; WINKELMAN; DEE, 1996).

A utilizacado de técnicas imunoldgicas e a biologia molecular possibilitaram a
caracterizagao do agente, sendo denominado de Lawsonia intracellularis e foi entéo
classificado na subdivisdo Delta da classe Proteobacteria (MCORIST et al., 1995). O
isolamento do agente em cultivo celular permitiu finalmente a reprodugao
experimental da doenga (GEBHART et al., 1994; JONES et al., 1992; LAWSON et

al., 1993; MCORIST et al., 1987, 1993).
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2.2.2 Epidemiologia da infec¢cdo por Lawsonia intracellularis

Estudos experimentais e analises de DNA tém sugerido que a mesma cepa
do agente possa ser capaz de infectar as células intestinais de diferentes espécies
de hospedeiros (MCORIST; GEBHART, 1994).

Os animais susceptiveis se infectam através da ingestdo do agente presente
nas fezes ou em outros materiais contaminados (CONNOR, 1991). O periodo de
incubacao é de duas a trés semanas e 0 microrganismo € eliminado nas fezes até
dez semanas apos a infecdo (MAPOTHER et al., 1987; MCORIST; LAWSON, 1989;
SMITH; MCORIST, 1997).

Os fatores que determinam a susceptibilidade dos animais a enterite
proliferativa ndo sdo bem conhecidos. O desenvolvimento da enterite proliferativa
parece estar associado ao estado imune do hospedeiro. Suinos com menos de um
més de idade ou com mais de um ano parecem ser menos susceptiveis. Uma das
justificativas para esta observacao seria a imunidade adquirida pelos animais com
mais de um ano devido ao contato anterior com o agente e a imunidade colostral
responsavel pela protecdo dos leitbes (HOLYOAKE; CUTLER, 1993; WARD;
WINKELMAN, 1990Db).

Nao ha evidéncias da transmissao vertical da doenga, uma vez que o agente
parece nao invadir além das criptas intestinais, sendo improvavel a infecgcao através
do trato reprodutivo (COOPER; GEBHART, 1998).

Fatores predisponentes tais como o estresse causado pelo transporte,
mudanc¢as na alimentacdo ou em seus aditivos, superlotacdo, mudangas nos lotes,

aumentam significativamente o risco de novos casos da doenca (SCHULTZ, 1995).
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Surtos da doenca tem sido relacionados a condigdes climaticas extremas,
particularmente nas estagcbes em que a amplitude térmica é grande, assim como em
climas umidos e quentes (MCORIST, 1997).

A participacao de vetores na transmissao da Lawsonia intracellularis ainda
nao esta estabelecida, bem como a participacdo das diversas espécies susceptiveis
como reservatorios da mesma (COOPER; GEBHART, 1998).

Cepas de Lawsonia intracellularis permanecem viaveis a 5° C por mais de
duas semanas fora das células hospedeiras e apenas desinfetantes a base de
amoénia quaternaria e iodo tem atividade bactericida sobre o agente (MCORIST,

1997).

2.2.3 Sintomas dainfeccdo por Lawsonia intracellularis

Os sintomas da Enterite Proliferativa em suinos sdo amplamente descritos,
porém em outras espécies animais estes dados nido tem sido relatados. Os sinais
clinicos da enterite proliferativa sdo divididos em uma forma aguda e outra crénica.

A forma aguda frequentemente ocorre em animais em fase de terminacéao (50
a 102kg) ou em animais de reposicao (reprodutores jovens). Alguns casos agudos
da doenga tém sido descritos em animais mais jovens e fémeas multiparas. Os
animais apresentam-se fracos, letargicos, anémicos, anoréxicos e com diarréia
sanguinolenta. A morte geralmente ocorre em 48 horas; no entanto, alguns animais
se recuperam quando tratados a tempo. Em fémeas gestantes pode ocorrer aborto.

A mortalidade pode ser superior a 6%. A morbidade geralmente é baixa, apdés um
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surto inicial a doenca permanece endémica, afetando um ou dois animais
esporadicamente (WARD; WINKELMAN, 1990b; WINKELMAN, 1996).

A forma cronica geralmente se manifesta como uma enterite associada com
diminuigdo no consumo de alimentos e ganho de peso. Animais entre seis a vinte
semanas de idade sao os principais afetados. Os sinais clinicos inicialmente
consistem de diarréia aquosa com coloracdo marrom, que persiste por alguns dias
ou até quatro semanas. Geralmente a mortalidade nestes casos é baixa (1-5%). A
maioria dos animais recupera-se entre seis a oito semanas apos o aparecimento dos
sinais clinicos, principalmente se for utilizada uma terapia adequada. No entanto
cerca de 15% dos animais ndo atingem o peso de abate acarretando perdas

econdmicas significativas (WARD; WINKELMAN, 1990b; WINKELMAN, 1996).

2.2.4 Lesdes dainfeccdo por Lawsonia intracellularis

Na espécie suina as lesbes macroscopicas limitam-se apenas ao trato
intestinal, sdo segmentares, envolvendo o ileo e ocasionalmente o jejuno, ceco e o
colon proximal. Podem apresentar trés formas principais — adenomatosa, necrética e
hemorragica (WARD; WINKELMAN, 1990a).

A lesdo adenomatosa € caracterizada pelo espessamento da mucosa e
camada muscular intestinal com ou sem alteragdes inflamatérias (WARD;
WINKELMAN, 1990a).

A lesdo necrdtica, inicialmente pode se restringir a formacédo de uma delgada

membrana fibrinonecrética, podendo tornar-se espessa e firmemente aderida, sendo
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que esta forma da doenca € observada com mais freqiéncia nos casos cronicos da
doenca (WARD; WINKELMAN, 1990a).

A lesdo hemorragica caracteriza-se por hemorragia maci¢ca. Grandes
coagulos podem ser observados na luz do intestino delgado de animais infectados,
sendo que este tipo de lesdo é frequente na forma aguda da doenca (WARD;
WINKELMAN, 1990a).

As lesbes microscopicas sao variaveis e caracterizadas pela presenca de
debris celulares, numerosas bactérias livres no lUmen intestinal, severa hiperplasia
do epitélio glandular associada a presenga de bacilos curvos presentes na porgéao
apical do citoplasma das células epiteliais glandulares e da mucosa. Na lamina
propria ha infiltrado inflamatério com predominio de células mononucleares e
formagdo de tecido de granulagdo. A camada muscular pode exibir acentuada
hipertrofia das fibras musculares lisas (ROWLAND; LAWSON, 1992; WARD;

WINKELMAN, 1990a).

2.2.5 Diagnostico dainfeccdo por Lawsonia intracellularis

O diagndstico da Enterite Proliferativa pode ser realizado inicialmente através
da necrépsia e microscopia (LAWSON; GEBHART, 2000). A Enterite Proliferativa
pode ser diagnosticada pela demonstragado da proliferagcdo de enterdcitos corados
pela Hematoxilina e Eosina (HXE) e pela visualizagdo do agente no interior do
citoplasma das células intestinais ao exame histopatologico através da coloragao de

Warthin-Starry (WS) Entretanto essas técnicas apresentam limitagdes, como a baixa
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sensibilidade e especificidade, além de tornar necessaria a morte do animal e nao
podendo ser utilizado material autolisado ou necrosado (GUEDES et al., 2002).

A deteccao do agente pode ser realizada através de métodos moleculares
como a reagao em cadeia pela polimerase (PCR) em fezes ou raspados de mucosa
intestinal utilizando-se primers especificos para o agente. Este método apresenta
maior sensibilidade e especificidade em relagdo ao exame histopatoldgico e
coloracdo de Warthin-Starry, podendo detectar 10° bactérias por grama de fezes
(JONES et al., 1993; LAWSON; GEBHART, 2000).

A imunofluorescéncia indireta e a imunoperoxidase podem ser aplicadas em
esfregacos de fezes ou cortes histolégicos de fragmentos intestinais, no entanto,
exigem a utilizacdo de anticorpos monoclonais contra o agente (GUEDES et al.,
2002; MCORIST et al., 1987). Métodos soroldgicos descritos para o diagnostico
soroldgico da EP tém utilizado antigeno bacteriano inteiro incorporado a ensaios de
imunofluorescéncia ou ELISA (MCORIST; GEBHART, 1994). Testes utilizando
imunofluorescéncia indireta para detecgao de anticorpos foram descritos por Lawson
et al. (1988), Knittel et al., (1998), e por Guedes et al., (2002). A metodologia descrita
pélos dois ultimos grupos quando aplicada a animais inoculados experimentalmente
apresentou sensibilidade acima de 90% e concordancia de 94,4% entre os

resultados obtidos (GUEDES et al., 2002).
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2.2.6 Sensibilidade a antimicrobianos

Levando-se em consideracdo o baixo numero de amostras de Lawsonia
intracellularis isoladas no mundo, a inexisténcia de isolados provenientes da América
Latina e de laboratérios capacitados para o isolamento e manutengao deste agente
no Brasil, ndo ha estudos em nosso meio relatando a susceptibilidade deste agente
a antimicrobianos usados em medicina veterinaria (GUEDES et al., 2002).

Em 1995, em um estudo conduzido por McOirist et al., foram avaliadas as
concentracdes inibitérias minimas e concentracdes bactericidas minimas de diversos
antimicrobianos frente a isolados de L. intracellularis. Neste estudo foram avaliados
bacitracina de zinco, avoparcina, virginiamicina, penicilina G procaina, ampicilina,
clortetraciclina, tiamulina, eritromicina, tilosina, tilmicosina, lincomicina, apramicina,
espectinomicina, neomicina, gentamicina, ceftiofur, enrofloxacina e difloxacina. Os
antimicrobianos que apresentaram melhor desempenho neste estudo “in vitro” foram
os macrolideos (eritromicina, tilosina, tilmicosina), virginiamicina, clortetraciclina e

tiamulina.
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3 OBJETIVOS

Considerando a importédncia da Lawsonia intracellularis em varias espécies

animais e seu potencial como agente envolvido em enterites o presente estudo

propds:

deteccado de Lawsonia intracellularis em aves comerciais através da técnica da
reacao em cadeia pela polimerase;

caracterizagdo das lesdes histologicas dos segmentos intestinais das aves
positivas para o agente pela coloragdo de Hematoxilina e Eosina e pesquisa do

agente pela técnica de Warthin-Starry.
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MATERIAL E METODO
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4 MATERIAL E METODO

4.1 MATERIAL

Foram utilizadas matrizes pesadas de quatro linhagens de aves comerciais
(denominadas como A, B, C, D) mantidas em granjas localizadas na Regido de
Botucatu, no Estado de Sao Paulo. As idades das aves examinadas variaram de 20
a 42 semanas, 50 a 54 semanas e 80 semanas.

O material coletado para analise foram algas intestinais (porgao inicial, média

e final) de aves que apresentavam diarréia (65/100) e assintomaticas (45/100).

4.2 METODO

4.2.1 Colheita das amostras

As aves foram necropsiadas na granja de origem procedendo-se ao exame
macroscopico dos 6rgaos das cavidades toracica e abdominal, dando-se especial

atencgao as lesdes presentes no sistema gastrointestinal.
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Foram realizados esfregagcos de mucosa intestinal por meio de um suabe de
cada ave e as amostras foram armazenadas em microtubos de 1,5 ml e mantidas a -

20°C até o momento do processamento.

4.2.2 Extracdo do DNA bacteriano

A extragdo de DNA do esfregago de mucosa intestinal foi realizada através do
método descrito por Boom et al. (1990).

O DNA bacteriano foi purificado pela extracdo de DNA baseada nas
propriedades de lise e inativagdo de nucleases do Tiocianato de Guanidina junto as
propriedades das particulas de terra diatomacea em ligar-se ao DNA ou RNA.

Ao microtubo contento o suabe com o esfregago de mucosa foi adicionado 1
ml do tampao de lise (Isotiocianto de Guanidina - 120 gr., Triton 100X - 1ml, Tris-HCI
0,1 M [pH 6,4] - 112,2 ml, EDTA 0,5M — 8,8 ml). O microtubo foi agitado por 1 minuto
e 0 suabe foi retirado. Foi adicionado 40 pl da suspensdo carreadora (Terra
Diatomacea - 1 gr., HCl — 50 pl e 5 ml de agua ultrapura). O microtubo foi agitado
por mais 1 minuto e deixado sobre a bancada por 20 minutos. Passado este periodo,
o microtubo foi centrifugado por 90 segundos a 12.800 rpm. O sobrenadante obtido
foi descartado, e ao pélete formado adicionou-se 0,5 ml do tampéo de lavagem
(Isotiocianato de Guanidina — 120 gr., Tris-HCI 0,1 M [pH 6,4] — 100 ml). O microtubo
foi entdo agitado por 15 segundos e centrifugado por 90 segundos a 12.800 rpm, o
sobrenadante obtido foi descartado e o pélete novamente submetido a este ultimo

procedimento. O pélete obtido apds esta etapa foi submetido a duas lavagens com
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0,5 ml de etanol (70%). Novamente o sobrenadante foi descartado apéds
centrifugacéao de 90 segundos a 12.800 rpm e, feita uma ultima lavagem com 0,5 ml
de acetona, sendo esta também descartada apds centrifugagcdo de 90 segundos a
12.800 rpm. Os microtubos contendo o pélete tratado com acetona foram mantidos
em estufa a 37°C por 30 minutos para secagem. Apdés a completa secagem do
pélete foi adicionado 150 pl de tampéao de elui¢ao (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA [pH
8,0]) ao microtubo, este foi agitado por 1 minuto e mantido a 55°C por 10 minutos.
Passado este tempo o microtubo foi centrifugado por 5 minutos a 12.800 rpm, o
sobrenadante entdo, contendo o DNA, foi armazenado em tubos limpos e
identificados. As amostras de DNA foram mantidas a -20°C até sua utilizagdo na

PCR.

4.2.3 Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

Para deteccdo do DNA do agente no intestino das aves foi utilizado o
"nested"-PCR conforme descrito por Jones et al. (1993). Os oligonucleotideos
primers especificos para Lawsonia intracellularis foram sintetizados pela Invitrogen
(Sao Paulo).

A PCR foi realizada em duas etapas utilizando-se na primeira amplificagao 5
ul do DNA da amostra, 1,5 mM de MgCl,, 10 pmoles dos primers A e B, 1,0 U de
Taq DNA polimerase, 1 X tamp&o de PCR, 0,2 mM de dNTP Mix e agua, até o
volume final de 25 pl. Para segunda reagao (nested) foram utilizados 2 ul do produto

da primeira reacédo e 10 pmoles dos primers C e D, mantendo a proporgdo dos
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outros reagentes previamente descritos. Para a amplificacdo do DNA de Lawsonia
intracellularis nas duas reagdes o termociclador foi programado para 1 ciclo a 93°C
por 5 minutos, 35 ciclos de 93°C por 1 minuto, 55°C por 1:30 minutos, 72°C por 1:30
minutos e um ciclo final de 72°C por 5 minutos. Os diferentes primers foram
utilizados segundo descrito pelos referidos autores (Quadro 1).

A cada amplificagdo realizada foi adicionado um controle positivo (contendo o

DNA do agente) e um controle negativo sem o DNA do agente.

Primers Sequéncia (5'-3) Amplicon Referéncia
(bp)

A TATGGCTGTCAAACACTCCG

319 Jones et al.,
B TGAAGGTATTGGTATTCTCC 1993
C TTACAGGTGAAGTTATTGGG

182 Jones et al.,
D CTTTCTCATGTCCCATAAGC 1993

Quadro 1 —Primers utilizados para deteccédo de Lawsonia intracelularis

4.2.4 Deteccéo do produto amplificado

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de Agarose

1,5%, a 100 Volts por aproximadamente 1 hora. Os géis foram corados com Brometo
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de Etidio (10 pg/ml) e fotografados sob a luz ultravioleta. O marcador de pares de

base utilizado foi o 100 bp DNA Ladder (LGC Biotecnologia).

4.3 EXAME HISTOPATOLOGICO

Fragmentos representativos do ileo e célon dos animais positivos para
deteccdo do agente foram colhidos e fixados em formol a 10%, por 48 horas. Em
seguida, os espécimes foram desidratados em solugdes alcodlicas de concentragdes
crescentes, diafinizados em xilol e incluidos em parafina. Para o preparo das laminas
foram obtidos cortes de 5um, os quais foram corados pela Hematoxilina e Eosina
(HXE) e submetidos a impregnacao pela prata através da técnica de Warthin-Starry

(WS).
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5 RESULTADOS

5.1 RESULTADO DA PCR NAS AMOSTRAS DE ESFREGACO DE MUCOSA

INTESTINAL

Dentre os 100 fragmentos intestinais de matrizes pesadas avaliadas, 34%
(34/100) foram positivos para detecgdo de Lawsonia intracellularis através da PCR
(Figura 1). Os resultados obtidos nas 100 aves de acordo com as idades, linhagens

e presenga ou auséncia de diarréia estao descritas nos graficos 1 a 3.

1" 25345 ' Geniaeg 9 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Ll

sctllacas --ﬂi--ﬂ

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose. Colunasde 1a 8 e 12 a 17 — amostras
positivas para Lawsonia intracellularis; colunas 9 a 11 amostras negativas;
coluna 18 — controle positivo; coluna 19 — controle negativo
20 — marcador de peso molecular 100 bp.
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70+
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O Aves positivas
W Aves testadas

20 a 42 semanas 50 a 54 semanas 80 semanas

Grafico 1 — Detecgao da Lawsonia intracellularis através da PCR em 100 amostras

de intestinos de aves de acordo com as idades.
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Grafico 2 — Detecgao da Lawsonia intracellularis através da PCR em 100 amostras

de intestinos de aves de acordo com as linhagens
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@ Com diarréia
W Sem diarréia

Numero de amostras
N
e

PCR Positivo PCR Negativo

Grafico 3 — Detecgao de Lawsonia intracellularis através da PCR em 100 amostras
de intestinos de aves de acordo com presenca ou auséncia de fezes
diarréica na cloaca.

5.2 RESULTADO DO EXAME MACROSCOPICO

No exame macroscopico foi observado que nos casos positivos para
Lawsonia intracellularis, a porcéo final do intestino delgado apresentava-se
espessada resultando em diminuicdo do didmetro luminal. Em alguns casos foi

notada a presenca de material acinzentado e friavel na luz.
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5.3 RESULTADO DO EXAME HISTOPATOLOGICO

Os fragmentos intestinais das aves cujas fezes foram positivas para detecgao
de Lawsonia intracellularis apresentaram quanto a histopatologia:

1) hipertrofia das camadas da musculatura lisa, hiperplasia e hipertrofia das criptas,
notando-se figuras mitéticas no epitélio das mesmas.

2) presenca de infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear na lamina
propria das vilosidades e entre as criptas.

3) necrose do epitélio viloso com manutencdo da lamina prépria de algumas
vilosidades (desnudamento). Nota-se também uma grande quantidade de debris
celulares no lumen intestinal.

De maneira geral o aspecto histopatoldgico foi caracteristico de enteritie
necrotica cronica proliferativa sendo que algumas das lesdes descritas acima podem
ser exemplificadas nas figuras 1 a 6.

Na coloragao de Warthin-Starry nao foi observada a presenca do agente no

interior dos enterdcitos.



Figura 1 — Hipertrofia e hiperplasia das criptas. Presenca de infiltrado inflamatério
entre as mesmas. Coloragdao HXE, aumento 10X

AR R ek
S
Figura 2 — Hiperplasia de criptas com aumento do numero de estruturas tubulares.
Coloracdo HXE, aumento 10X
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Figura 3 — Hipertrofia da musculatura lisa, notando-se intensa necrose da mucosa
com presengca de algumas criptas. perda de vilosidades e grande
quantidade de debris celulares no [umen. Coloragao HXE, aumento 10X

Figura 4 — Hipertrofia moderada da musculatura com desnudamento acentuado dos
enterdcitos das vilosidades e manutencdo da lamina prépria adjacente
apresentando intenso infiltrado inflamatério. Coloragao HXE, aumento10X
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Figura 5 — Intenso infiltrado inflamatério entre as criptas, notando-se exocitose de
células inflamatdrias entre os enterdcitos. Coloragao HXE, aumento 20X

Figura 6 — Aumento maior caracterizando infiltrado inflamatério predominantemente
mononuclear entre as criptas. Coloragao HXE, aumento 40X
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6 DISCUSSAO

Nas amostras de intestinos positivos para a Lawsonia intracellularis através
da PCR, foram encontradas lesdes sugestivas de enterite proliferativa tais como,
debris celulares, hipertrofia das camadas da musculatura lisa e infiltrado inflamatério
predominantemente mononuclear. Sendo estas lesdes semelhantes as lesdes
encontradas em outras enterites aviarias tais como a clostridiose, pasteurelose,
espiroquetose, rotavirose (AL-SHEIKHLY; AL-SAIEG, 1979; PORTER, 1998;
TZIPORI et al., 1983), foi realizado o teste de colaracdo Warthin-Starry para
visualizagado do agente intracelular.

Neste trabalho, ndo foi possivel observar a presenca do agente no interior das
células, porém 34 amostras foram positivas na PCR. Em um trabalho realizado por
Moreno et al. (1999), foram comparadas oitenta e quatro amostras de intestinos
através da PCR e da coloragado de Warthin-Starry, sendo que na PCR o numero de
amostras positivas foi 13% superior. Vandenberghe e Hoorens (1980) e Mapother et
al. (1987), também reportaram lesbdes caracteristicas de E. P. sem constatar a
presenca da bactéria intracelular.

A falta de visualizagdo do agente pode ter ocorrido devido a uma baixa
quantidade do mesmo nos fragmentos intestinais coletados. Segundo Still (1991),
quando ha a presenga de um grande numero de bactérias, o organismo pode ser
observado nas células infectadas. Contudo, Lawson et al. (1993), observou que
quando poucas bactérias estdo presentes, as células infectadas nao podem ser
detectadas sem imunocoloragao (imunoperoxidade indireta). Depois de varios dias

de infeccdo, muitas células com uma grande carga de contaminagdo comegam a se



59

desprender da monocamada e as bactérias sao liberadas das protusdes celulares
(MCORIST et al., 1995b).

Das 34 amostras positivas para Lawsonia intracellularis na PCR, a maioria
das amostras apresentaram lesdes caracteristicas de Enterite Proliferativa através
da coloragéo de H. E., sendo que 44% (15) das aves positivas apresentaram diarréia
e 56% (19) ndo apresentaram diarréia. Segundo Jones et al. (1993), ao analisarem
amostras de intestinos de 21 suinos considerados macroscopicamente normais,
encontraram ao exame microscopico quatro amostras com lesdes sugestivas de
Enterite Proliferativa.

Em avicultura, algumas linhagens podem apresentar maior susceptibilidade a
determinadas doengas do que em outras (BROWN et al., 1976). Neste trabalho as
linhagens B e D apresentaram uma maior porcentagem de amostras positivas na
PCR, porém a maioria das aves positivas nestas linhagens correspondia a 80
semanas de idade. A maior positividade nesta idade poderia ser justificada talvez
pela ocorréncia de um maior estresse nessas aves devido a realizagdo do manejo de
muda forgcada; ou talvez ocorra uma transmissao através dos machos que sao
substituidos nesta fase ou algum outro fator que ainda nao esteja esclarecido.
Entretanto, de acordo com Ward e Winkelman (1990), ainda n&o foi determinada a
causa da susceptibilidade a EP em suinos. Estes autores também relatam que
lesdes severas e sinais clinicos podem ocorrer somente em animais que tenham
sofrido um forte estresse ou em animais com baixa imunidade natural, os quais
podem ter sido expostos a um alto nimero de organismos infectantes. E possivel
que haja uma susceptibilidade especifica em relagdo a idade para a doenga. A
doenca ocorre primariamente em animais em fase de terminacdo ou em animais de

reposicao (reprodutores jovens). Suinos com menos de um més de idade ou com
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mais de um ano parecem ser menos susceptiveis. Uma das justificativas para esta
observacao seria a imunidade adquirida pelos animais com mais de um ano devido
ao contato anterior com o agente e a imunidade colostral responsavel pela protegéao
dos leitdes.

Apesar da EP ser descrita em suinos desde a década de trinta (BIESTER,
1931), Lawsonia intracellularis somente foi caracterizada através de técnicas
imunoldgicas e de biologia molecular em 1995 por McOirist et al.

Em avicultura a maior parte das doencas entéricas sao tratadas apenas
presuntivamente com o diagndstico de campo, sem o devido diagndstico laboratorial.

Segundo McOirist et al. (1995), a Lawsonia intracellularis € sensivel a alguns
antimicrobianos como o0s macrolideos (tilosina, tilmicosina e eritromicina),
lincomicina, virginiamicina, clortetraciclina e tiamulina. Estas drogas sdo comumente
utilizadas no tratamento e prevencado de doencas entéricas e respiratorias aviarias
de origem bacteriana (BRENNAN et al., 2001, 2003; HAMDY et al., 1983).

Devido a estes dois fatores acima mencionados, a falta de diagnéstico
laboratorial e a sensibilidade a determinados antibiéticos, a Lawsonia intracellularis
pode estar sendo a causa de algumas enterites aviarias.

A importdncia de um correto diagndstico na avicultura reduz perdas
econdmicas significativas, pois melhora a eficiéncia alimentar, reduzindo desta
maneira a morbidade e mortalidade. Novas pesquisas deverdo ser desenvolvidas
para um melhor esclarecimento sobre o agente Lawsonia intracellularis, com a
finalidade de caracterizar e definir o papel deste patdégeno na espécie estudada,

possibilitando uma prevencao e controle adequados no meio avicola.
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6 CONCLUSAO

Lawsonia intracellularis pode infectar aves comerciais (Gallus gallus
domesticus).

As aves podem nao apresentar enterite e serem positivas para o agente,
sugerindo que desempenhe um papel de portadoras.

Apesar das amostras apresentarem lesdes sugestivas de Enterite Proliferativa,
nao foi possivel detectar através da coloragcdo de Warthin-Starry a bactéria no
interior das células.

A PCR foi eficiente para a deteccdo do agente nas amostras com lesdes
sugestivas de Enterite Proliferativa.

A técnica da PCR foi sensivel e especifica do que a técnica de coloragcédo de
Warthin-Starry.

A técnica de coloracdo de Warthin-Starry ndo deve ser utilizada como

diagndstico definitivo no caso de um resultado negativo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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