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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro contra isolados brasileiros
e uma cepa vacinal de Lawsonia intracellularis. Os antimicrobianos testados foram a gamitromicina, a
tilvalosina e a espectinomicina. A concentracao inibitéria minima (CIM) foi determinada pela atividade
antimicrobiana que inibiu 90% do crescimento de L. intracellularis em cultura de células em
comparagdo com o controle, nas concentragdes finais de 0,125 a 128 ug/mL. Foram testados para todos
0s antimicrobianos as atividades intracelulares e extracelulares. A tilvalosina foi o principio mais ativo
contra os isolados de L. intracellularis, apresentando uma concentragdo inibitéria de > 16ug/ml,
enquanto que a gamitromicina e espectinomicina apresentaram uma atividade intermediéria com uma
concentragdo inibitoria variando de > 64 a > 32ug/ml para 0s mesmos isolados. Em relagéo a cepa
vacinal, houve acdo da gamitromicina, que apresentou inibi¢do na menor concentragdo, > 0,125ug/ml.
Portanto, todos os antimicrobianos testados neste estudo in vitro apresentaram eficcia na inibicao de
crescimento dos isolados brasileiros e a gamitromicina também sobre a cepa vacinal.

Palavras-chave: Susceptibilidade antimicrobiana, lleite, Enteropatia proliferativa, Suinos.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity in vitro against Brazilian isolates
and a vaccine strain of Lawsonia intracellularis. The antimicrobials tested were gamithromycin,
tylvalosin and spectinomycin. The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by the
antimicrobial activity that inhibited 90% growth of L. intracellularis in cell culture compared to the
control at final concentrations of 0.125 to 128 ug/ml. All antimicrobials were tested by intracellular and
extracellular activity. Tylvalosin was the most active principle against L. intracellularis isolates,
presenting an inhibitory concentration of > 16 ug/ml, whereas gamithromycin and spectinomycin had
an intermediate activity with an inhibitory concentration varying from > 64 to > 32 ug/ml for the same
isolates. The vaccine strain exhibited an important inactivation against gamithromycin, showing
inhibition at the lowest concentration, > 0.125 ug/ml. Therefore, all three antimicrobials tested in this
study showed efficacy in the inhibition of growth of the Brazilian isolates and gamithromycin also on
the vaccine strain.

Key words: Antimicrobial susceptibility, lleitis, Proliferative enteropathy, Swine



1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa a quarta posi¢cdo mundial na producdo de carne suina, com uma producao de
3.758 milhdes de toneladas por ano e quarta posicdao mundial em exportacdo. O 80,5% da producéo é
dirigido para o mercado interno, e 0 18,5% dirigido para a exportagédo (ABPA 2018).

Toda esta producéo e intensificacdo na suinocultura leva a um constante desafio sanitério,
favorecendo a aparicdo de doencas nas fases de creche, crescimento e terminacdo, levando a grandes
perdas econémicas. Entre as doencas principais destacam-se como enfermidades bacterianas as de alta
prevaléncia nas granjas como a enteropatia proliferativa, a colite espiroquetal e as doencas respiratdrias
(Mores et al., 2005).

Em um estudo de prevaléncia de enteropatdgenos em suinos de recria e terminagdo em Minas
Gerais foi desmostrado que 0s agentes enteropatogénicos L. intracellularis e S. typhimurium foram os
principais patdgenos causadores de diarreia, sendo a L. intracellularis o agente entérico mais observado
nos casos de infe¢do simple (Viot et al., 2013).

A Lawsonia intracellularis é o agente etiolégico da enteropatia proliferativa, uma doenca
diarreica caraterizada pelo espessamento da mucosa intestinal em consequéncia da hiperplasia de
enterécitos (McVey et al., 2013) acometendo diversas espécies animais, principalmente suinos (McOrist
etal., 1995)

Clinicamente apresenta duas formas, a aguda e cronica. A forma aguda causa morte subita e
diarreia hemorragica em porcos de terminagdo e em leitoas. A forma cronica causa principalmente
diminuicao do ganho de peso diéario e diarreia (McOrist et al., 1999)

As lesdes macroscépicas sdo usualmente encontradas no ileo, caracterizadas por hiperemia do
mesentério, espessamento da parede intestinal, mucosa com pregas evidentes e contelido hemorrégico
no limen intestinal nos casos agudos (Ward et al., 1990), edema de mesentério, aspecto cerebroide da
serosa intestinal e espessamento da mucosa intestinal na forma crénica (McOrist et al., 1999).

As técnicas de diagndstico post mortem compreendem a visualizagdo das lesdes intestinais e
histopatologia (Guedes et al., 2002), utilizacdo de coloragdes especiais como impregnacdo prata e
imuno-histoquimica (Guedes et al., 2003b), e em animais vivos, a infeccdo pode ser detectada pela
sorologia ou PCR em amostras de fezes (Guedes et al., 2002).

Foram descritos estudos ao respeito dos efeitos benéficos do uso de promotores de crescimento
na racao, porem o efeito dessas substancias sobre a doenca é pouco conhecido. Por exemplo, 0 uso de
promotores de crescimento poderia interferir na dindmica de infeccdo de L. intracellularis no rebanho,
induzindo com isso a formacao de lotes de animais totalmente suscetiveis, que desenvolveriam a forma
aguda da doenga tardiamente, quando da retirada dessas drogas da ragdo (Franca et al., 2008), além disso
mesmo uma dose baixa e a curto prazo de antibioticos ingeridos na racdo aumenta a abundancia e
diversidade de genes de resisténcia a antibioticos, incluindo resisténcia a antibi6ticos ndo administrados
(Looft et al., 2012)

Os paises como os componentes da Union europeia, e estados unidos suprimiram o uso dos
antimicrobianos promotores de crescimento nas ra¢des, sendo recomendada também a introducdo de
uma proibicéo do uso de antibioticos como promotores de crescimento no Brasil. Esta proibi¢do no uso
de promotores de crescimento antimicrobiano, em paises como a Dinamarca foram inicialmente
acompanhadas por um aumento da diarreia em porcos desmamados, mas com pouco ou nenhum
aumento da doenga em outras espécies, além disso as proibi¢des resultaram em aumentos temporarios
no uso terapéutico de alguns antimicrobianos (McEwn et al., 2018)

No Brasil foi criada entre varios sindicatos e associacdes uma alianca para o uso responsavel
de antimicrobianos, estando esta alianca em linha com o Plano de Acdo Nacional para Prevencédo e
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Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos (PAN-BR AGRO) do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) (SINDAN 2018).

O tratamento de escolha para o controle da enteropatia proliferativa € o uso de antimicrobianos.
McOrist et al. (1995b), assim considerando o dito anteriormente, para alcancar o melhor resultado
possivel, a escolha do melhor antimicrobiano é fundamental, por isso informac6es sobre sensibilidade
antimicrobiana de diferentes moléculas contra isolados brasileiros de L. intracellularis ainda precisam
ser pesquisados.

McOrist et al. (1995b) demostraram que trés cepas norte-americanas de L. intracellularis
foram susceptiveis aos macrolideos como a eritromicina e tilmicosina, e tetraciclinas como a
clortetraciclina. Em outro estudo, avaliando isolados europeus e norte-americanos (Wattanaphansak et
al., 2009), os antimicrobianos mais ativos foram o carbadox, a tiamulina, a valnemulina. L.
intracellularis demonstrou-se menos sensiveis contra a clortetraciclina, a tilosina e a Lincomicina.

2. OBJETIVO.

- Geral
e Avaliar a sensibilidade antimicrobiana in vitro (CIM) de dois cepas de L.
intracellularis contra a gamitromicina (Boehringer Ingelheim Vetmedica),
tilvalosina (Eco. Animal Health) e espectinomicina (CEVA. Salude Animal).

- Especifico

e Auvaliar a sensibilidade antimicrobiana in vitro (CIM) da cepa vacinal de L.
intracellularis contra a gamitromicina (Boehringer Ingelheim).

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 ETIOLOGIA

Apo6s o primeiro relato de enteropatia proliferativa mostrando a presenca de bactérias
intracelulares em associa¢do com a proliferagdo de enterdcitos (Rowland e Lawson, 1974), diferentes
designacgdes foram atribuidas ao organismo ao longo do tempo como Campylobacter like-organism,
Ileal symbiont intracellularis e lleobacter intracellularis (McOrist et al., 1995). A bactéria é classificada
como membro da subdivisao delta de Proteobacteria, pertencente a familia Desulfovibrionaceae. Com
base nas sequéncias de DNA do gene ribossdmico 16S e do operon GroE, L. intracellularis foi
taxonomicamente distinta de outros patdgenos intracelulares como Rickettsiae e Chlamydiae.
Desulfovibrio desulfuricans, uma bactéria redutora de sulfato, possui 91% de similaridade a L.
intracellularis (McOrist et al., 1993).

Isolamento primério de L. intracellularis foi bem-sucedido somente em 1993 (Lawson et al.,
1993). Sendo um microrganismo intracelular obrigatorio requer condicGes especificas para o
crescimento in vitro (Figura 1). Sdo necessarias co-culturas de L. intracellularis em monocamada de
células epiteliais intestinais de rato (IEC-15) (), McCoy (fibroblastos de camundongo), IPEC-J2 (célula
de jejuno suino), INT-407 (intestino fetal humano), CRL 1677 (adenocarcinoma col6nico de rato). ),
PK-15 (rim de porco) (Lawson et al., 1993; Guedes et al., 2003b; Rezende et al., 2019), em atmosfera
microaerofilica com 82,2% de nitrogénio, 8,8% de dioxido de carbono e 8% de oxigénio, a 37 °C, que
se assemelham as condi¢des em ambiente intestinal (Lawson et al., 1993).

As L. intracellularis sdo bactérias Gram-negativas, que apresentam formas curvas ou
sigmoides, com um comprimento de 1,25 a 1,75 um e 0,25 a 0,43 um de largura, parede celular com
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envelope trilaminar externo, flagelo tnico e mdvel (Lawson et al., 2000). Estdo presentes sequéncias
maultiplas de VNTR (“variable number of tandem repeats™) no genoma da L. intracellularis, importantes
na identificacdo de diferentes cepas da bactéria isoladas de amostras de campo (Gebhart et al., 2010). O
genoma circular de L. intracellularis tem 1.719.014 pares de bases (pb) constituido por um cromossoma
(1.457.619 pb) e trés plasmideos (plasmideo A: 27.048 pb, plasmideo B: 39.794 pb e plasmideo C:
194.553 pb) (Vannucci et al., 2012).

e g ,‘;’ ‘ LR
i . X ! D o ._,1.: 'm' -t . . B i
Figura 1. Microscopia eletronica de transmissdo de Lawsonia intracellularis no citoplasma de célula eucariota em

cultivo celular (Lawson et al., 1993)

Existem somente cerca de 30 isolados de L. intracellularis em quatro laboratérios propagando
esse microrganismo in vitro em todo o mundo. Um estudo comparativo entre isolados dos Estados
Unidos da América e isolados europeus demostrou que L. intracellularis exibe comportamento
especializado e requerimentos de crescimento fastidiosos similares (Knittel et al., 1996).

No Brasil foi possivel a propagacéo in vitro de dois cepas. A primeira cepa brasileira de L.
intracellularis foi caracterizada como PHE-UFMG/BR2011 (Saes et al., 2012), atualmente nominado
BRPHEO1 E5. A cepa BRPHEO1_E5 foi obtido de um animal com sinais clinicos de enteropatia
proliferativa aguda de uma granja comercial da regido metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil, em 2011. A segunda cepa, BRPHEOQ2_ES8, foi obtido a partir de um suino, também com sinais
clinicos de enteropatia proliferativa hemorragica, de um rebanho localizado no estado de Sao Paulo,
Brasil, em 2011 (Pereira et al., 2018).

3.2 EPIDEMIOLOGIA

A enteropatia proliferativa ¢ uma doenca infectocontagiosa que acomete diversas espécies
animais, incluindo suinos (McOirist et al., 1995) equinos (Williams et al., 1996; Frazer, 2008), hamsters
(Jonas et al., 1965), camundongos e ratazanas (Friedman et al., 2008), coelho (Umemura et al., 1982),
avestruz (Cooper et al., 1998) e frangos (Otha et al., 2016). E principalmente um problema para a suinos,
e vem crescendo em importancia em equinos (Smith et al., 2014).

Estudos baseados no sequenciamento do DNA ribossomal 16S da bactéria de varios isolados
de diferentes espécies animais ndo mostraram diferenca entre elas, o que caracterizou que L.
intracellularis é o agente etiol6gico da doenga em todas as espécies acometidas (Cooper et al., 1997).
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E uma doenca endémica que é generalizada entre os rebanhos e sistemas de producio em todos
0s continentes onde a produc¢do de carne suina pode ser encontrada causando grandes perdas financeira
entre 3 a 11 dolares norte-americanos (USD) por suino (McOrist et al., 1997). Foi descrita pela primeira
vez no Brasil em 1985 (Morés et al., 1985), estando sua ocorréncia frequentemente associada a presenca
de lesBes macroscopicas sugestivas.

Franca e colaboradores (2008) descreveram estudo retrospectivo avaliando surtos de enteropatia
hemorragica no estado de Rio de Janeiro em 1987, onde o diagnéstico baseou-se nos aspectos clinico-
patoldgicos caracteristicos da enfermidade e foi confirmado pela demonstragdo imuno-histoquimica de
L. intracellularis no intestino e pela deteccdo da bactéria em enterdcitos através de microscopia
eletronica.

Entre janeiro de 1997 e dezembro de 1999 surtos de EPS foram detectados em varias regides
produtoras importantes do Brasil, com uma frequéncia de rebanhos positivos para L. intracellularis de
37% em Sao Paulo; 35% em Santa Catarina; 20% no Parana; 16% em Minas Gerais; 40% em Goiés;
40% em Mato Grosso do Sul e 25% no Rio Grande do Sul. Nesse estudo ndo foram encontrados
resultados positivos em outras regides brasileiras, como o Distrito Federal e os estados de Pernambuco,
Cearé e Rio de Janeiro (Moreno et al., 2002).

Em um estudo mais recentemente, Resende et al (2015) mostraram soroprevaléncia para L.
intracellularis em Minas Gerais em 100% dos rebanhos de ciclo completo com positividade de 34.66%
dos suinos testados.

Diversas espécies animas ja foram diagnosticadas como portadores e disseminadores de L.
intracellularis nas fezes, mas nem todas tiveram associacdo com a ocorréncia de lesdes da EPS (Lawson
et al., 2000). Collins et al. (2001) mencionou que roedores que estiveram nas proximidades das granjas
poderiam ser disseminadores do agente em um mesmo rebanho ou entre outras propriedades.

Gabardo et al. (2015) demonstraram gue camundongos expostos as fezes frescas de suinos
infectados por L. intracellularis podem se infectar e eliminar o agente nas fezes, e que suinos expostos
a fezes de camundongos positivos para L. intracellularis se infectam e apresentam a forma subclinica
da doenca. Esse trabalho indicou que camundongos sdo capazes de se infectar, eliminar o agente nas
fezes e serem, por tanto, hospedeiros e fontes de infe¢do para suinos susceptiveis.

3.3 PATOGENESE

A ingestdo de matéria fecal contaminada € um dos mecanismos mais importantes na
transmissdo do agente (Cooper et al., 1998). A enteropatia proliferativa pode ser reproduzida expondo
leitBes suscetiveis a cultura pura de L. intracellularis ou a mucosa infectada de animais acometidos pela
enteropatia proliferativa (Guedes et al., 2003b). Em estudos de inoculagdo experimental em leitdes
desmamados usando cerca de 108 organismos de L. intracellularis, numerosas bactérias intracelulares
podem ser visualizadas em enterdcitos e em fezes 1-3 semanas apos a inoculagdo, com um pico de
infeccdo e lesGes 3 semanas apos o desafio (Guedes et al., 2017). Na maioria desses leitdes, a infeccdo
intestinal, a lesdo proliferativa e a excre¢do persistem por aproximadamente 4 semanas, mas em alguns
suinos, a excregdo pode persistir pelo menos por 10 semanas (Guedes et al., 2002). Boutrup et al (2010)
demonstraram também a presenca de L. intracellularis em enterdcitos maduros no pice de vilosidades
12 horas ap6s inoculacédo oral em suinos.

Lawson et al (1993) demonstraram a internalizacdo de L. intracellularis inativada com
formalina e reducdo da invasdo bacteriana ap6s bloqueio do rearranjo do citoesqueleto usando
citocalasina D in vitro. Contudo, esse estudo também descreveu bactérias intracelulares em células
tratadas com citocalasina D, sugerindo que outros mecanismos estdo envolvidos no processo de
internalizacdo da bactéria.
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Os fatores de viruléncia associados a adesdo e entrada em enterdcitos ndo foram ainda bem
caracterizados. Enquanto o mecanismo de liga¢do parece requerer uma interacdo hospedeiro-bactéria
especifica, o processo de invasdo ndo depende da viabilidade do L. intracellularis (Lawson et al., 1995).

A analise da sequéncia genémica de um isolado suino de L. intracellularis revelou a presenca
de genes que codificam o funcionamento do sistema de secregéo de tipo 3 (T3SS) dividido em 2 regibes
cromossdmicas distintas. A expressdo de trés proteinas representando o elemento energizante, o nicleo
e 0 componente estrutural da T3SS foram demonstrados em trés outros isolados de suinos (Bengtsson
etal., 2015).

Esse estudo indica que o elemento T3SS é conservado entre os isolados de L. intracellularis
e, potencialmente, contribui para a patogenicidade durante a invasdo celular, independentemente da
atividade da célula hospedeira (Alberdi et al., 2009). Estudos recentes demostraram que a L.
intracellularis pode influenciar negativamente a producdo de mucina (MUC2), alterando assim a
barreira de muco intestinal, potencialmente favorecendo a adesdo e invaséo bacteriana (Bengtsson et al.,
2015).

Foi relatada atividade citolitica da L. intracellularis em células infectadas (Hannigan 1997) e
a expressdo de uma hemolisina que pode estar relacionada com a adesao e a invasao celulares foi descrita
in vitro e in vivo, entretanto, ainda ha necessidade de experimentos funcionais para a investigacao desses
mecanismos (McCluskey et al., 2002).

Empregando ferramentas de bioinformatica e ensaios moleculares baseados em proteinas in
vivo e in vitro, foram avaliadas as caracteristicas antigénicas da proteina L10004, que foram definimos
como L. intracellularis hemolysin A (LhlyA). Essas proteinas antigénicas foram fortemente
reconhecidas pelos soros coletados de camundongos infectados artificialmente, pelo que se sugerem que
a proteina LhlyA é um antigeno altamente imunorreativo de L. intracellularis e pode ser potencialmente
utilizada para desenvolver protecdo efetiva (Kim et al., 2017).

Outro estudo de andlise funcional do genoma de L. intracellularis mostrou a presenca de dois
sistemas que desempenham um papel crucial na manutencdo da homeostase do pH, um sistema de
glutamato descarboxilase (GAD) e o operon FOF1-ATPase (Vannucci et al., 2013). Interessante que 0
sistema GAD ¢ observado principalmente em bactérias que transitem o pH baixo do ambiente gastrico
antes de causarem doengas transmitidas por alimentos, como Listeria monocytogenes, Shigella flexneri
e Escherichia coli (Smith et al., 2003).

A enzima descarboxilase intracelular na célula bacteriana usa o glutamato para neutralizar
prétons (H), produzindo o composto neutro g-aminobutirato (GABA). Como resultado, o H+
intracelular é consumido na reacéo, contribuindo para 0 aumento do pH citoplasmatico. O operon FOF1-
ATPase é essencial para a homeostase do pH em células bacterianas, codificando uma proteina
transmembrana que gera uma forga motora do préton capaz de remover o H3 intracelular quando
hidrolisa o trifosfato de adenosina (ATP) através de seu dominio citoplasmatico (Ryan et al., 2008).
Embora ndo haja evidéncia de um mecanismo demonstrando a atividade desses sistemas tolerantes a
acidos em L. intracellularis, o papel dos mesmos na resposta ao estresse acido tem sido bem descrito
em estudos de varios outros patdgenos entéricos (Bearson et al., 1997).

A presenca de um unico flagelo polar em L. intracellularis, demonstrada em bactérias
extracelulares presentes no sobrenadante de células infectadas in vitro, também representa um
importante componente fenotipico que potencialmente esta envolvido nos estagios iniciais da infeccao
(Smith et al., 2001).

Estudos de mecanismos celulares de infecgdo pela L. intracellularis in vitro demostraram que
apos 10 min de exposicdo, a bactéria pode ser encontrada em intimo contato com a membrana de células
eucariotas permissiveis a infeccdo. Uma hora ap06s da exposicdo a bactéria pode ser encontrada em
vacutolo no citoplasma de células eucaridticas. Trés horas ap6s a inoculacdo, a bactéria é observada
livremente no citoplasma das células infectadas. A bactéria entdo se multiplica no citoplasma celular
por divisdo binaria e, 5 a 10 dias ap0s a infeccdo, protrusdes celulares repletas de bactérias se rompem,
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liberando-as no meio extracelular (McOrist et al., 1993). Células epiteliais em criptas de proliferacéo
contém numerosas bactérias intracelulares, enquanto que as células ndo afetadas ndo (McOrist et al.,
1996).

Figura 2. Diferentes momentos da infe¢do de L. intracellularis in vitro. a) Bactéria em contato intimo com a
célula. b) Bactéria em vacuolo no citoplasma. c) Bactérias livres no citoplasma. d) Célula repleta de bactéria.
Fonte: McOrist et al., 1995.

Além disso, observou-se invasdo precoce do tecido conjuntivo intestinal, com a presenga de
bactérias livres na lamina prépria e com uma maior quantidade de bactérias na I1dmina prdpria observada
o0s 5 dias ap0s inoculagdo, sugerindo um papel ativo da lamina propria no curso da infeccéo (Boutrup et
al., 2010).

No é&pice da doenca, trés semanas ap0s a infecgdo, numerosas bactérias Gram-negativas
intracitoplasmicas estdo consistentemente presentes dentro das células epiteliais intestinais afetadas,
mas ndo em qualquer outro sitio. No estadio de desenvolvimento e na fase de recuperacdo da doenca,
sete ou nove semanas apés da infec¢do, caracteristicas ultraestruturais adicionais nos tecidos intestinais
afetados consistiram na presenca frequente de células epiteliais inchadas ou degeneradas e reduzidas de
volume (Figura 2). Além disso, os corpos apoptéticos estavam presentes em células epiteliais e
macrofagos, e células caliciformes normais reapareceram em criptas normais (McOrist et al., 1996).

Na maioria dos casos, ndo ocorre nenhuma reacdo inflamatoria significativa e os organismos
permanecem no epitélio. Em casos graves de PE (enteropatia proliferativa), L. intracellularis também
pode ser observado em linfonodos mesentéricos e tonsilas (Jensen et al., 2000).

Estudos abrangentes descrevendo a progresséo de lesdes de PE foram realizados em hamsters
e suinos. No entanto, estudos limitados exploraram os eventos iniciais envolvidos na infec¢do por L.
intracellularis. Sua presenca consistente nas células de criptas intestinais observadas durante o estagio
ativo da infeccdo revelou um tropismo claro deste organismo por enterdcitos em divisdo ou imaturos.
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Além disso, a divisdo rapida de células em cultura promove o crescimento das bactérias melhor do que
células diferenciadas (McOrist et al., 1993).

O papel do apoptose em infecgBes por L. intracellularis tem sido especulado ao longo dos
anos. Inicialmente, pensou-se que uma reducao temporaria do apoptose fosse um importante mecanismo
envolvido na proliferacéo celular (McOrist et al., 1996). Entretanto, estudos recentes demonstram que a
progressao de lesdes de infec¢do por L. intracellularis e inibicdo do apoptose de enterécitos ndo esta
envolvido na patogénese da enteropatia proliferativa (Guedes et al., 2017; Huan et al., 2017).

A funcionalidade e a arquitetura do epitélio intestinal dependem do equilibrio entre a divisdo
celular e a morte celular apoptotica, bem como os eventos altamente regulados de diferenciacéo de
celulas intestinais. Estes processos celulares regulados por maltiplas vias de sinalizacéo, particularmente
a sinalizacdo de B-catenin/Wnt e Notch, estdo para manter a homeostase intestinal global do epitélio
(Peterson et al. 2014). Estudos recentes mostraram que a L. intracellularis explora as vias de sinalizacéo
de B-catenin/Wnt e Notch durante a infeccdo de enterdcitos de criptas intestinais para alterar a
homeostase celular e promover a proliferacéo celular em base na associacao observada entre a expressao
de marcadores especificos e a carga de infec¢do por L. intracellularis (Huan et al., 2017).

Em outro estudo foi demostrado que a proliferacdo dos enterocitos é induzida pela
desregulacéo da fase G1 do ciclo da célula hospedeira e falta de diferenciacdo, podendo estar associada
a repressdo de transportadores de membrana relacionados a digestéo e absorcao de nutrientes (Vannucci
etal., 2014).

Em uma reproducédo experimental de PE em hamster, utilizando homogeneizado de mucosa
intestinal de leitdes infectados com L. intracellularis, foi demostrado uma reducdo significativa da
absorcdo intestinal de glicose e eletrolitos (Vannucci et al., 2010). Esses achados sao relevantes para a
compreensdo da patogénese de L. intracellularis ja que esta reducéo na absorcdo de nutrientes indica
que a bactéria é capaz de afetar a diferenciagdo de enterdcitos infectados e posterior aumento de células
imaturas nas criptas que aumentam a secrecéo de eletrolitos no lumen intestinal. Solutos ndo absorvidos
no limen, mais o excesso de eletroélitos retém agua no limen, portanto, a diarreia mal absortiva parece
ser o principal processo envolvido na fisiopatologia da diarreia por PE (Vannucci et al., 2010).

L. intracellularis encontrados em diferentes espécies animais com PE sdo morfologicamente
idénticos e antigenicamente semelhantes (Lawson et al., 1995). Andlise de sequenciamento do rDNA
16S completo demostrou que o agente em furéo, hamster, veados e avestruzes naturalmente infectados
é idéntico ao de suinos, ndo sendo possivel a diferenciacdo entre cepas por alguns métodos moleculares
(Cooper et al., 1997).

Vannucci et al. (2013) descreveram, pela primeira vez, a presenga de uma ilha de
patogenicidade em préfago no genoma de cepas patogénicas de L. intracellularis isoladas de suinos e
equinos. A identificacdo desse elemento genético poderia ser aplicada como um marcador molecular
para determinar a origem das espécies dos isolados bacterianos e tracar a historia evolutiva relacionada
as espécies hospedeiras em infecgdes por L. intracellularis. Entretanto, esse mesmo segmento do
genoma da L. intracellularis foi encontrado em cepas atenuadas in vitro.

3.4 SINAIS CLINICOS

A doenca no suino possui formas clinicas distintas, aguda e cronica, e a forma subclinica. O
inicio dos sinais clinicos é observado mais comumente em suinos pés-desmame entre 6 e 20 semanas
de idade, sendo diarreia e diminuicdo de crescimento os mais caracteristicos sinais clinicos, e a diarreia
pode ocorrer quando existem lesdes significativas (McOrist et al., 1999),

J& a forma aguda ou hemorragica acomete animais de reposicéo e cevados proximo a idade de
abate e é caracterizada por queda do escore corporal e diarreia, na maior parte dos casos, caracterizada
por fezes mais escurecidas, fétidas ou com sangue vivo. Outras alteragdes frequentes sdo mucosas
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hipocoradas, apatia e, por vezes, vOmitos e hipotermia, e nos casos hiperagudos morte subita (Franca et
al., 2008).

Em rebanhos endémicos o consumo de alimentos ndo é comprometido, no entanto é observada
pior conversdo alimentar, o que torna a forma cronica dificil de detectar (McOrist et al., 1999), sendo
caracterizadas estas como as de apresentacao subclinicas, que tendem a predominar (Stege et al., 2004),
resultando em impactos no desempenho (Paradis et al., 2005).

2.5 ACHADOS ANATOMOPATOLOGICOS

Macroscopicamente, as lesdes caracteristicas da enteropatia proliferativa sdo usualmente
encontradas no ileo embora, com menor frequéncia, é possivel ser encontrada no ceco, colén, reto,
duodeno e jejuno (Guedes et al., 2002). Na forma aguda as lesbes sdo caracterizadas por edema e
hiperemia do mesentério e espessamento da parede intestinal. A mucosa se apresenta com pregas
evidentes e conteddo hemorragico pode ser observado no Iimen intestinal (Figura 3) (Ward et al., 1990).

Figura 3. Achados macroscOpicos de enteropatia proliferativa aguda ou hemorrégica, caracterizados por hiperemia
e corrugacdo da serosa e espessamento da mucosa do intestino delgado, além de sangue coagulado no ldmen.
Fonte: Prof. Roberto Guedes.

Jé a forma cronica, consiste em edema de mesenteério, aspecto cerebroide da serosa intestinal,
espessamento da mucosa e presenca de membrana necrética aderida a mucosa (Figura 4). A diarreia
observada em animais de recria e terminacgdo, pela sua baixa especificidade, necessita da coleta de
amostras para exames complementares (McOrist et al., 1999).
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Figura 4. Lesdes macroscopicas na forma cronica, com aspecto cerebroide da serosa e espessamento de mucosa.
Fonte: Dra. Luisa Otoni.

Tanto na forma aguda quanto na forma crénica, o ileo é mais frequentemente afetado, mas lesdes
podem ser encontradas em qualquer segmento intestinal, do duodeno ao reto (Guedes et al., 2002).

3.5 DIAGNOSTICO

O diagnostico “in vivo” é feito principalmente pela sorologia e ou por ensaios de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) em amostras de fezes. Testes soroldgicos que podem ser utilizados para a
realizacéo do soroperfil sdo imunoperoxidase em monocamadas de células (IPMC), imunofluorescéncia
indireta de anticorpos (IFA), e teste de ELISA (ELISA de bloqueio, Enterisol Eleitis, BioScreen,
Germany) (Lawson et al., 2003;Guedes, 2002a), estas técnicas sdo utilizadas para avaliar perfis de
granjas por causa da soroconversdo tardia, em geral a soroconversdo ocorre duas semanas apos a
infecgdo (Stege et al., 2004).

Com relacdo aos ensaios de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que sdo amplamente
utilizados, a mais utilizada e factivel é a PCR convencional, enquanto a PCR em tempo real embora
apresente sensibilidade satisfatdria, sdo necessarios instrumentos de alta preciséo, sofisticados, e boas
instalagdes laboratoriais para o diagnostico (Nathues et al., 2009).

As técnicas de diagndstico post mortem compreendem a visualizagdo das lesdes intestinais e
histopatoldgica (Guedes et al., 2002). A bactéria ndo é visualizada em cortes histologicos corados pela
Hematoxilina & Eosina (H&E), dessa forma, sdo necessérias coloraces especiais como impregnacao
prata e imuno-histoquimica (Guedes et al., 2003b). Também pode ser realizado o exame de hibridizacado
in situ fluorescente (Boye et al., 1998).

3.6 CONTROLE E TRATAMENTO

Mudancas na dieta, o uso de vacinas e desinfetantes tém se mostrado promissores como
alternativas viaveis para reduzir e eliminar L. intracellularis em suinos sem o uso continuo de
antimicrobianos (Kroll et al., 2005). Os usos de aditivos fitogénicos na alimentacdo mostraram alguns
efeitos benéficos na eliminag&o e controle de PE em suinos, mas sdo necessarias ainda mais avaliagoes
ao respeito (Draskovica et al., 2018).
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Desinfetantes como as combina¢Ges de composto de aménio quaterndrio com aldeidos
(formaldeido e glutaraldeido) e agentes oxidantes nas concentra¢fes recomendadas podem inativar L.
intracellularis em condi¢des de campo (Wattanaphansak et al., 2010). Atualmente, existem duas
vacinas comercias utilizadas para o controle e prevengdo da EPS. A Enterisol lleitis® (Boehringer
Ingelheim VetMedica) constituida pela bactéria viva modificada, induz imunidade contra L.
intracellularis (Guedes et al., 2003a).

Estudos de campo globais que avaliaram a eficicia da Enterisol lleitis® mostraram beneficios
significativos no desempenho do crescimento e reducdes na mortalidade percentual contra a exposicado
natural de L. intracellularis em suinos (Kolb et al., 2004). O uso de doses repetidas e sobredosagem
administradas em leitdes de 1 semana de idade, ndo representa risco de reversdo de patogenicidade
(Kroll et al., 2004). A Porcilis lleitis® (Merck Sharp & Dohme, MSD) é uma nova vacina, com bactéria
inativada, injetavel, de dose Unica, que tem demonstrados bons resultados a campo nos Estados Unidos
da América, onde foi licenciada a cerca de dois anos e foi recentemente disponibilizado no mercado
Brasileiro.

O tratamento de escolha para o controle da enteropatia proliferativa é o uso de antimicrobianos
(McOrist et al., 1995b). Os antimicrobianos sdo substancias quimicas (medicamentos) produzidas por
microrganismos ou seus equivalentes sintéticos que tém a capacidade de, em pequenas doses, inibir o
crescimento (bacteriostatico, fungistatico, etc) ou destruir (bactericida, fungicida, etc.) microrganismos
causadores de doenca.

Alguns antimicrobianos inibem o crescimento bacteriano em uma determinada concentragéo,
a concentragdo inibitéria minima (CIM) e necessitam de uma concentracdo maior para matar o
microrganismo, a concentragdo bactericida minima. (CBM ou MBC). Quanto maior a distancia entre
esses valores diz-se que o antimicrobiano tem atividade bacteriostética. Por outro lado, quanto mais
proximos forem esses valores, diz-se que o antimicrobiano possui atividade bactericida (Spinoza et al.,
2011).

3.7 USO DE ANTIMICROBIANOS PARA O CONTROLE DA ENTEROPATIA
PROLIFERATIVA SUINA.

Devido a essas condigdes especificas de crescimento e sua natureza intracelular, a utilizagao de
técnicas convencionais de sensibilidade antimicrobiana, como testes de difusdo em disco de Kirby-
Bauer, ndo sdo apliciveis, e 0 uso de um método de cultura de células in vitro para avaliar
susceptibilidade antimicrobiana pode fornecer uma abordagem mais realista (McOrist et al., 1995c¢).

McOrist e colaboradores (1995b) demonstraram a praticidade do sistema de cultura in vitro
para avaliar a susceptibilidade antimicrobiana para isolados americanos de L. intracellularis, onde foram
testados 19 diferentes tipos de antimicrobianos e seus resultados forneceram diferentes CIMs
(Concentracdo minima inibitéria) para as bactérias intracelular e extracelularmente localizadas,
representando este trabalho uns dos primeiros métodos in vitro testados para obtencdo de CIMs
confidveis de agentes antimicrobianos para a L. intracellularis.

Em outro estudo, Wattanaphansak e colaboradores (2009) avaliaram 10 isolados norte-
americanos e europeus, onde além de obter CIMs para os diferentes antimicrobianos, demonstraram
também que diferentes isolados de L. intracellularis possuem diferentes padrdes de sensibilidade aos
antimicrobianos.

Foi demostrado que trés cepas americanas de L. intracellularis foram susceptiveis aos
macrolideos como a eritromicina e tilmicosina, e tetraciclinas como a clortetraciclina (McOrist et al.,
1995). Em outro estudo, avaliando isolados europeus e norte-americanos (Wattanaphansak et al., 2009),
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os antimicrobianos mais ativos foram o carbadox, a tiamulina, a valnemulina. J& a clortetraciclina, a
tilosina e a lincomicina apresentaram-se menos eficazes contra L. intracellularis. Para alcancar o melhor
resultado possivel, a escolha do melhor antimicrobiano é fundamental, por isso informacdes sobre
sensibilidade antimicrobiana de diferentes moléculas contra isolados brasileiros de L. intracellularis
ainda precisam ser pesquisados.

Um medicamento muito utilizado nas granjas na atualidade € a gamitromicina, um antibidtico
da familia dos macrolidos de aplicacdo injetdvel. E um azalido que possui propriedades
farmacodinamicas e farmacocinéticas bem definidas, tais como a rapida absorcéo, biodisponibilidade
elevada, e de baixa ligacdo a proteinas do plasma.

Tudo isso, juntamente com suas propriedades bactericidas, sua inocuidade e sua baixa
capacidade de induzir resisténcias fazem da gamitromicina um produto de primeira escolha para o
controle de doencas nas granjas. Embora seja indicado principalmente para controle doencas
respiratorias, poderia ser também uma opg¢do muito interessante no tratamento da enteropatia
proliferativa, porém, ainda néo foi testado (Spinoza et al., 2011; Boehringer Ingelheim, 2018).

Ja atilvalosina ¢ um novo antibi6tico macrélidos baseado em um anel de lactona muito
ativo. Tem atividade antibacteriana contra organismos gram-positivos e alguns gram-negativos
e contra Mycoplasma. Atua inibindo a sintese de proteinas na célula bacteriana. E muito
eficazes contra diferentes doencas importantes em suinos e aves. A tilvalosina tem uma acgéo
bacteriostatica e bactericida, além de ter o beneficio adicional da atividade antimicrobiana do
principal metabdlito 3-AT (Guedes et al, 2009).

A tilvalosina pode atuar intracelularmente e atingir concentrac@es intracelulares
relativamente altas em células fagociticas (macréfagos e neutréfilos). Pode aumentar
especificamente a atividade de macrofagos, ajudando o sistema imunoldgico inato (ndo
especifico) a eliminar particulas estranhas, tais como microrganismos patogénicos. Esse principio ativo
ja foi testado em racGes para controle de EPS, apresentando uma atividade moderada a alta
(Guedes et al, 2009).

A espectinomicina, da familia dos aminoglicosideos, atua ligando-se a subunidade 30S do
ribossomo bacteriano e inibindo a sintese proteica, 0 que acaba levando a morte do microrganismo.
Mostra um padrdo de atividade bactericida que depende da concentragdo (ABDC) do antimicrobiano,
mas ndo do tempo de exposi¢do da bactéria ao AG. Portanto, o0 objetivo deve ser maximizar a Cmax
administrando a maior dose possivel permitida pelo limite de toxicidade (Molina et al., 2009).

Portanto, considerando o acima exposto, testar novos antimicrobianos in vitro contra isolados
brasileiros de L. intracellularis, particularmente a gamitromicina, tilvalosina e a espectinomicina
aumentaria a possibilidade de sucesso no tratamento da doenga.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 lIsolados e condi¢des de crescimento

As cepas bacterianas que foram utilizadas neste estudo estdo listados na Tabela 1. Os isolados de L.
intracellularis Vacinal (Enterisol lleitis® Boehringer Ingelheim Vetmedica), PHEBRO1_E5 e
PHEBRO2_E8 foram cultivados em células McCoy segundo descricdo prévia de Vannucci et al (2012),
a 37°C sob condigdes de microaerofilia.
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Tabela 1. Isolados bacterianos e antimicrobianos que foram utilizados na avaliacdo da concentracgéo
inibitéria minima de Lawsonia intracellularis

Isolado Descricao Fonte
Vacinal (Enterisol lleitis® Boehringer . . .
; : Cepa de L. intracellularis Estados Unidos
Ingelheim Vetmedica)
PHEBRO1_E5 Cepa de L. intracellularis Minas Gerais, Brasil
PHEBRO2_ES8 Cepa de L. intracellularis Séo Paulo
Antimicrobiano Descricdo Fonte
) o 5 Boehringer Ingelheim Saude
Gamitromicina Macrolideo .
Animal
Tilvalosina Macrolideo ECO. Animal Health
Espectinomicina Aminoglicosideo Ceva Saude Animal — Brasil

4.2 Preparac6es de antimicrobianos.

Os antimicrobianos que foram testados neste estudo estdo descritos na tabela 1. As solucGes de
estoque foram preparadas em uma concentracdo final de 2560 pg/mL, e 12.800 pg /mL, sendo a
tilvalosina e espectinomicina diluidas em agua destilada e a gamitromicina diluida em alcool, com
posterior esteriliza¢do utilizando filtros de 0,22 um e armazenadas em temperatura de -20°C até uso.
Para os testes, os antimicrobianos foram diluidos em meio de cultivo nas concentragdes finais de 0,125;
0,25;0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64 ¢ 128 ng/mL e testados em triplicata (McOrist et al., 1995c) (Figura 5).
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Figura 5. Esquema dos antimicrobianos diluidos em meio de cultivo nas diferentes concentragdes finais da
tilvalosina e espectinomicina testados em triplicata.
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Figura 6. Esquema do antimicrobiano diluido em meio de cultivo nas diferentes concentragdes finais.
Gamitromicina testada em triplicata e com control de alcool.

4.3 Testes de sensibilidade antimicrobiana

A determinacdo da sensibilidade in vitro contra L. intracellularis foi realizada pelo teste de
concentracgdo inibitoria minima (CIM) de acordo com Wattanaphansak et al (2009). Resumidamente, a
semente da bactéria foi colocada em cultivo celular e realizadas no minimo trés passagens para garantir
maior grau de infeccdo da monocamada de células McCoy. Todos os isolados foram testados duas vezes
e cada teste foi realizado separadamente. Os isolados foram coletados da monocamada e diluidos em
100 uL de meio de cultura e essa suspensdo foi adicionada em placas de cultivo de 96 pogos (Sarstedt
AG & Co., Niimbrecht, Alemanha) contendo células McCoy, 30% confluentes, 24 horas apés
semeadura.

Para determinar a sensibilidade de L. intracellularis in vitro, foram avaliadas as atividades
intracelular e extracelular, a partir de ensaios previamente descritos (McOrist et al., 1995b;
Wattanaphansak et al., 2009). O CIM intracelular é o teste que mimetiza o efeito do antimicrobiano apds
a bactéria ter infectado os enterocitos. Para tanto, foram inoculados 100 uL da suspenséo com a bactéria
em placas com células McCoy 30% confluentes, 24 horas ap6s semeadura, e apds 24 horas de incubacdo
foram expostas aos antimicrobianos em diferentes concentracdes. Este periodo é suficiente para que a
bactéria infecte as células hospedeiras antes do desafio com o antimicrobiano. Apés a incubagdo, 0 meio
foi substituido por 100 uL de meio de cultura contendo as diferentes concentragdes dos antimicrobianos
por 3 dias e seguida de meio de cultura puro no dia 4.

O CIM extracelular mimetiza o efeito dos antimicrobianos antes da bactéria infectar as células
McCoy. Foram realizadas diluicdes em série dos antimicrobianos em meio de cultura contendo L.
Intracellularis. Essa suspensao contendo a bactéria e os principios ativos testados foram incubados por
duas horas a 37°C sob condi¢des microaerofilicas, permitindo a exposicdo do agente testado aos
antimicrobianos. Apoés a incubagdo, 100 pL da suspensdo foram adicionadas em placas de 96 pogos
contendo células McCoy 30% confluentes, 24 horas ap6s semeadura, e 0 meio foi removido ap6s 24h e
substituido por meio puro por 3 dias consecutivos, com incubacdo a 37°C sob condicGes de
microaerofilia.

Apos 5 dias de incubagdo, o sobrenadante de todas as placas infectadas foi removido e as placas
foram fixadas adicionando por um minuto 100 pL de solugdo contendo 50% de acetona e 50% de
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metanol. As placas foram coradas usando o método de coloragdo do ensaio de imunoperoxidase em
monocamada de células (Guedes et al., 2002). A avaliacdo foi feita contando o numero de células
altamente infectadas (HIC, “High infected cells”) em cada pogo e essa contagem foi realizada utilizando
um microscopio invertido (Zeiss, Oberkochen, Alemanha). As células foram consideradas HIC quando
haviam mais que 30 L. intracellularis no seu interior (McOrist et al., 1995b).

4.4. Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados isoladamente para cada uma das trés cepas de L.
intracellularis. Para avaliagdo dos resultados foi considerada sensivel a concentragdo do antimicrobiano
que inibiu 90% ou mais do crescimento das bactérias (CIM 90%). As varaiveis foram apresentadas a
partir da mediana das triplicatas.

5. RESULTADOS.

Os valores de CIM intracelular e extracelular para antimicrobianos utilizados contra os isolados
de L. intracellularis e a cepa vacinal no presente estudo sdo mostrados nas Tabela 2, 3, 4 e as Figuras 7,
8e0.

Tabela 2. Origem, ano de isolamento e CIM do isolado de L. intracellularis para tilvalosina.

Cepa Origem (Estado) Ano de MIC intra MIC extra
(passagem) isolamento
PHEBRO1_E5 (23) Minas Gerais 2010 16 ug/ml 16 ug/mi
PHEBRO2_ES8 (18) Séo Paulo 2011 16 ug/ml 16 ug/mi
PHEBRO2_ES8 (21) Séo Paulo 2011 16 ug/ml 16 ug/mi

CIM Tilvalosina

1 1 1 1
20 16 16 16 16
10
CIM Extracelular
0 CIM Intracelular

E5 (19) E5 (23) E8 (18) E8 (21)
m CIM Intracelular = CIM Extracelular

Figura 7. Representacdo grafica dos resultados da concentracao inibitéria minima (CIM) da Tilvalosina para as
duas cepas de L. intracellularis.
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Tabela 3. Origem, ano de isolamento e CIM do isolado de L. intracellularis para gamitromicina.

Cepa Origem (Estado) Ano de MIC intra MIC extra
(passagem) isolament
(0]
Enterisol lleitis® (07) Estados Unidos < 0,125 ug/ml 1,0 ug/mi
Enterisol lleitis® (21) Estados Unidos < 0,125 ug/ml 1,0 ug/mi
PHEBRO1_E5 (19) Minas Gerais 2010 32 ug/ml 64 ug/ml
PHEBRO1_E5 (23) Minas Gerais 2010 32 ug/ml 64 ug/ml
PHEBRO2_ES8 (18) Séo Paulo 2011 32 ug/ml 64 ug/ml
PHEBRO2_ES8 (21) Sao Paulo 2011 32 ug/ml 64 ug/ml

80
60
40
20 1 1
0,12’ o, 12’ CIM Extracelular
0 g g CIM Intracelular

E5(19) E5(23) E8(18) E8(21) VAC (07) VAC (21)

® CIM Intracelular = CIM Extracelular

Figura 8. Representacdo grafica dos resultados da concentracao inibitéria minima (CIM) da Gamitromicina para

as duas cepas de L. intracellularis.
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Tabela 4. Origem, ano de isolamento e CIM do isolado de L. intracellularis para espectinomicina.

Cepa Origem (Estado) Ano de MIC intra MIC extra

(passagem) isolamento

PHEBRO1_E5 (23) Minas Gerais 32,0 ug/ml 16,0 ug/ml
PHEBRO1_E5 (36) Minas Gerais 2010 64,0 ug/ml 16,0 ug/ml
PHEBRO02_E8 (23) Sé&o Paulo 2011 64,0 ug/ml 32,0 ug/ml
PHEBRO02_ES8 (21) Sé&o Paulo 2011 64,0 ug/ml 16,0 ug/ml

Os pontos finais da CIM para cada antimicrobiano foram as concentragdes capazes de inibir
90% do crescimento de L. intracellularis. A diferenca na mediana da CIM de duas preparacfes
independentes para cada isolado foi de trés diluigdes.

Tanto os isolados PHEBR_ES8, e PHEBR_E5 como a cepa vacinal apresentaram sensibilidade
para todos os antimicrobianos. A CIM mais baixa para os isolados PHEBR_E8, e PHEBR_E5 foi a
tilvalosina, exibindo uma atividade moderada com similaridade de concentragdo tanto para os testes
intracelulares como nos extracelulares apresentados na Tabela 2 e Figura 7.

CIM Espectinomicina
80
60 2
40 16 16 16
20 r CIM Extracelular
0 CIM Intracelular
E5 (23) E5 (36) E8 (23) E8 (21)

u CIM Intracelular = CIM Extracelular

Figura 9. Representacdo grafica dos resultados da concentracao inibitdria minima (CIM) da Espectinomicina para

as duas cepas de L. intracellularis.

A CIM da gamitromicina dos isolados PHEBR_E8 e PHEBR_ES5, apresentou também uma
atividade moderada, porém precisando de concentragfes maiores, e com diferencas de concentragao nos
testes intracelulares em comparacdo com os extracelulares apresentados na Tabela 3 e Figura 8. Ja a
CIM da gamitromicina para a cepa vacinal Enterisol lleitis®, apresentou uma atividade alta, também
com diferengas de concentracdo nos testes intracelulares e extracelulares, apresentados na Tabela 3, com
uma sensibilidade na menor concentragéo para o teste intracelular (Figura 10).

25



> | o ]
sa). I & ¥ TR b) i é% o/
=3 N £t f_\ 2N D ‘
= (2% 3 ® 9
= 8
- i ¥
lf?’J 7 B ) v o AW . ]
' Ve el S : v &
e /,_‘-:) ,.’7
A=A x
Sl iy
- . \»\ / » R
R -? : N 7 (@"a :

Figura 10. Resultado de CIM intracelular para gamitromicina na cepa vacinal, passagem 07. a) Observa-se
auséncia de bactérias tanto intracelular como extracelulares com CIM de 0,125 pg/mL. b) Controle positivo.
Observa-se crescimento de L. intracellularis no interior e fora das células eucariotas, marcacdo em vermelho.
Método de coloracdo de ensaio de imunoperoxidase em monocamada de célula (IPMA). Objetiva 40 x 100.

A acgdo da espectinomicina nos isolados PHEBRO1 E5 e PHEBRO1_E8 foi considerada
moderada, e com diferengas de concentracdo nos testes intracelulares e extracelulares, como
apresentados na Tabela 4 e Figura 9.

6. DISCUSSAO

Foram testados um total de trés antimicrobianos diferentes das familias dos aminoglicosideos e
macrolideos pelo sistema de cultura in vitro usando isolados brasileiros de L. intracellularis, sendo
determinada a concentracdo inibitoria minima (CIM). Além disso, para a gamitromicina, um dos
macrolideos testados, também foi avaliada a sensibilidade frente a cepa vacinal de Enterisol lleitis®
(Boehringer Ingelheim, Vetmedica).

O uso de um método de cultura de células in vitro para avaliar susceptibilidade antimicrobiana
pode fornecer uma abordagem mais realista, devido as condigdes especificas de crescimento e sua
natureza intracelular (McOrist et al., 1995c).

A praticidade do sistema de cultura in vitro para avaliar a susceptibilidade antimicrobiana para
diferentes isolados ja foi demostrada em alguns estudos anteriores, um dois primeiros estudos foi feita
por McOrist e colaboradores (1995b) onde foram testadas varios antimicrobianos para cepas americanas
de L. intracellularis. Por outro lado, Wattanaphansak et al (2009) avaliaram além de isolados americanos
também isolados europeus e em outro estudo foi também realizado uma avaliagéo de antimicrobianos
para isolados de Coreia do Sul (Yeh et al., 2011). Para isolados brasileiros ja foram testados alguns
antimicrobianos da familia das tetraciclinas, aminoglicosideos, pleuromutilinas e macrolideos. Do
grupo das pleuromutilinas (valnemulina e tiamulina) e carbadox foram as que se apresentaram mais
ativas contra cepas de L. intracellularis, a tilosina, espectinomicina, lincomicina, amoxicilina,
sulfametazina e enrofloxacina apresentaram atividade intermediéria, e por Gltimo foi testada também
lincomicina, gentamicina, trimetoprim, colistina e bacitracina, resultando estes resistente in vitro
(Pereira et al., 2019).

Estudos descrevendo a susceptibilidade de L. intracellularis a antimicrobianos sdo ainda
escassos. Pontos de corte da CIM para diversos isolados expressos como ClMs extracelular e intracelular
sdo realizados em cultura de tecidos. Esses pardmetros foram desenvolvidos para serem similares ao
padrdo de infec¢do por L. intracellularis in vivo, onde bactérias seriam expostas a antimicrobianos antes
e depois da invasdo nas células intestinais. (McOrist et al., 1995; Wattanaphansak et al., 2009; Yeh et
al., 2011).
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No presente estudo relata-se pela primeira vez um teste in vitro para a gamitromicina e a
tilvalosina, dois antimicrobianos provenientes da familia dos macrolideos, para os isolados
PHEBRO02_E8 e PHEBRO1 E5. Entre esses dois antimicrobianos a tilvalosina apresentou a maior
atividade contra os isolados brasileiros de L. intracellularis, com CIM tanto intra como extracelular de
16 pg/mL, sendo esta uma atividade moderada, seguido pela gamitromicina que apresentou uma
atividade também moderada contra os isolados de L. intracellularis com CIM intracelular de 32 pg/mL
e CIM extracelular de 64 ug/mL.

N

Em relacdo a espectinomicina, foi observada uma atividade moderada a baixa, também
observada nos isolados asiaticos testados por Yeh e colaboradores (2011). Para a gamitromicina e a
tilvalosina a CIM extracelular foi sempre maior ou igual que ao CIM intracelular, semelhante ao
observado por McOrist e colaboradores (1995) e Wattaphanansak e colaboradores (2009). A possivel
explicacdo seria que no ensaio extracelular, a bactéria fica menos tempo em contato com o
antimicrobiano comparado ao intracelular, o qual a bactéria permanece em contato por trés dias
consecutivos, além disso existiria acimulo do principio ativo no interior das células, o que faz que a
concentracdo seja maior que no meio extracelular, e que essa concentracao intracelular permite a acéo
do antimicrobiano contra a bactéria (Wattaphanansak et al, 2009).

Foi testada também pela primeira vez a cepa vacinal (Enterisol lleitis®) frente a gamitromicina,
e foi observada uma atividade alta do antimicrobiano contra essa cepa, onde com a mais baixa
concentragdo minima inibitdria estabelecida de 0,125 ug/ml intracelular e 1,0 ug/ml extracelular.
Estudos in vivo para outros antimicrobianos foram realizados para avaliar 0 uso concomitante da vacina
e medicagdo na ragdo ou na agua ou injetavel. Por exemplo, utilizacao de altas dosagens de ceftiofur e
tulatromicina ndo afetaram a resposta vacinal (Husa et al., 2009). Também a virginiamicina, utilizada
na alimentacdo de animais vacinados, ndo demonstrou qualquer interferéncia com a eficacia da
imunizacdo com Enterisol lleitis® (Beckler et al., 2013).

Em um estudo de avaliacéo de atenuagéo de viruléncia de isolados de L. intracellularis realizado
por Vannucci et al (2013), ndo ocorreu atenuagdo de viruléncia de isolados apds 10 e 20 passagens in
vitro, mas a partir da 40? passagem ja foi observada uma atenuacdo. Além disso, em outro estudo foi
observado que a partir da passagem 40 in vitro existe perda de uma ilha de patogenicidade genémica
associada ao profago presente especificamente em L. intracellularis de suino, e que um gene que
codifica a proteina de protecdo ribossémica associada a resisténcia a antimicrobianos foi encontrado
nesta ilha associada ao préfago (Vannucci et al., 2013). Essas evidencias poderiam sugerir que nas
sucessivas passagens da cepa vacinal, esse gene de resisténcia aos antimicrobianos poderia ser perdido
e explicaria os resultados de CIM obtidos no presente estudo com a cepa vacinal.

No presente teste in vitro foi observada uma inativacdo importante da cepa vacinal pela
gamitromicina. Apesar de ser um indicativo relevante de interferéncia com a sobrevivéncia da bactéria,
ndo é possivel garantir que a gamitromicina tenha uma acao prejudicial quanto a eficiéncia da vacinacéo,
sendo assim necessarios testes in vivo para averiguag&o.

As atividades intracelular e extracelular da espectinomicina, da familia dos aminoglicosideos,
foram menos eficazes contra os isolados Tailandeses de L. intracellularis (Pereira, 2018) onde foi
observada uma atividade de moderada a baixa dessa molécula. Os aminoglicosideos possuem atividade
bactericida que depende da concentracdo do antimicrobiano, mas ndo do tempo de exposicdo das
bactérias, sendo recomendado maximizar a dose mais alta possivel que permita o limite de toxicidade
(Molina et al., 2009).

Estudos anteriores testaram outros antimicrobianos da familia dos macrolideos contra isolados
de L. intracellularis, como a tilosina e tilcomisina, e mostraram sensibilidade antimicrobiana
intracelulares e extracelulares altas de 0,125 -1 pg/mL (Yet et al, 2011), e sensibilidade antimicrobiana
moderada a baixa de 128 -32 pg/mL (Wattanaphansak et al., 2009; Pereira et al., 2018).

Os macrolideos possuem baixa ligacdo a proteinas do plasma, atividade bactericida, baixa
capacidade de induzir resisténcias, eficacia ja demostrada em outros estudos in vitro para inibigédo de
crescimento contra L. intracellularis, mais a atividade in vitro da gamitromicina e tilvalosina ainda ndo
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haviam sido testadas. Assim, esse é 0 primeiro estudo testando estes farmacos in vitro, tornando a
gamitromicina e a tilvalosina novas op¢des no tratamento da enteropatia proliferativa.

7. CONCLUSAO

A tilvalosina foi a molécula de melhor acdo sobre os isolados brasileiros de L. intracellularis,
enguanto que a gamitromicina e espectinomicina apresentaram uma atividade intermediaria. J& a cepa
vacinal exibiu uma inativacdo importante frente a gamitromicina. Em concluséo, os dados in vitro
obtidos sdo promissores e trazem novas opc¢des para o tratamento da enteropatia proliferativa, entretanto,
fazem-se necessarios estudos futuros utilizando essas moléculas in vivo com intuito de confirmar a
eficacia dos mesmos.
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