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Resumen

La enteropatia proliferativa porcina (EPP) es una enfermedad
infecciosa transmisible, ampliamente difundida mundialmente,
de gran importancia economica, causada por Lawsonia intracel-
lularis. El objetivo del presente trabajo es describir un caso de
EPP por L. intracellularis en coinfeccion con Trichuris suis 'y
Balantidium coli en Uruguay. La enfermedad se diagnosticd en
octubre de 2015 en una piara de 130 lechones cruza de hasta 3
meses de edad. La incidencia acumulada en 30 dias fue de 14%
(18/130) y la letalidad de 83% (15/18). Los animales afectados
presentaron diarrea profusa, deshidratacion, adelgazamiento
progresivo y debilidad, con evolucion a muerte tras un curso
clinico de 10 dias. Macroscopicamente en un cerdo necropsiado,
se observé engrosamiento de la mucosa con aspecto cerebroide
en la ultima porcion del ileon, y en el ciego y el colon. El in-
testino grueso presentd ademas una membrana fibrinonecroti-
ca difusamente adherida a la mucosa, donde se identificaron
ejemplares de Trichuris suis. Microscopicamente, habia hiper-
plasia de las criptas y glandulas intestinales, que se observaron
elongadas, ramificadas y con marcada reduccion del nimero de
células caliciformes en el ileon y el ciego. Habia multiples areas
de necrosis superficial y ulceracion con numerosos protozoarios
morfoldégicamente compatibles con trofozoitos de Balantidium
coli adheridos a la superficie necrotica en el ciego. La identi-
ficacion intralesional de L. intracellularis se realizd6 mediante
las técnicas de Warthin-Starry e inmunohistoquimica. Lawsonia
intracellularis debe ser considerada un diagnoéstico etiologico
diferencial en porcinos con diarrea y enteropatia en Uruguay.
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Summary

Porcine proliferative enteropathy (PPE) is an economically
important, transmissible infectious disease of worldwide dis-
tribution caused by Lawsonia intracellularis. The objective of
this report is to describe a case of PPE caused by L. intracel-
lularis in coinfection with Trichuris suis and Balantidium coli
in Uruguay. The disease was diagnosed in October 2015 in a
herd of 130 crossbred grower pigs up to 3 months of age. The
cumulative incidence was 14% (18/130) and a lethality rate 83%
(15/18). Affected animals presented profuse diarrhea, ill thrift
and weakness, with progression to death after a clinical course
of 10 days. At necropsy of one pig, the terminal segment of the
ileum, cecum and colon showed thickening of the mucosa and
irregular folds in a cerebriform pattern. In the cecum and prox-
imal colon, there was also a diffuse fibrinonecrotic membrane
attached to the mucosa with embedded specimens of Trichuris
suis. Microscopic lesions were characterized by crypt and gland
hyperplasia with branching and depletion of goblet cells in the
ileum and cecum. Multiple areas of superficial necrosis and ul-
ceration were recognized with numerous protozoans morpho-
logically resembling Balantidium coli trophozoites adhered to
the necrotic surface of the cecum. Lawsonia intracellularis was
identified intralesionally by Warthin-Starry stain and immuno-
histochemistry. Lawsonia intracellularis should be considered
a differential etiologic diagnosis for diarrhea and enteropathy in

swine in Uruguay.

Key words: swine, necrotic enteritis, ileitis, porcine intestinal
adenomatosis.



Introduccion

La enteropatia proliferativa porcina (EPP) es una enfermedad
infecciosa transmisible, ampliamente difundida en todo el mun-
do, de gran importancia econdomica en producciones suinas co-
merciales. La EPP es una enfermedad endémica de presentacion
clinica y/o subclinica que puede asociarse a pérdidas economi-
cas significativas (McOrist, 2005). En América del Sur, la EPP
puede alcanzar prevalencias de hasta 90% (Franca y col., 2008),
siendo en Brasil y Argentina una importante causa reportada de
diarrea en cerdos en crecimiento y terminacion (Guedes, 2008;
Pérez y col., 2016). El agente causal es Lawsonia intracellula-
ris, una bacteria Gram-negativa, intracelular obligada, que se
multiplica en la region apical del citoplasma de los enterocitos
mediante un proceso de “parasitismo energético”, que le permite
defenderse del estrés oxidativo celular y aprovechar las reservas
de energia de la célula huésped (Vannucci y Gebhart, 2014). La
replicacion bacteriana intracelular se acompaia por la prolifera-
cion de las células inmaduras de las criptas intestinales (McOrist
y col., 1995; Vannucci y Gebhart, 2014). La EPP se describio
por primera vez en cerdos en 1931, caracterizandose las lesio-
nes macro y microscopicas, pero sin poder establecerse la causa
(Biester y Schwarte, 1931), hasta la década de los 90, cuando
se reportd el primer aislamiento de L. intracellularis en cerdos
(McOrist y col., 1993; McOrist y col., 1995). Actualmente se re-
conocen cuatro formas anatomopatoldgicas de EPP: 1)- Adeno-
matosis intestinal porcina (AIP); 2)- Enteritis necrotica (EN); 3)-
Ileitis regional (IR); y 4)- Enteropatia proliferativa hemorragica
(EPH) (Rowland y Lawson, 1975; Jacobson y col., 2010; Uzal
y col.,, 2016). La AIP, de curso cronico, ocurre principalmente
en cerdos de 6 a 20 semanas de edad; en tanto que la EPH, de
curso agudo, afecta principalmente a cerdos de 4-12 meses. La
AIP suele desarrollarse sin complicaciones, con la recuperacion
de la mayoria de los animales y con una mortalidad baja (<5%),
excepto que se presenten infecciones secundarias o asociadas.
En estos casos puede tener lugar la manifestacion de EN, con
lesiones mas graves y alta mortalidad (Lawson y Gebhart, 2000;
Jacobson y col., 2010). Desde el punto de vista patologico, to-
das las presentaciones se caracterizan macroscopicamente por el
engrosamiento y el aspecto corrugado de la mucosa intestinal,
principalmente en el ileon y, en menor medida, en el ciego y
colon (Lawson y Gebhart, 2000; McOrist y Gebhart, 2012) y
microscopicamente, por la hiperplasia de criptas, la proliferaci-
on de enterocitos inmaduros y la disminucion del nimero total
o parcial de células caliciformes (Uzal y col., 2016). La EN se
caracteriza por la ocurrencia de necrosis intestinal, mientras que,
en la IR, cambios reparativos se agregan a la proliferacion de
enterocitos (McOrist y Gebhart, 2012; Uzal y col., 2016).

Trichuris suis, el “gusano latigo” del cerdo, es un nematodo pa-
rasito del ciego y colon, que se encuentra ampliamente distri-
buido en las granjas porcinas. Las infestaciones leves suelen ser
asintomaticas, pero en infestaciones graves, 7. suis puede causar
colitis hemorragica y/o fibrinonecrotica con diarrea severa (Gre-
ve, 2012). La intensidad del cuadro no s6lo depende del grado de
infestacion parasitaria, sino también de la presencia simultanea

de bacterias enteropatogenas; se ha demostrado que 7. suis ac-
tua sinergisticamente con Campylobacter jejuni y Brachyspira
hyodysenteriae (Rutter y Beer, 1975; Pittman y col., 2010). En
este contexto, se ha planteado ademas una posible asociacion
sinérgica entre la infeccion por L. intracellularis y la infestacion
por T suis (Mansfield y Urban, 1996; Pearce, 1999).
Balantidium coli es un protozoario comensal del intestino
grueso del cerdo, que actiia como reservorio del mismo, y es
un hallazgo frecuente en el lumen del ciego y colon normales.
Balantidium coli se alimenta de células, mucus y bacterias in-
testinales, y, a pesar de que no es considerado un patdgeno pri-
mario en el cerdo, puede actuar como un patdgeno oportunista
al invadir la mucosa intestinal previamente dafiada por otros
parasitos o microrganismos (Schuster y Ramirez-Avila, 2008).
En el cerdo es frecuente encontrarlo en casos de infeccion por
B. hyodysenteriae, pero también en el borde de lesiones ulcera-
tivas o necrotizantes crateriformes del intestino grueso debidas
a AIP o Salmonella Typhimurium (Taylor y col., 2016; Uzal y
col., 2016).

El objetivo del presente trabajo es describir un caso de EPP por
L. intracellularis en coinfeccion con 7. suis y B. coli. Segun
nuestro conocimiento, esta representa la primera comunicacion
escrita de EPP en un cerdo de Uruguay en la literatura cientifica.

Materiales y métodos

En octubre de 2015 la Division de Laboratorios Veterinarios
(DILAVE) Regional Este, Uruguay, investigd un episodio de
mortandad de lechones en un criadero ubicado en la 9° seccion
del departamento de Treinta y Tres, Uruguay. El criadero era
de tipo familiar, semi-intensivo, de flujo continuo, con parce-
las de campo de 50x50 m, cada una con 3 cerdas madres y sus
respectivos lechones. La alimentacion era a base de una racion
de inicio. El problema afect6 a una piara de 130 lechones, cru-
za Hampshire, Duroc y Landrace, de 1 a 3 meses de edad, de
los cuales enfermaron 18 (incidencia acumulada 14%) y murie-
ron 15 (letalidad 83%) en un periodo de 30 dias. Los lechones
afectados presentaron diarrea profusa, deshidratacion, adelgaza-
miento progresivo y debilidad, evolucionando a la muerte en un
periodo de 7 a 10 dias.

Para el estudio postmortem, se sacrificd y se realizo la necropsia
de un lechon afectado, de 2 meses de edad. Muestras de estoma-
go, intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon), valvula ileoce-
cal, ciego y colon, y de otros 6rganos, se fijaron en una solucion
neutra de formaldehido al 4%, se procesaron rutinariamente para
histologia, se seccionaron a 5-7 um de espesor y se colorearon
con hematoxilina y eosina (H&E). Para la identificacion de L.
intracellularis y Brachyspira spp., muestras de ileon y ciego se
colorearon con la técnica de Warthin-Starry (WS) para bacterias
intracelulares curvadas y espiroquetas (Luna, 1968). Ademas,
para la identificacion de L. intracellularis, las mismas muestras
se procesaron por inmunohistoquimica (IHQ) segun la técnica
descripta por (Machuca y col., 2008), en el Laboratorio de Pa-
tologia Especial Veterinaria de la Facultad de Ciencias Veteri-
narias, Universidad Nacional de La Plata, Argentina. Comple-

mentariamente, se procesaron muestras formoladas-parafinadas



de intestino para deteccion de genes especificos de B. hyodysen-
teriae, B. pilosicoli y L. intracellularis mediante la técnica de

PCR, segun la metodologia descripta por (Pérez, 2016).

Resultados

A la necropsia se observd mal estado corporal, con atrofia de
grasa peri-renal y cardiaca. En la tltima porcion del ileon, la
mucosa estaba engrosada y presentaba multiples pliegues que le
daban un aspecto cerebroide (Figura 1). En la mucosa del ciego
y colon se observaron erosiones y Ulceras de 2 mm de diame-
tro recubiertas por membranas diftéricas adheridas a la muco-
sa (Figura 2), debajo de las cuales habia numerosos nematodes
adultos compatibles con 7. suis fijados a la mucosa (Figura 2
recuadro). Los demas érganos no presentaron lesiones.

A la histologia, el ileon presentaba las criptas hiperplasicas, ra-
mificadas, con marcada reduccion del nimero de células calici-
formes, mientras que en otras areas presentaba necrosis y exfo-
liacion de enterocitos superficiales y atrofia de vellosidades. En
la ldmina propia se observaba un infiltrado linfocitico e histio-
citico, moderado y difuso. El ciego presentaba proliferacion de
enterocitos inmaduros en la profundidad de las criptas, las que
se mostraban elongadas, ramificadas, con epitelio pseudoestrati-
ficado y marcada reduccion del numero de células caliciformes
(Figura 3). También se reconocieron multiples areas de necrosis
superficial y ulceracion con restos celulares necréticos, exudado
fibrinosupurativo, hemorragia, y numerosos protozoarios mor-
foloégicamente compatibles con trofozoitos de Balantidium coli
en la superficie necrética (Figura 4). La frecuencia de B. coli
resultd escasa o nula en dreas sin lesiones o levemente afecta-
das. En algunas regiones del ciego se observaron nematodes
compatibles con 7. suis en las criptas y un moderado infiltrado
inflamatorio linfocitico, histiocitico y eosinofilico difuso en la
lamina propia.

Con la coloracion de WS se observaron bacterias bacilares cur-

Figura 1. Enteropatia Proliferativa Porcina. Ultima porcion del ileon y

ciego:—con engrosamiento de la mucosa formando pliegues de aspecto

cerebroide. Destacan restos fibrinosos adheridos a la mucosa del ciego.

vadas intracelulares apicales, tanto en los enterocitos de reves-
timiento como en los de las criptas en el ileon y el ciego. No
se encontraron espiroquetas compatibles con Brachyspira spp.
En la THQ se observo intensa inmunomarcacion para L. intra-
cellularis en el citoplasma apical de los enterocitos de las crip-
tas hiperplasicas del ileon y del ciego, que fue mas intensa y
abundante en el ciego (Figura 5). También resultd evidente la
marcacion positiva intracitoplasmatica de los macrofagos de la

lamina propia y de B. coli (Figura 5 recuadro).

Discusion

El diagnéstico presuntivo de EPP en este caso se establecid so-
bre la base de los hallazgos clinicopatoldgicos caracteristicos de
la enfermedad, sumados a la deteccion de L. intracellularis me-
diante técnicas histologicas indirectas, tales como la coloracion
de WS e IHQ, que permitieron la demostracion intralesional del
agente en el cerdo necropsiado.

Los hallazgos clinicos y patologicos del presente foco coinciden
con la forma de EN de la EPP (Rowland y Lawson, 1975; Jaco-
bson y col., 2010). Es posible especular que la accion conjunta
de L. intracellularis y los parasitos presentes (particularmente 7.
suis), ademas de la influencia de otros factores predisponentes,
tales como la introduccion de animales de distintos origenes, la
mezcla de animales de edades disimiles, el flujo continuo y la
exposicion al medioambiente en los corrales, hayan contribuido
a la transmision de la bacteria, alta mortalidad y a la gravedad de
las lesiones encontradas en el animal necropsiado (Bronsvoort
y col., 2001; Jacobson y col., 2010). Sin embargo, debido a que
en este foco no se investigaron otros agentes causales de diarrea
en porcinos, tales como Salmonella enterica, Escherichia coli,
y agentes virales (Uzal y col., 2016), no es posible descartar una
contribucion causal de estos agentes en el episodio de diarrea.
En la infeccion por L. intracellularis las lesiones ocurren prin-

cipalmente en el ileon en estadios iniciales y, posteriormente,

Figura 2. Ciego. Tiflitis fibrinosa extensiva, con restos de contenido

intestinal digerido, adheridos a la mucosa. Recuadro: Ciego con nume-
rosos ejemplares de 7. suis con extremidad posterior libre en el lumen,
fijados a la mucosa mediante su extremidad anterior fusiforme debajo de

la membrana fibrinosa.



Figura 3. Enteropatia Proliferativa Porcina. Ciego. Se observa hiper-
plasia de las criptas, presentandose elongadas, ramificadas, con epitelio

pseudoestratificado y carentes de células caliciformes. Notese la presen-

cia de B. coli en el exudado fibrinoso y adheridos a la mucosa. Colora-
cion de H&E.

Figura 5. Enteropatia Proliferativa Porcina. Ciego. Se observa intensa
inmunomarcacion de L. intracellularis en el citoplasma apical de los
enterocitos de las criptas hiperplasicas del ileon. Notese marcacion po-
sitiva en el interior de B. coli. IHQ, cromégeno diaminobencidina, con-
tracoloracion de hematoxilina. Recuadro. Ciego con inmunomarcacion
de L. intracellularis en el interior de B. coli (flecha). IHQ, cromdgeno

diaminobencidina, contracoloracion de hematoxilina.

en el ciego y el colon (Lawson y Gebhart, 2000). En el presente
caso las lesiones més graves se observaron en ciego, asociadas a
la presencia de 7. suis y B. coli, junto con una marcada inmuno-
marcacion de antigeno de L. intracellularis, principalmente en
los enterocitos, y en menor medida en macrofagos de la lamina
propia. Estos hallazgos sugieren que la infeccion se encontraba
en una etapa avanzada de su desarrollo.

En relacién al resultado negativo de PCR para deteccion de L.

[ A ¥ cig .

Figura 4. Ciego. Se presentan areas de necrosis superficial y ulceracion
con restos celulares necroticos, exudado fibrinosupurativo y hemorragi-
co y numerosos trofozoitos de B. coli en la superficie necrotica. Colo-
racion de H&E.

intracellularis, el mismo pudo haberse debido a la baja sensibi-
lidad de esta prueba (41%) cuando se realiza a partir de tejidos
formolados-parafinados (Ladinig y col., 2009), o a diversos fac-
tores que afectan la calidad del ADN, tales como el agente fija-
dor, el tipo y tiempo de almacenamiento previos al parafinado y
el método de extraccion y purificacion de ADN (Bustamante y
col., 2011). Debido a las dificultades que presenta la deteccion
de L. intracellularis por medio de PCR en tejidos parafinados-
formolados, la IHQ es el método de eleccion para el diagnostico
de EPP en este tipo de muestras (Ladinig y col., 2009).

Los sistemas de produccion con acceso a pasto y tierra, como
el presente caso, sumados a la falta de limpieza de los corrales
entre partos y a la ausencia de tratamientos antiparasitarios, fa-
vorecen la presencia de 7. suis y la exposicion temprana de los
lechones al parasito. Trichuris suis puede provocar destruccion
de las glandulas colonicas e inducir depresion de la inmunidad
de mucosas (Pittman y col., 2010), por lo que este parasito pudo
haber contribuido a las lesiones observadas en el ciego en el
caso descripto en este trabajo, y a la diarrea reportada en otros
cerdos de la piara.

La presencia de B. coli se ha relacionado con el aumento y
perpetuacion de la necrosis del epitelio mediante la producci-
on de enzimas proteoliticas que destruyen el epitelio superfi-
cial intestinal, resultando en ulceracion de la mucosa (Taylor
y col., 2016). Como ocurre con otros patogenos entéricos del
cerdo, tales como Salmonella Typhimurium y B. hyodysenteriae
(Hampson, 2012), la lesion de la mucosa intestinal debida a L.
intracellularis crea un ambiente favorable para la proliferacion
de organismos oportunistas. En el presente caso, los numero-
sos trofozoitos de B. coli en las zonas ulceradas, adheridos a
la mucosa necrotica y en la lamina propia, sugiere su posible
implicancia como patégeno oportunista (Taylor y col. 2016;
Uzal y col., 2016). Ademas, la identificacion mediante IHQ de
L. intracellularis en el interior de B. coli sugiere un posible rol
de este protozoario en la trasmision de L. intracellularis que de-
beria ser mejor investigado (Jensen y col., 2010). Es conocida la
internalizacion de bacterias por otros protozoarios bacterivoros



distintos de B. coli, que asi brindan proteccién y permiten la
supervivencia, replicacion y distribucion de bacterias en el am-
biente (Barker y Brown, 1994).

Conclusion

El presente trabajo describe un caso de enteropatia proliferati-
va porcina por L. intracellularis en Uruguay, remarcando que
este agente debe ser considerado en el diagnostico diferencial
en cerdos con diarrea en el pais. La gravedad de las lesiones
observadas sugiere la posible contribucion de T suis y B. coli
en el desarrollo de las lesiones entéricas. Estudios més extensos
son necesarios para evaluar la distribucion, frecuencia e impacto
econdmico de esta condicion en Uruguay. Se advierte la necesi-
dad de vigilancia de L. intracellularis ante las significativas pér-

didas que este agente puede generar en la produccion porcina.
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