UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

TATIANE CALEFFO

FREQUENCIA DE LAWSONIA INTRACELLULARIS E ROTAVIRUS EM EQUINOS
CRIADOS NO OESTE PARANA

PALOTINA
2017



TATIANE CALEFFO

FREQUENCIA DE LAWSONIA INTRACELLULARIS E ROTAVIRUS EM EQUINOS
CRIADOS NO OESTE PARANA

Dissertacdo apresentada como requisito parcial a
obtencao do grau de Mestre em Medicina Veterinaria, no
Curso de Pés-Graduacao em Ciéncia Animal, Setor de

Palotina, da Universidade Federal do Parana.

Orientadora: Prof2 Dra Aline de Marco Viott

PALOTINA
2017



Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacdo (CIP)

C148

Caleffo, Tatiane

Frequéncia de lawsonia intracellularis e rotavirus em
equinos criados no oeste do Parana / Tatiane Caleffo. — Palotina,
2016.

T4f.

Orentadora: Aline de Marco Viott.
Dissertaciio (Mestrado) — Universidade Federal do Parana, Setor
Palotina, Programa de Pos-Graduacio em Ciéncia Animal

1 Enteropatia proliferativa equuna. 2. Estudo de frequéncia.
3. Dhiarreia. 4. Cavalos. I Viott, Aline de Marco. II. Universidade

Federal do Parana. I Titulo.

CDU 636.1.09

Ficha catalografica elaborada por Liliane Cristina Soares Sousa — CRB 9/1736




) , MINISTERIO DA EDUCAGAO
fepmmpe rrrEEs maman UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
dLals 1 il PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
Setor PALOTINA

. ' F P R Programa de Pés-Graduagdo CIENCIA ANIMAL

TERMO DE APROVAGAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-Graduagéo em CIENCIA ANIMAL da
Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguicdo da dissertagdo de Mestrado de TATIANE CALEFFO
intitulada: FREQUENCIA DE Lawsonia intracellularis E ROTAVIRUS EM EQUINOS CRIADOS NO OESTE DO PARANA, ap6s

terem inquirido a aluna e realizado a avaliagéo do trabalho, sdo de parecer pela sua \'lﬁ(l/‘\'O

Palotina, 20 de Fevereiro de 2017,

ALINE ZE AFQ:% vfogf‘

i

Presidente da Ban{:a Examinadora (UFPR)

ERICA CRISTINA BUENO DO PRADO GUIRRO
Avaliador Interno (UFPR)

Wm 5-B e
LIANA SPEROTTO BRUM

Avaliador Externo (UFPR)



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Tatiane Caleffo, filha de Edna Aparecida Baptista Caleffo e Airton Roberto
Caleffo, concluiu sua graduagdo em Medicina Veterinaria no ano de 2012 pela
Universidade Estadual de Londrina. Em 2013 ingressou no Programa de Residéncia
Multiprofissional em Medicina Veterinaria na Universidade Federal do Parana Setor
Palotina na area de Patologia Veterinaria, sob a orientagcdo da Prof? Dr? Aline de
Marco Viott. No ano de 2015 ingressou no Programa de Pés Graduagédo em Ciéncia
Animal da Universidade Federal do Parana Setor Palotina, sob a orientacdo da

mesma docente.



Para Thalia, e todos aqueles que
de alguma forma me acolheram no mundo

equestre.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente € necessario agradecer a Deus por todas as oportunidades
de crescimento e aprendizagem que Ele me proporcionou até entio.

Mae, a vocé meu 'muito obrigada' do mais fundo do meu coragao. Vocé que
foi uma verdadeira guerreira durante meus anos de graduagdo, residéncia e
mestrado. Admiro e sou grata pela forma com que vocé e o pai me criaram e me
ensinaram o que é certo. Pai, aonde quer que vocé esteja ali no céu, 'valeu' por tudo!

Aline, minha querida orientadora de residéncia e agora de mestrado, foram
quatro anos de muito aprendizado contigo. Por vezes também foi minha irma mais
velha, minha amiga. Espero que o fim deste ciclo ndo seja o final dessa amizade.

Se a vida nos mostra irmaos de pais diferentes, estes foram o Luan e a
Michele. Sem vocés a vida nessa cidade seria entediante. Aonde quer que eu va,
levarei vocés no coragao!

Pri, Isa, Tom, Paula e Santaninha, o mestrado nao teria sido tdo legal sem
vocés. Obrigada por todo o apoio e amizade. Izabel e Andressa, cada dia no
laboratério era um aprendizado diferente com vocés, muito obrigada por todos os
conselhos, dicas e incentivos de que daria tudo certo no final. Vocés estavam certas.

Dizem que quando os estribos se encostam, nasce uma grande amizade. E
nao foi diferente com a Michelle Ballester e o Fabio Taques. Grandes amigos que o
CTG (centro de tradicdbes gauchas) me proporcionou. Obrigada por toda a
companhia durante esses anos nessa 'grande' pequena cidade. Cafu e Lucimar, o
casal que sempre me tratou como uma filha e por quem tenho um carinho especial,
obrigada pela grande amizade, por cuidarem tdo bem da minha Thalia, e por sempre
me incentivarem a ser uma amazona melhor a cada dia. Obrigada Thalia, por
conseguir ser tdo compreensiva nos dias de estresse e por traduzir em gestos todo
esse carinho que tem por mim.

Michelle Gabardo e Prof. Dr. Renato Guedes, obrigada por abrirem as portas
da UFMG para parte do meu projeto, me ensinarem técnicas e fornecerem o controle
positivo do meu experimento. Especialmente a Michelle pela amizade criada durante
minha estadia em Belo Horizonte.

Aos colegas de laboratério da UFPR, obrigada por toda a ajuda no projeto.



Aos alunos de iniciagdo cientifica que sempre me ajudaram muito, Jéssica e Cheng,
e as residentes Mayane e Ménica, que sempre estavam por perto para ajudar. Um
'‘obrigada’ especial aos alunos Poliana, Luan e Lucas, que mesmo ndo sendo meus
estagiarios se propuseram a me ajudar nas coletas durante as férias. Sem esquecer
da minha mae, que também se tornou estagiaria por um dia.

Ao “Like a Boss”, e especialmente a Karina, Eliane e Aline, obrigada por se
fazerem presentes na minha vida.

Luiz, vocé foi o ultimo a entrar na minha vida, mas sem sua energia positiva
e otimismo meus dias de estresse com o experimento talvez se prolongassem por
semanas. Obrigada por estar presente no momento em que eu estava mais ausente,
obrigada pela companhia, pela forga, por todo o carinho e especialmente pela

paciéncia.



Desenhei entdo o interior da jiboia,
a fim de que as pessoas grandes
pudessem compreender. Elas tem sempre
necessidade de explicacées.

(Antoine de Saint-Exupéry)



RESUMO

A diarreia € um sinal clinico comum a diversas doencgas, sejam de origem
bacteriana, viral, ou parasitaria. O diagndstico correto da causa se torna fundamental
para o tratamento adequado de potros. A Lawsonia intracellularis € um patdgeno
muito estudado em suinos, porém nos equinos 0s primeiros relatos comegaram a
surgir na década de 1980, e ainda sdo poucos os casos relatados na literatura
veterinaria. O rotavirus vem sendo relatado na literatura como causador de diarreias
em diversas espécies animais. Em potros, seu relato é atualmente escasso. Foi
pesquisada a frequéncia de L. intracellularis e de rotavirus em equinos com idades
entre um més e cinco anos criados no oeste do estado do Parana. Os equinos eram
provenientes de 15 propriedades oriundos de cinco cidades da regiao oeste do
Parana. Dos animais utilizados no experimento, 80 (53,69%) eram fémeas e 69
(46,31%) eram machos. Foram coletadas amostras de sangue e de fezes de 149
animais No exame sorolégico de imunoperoxidase em monocamada de células
(IPMC), 4,69% dos animais se apresentaram positivos, provenientes de seis
propriedades distintas, dentre as 15 pesquisadas. Esses animais apresentavam
idades entre seis meses e cinco anos, e titulos soroldgicos de 1:60, 1:240 e 1:480.
Para a pesquisa de rotavirus foi utilizada a eletroforese em gel de agarose. Nao
houveram animais positivos para a eliminagao de particulas virais nas fezes.

Palavras-chave: Enteropatia proliferativa equina; estudo de frequéncia; diarreia;
cavalos.



ABSTRACT

Diarrhea is a common clinical sign of several diseases, of bacterial, viral, or
parasitic origin. Correct diagnosis of the cause is essential for proper treatment of
foals. Lawsonia intracellularis is a very well know pathogen in swine, however, in
foals the first reports dates on 1980, and since then rare cases were report in the
veterinary literature. Rotavirus has been describe in the literature as causing diarrhea
in several animals. In foals, rotavirus occurrence is currently scarce. The frequency of
L. intracellularis and rotavirus was investigated in horses aged between one month
and five years old raised in the western state of Parana. The horses came from 15
farms from the five cities of western Parana. Of animals used in this research, 80
(53.69%) were females and 69 (46.31%) were males. In serological test using
immunoperoxidase performed on cell monolayers (IPMC), 4.69% of animals were
positive totalizing six of fifteen farms analyzed. These animals had between six
months and five years, and the serological titers varied of 1:60, 1: 240 and 1: 480.
For an investigation of rotavirus agarose gel electrophoresis was perform. No one
animal was positive for rotavirus in faeces.

Key words: Equine proliferative enteropathy; Frequency study; diarrhea; Horses.
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1. INTRODUGAO

A equinocultura no Brasil mantém uma tropa de aproximadamente 5
milhées de animais, incluindo animais de lida, lazer, esporte e de raca, contando
com 3 milhdes e 900 mil animais para utilizagao acampo. Os estados com maior
representatividade na equinocultura brasileira sdo Minas Gerais, seguido pelo
Rio Grande do Sul, com 14,29% e 10,08% respectivamente do percentual da
tropa brasileira para o ano de 2013. Com relagdo as ragas, destaca-se o
Mangalarga Marchador, com 600.000 animais. A raga crioula representa 85%
dos animais criados no Rio Grande do Sul, sendo a quarta raga com mais
animais registrados no pais (Lima e Cintra, 2016). A populacdo nacional de
equinos € a quarta maior no mundo (Almeida e Silva, 2010).

O agronegocio equino movimenta cerca de 7,5 bilhdes de reais e gera 3,2
milhdes de empregos diretos e indiretos (Almeida e Silva, 2010, apud Lima et al
2006). Além da criagao direta dos animais, pode-se destacar a industria de
racoes e medicamentos veterinarios, com faturamento de 158,24 milhdes em
2013. Dentre os animais de esporte e lazer destacam-se animais utilizados para
o hipismo (17,2%) e das ragas Quarto de Milha e Crioulo (60,1%). De todos os
animais inseridos no mercado esportivo e de lazer estima-se que a
movimentagao econémica atinja 5,86 bilhdes de reais (Lima e Cintra, 2016).

O custo para a criacdo de um potro no pais é variavel, dependendo da
finalidade, aptiddo do animal e do tipo de criagdo (confinado em cocheira ou

completamente a pasto). Animais de esporte de alto desempenho como o
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hipismo podem atingir valores superiores a 500 mil reais para o comprador final.
Potros nascidos de pais com genética consagrada atingem alto valor agregado,
e se utilizadas as técnicas de inseminacao artificial ou transferéncia de embrides
esse valor pode ser ainda maior. A perda de um potro significa a perda de muito
investimento por parte do proprietario, levando em conta que uma gestagéo dura
11 meses e uma fémea equina gesta apenas um animal por prenhez. Em estudo
realizado no estado de Minas Gerais, 0 gasto total anual computado somando a
mao de obra, impostos e insumos para a criacdo de equinos no estado € de
1.521.856.379,52 reais por ano (Vieira et al., 2015).

Durante os primeiros meses de vida os neonatos sdo submetidos a
diferentes desafios e adaptagdes fisioldgicas, adquirem imunidade passiva
através da ingestdo de colostro e estdo modulando a imunidade ativa pelo
contato com o ambiente (Rizzoni e Myiauchi, 2012). Disturbios gastrointestinais
em potros que causam dor abdominal sdo comuns, dentre eles a diarreia é o
disturbio gastrointestinal mais comum nos potros jovens, sendo que 80% dos
animais nascidos apresentam pelo menos um episodio de diarreia nos primeiros
seis meses de vida (Melo et al., 2007). Doengas virais e bacterianas séo
amplamente relatadas na literatura como causadoras de diarreia em potros,
dentre elas a enterite proliferativa equina causada por L. intracellularis e a
diarreia por rotavirus equino tem sido reportadas no Brasil e no mundo (Nemoto
et al., 2011; Gabardo et al., 2015)

Ambas as afeccbes podem ser letais ou até mesmo levar a quadros

subclinicos, € nesses casos os animais afetados podem se tornar fonte de
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contaminagdo do ambiente e causar transmissdo para potros sadios (Endara et
al., 2007; Gabardo et al., 2015). Devido a isso o objetivo desse trabalho foi de
estabelecer a frequéncia de L. intracellularis e Rotavirus em equinos do estado

do Parana.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LAWSONIA INTRACELLULARIS

2.1.1. Histéria da Doenca

A enterite proliferativa foi primeiramente relatada em suinos no ano de
1931 por Biester e Schwarte. Em 1972, Rowland e Rowntree identificaram nesta
espécie uma sindrome enteropatica hemorragica na qual o intestino apresentava
proliferacbes da mucosa. Em 1973, Rowland e Rowntree identificaram a
presenca de uma bactéria curva nas lesdes proliferativas, no citoplasma dos
enterdécitos lesionados, classificando-a dentre o género Campylobacter (Lawson
e Gebhart, 2000).

No ano de 1982, Duhamel e Wheeldon relataram um caso de
adenomatose intestinal em um potro de seis meses de idade, macho, da racga
Puro Sangue Arabe. Nesta situacdo foi identificada uma bactéria curva
semelhante a bactéria presente nas lesdes adenomatosas de suinos, que até

entdo era identificada como Campylobacter sputorum subsp. Mucosalis, e este
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foi o primeiro caso relatado de adenomatose intestinal em potros.

Em 1983 Gebhart et al. conseguiram isolar Campylobacter hyointestinalis
das lesdes intestinais de suinos. Em 1985, Gebhart et al. demonstraram a
susceptibilidade de hamsters a doenca, utilizando homogenizado de intestino de
suinos acometidos (Lawson et al., 2000). Estudos posteriores utilizando-se de
anticorpos policlonais, monoclonais, transmissdo experimental e hibridizagdo do
DNA demonstraram nao se tratar de uma bactéria do género Campylobacter
spp., passando a ser conhecida por “organismo simbionte ileal intracelular”
(Jones et al 1993; Lawsons e Gebhart, 2000). Jones et al. (1993) descreveram-
na como sendo um organismo curvado, em forma de bastonete sempre
encontrado no citoplasma dos enterdcitos dos suinos afetados, formalmente
conhecido como “Campylobacter-like” ou organismo semelhante a
Campylobacter spp. Em 1991 esta bactéria foi isolada de hamster e em 1993
isolada em suinos utilizando cultivo celular estritamente microaerdfilo (Gebhart
et al., 2013).

A nomenclatura atual foi estabelecida na década de 1990, quando
estudos taxondmicos através da amplificagdo do DNA ribossomal (rDNA) do
gene 16S mostrou sua semelhanga a protobactéria Desulfovibrio desulfuricans
(91%). Novos estudos comparando o sequenciamento do gene 16S do
“organismo ileal simbionte” encontrado nas lesdes adenomatosas de hamsters e
furbes com as encontradas em suinos revelou 99% de semelhanga génica,
abrindo a possibilidade para um novo género de bactérias. Decidiu-se por

classifica-la na familia Desulfovibrionaceae, com o nome de Lawsonia
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intracellularis devido aos grandes esforgos do pesquisador Gordon Lawson para

a descoberta desta bactéria (McOrist et al., 1995).

2. 1. 2 Etiologia

A L. intracellularis (Figura 1) € uma bactéria obrigatoriamente intracelular
(Smith e Lawson, 2001), gram-negativa, curvada ou em virgula, medindo 1,25 a
1,75um de comprimento e 0,25 a 0,43um de largura. Apresenta um envelope
triplo em sua parede, frequentemente separado da membrana citoplasmatica por
uma zona eletro-lucente. Apresenta um flagelo longo, unico e unipolar (Lawson e
Gebhart, 2000). A bactéria afeta as células em atividade mitotica das criptas
intestinais, e sdo dependentes das células em mitose para sua propagacéo
(Lawson et al., 1993; Smith e Lawson, 2001; Boutrup et al., 2010). Pode ser
observada no citoplasma das células trés dias apds a infeccdo em experimentos
in vivo (Maclntyre et al., 2003; Boutrup et al., 2010) E causadora de uma doenca
entérica transmissivel que afeta além dos suinos e equinos (Macedo et al.,
2008) outras espécies como a raposa do artico, emas, avestruz (Lawson e
Gebhart, 2000), e hamster (Cooper et al., 1997; Smith e Lawson, 2001).

Nos equinos os casos se tornaram mais frequentes apds o ano de 2000,
sendo relatados episédios no Canada (Lavoie et al., 2000; McGurrin et al.,
2007), Brasil (Guimaraes-Ladeira et al., 2009; Gabardo et al., 2015), Estados
Unidos (Duhamel e Wheeldon 1982; Al-Ghamdi et al., 2006; Mayer et al., 2014;

Frazer, 2008), Arabia Saudita (Al-Ghamdi et al., 2006), Bélgica (Vyncke et al.,
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2012; Deprez et al., 2015), Suica (Wuersch et al., 2006), Australia (McClintock e
Collins, 2004), Holanda (Wollemberg et al., 2011) e Israel (Steimman et al.,

2013).

Figura 1- Lawsonia intracellularis em
imagem de microscopia eletrénica.
Bactéria gram-negativa, curvada ou em
virgula, medindo 1,25 a 1,75um de
comprimento, com um envelope ftriplo
frequentemente separado da
membrana citoplasmatica por uma
zona eletro-lucente. Apresenta um
flagelo longo, Unico e unipolar.

FONTE: Wattanaphansa, Singer and
Gebhart (2010).

2. 1. 3 Epidemiologia

A Lawsonia intracellularis € causadora de uma enterite proliferativa
caracterizada por espessamento do epitélio intestinal devido a proliferacdo de
enterécitos, a qual €& diretamente associada a presengca de bactéria
intracitoplasmatica (Gebhart et al., 2013), tem sua via de transmissao fecal-oral,

através do contato direto de animais sadios com animais acometidos, fémites,
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fezes contaminadas ou mesmo carregadas por vetores (Guedes, 2004). McOirist
et al. (2011), conseguiram identificar a presenca de L. intracellularis em
invertebrados como a Musca domestica, que é o invertebrado mais prevalente
nas granjas suinas. A L. intracellularis foi identificada inclusive nas formas larvais
da mosca sugerindo que esse espécime pode reter a L. intracellularis em seu
estagio de pupa. Para a enterite proliferativa dos suinos, € levantada a hipotese
de que sua transmissdo possa ser devido a uma baixa qualidade na
higienizacdo do ambiente, técnicas inadequadas de desinfecgdo e animais
apresentando a doenga de forma subclinica (Page et al., 2014). Bae et al. (2013)
sugerem como possiveis fatores de risco em criagdes de suinos a presencga de
Salmonella spp., presenca de roedores, 0 numero de locais onde os animais sao
mantidos e stress por temperatura. Segundo Pusterla e Gebhart (2013), a fonte
de infeccdo nao foi determinada para equinos, porém especula-se desde os
primeiros casos de EPE que a exposi¢cao as fezes contaminadas de suinos
possam levar a infecgao de equinos, apesar de na maioria dos casos nao haver
histoérico de exposicao direta ou indireta as fezes de suinos.

Em trabalho realizado por Pusterla et al. (2012), foram identificados em
amostras de fezes de animais selvagens (gato selvagem, rato e coelhos) através
da técnica de PCR a presenca de L. intracellularis, e soropositividade nas
amostras de sangue coletadas de ratos e coelhos, em fazendas de criagdo de
equinos. A via de transmissao fecal-oral foi demonstrada por Pusterla et al.
(2010) em potros de 4 a 5 meses de idade utilizando de um isolado de L.

intracellularis obtido de um potro diagnosticado e necropsiado no Laborat6rio de
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Diagnéstico Veterinario da Universidade de Minessota. Al-Ghamdi et al. (2012)
foram capazes de demonstrar a infeccdo através da reproducdo da enterite
proliferativa equina em potros utilizando homogenado de mucosa intestinal de
suinos experimentalmente infectados.

O seu pico de eliminacédo ocorre entre 3 a 4 semanas pos-contaminacio
(Oliveira et al., 2015, Kroll et al., 2005). A enterite proliferativa pode ser
observada em animais jovens, apesar de que animais adultos também podem

ser acometidos (Cooper et al., 1997).

2. 1. 4 Patogénese

Inicialmente ocorre a colonizagdo por L. intracellularis nos enterocitos
com a adesao das bactérias e invasido dos enterocitos, que passam a apresentar
atividade mitotica na regido da cripta, levando a hiperplasia das criptas (Page et
al., 2014; Oliveira et al., 2015). Essa hiperplasia resulta em mudancas
macroscopicas significativas no trato intestinal, especialmente na mucosa do
segmento de ileo, se manifestando como um espessamento deste tecido. As
lesbes podem ser focais, onde é possivel observar pequenas ilhas de tecido
acometido entre a mucosa normal, enquanto os quadros de lesdes avancgadas
envolvem toda a area acometida do trato intestinal. Microscopicamente, as areas
afetadas apresentam perda das vilosidades que sdo repostas por um epitélio
glandular, o qual apresenta vigorosa estrutura ramificada (criptas) com auséncia

de células caliciformes (Kroll et al., 2005).
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As células que revestem a rede glandular apresentam marcada mitose
celular. Em alguns casos ndo complicados ha marcada resposta inflamatéria na
ldmina propria (Duhamel e Wheeldon, 1982; Lawson e Gebhart, 2000; Smith e
Lawson, 2001). Um grande numero de bactérias pequenas, curvadas e
intracelulares séo visiveis no citoplasma apical dos enterécitos das criptas
quando o tecido afetado € submetido a coloragao de prata (Rowland e Lawson,
1992; Cooper et al., 1997). A presenca de Lawsonia intracellularis nas células da
cripta revela um tropismo deste organismo por enterécitos imaturos em diviséo,
pois a rapida divisdo celular promove o crescimento da bactéria melhor do que
células diferenciadas que nédo estejam em divisdo, além de que a constante
proliferagdo e migragéo vertical da cripta no eixo cripta-vilosidade intermediam a
disseminagao da bactéria no epitélio intestinal (Vannucci e Gebhart, 2014).

As alteragcdes macroscopicas sio visiveis especialmente em porcao final
de ileo, se manifestando com espessamento do tecido, podendo elas serem
focais ou segmentares. Microscopicamente nota-se a hiperplasia das criptas,
com marcada mitose (Guedes e Gebhart, 2003). A proliferagcado dos enterdcitos é
induzida pela desregulacdo da fase G1 do ciclo da célula hospedeira, assim
como sua falta de diferenciacdo pode estar associada a repressao de
transportadores de membrana relacionados a digestao e aquisi¢do de nutrientes
(Vannucci e Gebhart, 2014).

Segundo recente trabalho publicado por Vannucci e Gebhart (2014),
estima-se que 12 horas apds a inoculagdo experimental de Lawsonia

intracellularis por via oral, até que esta atinja os enterdcitos, deve passar por
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microambientes estressantes e competitivos, como o pH gastrico e a microbiota
oral e intestinal, e para isso seu genoma apresenta dois sistemas essenciais
para manter a homeostase do pH, o sistema glutamato decarboxilase (GAD) e
FoF+-ATPase operon. Em cultivo celular de enterdcitos, apos 10 minutos €&
possivel notar a Lawsonia intracellularis aderida as células, e 3 horas apos
ocorre sua internalizagcao através de vacuolos. Nao é necessario que a bactéria
esteja viavel para que ocorra o processo de invasao celular, pois a entrada da
bactéria depende da atividade da célula hospedeira e da polimerizacdo da
actina, podendo também existirem outros mecanismos envolvidos no processo.
Infecgbes experimentais em coelhos como modelo para estudo de
infeccdes em equinos podem ser realizadas devido a semelhanga anatdmica e
fisiolégica com o trato gastrointestinal de equinos. Sampieri et al. (2012),
inocularam L. intracellularis experimentalmente em coelhos, posteriormente
realizando analises histologicas, imuno-histoquimica, soroldgica e macroscopica,
confirmando a semelhancga entre as infecgdes. Apesar de ser possivel essa
reproducdo da infecgdo, a espécie- especificidade da L. intracellularis para
equinos e suinos ja foi demonstrada (Sampieri et al., 2012; Vannucci et al.,

2012.).

2. 1. 5 Manifestagdes Clinicas

Na América do Norte a enteropatia proliferativa equina ocorre entre os

meses de agosto e janeiro, sendo ela sazonal, apresentando manifestagoes
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clinicas e hematologicas caracteristicas, sendo sua ocorréncia especialmente
em equinos entre 2 a 8 meses (Pusterela e Gebhart, 2009; Frazer, 2008).
Clinicamente, a enteropatia pode se apresentar como perda de peso e
crescimento lento, e nos casos agudos pode resultar em morte (Cooper et al.,
1997; Rowland e Lawson, 1992; Lawson e McOrist, 1993). As manifestagbes
clinicas mais comuns nos potros acometidos sdo letargia, anorexia, edema
periférico, perda de peso, célica e diarreia, e apesar desta ser o sinal mais
evidente alguns animais podem apresentar fezes com caracteristicas normais
(Atherton e McKenzie Ill, 2006; Pusterela e Gebhart, 2009.). Infecgdes no trato
respiratorio, Ulceras gastricas e parasitismo intestinal podem estar associados a
enterite proliferativa (Pusterela e Gebhart, 2009; Pusterela e Gebhart, 2013). Os
sinais da enterite proliferativa equina (EPE) podem ser facilmente confundidos
com os de doengas gastroentéricas mais comuns, como infec¢des por rotavirus,
coronavirus, compactagao por areia, obstrucido intestinal, ulceracbes e outras
doengas entéricas bacterianas (salmonelose, clostridiose e rodococose)
(Pusterela e Gebhart, 2009; Pusterela e Gebhart, 2013).

Atherton e McKenzi 1l (2006) relataram hiperfibrinogenia e leucocitose em
cinco de sete equinos de 5 a 12 meses de idade inoculados experimentalmente,
e seis deles apresentaram hipoproteinemia. Leucocitose e hipoproteinemia sao
0s sinais hematoldgicos mais relatados dentre os animais que apresentam EPE
(Lavoie et al., 2000; Atherton e McKenzi Ill, 2006; McGurrin ,2007; Macédo et
al., 2008, Pusterela e Gebhart, 2009; Pusterela e Gebhart, 2013; ). Alteragdes

hematdlogicas como hemoconcentragdo e hiperfibrinogenia podem ser
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encontradas (Pusturela e Gebhart, 2013) A hipoproteinemia se da devido a
hipoalbuminemia, podendo o total de albumina sérica ser menor que 20g/l e a
proteina menor que 50g/l (Pusterela e Gebhart, 2013; Pusterela e Gebhart,
2009). Sugere-se que a hipoalbuminemia seja uma combinagdo de fatores,
sendo a queda na alimentacido associada a ma absorcao e a perda de proteinas
presentes no trato intestinal devido a proliferacdo acentuada dos enterdcitos
(Pusturela e Gebhart, 2013, Wong et al., 2009).

A infec¢ao inicial normalmente ocorre dos 6 a 20 semanas de idade, para
sua forma crénica e de 3 a 12 semanas para a forma aguda, com um periodo de
incubacgédo de 2 a 3 semanas. Em muitos casos ha infecgédo subclinica, onde é

observada uma baixa taxa de crescimento do animal (McOrist e Gebhart, 2012).

2. 1. 6 Patologia

As espécies mais comumente acometidas naturalmente pela L.
intracelullaris sdo o suino e o hamster (Rowland e Lawson, 1992; Smith e
Lawson, 2001). Em coelhos, a ocorréncia da enterite proliferativa também se da
de forma natural (Lawson e McOrist, 1993). A infecgéo por L. intracellularis em
equino também ocorre de forma natural (Gabarbo et al, 2015) e ja foi
estabelecida experimentalmente. Al-Ghamdi et al. (2012) utilizaram sete potros
de dois meses de idade para testar se era possivel reproduzir a enteropatia
proliferativa experimentalmente a partir de macerado intestinal suino. Os animais

eram provenientes de uma propriedade livre de infecgcao por L. intracellularis ha
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pelo menos dois anos, além de serem livres de outras bactérias entéricas
patogénicas e parasitismo. Os animais foram divididos em dois grupos, sendo
que no grupo A foi inoculado de forma intragastrica um macerado
homogeneizado de mucosa intestinal proveniente de suinos experimentalmente
infectados com L. intracellularis e que eram negativos para Salmonella spp. O
grupo B foi incubado com placebo, se tornando o grupo controle. Cinco dos sete
animais do grupo A apresentaram sinais clinicos de enterite proliferativa, sendo a
doenca reproduzida com sucesso em potros.

As alteracdbes macroscopicas sao observadas no trato intestinal,
predominando em regido de ileo (Smith e Lawson, 2001). Durante a necropsia
sdo relatadas lesbes em estdbmago, intestino delgado e rins, com presenga de
Ulcera hemorragica severa em regiao de piloro (Duhamel e Wheeldon, 1982) e
em intestino delgado (McGurrin et al, 2007). Ha espessamento irregular na
regido de ileo (Figura 2A e 2B) (Duhamel e Wheeldon, 1982; Cooper et al, 1997;
Lavoie et al, 2000), com ondulag¢des e hiperemia da mucosa (Al-Ghamdi et al,
2012) e corrugagao proeminente em sua superficie, muitas vezes formando
nddulos com depressdes em seu centro (Duhamel e Wheeldon, 1982). Em
animais cronicamente acometidos pode-se notar uma pseudomembrana
recobrindo a mucosa (Figura 2C) (Pusterla e Gebhart, 2013).

Nos cortes histolégicos corados por hematoxilina e eosina observa-se um
espessamento extenso e irregular da mucosa de intestino delgado, normalmente
préximo a valvula ileo-cecal (Pusterla e Gebhart, 2013) com marcada hiperplasia

das criptas, apesar de outros segmentos mais distantes de intestino delgado
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podem estar acometidos (Lawson e McOrist, 1993). Ha redugdo no numero de
vilosidades, enquanto as criptas intestinais estdo alongadas, ramificadas e
muitas vezes se mesclam com as criptas adjacentes (Duhamel e Wheeldon,
1982; Lawson e McOirist, 1993; Al-Ghamdi et al., 2012). As criptas apresentam
um epitélio colunar estratificado, com alta taxa de células em mitose e algumas
células caliciformes presentes na base das criptas. Segundo caso estudado por
Al-Ghamdi et al. (2012), as camadas podem conter de 2 a 5 células e
apresentarem uma alta taxa de mitoses. Alguns segmentos de ileo apresentam
areas de infiltrado linfoplasmocitario em lamina prépria associada a necrose, que
podem se estender focalmente até a submucosa, a qual pode se apresentar
edematosa. Nestas areas as criptas hiperplasicas geralmente apresentam um
conteudo purulento (Duhamel e Wheeldon, 1982; Allen et al., 2009 ; Al-Ghamdi
et al., 2012). Também podem estar presentes areas de ulceragao (Al-Ghamdi et
al., 2012), e diminuigdo das células caliciformes presentes (Lawson e McOrist,
1993; Pusterla e Gebhart, 2013).

Na coloragdo de prata (Warthin-Starry) podem ser visualizados
organismos argentofilicos no citoplasma apical dos enterécitos (Figura 2D),
compativeis com L. intracellularis (Pusterla e Gebhart, 2013; McGurrim, 2007).
Na microscopia eletrbnica observa-se a presenca da bactéria no citoplasma

apical dos enterdcitos das criptas (Duhamel e Wheeldon, 1982).
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Figura 2: Lesdes macroscopicas e microscopicas. A) Lawsonia intracellularis. Imagem
ultrassonografica evidenciando o espessamento da parede do ileo de uma potra Quarto de
Milha de 6 meses de idade. B) Segmento de ileo coletado durante necropsia de um potro
Puro Sangue de 8 meses de idade. O espessamento pode ser notado por toda a mucosa
(Fonte: Pusterla e Gebhart, 2009). C) Lesdo macroscépica com espessamento da mucosa
difuso e pseudomembrana encontrada em um potro puro sangue de 11 meses de idade. D)
Enterdcitos presentes na cripta contendo em seu éapice agregados de bactérias (L.
intracellularis).
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FONTE: Pusterla and Gebhart (2013).

2. 1. 7 Diagndstico

Devido as manifestacdes clinicas apresentadas pela EPE, dentre eles
letargia, anorexia, febre, edema periférico, perda de peso, cdlica e diarreia
(Pusterela e Gebhart, 2009), a utilizagcdo de métodos ante-mortem eficientes

para a deteccdo da doenga nos equinos se torna necessaria para um tratamento
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especifico e bem-sucedido dos equinos acometidos (Macedo et al., 2008), sendo
que as técnicas utilizadas para o diagndstico de Lawsonia intracellularis nos
equinos sao as mesmas utilizadas para suinos. Como diagndésticos ante-mortem
podem ser utilizadas as técnicas soroldgicas de imunofluorescéncia indireta,
ELISA e imunoperoxidase em monocamada celular (IPMC), além da técnica de
PCR (Kroll et al., 2005).

O diagndstico tradicional é feito no exame post-mortem e histopatolégico
utilizando da coloragao de prata ou imuno-histoquimica para a identificagdo do
agente etiolégico (Rowland e Lawson, 1992; Cooper et al., 1997). Métodos
moleculares podem ser utilizados ante-mortem, o que requer amostras de fezes
ou post-mortem, com tecidos frescos ou congelados, os quais nem sempre
estao disponiveis, especialmente se enviados para um laboratério de referéncia
(Cooper et al., 1997).

Ladinig et al. (2009), compararam os métodos diagnosticos atualmente
existentes para amostras de tecido com relacdo a sua especificidade e
sensibilidade. Nos casos onde s6 ha material fixado em parafina, os métodos de
imuno-histoquimica e hibridizagao in situ se mostraram mais adequados do que
o método de reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A imuno-histoquimica se
mostrou mais eficiente do que a hibridizagao in situ nos casos de animais em
estagio final de recuperagcdo, no qual ha pequeno numero de bactérias
presentes no corte histoldgico.

Ja Jensen et al. (2010), compararam os métodos de imunofluorescéncia

(IFA) e hibridizag&o in-situ (FISH) em amostras formolizadas de intestino suino e
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sobre a autdlise controlada. O exame de imuno-histoquimica é considerado o
padrao-ouro para a deteccgao de L. intracellularis em cortes histologicos, porém
dentre a comparagdao dos métodos de FISH e IFA, quatro dos 69 casos
apresentaram discrepancia nos resultados, sendo o método de IFA o que
diagnosticou todas as amostras positivas. Com relagao a autolise, o método de
FISH apresenta rapida queda em sua sensibilidade nas amostras coletadas
dentre 1h e 2h e mantidas a 20°C. Cinco amostras armazenadas a 4°C por 12
semanas apresentaram cultura positiva, o demonstrando que mesmo sendo
fracamente positivo para FISH, ha a presenca de bactérias ainda viaveis na
amostra.

Para amostras sorologicas, os testes de imunofluorescéncia indireta
(IFAT), ELISA e imunoperoxidase em monocamada (IPMC) sdo validados e
padronizados para amostras de suinos e equinos, sendo a IPMC o teste
sorolégico de maior acuracia para pesquisa de anticorpos anti L. intracellularis

em potros (Guedes et al., 2002; Slovis, 2014).

2. 1. 8 Tratamento e prevencgao

Como os animais apresentam perda de peso e acentuada perda de
proteinas, € necessario trata-los antes das lesdes se tornarem mais extensas. O
tratamento pode ser feito utilizando antibiéticos macrolideos sozinhos ou
associados a rifampicina, cloranfenicol, oxitetraciclina ou doxiciclina,

administrados por duas a trés semanas. Para a escolha do antimicrobiano deve
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ser feita levando em conta um desequilibrio da flora intestinal e sua toxicidade
renal (Pusterla e Gebhart, 2013). Alguns animais necessitam de um tratamento
intensivo e o uso de fluidoterapia, e ocasionalmente podem ir a ébito devido
complicagdes secundarias. Nutricdo parenteral, transfusdo de plasma e drogas
para combater ulceragbes gastricas podem também ser utilizadas (Pusterla e
Gebhart, 2013; Page et al., 2014).

Wattanaphasank et al. (2009) testaram a atividade antimicrobiana in-vitro
sobre dez isolados de L. intracellularis provenientes da América do Norte e
Europa. Foram testados carbadox, hidrocloridrato de cloratetraciclina,
hidrocloridrato de lincomicina, tartarato de tilosina, tiamulin hidrogénio, e
cloridrato de fumarato e valnemulina. O melhor desempenho de agao
antimicrobiana in-vitro foi encontrado no carbadox, tiamulin e valnemulin,
seguido de uma acgado intermediaria de clortetraciclina e tilosina, e uma acéo
fraca da lincomicina.

Estratégias de prevencado podem ser utilizadas especialmente em suinos,
como vacinas e antibioticos (Slovis, 2014). Pusterla et al. (2012) avaliaram a
eficacia da vacina viva avirulenta intraretal de L. intracellularis em potros
saudaveis entre quatro a cinco meses de idade, divididos em grupo controle,
vacinados e nao vacinados. Os animais vacinados n&do apresentaram reacdes
adversas atribuidas a vacina, e apenas no grupo de animais ndo vacinados

foram observados sinais clinicos de enteropatia proliferativa.
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2. 2 Rotavirus

2.2.1 Histdria da Doenca

O Rotavirus foi descoberto em 1973 por Bishop et al. (1973) enquanto
observavam epitélio duodenal de uma crianga com diarreia sob um microscopio
eletrénico. O nome rotavirus teve origem devido sua semelhanga a rodas
quando observado ao microscopio eletrénico, e é derivado do Latim 'rota’
(Parashar et al., 1998; Surendran, 2008). O rotavirus simio e bovino foram
isolados em cultivo celular em 1958 e 1971, respectivamente. Em 1977 o
rotavirus suino foi isolado tratando o inéculo com pancreatina ou tripsina antes
da inoculag&o no cultivo celular (Tzipori e Walker, 1978; Imagawa et al., 1984).
Em 1980, foi possivel fazer passagens sucessivas de rotavirus humano em
cultivo celular de células renais de macaco verde africano e depois inoculadas
em leitdes recém-nascidos (Imagawa et al., 1984).

Em meados de 1970, os surtos de diarreias em potros eram associados a
Salmonela spp., Corinebacterium equi, Streptococcus spp. € Actinobacillus equi,
sendo que Coronavirus e Rotavirus comegavam a ser relatados (Tzipori e
Walker, 1978). Apenas em 1975 o rotavirus equino foi isolado de fezes de potros
na Gra-Bretanha (Bailey et al., 2013). O primeiro relato sobre a analise do
genoma do rotavirus equino através da técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida foi realizada por Rodger et al. em 1980, além da comparacao do

rotavirus equino com o rotavirus simio em cultivo celular, onde diferencas na
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mobilidade eletroforética de alguns segmentos correspondentes indicam uma

diferenca genética na composigéo dos virus.

2.2.2 Etiologia

O rotavirus (Figuras 3 e 4) pertencente a familia Reoviridae, subfamilia
Sedoreovirinae, género Rotavirus, o qual é subdividido em grupos (A-H) de
acordo com a diferenga de expressdao da proteina VP6 em seu capsideo.
Apresenta 76,5nm de diametro, formato icosaédrico, ndo envelopado, RNA fita
dupla composto por 11 genes, que expressam seis proteinas virais (VP1-4, 6 e
7), e seis proteinas n&o-estruturais (expressadas apenas pela célula infectada),
NSP 1-6; além de um décimo primeiro gene que expressa tanto NSP 5 quanto
NSP 6 ( Rodger et al., 1980; Surendran, 2008; Ntafis et al., 2010; Baylei et al.,
2013; Sellon, 2014). O virus apresenta um capsideo triplo, cujo capsideo mais
externo expressa a proteina VP7, com espiculas compostas por VP4, o capsideo
intermediario é formado por VP6, e o capsideo mais interno € composto por

VP2, VP3 e VP1 (Bailey et al., 2013).
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Figura 3- Imagem esquematica do genoma do rotavirus equino pela eletroforese e
também da particula viral.
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FONTE: Bailey et al ( 2013).
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Figura 4 - Rotavirus visualizado por microscopia eletrénica. Imagem com visualizagao
normal (A), e com imagem negativa (B).

FONTE: Rodger et al. (1980)

Cada proteina viral possui uma localizacédo e funcao especificas. AVP1 é
uma enzima RNA polimerase localizada na por¢cdo mais central da particula viral
e a VP2 forma o envoltério central do virion e sela o seu material genético. Ja a
VP3 é uma enzima guanilil transferase, que catalisa a formagédo de 5' pds
transcricdo de mRNA enquanto a VP4 se liga aos receptores na superficie
celular e conduz a entrada do virus na célula. A proteina VP6 é altamente
antigénica e é utilizada para a identificagcdo da espécie de rotavirus e a VP7 é
uma glicoproteina envolvida na imunidade da infecgao (Surendran, 2008). As
duas proteinas externas, VP4 e VP7, além de estimular anticorpos
neutralizantes e induzir a imunidade, sdo utilizados para a classificagdo do
rotavirus em G (para glicoproteinas) e P (para sensivel a protease) (Ntafis et al.,
2010). Essa classificagao utiliza-se do diagndstico destas proteinas através da

sorologia, e pelo menos seis sorotipos P (P1, P3, P7, P11, P12, P18) e sete
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sorotipos G (G3, G5, G6, G8, G10, G13 e G14) ja foram identificados em

equinos (Bailey et al., 2013). A proteina VP6 é utilizada para a classificagdo do

rotavirus em grupos de A-H, sendo o grupo A a maior causa de diarreia em

animais e humanos, e nos equinos é o unico grupo identificado até entdo (Baylei

et al., 2013; Browning et al., 1991).

Das proteinas ndo estruturais, NSP3 €& transformada em mRNA nas

células infectadas e impede a sintese de proteinas celulares. A NSP4 é uma

enterotoxina, responsavel por induzir a diarreia e a NSP5 codifica 0 genoma de

11 segmentos do rotavirus A (Suredran, 2008). Na tabela 1, estdo resumidos

todos os genes e suas fungdes.

Tabela 1: Genoma completo do rotavirus.

Produto do Segmento de RNA Gendétipo Descrigao do produto
Gene do gene
VP7 9 G Glicosilato
VP4 4 P Sensitivo a protease
VP6 6 I Capsidio intermediario
VP1 1 R Rna-polimerase Rna

dependente

VP2 2 C Capsideo externo
VP3 3 M Metiltransferase
NSP1 5 A Agonista interferon
NSP2 8 N NTPase
NSP3 7 T Tradutor
NSP4 10 E Enterotoxina
NSP5 11 H Fosfoproteina

FONTE: traduzido de Bailey et al.(2013)
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2.2.3 Epidemiologia

O rotavirus equino foi detectado em fezes diarreicas de potros em
diversos paises, incluindo Estados Unidos, Argentina, Reino Unido, Alemanha,
Australia, Africa do Sul e Japdo (Magdesian et al., 2014). E onipresente nas
populagdes equinas, havendo evidéncias de infeccbes de forma natural,
incluindo a alta prevaléncia de anticorpos em equinos adultos (Bailey et al.,
2013). E um patégeno ambiental comum em fazendas de reprodugdo, e caso
seja identificado na microscopia eletrébnica ou no teste de ELISA (ensaio
imunoabsorvente ligado a enzima) deve ser considerado como provavel
patdgeno causador da diarreia (Fenger et al., 2000). O rotavirus equino causa
diarreia apenas em potros, sendo considerado espécie-especifico. Animais
adultos ndo sao clinicamente afetados nos casos de surtos, mas fémeas podem
eliminar o virus de forma subclinica, apesar de maneira transitéria e nao ter
grande significado para a diarreia em potros. Para a ocorréncia de surtos deve-
se considerar uma eliminagao de virus no ambiente por potros acometidos de
10" particulas/g de fezes e sua capacidade de se manter viavel no ambiente por
até nove meses (Magdesian et al., 2014).

A transmissédo ocorre de forma fecal-oral, através de fezes ou fOmites
contaminados (Parashar et al., 1998; Surendran, 2008; Bailey et al., 2013;
Magdesian et al., 2014), e o periodo de incubagdo pode ser de 1-24 horas

(MacLachlan e Dubovi, 2011). Se houver um suporte adequado, a diarreia por
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rotavirus pode apresentar uma baixa mortalidade e uma alta morbidade na

populacdo (Magdesian et al., 2014).

2.2.4 Patogénese

O rotavirus € capaz de infectar enterdcitos maduros (Parashar et al.,
1998), e apods sua entrada na célula é capaz de se multiplicar no apice das
vilosidades dos segmentos de duodeno e jejuno (Parashar et al., 1998;
Magdesian et al., 2014), mas nao infecta células das criptas (Bailey et al., 2013,
Magdesian et al., 2014). O virus se replica no citoplasma celular e € liberado
através da lise do enterécito (Bailey et al., 2013), indo para o lumen intestinal e
se replicando nas porgdes distais de jejuno e ileo, sendo que a infeccéo se
mantém restrita @ mucosa (Parashar et al., 1998). A destruicdo dos enterdcitos
causa descamacao da mucosa e encurtamento dos vilos, resultando numa
diarreia por ma-absorcdo. Nem sempre a severidade do quadro esta relacionada
as lesdes histologicas (Bailey et al., 2013).

A enterotoxina NSP4 é capaz de induzir uma diarreia dose-dependente e
idade-dependente em ratos neonatos sem apresentar alteragdes histolégicas na
mucosa (Kavanagh et al.,, 2010). Num estudo conduzido por Kavanagh et
al.,(2010) purificou-se a proteina NSP4 derivada de rotavirus simio (SA11) e
rotavirus suino, que foram associadas as proteinas VP2 e VP6. Grupos com
cinco ratos BALB/c foram imunizados de forma intranasal com cada antigeno

durante duas semanas, trés vezes por semana. Tanto a forma completa quanto a
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forma clivada da proteina n&o estrutural NSP4 tem atividade como adjuvante na
mucosa nasal, mesmo em sua forma atenuada. Diferente da toxina colera (Vibrio
cholerae), a NSP4 nao induz a elevacao detectavel do calcio intracelular, o qual
se mostra necessario para toxinas bacterianas atuarem como adjuvantes na
mucosa. O NSP4 também pode exercer efeito sobre as tight junctions, similar as
toxinas de zona ocludente (ZOT), que também possuem fungédo adjuvante
(Marinaro et al., 2003; Kavanagh et al., 2010). ZOTs foram inicialmente descritas
como toxinas que aumentam a permeabilidade intestinal através da modulacao
das tight junctions e tém sido utilizadas como um sistema de transporte de
drogas medicamentosas (Marinaro et al, 2003). Por se utilizar das tight junctions,
a NSP4 causa a diminuicdo da permeabilidade da membrana celular, assim
como interrupgdes nas tight junctions podem causar alteragcbes na
permeabilidade da mucosa, integridade e também na fungao epitelial (Kavanagh

et al., 2010).

2.2.5 Manifestacodes Clinicas

O rotavirus é uma causa importante de diarreia em potros, apresentando
alta morbidade, e apesar da doenga ser auto-limitante, a desidratagcao causada
pode levar a morte ( Tzipori e Walker, 1978; Bailey et al., 2013; Magdesian et al.,
2014). Durante um episodio de surto de rotavirus, os potros com até dez dias
podem apresentar diarreia severa, anorexia, febre e letargia. Os potros jovens

sdo mais susceptiveis a diarreia devido sua habilidade limitada de regulacéo
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hidroeletrolitica, levando a hipocloremia, hipocalemia, hiponatremia e acidose
(Magdesian et al., 2014).

As manifestagdes clinicas séo relatadas em potros com trés dias a cinco
meses de idade (Bailey et al., 2013), sendo que os animais acometidos se
apresentam deprimidos num primeiro estagio, evitando mamar e se mantendo
em decubito. A temperatura retal pode chegar até 41°C e a respiragao se torna
rapida e superficial. A diarreia aparece de 4-12 horas apds o inicio da depresséao
(Tzipori e Walker, 1984). As fezes sdo volumosas, de pastosas a liquidas, e
frequentemente apresentam grande quantidade de muco, e a diarreia pode se
tornar severa devido a diminuicdo da produgdo de lactase causada pela
infeccdo, levando a um desequilibrio osmotico exacerbado (MacLachlan e
Dubovi, 2011). Por haver faléncia da digestédo e absor¢cdo normais do intestino,
ha uma quantidade exacerbada de particulas osmadticas na luz intestinal,

resultando num fluxo de liquidos e eletrdlitos para a luz (Fenger, 2000).

2.2.6 Patologia

Particulas virais podem ser encontradas no ileo trés dias apods infeccéao, e
sua quantidade diminui entre quatro a nove dias, sendo que o comprimento das
vilosidades tende a diminuir 72 horas ap6s infecgao. O rotavirus infecta
principalmente os enterdcitos das por¢gdes de jejuno e ileo, causando
vacuolizagbdes especialmente nas células que recobrem os vilos (Figura 5)

(Suredran, 2008). Ocasionalmente pode infectar também as células caliciformes,
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onde nos segmentos proximais de intestino (duodeno e jejuno), a perda das
células de caliciformes ocorre primeiro (Boshuizen et al., 2005). A destruigdo do
epitélio contribui para a diarreia por ma-absorgdo (Suredran, 2008). Com a
destruicdo dos enterdcitos do topo das vilosidades, também ha infiltrado de
células inflamatorias mononucleares (MacLachlan e Dubovi, 2011; Bailey et al.,
2013).

Em estudo conduzido por Boshuizen et al. (2005), observou-se que em
ratos as células caliciformes sofrem uma migracdo diferente no epitélio da
vilosidade, n&o se distribuindo pela vilosidade e tendendo a se acumular no topo
do vilo. Durante o periodo de infecgdo, a mucina se torna mais acida, e ha
diminuicdo da secrecdo de mucina sulfatada. A mucina intestinal de ratos
infectados, aos quatro dias apds infecgao, apresentou uma menor capacidade

de inibir a infec¢gdo do que a encontrada na mucina de ratos do grupo controle.
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Figura 5: histopatologia de segmento de
intestino delgado de rato 72 horas apds a
infecgdo. O intestino delgado corado com
hematoxilina-eosina apresenta vacuolizagao
severa nos enterdcitos infectados por
Rotavirus.

FONTE: Boshuizen et al.(2005)

2.2.7 Diagnostico

Considerado como padrao ouro, a microscopia eletrénica é capaz de
detectar particulas virais nas amostras de fezes, porém o seu custo elevado e a
demora de alguns dias para o resultado implicam na sua nao utilizag&o rotineira,
sendo que o limiar mais baixo para identificacdo ¢ de 10’ particulas virais por
grama de fezes (MacLachlan e Dubovi, 2011; Bailey et al., 2013; Magdesian et
al., 2014). O isolamento viral em cultura celular € uma técnica viavel, sendo que
os virus isolados de lavados intestinais de bovinos e ovelha apresentam efeito

citopatico no cultivo celular. Para o rotavirus equino, esse efeito citopatico pode
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ser observado trés dias apdés a inoculacdo em cultivo celular, porém a
quantidade de virus tende a diminuir conforme sao feitas as passagens celulares
(Imagawa et al., 1981). A adicao de tripsina ou quimotripsina para abrir espago
no capsideo entre VP4 facilita a entrada do virus na célula (MacLachlan e
Dubovi, 2011).

O diagndstico comercial mais utilizado se baseia na detecgao da proteina
viral VP6, por ser a mais abundante e a que mais se mantém conservada (
Gentsch et al., 2009; Magdesian et al., 2014). A técnica de detecgédo antigénica
por imunoensaio enzimatico (EIA) se utiliza da deteccdo de antigenos
especificos (VP6) que se ligam a pogos plasticos e sofrem uma reagéo
colorimétrica quando utilizado um segundo anticorpo ligado a um detector
enzimatico. E uma técnica de alta sensibilidade e especificidade, e que pode ser
feita em grande quantidade quando utilizadas placas de 96 pogos (Gentsch et
al., 2009). Testes de aglutinacdo em latex também estdo disponiveis para o
diagndstico, mas podem ser menos sensiveis que a EIA (Suredran, 2008;
Magdesian et al., 2014).

A utilizagédo da técnica de PCR e RT-PCR (transcripgao reversa da reagao
em cadeia da polimerase) se tornaram amplamente utilizadas para pesquisa de
particulas virais nas fezes de potros e para caracterizagdo genémica (Rodger et
al., 1980; Garaicoechea et al., 2010; Elschner et al., 2011; Monini et al., 2011;
Nemoto et al., 2011). E recomendada a utilizag&o inicial de teste de aglutinacéo
em latex ou de ELISA para a detecgcdo em surtos, e apds, pode-se fazer uso

apenas da técnica de PCR para identificar potros eliminando o virus de forma
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subclinica (Magdesian et al., 2014).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) pode ser utilizada para a
deteccao de animais que apresentam a doenca clinica, através de extragao do
RNA viral, e posteriormente da coloragdo do gel com nitrato de prata. A prata se
liga a pequenas quantidades de acido nucleico presentes no gel (Gentsch et al.,

2009).

2.2.8 Tratamento e prevencao

A infec¢do por Rotavirus grupo A € auto-limitante e ocasionalmente fatal
em equinos (Papp et al., 2013). A corregdo eletrolitica deve ser feita
especialmente em potros desidratados (Magdesian et al., 2014), através da
manutengdo hidrica para a correcdo do equilibrio acido-basico, eletrolitico,
reducao de desconforto intestinal e prevencao de infeccbes secundarias. Potros
que nao deixaram de se alimentar ndo necessitam de tratamento (Fenger, 2000;
Melo et al.,, 2007). Pode-se utilizar fluido intravenoso em animais que
apresentem um quadro clinico grave, podendo ser adicionado bicarbonato de
sédio, potassio ou glicose nos animais que se apresentam acidoticos e
hiponatrénicos, hipocalémico, e hipoglicEmico, respectivamente (Melo et al.,
2007). Se houver uma infecgdo bacteriana secundaria, pode-se utilizar
antibiotico de amplo espectro. O desenvolvimento de septicemia secundaria é
indicativo de um prognéstico ruim (Fenger, 2000)

A imunidade local no intestino delgado é mais importante do que a
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imunidade sistémica, por isso os anticorpos anti-rotavirus presentes no colostro
e no leite sdo especialmente importantes para a imunidade do neonato
(MacLachlan e Dubovi, 2011). A vacinagao apresenta um bom custo-beneficio se
comparado ao tratamento e isolamento do animal (Papp et al., 2013). Vacinas
utilizam como alvos as proteinas de capsideo VP4 e VP7 (Gentsch et al., 2009).
Vacinas vivas atenuadas de uso oral em neonatos podem potencializar uma
resposta local de IgA, porém o equilibrio adequado entre a atenuagéo da vacina
e sua imunogenicidade é dificil de ser atingido (Bailey et al., 2013).
Contaminagdo ambiental pode ser considerada a maior rota de infec¢ao
por rotavirus (Bailey et al., 2013), e sua sobrevivéncia pode chegar a um més no
ambiente (Magdesian et al., 2014). A prevencdo deve ser feita através da boa
higienizacdo das éguas em trabalho de parto e o isolamento de potros
acometidos pelo rotavirus e que cheguem a propriedade, por duas a quatro
semanas. Baias de potros acometidos devem ser desinfectadas com compostos
fendlicos, peroxigénio e perdxido de hidrogénio acelerado. Sugere-se testar
novamente os potros que cessaram a diarreia através da técnica de PCR para
comprovacado de que este ja ndo elimina particulas virais nas fezes (Fenger,

2000; Magdesian et al., 2014).

3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em conformidade com o Comité de

Etica da Universidade Federal do Parana (CEUA), processo nimero 32/2016.
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3.1. COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletadas amostras de equinos com até cinco anos de idade entre
novembro de 2015 e maio de 2016 na regido oeste do estado do Parana,
compreendendo 15 propriedades nas cidades de Palotina, Ipora, Entre Rios do
Oeste, Toledo e Marechal Candido Rondon. As propriedades possuiam animais
atletas, em constante transito pelo estado do Parana, e potros que possuiam
contato com estes animais, sendo que os potros mais velhos ja estavam
iniciados nas competi¢cdes, portanto também transitavam pelo estado.

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal e armazenada em
frascos plasticos esterelizados com tampa, proprios para este fim. O volume de
5ml de sangue foi coletado da veia jugular através do sistema Vaccuntine®'.
ApoOs a coleta e identificagdo de cada amostra, foram armazenadas em caixas
de isopor contendo gelo para o transporte até o Laboratério de Patologia da
Universidade Federal do Parana — Setor Palotina para serem processadas e
armazenadas a -20°C até realizagdo da PCR e a sorologia. No caso das
amostras de sangue, chegando ao laboratério, foi separado o plasma das
hemacias através da centrifugacao, e armazenado apenas o soro a -20°C.

Junto da coleta das amostras, foram coletados dados dos animais como
nome, idade, sexo, coloracdo de mucosas, frequéncias cardiaca e respiratoria,
presencga de diarreia e em qual idade ocorreu. Também foram coletados dados

sobre a propriedade e dados de identificagdo do proprietario (Anexo 1).

Numero de catalogo 364815 , BD Vaccuntiner, USA.
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3.2 SOROLOGIA PARA L. INTRACELLULARIS

A sorologia foi realizada no Laboratério de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais, utilizando a técnica de imunoperoxidase
em monocamada de células (IPMC), padronizada por Guedes et al, (2002) para
a deteccdo de anticorpos anti IgG em amostra de soro equino.

A técnica de IPMC consiste em fazer a diluigdo na titulacdo de 1:60,
sendo 2L de soro equino em 120uL de solucao de leite em pd 5% e PBS Tween
0,05% (pH 7,2) em placa sorolégica de 96 pogos que contém uma monocamada
de células previamente infectadas com cultura de L. intracellularis. Acrescenta-
se 100uL de PBS 1x na placa soroldogica que é incubada por 10 minutos em
camara umida, e apos esse tempo, joga-se a agua fora e seca-se a placa
completamente. Adicionava-se aos respectivos pog¢os 100uL de soro ja diluido e
incubava-se novamente em camara umida a 37°C por 30 minutos. Apds, a placa
era lavada com PBS Tween 0,05% por quatro vezes com jatos fortes e secava-
se a placa completamente. O volume de 2,5uL do anticorpo secundario anti-IgG2
equino conjugado era diluido com 10mL de IPMC buffer, acrescentado 95uL em
cada poco da placa e incubado em camara umida por 45 minutos a 37°C. Depois
lava-se novamente a placa com PDB Tween 0,05% em jatos fortes e
posteriormente seca-se a placa. Por fim acrescenta-se 100uL da solucdo AEC?

em cada poco da placa que € incubada em temperatura ambiente em camara

2 Catalogo numero A9292, Sigma- aldrich, St. Louis, MO 63103, USA.
3 Dako, Corporation, AEC SubstrateChromogen, cat n°. k3464, Invitrogen, Carpinteria, USA.
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umida por 20 minutos. A placa foi lavada com agua destilada, seca e colocada
por mais 20 minutos 37°C na estufa para a secagem.

A leitura da placa foi realizada em microscépio invertido. Os animais
considerados positivos apresentam marcacgdes E essas marcacdes de coloragao
vermelha ocorrem devido a placa ser inoculada com cultivo de L. intracellularis,
e quando ha a presenga de anticorpo equino no soro adicionado ele se liga as
bactérias presentes na placa, e a partir do momento que o anti-IgG equino é
adicionado, ele se liga a esse IgG que ja esta ligado as bactérias, conferindo a
coloragédo avermelhada a essa ligagdo. Para os animais considerados positivos,

foram feitas as titulagées de 1:60, 1:240, 1:480, 1:960, 1:1920 e 1:3860.

3.3 DETECCAO DE ROTAVIRUS

3.3.1 Extracéo e Eletroforese para Rotavirus

A extragdo do RNA ¢é feita através da associagdo das técnicas
fenol/cloroférmio-alcool isoamilico e silica/ isotiocinato de guanidina. Para a
realizacdo da eletroforese em gel de poliacrilamida n&o é necessario realizar a
amplificagdo. A extragdo seguiu o protocolo estabelecido por Alfieri et al, (2006).
Resumidamente, sdo separadas as amostras de fezes, e nelas é adicionado
Buffer pH 7,4 homogeneizado e centrifugado a 1500g por 10 minutos, seguido a
coleta do sobrenadante. Cerca de 500ul do sobrenadante foram aliquotados e

tratados com SDS (sédio dodecil sulfato) 1% e incubados em banho maria a
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56°C por 30 minutos. Posteriormente, o acido nucleico extraido era tratado com
um volume igual de fenol-cloroformio-alcool isoamilico. Esse material era
homogeneizado, e incubado novamente em banho-maria a 56°C por 15 minutos,
e centrifugado a 10,000g por 10 minutos. A fase aquosa era processada com
silica- isotiocinato de guanidina. O RNA era eluido em 30 pl de agua ultrapura
autoclavada. A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida a 5%, e o gel

revelado em solugdo de prata, como descrito por Herring et al, (1982).

4. RESULTADOS

Foram coletadas amostras de fezes e soro de 149 equinos. Destes, 80
(53,69%) eram fémeas e 69 (46,31%) eram machos, com média de idade de 2
anos e 4 meses para ambos os sexos. Destes animais, apenas quatro (2,5%)
animais apresentavam diarreia no momento da coleta, sendo estes os animais
apresentados na tabela 2. Das 149 amostras coletadas, apenas 22 (14,76%)
pertenciam a animais com até um ano de idade. Apenas o animal numero 156
era proveniente de propriedade com histérico recente de diarreia em potros.

Nas propriedades em que foram diagnosticados animais positivos,
observou-se a convivéncia e divisdo de pastagens com outros equinos. Caes,
gatos e aves também foram observados nas propriedades, apresentando um

contato muito préoximo dos equinos.
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4.1 LAWSONIA INTRACELLULARIS

4.1.1 Sorologia

Das 149 amostras testadas pelo método de imunoperoxidase em
monocamada (IPMC), sete (4,69%) animais apresentaram titulos de anticorpos
contra L. intracellularis (Figura 6A e 6B). Destes, a idade minima foi de 6 meses
e a maxima de 5 anos, sendo esta a idade limite dos animais desta pesquisa. As
propriedades que apresentaram animais positivos se localizavam nas cidades de
Iporé (4 propriedades, com 2 animais positivos na propriedade F e 1 animal
positivo na propriedade M, N e D), Palotina (propriedade B com 1 animal
positivo), e Marechal Candido Rondon (propriedade Q com 1 animal positivo)

(Tabela 2).

Tabela 2: Equinos positivos para a técnica de imunoperoxidase em monocamada celular
com respectivas titulacbes, organizados de acordo com o sexo, idade e propriedade.

Animal Sexo Idade Municipio Propriedade Titulagao

72 M 3 anos 6 Ipora F 1:60
meses

75 F 2 anos 6 Ipora F 1:480
meses

110 M 6 meses Ipora M 1:240

112 F 5 anos Ipora N 1:240

127 F 2 anos 3 Ipora D 1:240
meses

137 M 3 anos Palotina B 1:60

148 M 2 anos 2 M. C. Rondon Q 1:60
meses

FONTE: a autora (2017)
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Figura 6: técnica de imunoperoxidase em monocamada celular em amostras de
soro equino. Na imagem A nota-se a presenga de células (seta) do cultivo celular,
porém sem a presenga do anticorpo. N a imagem B, observa-se a presenca de
anticorpo anti L. intracellularis, com marcag¢des em vermelho (seta).

FONTE: a autora (2017)

Dos animais sorologicamente positivos, a menor titulagdo de anticorpos
encontrada foi de 1:60 e a maior foi de 1:480. A média de idade dos animais
positivos foi de 2 anos e 9 meses, sendo os animais divididos entre seis machos
e trés fémeas. Destes, nenhum dos animais apresentou fezes diarreicas no
momento da coleta. Dos nove animais positivos ao exame soroldgico, apenas

um apresentava menos de um ano de idade.

4.2 ROTAVIRUS

Nas amostras coletadas para este experimento n&do foram encontrados

animais eliminando particulas virais de rotavirus nas fezes através da técnica de

eletroforese em gel de poliacrilamida.
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5. DISCUSSAO

Nenhum dos animais positivos apresentavam manifestacbes clinicas
compativeis com EPE no momento da coleta e a identificagcdo destes sinais por
parte do proprietario muitas vezes era dificultada pelo fato do animal se
encontrar a pasto, com outros animais e sem uma supervisdo assidua dos
possiveis sinais. Segundo Pusterla e Gebhart (2009), em propriedades onde
foram diagnosticados animais com sinais clinicos, entre 10-65% dos potros que
nao apresentam manifestagdes clinicas e adultos sao soropositivos para L.
intracellularis.

Acredita-se que os quatro animais diarreicos observados nesse estudo
estavam acometidos por outro(s) agente(s) causal(is). Além da L.intracelullaris e
do rotavirus, o S westeri, a Salmonella spp. (Melo, et al., 2007), Cryptosporidium
spp. e Giardia spp.(Gomes et al., 2008) podem causar diarreia em equinos
Além disso todos os equinos diarreicos eram jovens. Sabe-se que individuos
dessa faixa etaria sdo mais predispostos a problemas entéricos e respiratérios
devido a imaturidade do sistema imune (Peiro et al., 2002).

Devido ao fato da maioria dos animais no estudo serem utilizados em
provas equestres ou conviverem com animais atletas, levanta-se a possibilidade
dos animais contaminados atuarem como carreadores da L. intracellularis para
ambientes externos, uma vez que as provas equestres podem ter duracdo de
até trés dias nos quais a proximidade entre animais de diferentes regides do

Estado, ou até mesmo do pais, € muito grande. O transito destes animais por
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diferentes propriedades do estado do Parana pode ser um fator contributivo para
a contaminacdo de animais sadios por L. intracellularis, carreando a bactéria
para suas propriedades de origem, ou de suas propriedades para o0 ambiente de
competicdo. Guimardes — Ladeira et al. (2009) identificaram animais
soropositivos com idades superiores a 13 meses de idade numa propriedade no
estado de Minas Gerais que n&o apresentavam sinais clinicos, sugerindo que
estes achados podem indicar soropositividade a longo prazo e nao infecgao
subclinica recente. Casos de animais positivos com idades acima de um ano
também foram relatados por outros autores (Lavoie et al., 2000; Pusterla et al.,
2009; Mayer et al., 2014). O fato de oito dos animais soropositivos deste estudo
apresentarem idade acima de um ano pode estar relacionada a soropositividade
a longo prazo sendo que a infeccdo pode ocorrer durante a movimentagéo
destes animais entre propriedades para competicdes, resultando na
contaminagao pela ingestdo acidental da bactéria presente no ambiente.

A contaminagao por L. intracelullaris também pode ocorrer atraves de
outras fontes. Pusterela et al., (2013), foram capazes de demonstrar a via de
infeccao fecal-oral utilizando fezes de coelhos contaminados por L. intracellularis
de origem equina para infectar potros. Isso implica na possibilidade de uma
infeccdo acidental através da ingestdo de fezes contaminadas por L.
intracellularis, tanto de animais selvagens quanto de animais domeésticos.

A presenca de animais silvestres e pequenos roedores no mesmo
ambiente dos equinos contaminados € um fator importante para a disseminacéao

da doenca. Viott et al.,, (2013), demonstraram a susceptibilidade de quatro
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diferentes espécies de camundongos (Swiss, BALB/c, C-57 e DB-A) para L.
intracellularis, com diferentes intensidades de lesdes apresentadas em cada
espécie. No mesmo experimento foram inoculadas culturas puras de L.
intracellularis em pardais, os quais nao apresentaram lesdes histoldgicas e nem
eliminacao da bactéria através das fezes. Haviam apenas ligeiras marcagdes em
l&mina propria, porém sem apresentar o formato da bactéria, indicando apenas a
presencga de fragmentos antigénicos de L. intracellularis. Ja Collins et al., (2011)
demonstraram a presenga de L. intracellularis nas fezes de roedores em
laboratorio e selvagens, sendo sua presenga detectavel através do PCR das
fezes e sorologia por até 21 dias pds-infecgdo. E de conhecimento que em haras
e centros equestres existe a presenga constante de ratos devido ao
armazenamento de graos e ragao para a alimentacdo da tropa, podendo estes
serem vetores da doenga.

McOrist et al., (2011) identificaram em fazendas de criagdo de suinos que
algumas espécies de moscas pertencentes a ordem Diptera podem ser positivas
no PCR para L. intracellularis, sendo que a mosca doméstica foi a qual
apresentou maior numero de exemplares positivos. A presenca de moscas
também é comum nos ambientes equestres, especialmente nos meses de
maiores temperaturas, podendo elas também serem vetores para a
contaminagao de animais sadios por L. intracellularis.

Dentre os estabulos e haras visitados pode-se observar a presencga de
outros animais convivendo concomitantemente ou em proximidade com o

alojamento e pastagens dos equinos. Caes e gatos foram os mais observados,
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mas verificou-se a presenca de galinhas, bovinos, coelhos e esporadicamente,
macacos, sendo que encontram-se relatos na literatura da ocorréncia de
infecgbes em caes (Tomanova et al., 2003; Silva et al., 2015), galinhas (McOrist
et al., 2003), macacos Rhesus (Klein et al., 1999), coelhos (Peixoto et al., 2008;
Schauer et al., 1998), e felinos selvagens (Pusterla et al., 2012). A presenca
destes animais nas proximidades dos criatérios implica na possibilidade de
transmissao da L. intracellularis. Silva et al. (2015) relatou a deteccao de L.
intracellularis em fezes de cides no estado de Minas Gerais, em trés cdes com
aproximadamente 3 meses de idade através de nested-PCR, sugerindo a L.
intracellularis como causadora de diarreia também em caes, animais muito
comuns de serem encontrados transitando em ambientes equestres. Husnik et
al. (2003) também relataram a ocorréncia de diarreia em caes causada por L.
intracellularis na Republica Tcheca.

Segundo Collins et al. (2000) a sobrevivéncia da L. intracellularis no
ambiente de granjas de suinos € de 7 a 15 dias, em temperaturas que variam de
5°C a 15°C, apesar de apresentarem infectividade reduzida. Frazer (2008) e
Pusterla e Gebhart (2009) relatam a sazonalidade da ocorréncia dos surtos nas
propriedades, sendo ela mais predominante entre os meses de agosto a janeiro
no hemisfério norte, coincidindo com as baixas temperaturas necessarias para a
bactéria se manter viavel no ambiente. No presente estudo as coletas foram
realizadas entre os meses de novembro de 2015 e maio de 2016, onde segundo
o INPE, a temperatura média dos meses de janeiro a maio de 2016 foram entre

minima de 21°C a maxima de 32°C, ndo favorecendo uma viabilidade
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prolongada paras as bactérias presentes no ambiente e nas fezes dos equinos.
Esse dado levanta a hipétese dos animais soropositivos terem se contaminado
num periodo pregresso as coletas realizadas.

A queda na imunidade adquirida nos potros possibilita a explicacéo para a
infeccdo de animais jovens, porém anticorpos IgG adquiridos ndo apresentam
efeito significativo na ocorréncia da enterite proliferativa equina devido sua curta
vida. Fémeas no periodo pos-parto podem ser soropositivas (Page et al., 2014).
A técnica sorologica (imunoperoxidase em mono camada - IPMC) utilizada para
a deteccao de anticorpos anti-L. Intracellularis foi padronizada por Guedes et al.
(2002) e tem uma sensibilidade semelhantes ao teste de imunofluorescéncia
indireta, também utilizado para a detecgdo de rotina da L. intracellularis. A
sensibilidade do teste de IPMC € de 89% e sua especificidade chega a 100%.
Isso garante uma alta confiabilidade para os resultados obtidos neste
experimento.

Para suinos, uma dose vacinal modesta ou primoinfec¢do podem induzir
a niveis detectaveis de IgG especifico para L. intracellularis em raspados de
mucosa. Ja altas doses podem induzir niveis detectaveis de IgG apés 14 dias
(Nogueira et. al, 2013). Em equinos, ndo se sabe a dose necessaria numa
infeccao natural para a indugcao da enteropatia proliferativa. Especula-se que
possa ser uma alta dose devido ao seu tamanho fisico, grande volume intestinal
e diferencas no ambiente gastrointestinal, assim como pode ser devido a
repetidas exposicbes a baixas doses do antigeno (Page et al., 2011). Neste

experimento, trés animais apresentaram soroconversao de 1:60, trés de 1:240 e
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um animal 1:480, sendo que nenhum dos animais se apresentava clinicamente
acometido A baixa quantidade de animais positivos pode ser devido ao momento
da coleta coincidir com os estagios iniciais da doeng¢a, quando a resposta imune
humoral ainda é indetectavel (Gabardo et al., 2015). A sorologia positiva
caracteriza a exposicdo do animal a L. intracellularis. Equinos clinicamente
afetados podem exibir titulos de anticorpos quatro vezes maiores do que os
apresentados por suinos em teste sorologico de IPMC, e a eliminacdo de
bactérias pelas fezes varia de sete a doze dias. Em suinos essa eliminagdo nas
fezes pode ser de até 12 semanas (Vannucci e Gebhart, 2014). A baixa titulagédo
encontrada nos animais estudados provavelmente se deve a casos de infeccao
subclinica. Pusterla et al. (2009) avaliou sorologicamente 68 fémeas adultas de
uma fazenda endémica para EPE através do teste de IPMC, onde ndo houveram
casos clinicos durante o estudo. Os animais soropositivos apresentavam titulos
de anticorpos entre 60 e 240, o que esta de acordo com o encontrado neste
experimento.

Guimaraes-Ladeira et al. (2009) avaliou a presenca subclinica de L.
intracellularis em 14 fazendas de criacdo de equinos no estado de Minas Gerais.
Dos 223 animais pesquisados, 21 deles (9,4%) apresentavam sorologia positiva
(IPMC) para a presenca de imunoglobulinas G, em titulos de 1:60, sendo 14
fémeas (66%) e 6 machos (28%) com idades entre 5 e 12 meses, e um macho e
quatro fémeas sendo considerados adultos. Gabardo et al. (2015) Avaliou a
presenca de L. intracellularis numa propriedade brasileira na regido oeste do

pais, onde num rebanho de 300 equinos, 39 potros apresentavam idades entre
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alguns dias a 21 meses, e sinais clinicos evidentes. Um dos animais foi a ébito,
e onze animais pertencentes ao mesmo grupo foram testados para L.
intracellularis, e deles, trés (27,27%) apresentaram sorologia (IPMC) positiva
apesar de nao apresentarem diarreia. Estes animais ndo foram separados entre
machos e fémeas, e ao exame de PCR nenhum animal dentre os onze foram
positivos. Pusterla et al. (2009) avaliou sorologicamente e por PCR em tempo
real fémeas e potros residentes numa fazenda de criacdo de cavalos Puros-
Sangue endémica para enteropatia proliferativa equina, no sul da Califérnia. Das
68 fémeas avaliadas, 37 (54,4%) apresentaram titulos de anticorpos igual ou
superior a 60. Dos 68 potros provenientes destas fémeas, quando testados
antes da transferéncia de colostro, nenhum apresentou titulos de anticorpos.
Quando testados apd6s a ingestdo de colostro, 37 potros apresentaram titulos
entre 60 e 240, sendo vinte e cinco animais provenientes de fémeas que
possuiam anticorpos anti L. intracellularis e doze nascidos de fémeas nas quais
nao foram detectados anticorpos, sendo que nenhum dos potros desenvolveu
sinais clinicos no decorrer do experimento. Steinman et al. (2013) determinou a
existéncia de L. intracellularis na Palestina e em Israel. De um grupo de 220
equinos com animais variando entre 3 meses de idade e 30 anos, 67 (30,5%)
foram apresentaram sorologia positiva para o teste de ELISA.

Quando comparados aos dados obtidos neste experimento com relagao a
sorologia para L. intracellularis, nota-se que a frequéncia obtida para o estado do
Parana (4,69%) € semelhante a encontrada por Guimaraes-Ladeira et al. (2009)

(9,4%). Ja& a quantidade de machos e fémeas acometidos neste estudo e no
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realizado por Guimardes-Ladeira et al. (2009) apresenta grandes diferencas,
pois para o estado do Parana foram identificados apenas 3 (2,01%) machos
soropositivos e 4 (2,68%) fémeas , enquanto em Minas Gerais foram
encontrados 66% de fémeas positivas e 28% dos machos. Ja com relagado ao
estudo de Gabardo et al. (2015), a frequéncia de 27,7% de animais positivos &
superior a encontrada para o estado do Parana. Isso pode ter ocorrido devido ao
grupo de equinos estudados apresentarem diarreia, 0 que ndo ocorreu com 0S
animais no Parana. A frequéncia encontrada tanto por Pusterla et al. (2009) no
estado da Califérnia (Estados Unidos) e por Steinman et al. (2013) para
Palestina e Israel é alta quando comparados aos dados obtidos neste estudo,
sendo de 54,4% e 30,5% respectivamente. Apesar de Steinman et al. (2013) ter
coletado amostras de animais adultos e potros, tanto sadios quanto com diarreia,
a frequéncia obtida para a Palestina e Israel é cinco vezes maior do que a obtida
no estado do Parana.

Das 149 amostras coletadas, apenas 22 pertenciam a animais com até
um ano de idade. Tzipori e Walker (1978), identificaram um surto de diarreia em
potros em duas propriedades situadas no estado de Victoria, na Australia. Dos
16 potros que apresentaram diarreia, em cinco deles foram identificadas a
presenca de rotavirus, sendo que os potros mais velhos apresentavam até 35
dias de idade. Monini et al., (2011), identificaram um surto de diarreia por
rotavirus em 47 animais de uma fazenda na lItalia, durante trés anos, em animais
com idades entre 10 dias e dois meses. Em nosso experimento, apenas dez

animais apresentavam idade inferior a trés meses, sendo que apenas um havia
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se recuperado de um quadro diarreico na semana anterior a coleta. Na literatura
a rotavirose € relatada como um problema em potros recém-nascidos
(Magdesian et al., 2014), faixa etaria ndo contemplada nesse estudo. Levando
em consideracao a faixa etaria dos animais pesquisados, apenas nove potros
tinham idades até trés meses e que poderiam apresentar contaminagao e
eliminacao de particulas virais nas fezes durante o periodo de viremia. A técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida € amplamente utilizada para a detecgéo
de rotavirus, sendo sua especificidade considerada de 100% (Pacini et al.,
1988). Apesar de sua sensibilidade ser comparada ao imunoensaio enzimatico
(Pereira et al.,, 1983),a baixa eliminagdo de particulas virais nas fezes sao
determinantes para obter resultados falso-negativos.

A auséncia de sinais clinicos nos animais avaliados também corrobora
com o resultado negativo para as amostras avaliadas. Trabalhos que detectaram
animais positivos coletaram suas amostras exclusivamente de animais que
apresentaram quadros de diarreia de leve a acentuada (Tzipori e Walker, 1978;
Elschener et al, 2005; Ntafis et al 2010; Monini et al., 2011). Ja Browning et al.,
1991, coletou amostras de animais sadios e animais com quadro diarreico, além
de amostras de leite de fémeas lactantes. Observou-se que o titulo de
anticorpos no leite variou entre 7 e 70 dias, podendo atenuar a transmissao da

gastroenterite por rotavirus.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste experimento conclui-se que existe a
presenca de L. intracellularis nos plantéis equinos do oeste do estado do
Parana, devido a fequéncia de animais soropositivos encontrados ser de 4,69%
dos animais estudados. Apesar de diagnosticada em sua grande maioria em
equinos adultos, ndo deve ser totalmente descartada nos casos de diarreias em
potros, uma vez que estes muitas vezes permanecem em contato com animais
adultos. Portanto pode ser incluida como diagnostico diferencial para casos de
diarreia. A auséncia de animais eliminando particulas virais de Rotavirus nas
fezes nao exclui a possibilidade de infecgdes por Rotavirus no estado do
Parana.

Este experimento teve como fatores diagndsticos limitantes as técnicas
utilizadas, além da idade dos animais coletados, levando a possiveis resultados

falso-negativos.
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ANEXO 1
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