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RESUMO

A enteropatia proliferativa (EP) ¢ uma doenga entérica transmissivel causada pela Lawsonia
intracellularis. Apesar de em suinos ter distribuicdo mundial, ha relatos descrevendo a
presenga da EP em equinos nas Américas, Europa, Australia e Japdo, acometendo
principalmente potros até 12 meses. Ha trés formas de se detectar a L. intracellularis, através
da sorologia, da imunoistoquimica de tecidos intestinais e através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). As principais alteragdes clinicas descritas sdo depressdo, anorexia, letargia,
diarréia, colica e esporadicamente a morte. Esse estudo foi dividido em duas etapas,
primeiramente foram comparadas as técnicas sorologicas, a imunoperoxidase em
monocamadas de células (IPMA) e a imunoperoxidase em lamina de vidro (IPX), a fim de se
obter a concordancia destas técnicas em equinos. Na segunda parte, foi realizado um estudo
clinico e laboratorial de equideos acometidos pela EP. Foram coletadas amostras sanguineas e
fecais de 315 equinos, muares e asininos de diferentes idades e sexo. Foi realizado o
hemograma completo, contagem diferencial de leucdcitos, proteinograma, concentragdo de
fibrinogénio, e concentracdo de alanino aminotransferase, aspartato aminotransferase,
fosfatase alcalina, creatina quinase, gama glutamil transpeptidase, uréia e creatinina séricas,
além da contagem de ovos por grama para diagndstico diferencial, e para confirmacio da EP
foi realizada a analise da sorologia pela técnica da IPMA e a PCR das fezes para pesquisa de
soropositividade e eliminacao das bactérias, respectivamente. A técnica de IPMA foi mais
sensivel com alta especificidade e obteve concordancia discreta com a técnica de IPX. Doze
(3,81%) animais foram positivos pela PCR, 51 (16,19%) pela sorologia e dois (0,63%) em
ambas as técnicas. Tanto potros lactentes quanto éguas adultas foram positivos para o agente.
Muitos animais nao apresentaram alteracdes clinicas demonstrando a exposi¢ao prévia a

bactéria ou presenca da forma subclinica da doenga.

Palavras-Chave: equino, Lawsonia intracellularis, diarréia, PCR, IPMA.



ABSTRACT

Proliferative enteropathy (EP) is a contagious enteric disease caused by Lawsonia
intracellularis. Despite having worldwide distribution in porcine, there are reports describing
the presence of EP in horses in America, Europe, Australia and Japan, affecting mostly foals
up to 12 months of age. There are three techniques to diagnose L. intracellularis, serology,
immunochemistry of tissue samples and polymerase chain reaction (PCR). Main clinical signs
described are depression, anorexia, lethargy, diarrhea, colics and occasionally death. The
present study was divided into two parts, in the first part, two serology tests
(immunoperoxidase monolayer assay and slide immunoperoxidase assay) were compared to
determine the agreement between them. On the second part, clinical and laboratorial findings
of EP affected horses were evaluated. Blood and stool samples of 315 animals of different age
and gender were analysed. Whole blood count, leukocyte count, determination of protein and
fibrinogen levels and creatine kinase, gama glutamyl transpeptidase, alanine
aminotransferase, aspartate aminotransferase, alkalin phosphate, urea and creatinine serum
levels were performed. For differencial diagnosis, eggs per gram (OPG) were realized. To
confirm EP, serology through IPMA and PCR in fecal samples were performed. IPMA
detected more positives than IPX. There was a fair agreement between IPMA and IPX.
Twelve (3,81%) horses were positive by PCR in fecal samples, 51 (16,19%) in IPMA and two
(0,63%) in both tests. Many positive horses did not have any clinical changes or laboratorial

findings, showing previous contact to bacteria or presence of a subclinical disease.

Key-Words: equine, Lawsonia intracellularis, diarrhea, PCR, IPMA.
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1. INTRODUCAO

A enteropatia proliferativa (EP) ¢ uma doenga entérica transmissivel causada pela
Lawsonia intracellularis, uma bactéria intracelular que se encontra nas células epiteliais das
criptas intestinais. Apesar de ser distribuida mundialmente em suinos (Lawson e Gerbhart,
2000), ha relatos descrevendo a presenca da enteropatia proliferativa em equinos (EPE) na
América, Europa, Australia e Japao, acometendo principalmente potros desmamados de até

12 meses de idade.

Ha trés formas de se detectar a L. intracellularis, por meio da sorologia (Guedes et al.,
2002a), da imunoistoquimica de cortes histologicos (Guedes e Gebhart, 2003a) e através do

PCR das fezes (Jones et al., 1993).

As principais alteracdes clinicas descritas s3o depressdo, anorexia, letargia e diarréia

(Lavoie et al., 2000), ocorrendo esporadicamente a morte (Williams et al., 1996).

Em relacdo aos achados laboratoriais, hé discrepancia nos valores relacionados a
leucdcitos, eritrocitos e proteina, porém, a maioria dos relatos apresentava hipoalbuminemia
(McClintock e Collins, 2004; Wuersch et al., 2005; Atherton e McKenzie III, 2006; Dauvillier
et al., 2006; Kimberly et al., 2007; Frazer, 2008; Allen et al., 2009; Merlo et al., 2009; Wong
et al., 2009).

A presenga da infeccgdo por L. intracellularis em equinos foi recentemente descrita
em Minas Gerais (Guimardes-Ladeira et al., 2008). Entretanto, ndo foi realizado um perfil
clinico, hematologico e bioquimico dos animais acometidos. Estudos sdo necessarios para
determina-los com o objetivo de auxiliar a detec¢do deste agente que, possivelmente, é sub-

diagnosticado no Brasil.

Os objetivos desta dissertacao foram avaliar concordancia entre dois testes sorologicos
para L. intracellularis em equinos, a técnica de imunoperoxidase em lamina de vidro (IPX) e
de imunoperoxidase em monocamadas de células (IPMA), além disto, descrever achados do
exame fisico e exames laboratoriais hemograma, fibrinogénio, eletroforese de proteinas e
bioquimica sérica de equinos positivos na sorologia pela técnica de IPMA e/ou PCR das fezes

para L. intracellularis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. HISTORICO

Os primeiros relatos sugestivos da enteropatia proliferativa datam de 1931, quando
Biester e Schwarte (1931) descreveram a presenca de diarréia em uma porca e enterite em
outras duas, sendo encontrado tecido adenomatoso proliferativo no exame histologico. O
Campylobacter mucosalis foi isolado nas lesdes proliferativas por Rowland et al. (1972), apos

a descri¢@o da presenca de bactérias curvas em células alteradas do intestino.

Lawson et al. (1985), ao imunizarem coelhos com a bactéria extraida do intestino com
alteracdes, obtiveram resultados inesperados: os anticorpos produzidos ndo reagiram com
nenhuma das campilobactérias isoladas, mas reagiram com o microorganismo intracelular
presente em tecidos de suinos e hamsters. Assim, foram desenvolvidos métodos imunolégicos
para a descoberta da bactéria que mais tarde passou a ser chamada de Lawsonia

intracellularis (McOrist et al., 1995).

A EPE foi primeiramente descrita por Duhamel e Wheeldon (1982), em um potro
arabe com seis meses de idade. O relato descreve brevemente, o historico de anorexia,
depressdo e diarréia. A avaliacao anatomopatoldgica revelou aumento da espessura da parede
do intestino delgado e hiperplasia de criptas intestinais. O achado mais importante foi a
presenca de um microorganismo curvo no citoplasma apical de enterdcitos. Quinze anos mais
tarde, Williams et al. (1996) usaram técnicas moleculares para identificar o agente causal de
EPE, a L. intracellularis. Finalmente, em 2003, Al-Ghamdi (2003) reproduziu a doenga em
potros utilizando inoculagdo experimental com culturas puras de L. intracellularis.
Recentemente, foi realizado um estudo no Brasil em que se relatou a presenca da L.

intracellularis em equinos (Guimaraes-Ladeira et al., 2009).
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2.2. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A doenca ja foi descrita em varias espécies animais, incluindo suino (McOrist e
Gebhart, 2006), hamster (Frisk e Wagner, 1977), veado (Drolet et al., 1996), cdo (Collins et
al., 1983), raposa (Eriksen et al., 1990), cobaio (Elwell et al., 1981), rato (Vandenberghe et al.,
1985), furdo (Fox e Lawson, 1988), macaco rhesus (Klein et al., 1999), coelho (Moon et al.,
1974), emu (Lemarchand et al., 1997), avestruz (Cooper et al., 1997) e o equino (Williams et
al., 1996).

Em suinos, esta enfermidade tem distribuicdo mundial, sendo uma doenga importante
economicamente, causadora de diarréia, diminuigdo da taxa de crescimento e alta mortalidade
(Lawson e Gebhart, 2000). Em equinos, ja foi relatada algumas vezes nas Américas (Williams
et al., 1996; Frank et al., 1998; Brees et al., 1999; Lavoie et al., 2000; Bihr, 2003; Dauvillier
et al., 2006; Sampieri et al., 2006; Kimberly et al., 2007; Frazer, 2008; Guimaraes-Ladeira et
al., 2008), Europa (Sainty, 2002; Deprez et al., 2005; Wuersch et al., 2006; Allen et al., 2009;
van Ree et al., 2009), Australia (McClintock e Collins, 2004) e Japao (Shimizu et al., 2010).
Muito provavelmente, a EPE ¢ subestimada ou ndo diagnosticada, ndo sé pela dificuldade de
acesso aos exames, bem como, pelo desconhecimento da afec¢do por médicos veterinarios.
Al-Ghamdi (2003) ao analisar amostras de soro e fezes de potros encaminhados ao laboratorio
central de Diagnostico da Universidade de Minnesota, relatou uma positividade de 50,27%
(94/187) em amostras de soro e 32,14% (9/28) em amostras de fezes no teste de reacdo em

cadeia de polimerase (PCR).

A maioria dos relatos de EPE tem sido de casos individuais, com excecdo de dois
surtos em haras, um no Canada (Lavoie et al., 2000; Kimberly et al., 2007) e outro nos

Estados Unidos (Merlo et al., 2009).

2.3. ETIOPATOGENIA

A EP ¢ uma doenca entérica causada pela L. intracellularis. Esta bactéria ¢ intracelular

obrigatoria, flagelada, gram-negativa que se cora fracamente pela coloracdo de gram, ndo
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forma esporos e cresce in vitro somente no citoplasma de células em cultivos celulares

(Lawson e Gebhart, 2000).

A localizagdo das lesdes € caracteristica em cada espécie em que a doenga ocorre.
Como animais de um mesmo grupo, geralmente, sdo afetados por uma mesma forma da
doenca, as alteracdes clinicas podem ser bem diferentes entre os surtos (Lawson e Gebhart,

2000).

Em equinos, a maioria das lesdes estd localizada no intestino delgado e se caracteriza
pelo espessamento da mucosa intestinal, consequéncia da hiperplasia de enterdcitos infectados
pela bactéria (Duhamel e Wheeldon, 1982; Williams et al., 1996; Frank et al., 1998; Brees et
al., 1999).

Areas afetadas do intestino podem demonstrar edema sub-seroso com pouca
quantidade de material necrético na superficie da mucosa espessada. Em casos brandos, as
lesdes podem ser evidenciadas isoladamente e, com a evolucdo e severidade, estas se tornam

confluentes apresentando superficie nodular ou pregueada (Lawson e Gebhart, 2000).

Nas areas afetadas do intestino, as vilosidades sao perdidas e repostas por tecido
adenomatoso glandular. As criptas afetadas se tornam aumentadas e ramificadas, com perda
das células caliciformes e proliferagdo acentuada das células epiteliais, com células em mitose
aparentes. A ldmina propria apresenta uma populacdo mista de linfocitos, eosindfilos e

neutrofilos sem aparente infiltragdo para a mucosa e criptas (McOrist et al., 1993).

Para que ocorra a entrada da L. intracellularis nas células do hospedeiro, ¢ necessaria
sua adesdo aos receptores especificos dos enterdcitos, sendo um fator importante para
patogenos intracelulares obrigatorios. Os organismos parecem entrar nas células
individualmente, porém, ao entrarem, se localizam dentro de vacuolos, onde se multiplicam.
Ao se multiplicarem, os vacuolos se dividem e as bactérias se mantém no citoplasma. As
células infectadas se dividem e migram para o 4pice da vilosidade, tornando-o colonizado
pela L. intracellularis. A mitose das células infectadas € trés vezes maior quando comparada a
da mucosa normal. Esse efeito estimulante da bactéria na divisao celular nao persiste apos o
desenvolvimento da lesdo, apesar da presenca da bactéria. A persisténcia da L. intracellularis
¢ facilitada pela auséncia de inflamacdo significativa e resposta imune limitada, visto que a

localizagdo intracelular da bactéria a protege de respostas imunes (Smith e Lawson, 2001).
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O modo da infeccdo ainda é desconhecido, mas pressupde-se que ingestdo de agua ou
alimentos contaminados com fezes de animais domésticos ou selvagens seja a fonte primaria
(Pusterla et al.,, 2008ab). Assim, como no suino, alguns fatores podem predispor ao
desenvolvimento da doenga em potros, como o desmame, transporte, super-lotacao,
diminui¢do de anticorpos especificos, alteragdes na dieta e doengas concomitantes como o

parasitismo e pneumonia (Lavoie e Drolet, 2007).

2.4. SINAIS CLINICOS

Grande parte da literatura se refere a descrigdo de relatos de casos clinicos isolados,
com excegao de um levantamento realizado por Wilson e Gebhart (2008) e outro por Pusterla

e Gebhart (2009).

Wilson e Gebhart (2008) analisaram dados clinicos e laboratoriais de 116 casos
descritos. Em relagdo a sintomatologia clinica, os autores observaram a presenca de 82% de

perda de peso, 43% de diarréia ou fezes amolecidas e 13% de sinais de colica (Tab.1).

Tabela 1 - Sinais clinicos observados no estudo realizado por Wilson e Gebhart (2008).

SINAL CLINICO PORCENTAGEM CASOS
Perda de peso 82 43/51
Depressao e/ou letargia 76 44/58
Edema 63 73/116
Diarréia ou fezes amolecidas 43 507116
Apetite ruim ou anorexia 41 23/56
Desidratac¢ao 32 1857
Febre 16 17/104
Célica 13 15116

Em animais acometidos pela EPE, tanto a hipertermia (Frank et al., 1998; McClintock
e Collins, 2004; Atherton e Mckenzie III, 2006; Sampieri et al., 2006; Merlo et al., 2009;
Wong et al., 2009; Pusterla et al., 2010a) quanto a hipotermia (Sampieri et al., 2006; Wuersch
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et al., 2006; Kimberly et al., 2007) ja& foram relatadas. A sindrome da doenca inflamatoria
sistémica se caracteriza quando pelo menos duas de quatro alteracdes estdo presentes:
hipertemia ou hipotermia; taquicardia; taquipnéia e leucocitose ou leucopenia. A sepse ocorre
quando essas alteragdes sdo consequéncia de um processo infeccioso (Matos e Victorino,
2004). Nos episédios de hipertermia, mediadores inflamatérios atingem o centro
termorregulador do hipotdlamo, elevando o limiar térmico e desencadeando respostas
metabolicas de produgdo e conservagdo de calor (vasoconstrigdo periférica, tremores,
aumento do metabolismo basal). Quando a temperatura corporal ultrapassa esse novo limiar
sdo desencadeados mecanismos de dissipagcdo de calor (sudorese, vasodilatacdo periférica e

taquipnéia) que tendem a reduzi-la novamente (Voltarelli, 1994).

No momento do exame fisico muitos animais apresentam letargia ou depressao (Allen
et al., 2009; Wong et al., 2009; Pusterla et al., 2010a), condigdo corpérea ruim (Wuersch et
al., 2006; Kimberly et al., 2007; Wong et al., 2009) e historico ou a presenga de perda de peso
(Sampieri et al., 2006; Wong et al., 2009; Shimizu et al., 2010). Esta perda de peso pode ser
consequéncia da diarréia, ma-absorcao ou pela inapeténcia ou anorexia apresentadas (Wong et
al., 2009; Pusterla et al., 2010a; Shimizu et al., 2010), além do parasitismo gastrintestinal
concomitante. Os parasitas podem competir diretamente pelos nutrientes do limen intestinal e
a mé absor¢ao pode ser resultante de falta de integridade da mucosa, diminui¢ao no tamanho e
numero de vilosidades intestinais e diminui¢do das enzimas digestivas que se originam na
mucosa. A diarréia cronica resulta em inapeténcia ou anorexia, o que contribui diretamente
para a perda de peso. O tempo de transito intestinal mais rapido resulta em perdas aumentadas
de alimentos da dieta incompletamente digeridos. Se a ingestdo e absor¢do dos alimentos sdo
adequadas, deve-se suspeitar de doenga hepatica, pela utilizagao inadequada de aminoacidos e

acgucares resultando em inapeténcia e levando a perda de peso (Reed e Bayly, 2000).

O edema torécico ventral ou periférico foi relatado em alguns potros (Merlo et al.,
2009; Wong et al., 2009; Pusterla et al., 2010a). A alteragdao do equilibrio coloidosmotico leva
a perda de liquido dos capilares para o intersticio, principalmente pela diminuicdo da
concentragcdo de proteinas que regulam a pressdo plasmatica, levando ao acimulo excessivo

de liquido no intersticio e edema (Reed e Bayly, 2000).

Foram observadas alteracdes no exame clinico da cavidade oral, como a presenga de
mucosa congesta (Allen et al., 2009) e hiperémica (Kimberly et al., 2007; Merlo et al., 2009),

tempo de preenchimento capilar (TPC) ligeiramente aumentado (Allen et al., 2009; Merlo et
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al., 2009), podendo ser associados a taquicardia (Kimberly et al., 2007), visto que estes dois
ultimos sinais estdo relacionados com a perda aguda de sddio e fortemente associados a
hipovolemia, obtendo como consequéncia a taquicardia, a diminui¢cdo da pressao arterial, o

retardo no preenchimento da jugular e o aumento de TPC (Kaneko et al., 2008).

A desidratagdo foi descrita em alguns casos (Frank et al., 1998; Dauvillier et al., 2006;
Sampieri et al., 2006; Wuersch et al., 2006; Kimberly et al., 2007; Merlo et al., 2009; Wong et
al., 2009). Ela ocorre quando a perda de fluido corporal excede a ingestao (DiBartola, 2007).
Quando uma porg¢do substancial de dgua perdida ¢ consumida, a concentra¢do de sddio e a
osmolaridade caem e uma desidratagdo hipotonica e hipovolémica se desenvolve. Os sinais
clinicos da desidratacdo incluem a perda de peso, alteragdo do turgor da pele, retragao do
globo ocular, diminui¢do da umidade das mucosas, aumento do TPC, além do aumento sérico
de creatinina, proteina e do hematdcrito. Se o controle renal estd normal ha diminui¢do do
volume urindrio. As consequéncias clinicas da desidratagdo dependem mais do padrao de
perda de eletrélitos do que do déficit absoluto da dgua (Kaneko et al., 2008). Com a perda de
liquidos para o trato gastrintestinal, os animais podem parecer desidratados e ocorre azotemia

(Frazer, 2007).

Nos casos de EPE foram descritos sinais clinicos de alteragdes géstricas, ulceras (Bihr,
2003; Pusterla e Gebhart, 2009), presenca de Gasterophilus sp. (Dauvillier et al., 2006) e
bruxismo (Allen et al., 2009). A sintomatologia clinica tipicamente associada a tlcera gastrica
em potros inclui o bruxismo, dectbito dorsal, salivacdo, amamenta¢do interrompida e colica
(Reed e Bayly, 2000) e alteragdes gastrintestinais como o aumento de motilidade (Sampieri et
al., 2006), colica (Pusterla e Gebhart, 2009) e alteragdes na consisténcia fecal (Wong et al.,
2009; Shimizu et al., 2010; Pusterla et al., 2010a). Na diarréia, ha passagem de fezes
fluidificadas com frequéncia e/ou volume aumentados, causada por aumento da taxa de
transito intestinal, diminuicdo da absor¢do intestinal por causas inflamatorias, atrofia dos
vilos, linfomas, alteragdes nas células da mucosa ou aumento da secrecao intestinal de agua e

eletrolitos (Reed e Bayly, 2000).

A fraqueza generalizada (Kimberly et al., 2007; Merlo et al., 2009; Wong et al., 2009),
andar cambaleante (Wuersch et al., 2006) e decubito prolongado (Kimberly et al., 2007; Allen
et al., 2009; Merlo et al., 2009; Wong et al., 2009) foram relatados nos casos de EPE. Equinos

com fraqueza generalizada podem tropecar, cair ou entrar em colapso. A profundidade e
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duragdo da inconsciéncia podem variar, mas geralmente dura alguns minutos, por resultar de

trés fatores: anoxia, anemia ou isquemia (Reed e Bayly, 2000).

Nos casos de EPE, ha a presenga concomitante de doengas do trato respiratdrio
(Pusterla e Gebhart, 2009) como pneumonia (Dauvillier et al., 2006) e rodococose (Shimizu et
al., 2010), além de parasitas entéricos (Dauvillier et al., 2006; Pusterla e Gebhart, 2009;
Shimizu et al., 2010), o que pode levar a um aumento de eosindfilos na circulagao. Esta célula
tem capacidade de defender o organismo contra parasitas helminticos e participa, junto aos
basofilos e mastdcitos, na inflamagdo mediada por células, tendo capacidade de destruir
tecidos do proprio organismo. Assim, os eosinofilos sdo importantes na fungdo homeostatica e
imune, especialmente na imunidade de mucosa do trato gastrointestinal (Weiss e Wardrop,

2010).

Com o espessamento da mucosa entérica, pela proliferacdo das criptas, ¢ possivel
visualizar imagens de alcas abdominais com paredes espessadas por meio de exame
ultrassonografico da cavidade abdominal (Merlo et al., 2009; Wong et al., 2009; Pusterla et
al., 2010a).

2.5. ALTERACOES LABORATORIAIS

No levantamento realizado por Wilson e Gebhart (2008), em relagdo aos dados
laboratoriais, foi encontrada a presenga de dados controversos como leucopenia (4%) e
leucocitose (58%), sendo que em 100% dos casos havia a descricdo de hipoproteinemia

(Tab.2).

A hipoproteinemia ¢ uma alteracdo comumente descrita (McClintock e Collins, 2004;
Atherton e Mckenzie III, 2006; Dauvillier et al., 2006; Sampieri et al., 2006; Divers, 2008;
Allen et al., 2009; Merlo et al., 2009). A perda de proteina ocorre pela proliferacao das células
da cripta e inflamagao da lamina prdpria na por¢ado distal do intestino delgado (Divers, 2008).
Outras causas potenciais incluem fatores hepaticos, renais e entéricos (Bihr, 2003). As
proteinas estdo envolvidas na nutricdo, manutencdo da pressdo osmotica, tamponamento,
transporte de ions e moléculas pequenas, homeostasia e resisténcia a infec¢ao (Jain, 1986). A

proteina total no corpo representa um equilibrio entre o anabolismo e o catabolismo. A
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concentragdo plasmadtica das proteinas reflete um equilibrio entre a filtragdo para tecidos,
pelos capilares, e o retorno dos tecidos, pela linfa. Este equilibrio depende da pressao
coloidosmotica e da dinamica da circulagdo. A tendéncia do sangue em atrair fluidos dos
tecidos, por causa da pressdo oncética coloidal e a pressao hidrostatica, contraria a do sangue,
tende a forgar o fluido para o espago tissular (Jain,1986, 1993). A alteragdo na concentragdo
das proteinas se deve ao aumento ou diminuicdo das fragdes de albumina eou globulina.
Porém, essas alteracdes nas fragdes nem sempre provocam oscilagdo na concentragdo das
proteinas. Assim, a interpretagdo dessas alteragdes deve contemplar a associagdo da avaliagao

das fracdes de albumina e globulina, além da concentragao de proteina total (Thrall, 2007).

Tabela 2 - Alteragdes laboratorias observadas no levantamento realizado por Wilson e Gebhart (2008).

Hlpoalbummemla

Hipoproteinemia 82 8Y108
Espessamento de mucosa (US) 62 1829
Leucocitose 58 5798
Hiperfibrinogenemia 38 2873
Anemia 20 945
Leucopenia 4 498

O fracionamento das proteinas ocorre pelo eletroforetograma com densitometria para
determinar a propor¢do das proteinas encontradas nas fragdes em conjunto com a
concentragdo total de proteinas. O perfil eletroforético de um equino higido consiste de seis
fracdes incluindo a albumina, o,-globulina, a,-globulina, B;-globulina, B,-globulina e y-

globulina (Kaneko et al., 2008).

A hipoalbuminemia ¢ descrita na maioria dos casos de EPE (Frank et al., 1998;
McClintock e Collins, 2004; Atherton e Mckenzie III, 2006; Dauvillier et al., 2006; Sampieri
et al., 2006; Divers, 2008; Frazer, 2008; Allen et al., 2009; Merlo et al., 2009; Pusterla et al.,
2010a). A albumina ¢ a proteina mais abundante das proteinas plasmaticas, constituindo cerca
de 35 a 50% da proteina sérica em diferentes animais. Por ser uma molécula grande,
normalmente ¢ retida pelos capilares e a primeira a ser perdida. Atua na regulacdo e
manutencdo da pressdo oncdtica do sangue, no transporte de acidos graxos livres, acidos

biliares, bilirrubina, porfirinas, cetoesterdides, alguns farmacos como as penicilinas,
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barbitaricos, histamina, cations e de elementos como o calcio, cobre e zinco. A albumina ¢
produzida no figado e catabolizada em diversos tecidos. Sua sintese ¢ influenciada pelo estado
nutricional, equilibrio hormonal, condi¢ao geral do figado, estresse e pela concentracao
extracelular (Jain, 1986, 1993). Pode haver diminui¢ao da producao de albumina em casos de
insuficiéncia hepatica, inani¢do, parasitismo gastrintestinal, ma absor¢do intestinal,
insuficiéncia pancreatica exdcrina e maior perda em casos de doenga glomerular (Thrall,

2007).

A hipoglobulinemia foi descrita apenas por Frank et al. (1998) e Allen et al. (2009).
Contudo, foi relatada a hiperglobulinemia levando a normoproteinemia (Sampieri et al.,
2006). A ocorréncia simultanea de hipoalbuminemia e hipoglobulinemia pode se dever a
hiperhidratacao, seja por fluidoterapia em excesso ou ingestdo de grande volume de agua. A
perda proporcional de albumina e globulina pode ocorrer nos casos de hemorragia, derrame,
dermatite exudativa, queimaduras graves e enteropatia com perda de proteina. Esta tltima,
ocorre em varias lesoes intestinais, inclusive com infiltragdo de células inflamatorias na
lamina propria e submucosa e obstrucao da drenagem linfatica, com dilatagdo de vasos
linfaticos. Assim, as fragcdes que extravasam da parede para o lumen intestinal s3o digeridas

ou excretadas (Thrall, 2007).

A elevagdo da concentragdo de fibrinogénio plasmatico foi relatada em animais
acometidos pela EPE (Frank et al., 1998; Atherton e Mckenzie III, 2006; Dauvillier et al.,
2006; Sampieri et al., 2006; Divers, 2008; Allen et al., 2009; Pusterla e Gebhart, 2009). O
fibrinogénio ¢ uma proteina de fase aguda, na maioria das espécies, aumentando em
condigdes inflamatdrias, supurativas, traumadticas e neoplésicas. A sintese aumentada pelos
hepatocitos ocorre por estimulo de mediadores inflamatorios como a interleucina 1 e 6 e fator
de necrose tumoral, que induzem a ativacdo do sistema fagocitico monocitario. Assim, a
hiperfibrinogenemia ¢ o melhor indicador de doenga inflamatoéria que a neutrofilia, em

bovinos e equinos (Jain,1986, 1993).

Em resposta a infeccdo ou lesdo, as proteinas de fase aguda sdo rapidamente lancadas
na circulagdo e sua concentragdo esta diretamente correlacionada a severidade da condicao
causal. Porém, se a inflamagdo ndo ¢ detectada ou nao ¢ demonstrada por meio de sinais
clinicos, pode resultar em infec¢des subclinicas que tem como consequéncia a diminui¢cdo do

crescimento ou do desempenho (Crisman et al., 2008).
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Dentre as alteragdes do eritrograma, foram descritas a presenga de policitemia
(Dauvillier et al., 2006) e anemia (Wong et al., 2009). Muitas infec¢des bacterianas e virais
podem causar anemia, direta e indiretamente. A maioria delas sdo consequéncias da reagao
inflamatoria. Os agentes infecciosos, seus produtos ou a resposta especifica do animal ao
agente pode causar a anemia via trés processos: hemacias lesadas levando a hemolise intra ou
extravascular; danos aos precursores eritroides causando hipoplasia eritroide; ou danos as
cé¢lulas hematopoiéticas ou estromicas, causando hipoplasia medular total. A policitemia ou
eritrocitose refere-se ao aumento no nimero de hemadcias, concentracdo de hemoglobina,
hematdcrito ou volume globular médio (VGM) e se desenvolve devido a diminuicdo do
volume plasmatico ou perda de fluidos (desidratacdo associada a émese, diarréia ou politria
sem a ingestdo de agua adequada). Em equinos e caninos, a policitemia pode ocorrer por
contragdo esplénica associada a excitagao ou ansiedade, ja que as catecolaminas promovem a

liberacao das células armazenadas no baco (Weiss e Wardrop, 2010).

Em relacdo ao leucograma, foi relatada a presenca tanto de leucocitose (Frank et al.,
1998; Bihr, 2003; McClintock e Collins, 2004; Atherton e McKenzie III, 2006; Sampieri et
al., 2006; Dauvillier et al., 2006; Divers, 2008; Allen et al., 2009; Wong et al., 2009) quanto
de leucopenia (Dauvillier et al., 2006; Pusterla 2010a), presenca de neutropenia (Pusterla et
al., 2010a) ou neutrofilia (McClintock e Collins, 2004; Dauvillier et al., 2006; Divers, 2008;
Wong et al., 2009). O aumento do nimero de bastonetes e presenca de alteragdes toxicas nos
neutrofilos foram descritas (Frank et al., 1998; Bihr, 2003). Os neutréfilos contribuem com a
primeira linha de defesa contra bactérias, fungos, protozodrios e alguns virus, auxiliam no
trauma tecidual ou na liberagdo de sinais inflamatorios. A presenca de numerosos receptores
de membrana e sinalizacdo celular subseqliente, com os constituintes citoplasmaticos
especificos dentro dos granulos (Weiss e Wardrop, 2010). A denominag¢dao dos neutrofilos
depende de sua fase de maturagdo. Mieldcitos € metamieldcitos sdo estagios prematuros que,
em equinos, raramente se encontram na circulacdo. Bastonetes sdo a forma imatura
antecedente aos segmentados. Os bastonetes ndo possuem segmentagdo, porém, possuem
quase todas as caracteristicas dos segmentados. Os neutréfilos segmentados representam o
estagio final de maturacao dessa linhagem de células, com o aumento da contragdo nuclear, os
segmentos sao conectados por finas pontes de cromatina. Seu citoplasma possui granulos, que
dependendo da coloragdo, podem se tornar rosa ou violeta claros. O numero de segmentos
aumenta com a idade da célula, sendo que a maioria deve possuir entre dois a trés segmentos.

Acima de quatro segmentos, ou hipersegmentacdo, significa que a célula estd ha bastante
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tempo na circulagdo e pode ocorrer por deficiéncia de 4cido folico e vitamina B12, além de

infec¢do cronica ou corticoterapia (Theml et al., 2004).

As alteragdes inflamatorias no leucograma t€m diferentes aspectos, dependendo da
gravidade e duragdo da infec¢do, da lesdo ou da condi¢do que causou a reagdo. Um desvio a
esquerda ¢ uma caracteristica de inflamagdo, com aumento de neutrofilos bastonetes. Se essa
populagdo for maior que a populagdo madura de neutréfilos, hda um desvio a esquerda
degenerativo, pois neutrofilos imaturos e neutrofilos com alteragdes toxicas t€ém diminuicao
da sua funcdo. As alteracdes toxicas sdo causadas pela aceleracdo da produgdo e maturagio
durante o desenvolvimento na medula o6ssea, influenciadas por inimeros mediadores
inflamatorios, citocinas e produtos de agentes infecciosos. A leucocitose normalmente ¢
acompanhada por neutrofilia; quando a medula éssea estd repleta, pelo aumento da
granulopoiese, as células sdo liberadas na circulacio e a produgdo € maior que o gasto (Weiss

e Wardrop, 2010).

A leucopenia ¢ um achado significativo e, normalmente, vem acompanhada pela
neutropenia. A neutropenia pode predispor o paciente a infecgdes e ser resultante de trés
fatores: producdo insuficiente; redistribui¢do do “pool” circulante para o marginal apods
exposicdo as endotoxinas, estas levam a um aumento da adesdo dos neutrofilos as células
endoteliais, e, assim que cessa a exposicao as endotoxinas ha um rebote neutrofilico; em
terceiro lugar, gasto maior que a capacidade de producdo da medula éssea (Weiss ¢ Wardrop,

2010).

A linfocitose foi relatada em trés casos de EPE, descritos por Frank et al. (1998),
Dauvillier et al. (2006) ¢ Wong et al. (2009). Quando células imaturas s3o liberadas na
circulagdo, possuem nucleo pequeno, com formato oval ou arredondado, com cromatina densa
e ndo podem ser diferenciados morfologicamente em células T ou B, que apenas se
transformam devido a um estimulo imunolégico especifico (Theml et al., 2004). A linfocitose

pode ocorrer apds a exposicao antigénica (Weiss e Wardrop, 2010).

Nos casos de EPE, foram relatadas alteracdes na bioquimica sérica e equilibrio
hidroeletrolitico, levando a acidose metabolica (Bihr, 2003), azotemia (Frank et al., 1998;
Bihr, 2003; Sampieri et al., 2006; Wong et al., 2009), aumento da uréia (Allen et al., 2009;
Wong et al., 2009), da creatinina (Frank et al., 1998; Sampieri et al., 2006; Wong et al., 2009),

da creatina quinase (CK) (Sampieri et al., 2006; Divers, 2008), da aspartato aminotransferase
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(AST) (Divers, 2008) e do fosfato (Bihr, 2003) e diminui¢do das concentragdes séricas de
cloro (Sampieri et al., 2006; Dauvillier et al., 2006; Divers, 2008; Wong et al., 2009),
bicarbonato (Sampieri et al., 2006), sodio (Dauvillier et al., 2006; Sampieri et al., 2006;
Divers, 2008; Wong et al., 2009), potassio (Bihr, 2003), magnésio (Bihr, 2003; Wong et al.,
2009) e calcio (Sampieri et al., 2006; Divers, 2008). A hipocalcemia ocorre como

consequéncia da hipoalbuminemia, por ser seu principal carreador na circulacdo (Divers,

2008).

As anormalidades de hidroeletroliticas sanguineas associadas a diarréia incluem
deplecdao de volume, hiponatremia ou hipernatremia, hipocalemia e acidose metabdlica pela
perda de bicarbonato. Na hipocalemia, os animais podem demonstrar fraqueza muscular,
poliuria, polidipsia e diminui¢do da capacidade de concentrar a urina. Na enteropatia por
perda de proteinas, sdo observadas também a hipocalcemia e hipomagnesemia. A agua
presente nas fezes contém concentracdo de potassio maior do que a de s6édio e o aumento da
concentragdo de potassio nas fezes pode resultar em diarréia grave e prostracao. A perda
gastrintestinal € quase sempre de natureza hipotonica. A deple¢ao de volume reduz a taxa de
filtracdo glomerular e exacerba a reabsor¢do isosmotica de sodio e agua nos tabulos
proximais, diminui a liberacdo de fluido tubular aos locais de dilui¢do distal e estimula a
liberagdo de vasopressina, prejudicando a excre¢do de agua, além da ingestdo de 4gua apenas
diluir o fluido intravascular (DiBartola, 2007). Os animais afetados podem apresentar acidose
metabdlica, devido a perda de bicarbonato pelo trato gastrintestinal. A azotemia aparece
devido as perdas de liquido pelo trato gastrintestinal, sendo necessario o acompanhamento

pela uréia e creatinina séricas (Frazer, 2007).

Na enzimologia, a atividade da alanino aminotransferase (ALT) ¢ encontrada em
diversos 6rgdos. Em cdes e gatos, sua atividade aumentada estd relacionada com lesdo
hepatica, porém, o mesmo ndo ocorre em equinos ¢ ruminantes. O aumento da atividade da
ALT ocorre devido a diferentes desordens, como a hipdxia secundaria a anemia, doengas
metabolicas como a lipidose, desordens nutricionais como a intoxicagdo por cobre, doengas
inflamatorias ou infecciosas e lesdo traumatica ao figado. A atividade da aspartato
aminotransferase (AST) € relativamente alta no figado, musculo cardiaco e esquelético e ndo
se pode distinguir a lesdo entre os dois tecidos quando ela se encontra aumentada. A atividade
da AST também ¢ alta no rim, coragdo, musculos, pancreas e eritrocitos. Para marcador de

lesdao hepatica, a AST ¢ menos especifica que a ALT. A gama glutamil transpeptidase (GGT)
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se encontra em maior concentracao tecidual no rim, pancreas, intestino e glandulas mamarias
de cdes e ruminantes. Menor atividade ¢ encontrada no figado, baco, pulmdes e vesiculas
seminais. Equinos e ruminantes apresentam maior atividade hepatica da enzima, sendo um
indicador de colestase ou doenga hepatica. A GGT demonstrou ter sensibilidade para detecgdo
de lesdo hepatica secundaria a enterite proximal em equinos. A fosfatase alcalina (FA) tem
maior atividade nas células do figado, ossos, rim, mucosa intestinal e placenta. Entretanto, a
fragdo intestinal ndo ¢ encontrada no soro e o figado, que tem uma atividade de FA
relativamente baixa, contribui com mais da metade da atividade sérica. A maior concentracao
de atividade de CK ocorre no musculo esquelético, seguido pelo musculo cardiaco, diafragma,
musculo liso e cérebro. Sua avaliacdo ¢ utilizada principalmente na lesdo muscular associada
ao trauma, miopatia nutricional, lesdo muscular induzida pelo exercicio ou miopatias
congénitas. Em grandes animais, o aumento de atividade de CK também pode ser causado por
decubito prolongado ou pressdo necrotica no musculo. Na doenga muscular, a AST e CK
devem estar aumentadas. No trauma agudo, hd o aumento de CK anterior ao de AST e sua
diminui¢do ocorre antes da queda de AST. A uréia e creatinina s3o duas moléculas utilizadas
como marcadores da fungdo renal. A creatinina ¢ produzida através da degradacdo da creatina
e da creatina-fosfato, formas de armazenamento de energia principalmente presentes nos
musculos esqueléticos. E filtrada pelos glomérulos e secretada pelos tabulos renais, podendo
ser rapidamente eliminada do plasma pela a urina. A uréia ¢ sintetizada no figado, a partir do
bicarbonato e amonia, sendo a principal forma de excre¢do do nitrogénio. E filtrada pelos
glomérulos e reabsorvida do tibulo coletor, sendo sua reabsor¢ao maior quando o fluxo de
urina no tubulo esta reduzido. Outra fonte importante da uréia é o catabolismo de aminoacidos
que irdo formar as proteinas, principal fonte de amoénia para a sintese de uréia (Kaneko et al.,

2008).

2.6. DIAGNOSTICO

O diagnostico da EP pode ser realizado através da associagdo de sinais clinicos e de
trés técnicas: a imunoistoquimica em fragmentos de intestino suspeitos coletados na necropsia

(Guedes e Gebhart, 2003a), moleculares, através da PCR de amostras fecais (Jones et al.,
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1993) e sorologicas (Guedes et al., 2002a; Al-Ghamdi, 2003). Estas trés técnicas foram
testadas e validadas em potros por Al-Ghamdi (2003).

Para a técnica de imunoistoquimica, realizada como diagnostico post mortem, existem
anticorpos monoclonais e policlonais especificos para L. intracellularis (Guedes e Gebhart,
2003a), sendo um teste de alta sensibilidade, cerca de 98% (Guedes et al., 2002b). Wuersch et
al. (2006) relatam ser a imunoistoquimica o teste de maior sensibilidade, quando comparado a
outras técnicas. Segundo Guedes et al. (2002b), este método ¢ mais sensivel que a coloracao

histologica de hematoxilina-eosina, pela coloracdo da prata e a PCR de amostras fecais.

A PCR de amostras fecais ¢ um teste qualitativo para determinar se ha disseminagao
da bactéria para o ambiente. E sensivel e especifico quando realizado em mucosa intestinal
infectada, entretanto, ao ser realizado em fezes esta técnica perde sensibilidade, podendo
ocorrer resultados falso-negativos (Knittel et al., 1998; Jacobson et al., 2004), sendo reportada
para deteccao da eliminagdo da bactéria nas fezes de potros enfermos (Lavoie et al., 2000).
Pusterla et al. (2010b) descreveram a utilizacdo da PCR quantitativa para avaliar a
dissemina¢do da L. intracellularis pelas fezes, detectando maior eliminagdao de bactérias nas
fezes de um potro que apresentou sinais clinicos mais pronunciados em relagdo a outros do

mesmo grupo.

No estudo realizado por Pusterla et al. (2010a), foi demonstrado que o swab retal de
potros infectados pode ser utilizado quando ha diminui¢do ou auséncia de fezes. A taxa de
detec¢do por PCR de 76% e 79% para os swabs retais e fezes, respectivamente, aumentou

para 90% quando foram associadas as duas formas de coleta.

Jacobson et al. (2004) testaram diferentes métodos para detec¢do da L. intracellularis
e indicaram que a forma mais eficaz de deteccao da bactéria ¢ por meio de PCR das amostras
de fezes ou tecidos, apesar da técnica de ‘“nested” PCR demonstrar melhores resultados.
Porém, a “nested” PCR ndo ¢ um exame adequado para ser realizado na rotina clinica. Os
autores afirmaram que amostras preparadas para PCR, por meio de kit comercial, que inativa

as substancias inibitorias, seria o mais preferivel.

A sorologia tem sido realizada como uma ferramenta de diagnostico barata e facil para
se obter o estado da doencga e a epidemiologia de diferentes agentes infecciosos no sistema de
producdo de suinos. A titulagdo de anticorpos em amostras de soro pode ser realizada por

diferentes técnicas, tais como o ensaio imunoenzimatico (ELISA) com boa sensibilidade e
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especificidade ¢ uma possibilidade de diagnoéstico alternativo da EP em suinos (Boesen et al.,
2005; Wanttanaphansak et al., 2008), ja tendo sido desenvolvido um ensaio imunoenzimatico
com bloqueio monoclonal (blocking-ELISA) validado por Jacobson et al. (2011). Porém, as
técnicas mais utilizadas s3o a imunofluorescéncia indireta (IFAT) (Lavoie et al., 2000), com
91% de sensibilidade e 97% de especificidade (Knittel et al., 1998), imunoperoxidase em
lamina de vidro (IPX) e imunoperoxidase em monocamada de células (IPMA) (Guedes et al.,
2002ab; Al-Ghamdi, 2003; Atherton e McKenzie III, 2006; Kimberly et al., 2007). Em
suinos, os testes sorologicos de IPMA apresentam sensibilidade alta, cerca de 90% e
especificidade de 100% nas dilui¢des a partir de 1:30 e ndo fazem reagdo cruzada com outras
espécies de bactérias (Guedes et al., 2002b). Ao ser comparada a IFAT, a IPMA demonstrou
ter a mesma sensibilidade e custo, porém ¢ um teste que pode ser mantido por mais tempo,
com armazenamento dos tampdes por longos periodos a -20°C e necessita, somente, de um
microscopio de luz invertida para sua leitura (Guedes et al., 2002c), sendo considerada o

padrao ouro para o diagnostico antemortem da EPE quando associada a PCR das fezes.

2.7. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Varios sdo os agentes etiologicos envolvidos em processos de diarréias em potros e
todos devem ser levados em consideracdo no diagndstico diferencial, incluindo as doencas
parasitarias (Strongylus spp., Strongyloides westeri), bacterianas (Salmonella spp.,
Clostridium spp., Rhodococcus equi, Mycobacterium spp., Neorickettsia risticii, Escherichia
coli, Anaplasma phagocitophilum), virais (rotavirus, coronavirus, adenovirus e parvovirus),
protozoarias (Criptosporidium spp., Giardia) (Bihr, 2003) e outros agentes que resultem em
enterocolites ou enterites (Frank et al., 1998; Brees et al., 1999; Lavoie et al., 2000; Bihr,
2003).

A realizagao do diagnostico diferencial para doencas renais, hepaticas e entéricas, deve

incluir a bioquimica de sangue (Bihr, 2003).

O diagnostico das infecgdes parasitarias e protozoarias pode ser realizado por exame
de flutuagdo fecal ou através do exame direto das fezes para visualizagdo. Na infeccao

protozoaria do intestino, pode haver invasao intracelular dos enterdcitos, resultando em morte
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celular, perda das vilosidades, ma digestdo e ma absor¢do, estimulo a secre¢do entérica e
contribuicdo nas alteracdes da consisténcia fecal. Nos casos de estrongilose, o animal
apresenta depressdo, colica moderada a grave e febre, sendo a diarréia menos frequente.
Alteracdes hematoldgicas incluem leucocitose neutrofilica e eosinofilia, com

hiperfibrinogenemia e aumento das o e f-globulinas e de IgG (Reed e Bayly, 2000).

Nas infecgdes virais do intestino, ocorre a invasao das células epiteliais que revestem
as vilosidades, causando ma digestao, pela perda de enzimas por secre¢do, € ma absorcao pela
perda da superficie absortiva. Isto ocasiona um aumento de particulas osmdticas no limen, o
que resultara no influxo de liquido e eletrélitos para dentro do limen intestinal, com piora do
quadro clinico pela adi¢do de um componente secretor. As diarréias causadas por rotavirus
sdo mais frequentes em potros mais velhos, quando comparada a diarréia do cio do potro, que
ocorre em potros entre quatro a 15 dias de idade. O rotavirus acomete potros entre uma a

quatro semanas de vida, na forma de diarréia aquosa, abundante (Reed e Bayly, 2000).

Nas infecgdes bacterianas, o diagnostico pode ser realizado por meio do isolamento ou
cultivo, métodos soroldgicos ou moleculares. Na anaplasmose, ocorre invasdo da mucosa
gastrointestinal, com ruptura das vilosidades colonicas. Os animais infectados apresentam
anorexia, depressdo e febre, diminuicdo da motilidade do trato gastrointestinal e diarréia
profusa. Alteracdes hematoldgicas refletem a endotoxemia, desidratacdo e sepse, assim como
descrito para a salmonelose. Na salmonelose, os primeiros sinais sdo febre e anorexia,
podendo apresentar colica, mucosa oral palida e com halo cianético, e, em casos graves, pode-
se observar fraqueza, fasciculagdes musculares, extremidades frias e outros sinais de
hipertermia e choque. Desidratagdo leve pode ser observada antes do aparecimento da
diarréia, que varia de aquosa a liquida, com odor fétido. As alteragdes hematologicas iniciais
incluem leucopenia com neutropenia e linfopenia moderadas a graves, desvio a esquerda e
alteracdes toxicas dos neutrdfilos. Pode haver trombocitopenia, hemoconcentragio moderada
a grave e hiperfibrinogenemia. A bioquimica sérica apresenta alteracdes, tais como: azotemia,
aumento da atividade da GGT diminui¢ao das proteinas plasmaticas, com hipoalbuminemia e
hipoglobulinemia moderadas a graves, hiponatremia, hipocalemia, hipocloremia,

hipocalcemia e acidose metabolica (Reed e Bayly, 2000).

Nas clostridioses, os animais podem apresentar febre, anorexia e depressao, com sinais

agudos de colica e diarreia grave desidratante, que normalmente ¢ escura e de odor fétido. As
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alteracdes hematologicas e bioquimicas se assemelham as das salmoneloses (Reed e Bayly,

2000).

Na rodococose, potros entre trés semanas a seis meses de idade sdo os mais
acometidos. A manifestacdo mais comum ¢ a broncopneumonia com abscessos. Os sinais
clinicos mais frequentes sdo taquipnéia, tosse e secrecdo nasal mucoide a mucopurulenta e
mucosa. Quando ha envolvimento intestinal, os principais sinais clinicos manifestados sao
colica e diarréia. As principais alteragdes laboratoriais sao leucocitose neutrofilica com ou

sem monocitose, hiperfibrinogenemia e trombocitose (Hines, 2007).

A micobacteriose € rara em equinos, ¢ quando ocorre, ¢ diagnosticada apenas quando
a doenga ja esté instalada. Ocorre em animais com mais de um ano de idade, com histérico de
curso da doenca variando entre dois meses a um ano. Os sinais clinicos sdo inespecificos,
como depressdo, febre intermitente e perda de peso. Muitos animais apresentam uma discreta
neutrofilia e, poucos, anemia. Uma das mais consistentes apresentagdes da doenca ¢ a de
diarréia cronica, com envolvimento de intestino delgado, ceco ou colon. Muitos desses
equinos tém hipoalbuminemia, devido a ma-absorc¢ao e perdas de proteinas por enteropatia,

resultando em ascite, efusdo pleural e edema (Oaks, 2007).

2.8. TRATAMENTO

Para o tratamento da enteropatia proliferativa, os objetivos sdo eliminar a bactéria e

fornecer medidas de suporte (Frazer, 2007).

2.8.1.Medidas de Suporte

Medidas de suporte consistem em fluidos intravenosos para corrigir desidratacdo,
desequilibrios eletroliticos e azotemia (Frazer, 2007). A corre¢cdo do desequilibrio hidro-
eletrolitico inclui a administracdo de fluidos polidnicos (Frank et al.,, 1998; Bihr, 2003;
Dauvillier et al., 2006; Sampieri et al., 2006; Wuersch et al., 2006; Kimberly et al., 2007;
Divers, 2008; Merlo et al., 2009; Wong et al., 2009; Page et al., 2011a), gluconato de calcio
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(Sampieri et al., 2006; Merlo et al., 2009), cloreto de potassio, bicarbonato de sddio e sulfato

de magnésio (Sampieri et al., 2006).

A solugdo para nutricdo parenteral ou a administracdo de dextrose foi realizada por
Atherton e McKenzie IIT (2006) ¢ Wong et al. (2009). Se o animal estd debilitado e em
anorexia, a administragdo de dextrose ou de alimentacdo parenteral pode ser utilizada (Frazer,

2007).

A utilizagdo da transfusdo de plasma (Frank et al., 1998; Bihr, 2003; Atherton e
McKenzie III, 2006; Dauvillier et al., 2006; Sampieri et al., 2006; Wuersch et al., 2006;
Kimberly et al., 2007; Divers, 2008; Frazer, 2008; Merlo et al., 2009; Wong et al., 2009; Page
et al.,, 2011a) e de coldides sintéticos como o hetastarch (Atherton e McKenzie 11, 2006;
Sampieri et al., 2006; Divers, 2008; Frazer, 2008; Allen et al., 2009; Merlo et al., 2009; Page
et al., 2011a) foram descritos. A administracdo de solugdes coloidais ¢ importante pela perda
profunda de albumina. A transfusao de plasma pode ser util para estabilizar a pressdo oncotica

assim como a utilizacao de coldides sintéticos (Frazer, 2007).

Se necessario, podem ser utilizados o plasma hiperimune (Kimberly et al., 2007; Allen
et al., 2009) e solugdo salina hipertdnica (Kimberly et al., 2007). O plasma hiperimune ¢
utilizado para reduzir os efeitos das endotoxinas (Moyer et al., 2008), fornecendo anticorpos e
repondo proteinas plasmaticas. A dose recomendada ¢ de 1,5ml/ kg, intravenosa (IV), diluido
em solu¢do salina isotonica ou em solugdo Ringer Lactato (1:10 a 1:20), administrado em
uma a duas horas, com finalidade de reducdo das reagdes de hiper-sensibilidade

imunomediadas (Robinson, 2003).

Sampieri et al. (2006) descreveram a utilizacdo de antiinflamatdrios ndo esteroidais,
principalmente a flunixina meglumine (0,25-1,1mgkg -BID-QID, por via IV) (Frank et al.,
1998; Atherton e McKenzie 11, 2006; Dauvillier et al., 2006; Wuersch et al., 2006; Kimberly
et al., 2007; Page et al., 2011a), assim como a utilizacdo de corticosterdides, como a
dexametasona (0,1-0,5mgkg, SID, por via IV) (Frank et al., 1998; Bihr, 2003; Atherton e
McKenzie 111, 2006) ou prednisolona (0,5-1,0mgkg, SID-BID,PO) (Frank et al., 1998; Bihr,
2003; Atherton e McKenzie III, 2006; Wuersch et al., 2006; Kimberly et al., 2007). J& Frazer
(2007) nao recomenda a utilizagdo de corticoesterdides por falta de componentes

inflamatorios no exame histopatoldgico.
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Animais com exames coproparasitologicos positivos para ovos de vermes foram
medicados com ivermectina (0,2mgkg, PO - Bihr, 2003; Merlo et al., 2009) ou febendazole
(50mgkg, PO - McClintock e Collins, 2004; Atherton e McKenzie 111, 2006).

Para prevengdo ou tratamento de Ulceras gastricas, foram utilizados gastroprotetores
como antagonistas do receptor H, (Sampieri et al., 2006), omeprazol (2-4mgkg, SID, PO;
Atherton e McKenzie III, 2006), ranitidina (6,6mgkg, TID, PO; Kimberly et al., 2007; Merlo
et al., 2009), cimetidina (4,4-18mgkg, TID-QID, PO; Frank et al., 1998; Bihr 2003;
Dauvillier et al., 2006) e sucralfato (2mgkg, TID, PO; Bihr, 2003).

2.8.2. Terapéutica

A eliminacdo da bactéria necessita de um antibidtico com boa penetracdo celular.
Apesar da penicilina e ampicilina proverem adequada concentragdo intracelular, o espectro
para bactérias gram-positivas faz com essas drogas sejam menos eficazes que um antibiodtico

com um maior espectro para gram-negativas (Frazer, 2007).

2.8.2.1. Macrolideos

Os macrolideos impedem a sintese protéica bacteriana, sdo antibidticos
bacteriostaticos. Sdo drogas com espectro de acdo intermedidrio, ativos contra bactérias gram-
positivas e possuem boa atividade contra bactérias anaerobias. Sao moléculas bastante
lipossoluveis e atravessam as barreiras celulares com facilidade. Sdo bem absorvidos quando

administrados por via oral (Spinosa et al., 2006).

Nesse grupo, foi descrita a utilizagdo de eritromicina (25-37,5mgkg, BID-TID, PO;
Bihr, 2003; McClintock e Collins, 2004; Dauvillier et al., 2006; Kimberly et al., 2007; Allen
et al., 2009), claritromicina (7,5mgkg, BID, PO; Atherton e McKenzie III, 2006; Frazer,
2007, 2008; Page et al., 2011a) e azitromicina (10 mgkg, SID, PO; Atherton e McKenzie III,
2006).
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A administracdo de eritromicina em potros deve ser realizada com cautela risco de

induzirem a colite e diarréia secundaria (Papich, 2003).

2.8.2.2. Tetraciclinas

As tetraciclinas inibem a sintese protéica dos microorganismos sensiveis, ligando-se
aos ribossomas, impedindo sua ligagdo com o RNA-transportador. Tém largo espectro de
acdo, atuando em bactérias gram-positivas e gram-negativas, clamidias, riquétsias e até sobre
alguns protozodrios. As tetraciclinas podem ser administradas tanto por via oral quanto por
via parenteral. A injecdo intramuscular provoca dor local. A presenca de alimentos no trato
digestivo pode prejudicar a absor¢ao das tetraciclinas administradas por via oral com excegao
da doxiciclina. As tetraciclinas formam quelatos insoluveis com o calcio, magnésio, zinco,
ferro e aluminio. A presenca de leite e derivados, preparagdes vitaminicas, antidcidos e
catarticos podem diminuir a absor¢ao desse grupo de farmacos. As concentragcdes plasmaticas
sdo alcangadasa cerca de uma a trés horas apds a administracdo oral. A excre¢do ocorre por

filtragdo pelos glomérulos renais (Spinosa et al., 20006).

A utilizagdo de tetracilinas ¢ eficaz com baixa incidéncia de efeitos colaterais e mais
barato quando comparado a terapia com macrolideos (Sampieri et al., 2006). A utilizacao de
oxitetraciclina (6,6-18 mgkg, SID-BID, IV ou infusdo; Sampieri et al., 2006; Frazer, 2007,
Divers, 2008; Merlo et al., 2009; Wong et al., 2009; Page et al., 2011a) deve ser realizada
com cuidado, pois pode ser nefrotoxica. A func¢ao renal deve ser monitorada, ja que a droga se
liga a albumina, que esta normalmente baixa em animais com EP, fazendo com que se tenha
altas concentragoes circulantes da droga, aumentando sua nefrotoxicidade. Sua administracdao
deve ser por meio de infusdo lenta para evitar quelar calcio e causar complicacdes
cardiovasculares (Frazer, 2007). Uma alternativa ¢ a administragdo da doxiciclina (10-20
mgkg, SID-BID, PO; Atherton e McKenzie III, 2006; Sampieri et al., 2006; Frazer, 2007;
Divers, 2008; Merlo et al., 2009).
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2.8.2.3. Rifampicina

O espectro de agdo antimicrobiana das rifamicinas pode ser considerado intermediario.
A rifampicina possui o maior espectro de acdo, atuando sobre bactérias gram-positivas e
gram-negativas, micobactérias, estafilococos e tem certa atividade sobre virus e fungos.
Inibem a atividade enzimatica bacteriana. Tem agdo primariamente bacteriostatica, porém
observa-se efeito bactericida, devido aos microorganismos apresentarem sensibilidade a

concentragdes muito baixas deste antibidtico (Spinosa et al., 2006).

Pode ser utilizado na EP em associa¢ao aos macrolideos na dose de 5-10 mgkg, BID-
TID, PO (Bihr,2003; McClintock e Collins, 2004; Atherton e McKenzie III, 2006; Kimberly
et al., 2007; Divers, 2008; Page et al., 2011a).

2.8.2.4. Cloranfenicol

O cloranfenicol ¢ um antibidtico de largo espectro de agdo, atuando sobre bactérias
gram-positivas, gram-negativas, riquétsias, espiroquetas ¢ micoplasma. Ele atua inibindo a
sintese de proteinas e ¢ bacteriostatico. Deve ser utilizado com cautela por também inibir a
sintese protéica mitocondrial das células da medula dssea de mamiferos. Nos monogéstricos,
sua absorcdo ¢ boa no trato digestivo, liga-se a proteinas plasmadticas e se distribui
relativamente bem em todos os tecidos. O cloranfenicol ¢ biotransformado no figado, sendo
eliminado conjugado com o acido glicurdnico. Parte pode ser excretada de forma intacta pela

urina ou pela bile (Spinosa et al., 2006).

Pode ser utilizado na EP com bons resultados na dose de 20-50 mgkg, TID-QID, PO
(Atherton e McKenzie III, 2006; Frazer, 2007, 2008; Kimberly et al., 2007; Page et al.,
2011a).
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2.8.2.5. Metronidazol

O metronidazol ¢ um quimioterapico usado no tratamento de infec¢des causadas por
bactérias anaerdbias, com a¢do também em protozodrios. E biotransformado no figado, por
oxidagdo e conjugacgdo por glicuronideo, com parte sendo excretada na urina (Spinosa et al.,

2006).

Pode ser utilizado associado a outros antibioticos na EP na dose de 10-20 mgkg, BID-

QID, PO (Dauvillier et al., 2006; Frazer, 2007, 2008; Divers, 2008).

2.8.2.6. Outros

Foi descrita a administragdo de enrofloxacina (7,5 mgkg, SID, PO) com ou sem
associacdo a penicilina potassica (20000 Ukg, QID, 1IV), em casos de EPE (Page et al.,
2011a).

A enrofloxacina ¢ uma quinolona de segunda geragdo, um antimicrobiano bactericida.
O uso de cloranfenicol (inibidor de sintese protéica) ou rifamicina (inibidor da sintese de
DNA), concomitantemente ao uso das quinolonas, produzira efeito antagbnico, pois ¢
necessafirio haver produgao de RNA e sintese de proteinas para que a quinolona desempenhe
seu efeito bactericida. E rapidamente absorvida por via oral, atinge seu pico em meia hora em
equinos, tem ampla distribuicdo e tem baixa ligacdo as proteinas plasmaticas. A utilizagdo em
potros deve ser realizada com cautela por ter efeito adverso em cartilagens articulares

(Spinosa et al., 2006).

As penicilinas impedem a sintese de parede celular, sdo bactericidas, tém espectro de
acdo pequeno, atuam principalmente em bactérias gram-positivas. Se distribuem pelo
organismo, ndo sao biotransformadas, sendo eliminadas pelos rins, 90% por secre¢ao tubular

e 10% por filtragdao glomerular (Spinosa et al., 2006).
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2.9. PROFILAXIA

Atualmente estdo sendo realizadas pesquisas em relacdo a vacinagdo. Em suinos ja
estdo sendo desenvolvidas vacinas com cepas vivas avirulentas administradas por via oral
junto a fonte de 4gua com bom indice de protecdo, diminuindo o estresse da manipulagdo para

vacinagao (Kroll et al., 2004).

Pusterla et al. (2009a) avaliaram a resposta imune de potros vacinados por via oral e
retal de uma cepa viva avirulenta. Neste estudo, foi constatada a presenga das cepas nas fezes
do grupo de animais vacinados por via retal, indicando a possibilidade da contaminagdao do
ambiente e da disseminacdo da doenca. Entretanto, os animais que foram administrados
omeprazol trés dias antes da administragdo da vacina obtiveram uma resposta humoral

precoce e mais forte que os potros que nao receberam nenhum tipo de gastroprotetor.

Pusterla et al. (2009b) ao compararem dois tipos de vacinas administradas via retal,
congelada e liofilizada, concluiram que ambas mostraram potencial similar em termos de
respostas soroldgicas. Porém, a vacina congelada obteve soroconversao 30 dias antes da
liofilizada, mas os autores constataram que a liofilizada era mais pratica de ser aplicada, pois
a congelada deve ser descongelada sob um protocolo severo, além de ser mantida a

temperatura de -80°C.

Nogradi et al. (2011) avaliaram a eficacia da cepa viva avirulenta em uma fazenda
com conhecido surto anual da doenga e constataram que ao vacinarem 50% dos potros, por
via retal, a prevaléncia diminuiu. Os autores especularam que as cepas eliminadas pelos
animais vacinados podem ter gerado alguma resisténcia no grupo controle, visto que ambos
grupos permaneceram no mesmo local, e, ainda que pela vacinacdo destes potros, a
contaminagdo ambiental também diminuiu, por diminuir a quantidade de animais que

eliminariam L. intracellularis apos a exposi¢ao natural.

Em um estudo conduzido por Pusterla et al. (2009c¢), éguas gestantes foram vacinadas
por via retal para avaliar a eliminagdo das cepas nas fezes e se a imunidade foi transferida aos
potros. Oito éguas foram vacinadas, seis soroconverteram, e apenas duas éguas apresentaram

anticorpos no colostro. Seis potros apresentaram titulagdo entre 60 e 120. Assim, os autores
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comprovaram que ha transferéncia passiva de anticorpos especificos para L. intracellularis,

com a vacinagdo das éguas trés a cinco semanas pré-parto.

Em todos os estudos supracitados, foram recomendadas a administracdo de duas doses
com intervalo minimo de 30 dias, nenhum animal apresentou a forma clinica da doenga por
causa da vacina e nos animais em que a vacina foi administrada por via retal, foi observada a

eliminacgdo de cepas avirulentas pelas fezes.

Em suinos foi estudada a relacdo da resposta mediada por células e resposta imune
humoral com a vacina¢ao e com o desafio com um isolado de L. intracellularis. A titulacao
sérica foi maior em suinos desafiados que nos vacinados, assim como as respostas imune
mediada por células e humoral apresentaram-se mais retardadas no grupo vacinado. Em
ambos grupos foram detectadas respostas 13 semanas apds a exposi¢do. A maior producao de
interferon gama (IFN-y) foi no grupo desafiado, seguido pelo vacinado (Guedes e Gebhart,
2003b).

Em potros, a expressdo do IFN-y foi estudada em animais vacinados e expostos
naturalmente (Pusterla et al., 2011). A expressdo do IFN-y foi significativamente maior nos
potros vacinados nos dias 60-180 apos a primeira administragdo da vacina, quando
comparados ao grupo controle. Quando comparada entre o grupo vacinado e o grupo

naturalmente exposto, houve diferenca significativa apenas no dia da exposi¢do/vacinagao.

Em um estudo para caracterizar a resposta do IFN-y a L. intracellularis, foi observada
uma menor expressao do IFN-y em animais que apresentaram a doenga na forma clinica (Page
et al,, 2011b). Animais que ndo foram afetados pela doenca ou apresentaram a forma
subclinica demonstraram uma expressao significativa maior do IFN-y no 20° dia apds o

desafio, indicando assim uma fungao protetora a essa citocina na EP.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.  EXPERIMENTO I — ESTUDO COMPARATIVO ENTRE AS TECNICAS DE
IMUNOPEROXIDASE EM LAMINA DE VIDRO (IPX) E DE IMUNOPEROXIDASE EM
MONOCAMADAS DE CELULAS (IPMA) NO DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA
INFECCAO POR Lawsonia intracellularis EM EQUINOS.

3.1.1. Caracterizacao dos animais testados

Foram utilizadas 223 amostras de soro de equideos de diferentes ragas, na maioria de
criatdrios de animais para exposi¢ao ou trabalho, criados em sistema extensivos, oriundos de
nove propriedades particulares e do Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria da UFMG
(HV-EV-UFMG). As de propriedades estdo localizadas nos municipios de Lagoa Santa,
Pedro Leopoldo, Caeté, Nova Lima e Inhatima. Os animais oriundos do HV-EV-UFMG
foram aqueles nascidos na Escola de Veterinaria e potros internados com diarréia e sem

diagnostico etiologico, oriundos do municipio de Nova Lima.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica (CETEA-UFMG). O material foi
coletado durante os anos de 2007 a 208. Em cada local visitado, eram obtidas informac¢des
sobre a propriedade, identificacdo, idade e sexo dos animais, historico de diarréia e outras
afeccdes, periodo de ocorréncia e caracteristica das fezes. O exame clinico foi realizado e os

dados anotados em ficha propria (anexo I e II).

As propriedades utilizadas neste estudo foram aquelas em que o proprietario e/ou
veterinario relatou problemas de diarréia. Dentre os animais utilizados, 206 eram potros ¢ 17
¢guas adultas lactantes. A idade média dos potros era de 9,65 + 0,33 meses. O objetivo ndo
era de coletar animais adultos, somente eram coletadas as respectivas maes dos potros que
estavam em amamentagdo. Se havia um animal que tinha historico de diarréia, todos os

animais daquele lote eram coletados.

De acordo com o resultado da sorologia (IPX e/ou IPMA) para Lawsonia

intracellularis, os animais foram divididos em positivos e negativos. Os animais positivos
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foram agrupados em positivos na técnica de IPX, positivos na técnica de IPMA, ou,

simultaneamente em ambas as técnicas IPX e IPMA.

3.1.2. Técnicas sorologicas

As técnicas sorologicas utilizadas foram descritas por Al-Ghamdi (2003). Foram
utilizadas duas cepas de L. intracellularis (VPB4 e 15540). A VPB4 era proveniente de um
isolado de suino, mantido e propagado no Laboratério de Enteropatia Proliferativa da
University of Minnesota, Estados Unidos. A cepa foi cedida pela Dra. Connie J. Gebhart, da
University of Minnesota. A 15540 ¢ uma cepa utilizada na vacina comercial Enterisul Ileitis*

propagada no Laboratério de Patologia Molecular da EV da UFMG.

As avaliagdes dos dois testes sorologicos foram realizadas por diferentes individuos.

3.1.2.1. Técnica de imunoperoxidase em laminas de vidro (IPX)

Uma suspensdo (10 uL de suspensio contendo 1,5 x 10° bactérias/mL, cepa VPB4) foi
adicionada a cada uma das 12 concavidades de uma lamina de vidro' (Fig.1). Estas laminas
foram secas em estufa (37°C) e, posteriormente, fixadas em acetona a -20°C, por 20
segundos. As amostras de soro foram diluidas em tampao salino fosfatado (PBS), em
dilui¢des seriadas (1:30 e 1:60). Apos rehidratacdo das laminas com PBS, 10 pl das amostras
diluidas foram adicionados a cada concavidade. As ldminas foram incubadas em cimara
umida, por 45 minutos a 37°C, e lavadas em PBS. Em seguida, 10 uL de anticorpo anti-IgG
de equino, conjugado com peroxidase’, diluido em uma solu¢do de PBS, leite em pé
desnatado e Tween 20, foram adicionados a cada concavidade e a lamina foi incubada por 45
minutos, em camara umida a 37°C. Apos a incubagdo, as laminas foram lavadas em PBS e
adicionada uma solucdo de AEC (3-amino 9-etil carbazol), diluida em tampao acetato e

;. . A e ~ . 2 . 3
peroxido de hidrogénio, de acordo com as recomendacdes do fabricante”, e mantidas a

! Perfecta, Sdo Paulo - SP
? Sigma, St. Louis, MO, USA
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temperatura ambiente, por cinco minutos. As laminas foram montadas com meio de
montagem aquoso’ ¢ examinadas em microscopio Optico. As amostras foram consideradas
positivas quando da visualizagdo de bactérias nas preparagdes, na diluicdo 1:60. Em cada
lamina, foi adicionado controle positivo (Fig.2) e negativo (Fig.3). No controle positivo,
foram utilizadas amostras de soro equino positivo, cedidas pela Dra. Connie J. Gebhart, da
University of Minnesota, nas mesmas diluicdes usadas para as amostras a serem testadas
(1:30 e 1:60). O controle negativo foi a solu¢do de PBS, leite em p6 desnatado e Tween 20

em substituicdo ao soro, na primeira incubacao.

3.1.2.2. Técnica de imunoperoxidase em monocamadas de células (IPMA)

A L. intracellularis foi adicionada ao meio de cultura de células de McCoy, como
antigeno para crescer como descrito por Guedes et al. (2002a). As células foram fixadas na
placa pela adicdo da solugdo 1:1 metanol-etanol por 20 segundos. Apods rehidratacdo das
placas com PBS, as amostras de soro foram diluidas em PBS a 1:60 ¢ 100uL das amostras
diluidas foram adicionadas a cada pogo, incubadas em camara imida por 30 minutos e
enxaguadas trés vezes com PBS. Foram adicionados 95uL de um conjugado de peroxidase
(Sigma4) com soro fetal bovino (FBS), Tween 20 e com anti-IgG equino, diluido 1:4000, em
cada pogo e incubado em camara umida, a 37°C por 45 minutos. Apos incubagdo, as placas
foram lavadas em PBS e foram adicionados 100uL de solucdo de AEC diluida em tampao
acetato e peroxido de hidrogénio, sendo incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente. As
placas, entdo, foram lavadas trés vezes com agua destilada e secas em estufa, a 37°C por 20
minutos. As placas foram examinadas em microscopio Optico invertido. Foram utilizados
controles positivos (Fig.5) e negativos (Fig.6) em cada placa. Para controle positivo, foram
utilizadas amostras de soro positivo, na mesma dilui¢do usada para as amostras testadas
(1:60). O controle negativo foi a solugdo de PBS, leite em pd desnatado e Tween 20 em
substitui¢do ao soro, na primeira incubagdo. As amostras foram consideradas positivas quando

da visualizacao das bactérias nas preparagoes.

* Dako Faramount Aqueous Mounting Medium
* Sigma, St. Louis, MO, USA
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Figura 1 — Lamina com 12 pogos para teste de Figura 2 — Controle positivo da
IPX. sorologia por IPX.

Figura 3 — Controle negativo da sorologia por Figura 4 - Placa de 96 pogos para a
IPX . realizagdo da sorologia IPMA.

Figura 5 — Controle positivo de soro equino Figura 6 — Controle negativo para a
utilizado para a sorologia IPMA. Observar as sorologia IPMA. Observar que ndo ha
bactérias coradas fortemente em tom rosa nenhuma célula corada.

amarronzado dentro das células de McCoy.
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32. EXPERIMENTO II - AVALIACAO CLINICA, HEMATOLOGICA E
BIOQUIMICA SERICA DE EQUINOS TESTADOS PARA Lawsonia intracellularis EM
AMOSTRAS DE SOROLOGIA (IPMA) E PCR EM FEZES.

3.2.1. Caracterizacao dos animais testados

As propriedades utilizadas neste estudo foram aquelas em que o proprietario e/ou

veterindrio relatou problemas de diarréia.

Foram utilizadas amostras de 315 animais, sendo 62,86% (198/315) do sexo feminino
e 37,14% (117/315) do sexo masculino. Os potros incluidos neste estudo (n = 298) possuiam
idade média de 9,34 + 0,30 meses. Foram também avaliadas 17 éguas adultas que estavam em
lactacdo durante a coleta dos dados. Os animais eram oriundos de 13 propriedades localizadas
no estado de Minas Gerais, incluindo o Hospital Veterindrio da Escola de Veterinaria da
UFMG (HV-EV-UFMQ). Os haras visitados para a coleta de amostras estavam localizados na
regido metropolitana de Belo Horizonte, incluindo os municipios de Caeté, Confins,
Conselheiro Lafaiete, Inhauma, Jequitib4, Lagoa Santa, Matozinhos e Nova Lima. Os animais
avaliados no HV-UFMQG, localizado no municipio de Belo Horizonte, foram aqueles potros
nascidos no Hospital Veterinario (n = 7) e seis potros internados com sinais clinicos de
disturbios gastrintestinais e sem diagndstico etioldgico. Os potros internados no HV-UFMG
eram oriundos de propriedades localizadas nos municipios de Sdo Sebastidio das Aguas

Claras, Nova Lima, Esmeraldas, Entre Rios de Minas e Pedro Leopoldo.

O material foi coletado durante os anos de 2007 a 2011. Em cada local visitado, eram
obtidas informacdes sobre a propriedade, identifica¢do, idade e sexo dos animais, histérico de
diarréia e outras afecc¢des, periodo de ocorréncia e caracteristica das fezes. O exame fisico foi

realizado e os dados anotados em ficha propria (anexo I e II).

Pelo resultado do estudo realizado no Experimento I a técnica de sorologia por IPMA
foi escolhida por ser mais pratica na execucdo da técnica para o numero de amostras
coletadas, além de possuir a sensibilidade adequada para equinos como relatada na literatura
para diagnéstico do contato com o agente. A PCR foi escolhida para diagndstico da

eliminagdo do agente pelas fezes.
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De acordo com o resultado da sorologia (IPMA) e da PCR, para L. intracellularis, os
animais foram divididos em positivos e negativos. Os animais positivos foram agrupados em
positivos no exame de PCR, positivos no exame de sorologia (IPMA) ou, simultineamente no

exame de PCR e IPMA.

Figura 7 - Coleta ¢ processamento do material. A: coleta de fezes de potro diretamente da ampola retal; B:
coleta de sangue; C: amostras de sangue; D: separagdo do soro para congelamento.
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3.2.2. Coleta do material

As amostras de fezes foram obtidas diretamente na ampola retal (Fig. 7A) e
armazenadas em sacos plésticos. Para o exame de ovos por grama de fezes (OPG) as amostras
foram processadas no dia da coleta e para a extracdo do DNA foram congeladas a —20°C, até o
processamento. As amostras de sangue foram coletadas por venopuncdo da jugular, em
frascos contendo anticoagulante (EDTA) e sem anticoagulante. Os hemogramas foram
realizados no dia da colheita do material. Para exames sorologicos, a amostra de sangue do
tubo sem anticoagulante foi centrifugada a 5000 rpm, por cinco minutos, € o soro obtido foi

acondicionado em seis flaconetes de 0,5 mL congelados a —20°C até o processamento.

3.2.3. Identificacdo dos animais positivos

3.2.3.1.Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A extragao de DNA foi realizada utilizando um Kit comercial de extragao de DNA de
fezes, QIAmpDNA Stool Mini Kit’, de acordo com as instrucdes do fabricante. Foram
utilizados iniciadores A e B, complementares a regido especifica do cromossomo da L.
intracellularis com a seqiiéncia de nucleotideos 5> TATggcTgTcAAAcAcTccg 3°(A) e 5’
TgAAggTATTggTATTcTce 3’ (B) (Jones et al., 1993). As amplificagdes foram realizadas

em microtubos de 0,2 mL, em termociclador MiniCycler MJ Research ® (Fig. 8).

Para a reagdo de PCR, foram adicionados 25 pL em um microtubo de 1,5 mL: 1 pL de
DNA bacteriano, 14,4 pL. de dgua milique autoclavada, 2,5 uL de tampao de PCR, 50 mM de
MgCl,, 2 mM de cada dNTP’, que sdo os quatro nucleotideos do DNA — adenina, citosina,
guanina e timina, 20 mM de cada iniciador, ¢ 5 U/mL de Taq DNA polimerase®). Agua

milique autoclavada foi usada como controle negativo da PCR e, para o controle positivo, 200

> #51504, QIAGEN, Valencia, CA, USA

® Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA
7 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

8 Ludwig Biotec, Porto Alegre, RS, Brasil
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mL de uma suspensdo contendo 5 x 10° organismos de L. intracellularis por mL, adicionada a
0,18g de fezes de equinos negativos para L.intracellularis. A suspensdo utilizada no controle

positivo foi obtida de mucosa intestinal de suinos afetados pela EP.

O programa de amplificagdo utilizado seguiu o seguinte ciclo: 15 minutos a 95°C, para
ativar a Taq polimerase; 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, para desnaturaciao; 56°C por 2
minutos, para anelamento; e 72°C por 30 segundos, para alongamento. As amostras
amplificadas foram separadas por eletroforese (Fig. 9) em gel de agarose a 2%, com 0,004 %

de brometo de etidio e, posteriormente, visualizados em transiluminador com luz ultravioleta.

Os iniciadores utilizados foram derivados de um segmento de DNA cromossomal

clonado e uma porcao de 16 rDNA para isolados de suinos de L. intracellularis.

Figura 8 — Termociclador. Maquina Figura 9 — Eletroforese em gel de agarose
onde héa a amplificagdo de produtos de de produtos de PCR.
PCR.

3.2.3.2.Sorologia pela técnica de imunoperoxidase em monocamadas de células (IPMA)

Esta técnica foi descrita anteriormente, no item 3.1.2.2.
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3.2.4. Hemograma

Amostras de sangue foram coletadas por venopuncdo central na jugular, em frasco a
vacuo’, contendo sal dissédico do 4cido etileno diamino tetra-acético (EDTA), para a
realizacdo do hemograma, sendo o esfregaco sanguineo realizado logo apds a coleta. Todos os
hemogramas foram processados eletronicamente'’. O eritrograma incluiu a contagem total de
eritrécitos, além da determinacdo do hematdcerito, hemoglobina e dos indices hematimétricos:
volume corpuscular médio (VCM); hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM), todos determinados em aparelho automatico de
contagem de células sanguineas. O leucograma incluiu a contagem global de leucoécitos,
também realizada pelo mesmo aparelho de contagem de células sanguineas. Para a contagem
diferencial de leucdcitos, preparou-se esfregago sanguineo, empregando-se coloracdo rapida
de Romanowsky'', para também verificar a morfologia celular e a busca de hemoparasitos. A
leitura foi realizada em microscopio Optico, com aumento de 400 e 1000x (imersdo). A
contagem de plaquetas foi realizada no mesmo aparelho automatico de contagem de células

sanguineas.

3.2.5. Proteina total e Fibrinogénio

As amostras contendo sangue com EDTA foram homogeneizadas e aliquotas foram
retiradas em trés tubos capilares. Cada tubo foi centrifugado em centrifuga de microcapilar'?,
a 12000rpm, por cinco minutos. Para o microhematocrito, o tubo capilar foi colocado na
escala de leitura e verificado o valor. Para proteina total, um capilar foi quebrado e o plasma
colocado no refratdmetro' clinico portatil manual para leitura. J4 para o fibrinogénio, um
capilar era colocado em termobloco a 56°C por trés minutos e centrifugado novamente, sendo
o plasma resultante colocado para leitura no refratdmetro. O valor do fibrinogénio foi

considerado pela diferenca obtida entre as duas leituras.

? Vacuetter, Greiner Bio-One Brasil — Americana-SP

1% Abacus Junior Vet — Hematology Analyser, Diatron

' Panético — Laborclin — Produtos para laboratérioLTDA, Pinhais - PR
'2 Centerbio - Taiwan

'3 Atago — Ribeirdo Preto — SP.



50

3.2.6. Bioquimica Sérica

Foi coletada uma amostra de sangue total em frasco a vacuo sem anticoagulante’.
Cada amostra ficou em repouso por no minimo 30 min para retracdo do coagulo, centrifugada
a 3000RPM por 10 minutos e o soro separado e as mensuragdes realizadas em aparelho semi-
automatico'* (Fig. 10). Foram avaliadas as concentracdes séricas de aspartato
aminotransferase (AST), lactato aminotransferase (ALT), uréia, creatinina, gama
glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina (FA) e creatina quinase (CK). Foram
empregados processamentos bioquimicos de kits comerciais'” e as pipetagens e solugdes eram

realizadas de acordo com os protocolos de cada kit.

3.2.7. Eletroforese de Proteinas Séricas

Foi coletada uma amostra de sangue total em frasco a vacuo sem anticoagulante’.
Cada amostra ficou em repouso por no minimo 30 minutos para retragdo do coagulo,
centrifugada a 3000RPM por 10 minutos, ¢ o soro, aliquotado em seis flaconetes de 0,5mL,

foi armazenado a -20°C até o processamento.

Foi realizado o preenchimento das cubas com 80mL de tampao tris, pH 9,5, e pipetado
0,4 uL de cada amostra em filme de agarose'’, utilizando-se a voltagem de 90V, por 36
minutos (Fig. 8). O filme foi mergulhado em corante negro de amido, a 0,1% e 4cido acético,
a 5% por 5 minutos. A seguir, o filme foi imerso, por mais 5 minutos em solugdo descorante,
em 4cido acético a 5%. O filme foi seco por ar aquecido produzido por secador de cabelos e
imerso na soluc¢do descorante, até o fundo ficar transparente, e, novamente, seco com secador

de cabelos (anexo III).

' Bioclin - Mindray BA 88A, Belo Horizonte - MG
% Bioclin. Belo Horizonte - MG
'® CELM - Cia. Equipadora de Laboratorios, Barueri — SP.
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As bandas eletroforéticas foram escaneadas'’ e posteriormente lidas e quantificadas
pelo programa de leitura densitométrica'® para fornecimento das fracdes proteicas (albumina,

a, B, e y globulinas).

Figura 10 - Maquina de processamento de Figura 11 - Realizagdo de eletroforese de
amostras para analise da bioquimica proteinas em filme de agarose.
sérica.

3.2.8. Contagem de ovos por grama (OPG) de fezes

Para a realizacdo da contagem do numero de OPG, foram pesados dois gramas de
fezes frescas e misturados a 28 mL de solugd@o salina hipertonica. A mistura foi filtrada em
gaze e permaneceu em repouso por 10 minutos, para flutuacdo dos ovos. Em seguida, a
camara de McMaster foi preenchida e levada ao microscopio optico, para leitura em aumento
de 100x. O numero de ovos contados foi multiplicado pelo fator de corre¢ao 100, para

obtencao do numero de ovos por grama de fezes.

3.2.9. Analise estatistica

Os dados coletados foram tabulados em fichas proprias e posteriormente tabulados em

planilhas no programa Microsoft Excel (versdo 2003).

Experimento I:

'7 Canon — CanoScan Lide 100, Vietnam.
'8 CELM, programa de software SDS-60 do sistema SE-250 — Barueri, SP.
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Os dados do foram analisados pelo programa disponibilizado pelo Laboratorio de
Epidemiologia e Estatistica (Lee, 2011). A concordancia entre os dois testes soroldgicos
utilizados (IPX e IPMA) foi realizada pelo teste de Kappa e classificada de acordo com o
proposto por Landis e Koch (1977). As andlises contemplaram uma significancia de 95%

(p<0,05).
Experimento II:

Os animais foram agrupados de acordo com o resultado do teste utilizado (PCR ou
I[PMA) Desta forma, foram formados quatro grupos (PCR positivo, IPMA positivo, PCR +
IPMA positivo e PCR + IPMA negativo). Os dados proporcionais foram avaliados por
dispersdo de frequéncia (Qui-quadrado) e os dados numéricos (valores absolutos do
hemograma, fibrinogénio, bioquimica sérica, eletroforese de proteinas e OPG) foram
submetidos a transformacdo logaritimica. Os dados percentuais (valores relativos do
leucograma) foram transformados pelo arco seno Vx. Apds transformacio os dados foram
submetidos a analise de varidncia e comparados pelo teste de Student Newman Keuls (para
trés ou mais médias) ou pelo teste T de Student (para duas médias). A distribuicdo dos
animais de acordo com o local de origem foi descritiva. Os dados ndo paramétricos (escore e
TPC) foram avaliados pelo teste de Kruskall-Wallis (trés ou mais comparacdes) e de
Wilcoxon (duas comparagdes), analisados pelo programa Statistical Analyses System (SAS,

1995).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. EXPERIMENTO I — ESTUDO COMPARATIVO ENTRE AS TECNICAS DE
IMUNOPEROXIDASE EM LAMINA DE VIDRO (IPX) E DE IMUNOPEROXIDASE EM
MONOCAMADAS DE CELULAS (IPMA) NO DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA
INFECCAO POR Lawsonia intracellularis EM EQUINOS.

Os animais testados neste estudo, 206 potros e 17 éguas adultas, eram mantidos em
propriedades e ndo foi possivel predizer a forma de infec¢do pela Lawsonia intracellularis.
Desta forma, o tempo decorrido entre a infeccdo e o diagnostico ndo pdde ser determinado.
Em estudo realizado com infecgdo experimental, Al-Ghamdi (2003) relatou a ocorréncia de
soroconversdao 14 dias apds a inoculagdo, sem que potros apresentassem sinais clinicos da
doenca. Em suinos, Guedes et al. (2002b) relataram uma frequéncia abaixo de 75% de
animais apresentando sinais clinicos apds a infeccdo experimental. Em equinos, as
informacgoes sobre a duracao dos anticorpos séricos sao restritas. Da mesma forma, as reacoes
sorologicas cruzadas, entre a L. intracellularis e outros agentes causadores de diarréia em
equinos, ndo foram descritas. Estas reagdes poderiam induzir a resultados falso-positivos.
Ressalta-se, ainda, o fato da L. intracellularis ser uma bactéria intracelular obrigatéria, que
permanece no citoplasma dos enterocitos, com diminui¢ao da relagdo esperada entre os niveis
séricos de IgG e protecao. Por outro lado, a resposta celular imuno-mediada e a concentracao
de IgA na mucosa intestinal estaria mais envolvida nos mecanismos de defesa, ndo sendo
diretamente ligada & L. intracellularis, mas ao agente causador da diarréia. Mesmo assim, a
detec¢do sérica de IgG contra L. intracellularis pode ser interpretada como um indicativo de

exposicao prévia a bactéria (Guedes et al., 2002).

Nas 223 amostras testadas, 206 eram de potros, com idade média de 9,65 + 0,33
meses, ¢ 17 eram de fémeas adultas lactantes. Dentre os potros, observou-se uma positividade
de 7,77% (16/206) pela técnica de IPX e 14,08% (28/206) pela técnica de IPMA. J4 para as
¢guas adultas, 29,41% (5/17) foram positivas pela técnica de IPX e 35,29% (6/17) pela IPMA
(Tab.3). Foram positivos simultaneamente nas técnicas de IPX e IPMA, trés éguas adultas e
cinco potros. Apesar de a EPE acometer mais frequentemente potros entre quatro a seis meses

de idade (Pusterla et al., 2008a), a infeccdo ja foi relatada em animais adultos (Guimaraes-
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Ladeira et al., 2009). Neste estudo foram coletadas apenas as maes dos animais que
apresentaram atualmente ou tinham histérico de diarreia, ndo podendo realizar um

levantamento por amostragem dos animais adultos do plantel.

Tabela 3 — Distribui¢@o de frequéncia de resultados das provas sorologicas IPX e IPMA para L. intracellularis
em potros e éguas de propriedades da regido metropolitana de Belo Horizonte — MG (2007-2008).

Eguas Potros Total
IPX Positivo 05 (29,41%) 16 (7,77%) 21 (9,42%)
IPX Negativo 12 (70,59%) 190(92,23%) 202 (90,58%)
IPMA Positivo 06 (35,29%) 28 (13,59%) 34 (15,25%)
IPMA Negativo 11 (64,71%) 178 (86,41%) 189 (84,75%)
IPX e IPMA Positivo 03 (17,65%) 05 (2,43%) 08 (3,59%)
Negativos 09 (52,94%) 166 (80,58%) 176 (78,92%)
Total 17 (100%) 206 (100%) 223 (100%)

A distribuicdo dos animais testados, de acordo com a propriedade e o resultado pelas
técnicas de IPX e IPMA, esta descrita na Tab. 4. Em todas as propriedades foram detectados
animais sorologicamente positivos, inclusive aqueles coletados no HV-UFMG, seja pela
técnica de IPX ou pela de IPMA. Desta forma, foram encontrados 21,1% (47/223) de animais
positivos. O percentual de animais positivos variou, entre propriedades, de 5,26% (1/19) a
41,67% (10/24). Esse fato demonstra a presenca difundida do agente pelas propriedades
visitadas e a importancia do seu conhecimento para o uso no diagnostico diferencial das

enfermidades gastrintestinais de potros.

A transmissao da L. intracellularis ocorre por meio da ingestao de alimentos ou agua
contaminada por fezes de animais domésticos ou silvestres (Lavoie et al., 2000; Lavoie and
Drolet, 2007; Pusterla et al., 2008b). De maneira semelhante ao que ocorre em suinos, ¢
possivel que a infec¢do em potros seja ocasionada por outros equinos, nao sendo possivel
excluir fontes potenciais de infeccdo oriunda de animais silvestres, tais como roedores,
coelhos, esquilos e raposas (Shimizu et al., 2011). O grande volume de entrada e saida de
animais, principalmente éguas, durante a estacdo de monta nas propriedades, associado a um
controle inadequado, por quarentena e isolamento, pode ser um fator adicional a disseminacao

da L. intracellularis em equinos.
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Tabela 4 - Distribuicdo de acordo como local de origem das amostras positivas para L. intracellularis, pelas
técnicas de IPX e IPMA

Local de Amostra IPX IPMA Local de Amostra IPX IPMA
origem origem
1 (n=13) 1 Po sitiyo Ne g.a.tivo 77 Negat@vo Pos@t %vo
11 Negativo Positivo Mae 79 Negativo  Positivo
2 (n=10) 17 Negativo  Positivo 7 (n=16) 79 Negativo ~ Positivo
3 (n=19) 28 Negativo Positivo Mae 83 Positivo Positivo
41 Negativo ~ Positivo Mae 89 Negativo  Positivo
4 (n=28) 42 Positivo Negativo 94 Positivo Negativo
47 Negativo  Positivo 95 Negativo  Positivo
214 Positivo Negativo 97 Positivo Negativo
5 (n=9) 216 Positivo Negativo 98 Negativo ~ Positivo
217 Positivo Negativo 99 Negativo  Positivo
179 Negativo ~ Positivo 8 (n=24) 102 Positivo Positivo
182 Negativo  Positivo 104 Negativo  Positivo
184 Negativo  Positivo 106 Negativo  Positivo
187 Positivo Negativo 107 Negativo  Positivo
188 Negativo  Positivo 110 Positivo Negativo
189 Negativo Positivo 9 (n=12) Mae 121 Positivo Positivo
6 (n=38) 191 Positivo Positivo 130 Positivo Negativo
196 Negativo  Positivo 141 Positivo Negativo
197 Negativo  Positivo 157 Positivo Positivo
210 Negativo  Positivo 10 (n=54) 160 Negativo  Positivo
Mae 201  Positivo Positivo 167 Negativo  Positivo
Mae 202 Positivo Negativo 172 Positivo Positivo
Mae 203 Positivo Negativo 176 Positivo Positivo
Mae 204  Negativo  Positivo

O indice de animais sorologicamente positivos foi de 15,18% (34/223) pela técnica
IPMA e 9,28% (21/223) no teste IPX. Dos animais positivos, ocorreu uma associacdo de
23,53% (8/34) dos testes IPX e IPMA, simultaneamente. A concordancia geral, pelo teste
Kappa foi significativa (p=0,002) e apresentou um valor de 0,324 (Tab. 5). De acordo com a
classificagdo de Landis e Koch (1977), o valor de 0,324 ¢ considerado de concordancia
discreta, em uma classificacdo de 1 a 6 ( <0 - auséncia de concordancia; 0 a 0,19 —pobre; 0,20
a 0,39 —discreta; 0,40 a 0,59 — moderada; 0,60 a 0,79 — forte ¢ 0,91 a 1,0 — excelente).
Possivelmente, a concordancia poderia ser maior neste estudo, caso o ponto de corte, em
ambas as técnicas, escolhido fosse uma diluicdo menor (1:15 ou 1:30), isto estaria em

concordancia ao estudo realizado por Al Ghandi (2003).

O ponto de corte, em ambas as técnicas de IPX e [IPMA, utilizado neste estudo foi a
dilui¢do de 1:60, conforme descrito por Guimaraes-Ladeira (2008), que usou essa diluigao
como ponto de corte na técnica de IPX por a diluigdo de 1:30 apresentar marcagdes
inespecificas mesmo no controle negativo. Na diluicdo de 1:30, foram observadas nove
amostras positivas. Entretanto, apenas uma destas amostras foi positiva a dilui¢do de 1:60,

pela técnica de IPMA. Por isso, ndo se pode obter resultados sobre a concordancia destas
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amostras, ja que a dilui¢do de 1:30 na técnica de IPMA ndo foi realizada. Al Ghamdi (2003),
ao realizar a comparacdo pelo teste de Kappa entre IPX, IPMA e IFAT, observou
concordancia de 100% entre as trés técnicas utilizadas, porém, o ponto de corte utilizado foi a
dilui¢do de 1:30. Quando o ponto de corte da dilui¢do aumentou, a concordancia diminuiu. Da
mesma forma, Guedes et al. (2002a) observaram, em suinos, uma especificidade de 100%, ¢ a
dilui¢do de 1:15 foi a que apresentou maior sensibilidade (90,7%), quando comparada a
dilui¢do de 1:120 (75,9%), levando a conclusdo que dilui¢cdes mais baixas, como 1:15 revelam
a presenca de imagens distorcidas no fundo da placa, o que poderia interferir na interpretacdo

dos resultados.

Tabela 5 — Distribuicdo de acordo com o resultado obtido das amostras utilizadas nas duas técnicas soroldgicas
(IPMA e IPX)

IPMA
Positivo Negativo Total
IPX Positivo 08 13 21
IPX Negativo 26 176 202
Total 34 189 223

Valor Kappa = 0,324; p = 0,002

O IPX pode ser mantido a temperatura ambiente, ¢ ¢ um teste Util na rotina de
diagnodstico. Necessita de uma menor quantidade de antigeno fixada na lamina. O IPMA
requer o crescimento de bactérias em placas, que demora uma semana para a coloniza¢ao das
células de McCoy, e ainda, um dia congelado a -20°C, antes da utilizagdo para a realizagao da
sorologia. Quando ha necessidade de se realizar o teste em uma quantidade maior de
amostras, a técnica de IPX ndo ¢ vantajosa, pois apenas poucas amostras podem ser testadas
por lamina, havendo maior gasto de controles positivos, que devem estar presentes em todas
as laminas, enquanto, no IPMA, podem ser testadas 94 amostras por placa. Além disso, a
IPMA necessita da utilizagdo de microscopio de luz invertida, a IFAT necessita de um com
fluorescéncia e a IPX de um microscopio Optico comum. Para leitura dos resultados, ha
necessidade de um treinamento especifico. No presente estudo, todas as amostras foram lidas
por um técnico com experiéncia comprovada. Para Page et al. (2011b), apesar da
sensibilidade da IPMA ser alta, o método requer interpretacao visual das amostras, sendo,

dessa forma, necessario um técnico com experiéncia para realiza-lo.
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Sumariamente, entre as vantagens e desvantagens de cada técnica, a IPMA seria

melhor utilizada em surtos em grandes propriedades e para casos isolados e auxiliar a clinica,

a IPX.

Apesar da técnica de IPX ser utilizada em bastantes publicagdes com boa
sensibilidade/especificidade, a técnica de IPMA foi escolhida como o teste soroldgico padrdo

ouro neste experimento por apresentar maior sensibilidade na titulagdo das amostras.

42. EXPERIMENTO II - AVALIACAO CLINICA, HEMATOLOGICA E
BIOQUIMICA SERICA DE EQUINOS TESTADOS PARA Lawsonia intracellularis EM
AMOSTRAS DE SOROLOGIA (IPMA) E PCR EM FEZES.

4.2.1.Epidemiologia

As propriedades visitadas para a realizacdo deste estudo tinham historico de problemas
de diarreia em potros, sem que um diagnostico etiologico tivesse sido realizado. Os animais
oriundos do HV-UFMG incluidos nas amostras e tinham a mesma caracteristica ou haviam
nascido no local. Todas as amostras dos animais utilizados no experimento I foram utilizadas

no experimento II.

Dos 315 animais testados para EP, 14 foram positivos pela técnica de PCR (4,44%),
51 foram positivos pela técnica de sorologia pela IPMA (16,19%) e apenas dois animais

foram positivos pelas duas técnicas (0,63%) (Tab.4).

Para a realizacao dos testes, a coleta do material, em todos os animais, foi realizada
apenas uma vez, o que pode ter sido insuficiente para detectar a eliminagdo da L.
intracellularis pelas fezes, visto que em suinos ha disseminacao intermitente. Além disso, ndo
foram feitas coletas em conjunto com swabs retais o que poderia aumentar a eficiéncia do

diagnostico pela PCR, como demonstrado por Pusterla et al. (2010a).
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Figura 12 - Resultado da leitura do gel de agarose da reacdo em cadeia de polimerase dos animais 552 a 562.
As amostras 558 ¢ 559 marcaram com 319bp, assim como o controle positivo (CP). As amostras 552 a 557 e

560 a 562 ndo marcaram, igualmente ao controle negativo(CN), sendo negativas para Lawsonia intracellularis
(PM — peso molecular)

Figura 13 — Leitura da lamina na técnica sorologica de imunoperoxidase em placa de monocamada de células
para deteccdo de Lawsonia intracellularis. A - Observar a presenga de bactérias coradas em tom marrom-

avermelhado, gerando uma leitura com resultado positivo. B — células fracamente coradas gerando leitura de
resultado negativo.
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Tabela 6 — Dados clinicos dos animais positivos (pos) na IPMA e/ou PCR, relacionadas as informag¢des: origem,
idade, diarreia e aspecto das fezes no momento da coleta

Propricdade Amostra Sexo Idade Historico Aspecto das Resultado
(meses) Diarréia Fezes IPMA  PCR
1 (n=13) 11 F 5 Nio Normais Pos neg
2 (n=10) 17 F 7 Nao Pastosas Pos neg
3(n=19) 28 M 7,5 Cio do potro Amareladas Pos neg
39 F 7,5 Cio do potro Normais Neg pos
_ 41 M 9 Nao Pastosas Pos neg
4 (@m=28) 47% M 8,5 Nio Pastosas Pos pos
52 F 7,5 Nio Normais Neg pos
179 F 24 Com 5 meses Normais Pos Neg
182 M 15 Nao Normais Pos Neg
184 M 12 Nao Pastosas Pos Neg
188 F 17 Nao Normais Pos Neg
189 M 15 Nao Normais Pos Neg
6 (n=38) 191 M 17 Com 2,5 meses Normais Pos Neg
196 M 16 Nao Pastosas Pos Neg
197 F 14 Nao Normais Pos Neg
Mie 201 F Adulto Nio Normais Pos Neg
Mae 204 F adulto Nao Normais Pos Neg
210 F 6 Nao Pastosas Pos Neg
77 M 2 Cio do potro Normais Pos neg
Mie 79 F adulto Nio Normais Pos neg
7 (n=16) 79 M 3 Nao Normais Pos neg
Mie 83 F adulto Nao Normais Pos neg
Mae 89 F adulto Nao Normais Pos neg
92 F 12 Nao Normais Neg pos
93 F 13 Nao Normais Neg pos
95 F 14 Nao Normais Pos neg
98 F 14 Com 2,5 meses Normais Pos Neg
8 (n=24) 99 F 17 Com 3 meses Normais Pos Neg
102 F 5,5 Nao Normais Pos neg
104 F 16 Nao Normais Pos Neg
106 F 17 Nao Normais Pos Neg
107* F 16 Nao Normais Pos Pos
9(n=17) Mae 121 F adulto Nao Normais Pos Neg
124 F 6 Nao Normais Neg Pos
157 M 6 Nao Normais Pos Neg
160 F 6 Nio Normais Pos Neg
10 (n=54) 167 F 19 Nao Normais Pos Neg
172 M 14 Nao Normais Pos Neg
176 F 8 Nao Normais Pos Neg
501 F 16 Nao Normais Pos Neg
502 F 18 Nao Normais Pos Neg
503 F 18 Nao Normais Pos Neg
509 F 18 Nao Normais Pos Neg
510 F 18 Nao Normais Pos Neg
516 F 6 Nao Normais Pos Neg
11 (n=38) 518 M 6 Nao Normais Pos Neg
522 M 6 Nao Normais Pos Neg
523 M 6 Nao Normais Pos Neg
524 M 18 Nao Normais Pos Neg
525 M 18 Nio Normais Pos Neg
526 M 18 Nao Normais Pos Neg
527 M 18 Nao Normais Pos Neg
532 M 18 Nao Normais Pos Neg
534 F 4 Atual Pastosas Pos Neg
540 F 18 Com 16 meses Pastosas Pos Neg
12 (n=19) 558 F 7 Nao Normais Neg Pos
559 F 1 Atual Pastosas Neg Pos
561 F 7 Nao Normais Pos Neg
567 F 5 Com 2 meses Ressecada Neg Pos
573 M 5 Nao Normais Neg Pos
13 (n=26) 578 F 5 Nao Normais Neg Pos
579 F 5 Nao Pastosas Neg Pos
582 M 5 Nao Pastosas Neg Pos
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Em estudos como este, realizados a campo, com o objetivo de levantamento
epidemioldgico, varios fatores podem interferir nos resultados de prevaléncia da afeccao.
Dentre estes, destacam-se: diferencas de manejo entre propriedades, desconhecimento da
época e fonte de infecgdo, variabilidade de sobrevivéncia da L.intracellularis no ambiente,
irregularidade da presenca da bactéria nas fezes, por possuir liberagdo intermitente, auséncia
de sinais clinicos especificos, falta de controle do transito de animais positivos da
propriedade, variacdo no tempo de permanéncia de titulos soroldgicos, variagdo da fonte de
infeccdo, uso de diferentes antimicrobianos, além da variagdo entre idade dos animais e época

do desmame.

Para se julgar se um rebanho de suinos ¢ livre da doenca, recomenda-se a utiliza¢do da
sorologia ou exames sucessivos das fezes por PCR ou a associagdo destes exames (Jacobson
et al., 2004). Quando se analisa as Tab. 6 e 7, é possivel observar a grande variacdo de
animais PCR positivos para L. intracellularis entre propriedades. Apenas cinco propriedades,
das 13 amostradas, apresentaram animais positivos. Na propriedade 13, onde foram
amostrados 26 animais, 19,23% (5/26) foram positivos na PCR. Da totalidade dos animais
positivos no exame da PCR (n = 14) esta propriedade participou com 37,71% (5/14). O
percentual de animais positivos para PCR, nas propriedades 4, 8, 9 e 12 foi, respectivamente,
10,71% (3/28), 12,50% (3/24), 5,88% (1/17) e 10,53% (2/19). Ja nas propriedades 1, 2, 3, 5,

6, 7,10 ¢ 11 ndo foram detectados animais PCR positivos.

Tabela 7 - Distribuicdo (% - n) da L. intracellularis de acordo com a propriedade na regido metropolitana de
Belo Horizonte - MG.

Animais testados para Lawsonia intracellularis

Local de Positivos % (n) Negativos Total

origem PCR IPMA PCR ¢ IPMA % (n) % (n)
1 0,00 (0/13) 7,69 (1/13) 0,00 (0/13) 92,31(12/13) 4,13 (13/315)
2 0,00 (0/10) 10,00 (1/10) 0,00 (0/10) 90,00 (9/10) 3,17 (10/315)
3 0,00 (0/19) 5,26 (1/19) 0,00 (0/19) 94,74 (18/19) 6,03 (19/315)
4 10,71 (3/28) 7,14 (2/28) 3,57 (1/28) 85,71 (24/28) 8,89 (28/315)
5 0,00 (0/13) 0,00 (0/13) 0,00 (0/13) 100,00(13/13) 4,13 (13/315)
6 0,00 (0/38) 28,95 (11/38) 0,00 (0/38) 71,05 (27/38) 12,06(38/315)
7 0,00 (0/16) 31,25 (5/16) 0,00 (0/16) 68,75 (11/16) 5,08 (16/315)
8 12,50 (3/24) 29,17 (7/24) 4,17 (1/24) 62,50 (15/24) 7,62 (24/315)
9 5,88 (1/17) 5,88 (1/17) 0,00 (0/17) 88,24 (15/17) 5,40 (17/315)
10 0,00 (0/54) 9,26 (5/54) 0,00 (0/54) 90,74 (49/54) 17,14(54/315)
11 0,00 (0/38) 36,84 (14/38) 0,00 (0/38) 63,16 (24/38) 12,06(38/315)
12 7,69 (2/26) 11,54 (3/26) 0,00 (0/26) 80,77 (21/26) 8,25 (26/315)
13 26,32 (5/19) 0,00 (0/19) 0,00 (0/19) 73,68 (14/19) 6,03 (19/315)

Total 4,44 16,19 0,63 80,00 100,00 (315/315)
(14/315) (51/315) (2/315) (252/315)
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Todos os animais PCR positivos eram potros, o que pode indicar que as fémeas
adultas, mesmo sorologicamente positivas, ndo eram a fonte primaria de contaminagdo dos
potros, por nao estarem eliminando a bactéria no momento da colheita das fezes em
quantidade detectavel, porém poderiam ter eliminado em outro momento, mantendo o ciclo
com hospedeiros selvagens. Entretanto, vale relembrar que os estudos mostrando a liberagao
de PCR pelas fezes foram realizados em animais jovens e, portanto, ndo se conhece o padrdo

de liberagdo da L. intracellularis em animais adultos.

O percentual de animais positivos por PCR na propriedade 13 (26,32%) condiz com a
presenga de uma infecgdo ativa, uma vez que a L. intracellularis pode sobreviver nas fezes,
ou no ambiente, por uma a duas semanas, como demonstrado por Collins et al. (2000). Apesar
disto, nenhum animal foi positivo para o teste sorologico da IPMA, ja que os anticorpos nao
sdo detectaveis em suinos antes de duas semanas da infeccao (Jacobson et al., 2004). De
forma oposta, onde nao foram detectados animais PCR positivos, as propriedades 1, 2, 3, 6, 7,
10 e 11 apresentaram animais com reagdo soroldgica no teste da IPMA (titulo 1:60), em
percentuais de 7,69% (1/13), 10,00% (1/10), 5,26% (1/19), 7,14% (2/28), 21,95% (13/38),
36,84% (14/38), respectivamente. Este achado indica exposicdo a bactéria e ndo
necessariamente doenca seja clinica ou subclinica. Nao foi possivel determinar a €poca de
contato com a L. intracellularis nestes animais, mas, certamente, foi anterior a 14 — 21 dias do
exame, tempo necessario para detec¢do dos anticorpos séricos em suinos (Jacobson et al.,
2004). Outra possibilidade a ser levantada, para a auséncia de sinais clinicos indicativos da
infeccdo por L. intracellularis seria a possibilidade de contaminagdo dos animais por cepas
ambientais avirulentas, que também, provavelmente, induziram menor producao de anticorpos

séricos (Nogradi et al., 2011).

Em estudo como este, realizados a campo, com o objetivo de levantamento
epidemioldgico, varios fatores podem interferir nos resultados de prevaléncia da afeccao.
Dentre estes destacam-se: diferencas de manejo entre propriedades, desconhecimento da
época e fonte de infec¢do, variabilidade de sobrevivéncia da L.intracellularis no ambiente,
irregularidade da presenca da bactéria nas fezes por possuir liberagao intermitente, auséncia
de sinais clinicos especificos, falta de controle do transito de animais positivos da
propriedade, variagdo no tempo de permanéncia de titulos soroldgicos, variagdo da fonte de
infec¢do, uso de diferentes antimicrobianos, além da variagdo entre idade dos animais e época

do desmame.
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Nas 12 propriedades visitadas, foi observada a inadequagdo do manejo. A higienizacao
dos currais se restringia a varre¢do ou a lavagem com agua, sem limpeza de cochos de
alimentacdo e agua. Outras espécies de animais (domésticos e silvestres) foram observadas
transitando nos piquetes ¢ nos currais das propriedades visitadas, como cdo, gato, bovino,
galinha, galinha-da-angola, pato, ganso, siriema e passarinhos. As baias onde os animais
doentes eram mantidos ndo sofriam uma desinfec¢do adequada, apds o retorno do animal ao

seu piquete.

O manejo alimentar era peculiar em cada propriedade. A racdo era fornecida em
cochos, nos proprios piquetes, ou as éguas eram trazidas, diariamente, junto com seus potros
para o curral, para serem utilizadas na reproducdo, sem a preocupagdo de separagdo por lotes
de animais doentes e sadios. Os animais mantidos em piquetes tinham contato casual com
seres humanos e os cochos ndo eram higienizados de forma adequada, além de serem de facil

acesso a qualquer outra espécie presente no haras.

A regido metropolitana de Belo Horizonte possui um relevo acidentado e os currais
geralmente sdo construidos na parte mais plana do terreno, muitas vezes em um nivel superior
ao dos piquetes, sem a preocupacao com a drenagem dos dejetos de forma adequada. Na
maioria das vezes, os currais sao apenas varridos ou lavados com agua sobre pressdo. Assim,
durante a limpeza ou ao chover, todos os residuos presentes nos currais eram drenados aos
piquetes, que estavam no entorno. De acordo com Collins et al. (2002) a limpeza das
instalacdes, para suinos, deveria ser realizada com a lavagem com agua em jatos, sob pressao,
seguida da desinfec¢do com amodnio quaternario ou solugao de povidine e, apos 20 minutos,
nova lavagem com agua sob pressdo. O vazio sanitario, em rebanhos onde a L. intracellularis

fosse detectada, deveria ser de duas semanas.

Na maioria dos locais, apos o desmame, os potros eram separados em lotes de machos
ou fémeas, com idade variando entre quatro a 18 meses. Eguas lactantes poderiam estar juntas

de éguas no pré-parto, mas sempre separadas dos animais de servico ou éguas solteiras.

Apesar do grande fluxo de animais nas propriedades visitadas, em nenhum dos locais
foi observada area de quarentena. Algumas propriedades exigiam atestado de saude dos
animais que chegavam a propriedade. Ao desembarcarem, os animais eram imediatamente
alocados em piquetes, junto com os animais residentes na fazenda, sem que um exame clinico

ou laboratorial fosse realizado.
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Tabela 8 - Distribuicdo dos animais testados (total de positivos em ambas técnicas) para L. intracellularis de
acordo com a localizacdo das propriedades.

Distancia de

Animais testados para

Local Cidade de origem Belo Horizonte Lawsonia intracellularis
(km) Positivos Negativos

1 Confins 40 7,69 (1/13) 92,31(12/13)
2 Lagoa Santa 35 10,00 (1/10) 90,00 (9/10)

3 Lagoa Santa 35 5,26 (1/19) 94,74 (18/19)
4 Lagoa Santa 35 14,29 (4/28) 85,71 (24/28)
5 Belo Horizonte 0 0,00 (0/13) 100,00(13/13)
6 Nova Lima 31 28,95 (11/38) 71,05 (27/38)
7 Nova Lima 31 31,25 (5/16) 68,75 (11/16)
8 Inhatima 96 37,75 (9/24) 62,50 (15/24)
9 Caeté 44 23,53 (4/17) 76,47 (13/17)
10 Jequitiba 105 9,26 (5/54) 90,74 (49/54)
11 Conselheiro Lafaiete 102 36,84 (12/38) 63,16 (24/38)
12 Matozinhos 49 19,33 (5/26) 80,77 (21/26)
13 Inhatima 96 26,32 (5/19) 73,68 (14/19)

A maior prevaléncia de animais positivos foi encontrada em uma propriedade em
Inhatima com 37,75% (924) e a menor foi o HV-UFMG, sem nenhuma confirmacao por PCR
ou sorologia (Tab. 8)

Apesar de a maior prevaléncia ter ocorrido em uma propriedade em Inhatima, o maior
numero de potros positivos foi encontrada em Conselheiro Lafaiete com 12 animais, seguido
por uma propriedade em Nova Lima, com 11 animais. Em ambas as propriedades os animais
foram diagnosticados pela técnica de IPMA. As trés propriedades com menor niimero de

positivos foram em Confins e Lagoa Santa, cada uma com um animal confirmado pela IPMA.

Em equinos, ndo ha estudo em relacdo a sobrevida da L. intracellularis em fezes ou no
ambiente, na forma infectante. Em suinos, Collins et al. (2000) relataram a sobrevivéncia da
L. intracellularis, nas fezes ou no ambiente, a uma temperatura ambiente entre 5 e 15°C, por

uma a duas semanas.

O inverno no estado de Minas Gerais se caracteriza pela reducdo da temperatura, da
umidade relativa do ar e do indice pluviométrico. As amostras foram coletadas durante o
periodo de seca e de chuva. Na seca, foram observados 18,37% (45245) animais positivos
contra 25,71% (1870) no periodo de chuva (Fig.14). Apesar da diferenga percentual, ndo

houve diferenca (p>0,05) entre os periodos das coletas. Porém, ao se observar a disseminagao
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pelas fezes, dos 14 animais positivos na PCR, 71,43% (10/14) eliminaram bactéria durante o
periodo da seca. A semelhanga do encontrado neste estudo, Pusterla et al. (2008b)
demonstraram uma grande variacao entre fazendas endémicas para a EPE, com uma variagao
entre 29,7% (outubro) e 33,8% (dezembro) de animais positivos pela IPMA. Os autores

descreveram, ainda, um percentual de 45,5% em outra propriedade.

B Positivos M Negativos

Chuva Seca

Figura 14 — Diagrama demonstrando a propor¢do de animais positivos x negativos durante os periodos de seca e
chuva.

Mais estudos sdo necessarios para se determinar a época de maior excrecdo e
infectividade da L. intracellulares, em rebanhos comerciais de equinos. Além disso, torna-se
necessaria a realizagdo de treinamento e qualificacdo de pessoal visando a diminui¢do do
potencial de disseminacao da L. intracellularis. A desinfeccdo adequada das instalagdes e o
controle do fluxo de animais, com a ado¢do de quarentena, deveriam ser preconizadas como

ponto-chave no controle da EPE.

4.2.2. Avaliacao clinica e laboratorial de potros testados para L. intracellularis

Neste estudo, foi focado apenas o diagnostico ante-mortem. O diagndstico post-
mortem constitui-se da avaliagdo de lesdes macro e microscopicas e deteccdo de antigenos

bacterianos através da imunoistoquimica de fragmentos intestinais. A colheita de fragmentos
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intestinais se torna inviavel, quando se trata de um levantamento epidemioldgico, por
necessitar de uma laparotomia para acesso as estruturais distais do intestino delgado. Assim, a
realizagdo da imunoistoquimica de fragmentos de bidpsia ndo seria a melhor forma de

diagndstico, em estudos epidemioldgicos, como observado por Pusterla et al.(2008b).

Dentre os animais avaliados, 62,86% (198315) eram fémeas e 37,14% (117/315) eram
machos (Tab. 9). Vale ressaltar que o numero superior de fémeas estéd relacionado com fatores
comerciais. Geralmente, os machos sdo vendidos, sendo retidos apenas os melhores e as
fémeas permanecem no plantel. Além disso, foram coletadas amostras de 17 fémeas lactantes
e nenhum macho adulto foi amostrado. Dos 250 animais negativos para L. intracellularis,
62,40% (156250) eram fémeas e 37,60% (94250) machos (p<0,05). Nos positivos por PCR,
dez (83,33%) fémeas e dois (16,67%) machos (p<0,05). Na IPMA, 60,78% (31/51) eram
fémeas 39,22% (20/51) machos. Nos confirmados pelas duas técnicas, um era macho e outro

fémea (50%) (fig.15).

PCR (+) IPMA (+)

10 F

H3,1%

2ZM

16,6

Figura 15 — Diagrama representando a distribui¢do por género entre os animais que testaram positivo somente
para a reagdao em cadeia da polimerase (n=12), somente para a técnica de imunoperoxidase em monocamada de
células (n=51), e em ambos testes (n=2).

Em relacdo a idade, vale ressaltar que as fémeas adultas ndo entraram na analise. A
idade média dos potros positivos na PCR foi 6,58 + 1,42 meses e nos IPMA positivos de
12,54 + 0,75 meses (p<0,05). J& nos positivos por ambas as técnicas, a idade média foi de
12,25 + 3,49 meses. Estes resultados sao diferentes de Pusterla et al. (2008a), ao relatarem, na

infecgdo esporadica da EPE, ser a idade mais afetada entre quatro a sete meses de idade.

Quando se avalia individualmente os animais (Tab. 6) observa-se que um potro de 30
dias, com histdrico atual de diarreia e fezes pastosas, apresentou resultado positivo na PCR,
caracterizando a eliminagdo da L intracellularis. Possivelmente, outros fatores nao avaliados
estariam envolvidos, tais como, a viruléncia da cepa, a condi¢do imune do animal no

momento da contaminagdo e¢ a quantidade de bactérias a que foi exposto. E interessante
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observar que, mesmo sendo lactente, ndo houve uma prote¢do adequada. De acordo com
Kelleher e Lonnerdal (2001), o leite teria componentes moleculares que poderiam conferir
uma maior prote¢do intestinal. Dentre estes componentes, destacam-se a secrecdo de IgA,
oligossacarideos, nucleotideos, lactoferrina, lisoenzimas e citoquinas. Além disso, na
propriedade, foram detectados animais soropositivos, pela técnica de IPMA, indicando a
presenca da bactéria na propriedade e/ou possivel ineficiéncia na absor¢do de IgG do colostro
ou o alto grau de desafio, com possibilidade de infec¢des concomitantes, que o levou a
adoecer (baixa concentracao plasmatica de anticorpos colostrais). Dentre os animais mais
jovens, trés potros foram positivos na IPMA, com idade de dois, trés e quatro meses,
demonstrando contato e soroconversdo precoces, embora apenas o animal de dois meses tenha
historico de diarreia, por ocasido do cio do potro (2* semana de vida do potro, quando a égua
apresenta o 1° cio pos-parto). Pusterla et al. (2009d) demonstraram a presenga de anticorpos
colostrais circulantes por quase trinta dias em uma fazenda endémica para L. intracellularis,
além de 54% dos potros soroconverterem antes do desmame, nos primeiros trés meses de

idade, demonstrando que a exposicao a bactéria ocorre antes do desmame.

Tabela 9 - Caracteristicas clinicas dos animais testados para L. intracellularis.
Animais testados para Lawsonia intracellularis

Variavel Positivos % (n)
PCR IPMA PCR e IPMA Negativos

Sexo (% - n)

Feminino 78,57 (11/14)* 60,78 (31/51)* 50,00 (1/2) 62,40 (158/252)"

Masculino 21,43 (3/14)® 39,22 (20/51)® 50,00 (1/2) 37,30 (94/252)°
Idade (meses)* 6,58 + 1,42 12,54 + 0,75 12,25 + 3,49° 8,48 +0,32%
Escore corporal(1-5) 3,08+0,17 2,91 + 0,09 3,00+ 0,41 2,76 + 0,04
TPC (segundos) 1,58+ 0,15 1,44 + 0,08 1,25+ 0,37 1,67 + 0,03
OPG 825,00 + 701,80 342,68 +360,0 0,0+ 156927 695,40 + 154,25

*animais adultos ndo tabulados; Escore corporal: escala de 1 a 5 (1 muito magro e 5 obeso); TPC — tempo de
reperfusdo capilar; OPG — contagem de ovos por grama de fezes; IPMA — sorologia pela técnica de
imunoperoxidase em monocamada de células. Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem
(p<0,05 — teste SNK); para sexo as médias devem ser observadas na coluna (p<0,05 — teste %)

Dezessete éguas que estavam amamentando foram coletadas, e seis (35,29%)
apresentaram titulagdo para L. intracellularis na IPMA, tal achado se mostra interessante por
demonstrar a presenga de um contato anterior com o agente independente de haver a infec¢ao
atual na fazenda, fazendo perceber a importancia da infec¢do subclinica ou da transmissdo
inespecifica que pode ocorrer sem percepcdo ¢ levando a perdas subsequentes como

diminui¢do do crescimento dos potros, falecimento, decorrentes de um diagndstico impreciso.
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Dos produtos dessas seis, apenas um potro ao pé apresentou sorologia positiva. Pusterla et al.
(2009d) encontraram mais de 50% de éguas amamentando com soropositividade, em um
levantamento de fazenda com surtos esporadicos. Van Ree et al. (2009) demonstraram que
100% das maes, para os potros que testaram positivo ou inconclusivo, eram sorologicamente

positivas.

Outro achado interessante um potro de dezoito meses, com historico de diarréia dois
meses antes da colheita, também foi positivo na sorologia. Pusterla et al., (2010b) ao
inocularem cultura da bactéria em potros, observaram a presenca de titulagdo persistindo por
90 dias, com surgimento de anticorpos entre 14 a 21 dias apds a infec¢do. Alguns relatos de
caso de EPE documentaram a auséncia de anticorpos especificos para L. intracellularis no
inicio da doenga (Dauvillier et al., 2006; Sampieri et al., 2006) e as respostas imunolédgicas
ndo sdo caracteristicas e parecem estar associadas a infecgdes moderadas (Smith e Lawson,
2001). Entretanto, a maioria dos trabalhos demonstra o desenvolvimento de casos clinicos em
potros até¢ 12 meses (Duhamel e Wheeldon, 1982; Brees et al., 1999; Al-Ghamdi, 2003; Bihr,
2003; Wuersch et al., 2006; Pusterla et al., 2008a).

Em relacdo ao escore corporal e ao TPC, ndo houve diferenca (p>0,05) entre os
grupos. Houve animais com infec¢do por vermes (contagem de OPG maior que 200), nos
grupos positivos na PCR, na IPMA e negativos. Trinta ¢ um porcento (1651) dos animais
positivos na IPMA e 42,86% (6/14) dos PCR positivos apresentaram OPG maior que 200,
mostrando a presenca concomitante de infec¢do por vermes. Foram encontrados ovos de
Strongyloides westeri, Strongylus sp.(Fig. 16A) e Parascaris equorum (Fig. 16B), com
contagem variando entre 0 a 18000 OPG. Nas propriedades visitadas, o controle parasitario
era realizado de acordo com o calendério sanitario estipulado, sem que fossem realizados

exames com contagem de ovos ou de resisténcia parasitaria a anti-helminticos.

Figura 16 — Imagens de ovos de parasitas intestinais encontrados nas fezes de potros:
A — ovo de Strongylus sp.; B — ovo de Parascaris equorum
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4.2.3.Sinais Clinicos

No momento da coleta das amostras, 135 (42,86%) animais demonstraram algum sinal
clinico como TPC alterado, alteragao da coloracao das mucosas, alteragdes na consisténcia

fecal, historico de diarreia, prostragdo, presenca de secrecao nasal ou linfonodos aumentados

(Fig.6).

Entre os animais examinados, 35,24% (111/315) tinham historico de diarreia, 81
(25,71%) apresentaram alteracdo na consisténcia fecal (pastosas ou ressecadas), cinco
(1,59%) animais estavam prostrados, 22 (6,98%) apresentaram TPC aumentado, 66 (20,95%)
tinham alteragdo na coloracdo de mucosas (ictérica, palida ou congesta), 67 (21,27%)
apresentavam secre¢do nasal e 26 (8,25%) apresentaram linfonodos aumentados (Tab. 10 e

11).
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Figura 17 — Gréfico demonstrando os sinais clinicos que foram apresentados pelos equideos coletados neste
estudo.

Apesar destes achados apenas dois animais estavam com diarréia no dia da coleta,
sendo um PCR positivo e outro IPMA positivo. A auséncia de sinais clinicos especificos,
como edema ventral ou prostracdo, para L intracellularis, no exame fisico dos animais
testados pode indicar a presen¢a de uma cepa com menor viruléncia. Este achado também foi

relatado por Pusterla et al. (2008b) em um levantamento epidemioldgico, onde todos os
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animais se encontravam soropositivos, mas saudaveis. Pusterla et al. (2010b) afirmaram que
através de PCR quantitativo foi possivel perceber que o potro com sinais clinicos mais

pronunciados eliminava de sete a 16 vezes mais organismos pelas fezes que outros animais.

Tabela 10 - Distribui¢do (% - n) dos achados clinicos no momento do exame em animais testados para L.
intracellularis.

Animais testados para Lawsonia intracellularis
Positivos % (n)

Achados clinicos

PCRe Negativos
PCR IPMA IPMA

Historico de diarréia 21,43 (3/14) 23,53 (12/51) 50,00 (1/2) 37,60 (94/250)
Consisténcia fecal 28,57 (4/14) 15,69 (8/51) 50,00 (1/2) 27,20 (68/250)
Animal prostrado 0,00 (0/14) 0,00 (0/51) 0,00 (0/2) 2,00 (5/250)
TPC (> 2 seg) 0,00 (0/14) 1,96 (1/51) 0,00 (0/2) 8,40 (21/315)
Alteragdo das mucosas* 21,43 (3/14) 11,76 (6/51) 0,00 (0/2) 22,80 (57/250)
Secregdo nasal 14,29 (2/14) 13,73 (7/51) 0,00 (0/2) 23,20 (58/250)
Aumento de linfonodos 0,00 (0/14) 0,00 (0/51) 0,00 (0/2) 10,40 (26/250)

TPC — tempo de reperfusdo capilar; IPMA — sorologia pela técnica de imunoperoxidase em monocamada de
células.
*alteragdes nas mucosas como congestdo, ictericia ou palidez.

Nos animais com historico de diarreia e IPMA positivos (23,53% - 12/51), apenas em
oito casos foram obtidos os dados da época de ocorréncia. Dois animais apresentaram diarreia
no periodo do cio do potro (2% semana de vida), dois aos 2,5 meses de idade, um aos trés
meses, um aos cinco, um aos dezesseis € outro no momento da coleta. J4 para os PCR
positivos (21,43% - 3/14), um animal apresentou histérico de diarreia no cio do potro
(intervalo de 7 meses até a coleta), um aos dois meses de idade (ha 3 meses da coleta) e um no

momento do exame (1° més de vida).

Tabela 11 - Distribui¢do (% - n) dos achados clinicos, no momento do exame, em animais testados como
positivos e negativos para L. intracellularis.
Animais testados para Lawsonia intracellularis

Achados clinicos

Positivos Negativos Total
Historico de diarréia 26,15 (17/65) 37,60 (94/250) 35,24 (111/315)
Consisténcia fecal 20,00 (13/65) 27,20 (68/250) 25,71 (81/315)
Animal prostrado 0,00 (0/65) 2,00 (5/250) 1,59 (5/315)
TPC (> 2 seg) 1,54 (1/65) 8,40 (21/315) 6,98 (22/315)
Alteragdo das mucosas* 13,85 (9/65) 22,80 (57/250) 20,95 (66/315)
Secregdo nasal 13,85 (9/65) 23,20 (58/250) 21,27 (67/315)
Aumento de linfonodos 0,00 (0/65)* 10,40 (26/250)" 8,25 (26/315)

Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (p<0,05 Teste: x°)
TPC — tempo de reperfusdo capilar
*alteragdes nas mucosas como congestao, ictericia, presenca de petéquias ou palidez.
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Quando os dados foram agrupados em positivos e negativos (Tab. 11), nenhuma
diferenca para as caracteristicas clinicas no momento do exame foram observadas, exceto o
aumento de volume de linfonodos (p<0,05). Entretanto, foram observadas altera¢des na
consisténcia fecal, caracterizadas principalmente por fezes pastosas, em 28,57, 15,69 ¢
50,00%, respectivamente, para os animais positivos na PCR, IPMA ou em ambos. A perda de
peso, a presenca de diarreia ou de fezes amolecidas e sinais de cdlica sdo achados frequentes
em potros acometidos clinicamente pela EPE (Wilson e Gebhart, 2008). Outros achados,
como efusdo articular, fraqueza, hipertermia e colica foram sinais descritos por Divers (2008).
Nenhum dos animais coletados apresentou sinais além de alteragdes no sistema respiratorio

ou alteracdes de consisténcia fecais.

Tabela 12 - Distribuicdo (% - n) dos achados clinicos no momento do exame em animais testados para L.
intracellularis.

Animais testados para Lawsonia intracellularis

Achados clinicos Positivos % (n)

PCR IPMA PCR e IPMA Negativos
Verminose 42,86 (6/14)  31,25(15/48) 0,00 (0/2) 34,57 (84/243)
Hemoparasitose* 21,43 (3/14° 2,17 (1/46)° 0,00 (0/2") 6,30 (15/238)™

Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (p<0,05 Teste: y°)
IPMA — sorologia pela técnica de imunoperoxidase em monocamada de células
* Animais positivos, no esfregaco sanguineo, para Babesia caballi e/ou Theileria equi

Apenas um (1,96%) animal IPMA positivo apresentou TPC aumentado. As alteracdes
na coloragdo da mucosa oral observadas neste estudo, como congestao, presenca de petéquias,
mucosas amareladas ou palidas também foram observadas por outros autores, embora
relatassem casos clinicos na forma aguda ou subaguda (Kimberly et al., 2007; Allen et al.,
2009; Merlo et al., 2009). Estes sinais estdo relacionados com a perda aguda de sodio e
fortemente associados com hipovolemia, levando a taquicardia, diminui¢do da pressao

arterial, retardo no preenchimento da jugular e aumento do TPC (Kaneko et al., 2008).

Quando da avaliagdo do esfregaco sanguineo, 21,43% (3/14) dos animais PCR
positivos apresentaram Babesia caballi no esfregaco sanguineo (Tab. 11), sendo superior aos
IPMA ou IPMA + PCR positivos (p<0,05). A babesia ¢ um protozoario que aparenta dificil
visualizagdo em esfregaco de sangue periférico e sua presenca em 25% dos animais que

estavam eliminando a bactéria pode significar uma diminui¢ao da imunidade do hospedeiro.
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4.2.4. Alteracoes Laboratoriais

Em relacdo a série vermelha, os dados referentes ao hematocrito, hemoglobina e
numero de hemadcias estavam dentro dos parametros de referéncia. Entre os animais positivos,
0 grupo que obteve maior valor do volume corpuscular médio (VGM) e da hemoglobina
corpuscular média (HCM) foram os animais IPMA positivos, ¢ o menor os animais PCR
positivos. Ja nos indices de concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e
amplitude de variagdo de volume das hemacias (RDW) ocorreu o inverso, o menor valor foi

obtido nos animais IPMA positivos € o maior nos PCR positivos.

Assim como relatado por Wilson e Gebhart (2008), os achados laboratoriais sdo
variados. Em todos os grupos, a maioria dos valores hematologicos estdo dentro dos valores
de normalidade, com excecao do VGM, que estd abaixo do valor minimo de referéncia em
todos os grupos estudados. A microcitose, ou diminuicdo do VGM ¢ comum em animais
jovens da maioria das espécies e pode estar relacionada com a deficiéncia de ferro. O HCM
que estd diminuido nos animais positivos na PCR, o CHCM diminuido no grupo IPMA
positivo, o RDW diminuido em todos os grupos exceto o PCR positivo. O RDW ¢ a
determinagdo na variacdo no volume de hemacias. Quando este indice estd alterado,
normalmente ha visualizagdo de anisocitose e policromasia no esfregago sanguineo (Paes et

al., 2009).

Para os exames hematologicos, ndo houve diferenca (p>0,05) na maioria dos dados
(Tab.13). Quando estes foram agrupados em animais positivos e negativos (Tab. 14),
observou-se diferenca (p<0,05) entre os grupos na contagem absoluta de eosindfilos e relativa
e absoluta de mondcitos, com os animais negativos apresentando menor contagem nessas

populagdes de células sanguineas.

Na série branca, houve leucocitose em todos os grupos examinados. Os dados
referentes aos neutrofilos segmentados estavam dentro dos valores de referéncia, com excegao
do grupo positivo em ambas as técnicas, no qual houve neutrofilia. Em relacao aos linfécitos,
todos os grupos apresentaram linfocitose, justificada pelo acompanhamento da leucocitose
observada. Porém, ¢ interessante comentar a presenca de leucocitose com linfocitose em todos
os grupos. Rubino et al. (2006) observaram que a presenca de infec¢do causada por agentes

transmissiveis pelo carrapato, em equinos infectados sem sinais clinicos aparentes, tinham
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significativamente menor nimero de neutr6filos e maior de linfocitos que animais livres da
doenga ou infectados apresentando a babesiose demonstrando que ha inversdo da relagao

neutréfilo-linfécito, da fase aguda para a subaguda, durante a evolugdo da doenga,.

A média da contagem absoluta de eosindfilos foi maior (p<0,05) no grupo PCR
positivo quando comparado aos demais grupos, demonstrando a presenca de uma resposta

imune do trato gastrintestinal como descrito por Weiss e Wardrop (2010).

O aumento de neutréfilos, que sdo mediadores quimicos da inflamagdo aguda ¢
seguido pela predominédncia de linfocitos, que sdo tipicos de uma resposta imune mais
especifica clonica (Rubino et al., 2006), o que pode ser observado em todos os grupos do
presente estudo. Desta forma, possivelmente, outros agentes podem estar associados a
L.intracellularis, ou seja, a alteragdo causada nesta populagdo de células nos grupos positivos

pode ndo ser proveniente da L. intracellularis e sim de outros agentes.

A monocitose esteve presente nos grupos PCR positivos e positivos em ambas as
técnicas. Este achado esta relacionado a presenca de uma infec¢do causada por diversos
organismos como bactérias, fungos, riquétsias e protozoarios ou lesdes cronicas e supurativas
(Weiss e Wardrop, 2010). Possivelmente, os animais que desenvolvem a EPE sdao animais que
passaram por algum tipo de estresse, como o desmame, transporte, super-lotagao, diminui¢ao
de anticorpos especificos, alteragdes na dieta e doengas concomitantes como o parasitismo e

pneumonia (Lavoie e Drolet, 2007).
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Tabela 13 - Valores do hemograma (média + erro padrdo), em animais testados para L. intracellularis.

Animais testados para Lawsonia intracellularis

Variaveis Positivos Neeativos
PCR IPMA PCR ¢ IPMA &

Série Vermelha
Hematocrito 32,46 + 1,34 32,19+ 0,72 37,00 + 2,28 32,65+ 0,31
32 — 53 %*
Hemoglobina 12,95 + 0,57 12,55 + 0,31 15,25 + 1,40 12,58 + 0,13
11— 19 gdL*
Hemacias 11,18 + 0,58 9,68 +0,31 11,50 + 1,41 10,37 + 0,13
6,8 — 12,9 x 10°/puL*
VGM 29,27 +1,48° 34,21 +0,79° 32,30 + 3,627 32,15 + 0,34™
37— 59 fL*
HCM 11,64 +0,51° 13,22 + 0,28* 13,28 + 1,25° 12,32 + 0,12%
12 -20 g/dL*
CHCM 34,49 + 1,27 30,26 + 0,68° 31,04 +3,11% 31,72 + 0,30*°
31 -39 g/dL*
RDW 24,67 + 0,48" 22,13+ 0,26" 21,45+ 1,18° 22,90 +0,11*
24 — 27 %*

Leucometria

Leucocitos totais

5400 — 14300 /pL*

Bastonete absoluto
0 — 1000/ pL*
Bastonete relativo
08 %*
Neutrofilo absoluto
2250 — 8580/puL*
Neutrofilo relativo
22 — 72 %*
Linfécito absoluto
1500 — 7700/ uL*
Linfécito relativo
17 — 66 %*
Eosinéfilo absoluto
0— 1000 /pL*
Eosinoéfilo relativo
0-10 %*
Mondcito absoluto
0 — 1000/ pL*
Mondcito relativo
0-14 %*
Basofilo absoluto
0-290/uL*
Basofilo relativo
0—4 %*
Neutrofilo:linfocito
0,67 — 1,00%*

Plaquetas

100 — 350 x 103/ plL*

17133,33 + 2326,69
92,83 + 57,07
0,67 + 0,42
7186,75 + 1293,24
41,92 + 3,56
8420,58 + 1415,38
48,42 + 3,61
183,67 + 102,65°
1,00 +0,51°
1218,42 + 232,16
7,83+ 1,16°
31,08 + 30,02
0,17+ 0,12
1,07+0,19

247,33 + 36,26

20689,76 + 243,67
0,00 + 30,50
0,00 + 0,23
8390 + 691,27
40,54 + 1,90
10872,48 + 756,55
52,52+ 1,93
388,66 + 54,87%
2,00 + 0,27%
996,02 + 124,09
4,82 +0,62%
42,36 + 16,04
0,12 + 0,07
0,85+ 0,10

242,45 + 19,38

25150,00 + 5699,20
0,00 + 139,78
0,00 + 1,04
11411,00 + 3167,78
45,50 + 8,71
11245,50 + 3466,95
44,50 + 8,84
869,50 + 251,44
3,50 + 1,26°
1624,00 + 568,67
6,50 +2,84°
0,00 + 73,52
0,00 + 0,30
1,03 + 0,46

222,00 + 88,81

18785,06 + 536,14
37,92 + 13,15
0,28 + 0,09
7816,93 + 298,00
40,97 + 0,82
9916,50 + 326,14
53,16 + 0,83
269,70 + 23,65
1,49 +0,12%
708,35 + 53,50
391+027°
35,63 + 6,92
0,18 +0,03
0,91 + 0,04

278,59 + 8,39

VGM - volume globular médio; HCM — hemoglobina corpuscular média; CHCM —

concentragdo de

hemoglobina corpuscular média; RDW — indice de anisocitose; IPMA — sorologia pela técnica de
imunoperoxidase em monocamada de células; * Valores de Referéncia: Jain (1986)
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Tabela 14 - Valores do hemograma (média + erro padrdo), de animais testados para L. intracellularis*.

Animais testados para Lawsonia intracellularis

Variaveis Positivos Negativos Total
ERITROGRAMA
Hematocrito 32,42 +0,55 32,65+ 0,31 32,61 + 0,26
32— 53 %**
Hemoglobina 12,74 + 0,24 12,58 £ 0,13 12,61 + 0,12
11— 19 gdL**
Hemacias 10,07 +£ 0,25 10,37 +0,13 10,31 £ 0,12
6,8 — 12,9 x 10°/uL**
VGM 33,08 + 0,90 32,15+0,34 32,33 +0,31
37— 59 fL**
HCM 12,88 + 0,32 12,32 + 0,12 12,43 + 0,11
12 -20 g/dL**
CHCM 31,19+ 0,68 31,72 £ 0,30 31,62 + 0,27
31 -39 g/dL**
RDW 22,65 40,26 22,90+ 0,11 22,85+0,10
24 =27 %**
LEUCOGRAMA

Leucocitos totais
5400 — 14300 /pL**

20086,96 + 1386,38

18785,06 + 536,14

19043,59 + 480,65

Bastonete absoluto 18,89 + 12,08 37,92 + 13,15 34,34+ 11,76
0— 1000/ pL**

Bastonete relativo 0,14 + 0,07 0,28 + 0,09 0,25 + 0,09
0— 8 %**

Neutro6filo absoluto 8240,23 + 616,82 7816,93 + 298,00 7900,99 + 266,35
2250 — 8580 /puL**

Neutréfilo relativo 41,01 + 1,37 40,97 + 0,82 40,99 + 0,73

22 — 72 %**
Linfécito absoluto
1500 — 7700/ uL**
Linfécito relativo
17 — 66 %**
Eosinodfilo absoluto
0—1000 /pL**

10360,39 + 815,48
51,35+ 1,57

361,91 +49,18"

9916,50 + 326,14
53,16 + 0,83

269,70 + 23,65°

10004,65 + 291,85
52,80 + 0,74

288,01 +21,45°

Eosinoéfilo relativo 1,84 + 0,24 1,49 + 0,12 1,56 + 0,11
0—10 %**
Monécito absoluto 1066,11 + 146,11* 708,35 + 53,50 779,39 + 48,53 °
0—1000/pL**
Mondcito relativo 5,53 +0,68" 3,91 +027° 4,23 +0,24
0-14 %*
Basofilo absoluto 38,43 + 19,10 35,63 + 6,92 36,18 + 6,16
0-290/pL**
Basofilo relativo 0,13 + 0,05 0,18 + 0,03 0,17 + 0,03
0—4 %**
Neutrofilo:linfocito 0,90 + 0,07 0,91 + 0,04 0,91 + 0,04
0,67 — 1,00**

Plaquetas 242,77 + 15,50 278,59 + 8,39 271,40 +7,52

100 — 350 x 103/ pL**

Meédias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (p<0,05 — Teste T de Student)
*Unido dos grupos PCR e IPMA positivos; ** Valores de Referéncia: Jain (1986).

No esfregaco sanguineo, foi possivel observar a presenca de hemoparasitas como a
Babesia caballi (Fig.18A) em cinco animais, a Theileria equi (Fig.18B) em dez animais,
havendo a presenca de ambas em um animal. Nas alteracdes de morfologia celular, foi

possivel observar nos animais positivos na IPMA a presenca de linfocitos reativos, basofilia
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citoplasmatica de neutrofilos, plaquetas ativadas e macroplaquetas, hipersegmentacido de
neutréfilos, neutrofilos toxicos, anisocitose, mondcitos ativados, e a presenca de 7. equi em
um animal. Dos 14 animais positivos pelo PCR, trés apresentaram B. caballi e as alteragdes
presentes eram a basofilia citoplasmatica em neutréfilos, plaquetas ativadas e macroplaquetas
e linfocitos reativos. Um achado em comum nos dois potros positivos nas duas técnicas foi a
presenga de hipersegmentacdo e basofilia citoplasmatica dos neutrdfilos, indicando uma

afecgdo cronica e infecciosa (Weiss e Wardrop, 2010).

Figura 18 — Esfregaco sanguineo de veia jugular externa. A: Babesia caballi e neutrofilo
hipersegmentado; B: Theileria equi em formagdo de cruz de malta e hemacias crenadas; C:
linfocito reativo; D: plaquetas ativadas; E: basofilo e linfocito; F: eosinofilo e macroplaqueta
(seta). Coloragdo pandtico, aumento 1000x (imersdo).
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4.2.5. Alteracoes Bioquimicas

Ao analisar as 315 amostras séricas (Tab. 15), foi possivel observar que o grupo IPMA
positivo diferiu (p<0,05) apenas dos animais positivos nos dois testes (PCR e IPMA). Quando
se retirou o grupo de animais positivos (PCR+IPMA), pelo baixo nimero de animais (n=2),
diminuiu-se a variancia entre as amostras ¢ as diferencas se sobressairam (Tab. 14). Os
animais do IPMA positivos apresentaram valores séricos semelhantes aos do grupo negativo
(p>0,05), porém superiores aos do grupo PCR positivo (p<0,05). Tanto os animais negativos
para EPE, quanto os animais positivos pela IPMA apresentaram valores superiores aos de
referéncia para a espécie. O aumento das concentracdes séricas de uréia pode estar associado
a diminuicdo da excrecdo urinaria ou aumento do catabolismo protéico (Kaneko et al., 2008).
Embora o escore corporal tenha sido proximo ao ideal (trés em uma escala de 1 a 5), a perda
de peso e consequente perda de massa magra ¢ suficiente para elevar as concentragdes séricas
de uréia. Como os animais foram examinados uma Unica vez e a perda de peso pds-desmame
¢ um achado comum, para os tratadores a condicdo corporal em que os animais se
encontravam nao foi um fato relevante. Além disso, a presenca de outras alteragcdes associadas
a EPE, tais como garrotilho, hemoparasitose ou endoparasitose podem contribuir para o

incremento do catabolismo protéico e elevacdo da concentragcdo de uréia sérica.

Tabela 15 - Valores da bioquimica sérica (média + erro padrdo), em animais testados para L. intracellularis.
Animais testados para Lawsonia intracellularis

Variaveis Positivos % (n) Negativos
PCR IPMA PCR e IPMA

Uréia (21,4 — 51,5 mgdL)* 41,50+ 6,42 60,60 +3,15 34,50 +15,73° 55,72+ 1,41°
Creatinina (0,4 — 2,2 mg/dL)* 1,33 +0,15 1,12 40,07 1,25+ 0,36 1,19 + 0,03
CK (60 — 330 UL)* 240,50 + 38,68 231,00+ 18,95 202,00 + 94,74 190,25 + 8,47
AST (226 — 366 UL)* 259,42 +22,50 226,20+ 11,02 192,00+55,11 221,13 + 4,93
ALT (3 —23 UL)* 12,33 + 1,49 6,90 + 0,73 7,50 + 3,66 7,58 + 0,33
GGT (6 — 32 UL)* 19,17 + 3,77 24,14+ 1,85 16,00 + 9,22 21,57+ 0,83
FA (86 — 295 UL)* 156,00 + 12,88* 115,66 + 6,31 77,00 +31,55° 122,61 + 2,82"

IPMA — sorologia pela técnica de imunoperoxidase em monocamada de células; AST — aspartato
aminotransferase; ALT — alanina aminotransferase; GGT — gama glutamil transpeptidase;
*Valores de referéncia para animais adultos (Smith, 1996, Duncan e Prasse, 2003; Kaneko et al., 2008).

A concentracao sérica de FA diferiu (p<0,05) entre os grupos PCR positivo e positivo
em ambas as técnicas, porém, os valores permaneceram dentro dos limites de normalidade.

Nao foram encontradas citagcdes sobre a FA em animais com EPE. A FA aumentada pode
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significar problemas hepaticos, aumento da atividade osteoblastica, comum em animais com
fratura ou em crescimento, tumores, ou septicemia, infec¢des bacterianas intra-abdominais e
pela administragdo de estrogenos ou progestdgenos (Motta, 2009), demonstrando que a

presencga da bactéria dentro das criptas pode alterar indices sanguineos.

Ao excluir o grupo positivo nas duas técnicas (Tab. 16), por ter uma amostra
representativa pequena, observa-se a diferencga (p<0,05) entre a FA, ureia e ALT dos animais
PCR positivo e IPMA positivo e uma semelhanga (p>0,05) entre os IPMA positivos e
negativos. Certamente, nestes dois Ultimos grupos, nestes pardmetros avaliados, j4 ocorreu
uma reagdo do organismo e recuperagdo das concentragdes séricas normais, exceto para a
ureia, que pode estar em concentracdo diminuida devido ao aumento do catabolismo de
proteinas (Kaneko et al., 2008), ja que no grupo PCR positivo a doenga esta na forma ativa,

necessitando de um maior aporte de proteinas, confirmando a afirmacao supracitada.

Tabela 16 - Valores da bioquimica sérica (média + erro padrdo), em animais testados para L. intracellularis*.

Animais testados para Lawsonia intracellularis
Variaveis Positivos

PCR IPMA Negativos
Uréia (21,4 — 51,5 mgdL)** 41,50 + 6,42° 60,60 + 3,15 55,72 + 1,41°
Creatinina (0,4 — 2,2 mg/dL)** 1,33 40,15 1,12+ 0,07 1,19+ 0,03
CK (60 — 330 U/L)** 240,50 + 38,68 231,00 + 18,95 190,25 + 8,47
AST (226 — 366 UL)** 259,42 + 22,50 226,20 + 11,02 221,13 + 4,93
ALT (3 —23 UL)** 12,33 + 1,49 6,90 + 0,73 7,58 +0,33°
GGT (6 — 32 UL)** 19,17 + 3,77 24,14 + 1,85 21,57+ 0,83
FA (86 — 295 U/L)** 156,00 + 12,88° 115,66 + 6,31° 122,61 +2,82°

*Excluido o grupo PCR e IPMA positivo; IPMA - sorologia pela técnica de imunoperoxidase em monocamada
de células; AST — aspartato aminotransferase; ALT — alanina aminotransferase; GGT — gama glutamil
transpeptidase;

**Valores de referéncia para animais adultos (Smith, 1996; Duncan e Prasse, 2003; Kaneko et al., 2008).

Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (p<0,05 — Teste SNK)

Ao agrupar os animais positivos, independentemente da técnica utilizada (Tab. 17)
observa-se concentracdo sérica da CK superior (p<0,05) nos animais positivos. A literatura
relata o aumento de enzimas musculares (CK) (Sampieri et al., 2006; Divers, 2008) e AST
(Divers, 2008) em potros afetados pela EPE. Os valores encontrados tanto de AST quanto de
creatinina, apesar numericamente mais altos, nos animais positivos, ainda estdo dentro da

normalidade, sem diferenga quando comparados aos negativos (p>0,05).
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Tabela 17 - Valores da bioquimica sérica (média + erro padrdo), em animais testados para L. intracellularis.

Animais testados para Lawsonia intracellularis

Variaveis Positivos Negativos Total
Creatinina (0,4 — 2,2 mg/dL)* 1,16 + 0,24 1,19+ 0,03 1,19+0,03
CK (60 — 330 UL)* 231,88 +158,73" 190,25 + 8,47 198,73 +7,59
AST (226 — 366 UL)* 231,36 + 83,99 221,13 +4,93 223,21 +4,40
GGT (6 —32 UL)* 22,95 + 8,82 21,57 +0,83 21,85+0,74

Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (p<0,05 — Teste T de Student)
*Valores de referéncia para animais adultos (Smith, 1996; Duncan e Prasse, 2003; Kaneko et al., 2008).

Apesar dos animais terem apresentado uma forma subclinica, algumas alteragdes
foram observadas na bioquimica sérica, que poderiam auxiliar como marcadores em plantéis

com diagndstico precoce da infeccao.

4.2.6. Alteracoes na eletroforese de proteinas séricas

Foram realizadas as fragdes eletroforéticas das proteinas como ¢é possivel observar na
Tab. 18. As fracdes a; e op-globulinas incluem a antitripsina, lipoproteinas de alta e muito
baixa densidade, macroglobulinas, ceruloplasmina e haptoglobina (Kaneko et al., 2008) A
haptoglobina ¢ uma proteina de fase aguda moderada por aumentar até 10 vezes seu valor
normal durante uma resposta de fase aguda. Acredita-se ter um efeito bacteriostatico por
limitar a disponibilidade do ferro, essencial para o crescimento bacteriano, pode ter agao anti-
inflamatdria por proteger contra os radicais livres e inibindo a quimiotaxia de granulocitos e a
fagocitose (Crisman et al., 2008).Todos os valores estdo dentro dos padrdoes de normalidade,
com excec¢do da fragdo f3,, aumentada nos grupos PCR, IPMA e negativos. As beta-globulinas
sdo uma fracdo proteica que correspondem as transferrinas, lipoproteinas, transferrinas,
ferritinas, hemopexinas e entre elas, proteinas do sistema complemento Cs, Cq4, proteinas C
reativas, plasminogénio e fibrinogénio que correspondem a resposta de fase aguda da
inflamacao (Kaneko et al., 2008), demonstrando a presenca de infec¢des concomitantes ainda
na fase aguda. Porém, ao avaliar a concentragdo plasmatica de fibrinogénio, pode-se observar
que os valores também se encontram dentro dos valores de normalidade, apesar de
numericamente o grupo PCR e IPMA positivos ter menores valores, concordando com a
justificativa de Crisman et al. (2008) ao fibrinogénio ser uma proteina de fase aguda
insensivel, por ter um intervalo de referéncia para animais sadios longo e ter também grande

periodo de resposta apos um estimulo inflamatorio.
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Tabela 18 - Valores do resultado da eletroforese de proteinas séricas (média + erro padrdo), em animais testados

para L. intracellularis.

Animais testados para Lawsonia intracellularis

Variaveis Positivos % (n) Neeativos
PCR IPMA PCR ¢ IPMA &
Proteina total (5,8 — 8,7 gdL)* 6,65 +0.18 7.19 + 0,09 735 + 0,45 7.05 + 0,04
Albumina (2,6 — 3,7 g/dL)* 3,22 +0,18 3,52+ 0,09 3,77 + 0,43 3,35+ 0,04
(0,06 — 0,7 g/dL)* 0,55 + 0,05 0,57 + 0,02 0,52+0,11 0,55 + 0,01
(0,31 — 1,31 gdL)* 0,34 + 0,05 0,38 + 0,03 0,31+0,13 0,40 + 0,01
B, (0,4 — 1,58 gdL)* 0,82 + 0,01 0,81 + 0,03 0,85+ 0,15 0,87 + 0,01
B,(0,29 — 0,89 gdL)* 0,98 + 0,09 0,94 + 0,05 0,88 + 0,22 0,93 + 0,02
v (0,55 — 1,46 g/dL)* 0,83 +0,11 1,04 + 0,05 1,04 + 0,27 0,95 + 0,02
Albumina:globulina (0,62 — 1,46)* 0,98 + 0,09 0,97 + 0,05 1,05 + 0,23 0,97 + 0,02

Fibrinogénio (100 — 400 mgdL)* 354,55+ 77,55 333,33 +44,78 250,00+181,88 387,44 + 18,61

IPMA - sorologia pela técnica de imunoperoxidase em monocamada de células
*Valores de referéncia para animais adultos (Kaneko et al., 2008).

Quando excluidos os dados referentes ao grupo positivo em ambas as técnicas
(Tab.19), € possivel perceber que ha menor valor na proteina total de animais PCR positivos,
porém ainda dentro da normalidade, o que contrasta com os resultados encontrados na
literatura, que relata a hipoproteinemia como achado mais comum (McClintock e Collins,
2004; Atherton e McKenzie III, 2006; Sampieri et al., 2006; Dauvillier et al., 2008; Divers,
2008; Allen et al., 2009; Merlo et al., 2009).

Tabela 19 - Valores do resultado da eletroforese de proteinas séricas (média + erro padrdo), em animais testados
para L. intracellularis*.

Animais testados para Lawsonia intracellularis

Variaveis Positivos Neeati
PCR IPMA EAVOS
Proteina total (5,8 — 8,7 g/dL)** 6,65 +0,18° 7,19 +0,09* 7,05 1+ 0,04*
Albumina (2,6 — 3,7 gdL)** 3,22+0,18 3,52+ 0,09 3,35+ 0,04
a; (0,06 — 0,7 gdL)** 0,55+ 0,05 0,57 +0,02 0,55+ 0,01
0(0,31 — 1,31 gdL)** 0,34 + 0,05 0,38 +0,03 0,40 + 0,01
B1(0,4 — 1,58 gidL)** 0,82 +0,01 0,81 +0,03 0,87 +0,01
B,(0,29 — 0,89 gdL)** 0,98 + 0,09 0,94 + 0,05 0,93 +0,02
v (0,55 — 1,46 gdL)** 0,83 +0,11 1,04 + 0,05 0,95 +0,02
Albumina:globulina (0,62 — 1,46)** 0,98 + 0,09 0,97 +0,05 0,97 +0,02

Fibrinogénio (100 — 400 mg/dL)** 354,55 +77,55 333,33 +44,78 387,44 + 18,61
*Excluido o grupo PCR e IPMA positivo; IPMA — sorologia pela técnica de imunoperoxidase em monocamada
de células
**Valores de referéncia para animais adultos (Kaneko et al., 2008).

Os resultados encontrados neste presente estudo contrastam com os apresentados nos

Estados Unidos, pois potros mais velhos, recém-desmamados e sobreanos com profunda
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hipoalbuminemia e edema ventral durante o outono ou inverno devem ser considerados
suspeitos para L. intracellularis (Frazer, 2007). Nao foi encontrada diferenga entre o periodo
das coletas e os animais que eram positivos ndo apresentavam nenhum nivel proteico abaixo

da normalidade, para provocar consequéncias como o edema ventral ou periférico.
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5. CONCLUSOES

Ao comparar as duas técnicas soroldgicas, IPX e IPMA, foi possivel observar uma
maior deteccao de positividade da IPMA para o diagndstico da EPE. A concordancia entre as

técnicas foi discreta.

Por se apresentar de diferentes formas, a EPE também apresenta diferentes
manifestagdes clinicas, desde nenhum sinal até a morte do animal, sendo mais aparente a

forma subclinica.

A EP ¢ uma doenca importante, porém, subestimada, porque pode gerar prejuizo aos
criadores de equinos ja que foram observados animais sadios disseminando a L.
intracellularis pelas fezes, sem apresentar sinais clinicos, demonstrando assim que a tropa
deve ser acompanhada periodicamente de forma profilatica para evitar o surgimento da forma

aguda através dos animais subclinicos, gerando menores perdas econdmicas.

Estudos prospectivos deverdo ser realizados a fim de se determinar a fonte de
contaminagdo dos animais positivos, fatores que desencadeam a disseminagdo pelas fezes, a
durabilidade e infectividade das cepas presentes nas fezes de animais confirmados para EPE e
no meio, correlacionar quantidade de bactéria disseminada nas fezes com intensidade das
alteragdes clinicas e laboratoriais, e, para determinar qual parte do sistema imune ¢

responsavel por determinar a forma clinica da doenga.
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Fazenda: Proprietario: Local:
Historico Atual
Amostra Animal SNYE —
Idade Sexo Diarréia Quando Caracteristica TPC Mucosa Escore OBS




ANEXO 11

ENTEROPATIA PROLIFERATIVA EM POTROS

IDENTIFICACAO

Nome/Numero: Idade: Sexo:  Raga:
Propriedade: Municipio: Tel:
Proprietério: Veterinario resp.:
HISTORICO

Diarréia: []Sim [ |Nao. Quando:

Caracteristica das fezes:

Medicacao:

Vermifugagdo data: vermifugo:

Data do desmame:

Afecgdes e medicagdes pos-desmame:

EXAME FiSICO

Condicao corporal: Mucosas: TPC:

Caracteristicas gerais:

Caracteristica das fezes

Alimentacao atual:

Mineralizagao:
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ANEXO II1

PROTOCOLO PARA PROTEINOGRAMA

PREPARACAO DO CORANTE

1 g Ponceau
50 mL 4cido acético glacial
950 mL agua milliQ

PREPARACAO DO CORANTE

475 mL metanol
50 mL &cido acético glacial
475 mL 4dgua milliQ

PROCEDIMENTO

l.
2.

o

Montar as cubas. Preencher com 80mL de tampao TRIS CELMGEL em cada cuba.
Preencher os espagos destinados as amostras de soro. Deve-se cortar a ponta do primeiro
filme para posterior identificagdo (sempre a ponta cortada sera do primeiro gel). Pipetar
com a pipeta Hamilton uma pequena gota (0,4pnL). Fazer um mapa das amostras de cada
filme.

Colocar o filme na cuba.

Ligar o aparelho a 90 v por 36 min (para equinos).

Ap0s acabar o tempo, retirar o filme e deixar correr o excesso de tampao.

Colocar na solugdo corante por 5 minutos.

Colocar na solucdo descorante por 5 minutos.

Secar com secador quente até o gel mudar de cor.

Colocar na solugdo descorante e agitar até o filme ficar transparente.

10. Secar com secador.

11. Identificar o filme de acordo com o mapa.
12. Ler em escaner e programa apropriado.
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ANEXO 1V

PROTOCOLO DE SOROLOGIA IPMA

PREPARACAO DA PLACA

1.

Preparar os 96 pogos (estéreis, de fundo reto) com céls de McCoy a serem infectadas.
Adicionar 100 uL da suspensao de céls por pogo.

2. Adicionar a Lawsonia intracellularis (cerca de 10° bactérias), congeladas do
sobrenadante do frasco, para misturar com 100mL de DMEM, 5% FBS, 1% L-Glu, 0,5%
fungazone. Pipetar o meio do frasco e adicionar a solugdo com bactéria, 24h antes de
diluir as céls (30% monopavimentado confluente).

3. Cultivar as placas no dia 5 ou 6 apos a infec¢ao, quando a monopavimentagao esta em
90%, descartando o sobrenadante e adicionando 100ul de solugdo fria de etanol :
metanol (1:1) m cada pogo por 20 segundos.

4. Deixar as placas secarem “overnight” a temperatura ambiente e pode congelar a -20°C
por mais de 6 meses.

PROCEDIMENTO

13. Hidratar os pogos infectados com agua destilada a 37°C na estufa.

14. Em uma microplaca de diluicao de 96 pocos de fundo arredondado, diluir o soro em PBS
em solugdo de 1:60 (2uL de soro em 120uL de leite desnatado a 5% e 0,05% solugdo de
Tween 20 em PBS).

15. Na placa infectada, descartar a dgua destilada e bater no papel toalha para tirar o
execesso e adicionar a cada fileira 100ul da solugdo da placa de diluigao.

16. Colocar em uma camara umida em estufa a 37°C por 30 minutos.

Hora entrada: Hora saida:

17. Descartar o sobrenadante e enxaguar com solugdo PBS + 0,05% Tween 20 por 3 vezes e
bater em papel toalha para tirar o excesso.

18. . Adicionar aos pocos 95uL de IgG de solucdo de soro Equino + Tampao IPMA 1:4000
(2,5 uL de IgG anti-equino em 10mL de PBS + 2,5% FBS + 0,05% Tween 20).

19. Colocar em uma camara imida em estufa a 37°C por 45 minutos.

Hora entrada: Hora saida:

20. Preparar o corante para utilizagdo. Antes dos 5 minutos finais, descongelar o Tampao
Acetato corante EAC na estufa a 37°C (1 tablete + 1mL de Etanol por 5min, adicionar
9mL de agua MilliQ e entdo 10 uL de H,O,).

21. Descartar o sobrenadante e enxaguar em solu¢do PBS + 0,05% Tween 20 por 3 vezes e
bater em papel toalha para tirar o excesso.

22. Adicionar 100 uL da solu¢do tampao de EAC em cada pogo. Incubar em temperatura

ambiente por 20 minutos.
Hora entrada: Hora saida:
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23. Descartar o sobrenadante e enxaguar com agua destilada 3 vezes e bater em papel toalha
para tirar 0 excesso.
24. Secar na estufa por 20 minutos.
Hora entrada: Hora saida:
25. Ler em microscopio invertido.
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ANEXO V

PROTOCOLO PARA ISOLAMENTO DE DNA PARA PCR DE

FEZES

PONTOS IMPORTANTES ANTES DO INiCIO:

Para deteccdo de células que sdo dificeis de lisar, como as de algumas bactérias e
parasitas, a temperatura de lise no 3° passo pode ser aumentada para 95°C, se necessario.
Todos os passos de centrifugacdo devem ser realizados em temperatura ambiente (15-
25°C) a 20.000 x g (aproximadamente 14.000 rpm). Aumente o tempo caso a sua
centrifuga ndo poder alcancar 20.000 x g (em vez de centrigugar 5 min a 20.000 x g,
centrifugue a 10 min a 10.000 x g).

Os tubos de 2 mL utilizados no 5° passo deve ser largo o suficiente para acomodar o
tablete InhibitEX.

COISAS A FAZER ANTES DE INICIAR:

Assegurar que o Tampao AW1 e AW2 tenham sido preparados de acordo com as
instrugdes no protocolo.

Misture todos os tampoes antes do uso.

Se ha a formagao de um precipitado no tampao ASL ou AL, dissolver incubando a 70°C.
Prepare agua a 70°C para uso nos passos 3 e 12.

PROCEDIMENTO

1.

Pesar 180-220 mg de fezes em um tubo de microcentrifuga de 2 mL e colocar o tubo no
gelo.

Adicionar 1,4 mL do tampdao ASL em cada amostra de fezes. Vortex o tubo
continuamente por um minuto ou até¢ que a amostra esteja totalmente homogeneizada.
Aquecer a suspensdo por 5 min a 70°C.

Vortex o tubo por 15 s e centrifugue a amostra a velocidade total por 1 min para
particulas de pellet de fezes.

Pipetar 1,2 mL do SOBRENADANTE em um novo tubo de 2mL e descarte o pellet.
Adicionar 1 tablete de InhibitEX a cada amostra e vortex o tubo imediata e
continuamente por 1 min ou até que o tablete esteja completamente suspendido. Incubar
a suspensdo por 1 min em temperatura ambiente para permitir os inibitores a adsorver a
matriz InhibitEX.

Centrifugar a amostra a velocidade total por 3 min para os inibidores do pellet se ligarem
a matriz InhibitEX.

Pipetar todo o sobrenadante em um novo tubo de 1,5 mL e descartar o pellet. Centrifugar
a amostra a velocidade total por 3 min.

Pipetar 15 pL de proteinase K em um novo tubo de 1,5 mL.




10.
11.
12.
13.
14.

15.

16.

17.

18.
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Pipetar 200 uL do sobrenadante do 8° passo no tubo contendo proteinase K.

Adicionar 200 pL do tampao AL e vortex por 15 s.

Incubar por 10 min a 70°C. (pode centrifugar para remover as gotas da parede do tubo).
Adicionar 200 pL de etanol (96-100%) ao lisado, e misture no vortex.

Etiquetar a parede de uma coluna giratéria de QIAamp colocado em um tubo coletor.
Cautelosamente aplique o lisado do passo 13 a coluna giratéria de QlAamp sem misturar.
Fechar a tampa e centrifugar a velocidade total por 1 min. Colocar a coluna giratéria de
QIAamp em um novo tubo coletor de 2 mL, e descartar o tubo contendo o filtrado.
(fechar cada coluna para evitar formacao de aerosol durante centrifugacao. Se o lisado
ndo passar completamente pela coluna apos a centrifugagdo, centrifugar novamente até
que a coluna giratoria de QIAamp esteja vazia).

Cautelosamente abrir a coluna giratéria de QlAamp e adicionar 500 pL de tampao AW1.
Fechar a tampa e centrifugar a velocidade total por 1 min. Colocar a coluna giratdria de
QIAamp em um novo tubo coletor de 2 mL, e descartar o tubo coletor contendo o
filtrado.

Cautelosamente abrir a coluna giratéria de QIAamp e adicionar 500 pL de tampao AW?2.
Fechar a tampa e centrifugar a velocidade total por 3 min. Descartar o tubo coletor
contendo o filtrado.

Recomendado: colocar a coluna giratdria em um novo tubo coletor de 2 mL e descartar o
tubo coletor antigo com o filtrado. Centrifugar a velocidade total por 1 min.

Transferir a coluna giratoria de QIAamp a um novo e etiquetado tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL. Cautelosamente abrir a coluna giratéria de QIAamp e pipetar 200 pL de
tampdo AE diretamente na membrana de QIAamp. Fechar a tampa e incubar por 1 min a
temperatura ambiente, entdo centrifugar a velocidade total por 1 min para eluir o DNA.
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ANEXO VI

PROTOCOLO PARA AMPLIFICACAO DE PCR

PROCEDIMENTO

e Agendar a camara de fluxo 15 minutos antes.
e (alcular a solugao de Mix DNTP 2,5mMol, para cada amostra ¢ necessario:

o Agua MiliQ 14,4 uL
o Tampdo PCR 2,5uL
o MgCl, 2,0 uL
o DNTP 1,6 uL
o Primer A 1,5 uL
o Primer B 1,5 uL
o TAQ 0,5 uL
o Amostra 1,0 uL
e Calcular cada item pelo nimero de amostras, mais um controle positivo, um negativo e
um de erro.

e Pegar os reagentes no freezer de uso comum, e deixar a TAQ para pipetar na segunda
capela.

e Apenas comecar a pipetagem apos o total descongelamento dos reagentes.

e Pipetar cada um dos reagentes a um novo tubo de 1,5mL.

e Identificar os tubos na segunda capela.

e Pegar a TAQ para adiciona-la ao mix apenas quando for comecar a pipetagem das
amostras (muito sensivel).

e Pipetar 24 pL do mix para cada amostra.

e Adicionar 1 pL de amostra em tubo de 25 uL, pipetar a amostra negativa (agua miliQ)
primeiro e a positiva por ultimo.

e Pipetou tampou (evitar contaminagao).

e (Colocar as amostras para amplificar na termocicladora.
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ANEXO VII

PROTOCOLO PARA ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE
PARA PRODUTOS DE PCR

PROCEDIMENTO

e Preparar a forma do gel com luva para deixar na bancada do brometo.

e Pesar 10% do gel de agarose do volume a ser utilizado de TAEQ. Para a forma grande,
usa-se 150mL de TAEQ 1x, entdo pesa-se 1,5g de gel.

e Aquecer a solucdo no microondas por aproximadamente 1 minuto. Mexer a cada 30
segundos. Se for necessario, aquecer por mais 30 segundos.

e Pipetar 2 pL de brometo de etidio para cada 50mL de TAEQ.

e Misturar o gel ao brometo somente quando a temperatura do gel estiver morna.

e Colocar a mistura na forma.

e O gel ficard bom para uso em 30 minutos.

e Pegar o peso molecular e o loading blue no freezer de uso comum.

e Pipetar 3 puL do loading blue para 1 pL de peso molecular para cada fileira de pogo.

e Pipetar 2 uL de loading blue para cada amostra.

e Pipetar 10 uL de cada amostra (amplicon) para misturar com o loading blue.

e Pipetar as amostras com loading blue para cada poco do gel.

e Deixar correr a 100v por 40 minutos.

e Visualizar o resultado em transiluminador ultravioleta.




