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RESUMO

A enteropatia proliferativa causada pela bactéria intracelular, Lawsonia intracellularis, tem sido
relatada em equinos na Australia, Estados Unidos, Canada e em paises na Europa (Suica e
Bélgica). No entanto, até o momento, a doenca nao foi diagnosticada em nenhum pais da
América Latina. A prevaléncia da doenca em eqiinos é desconhecida. Pesquisou-se a
ocorréncia da enteropatia proliferativa em eqliinos no Estado de Minas Gerais, Brasil, através
de estudo retrospectivo no arquivo do Setor de Patologia da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e da Universidade Federal de Lavras (UFLA), e
através da aplicacdo da técnica de PCR em fezes e sorologia. O estudo retrospectivo foi
realizado a partir de amostras em blocos de parafina, de 51 casos compilados de equinos com
desordens entéricas provenientes na Escola de Veterinaria da UFMG, no periodo de 1970 a
2006, e de nove casos provenientes da UFLA no periodo de 2000 a 2007. Cortes histolégicos
em laminas silanizadas dos blocos contendo fragmentos de intestino e estémago foram
submetidos a imunoistoquimica (IHQ) utilizando o método da Streptavidina Marcada, anticorpo
policlonal contra L. intracellularis e solugdo de cromégeno de AEC (Amino Etil-carbazol). Nao
foi identificada nenhuma amostra positiva a IHQ. Para realizacdo da pesquisa por PCR em
fezes e sorologia foram utilizados o teste sorol6gico, usando a técnica de imunoperoxidase em
laminas de vidro, e a técnica de PCR em amostras fecais coletadas de 223 equinos
provenientes de 14 haras e de equinos hospitalizados na escola de veterinaria da UFMG. Das
223 amostras avaliadas sorologicamente, foram identificados vinte e um eqiiinos com titulagédo
de 1:60, sendo considerados positivos. A técnica de PCR em fezes para deteccdo de DNA da
L. intracellularis identificou sete eqliinos positivos. Soropositividade e deteccdo de bactérias
nas fezes de potros na populacdo de equinos do Estado de Minas Gerais, Brasil, indica a
presenca do agente e a possibilidade de doenca associada a infec¢éo, sendo um alerta para os
clinicos como possivel diagnéstico diferencial de enterite em equinos.

Palavras-chave: equino; enteropatia proliferativa; Lawsonia intracellularis; epidemiologia,
imunoistoquimica, PCR, sorologia.



ABSTRACT

The proliferative enteropathy caused by intracellular bacteria, Lawsonia intracellularis, has been
described in equine in Australia, United States, Canada and in countries of Europe, (Switzerland
and Belgium). Currently, the disease has not been diagnosed in any country of Latin America.
The predominance of the disease in equine is still unknown. A retrospective study was
conducted using paraffin blocks of equine cases from the veterinarian schools of Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) and Universidade Federal de Lavras (UFLA). Also a
prospective study using serology and PCR for detecting antibodies and L. intracellularis
shedding in fecal samples was conducted in different equine herds in the state of Minas Gerais,
Brasil. Fifty-one cases of equines with enteric disorders from the period of 1970 to 2006 from
UFMG and nine cases of UFLA were compiled and selected from the period of 2000 to 2007.
Histological cuts of the blocks containing fragments of intestine and stomach were prepared in
signalized glass-slides, and were submitted to IHQ using the method of Streptavidin, polyclonal
antibody against L. intracellularis and ACE (Amino Etil-carbazol) cromogen solution. No positive
sample in IHQ was identified. For the longitudinal study, sera and fecal samples from 223
animals from 14 horse farms and veterinarian schools of UFMG a serological test using the
imunoperoxidase technique in glass sheets and PCR were used. From the 223 samples
serologically tested, eight equine had 1:60 titer, and were considered positive. The PCR
technique in feces for bacteria’'s DNA detection identified seven positive equine for L.
intracellularis. Seropositivity and detection of bacteria in colt's feces in equine population in the
State of Minas Gerais, Brasil, indicates the presence of the agent and the possibility of the
disease associated with the infection. This should be an alert to clinics as possible differential
diagnosis of enteric disease equine.

Key-words: Equine, proliferative enteropathy, Lawsonia intracellularis, epidemiology,
immunohistochemistry, PCR, serology.
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INTRODUCAO

A enteropatia proliferativa (EP) é uma
doencga infecto-contagiosa entérica causada
pela bactéria Lawsonia intracellularis
(McOirrist et al., 1993; McOirist et al., 1995a).
A EP tem sido descrita esporadicamente em
eqlinos, ndo existindo nenhum estudo
epidemiolégico sobre a prevaléncia da
patologia em equinos. O primeiro relato da
EP em equinos foi descrito em 1982 por
Duhamel e Wheeldon (1982), e desde 1996
foram relatados casos na América do Norte,
Canadd, Austrdlia e Europa. O fato da
doenca ndo ter sido relatada em outras
partes do mundo n&o necessariamente
indica que eqliinos de outros paises nédo
estejam infectados pela L. intracellularis.
N&ao existem relatos na literatura de casos
da enteropatia proliferativa em equlinos
(EPE) na América Latina até a presente
data. A prevaléncia da doenca em equinos
assim como 0S mecanismos  de
patogenicidade da L. intracellularis nesta
espécie ainda nao foram bem elucidados.

Os objetivos desta dissertacdo séo realizar
estudo retrospectivo com a aplicacdo da
técnica de imunoistoquimica (IHQ) para L.
intracellularis em blocos de parafina de
casos de equliinos com desordens entéricas,
armazenados no Laboratorio de
Histopatologia da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), e pesquisa por PCR em
fezes e sorologia para o diagnostico de EPE
em potros de diferentes haras do Estado de
Minas Gerais, Brasil.

1. REVISAO DE LITERATURA
1.1. HISTORIA DA DOENGA

A enteropatia proliferativa (EP), também
conhecida como enterite proliferativa, ileite
proliferativa e adenomatose intestinal, é
uma patologia entérica infecto-contagiosa
(Lawson e Gebhart, 2000), causada pelo
agente etiologico recentemente identificado
e classificado como L. intracellularis

(McOrrist et al.,, 1995a). A EP tem sido
relatada em diversas espécies de animais,
como equinos (Duhamel e Wheeldon, 1982;
Williams et al., 1996), suinos (McOrist e
Gebhart, 1999; Guedes et al.,, 2002a),
hamster (Johnson e Jacoby, 1978), cobaio
(Elwell et al., 1981), caes (Leblanc et al.,
1993), raposa (Eriksen et al., 1990), ratos
(Vandenberghe et al., 1985), ferret (Fox e
Lawson, 1988), macacos (Klein et al., 1999),
cervos (Drolet et al, 1996), coelhos
(Hotchkins et al., 1996), emu (Lemarchand
et al., 1997), avestruz (Cooper et al,
1997a), bovinos, porco da india e girafa
(Herbst et al., 2003).

A doenca foi descrita primeiramente como
uma doenca proliferativa do intestino de
suinos por Biester e Schwarte (1931) e,
somente quarenta anos mais tarde,
Rowland e Lawson (1974) descreveram
como agente etiolégico uma bactéria
intracelular curva, identificada como sendo
do género Campylobacter (Gebhart et al.,
1993). McOirist et al. (1995a) reclassificaram
a bactéria intracelular obrigatéria gram
negativa causadora da EP com a
denominacdo de L. intracellularis, dentro da
familia das Desulfovibriaceas.

A EP é uma patologia que tem sido
diagnosticada em suinos em quase todos os
paises do mundo, sendo uma das mais
importantes  doencas causadoras de
grandes perdas econdmicas na indUstria
mundial suina (Cooper e Gebhart, 1998),
resultando em baixo ganho de peso,
predisposicdo a outras patologias que
culminam na piora da taxa de conversédo
alimentar, maior numero de refugos no
rebanho e morte (Gebhart et al., 1993;
Lawson e Gebhart, 2000; Kroll et al., 2005).
A EP em suinos ja foi bem estudada e
diagnosticada, diferentemente da espécie
eqlina, que teve seu primeiro relato de caso
somente em 1982 (Duhamel e Wheeldon,
1982), em um potro de seis meses da raca
Arabe.

Diante do crescente nimero de relatos de

caso descritos na literatura, suspeita-se que
a enteropatia proliferativa equina (EPE)
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esteja presente no Brasil, no entanto
negligenciada no diagnostico diferencial de
diarréias em potros desmamados. A
manifestagdo clinica semelhante a outros
problemas digestivos e a nao
disponibilidade de diagnosticos
laboratoriais, provavelmente, tém
contribuido para a sua ndo deteccdo em
nosso meio, 0 que demonstra a
necessidade de pesquisas desta doenca no
estado de Minas Gerias, Brasil.

1.2. ETIOLOGIA

A EP tem sido descrita como uma
importante doenca entérica, principalmente
em suinos, ha mais de 70 anos, quando foi
identificada em 1931 a bactéria intracelular
no interior das criptas intestinais (Kroll et al.,
2005). No primeiro relato da doenga em
eqlinos o agente etiolégico era conhecido
como Campylobacter like organism ou CLO
(Duhamel e Wheeldon, 1982), pela

semelhanca morfolégica com
Campylobacter spp. (Cooper e Gebhart,
1998). Posteriormente, quando

demonstrado ndo se tratar de uma
Campylobacter, foi dado ao agente
causador da EP o nome temporario de lleal
Symbiont (IS) intracelular, (Gebhart et al.,
1993; McOirist et al., 1993; Kroll et al., 2005)
e a partir do segundo caso de EP em
equinos (Wiliams et al.,, 1996), ja foi
relatado como L. intracellularis, tendo sido
diagnosticado por imunoistoquimica (IHQ)
utilizando anticorpo monoclonal especifico
para L. intracellularis de suinos.

A L. intracellularis é um bacilo curvo ou em
formato de S, intracelular obrigatério, gram
negativo, microaerofilico (5- 10% de
oxigénio), ndo formador de esporos (Lawson
et al., 1993; Lawson e Gebhart, 2000; Bihr,
2003), mede 1,25 —1,75 um de comprimento
e 0,25 -0,43 um de largura (Lawson et al.,
1993; McOrist et al., 1995a; Lawson e
Gebhart, 2000; Kroll et al., 2005), envolto
por um envelope trilaminar separado por
uma membrana citoplasmatica (Kroll et al.,
2005). A bactéria apresenta um flagelo
longo e unipolar visualizado na microscopia
eletrdnica somente quando ndo se encontra
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no citoplasma de enterdcitos (Lawson e
Gebhart, 2000; Kroll et al., 2005).

A sequéncia de 16S rDNA da L.
intracellularis mostra que é uma bactéria
pertencente a divisdo delta da
Proteobactéria (Gebhart et al., 1993;
McOrist et al, 1995abc), familia
Desulfovibrio desulfuricans,
taxonomicamente diferente de outros
patégenos intracelulares (McOrist et al.,
1995ab; Cooper e Gebhart, 1998; Lawson e
Gebhart, 2000). Até o0 momento, ndo foram
detectadas diferencas genéticas ou de
proteinas de membrana externa entre cepas
de L. intracellularis isoladas de diferentes
espécies animais acometidas (Cooper et al.,
1997a; Cooper e Gebhart, 1998; Al-Ghamdi,
2003).

1.3. EPIDEMIOLOGIA

A EP em suinos, espécie mais bem
estudada com relacdo a esta enfermidade, é
uma doenca endémica, de distribuicdo
mundial e bastante difundida no Brasil. No
entanto, a prevaléncia da EPE ndo é
conhecida, pois existem na literatura poucos
casos confirmados da doenca em todo o
mundo.

Como mencionado anteriormente, foram
descritos casos de EPE nos Estados Unidos
da América (EUA) (Williams et al., 1996;
Frank et al, 1998; Brees et al., 1999;
Schumacher et al., 2000; Al-Ghamdi, 2003;
Bihr, 2003; Atherton e McKenzie Ill, 2006;
Sampieri et al., 2006; Feary et al., 2007),
Canada (Lavoie et al., 1998 e 2000;
Kimberly et al., 2007; Dauvillier et al., 2006),
Austrélia (McClintock e Collins, 2004) e
Europa (Deprez et al., 2005; Wuersch et al.,
2006). Nao existe informacgéo sobre EPE em
nenhum outro pais. Entretanto, este fato
ndo necessariamente indica auséncia da
enfermidade no resto do mundo, e sim que
ha restrita disponibilidade de testes de
diagndstico, bem como da nédo inclusao da
EPE como diagnéstico diferencial em casos
de diarréia em potros desmamados (Bihr,
2003).

Assim como em suinos, a EPE apresenta o
periodo de incubagdo estimado entre 10 a



21 dias, e as fezes tém sido identificadas
como fonte de disseminacdo da doenca
dentro de um rebanho, ja que a L.
intracellularis é capaz de sobreviver no meio
ambiente por até duas semanas (Guedes e
Gebhart, 2003b; Al-Ghamdi, 2003; Kimberly
et al., 2007).

A maioria dos relatos de EPE tem sido de
casos individuais, com excec¢do de um caso
de surto no Canadéa (Lavoie et al., 2000). A
contaminacdo do eqliino, como em outras
espécies susceptiveis, é por via fecal-oral
(Lavoie et al., 2000; Lawson e Gebhart,
2000; Smith e Lawson, 2001; Bihr, 2003).
Nao é conhecido em eqiiinos infectados a
guantidade de bactérias eliminadas por
grama de fezes (Al-Ghamdi, 2003; Wuersch
et al., 2006), tdo pouco a dose infectante
minima em animais susceptiveis.

A fonte de contaminacdo de potros pela L.
intracellularis é atualmente desconhecida.
Estudos usando a técnica de
sequenciamento mostraram que a L.
intracellularis que afeta suinos e hamsters é
praticamente (99%) idéntica geneticamente
a que afeta os eqlinos (Cooper et al,
1997a), o que demonstra que 0s suinos e
outras espécies afetadas pela EP podem
ser reservatorios da doenga (Dauvillier et al.,
2006). Dada a distribuicdo mundial da EP
em suinos, enzootica em 30% a 50% das
granjas, estes poderiam ser considerados
propagadores da doenca, pois potros
poderiam ser infectados experimentalmente
quando inoculados, por via oral, com
homogenado de intestino de suinos
infectados (Al-Ghamdi, 2003). No entanto,
ndo ha confirmacédo dessa hipdtese (Frank
et al., 1998; Brees et al., 1999; Lavoie et al.,
2000; Deprez et al., 2005; Kimberly et al.,
2007).

Smith et al. (2000) consideraram a
possibilidade de camundongos afetados
pela EP serem reservatorios e
disseminadores da bactéria para equinos.
Feary et al. (2007) consideraram a
possibilidade de cédes serem potencialmente
carreadores e fonte de infeccdo para
equinos.

Al-Ghamdi (2003) identificou oito potros
desmamados  soropositivos  para L.
intracellularis, provenientes de trés haras no
EUA, entre 3 e 12 meses de idade, e
somente um deles com lesBes intestinais
compativeis com a EPE. Entretanto,
nenhum dos haras era préximo a granjas de
suinos.

Os relatos na literatura descrevem que a
doenca afeta mais comumente potros
desmamados de trés a 12 meses de idade
(Frank et al., 1998; Smith, 1998; Brees et
al., 1999; Al-Ghamdi, 2003, Wuersch et al.,
2006), sendo mais freqiente em potros
desmamados entre quatro e seis meses de
idade (Duhamel e Wheeldon, 1982; Williams
et al.,, 1996; Lavoie et al., 1998 e 2000;
Frank et al., 1998; Schumacher et al., 2000;
Bihr, 2003; McClintok e Collins, 2004;
Dauvillier et al., 2006).

Diversos fatores podem contribuir para o
desenvolvimento da EPE, como idade,
estresse  decorrente do  desmame,
vacinacao, administracao de anti-
helminticos e o0 manejo intensivo dos
animais, além do tempo de exposicdo a
bactéria, quantidade de bactéria a que o
potro foi exposto e o estado imune do
animal (Frank et al., 1998; Al-Ghamdi, 2003;
Wuersch et al., 2006).

Al-Ghamdi (2003) demonstrou ser a EPE
mais freqliente em potros no outono e no
inicio de inverno. No entanto, ndo foi bem
elucidado se isso reflete prevaléncia
estacional, faixa etaria ou praticas de
manejo. O que demonstra a necessidade de
estudos epidemioldgicos da EP em equinos.

1.4. PATOGENESE

A compreensdo da patogénese da EP é
imprescindivel para um melhor
reconhecimento da doenca. No entanto, em
eqlinos, como nas outras espécies, a
patogénese ainda possui compreenséo
rudimentar (Smith, 1998; Wuersch et al.,
2006). Nao existem na literatura estudos
que especifijuem a seqiéncia do
desenvolvimento das lesGes de EP em
equinos. Limitadas evidéncias sugerem que
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a patogénese da EPE é similar a da EP em
suinos.

O papel da L. intracellularis na etiopatogenia
da EPE foi estabelecido por meio de um
Unico estudo de reproducédo da doenca em
equinos experimentalmente inoculados (Al-
Ghamdi, 2003). Cinco potros de dois meses
de idade foram inoculados com
homogenado de mucosa intestinal de
suinos infectados pela L. intracellularis, e
um sexto potro foi inoculado com culturas
puras desta bactéria. A presenca da
bactéria ap6s inoculagdo com homogenado
foi confirmada pela IHQ e/lou PCR. A
reproducdo da doenca utilizando cultura
pura foi confirmada por meio da presenca
das lesdes macroscopicas e histolégicas
compativeis com EP. Ainda neste
experimento, foi demonstrado que o periodo
de incubacédo da doenca em equinos é de
duas a trés semanas, como em suinos
(McOirrist et al., 1996; Smith e McOrrist, 1997,
Cooper e Gebhart, 1998; Guedes e
Gebhart, 2003b).

Assim como em suinos, a transmissdo da
bactéria ocorre por via oral-fecal (McOrist et
al., 1995a,b; McOrist et al., 1996; Cooper e
Gebhart, 1998; Smith e Lawson, 2001,
Wuersch et al.,, 2006). Suinos infectados
podem eliminar L. intracellularis nas fezes
por até trés semanas (Guedes et al., 2002c;
Guedes e Gebhart, 2003c). J4 em equinos
nao é conhecido como o0 microorganismo se
mantém na populacdo. Acredita-se que,
assim como em suinos, a infec¢éo intestinal,
lesBes proliferativas e a excre¢cao persistam
por aproximadamente quatro semanas,
podendo persistir por até 14 semanas
(Smith e McOrist, 1997; Lavoie et al., 2000;
Kroll et al.,, 2005; Atherton e McKenzie lll,
2006). A persisténcia da L. intracellularis
pode ser facilitada pela auséncia de reacéo
inflamatéria significativa e resposta imune
limitada nos animais afetados (Smith e
Lawson, 2001).

A L. intracellularis tem tropismo pelas
células das criptas do intestino delgado
(Cooper et al., 1997b; Lawson e Gebhart,
2000). Estudos in vivo e in vitro tém
elucidado alguns eventos da interacao da L.
intracellularis com as células intestinais
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(Lawson et al., 1993; McOrist et al., 1995b e
1996). Ha indicios de que possa haver uma
associagcdo de eventos que promova a
penetragdo da bactéria na célula alvo
(McOrrist et al.,, 1997; McCluskey et al.,
2002). Primeiramente, ocorre a interacéo
entre antigenos de superficie da L.
intracellularis e receptores especificos
presentes na superficie externa apical do
enterécito imaturo (McOrist et al.,, 1997),
para que ocorra a penetracdo celular.

McOrist et al. (1997), em um estudo in vitro,
demonstraram que em 10 minutos apoés
exposicdo a L. intracellularis, a bactéria
pode ser observada em intimo contato com
a membrana de enterdcitos. Trés horas
apo6s a inoculagcdo é observada livremente
no citoplasma de células infectadas e em
multiplicacdo. A bactéria é detectada no
citoplasma das células das criptas cinco
dias apés o inicio da infeccdo, em intensa
replicacdo (Smith e Lawson, 2001; Guedes
e Gebhart, 2003b). Cinco a 10 dias apds
infeccdo, protusGes celulares repletas do
microrganismo se rompem, liberando-o no
meio da luz intestinal (Smith e Lawson,
2001). Apbs o periodo de incubacao de trés
semanas, numerosas bactérias
intracitoplasmaticas séo visualizadas dentro
das células epiteliais afetadas. A primeira
lesdo observada na infeccdo pela L.
intracellularis € a hiperplasia da mucosa
intestinal com progressiva substituicdo de
enterdcitos maduros, colunares e absortivos
das vilosidades, por células indiferenciadas,
semelhantes as células das criptas
intestinais (Smith e McOrist, 1997).

O exato mecanismo pelo qual a L.
intracellularis penetra, interfere com o ciclo
normal das células, se estabelece no trato
gastrintestinal e estimula a hiperplasia das
criptas é desconhecido (Smith e Lawson,
2001). Sabe-se que a hiperplasia de
enterdcitos esta diretamente relacionada a
presenca da L. intracellularis (Rowland e
Lawson, 1974; Lawson e Gebhart, 2000;
Guedes, 2002; McCluskey et al., 2002). As
criptas intestinais infectadas se dividem
excessivamente, promovendo o]
alargamento e alongamento das criptas e
hiperplasia marcante da mucosa, com pobre
diferenciagdo dos enterécitos e atrofia dos



vilos (McOirist et al., 1997; Smith e Lawson,
2001). A mucosa intestinal torna-se seis
vezes mais espessa, comparada a uma
mucosa normal, resultando em méa-
absorcéo, reduzindo a eficiéncia alimentar,
perda de proteinas e sinais clinicos
associados a patologia (Smith e Lawson,
2001).

1.5. SINAIS CLINICOS

Os sinais clinicos foram relatados em potros
desmamados, principalmente de trés a 12
meses de idade (Willams et al., 1996;
Lavoie et al, 1998; Brees et al.,, 1999;
Schumacher et al., 2000; Bihr, 2003; Deprez
et al., 2005; Atherton e McKenzie Ill, 2006;
Sampieri et al., 2006; Feary et al., 2007), no
entanto, os adultos ocasionalmente podem
ser afetados (Feary et al., 2007).

Lavoie et al. (2000) demonstraram que o
curso da doenca é variavel. Em casos
agudos o curso da doenca é de dois a 10
dias até o Obito, quando nao tratados. Os
potros infectados apresentam sinais clinicos
variaveis, como coélica, diarréia aquosa e
profusa, letargia, inapeténcia, rapida e
severa perda de peso devido a ma-
absorcdo e perda de proteinas, anorexia,
desidratacdo e edema ventral, podendo
levar a morte do animal ou a presenca de
sinais croénicos, como condi¢cdo corporal
ruim, reducdo do ganho de peso e
diminuicdo do crescimento (Duhamel e
Wheeldon, 1982; Williams et al., 1996;
Frank et al., 1998; Lavoie et al., 1998 e
2000; Lavoie e Drolet, 2002; Al-Ghamdi,
2003; Bihr, 2003; Deprez et al.,, 2005;
Atherton e McKenzie lll, 2006; Sampieri et
al., 2006; Wuersch et al., 2006; Kimberly et
al., 2007). Sinais de febre e desidratacéo
intensa também podem ser observados em
potros intensamente afetados (Frank et al.,
1998; Kimberly et al., 2007). Sinais de coélica
com a presenca de dor abdominal em graus
varidveis sado sinais precoces da doenca
caracteristicos (Lavoie et al, 1998;
Schumacher et al., 2000; Bihr, 2003). Morte
subita, diarréia hemorragica e alta
mortalidade s&o associados com sinais
agudos e subagudos da doenca (Frank et
al., 1998). A forma subclinica da doenca
apresenta-se assintomatica e caracterizada,

principalmente, por reducéo do
desempenho (Al-Ghamdi, 2003).

Os equinos afetados apresentam alteracfes
hematologicas de aumento do fibrinogénio
plasmatico, que indica uma resposta
inflamatéria, associada a outros parametros
como leucocitose, neutrofilia, linfocitose e
anemia (Brees et al., 1999, Frank et al.,
1998, Lavoie et al., 2000; Al-Ghamdi, 2003;
Sampieri et al., 2006, Macedo et al., 2008).
As alteracBes bioquimicas se traduzem,
principalmente, por intensa hipoproteinemia
com hipoalbuminemia, hipocloremia,
hiponatremia, hipocalemia, hipocalcemia,
hipomagnesemia, hiperfosfatemia, azotemia
e acidose metabdlica. Alem disto, observa-
se aumento da concentracdo sérica de
creatinina quinase, da atividade enzimatica
da aspartato amino transferase (AST) e do
lactato desidrogenase (LHD) (Frank et al.,
1998; Lavoie et al., 1998 e 2000; Brees et
al., 1999; Al-Ghamdi, 2003; Bihr, 2003;
Deprez et al., 2005; Sampieri et al., 2006;
Wuersch et al., 2006; Kimberly et al., 2007,
Macedo et al., 2008).

Frequentemente, o espessamento ileal pode
ser visualizado na ultra-sonografia (Lavoie
et al., 2000; Schumacher et al., 2000; Al-
Ghamdi, 2003; Bihr, 2003; Sampieri et al.,
2006). Os sinais clinicos nos animais
experimentalmente inoculados por Al-
Ghamdi (2003) foram semelhantes aos dos
casos relatados e puderam ser observados
a partir da terceira semana apos inoculacéo.

A hipoproteinemia, um dos sinais clinicos
mais consistentes de um caso suspeito de
EPE, e a persistente diarréia, presente nos
potros infectados, s&o provavelmente
resultantes da ma-absorcdo e perda de
proteinas pelo lamen intestinal, atribuida
primariamente a hiperplasia da mucosa e
das criptas. No entanto, o catabolismo de
proteinas para fornecimento de energia. A
exsudacdo de proteinas para tecidos
intestinais  inflamados também podem
contribuir para a hipoproteinemia. A atrofia
muscular e perda de peso sao atribuidas a
ma-absorgdo de nutrientes e diminuicdo da
ingestdo de alimentos (Lavoie et al., 1998 e
2000; Bihr, 2003).
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A hipoglicemia e aumento da concentracédo
de creatinina quinase provavelmente
refletem o estado catabodlico que afeta os
potros infectados, pois responderam ao
tratamento parenteral e alimentacdo (Brees
et al., 1999; Wuersch et al., 2006).

O aumento da concentracdo de creatinina
quinase, AST e LHD indicam danos
musculares (Lavoie et al., 2000; Wuersch et
al., 2006). O nivel elevado da uréia
sanguinea associa-se a reducdo da
perfusédo renal em funcéo da desidratacao e
aumento do catabolismo protéico. A
hiponatremia, hipocloremia e anemia podem
ser causadas pela deficiéncia de ferro em
conseqiiéncia da ma-absorcao intestinal. A
hipocalcemia é provavelmente multifatorial e
causada por perda de célcio em fluidos
gastrintestinais, baixa ingestdo de calcio,
baixa absorcdo gastrintestinal. A elevacédo
dos niveis de fosfatase alcalina séo
freqlientemente altos em equinos, refletindo
0 crescimento secundario dos 0ssos e
enterites com oclusdo parcial do ducto biliar
(Wuersch et al., 2006).

1.6. PATOLOGIA

A L. intracellularis €é uma bactéria
intracelular obrigatéria que habita células
das criptas em proliferacdo do intestino
delgado. As lesbes macroscopicas sao
confinadas ao intestino delgado
apresentando espessamento irregular do
jejuno e do ileo, sendo o ileo a porcdo mais
severamente afetada. No entanto, as lesdes
podem ser encontradas em qualquer
segmento intestinal (Duhamel e Wheeldon
1982, Williams et al.,, 1996, Frank et al.,
1998, Brees et al., 1999).

Os equinos afetados pela EP apresentam
lesbes que incluem parede intestinal
espessada e irregular, edema e congestéo
de mesentério, mucosa espessada e rugosa
com pregas evidentes. As lesGes podem ser
variaveis entre jejuno e ileo, podendo ser
identificadas na porcdo média do jejuno
areas multifocais de espessamento discoidal
e, na parte distal do jejuno e no ileo,
espessamento difuso da mucosa de aspecto
rugoso. Os animais podem apresentar, na
macroscopia, edema transmural e lesdes
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ulcerativas focais (Schumacher et al., 2000;
Al-Ghamdi, 2003; Kimberly et al., 2007).

Histologicamente, o intestino delgado
apresenta-se com a mucosa irregular e
difusamente espessada, caracterizado por
hiperplasia do epitélio das criptas. A
hiperplasia das criptas modifica a estrutura
do epitélio, o que resulta na distorcdo e
reducdo da estrutura dos vilos, com limitado
desenvolvimento da borda em escova e
diminuicdo da capacidade absortiva, além
de aumentar, nas areas afetadas, o fluido
proteinaceo, restos celulares e neutrdéfilos
(Duhamel e Wheeldon, 1982; Frank et al.,
1998; Brees et al., 1999; Schumacher et al.,
2000; Smith e Lawson, 2001; Bihr, 2003;
Kimberly et al., 2007). As criptas intestinais
apresentam-se alongadas, alargadas e
distorcidas (Duhamel e Wheeldon, 1982;
Brees et al., 1999; Kimberly et al., 2007)
repletas de células epiteliais imaturas,
enterécitos colunares pseudoestratificados,
com citoplasma vacuolizado basofilico,
ndcleo grande e vesicular contendo nucléolo
proeminente, figuras mitéticas freqiientes e
reducdo do numero de células globais nas
criptas (Duhamel e Wheeldon, 1982; Frank
et al.,, 1998; Brees et al.,, 1999; Smith e
Lawson, 2001; Wuersch et al., 2006). Na
lamina prépria visualiza-se um grande
namero de  células  mononucleares
(plasmdcitos e linfocitos, incluindo alguns
macréfagos com citoplasma granular) e
raras células gigantes multinucleadas
(Brees et al., 1999; Lavoie et al., 2000; Al-
Ghamdi, 2003). H& uma reducao marcante
do numero de células caliciformes nas
criptas afetadas (Lawson e Gebhart, 2000) e
reducao funcional das células de Paneth
(Duhamel e Wheeldon, 1982). Os linfonodos
mesentéricos encontram-se difusamente
edematosos e uniformemente hipercelulares
e, em poucos linfonodos, os centros
germinativos encontram-se pouco
proeminentes na regido cortical (Duhamel e
Wheeldon, 1982).

Utilizando a técnica de coloracdo pela prata
observa-se nas areas afetadas, uma
bactéria pequena e curva no citoplasma
apical das células epiteliais em criptas
afetadas. LesBes significativas ndo séo
observadas em outros tecidos (Williams et



al., 1996; Lavoie et al.,, 2000; Smith e
Lawson, 2001; Wuersch et al., 2006).

1.7. DIAGNOSTICO

O diagnostico de equinos infectados por L.
intracellularis é feito através da associacéo
dos sinais clinicos com a realizagdo de
testes de diagnostico para identificacdo da
L. intracellularis (Al-Ghamdi, 2003).

O isolamento ndo deve ser considerado um
método de diagndstico de rotina, préatico e
eficiente, ja que ndo se pode realizar o
cultivo da bactéria em meio de cultura
convencional, e somente algumas
instituicbes de pesquisa realizam o cultivo
da L. intracellularis (Lavoie et al., 2000). O
isolamento e o cultivo da L. intracellularis
sdo uns dos maiores desafios da
bacteriologia, pois a bactéria €&
extremamente dificil de ser cultivada por
requerer condicBes especiais, como meio
especifico, cultura de células de tecidos,
reduzido oxigénio atmosférico (0-10%), em
ambiente anaerébios, a 37 °C por 5-7 dias
(Lawson et al., 1993; McOirist et al., 1995a;
Smith, 1998; Lawson e Gebhart, 2000;
Schumacher et al., 2000; Al-Ghamdi, 2003).

O diagnéstico post-mortem é baseado nos
achados macroscopicos e histopatolégicos
das les6es do intestino delgado (Duhamel e
Wheeldon, 1982; Wililams et al., 1996;
Cooper et al.,, 1997b; Jensen et al., 1997,
Frank et al., 1998; Smith, 1998; Schumacher
et al., 2000; Al-Ghamdi, 2003; Deprez et al.,
2005; Atherton e McKenzie |Ill, 2006;
Wuersch et al., 2006).

Exames de histopatologicos de rotina de
fragmentos de intestino afetados em
associacdo com a técnica de coloragdo pela
prata (Warthin Starry, Young modificado ou
Levaditi), para visualizagdo em microscopio
Optico da L. intracellularis no interior do
citoplasma apical de enterécitos, €
considerado um método de confirmacgéo da
doenca (Rowland e Lawson, 1974; Williams
et al., 1996; Cooper et al., 1997b; Frank et
al., 1998; Lavoie et al., 1998 e 2000; Brees
et al., 1999; Lavoie e Drolet, 2002; Al-
Ghamdi, 2003; Bihr, 2003; Wuersch et al.,
2006; Kimberly et al., 2007).

O diagndstico especifico pode ser obtido
através da utilizagdo da IHQ em fragmentos
de tecidos intestinais e PCR de mucosa
intestinal (Williams et al., 1996; Smith,
1998). Al-Ghamdi (2003) utilizou o método
de IHQ, considerado de alta sensibilidade,
com anticorpos monoclonais e policlonais
especificos para L. intracellularis (Guedes e
Gebhart, 2003a) para deteccédo da bactéria
em fragmentos de intestino parafinizados
em estudo retrospectivo. Wuersch et al.
(2006) demonstraram que a IHQ é o método
de diagnostico mais sensivel comparado a
outras técnicas. A técnica de IHQ em
cortes histolégicos, usando anticorpos
especificos para L. intracellularis,
demonstrou ser mais sensivel que a
coloracdo histolégica de hematoxilina e
eosina (HE), técnicas histoquimicas, como a
coloracdo pela prata, e o PCR de amostras
fecais (Guedes et al., 2002b).

A microscopia eletrdnica é mais uma
alternativa de diagndstico utilizada para
visualizacdo de bacilos curvos ou retos no
interior do citoplasma de enterécitos
(Duhamel e Wheeldon, 1982; Williams et al.,
1996; Frank et al., 1998).

Os métodos de diagnostico post-mortem
sdo limitados para investigagdo da
epidemiologia da doenga, prevaléncia e
impacto econémico da EP, e apresentam
como principal desvantagem a necessidade
de coleta de material de animais que
morreram ou foram sacrificados (Lavoie et
al., 2000; Wuersch et al., 2006).

O diagnéstico  ante-mortem  requer
elementos apropriados, como sinais clinicos
da doenca associados a presenca da
hipoproteinemia e a exclusdo de doencas
entéricas comuns em potros (Lavoie et al.,
1998 e 2000; Lavoie e Drolet, 2002; Bihr,
2003; Atherton e McKenzie |Ill, 2006;
Dauvillier et al., 2006). A confirmacao da
EPE em animais vivos basea-se na
identificacdo do agente através de técnicas
moleculares de diagndstico, como PCR em
material fecal (Frank et al., 1998; Brees et
al., 1999; Lavoie et al.,, 2000; Smith e
Lawson, 2001; Jacobson et al, 2004;
Atherton e McKenzie 1ll, 2006; Dauvillier et
al., 2006) e testes sorologicos, como
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imunofluorescéncia indireta em laminas
(IFA) (Lavoie et al.,, 2000), teste de
imunoperoxidase em laminas (IPX) e
imunoperoxidase em monocamada de
células (IPMA) para identificacdo da
titulacdo de anticorpos em amostras de soro
(Guedes et al., 2002bc; Al-Ghamdi, 2003;
Atherton e McKenzie Ill, 2006; Kimberly et
al., 2007).

A sensibilidade e a especificidade de cada
teste em equinos tem sido extrapolada da
validacdo dos testes em suinos (Atherton e
McKenzie Ill, 2006). Em suinos, o teste de
PCR de fezes apresenta sensibilidade entre
39 e 67%, e testes sorolégicos demonstram
alta sensibilidade, de 90 a 91% (Guedes et
al., 2002c).

O teste sorolégico de IPMA foi validado com
ponto de corte de 1:30 para suinos,
especificidade de 100%, sensibilidade de
89% e a vantagem, em relacdo a IFA, de
nao requerer 0 uso de microscopio de
fluorescéncia para interpretacdo dos
resultados (Guedes et al., 2002b).

O uso da sorologia para diagnéstico da L.
intracellularis em equinos infectados &
promissor, pois permite a identificagcdo de
titulos de anticorpo com duas a trés
semanas apo6s a contaminacao (Lavoie et
al., 2000; Huerta et al., 2003; Wuersch et al.,
2006), embora a deteccdo do aparecimento
do titulo de anticorpos possa ser tardia ao
curso da doenca (Deprez et al., 2005). A
sorologia € um método de diagnostico de
grande importancia para determinacdo da
prevaléncia da doenca na populacdo de
equinos (Lavoie et al., 2000; Kimberly et al.,
2007).

A técnica qualitativa de PCR detecta o0 DNA
da L. intracellularis, e, em amostras fecais,
pode determinar se o eqlino suspeito esta
eliminando a bactéria no meio ambiente,
sendo esta a melhor forma de identificar
equinos vivos infectados. O PCR é um teste
sensivel e especifico para deteccao da L.
intracellularis, especialmente quando
realizado em mucosa intestinal afetada. No
entanto, esta técnica é menos sensivel nas
fezes, ocorrendo resultados falso-negativos
(Knittel et al., 1998).
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Os diagnésticos diferenciais da EP em
equinos estdo relacionados com os sinais
clinicos, principalmente de diarréia e
hipoproteinemia, estando associadas a
condi¢cbes severas que podem resultar na
perda de proteinas via trato gastrintestinal,
incluindo helmintoses (Strongylus spp.,
Strongyloides westeri), protozooses
(Criptosporidium spp e Giardia); bacterioses
(Salmonella  spp., Clostridium  spp.,
Rhodococcus equi; Mycobaterium avium;
Neorickettsia risticii, Aeromonas hydrophila,
Streptococcus durans, Bacterioides fragilis,
Campylobacter jejuni e Campylobacter
fetus), viroses (Rotavirus, Coronavirus,
Adenovirus, Parvovirus) (Bihr, 2003),
agentes néo infecciosos e doencas que
resultam em enterocolites ulcerativas,
enterites granulomatosas idiopaticas,
gastroenterite eosinofilica e linfossarcoma
intestinal (Frank et al., 1998; Smith, 1998;
Brees et al, 1999; Lavoie et al., 2000;
Lavoie e Drolet, 2002; Bihr, 2003).

Poucos laboratérios tém condicbes de
identificacdo da L. intracellularis. E
indispensavel promover a melhora dos
procedimentos de  diagnéstico  para
aumentar a sensibilidade, confiabilidade,
facilidade e rapidez na deteccdo desta
bactéria, auxiliando no tratamento precoce
da EPE (Al-Ghamdi, 2003).

1.8. TRATAMENTO

O tratamento da EPE é sintomatico e as
opcbes bem sucedidas no combate da
doenca incluem terapia de suporte através
da administracdo endovenosa de fluidos e
eletrélitos para correcdo da desidratagéo,
suporte nutricional, transfusdo de plasma
para reduzir a perda de proteina,
administragdo de antiinflamatérios como
Flunixina meglumina (0,25 mg/Kg p.v.,
intravenoso, trés vezes por dia),
dexametasona (Azium, 40 mg, via oral,
diariamente, durante 14 dias) ou prednisona
(1 mg/Kg p.v., via oral, diariamente durante
14 dias); protetores gastrintestinais como
cimetidina ou sulcralfato; e antimicrobianos
(Frank et al.,, 1998; Brees et al., 1999;
Lavoie et al., 2000; Schumacher et al.,
2000; Lavoie e Drolet, 2002; Al-Ghamdi,
2003; Bihr, 2003; Deprez et al.,, 2005;



Artheton e McKenzie lll., 2006; Sampieri et
al., 2006; Macedo et al., 2008).

O principal grupo de antimicrobianos
comprovadamente eficientes no tratamento
da EP em equinos € o dos macrolideos. A
antibioticoterapia mais indicada para potros
infectados é a base de eritromicina (15-
25mg/ Kg ), administrada por via oral, a
cada 6-8 horas, de forma isolada ou
combinada com rifampicina (7-10 mg/ Kg)
por via oral a cada 12 horas. Os antibidticos
sdo administrados por, no minimo, 21 dias
(Lavoie et al., 1998 e 2000; Schumacher et
al., 2000; Lavoie e Drolet, 2002; Bihr, 2003;
McClintock e Collins, 2004; Deprez et al.,
2005). Atherton e McKenzie Il (2006)
relataram a eficiéncia clinica de outros
macrolideos como a claritromicina (7,5
mg/Kg p.v., via oral, a cada 12 horas) e
azitromicina (10 mg/Kg p.v., via oral, a cada
12 horas), como alternativas de tratamento
da EPE em potros.

Outros antibiéticos como o cloranfenicol (50
mg/kg p.v., via oral, a cada seis horas)
(Lavoie et al.,, 1998 e 2000; Artheton e
McKenzie Ill, 2006), clortetraciclina,
doxiciclina (10 mg/Kg p.v., via oral, a cada
12 horas), penicilina, enrofloxacina e
ampicilina (Artheton e McKenzie 1ll, 2006) ja
foram utilizados com sucesso, mas ndo séo
considerados de escolha para o tratamento
da EP em eqlinos (Schumacher et al.,
2000; Artheton e McKenzie 111, 2006).

Sampieri et al. (2006) demonstraram que o
tratamento com tetraciclina, administrando
oxitetraciclina (6,6 mg/Kg) administrada a
cada 12 horas, IV, durante sete dias e por
mais 10 dias administrando a doxiciclina
(10mg/Kg) a cada 12  horas, ou
administrando somente doxiciclina durante
os 17 dias, foram consideradas terapias
eficientes no combate da EPE,
apresentando a vantagem dos antibiéticos
utiizados potencialmente mais barata,
quando comparada a terapia com
macrolideos.

Diversos estudos tém sido desenvolvidos
para se conhecer antibidticos eficientes no
controle e tratamento da EP em suino, no
entanto, em equinos ndo existem estudos

com esse objetivo. E preciso que novas
pesquisas in vivo sejam realizadas para
avaliar a eficacia de antimicrobianos, além
das concentracbes nas quais essas
substancias tém acdo bactericida contra L.
intracellularis em eqlinos. O prognéstico
favoravel dependera de um tratamento de
suporte e antibioticoterapia adequada e
eficiente no combate a L. intracellularis
(Lavoie et al., 1998).

2. MATERIAL E METODOS
2.1. ESTUDO RETROSPECTIVO

O estudo retrospectivo foi realizado a partir
de amostras em blocos de parafina,
provenientes de casos compilados de
equinos com desordens entéricas, ocorridos
na Escola de Veterinaria da UFMG (EV-
UFMG) no periodo entre 1970 e 2006 e da
UFLA no periodo de 2000 a 2007.

No setor de Patologia da Escola de
Veterindria da UFMG foram avaliadas
aproximadamente 16.700 fichas, sendo
somente selecionadas as fichas que
continham informacdes sobre casos de
envio de amostras ou necropsia de equinos,
gue mencionavam acometimentos entero-
coliticos e citavam a analise histopatologica
destes 6rgaos, com a possivel presenca dos
respectivos blocos de parafina.

Inicialmente foram selecionados 91 casos
de equinos com acometimento entérico.
Posteriormente, foram selecionados o0s
casos em que os blocos de parafina
sugerissem que fossem fragmentos do
estbmago ou intestinos, restando 51 casos
e totalizando 105 blocos.

ApOs a selecao dos blocos, foram realizados
os cortes histolégico em laminas
silanizadas. Durante este processamento,
alguns fragmentos de tecido se soltaram,
restando para leitura 86 laminas. Destas 86,
somente 35 laminas, que representavam 26
diferentes casos, eram fragmentos de
intestino ou estbmago, sendo as demais de
outros orgaos tubulares. Da UFLA foram
enviados nove blocos de parafina com
tecidos de animais provenientes de nove
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casos com algum tipo de afeccdo gastro-
entérica.

Estes cortes foram submetidos a IHQ
utiizando o método da Streptavidina
Marcada (Dakol), anticorpo policlonal contra
L. intracellularis (Guedes e Gebhart, 2003a)
e solucao de cromégeno de AEC (Amino
Etil-carbazol)  (Dako"). Procedimento
detalhado da técnica de IHQ se encontra no
Anexo 1.

As preparacdes foram testadas em baterias
que continham nove laminas de casos
selecionados e um controle positivo. Trés
casos foram considerados suspeitos, com
um total de sete blocos, por apresentarem
pequenas marcacbes no citoplasma de
macrofagos da lamina prépria, de dificil
diferenciagdo com marcagdo inespecifica.
Destes blocos, foram feitas outras trés
preparacdes seriadas e as laminas
processadas pela mesma técnica, porém,
em baterias de oito laminas, sendo uma
lamina sabidamente positiva para L.
intracellularis na IHQ como controle positivo
e uma lamina sem a presenca da bactéria
como controle negativo.

As laminas foram analisadas em
microscopico optico da seguinte forma: duas
pessoas analisaram as l[aminas
separadamente e, posteriormente, foram
analisadas pelas duas pessoas juntas para
comparacao.

2.2. PESQUISA POR PCR EM FEZES E
SOROLOGIA

2.2.1. Coleta de amostras

A pesquisa por PCR em fezes e sorologia
foi realizada utilizando amostras de fezes e
de soro de 223 equinos, provenientes de 14
propriedades localizadas no Estado de
Minas Gerais e da Escola de Veterinaria da
UFMG (EV-UFMG). Os haras submetidos a
coleta de amostras estdo localizados na
regido metropolitana de Belo Horizonte,
especificamente dos municipios de Pedro

! Dako, Carpinteria, CA, USA
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Leopoldo, Lagoa Santa, Sdo Sebastido das
Aguas Claras, Nova Lima e Inhaima.

A amostragem foi realizada durante o ano
de 2007 até maio de 2008. Nos haras
visitados foram obtidas informacdes sobre a
propriedade como nome da propriedade e
do proprietario, nome dos animais, idade,
sexo, histérico de diarréia, periodo da
ocorréncia da diarréia, caracteristica das
fezes quando o animal apresentou diarréia,
caracteristicas das mucosas, escore
corporal e caracteristica das fezes no
momento da coleta (Anexo 2). Durante a
coleta das amostras foi realizado em cada
animal avaliagao clinica.

A coleta de amostras de fezes foi feita
diretamente da ampola retal (Fig. 1), sendo
armazenadas em sacos plasticos
identificados com o namero da amostra do
animal. Apés a coleta, as amostras de fezes
foram encaminhadas ao Laboratério de
Patologia Veterinaria da UFMG e
armazenadas a — 20°C até serem testadas
pela técnica de PCR, para deteccdo do DNA
da L. intracellularis, como descrito por Jones
et al. (1993). Destes animais também foram
coletadas amostras de sangue, que foram
centrifugadas para obtencdo do soro, que
foram refrigerados 4°C até a realizacdo do
teste sorolégico.



Figura 1 — Coleta de fezes diretamente da ampola retal do potro

2.2.2 Reacdo em cadeia da polimerase
(PCR)

A extracdo de DNA foi realizada utilizando
um Kit comercial de extracdo de DNA de
fezes, QIAMpDNA Stool Mini Kit (#51504;
Qiagen'), de acordo com as instrucdes do
fabricante. Foram utilizados iniciadores A e
B complementares a regido especifica do
cromossomo da L. intracellularis com a
sequéncia de nucleotideos 5
TATggcTgTcAAAcAcTceg 3'(A) e 5
TgAAQgTATTggTATTcTcc 3’ (B) (Jones et
al., 1993). As amplificagcbes foram
realizadas em microtubos de 0,2 mL, em
termo-ciclador MiniCycler MJ Research.
Para a reacdo de PCR, foram adicionados
25 pL em um microtubo de 1,5 mL: 1 pL de
DNA bacteriano, 14 uyL de agua milique
autoclavada, 10 x de tampédo de PCR, 50
mM de MgCl,, 2 mM de cada dNTP
(Invittogen®) que sdo os  quatros
nucleotideos do DNA - adenina, citosina,
guanina e timina, 20 mM de cada iniciador,
e 5 U/ uL de Tag DNA polimerase (Ludwig
Biotecs). Agua milique autoclavada foi usada

! QIAGEN, Valencia, CA, USA
2 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
3 Ludwig Biotec, Porto Alegre, RS, Brasil

como controle negativo da PCR e, para o
controle positivo, 200 uL de uma suspenséao
contendo 5 x 10° organismos de L.
intracellularis por mL, adicionada a 0,18 ¢
de fezes de eqiinos negativos para L.
intracellularis. A suspensdo utilizada no
controle positivo foi obtida de mucosa
intestinal de suinos afetados pela EP.

O programa de amplificacdo utilizado seguiu
0 seguinte ciclo: 15 minutos a 95°C para
ativar a Taq polimerase, seguida de 40
ciclos de 94°C por 30 segundos para
desnaturacdo, 56°C por 2 minutos para
anelamento, e 72°C por 30 segundos para
alongamento. As amostras amplificadas
foram separadas por eletroforese em gel de
agarose a 2%, com 0,004 % de brometo de
etidio e, posteriormente, visualizados em
transiluminador com luz ultravioleta e
fotografados com filme Polaroid.

Os iniciadores utilizados foram derivados de
um segmento de DNA cromossomal clonado
e uma porcdo de 16 rDNA para isolados de
suinos de L. intracellularis.
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O procedimento de avaliacdo da
sensibilidade analitica da técnica de PCR foi
realizado utilizando uma suspensdo de
bactéria contendo 5 x 10° organismos de L.
intracellularis / mL. As diluicdes seriadas
foram feitas utilizando seis microtubos
contendo 450 pL de PBS (Solucédo salina
fosfatada tamponada) estéreo. No microtubo
1 foi adicionado 50 pL de 10° organismos de
L. intracellularis / mL, no microtubo 2 foi
adicionado 50 pL do microtubo 1, no
microtubo 3 foi adicionado 50 pL do
microtubo 2 e assim sucessivamente, até o
microtubo 6. Foram adicionadas 0,18 g de
fezes oriundas de animais ndo infectados
pela L. intracellularis em seis outros
microtubos e adicionados 200 pL de cada
diluicdo Posteriormente, foi feita
amplificacdo do DNA das amostras
conforme a técnica mencionada. As
amostras amplificadas foram separadas por
eletroforese em gel de agarose a 2%, com
0,004% de brometo de etidio e,
posteriormente, visualizados em
transiluminador com luz ultravioleta e
fotografados.

2.2.3 Sorologia

Foi utilizado para o teste sorologico a
técnica de imunoperoxidase em laminas de
vidro, descrita por Al-Ghamdi (2003).
Brevemente, 10 pyL de suspensédo contendo
1,5 x 10° bactérias/mL, cepa VPB4 (isolado
mantido e propagado no Laboratério de
Enteropatia Proliferativa da University of
Minnesota, = Estados  Unidos), foram
adicionados a cada uma das 12
concavidades de uma lamina de vidro
(Perfecta’) (Fig. 2). Estas laminas foram
secas em estufa (37°C) e, posteriormente,
fixadas em acetona gelada (-20°C), por 20
segundos. As amostras de soro foram
diluidas em PBS, em diluicdes seriadas
(1:30 e 1:60). Ap6s rehidratacdo das
laminas com PBS, 10 pL das amostras
diluidas foram adicionados a cada
concavidade. As laminas foram entéo
incubadas em camara Umida por 45 minutos
a 37°C e lavadas em PBS. Em seguida, 10
pL de anticorpo anti-lgG de eqiino,

1 Perfecta, Sdo Paulo, SP, Brasil

conjugado com peroxidase (Sigma®), diluido
em uma solucdo de PBS, leite em po
desnatado e Tween 20, foram adicionados a
cada concavidade e a lamina foi incubada
por 45 minutos em cémara Umida a 37°C.
ApOs incubacgéo, as laminas foram lavadas
em PBS e foi adicionada solugdo de AEC
diluida em tampdo acetato e peréxido de
hidrogénio, de acordo com as
recomendacdes do fabricante (Sigma?),
sendo incubadas por 5 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, as
laminas foram montadas com meio de
montagem aquoso (Dako Faramount
Aqueous Mounting Mediums) e examinadas
em microscopio O6ptico. Foram utilizados
controles positivos e negativos em cada
ldmina. Para controle positivo foram
utiizadas amostras de soro positivo,
gentilmente 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 solucdo de PBS, leite em pé
desnatado e Tween 20 em substituicdo ao
soro, na primeira incubagdo. As amostras s6
eram consideradas positivas quando as
bactérias fossem visualizadas nas
preparacoes.

2 Sigma, St. Louis, MO, USA
3 Dako, Carpinteria, CA, USA USA
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Figura 2 — Lamina (Perfecta) para sorologia. 1: Controle positivo 1:30; 7: Controle positivo 1:60;
2 e 8: Controles negativos; 3 e 9, 4 e 10, 5 e 11, 6 e 12 para as amostras testadas nas

diluicbes de 1:30 e 1:60, respectivamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. ESTUDO RETROSPECTIVO

A avaliacdo dos fragmentos de tecidos dos
trés casos considerados suspeitos utilizando
a técnica de IHQ ndo revelou nenhuma
amostra positiva.

Segundo Williams et al. (1996) a técnica
utilizada do anticorpo especifico para L.
intracellularis para detec¢éo do antigeno em
fragmento de tecido intestinal é considerada
como um método de diagndstico confiavel e
definitivo para EPE, o que garantiu que a
escolha do teste fosse apropriada,
permitindo a geracdo de resultados
confiaveis.

Os 26 casos avaliados no Setor de
Patologia da Escola de Veterinaria da
UFMG eram provenientes de seis potros
entre 1-30 dias de idade, um com 4 meses,
outro com 11 meses, um potro de 27 meses
de idade, trés adultos de 5-6 anos e
quatorze eqliinos sem informacédo da idade.
Da UFLA foram avaliados nove casos
provenientes de quatro eqiiinos adultos, um
potro de 7 dias de idade, dois potros de 2
meses de idade, e outros dois animais sem
informacéo da idade.

A negatividade dos fragmentos de tecidos
dos equinos com idade de 1-30 dias e dos
adultos poderia ser explicada pelos relatos
na literatura que demonstram que a faixa
etaria acometida pela EPE abrange animais
na fase pos desmame (3-6 meses) até um
ano de idade. Entretanto, potros de 4 e 11

meses de idade se enquadram nesta faixa
etaria, mas ndo foram detectadas marcacéo
especifica nos tecidos analisados. Estes
resultados demonstram que dentre 0s casos
do arquivo de blocos de parafina, ndo houve
indicacao de infeccdo pela L. intracellularis.
Desta forma, aparentemente, a EPE néo foi
problema relacionado com mortalidade de
animais em nossa regiao a partir de 1970.
De qualquer forma, deve-se ressaltar que a
casuistica  foi pequena e pouco
representativa.

3.2. PESQUISA POR PCR EM FEZES E
SOROLOGIA

Testes de diagndstico ante mortem s&o
necessarios para identificagdo precoce da
EPE, proporcionando aos clinicos aplicacao
de tratamento especifico e eficiente. Testes
soroldgicos como imunoperoxidase em
laminas de vidro (IPX) sao de alta
sensibilidade para deteccao da exposicéo
de suinos a L. intracellularis (Guedes et al.,
2002c), sendo a técnica de PCR
considerada um método de diagnéstico de
alta eficiéncia e alta especificidade (Williams
et al., 1996; Frank et al., 1998; Knittel et al.,
1998; Schumacher et al., 2000; Guedes et
al., 2002c; Al-Ghamdi, 2003; Huerta et al.,
2003; Deprez et al.,, 2005; Wuersch et al.,
2006; Kimberly et al., 2007). Portanto, neste
trabalho foram otimizadas e utilizadas as
técnicas de sorologia (IPX), e PCR para
identificacdo de equinos infectados.
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A sensibilidade analitca da PCR em
amostras de fezes no presente estudo foi de
5 X 10° organismos de L. intracellularis,
demonstrando ser sensivel e adequada
para o diagnostico ante-mortem.

Foram selecionados para coleta de
amostras 150 animais jovens de 3 a 12
meses de idade, ja que, baseado na
literatura, esta é a faixa etaria mais afetada
pela EPE (Frank et al., 1998; Smith, 1998;
Brees et al, 1999; Al-Ghamdi, 2003,
Wuersch et al.,, 2006). Além disto, foram
coletadas amostras de cinco potros de 45 a
60 dias de idade, de 51 potros de 13 a 24
meses e de 17 éguas na tentativa de
identificar a doenga em animais adultos e
em potros acima e abaixo da idade
especificada nos relatos de caso de EPE.

Apés avaliacdo das 223 amostras, utilizando
a sorologia e a técnica de PCR para
deteccdo da exposicdo e infeccdo por L.
intracellularis, identificou-se vinte e um
eqlinos sorologicamente positivos (9,42%)
(Fig. 3) e sete equinos positivos na técnica
de PCR (3,14%)(Fig.4) (Tab.1).

A diluicdo de 1:60 foi escolhida como ponto
de corte para positividade em equinos, pois
as marcacdes na diluichio de 1:30
apresentavam marcagdo  inespecifica,
mesmo no controle negativo. Além disto, a
diluicdo de 1:60 vem sendo utilizada como
ponto de corte no laboratério de Enteropatia
Proliferativa da University of Minnesota
(Gebhart, C.J, comunicacdo pessoal,
2007Y).

Dos vinte e um eqiinos considerados
positivos na sorologia, dez tinham 5 e 12
meses de idade seis de 14 a 18 meses de
idade e cinco eram éguas (Tab. 1).

A partir da soropositividade destes 21
animais pode se considerar a exposicdo
prévia de equinos a infeccdo pela L.
intracellularis em haras do Estado de Minas
Gerais. Interessante a verificacdo de

! Gebhart, C.J. Comunicacdo pessoal, 2007

(Laboratério de enteropatia proliferativa da
University of Minnesota), USA.

soropositividade de animais acima de 13
meses de idade, que pode indicar infeccéo
tardia subclinica ou persisténcia prolongada
de anticorpos séricos contra L. intracellularis
em equinos. Estudos em suinos inoculados
indicam que os animais infectados com L.
intracellularis eliminam a bactéria trés a
quatro dias apdés a contaminacdo e
desenvolvem um padrdo consistente de
resposta de anticorpos, com titulos de
imunoglobulinas séricas especificas
detectaveis aproximadamente trés semanas
apo6s infeccdo (Knittel et al., 1998;),
podendo a soropositividade durar por até 13
semanas (Guedes et al, 2002a; Guedes e
Gebhart, 2003). Al-Ghamdi (2003), ao
reproduzir a EPE experimentalmente,
relatou que a soroconversdo no equino
demora 14 dias apds a inoculacdo, sem
demonstracao de sinais clinicos, no entanto
nao existem informaces sobre a duracdo
de destes anticorpos séricos no eqlino.
Foram também coletas amostras de sangue
e fezes dos potros filhos das éguas
amostradas, mas nenhum destes potros de
45 dias a 5 meses de idade foi soropositivo
ou estava eliminando bactéria nas fezes.
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Tabela 1 — Amostras positivas (pos) na sorologia e na PCR, relacionadas as informacdes da origem, idade dos animais avaliados (meses),
historico de diarréia, caracteristica das fezes no momento da coleta, porcentagem de amostras positivas na sorologia e na PCR / haras.

Amostra Haras N° amostras/ Sexo |dade Histérico Caracteristicas das Resultado % de amostras pos. % de amostras pos.
haras de Diarréia Fezes na coleta Sorologia PCR sorologia / haras PCR / haras
1 A 13 F 5m Nao Pastosa pos neg 7,69 0,00
39 F 7-8 m  Diarréia do cio do potro Normais neg pos
42 F 8-9m Nao Normais pos neg
47 D 28 M 8-9m Nao Normais neg pos 3.57 10.71
52 F 7-8m  Né&o Normais neg pos
Mae 83 | 16 F ADULTO Nao Normais pos neg 6,25 0,00
92 F 12m Diarréia com 1 m idade Normais neg pos
93 F 13 m Diarréia com 2 m idade Normais neg pos
94 F 14m Diarréia com 2 m idade Normais pos neg
97 J 24 F 15m Diarréia antes de desmamar Normais pos neg 16,67 12,50
102 F 5-6 m Nao Normais pos neg
107 F 16 m Nao Pastosa neg pos
110 F 5m N&o Normais pos neg
124 F 5m Néo Normais neg pos
Mée 121 K 12 F ADULTO Néo Normais pos neg 8,33 8,33
130 F 7m Néo Normais pos neg
141 F 8m Néo Normais pos neg
157 L 55 M 6m Nao Normais pos neg 9,09 0,00
172 M 14m Néo Normais pos neg
176 F 8 m Nao Normais pos neg
187 M 18m Néo Normais pos neg
191 M 17 m  Diarréia com 2-3 m idade Normais pos neg
Méae 201 M 38 F ADULTO Nao Normais pos neg 13,16 0,00
Mae 202 F ADULTO Nao Normais pos neg
Mé&e 203 F ADULTO Nao Normais pos neg
214 M 5-6 m Nao Normais pos neg
216 EV-UFMG 3 M 15m Diarréia antes de desmamar Normais pos neg
217 F 12m Nao Normais pos neg




Figura 3 - Fotomicrografia de preparacao negativa (A) e positiva, 1:60, (B) a sorologia utilizando
a técnica de imunoperoxidase em laminas para deteccao de anticorpos contra L. intracellularis.
Estruturas de cor vermelha sdo bactérias positivamente marcadas por anticorpos presentes no

soro de animais positivos (400x).

Praticamente todos os casos de EPE
relatados na literatura cita que os animais
com sorologia positiva apresentavam sinais
clinicos da doenca, como a presenca de
diarréia. No entanto, 0s animais
sorologicamente positivos neste estudo
estavam aparentemente normais, indicando
exposicdo prévia a bactéria, mas sem
indicios da doenca.

Estes achados podem indicar
soropositividade mais longa que o periodo
de infeccdo ou a presenca de animais
subclinicamente infectados. Apenas quatro
potros, todos acima de 12 meses de idade
(um de 14 meses, dois de 15 meses e um
de 17 meses de idade), dos vinte e um
eqlinos sorologicamente positivos, tinham
histérico de diarréia anterior. Ou seja, existe
a possibilidade de terem desenvolvido a
forma clinica leve da EP e terem se
recuperado, lembrando todavia que esta
diarréia poderia ter tido outra causa que néo
a infeccdo por L. intracellularis.

Nenhum dos animais  soropositivos
apresentou eliminacdo da bactéria nas
fezes de acordo com os resultados da PCR.
Estes resultados poderiam ser explicados
ou pela menor sensibilidade da técnica de
PCR comparado ao teste sorologico e/ou
por estes animais ja terem parado de
eliminar bactérias nas fezes. A menor
sensibilidade do teste de PCR em amostras
de fezes se justifica pela presenca de

inibidores neste material, que sdo moléculas
inativadoras de DNA polimerase, que
causam degradacdo ou captura de acidos
nucléicos ou interferem com a lise celular
durante o processo de extracdo (Jones et
al., 1993; Knittel et al., 1998; Jacobson et
al., 2003 e 2004; Sampieri et al., 2006;
Wuersch et al., 2006).

A técnica de PCR identificou sete animais
positivos, sendo estes das seguintes idades:
cinco animais com 5 a 12 meses de idade,
um com 13 meses e um com 16 meses de
idade (Tab. 1 e Fig. 4). Esta deteccdo de
eliminacdo de L. intracellularis nas fezes
comprova que O agente esta presente e
infecta eqliinos na regido estudada.

Nenhum dos animais deste estudo
apresentaram qualquer tipo de alteracéo
clinica. Dos sete equinos positivos na
técnica de PCR, trés animais (7-8 meses, 12
e 13 meses de idade) apresentaram
histérico de diarréia antes do desmame,
porém as fezes no momento da coleta
estavam normais. A deteccao de eliminacéo
da bactéria nas fezes de animais sadios é
informacao de grande relevancia
epidemiolégica, uma  vez que a
disseminacdo do agente pode ocorrer de
maneira silenciosa no rebanho, o que torna
seu controle mais dificil. Esta forma
subclinica da infeccéo ja foi comprovada em
suinos (Paradis et al., 2005).
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Figura 4 - Eletroforese em gel da agarose de produto da amplificacdo para L. intracellularis em
amostras de fezes de potros. Coluna 1: Peso molecular padrdo; Coluna 2 Controle positivo;
Coluna 3: Controle negativo; Coluna 4-10: Amostras positivas

Os sete equinos positivos na PCR estavam
distribuidos em trés haras, sendo trés
animais do haras D, trés do J e um potro no
haras K. Os trés equinos positivos no haras
D representam 10,71% das amostras
coletadas nesta propriedade e os trés
animais do haras J representam 12,5%.

Todos os equinos PCR positivos tiveram
resultados negativos a sorologia. Estes
resultados poderiam ser explicados caso os
animais estivessem em estagio inicial da
infeccdo e ainda nao tivessem desenvolvido
titulos detectaveis de anticorpos a sorologia,
ou tivessem apresentando titulos baixos de
anticorpos  séricos que ndo seriam
detectados pela técnica soroldgica utilizada.

Diferentemente do descrito na literatura que
relata a maioria dos casos em animais até
um ano de idade (Duhamel e Wheeldon,
1982; Williams et al.,, 1996; Frank et al.,
1998; Smith, 1998; Brees et al., 1999;
Lavoie et al.,, 2000; Schumacher et al.,
2000; Al-Ghamdi, 2003, Bihr, 2003;
Wuersch et al., 2006), dois equinos, um de
13 e outro de 16 meses de idade, ambos do
mesmo propriedade (haras J) (Tab. 1),
estavam infectados por L. intracellularis e
eliminando bactérias na fezes (PCR
positivo). O animal de 16 meses
apresentava fezes pastosas. Assim sendo,

podem existir fatores predisponentes que
poderiam estar associados ao
desencadeamento da infeccdo e doenca.
Dentre as possibilidades incluem-se o
tempo de exposicao a bactéria, quantidade
de bactéria a que o0 animais foram expostos
e o status imune do animal.

Dos 14 haras incluidos na pesquisa, sete
possuiam animais positivos pela técnica de
PCR e/ou soroldgica. Os vinte e um equinos
positivos na sorologia estavam distribuidos
em sete haras e no hospital da EV-UFMG,
sendo que em um Unico haras (J) foram
encontrados quatro animais soropositivos, o
que corresponde 16,67% das 24 amostras
coletadas neste haras (Tab. 1). Além disto,
foi o haras que apresentou as maiores
porcentagens de animais positivos tanto na
PCR (12,5%), o que demonstra ser este um
rebanho candidato para o estudo
aprofundado para averiguacdo dos fatores
predisponentes para infeccdo da L.
intracellularis.
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Na escola de veterinaria da UFMG foram
coletadas amostras de fezes e soro de
quatro potros hospitalizados e desses
equinos, trés apresentaram-se
sorologicamente positivos. Importante
salientar que estes animais estavam
internados por motivos outros que néo
diarréia. Estes animais tinham 5-6 meses,
12 meses, 15 e 16 meses de idade. Apenas
0 equino de 15 meses apresentava histérico
de diarréia antes do desmame e todos os
quatro equinos apresentavam se com as
fezes normais no momento da coleta. Uma
das possibilidades a ser considerada neste
caso seria uma imunossupressdo destes
animais em decorréncia de outra condigdo e
a predisposicéo a infeccéo subclinica por L.
intracellularis.

A identificacdo de potros desmamados
positivos na sorologia e/ou PCR indicam
que a mudanca da microbiota normal do
intestino, induzida pelo desmame, pode
resultar em uma maior susceptibilidade de
potros a doenca, corroborando o que ha na
literatura. Outro argumento para
susceptibilidade dos eqlinos no desmame
seria a remocgdo do leite da dieta desses
animais, pois o leite teria componentes
moleculares como a secrecdo de IgA,
citoquinas, lactoferrina, oligossacarideos,
nucleotideos, lisozima e outras proteinas
que conferem protecao intestinal (Kelleher e
Lonnerdal, 2001).

Trés potros de 45 a 60 dias de idade,
soronegativos e PCR negativos,
apresentaram diarréia poucos dias antes da
coleta e foram tratados com antibioticos.
Desta forma, aspecto importante que deve
ser levado em consideragdo casos esses
potros estivessem infectados pela L.
intracellularis €é a interferéncia da
antibioticoterapia na eliminacéo da bactéria
nas fezes, apds o inicio do tratamento.
Dauvillier et al. (2006) demonstraram que o
DNA da L. intracellularis foi identificado na
amostra de fezes dois dias apds o inicio da
administracdo da eritromicina, mas néao
ap6s quatro dias de inicio do tratamento,
sugerindo entdo que a infec¢do de potros é
minima através da contaminacdo ambiental
pelas fezes, uma vez que o tratamento com
antibioticos tenha se iniciado possivelmente

a contaminacdo e excrecdo da bactéria
durante todo o periodo da terapia se reduz
dificultando a identificacdo de animais
positivos.

4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que a L. intracellularis,
causadora da EPE, esta presente na
populacdo equina dos haras do Estado de
Minas Gerais e, portanto, deve ser
considerada como diagndéstico diferencial
para doencas entéricas em eqlinos de
véarias idades. As técnicas de diagnostico
ante mortem de sorologia e PCR se
mostraram eficientes para deteccdo da L.
intracellularis e estdo disponiveis para
auxiliar os médicos veterinarios na deteccao
precoce da doenca, tornando possivel a
realizacdo de um tratamento de sucesso
para EPE. A avaliacdo retrospectiva de
casos nos arquivos dos laboratérios de
histopatologia, apesar da reduzida
amostragem, aparentemente demonstrou
que a enfermidade ndo foi causadora de
Obitos nos casos avaliados no passado
recente no estado de Minas Gerais.
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6. ANEXO
ANEXO 1

PROTOCOLO DE IMUNOISTOQUIMICA PARA LAWSONIA INTRACELLULARIS

. Xilol: 5 min

. Xilol: 5 min

. Xilol: 5 min

. Alcool 100%: 5 min

. Alcool 96%: 3 min

. Alcool 70%: 3 min

. Agua destilada: 3 min

. PBS H,0, 3% (block PX enddg): 15 min

. Lavar com agua destilada

. Proteinase K (20 pg/mL): 5 min & 37°C (camara (mida)

. Lavar em agua de torneira: 10 min

. PBS Tween 20 0,05% (PBST): 5 min

. Leite em p6 Molico (0,5g-20mL): 40 min RT (camara Umida)
. Incubar policlonal (1:30.000): 30 min 37°C (camara Umida)

. PBST: 5 min

. Anticorpo biotinilado 1: 30 min RT (camara Umida)

. PBST: 5 min

. Streptavidin-HRP 2: 25 min RT (camara umida)

. PBST: 5 min

. Solucdo AEC (pronta para uso): 10 min RT (camara Umida)
. Lavar com agua destilada: 5 min

. Agua de torneira corrente: 5 min

. Hematoxilina de Mayer’s: 2-5 min

. Lavar em agua de torneira: 5 min

. Montar laminula usando meio aquoso



Identificac@o da propriedade e dos animais submetidos a coleta de amostra.

ANEXO 2

Fazenda: [Proprietario: llocal:
Amostra Animal Histérico Atual
Idade | Sexo |Diarréia] Quando| Caracteristica TPC [Mucosa| Escore OBS
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