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RESUMO

BARRAGAN, Yessica Lorena Guzman, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2024. Soroprevaléncia, prevaléncia e fatores de risco associados
a infeccdo por Lawsonia intracellularis em equino em Minas Gerais, Brasil.
Orientador: Carlos Eduardo Real Pereira. Coorientadora: Talita Pilar Resende.

Lawsonia intracellularis € o agente etiolégico da Enteropatia Proliferativa Equina
(EPE), uma doenca que afeta especialmente potros recém-desmamados. A EPE
cursa com diarreia, cOlica, febre, perda de peso, desidratacdo e anemia, levando a
um quadro de hipoproteinemia intensa, podendo evoluir ao 6bito. Embora a EPE
seja reportada ocasionalmente em equinos no Brasil, sua epidemiologia ainda é
desconhecida, destacando a necessidade de mais pesquisas. Objetivo deste estudo
foi avaliar a prevaléncia, soroprevaléncia e os fatores de riscos associados a
Enteropatia Proliferativa Equina nos planteis equinos do estado de Minas Gerais.
Foram coletadas 344 amostras de soro e 327 amostras de fezes de 26 planteis
localizados nas mesorregides Metropolitana de Belo Horizonte e Zona da Mata. Os
equinos amostrados foram divididos em trés grupos: G1- Eguas reprodutoras, G2-
Potros entre 0-6 meses de idade, progénies das éguas reprodutoras e G3-Potros
entre 7-24 meses de idade. As amostras de soro foram analisadas através da
técnica de imunoperoxidase em monocamada de células (IPMC) para deteccéo de
anticorpos anti-L. intracellularis, e a deteccéo direta de L. intracellularis nas amostras
fecais foi realizada através da qPCR. Adicionalmente, foi aplicado um questionario
epidemioldgico em cada propriedade para identificacdo de fatores de risco para a
EPE. Dos 344 soros analisados, 19.48% (67/344) apresentaram anticorpos
especificos anti-L. intracellularis e 0,61% (2/327) amostras de fezes foram positivas
para a presenca da bactéria. O grupo G1 apresentou a maior soroprevaléncia
(36,4%), enquanto o G3 apresentou a menor (7,69%). Dois fatores de risco foram
identificados: os equinos com idade superior a trés anos tém maior risco de serem
soropositivos para L. intracellularis (OR: 4,61), assim como 0S equinos que estdo em
propriedades que tambem possuem suinos (OR: 10,17). Os resultados deste estudo
mostram a presenca de anticorpos anti-L. intracellularis em 69% (18/26) dos haras
investigados, demonstrando uma disseminagao relevante deste agente nos planteis
equinos de Minas Gerais.

Palavras-chave: diarreia; enteropatia proliferativa equina; epidemiologia; ipmc;
lawsonia intracellularis; fatores de risco; prevaléncia.



ABSTRACT

BARRAGAN, Yessica Lorena Guzman, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
December, 2024. Seroprevalence, prevalence and risk factors associated
with Lawsonia intracellularis infecion in horse in Minas Gerais, Brazil. Adviser:
Carlos Eduardo Real Pereira. Co-adviser: Talita Pilar Resende.

Lawsonia intracellularis is the etiologic agent of Equine Proliferative Enteropathy
(EPE), a disease that primarily affects newly weaned animals. EPE is characterized
by diarrhea, colic, fever, weight loss, dehydration and anemia due to severe
hypoproteinemia and can be lethal. Although EPE is occasionally reported in equines
in Brazil, its epidemiology remains unknown, highlighting the need for further
research. The objective of this study was to evaluate the prevalence, seroprevalence
and risk factors associated with EPE in herds in the state of Minas Gerais. A total of
344 serum samples and 327 fecal samples were collected from 26 herds located in
the mesoregions of Belo Horizonte Metropolitan and Zona da Mata. The sampled
equines were divided into three groups: G1 - breeding mares, G2 - foals aged 0-6
months, the offspring of breeding mares and G3 - foals aged 7-24 months. Serum
samples were analyzed by Imunoperoxidase Monolayer Assay (IPMA) to detect
antibodies against L. intracellularis, and the direct detection of L. intracellularis in
fecal samples was conducted through gPCR. Additionally, an epidemiologic
guestionnaire was applied at each property to identify risk factors for EPE. Of the
344-serum analyzed, 19.48% (67/344) had specific antibodies against L.
intracellularis, and 0.61% (2/327) of the fecal samples tested positive for the
presence of the bacterium. The group G1 showed the highest seroprevalence
(36.4%), while G3 showed the lowest (7.69%). Two risk factors were identified:
horses alder than three years are at higher risk of being seropositive for L.
intracellularis (OR: 4.61), and horses on properties that also house pigs are at
significantly higher risk (OR: 10.17).The results of this study show the presence of
antibodies against L. intracellularis in 69% (18/26) of the herds studied, indicating a
significant spread of this agent in equine population in Minas Gerais.

Keywords: diarrhea; epidemiology; equine proliferative enteropathy; ipmc; lawsonia
intracellularis; risk factors; prevalence.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AAPP American Association Equine Practitioners
AEC Cromégeno (3-amino-9-etil-carbazole)

DNA  Acido Desoxirribonucleico

EP Enteropatia Proliferativa

EPE Enteropatia Proliferativa Equina

FAO Organizacao para a Alimentacao e Agricultura
IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IC Intervalo de confianca

IPMC Imunoperoxidase em monocamada de Células
MBH  Zona Metropolitana de Belo Horizonte

MG Minas Gerais

ONU Organizacéo das Nagdes Unidas

PCR Reacédo em cadeia da polimerase

UFV  Universidade Federal de Vigosa

ZM Zona da Mata
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1. Introducgéao

A equinocultura é uma atividade econdémica e cultural de grande importancia no
Brasil, envolvendo desde a criacdo de diferentes racas até seu uso em eventos
esportivos, trabalho e lazer. As racas que mais se destacam no cendrio nacional sdo
Mangalarga Marchador, reconhecida como a raca nacional do Brasil (ABCCMM,
2015), além do Nordestino, Quarto Milha, Crioula e Campolina (Lima e Cintra, 2016).
O setor equino desempenha um papel importante no agronegdcio brasileiro,
movimentando R$ 16,15 bilhdes por ano e empregando cerca de trés milhdes de
pessoas no pais (Lima e Cintra, 2016). De acordo com as estatisticas reportadas pela
Organizacdo para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) em 2021, o Brasil tem 5,8
milhdes de cavalos, ocupando o quarto lugar no ranking mundial, atrds apenas dos
EUA, México e China (ONU, 2024). Em ambito nacional, Minas Gerais lidera com a
maior populacéo de cavalos, totalizando 804.904 cabecas, seguido pelo Rio Grande
do Sul e Bahia (IBGE, 202).

Entre as principais preocupac¢Oes dos criadores de equinos estdo as doencas
entéricas, que podem afetar seriamente a salude e o desenvolvimento dos animais,
especialmente os jovens. Dentre essas doencas, encontra-se a EPE que foi relatada
em todo o mundo e é causada pela bactéria Lawsonia intracellularis (McClintock e
Collins 2004; Kranenburg et al., 2011; Steinman et al.,2014; Loublier et al., 2020;
Caleffo et al.,, 2021; Souza et al., 2023; Metiner et al., 2023). A EPE afeta
especialmente animais recém-desmamados entre 3 e 8 meses de idade (Frazer et al.,
2007) e é clinicamente caracterizada por diarreia, febre, apatia, hiporexia, perda de
peso, desidratacdo, edema de membros e cabeca, além do desenvolvimento de

sindrome de ma absorc¢éo e hipoproteinemia (Lavoie et al., 2000).

O principal método de tratamento para surtos de EPE é baseado na terapia
antimicrobiana (Sampieri et al., 2014). O uso eficaz de antibiotico pode reduzir o
impacto da doenca, contudo a escolha do principio ativo adequado é um ponto critico
devido as caracteristicas intracelulares da bactéria e a impossibilidade de seu cultivo
em meios convencionais, 0 que torna a avaliagao da susceptibilidade aos diferentes

principios ativos um desafio (Pereira et al., 2019). A L. intracellularis pode infectar



outras espeécies de animais, como suinos, cuja infeccdo é amplamente estudada
devido aos importantes impactos econdmico-sanitarios nessa espécie. Casos da EPE
tem sido reportados em paises na América do Norte (Schumacher et al., 2000; Lavoie
et al., 2000; Bihr, 2003), Europa (Loublier et al., 2020), Asia (Oh Yeonsu et al., 2019;
Niwa et al., 2022) e no Brasil (Caleffo et al., 2021; Souza et al., 2023). Nos ultimos
anos, tem-se observado um aumento no numero de casos da EPE, refletindo o
crescente interesse pela doenca. Considerando que sua epidemiologia e distribuicdo
ainda € pouco compreendida, especialmente no Brasil. O objetivo deste estudo
transversal foi avaliar a prevaléncia, soroprevaléncia e fatores de riscos associados a

Enteropatia Proliferativa Equina nos planteis equinos do estado de Minas Gerais.

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a prevaléncia, soroprevaléncia e os fatores de risco da Enteropatia

Proliferativa Equina nos plantéis do estado de Minas Gerais.

2.2 Objetivos Especificos

e Estabelecer a prevaléncia e soroprevaléncia da Enteropatia Proliferativa
Equina intra-rebanho e inter-rebanho do estado de Minas Gerais.

e Determinar a prevaléncia e soroprevaléncia dos planteis de equino do estado
de Minas Gerais.

e Determinar os fatores de risco associados a enteropatia proliferativa equina

nos rebanhos do estado de Minas Gerais.



10

3. Revisao de literatura

3.1 Etiologia

A Enteropatia Proliferativa Equina € causada pela L. intracellularis (Figura 1), uma
bactéria intracelular obrigatoria, microaerdfila, movel, curva, Gram-negativa, nao
formadora de esporos, que mede entre 1,25 e 1,75 yM de comprimento e 0,25 a 0,43
MM de largura, e possui um envoltério externo trilamelar (McOrist S et al., 1995). De
acordo com a andlise filogenética das sequéncias de 16S rDNA, o género Lawsonia
pertence a familia Desulfovibrionaceae e inclui apenas uma espécie (McOrist e
Gebhart, 2005). A partir do cultivo laboratorial de L. intracellularis foi demostrada a
presenca de um flagelo longo, Unico e unipolar, que possivelmente auxilia passagem
bacteriana pela barreira de muco na superficie intestinal, facilitando sua fixacdo e
internalizacdo nas células epiteliais intestinais (Lawson e Gebhart 2000). A cultura
dessa bactéria exige condi¢des especificas, que envolvem uma atmosfera composta
por 82,2% de nitrogénio, 8,8% de didxido de carbono e 8% de oxigénio e o cultivo em
células permissivas, para simular as condi¢cdes do ambiente intestinal (Lawson et al.,
1993; Lawson e Gebhart 2000).

Fonte: Wattanaphansak, et al., 2010

Figura 1. L. intracellularis em imagem de microscopia eletrénica.

A L. intracellularis é reconhecida como o agente causal de diarreia em diversas
espécies de animais. As principais espécies afetadas séo os suinos, hamsters, e os

equinos (Lawson e Gebhart 2000). Nos suinos, em patrticular, a EP tem um grande
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impacto econdmico mundial, razao pela qual sua epidemiologia € mais compreendida.
Embora os isolados de L. intracellularis sejam morfologicamente e geneticamente
muito similares independente da espécie de origem (Vannucci e Gebhart., 2014;
Bengysson et al., 2020) a espécie-especificidade apresenta caracteristicas
particulares (Lawson e Gebhart, 2000). Estudos demonstraram que coelhos sao
suscetiveis aos isolados de L. intracellularis provenientes de equinos, desenvolvendo
lesbes tipicas e repostas imunologicas especificas para a infeccdo, mas nao
apresentam a mesma susceptibilidade aos isolados de suinos. Por outro lado,
hamsters demostram susceptibilidade aos isolados da bactéria provenientes suinos,
mas ndo desenvolvem a doenca quando séo expostos a isolados de equinos. Esses
resultados reforcam a especificidade de espécie dos isolados de L. intracellularis
(Sampieri et al.,, 2013). Em um estudo que avaliou a suscetibilidade de suinos e
equinos a infeccdo por L. intracellularis, ambas espécies foram expostas a isolado de
equinos e suinos, observou-se que 0s sinais clinicos, os periodos de eliminacao
bacteriana e as respostas imunoldgicas foram mais fortes quando os animais foram

infectados por cepas especificas de sua propria espécie (Vannucci et al., 2012).

A transmissao da L. intracellularis ocorre por contato direto, através da ingestao de
material fecal contaminado proveniente de animais que atuam como hospedeiros e
disseminadores, incluindo ratos, coelhos, caes, gatos, suinos, além de outros equinos
adultos (Lawson e Gebhart, 2000; Pusterla et al., 2008; Guimaraes-ladeira et al.,
2009). Estudos experimentais em suinos inoculados com L. intracellularis, revelaram
gue a bactéria pode ser detectada dentro das células epiteliais nas pontas das
vilosidades intestinais apenas 12 horas apds a infeccdo, indicando a colonizacéo
precoce de varias células epiteliais (Boutrup et al., 2010). Os sinais clinicos da EP em
suinos podem surgir entre sete e 10 dias apés da inoculacédo (Guedes et al., 2002a),
com deteccdo de bactérias nas fezes a partir de dois a trés dias (Guedes, 2002b) e
persistir por até 12 semanas apoés inoculacdo (Guedes et al., 2002b, Guedes e
Gebhart, 2003a). Em contraste, um estudo com potros infectados experimentalmente
mostrou que a eliminacdo fecal da bactéria comecou entre 12 e 18 dias apos a
infeccdo, com uma duragao de eliminacao variando entre sete e 21 dias (Pusterla et
al., 2010; Pusterla et al.,2012). A bactéria pode sobreviver em condicfes ambientais

pelo menos duas semanas a temperaturas entre 5-15°C (Collins et al., 2000).
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As alteracbes microscopicas induzidas pela L. intracellularis sdo hiperplasia das
criptas e, consequentemente, no espessamento da mucosa intestinal e abscessos de
criptas, embora as lesdes proliferativas sejam mais evidentes que as inflamatorias
(Lawson et al., 1993). Esse processo leva a uma alteragcédo da diferenciacdo celular
nas criptas, resultando na diminuicAo de células caliciformes, células
enteroendocrinas e enterdcitos absortivos (Huan et al.,2017). Essas alteracdes no
epitélio estdo intimamente associadas a infeccdo por L. intracellularis (Lawson e
Gebhart, 2000), no entanto, 0s mecanismos que promovem essa hiperplasia ainda

nao estao claros.

3.2 Sinais Clinicos

A Enteropatia Proliferativa Equina afeta principalmente potros desmamados entre
trés e oito meses de idade (Frazer et al., 2007), periodo em que ocorre uma diminui¢ao
na concentracdo de anticorpos maternos. Fatores como o0 estresse associado ao
manejo, a vacinacao e a administracdo de vermifugos contribuem para o aumento da
incidéncia nessa faixa etaria (Frazer, 2008). No entanto, animais adultos também
podem desenvolver a doenca, apresentando manifestacdes clinicas semelhantes aos

dos potros infectados (Pusterla e Gebhart., 2013).

Os sinais clinicos mais comuns da EPE séo diarreia, cdlica, letargia, anorexia,
febre, perda de peso, desidratacdo, anemia e edema devido a hipoproteinemia.
(Atherton e McKenzie Ill, 2006; Pusterla e Gebhart, 2009). A hipoproteinemia,
frequentemente observada, pode ser atribuida a hipoalbuminemia, com niveis de
albumina sérica inferiores 20 g/L e a proteina inferior a 50 g/L (Pusterla e Gebhart,

2013; Pusterla e Gebhart, 2009) devido a sindrome de méa absorcéo e a diarreia.

Um estudo retrospectivo com 57 equinos afetados pela EPE revelou que 81% dos
animais apresentaram edema ventral, 31% apresentam letargia e 26% apresentam
diarreia, sendo que hipoalbuminemia estava presente em todos os animais infectados
(Frazer, 2008). Em outro estudo, Atherton e Mckenzie Il (2006) avaliaram sete
equinos jovens com sinais clinicos compativeis com EPE. Destes, cinco potros
apresentaram aumento de fibrinogénio e leucocitose no hemograma, e seis potros

apresentaram hipoproteinemia.
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Os sinais clinicos da EPE podem ser facilmente confundidos com outros problemas
gastrointestinais, como infeccdo por rotavirus e coronavirus, obstrucédo intestinal,
Ulceras e infeccbes bacterianas entéricas, como a salmonelose, clostridiose e
rodococose (Pusterela e Gebhart, 2009; Pusterela e Gebhart, 2013).

3.3. Diagnostico

O diagnostico ante-mortem da EPE pode ser desafiador. A apresentacao dos sinais
clinicos descritos anteriormente, a idade dos animais, a diminuicdo da concentracao
proteica sérica (hipoproteinemia) o espessamento da parede do intestino delgado
observado por ultrassonografia e a presenca de liquido ndo-inflamatério no abdémen
sdo as principais manifestacdes para o diagnéstico presuntivo (Macédo et al., 2008).
As técnicas utilizadas para diagnéstico de L. intracellularis em equinos sdo as mesmas

que em suinos, ou seja, sorologia e PCR.

Os testes sorolégicos sao usados para detectar anticorpos IgG séricos anti-L.
intracellularis, permitindo a avalicdo de exposi¢cao previa a L. intracellularis. Existem
trés tipos de testes soroldgicos desenvolvido para a detec¢éo de anticorpos, séo eles:
imunofluorescéncia de anticorpos indiretos (IFA) (Guedes e Gebhart, 2003b), o ensaio
Imunoperoxidase em monocamadas de células (IPMC) (Guedes et al., 2002a) e o
ELISA (Jacobson et al.,2011). Estes testes tém demostrado alta sensibilidade para a
deteccao indireta (de anticorpos) em suinos. Embora tradicionalmente a sorologia seja
uma técnica utilizada para verificar uma exposi¢cao previa a algum antigeno, no caso
da EPE, um diagnostico soroldgico positivo com titulos anticorpos altos € indicativo de
infeccdo recente por L. intracellularis e auxilia na determinacdo do diagndéstico
definitivo, especialmente quando L. intracellularis ndo estdo sendo eliminadas nas

fezes para a deteccéo do PCR (Guedes, 2004).

A técnica PCR detecta especificamente a presencia de DNA da L. intracellularis em
amostras fecais, permitindo determinar se o animal esta eliminando a bactéria. Esse
teste é amplamente empregado no diagnoéstico da EP, devido a sua alta especificidade
e rapida deteccdo. Entretanto, a PCR é limitada por sua sensibilidade, ja que nao
detecta baixas concentracfes de bactéria em amostras fecais 0 que pode levar a

resultado de falso-negativo (Pedersen et al., 2010). Além disso, o teste de PCR de
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fezes pode ser prejudicado por fatores inibitérios que podem estar presentes nas
amostras fecais e que podem impedir a amplificacdo DNA (Frazer, 2008). Ha ainda a
possibilidade de eliminacéo fecal intermitente da bactéria (Guedes e Gebhart, 2003a),
que pode prejudicar a interpretacao do resultado. A PCR quantitativa (QPCR) também

fornece informacgdes quantitativas sobre a carga bacteriana.

Para o diagnostico post-mortem da EPE as lesbes macro e microscopicas devem
ser associadas a técnicas complementares, a citar: a coloracao histologica de Warthin
Starry permite detectar bactéria com afinidade tintorial pelo corante no citoplasma dos
enterocitos, associada a localizacdo a morfologia da bactéria torna a técnica util para
definicdo diagnostica. Técnicas especificas, como hibridizac&o in situ fluorescente
(FISH) e imuno-histoquimica (IHQ) podem ser utilizadas para detec¢cdo molecular ou
imunomarcacao, da bactéria respectivamente. Além disso a PCR também pode ser
utilizada na avaliacdo post-mortem com uma amostragem que aumenta sua
sensibilidade ao utilizar fragmentos intestinais de regides intestinais com lesdes

suspeitas de EPE.

3.4 Epidemiologia

A EPE foi relatada pela primeira vez em 1982 por Duhamel e Wheeldon (Duhamel
e Wheeldon,1982) mas foi somente em 1996 que a L. intracellularis foi identificada
como agente etioldgico da doenca, por meio de imuno-histoquimica e microscopia
eletrbnica (Williams et al., 1996). Desde entdo, a doenca tem sido notificada em
equinos de todos os continentes.

Na Bélgica, a presenca de L. intracellularis em equinos foi investigada em animais
clinicamente saudaveis de todas as idades. O diagnostico foi realizado por meio de
bloqueio do ensaio imunoenzimatico (bELISA), e foram testadas 356 amostras, das
quais 98,8% foram positivas, 2% negativas e 2% duvidosas, 0 que indica que a L.
intracellularis € um patégeno frequente em equinos na Bélgica (Loublier et al., 2020).
Na Holanda, foi avaliada a soroprevaléncia de L. intracellularis com amostras foram
coletadas antes e depois do desmames dos potros, além de amostras de potros de
um ano e animais adultos. A soroprevaléncia em potros aumentou significativamente

de 15% antes do desmame para 23% apos 0 desmame. Em animais de um ano a



15

soroprevaléncia foi de 89% e em animais com mais de dois anos foi de 99%
(Kranenburg et al.,2011).

No Brasil foram realizados estudos para avaliar a soroprevaléncia de L.
intracellularis em cavalos assintomaticos nos estados de Parana e Rio Grande do Sul
utilizando a técnica imunoperoxidase em monocamadas de células (IPMC). No Parana
foram analisadas 162 amostras, sendo 23 de animais com menos de um ano de idade
e 139 de animais com idades entre um e cinco anos. Considerando as 162 amostras
testadas, 5,55% (9/162) apresentaram anticorpos especificos anti-L. intracellularis e
4,32% (7/162) das amostras de fezes foram positivas para a presenca da bactéria
(Caleffo et al., 2021). No Rio Grande do Sul, foram avaliadas amostras provenientes
de seis haras de cavalos da raga Puro Sangue Inglés e os resultados mostraram que
51% dos equinos eram soropositivos, indicando uma alta soroprevaléncia da bactéria.
O grupo com a maior porcentagem de deteccao foi de éguas reprodutoras (86,8%) e
0 grupo com a menor porcentagem de deteccéo (5,2%) foi o de potros de zero a seis
meses de idade (Souza et al., 2023). Recentemente, foi feito no Hospital Veterinario
da UFV, o primeiro diagndstico de EPE na instituicdo, em um potro com perda de
peso, hipoproteinemia e edema generalizado. A necropsia mostrou espessamento da
parede intestinal e na histopatologia foi evidenciada a proliferacéo de células epiteliais
intestinais, com subsequente confirmag¢do da presenca da bactéria pela imuno-
histoquimica (em colaboracédo com a UFMG) utilizando anticorpos especificos para L.

intracellularis (Figura 2)
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Figura 2. Intestino delgado, imuno-histoquimica. Presenca de antigenos bacterianos
no citoplasma de células epiteliais das criptas hiperplasicas, evidenciados pela

coloracdo avermelhada (AEC).

As informacg0des sobre os fatores de risco associados a infecgéo por L. intracellularis
em equinos sdo escassos. Varios animais selvagens e domésticos, incluindo gatos,
coelhos, gambas, gambas e coiotes, que vivem em torno dos planteis equinos com
casos de EPE diagnosticados podem excretar L. intracellularis (Pusterla et al., 2008).
Outro estudo, que analisou amostras de fezes e de soro de animais domésticos e
selvagens capturados em propriedades com casos confirmados de EPE, identificou
que ratos, coelhos e gatos podem ser hospedeiros de L. intracellularis (Pusterla et al.,
2012).

As praticas de manejo também podem ser um fator de risco para a EPE. Por
exemplo, alimentar os animais com feno e graos diretamente no chdo permite que o
alimento seja contaminado com fezes de hospedeiros reservatérios (Pusterla et al.,
2009). Além disso, um estudo demostrou que cavalos mantidos em estabulos ou baias
tem um risco maior de desenvolver a doengca em comparac¢do com aqueles mantidos

em pastagem (Steinman et al., 2014).
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3.5 Tratamento e prevencao

E crucial iniciar o tratamento dos equinos afetados pela EP antes que as lesdes se
agravem e provoquem perda de peso e de proteinas séricas. O tratamento da EPE
consiste em terapia antimicrobiana, cristaloides intravenosos para corrigir a
desidratacdo e plasma para repor a perda de proteinas (Bohlin et al.,2019). Além
disso, sdo recomendados protetores de mucosa e medicamentos anti-inflamatorios.
(AAEP, 2023).

Como a L. intracellularis € uma bactéria intracelular, o antibioético deve ser capaz
de penetrar a membrana celular do hospedeiro (Bihr, 2003). O tratamento de escolha
para a EPE geralmente envolve a combinacdo de eritromicina combinado com
rifampicina (Bihr, 2003; Schumacher et al., 2000). Em um estudo realizado no Canada,
essa combinacdao foi administrada a equinos com EPE, resultando em rapida melhora
da condicdo geral e na resolugdo dos sinais clinicos (Lavoie et al., 2000).
Recentemente, um estudo avaliou a susceptibilidade in vitro de L. intracellularis a
diferentes principios ativos, mostrando que rifampicina e claritromicina foram os
antibioticos mais eficazes, enquanto a eritromicina apresentou uma atividade

intermediaria a alta (Pereira et al., 2019).

Apesar da existéncia de duas vacinas comerciais para prevencao e controle da EP
em suinos, ndo existem vacinas comercialmente disponiveis para equinos. Nogradi e
seus colaboradores (2012) testaram a eficacia de uma vacina suina constituida por
cepa viva avirulenta em equinos, administrando 30 mL da vacina por via intrarretal em
duas aplicagcdes com um intervalo de 30 dias entre elas. Os resultados mostraram
uma reducdo numérica na prevaléncia da doenca no grupo de equinos vacinados em
relacdo ao grupo ndo vacinado, embora a diferenca néao tenha sido significativamente
diferente entre os grupos. Por outro lado, Pusterla e colaboradores (2012) também
avaliaram a eficacia da vacina comercial viva atenuada suina por via intrarretal em
equinos e observaram uma protecdo contra a EPE em potros desmamados saudaveis,
além de uma reducéo de 50% na contaminag¢do ambiental e na quantidade de potros

que eliminam o organismo apos a exposic¢ao.
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4. Materiais e Métodos

Foi realizado um estudo epidemioldgico transversal para estimar a prevaléncia,
soroprevaléncia e fatores de risco associados a Enteropatia Proliferativa Equina no
estado de Minas Gerais. O estudo foi feito apds apreciacdo e aprovagdo do projeto
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa,
protocolo numero 26/2023, aprovado o 03 agosto de 2023 e seguindo as Normas de
Conduta para o Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensédo do Departamento de
Veterinaria (DVT) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

4.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no estado de Minas Gerais, que esta localizado no sudeste do
Brasil e tem uma area de 586.522,1 km2 (Figura 3). Esse estudo foi desenvolvido em
17 municipios (Tabela 1) distribuidos entre duas mesorregides do estado de Minas
Gerais: a Zona da Mata Mineira e a Regido Metropolitana de Belo Horizonte.

MINAS GERAIS

MESORREGIOES DE MINAS GERAIS

| I Metropolitana de Belo Horizonte
|l Zona da Mata

Nota: Mapa do Brasil destacando o estado de Minas Gerais e as duas mesorregiées de origem das
propriedades criadoras de equinos incluidas no estudo

Figura 3. Localizagdo das areas do estudo, no estado de Minas Gerais.
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Mesorregiao Cidades

Zona da Mata Coimbra, Ervalia, Ponte Nova, Rodeio, Silveirania, Teixeiras,
Uba3, Vigosa.

Metropolitana de Belo Belo Horizonte, Confins, Florestal, Inhaima, Itaina, Nova Lima,

Horizonte Para de Minas, Pedro Leopoldo, Resende Costa.

Tabela 1. Cidades Mineiras onde foram coletadas as amostras.

Para a coleta das amostras, foram selecionados 26 planteis equinos por
conveniéncia. Nos planteis com um numero de equinos superior a 100, foi
determinada uma porcentagem de animais a serem amostrados (15%), enquanto nos
planteis menores, todos 0s animais das faixas etarias relevantes para o projeto foram
amostrados. O objetivo da pesquisa foi explicado aos proprietarios antes das coletas,
seguido da assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido. Foi aplicado
um questionario epidemiolégico composto por 33 perguntas (APENDICE 1), incluindo
questdes dicotdmicas, de multipla escolha e abertas, cujo objetivo era identificar os
possiveis fatores de risco relacionados a entrada e disseminacéo da L. Intracellularis
nos planteis. Durante a coleta, também foram registradas variaveis individuais, como

raca, sexo, e idade dos animais.

4.2 Tamanho amostral

O calculo do tamanho amostral foi realizado com o objetivo de comparar a
prevaléncia de L. intracellularis entre trés grupos de equinos: G1-éguas reprodutoras,
G2-potros de 0-6 meses e G3-potros de 7 a 24 meses idade. A hip6tese nula assumida
foi a de que néo existem diferencas significativas na prevaléncia de infec¢do entre os

trés grupos (Ho: p1 = p2= p3).

Para o calculo do tamanho amostral foi usada a formula para comparacao de duas
propor¢des, tomando como referéncia as prevaléncias reportadas em uma
propriedade do estudo de soroprevaléncia de L. intracellularis realizado em equinos
no estado do Rio Grande do Sul, Brasil (De Souza et al, 2023). Esse estudo
determinou uma soroprevaléncia de 80% em animais adultos (p1) e 35,7% em animais
de 2 anos (p2). O tamanho da amostra foi determinado considerando um nivel de

confianga de 99% e um poder estatistico de 99%.
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Nota 1. Férmula para calcular o tamanho de amostra para comparar duas proporcées (P1 e P2),
considerando o nivel de significAncia (Za), 0 pode (Zg) e as proporc¢des esperadas. Observacado: Onde

p=(p1+p2) /2 e q=1-p

O numero minimo de individuos necesséario para cada grupo foi de 59 individuos.
Para garantir a validade das analises, o tamanho amostral foi aumentado para um
minimo de 80 animais, levando em conta que os individuos dentro dos grupos nao
sdo totalmente independentes. Esse calculo garantiu que o estudo teria poder

suficiente para detectar diferencas entre propor¢des com alta confianca e preciséao.

O método de amostragem usado foi por conglomerados, na qual selecionamos uma
amostra de unidades a partir de grupos, invés de selecionar unidades individuais de

forma independente.
4.3 Coleta e processamento das amostras

Entre janeiro e abril de 2024 foram coletadas 344 amostras de sangue e 327
amostras de fezes de equinos provenientes de 26 propriedades localizadas nas
regides da Zona da Mata e Metropolitana de Belo Horizonte, no estado de Minas

Gerais. Os animais foram divididos em trés grupos (Tabela 2)

Nos grupos G1 e G3, as amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola
retal utilizando luvas de palpacdo e armazenadas em frascos plasticos. No G2, as
fezes foram coletadas por swab retal e armazenadas em microtubo de 0,5 mL e
congelados a -20 °C. O sangue foi coletado da veia jugular utilizando o sistema
Vacutainer com tubos de coleta de 10 mL sem anticoagulante. As amostras coletadas
e identificadas foram transportadas em caixas de isopor com gelo para o setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa. O soro foi separado da
porcao solida por centrifugacdo a 3000 rpm por 10 min e o soro obtido foi colocado
em microtubo de 0,5 mL e congelado a -20 até a realizagéo da IPMC.
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Grupos Sangue (n) | Fezes (n)
G1 (Eguas reprodutoras) 118 114
G2 (Potros de 0 a 6 meses) 135 130
G3 (Potros de 7 a 24 meses) 91 83
Total 344 327

Tabela 2. Quantidade das amostras de sangue e fezes por grupos de equinos.

4.3 Técnica Sorolégica

A sorologia foi realizada pelo laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais, através da técnica de imunoperoxidase em monocamada
de células (IPMC), padronizada por Guedes et al, (2002a) para deteccao de anticorpos

IgG anti-L. intracellularis em amostras de soro.

Nesta técnica, foram utilizadas placas estéreis de 96 pocos contendo Células
McCoy (fibroblastos murinos, ATCC#CRL-1696), com um dia de passagem de 15-
20% de confluéncia. O isolado de L. intracellularis PHE/MN1-00, obtido de suinos
(Guedes e Gebhart, 2003b), foi preparado em meio de cultura Dulbecco’s modified
Eagle médium (DMEM, Gibco Invitrogen Corporation, 11965-092), suplementado com
1 % de L-glutamina (Gibco Invitrogen Corporation, 25030-081) e 5 % de soro fetal
bovino (SFB, Sigma Chemical). Essa preparacéo foi adicionada em cada poco da
placa com as células McCoy. As placas foram incubadas a 37°C em ambiente contro-
lado com concentracdes de 8% de Oz, 8,8% de CO:2 E 83,2%. Apos seis dias de incu-
bacéo, as células infectadas foram fixadas com solucdo acetona e metanol (1:1) e
armazenadas a 20°C até sua utilizacdo (Resende, 2015a).

Posteriormente, foram pipetados 100 microlitros de amostra de soro equino diluida
a 1:60 (solucéo de leite em po 5% e solucdo tamponada de fosfato com tween — PBS
tween - 0,05%), em cada poco da placa contendo a monocamada de células previa-
mente infectada com L. intracellularis. A placa foi incubada em camara amida por 30
minutos a 37 °C. Apoés a incubacédo a placa foi lavada 4 vezes com PBS tween 0,05%.
Em seguida, 95 microlitros de anticorpo secundario anti-IgG equino (Sigma-Aldrich,
A9292), previamente diluidos 1:400 em PBS Tween 0,05% e 5% de leite em po, foram
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adicionados em cada poco e incubados em camara Umida por 45 minutos a 37°C.
ApoOs essa incubacao, a placa foi lavada 4 vezes com PBS tween 0,05%. Finalmente,
100 microlitros de cromogeno AEC ([3-amino-9-etil-carbazole]; Sigma-Biochemical Al-
drich) diluido em peréxido de hidrogénio foram adicionados em cada poco da placa e
incubados em temperatura ambiente em camara Uumida por 20 minutos. A placa foi

lavada com agua destilada, secada e examinada em microscopio invertido.

As placas foram examinadas e as amostras foram consideradas positivas quando
as bactérias foram marcas em vermelhas no citoplasma das células McCoy, o que

ocorre quando o anticorpo se liga as bactérias na placa.
4.4 Extracao de DNA e gPCR

Para a extracdo de DNA nas fezes, foi usado o kit comercial Wizard® SV Genomic
DNA Purification System (Promega), com uma adaptacado para amostras fecais, na
gual foram adicionados 20 uL de lisozima para facilitar a degradacéo da parede celular
bacteriana. As etapas de purificacdo foram realizadas de acordo com as instrucdes

do fabricante.

A amplificacdo de PCR em tempo real foi realizada no Laboratério de Biologia
Molecular Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa. Os primers usados foram
complementares a regido especifica do genoma de PHE/MN1-00 da L. intracellularis
com a sequéncia de nucleotideos (GenBank acesso no. AM180252; oligonucleotidos:
primer forward AATTTGTTGTGGATTGTATTCAAGGA e primer reverse
CTTTCTCATGTCCCATAAGCTCAA) (Pusterla, et al.,2008). A reacao de PCR foi
realizada em um volume total de 20 yL, contendo 10 uL gPCR Green Master low ROX,
0,4 (10nM) de cada primer, 2 uL do DNA extraido e 7,2 yL de agua livre de DNA. O
controle negativo foi &gua pura, e o controle positivo foi uma amostra de DNA de L.
intracellularis. A reacdo foi amplificada em um termociclador/fluorébmetro combinado
(BIO-RAD touch Real-Time PCR detection system). Os parametros de ciclagem
foram: 95 °C por 5 min, 39 ciclos de 95 °C por 15 seg., 60 °C por 1 min e uma analise
de curva de dissociagédo (melt curve analysis) com aumento gradual da temperatura
de 65 °C a 88 °C.
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4.5 Andlise Estatistica

A prevaléncia e a soroprevaléncia foram determinadas pela divisdo do numero de
animais positivos pelo nimero de animais amostrados, com um intervalo de confianca
(IC) de 95%. Os dados dos questionarios foram sistematizados e armazenados em
bacos de dados. Foi realizado uma anélise descritiva para determinar as frequéncias
e porcentagens das variaveis individuais como sexo, idade, raca para descrever a

populacdo amostrada.

Posteriormente foi realizada a analise dos fatores de risco associados a
soropositividade da L. intracellularis com base nas respostas obtidas para o
questionario. Para avaliar a relacdo entre as variaveis categoricas e os fatores de risco
foi usado a correlacdo de Spearman. Apos essas andlises foi aplicado o modelo de
regressdo de efeito mistos (melogit) incluindo as variaveis estatisticamente
significativas. Foi considerado as propriedades como um efeito aleatério devido a
dependéncia entre animais da mesma propriedade. As razdes de chance (OR) foram
calculadas para cada variavel independente, com um IC de 95% e o valor de p<0,05
foi considerado estatisticamente significativo. As analises estatisticas foram

realizadas no Software Stata (verséao 18.0, 2023).

5. Resultados

Um total de 344 amostras de soro e 327 amostras de fezes foram coletadas em 26
planteis de equinos. Entre os equinos amostrados, 70,06% eram fémeas, sendo
84,18% da raca Mangalarga Marchador, 8% Campolina, 5% Quarto de Milha e o 3%
a raca Brasileiro de Hipismo. Quanto ao tamanho dos plantéis, 42,31% tinham uma
tropa de 50 a 100 animais, 34,62 % tinham entre 11 e 50 animais e 0 23% tinham
tropas de mais de 100 animais. Em relacdo ao manejo, 57,69 % das propriedades
utilizavam um sistema de criagdo semi-intensivo, 30,77% um sistema extensivo e
11,54% um sistema intensivo. A maioria das propriedades tinha como objetivo
principal a criacédo voltada para reproducéo e esporte. Além disso, 25 propriedades
relataram contar com assisténcia veterinaria frequente, e 17 informaram a ocorréncia

de casos de diarreia nos animais nos ultimos seis meses.
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Das 327 amostras de fezes analisadas, apenas dois animais foram positivos para
a deteccao de DNA de L. intracellularis, resultando em uma prevaléncia na escala
animal de 0,61% (IC 0,07-2,19%), enquanto a prevaléncia por rebanho foi de 7,6% (IC
0,9-25%), uma vez que 0s animais eram provenientes de propriedades distintas.

Destes dois animais positivos, ambos eram fémeas, mas um pertencia ao grupo G3

(potros entre 7 e 24 meses de idade) o outro ao grupo G1 (éguas reprodutoras).

Na sorologia foram analisadas 344 amostras de 26 planteis, das quais 67 animais

foram positivos para detecdo de anticorpos

lgG anti-L.

intracellularis, a

soroprevaléncia na escala animal foi de 19,48% (IC 15,4-24%) e enquanto por
rebanho foi de 69% (IC 48,21-85,67%) (Tabela 3)

Propriedade | N°de ani- N° de ani- | Mesorregido | Soroprevaléncia IC 95%
mais amos- | mais positi- (%)
trados VOS

1 7 1 ZM 14,29 0,36-57%
2 32 9 ZM 28,13 13,7-46,7%
3 2 0 ZM 0,00 00-00
4 27 8 ZM 29,63 13,7-50,1%
5 12 5 ZM 41,67 15,1-72,3%
6 5 1 ZM 20,00 0,51-71,6%
7 26 7 MBH 26,92 11,5-47,7%
8 19 0 MBH 0,00 00-00
9 25 4 ZM 16,00 4,5-36%
10 6 3 ZM 50,00 11,8-88,1%
11 18 7 ZM 38,89 17,3-64,2%
12 15 3 ZM 20,00 4,3-48%
13 12 2 ZM 16,67 2-48%
14 15 1 MBH 6,67 0,17-31.9%
15 15 0 MBH 0,00 00-00
16 4 0 MBH 0,00 00-00
17 6 0 MBH 0,00 00-00
18 7 2 MBH 28,57 3,6-70%
19 9 0 ZM 0,00 00-00
20 13 2 ZM 15,38 1,9-45,4%
21 8 1 ZM 12,50 0,3-52%
22 14 3 MBH 21,43 4,6-50,8%
23 14 6 MBH 42,86 17,6-71,14%
24 6 0 MBH 0,00 00-00
25 10 0 MBH 0,00 00-00




25

26

17

2

MBH

11,76

1,46-36,4

Total

344

67

19,48

15-24%

Nota: ZM: Zona da Mata; MBG: Metropolitana de Belo Horizonte

Tabela 3. Soroprevaléncia de IgG anti-L. intracellulares em 26 planteis de equinos

no estado de Minas Gerais, Brasi, detectada pela técnica de Imunoperoxidase em

monocamada de células.

O grupo com maior soroprevaléncia foi o de éguas reprodutoras (G1) com 36,4%

(IC 27,7-45,8%), seguido pelo grupo dos potros de 0-6 meses de idade (G2) em que

a soroprevaléncia foi de 12,59% (IC 7,5-19%). O grupo com menor soroprevaléncia

foi o de potros de 7-24 meses de idade (G3) com 7,69% (IC 2,2-13,1%) (Figura 4).
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Eguas reprodutoras (G1)

Potros 0-6 ll“neses (G2)
Grupos de Equinos

Potros 7-24 meses (G3)

Figura 4. Soroprevaléncia de L. intracellularis por grupos de equinos de diferentes

idades.

A regido da Zona da Mata apresentou uma soroprevaléncia numérica maior

(24,08%) em comparacao com a regido Metropolitana de Belo Horizonte (13,73%)

(Tabela 4).

Na Zona da Mata, o grupo com maior soroprevaléncia foi o G1, com
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44.44%, seguindo pelo grupo G2 com 17,39%. O grupo G3 apresentou a menor
soroprevaléncia, com 10,17%. Na regido Metropolitana de Belo Horizonte, também
foi maior a soroprevaléncia no grupo G1, com 27,27%, enquanto o grupo G2 teve uma

soroprevaléncia de 7,58% e em grupo G3, de apenas 3,13%.

REGIAO SOROPREVALENCIA
G1 G2 G3 Total
ZM 44.44% | 17,39% | 10,17% | 24,08%
MBH 27,27% 7,58% 3,13% | 13,73%
Total 36,44% | 12,59% 7,69% | 19,48%

Tabela 4. Soroprevaléncia de L. intracellularis em diferentes grupos etarios de
equinos nas regides da Zona da Mata (ZM) e Metropolitana de Belo Horizonte
(MBH), no estado de Minas Gerais (MG).

Entre os 17 potros entre 0 e 6 meses de idade sorologicamente positivos (Tabela 5),
11 tinham entre 1 e 3 meses de idade e eram progénies de éguas sorologicamente
positivas. Dois potros, com 5 meses de idade, eram progénies de éguas
sorologicamente negativas. Outros dois potros, ndo tinham amostras correspondentes
as suas maes, pois ndo foi possivel coletar as amostras das éguas por problemas
logisticos no momento da coleta e os dois potros restantes haviam sido desmamados
precocemente, antes dos 6 meses de idade, o que impediu a coleta de amostras das

respectivas éguas.

Potros Positivos | Idade (meses) | Status da égua progenitoras

Positiva
Positiva
Positiva
N&o Disponivel
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Desmamado
Positiva

AOOCIOIRININRFPIFRINRFP(FP|F-
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14 1 N&o Disponivel
15 3 Positivos

16 6 Positivos

17 6 Desmamado

Nota: Negativa: éguas sem anticorpos detectaveis; Positivos: éguas com anticorpos detectaveis.
N&o disponivel: amostra da égua néo foi coletada; Desmamado: potros desacompanhados da mae

Tabela 5. Potros de 0 a 6 meses soropositivos, idade e resultado da sorologia das

éguas progenitoras correspondentes

5.1 Fatores de risco associados ainfeccéo por L. intracellularis

Com base nos resultados da analise de regressao logistica de efeito misto (Tabela 6)
foram identificados dois fatores de risco para a infe¢do por L. intracellularis: idade dos
animais (OR = 4,61, IC 95% = 2,350-9,056, p<0,05), sendo que 0s animais adultos
(éguas reprodutoras) tiveram maiores chances de serem soropositivas, e a presenca
de suinos na mesma propriedade (OR=10,17, IC 95%= 1,514-68,34, p<0,05). Por
outro lado, o isolamento dos animais quando voltam dos eventos foi considerado como
um fator de protecédo, com uma OR de 0,32 (IC 95% = 0,125-0,861, p<0,05).

Como as respostas para algumas variaveis foram muito semelhantes entre as
propriedades, como o contato com animais domésticos, presenca de roedores e de

animais silvestres, ndo foi possivel inclui-las na analise estatistica.

Variavel OR Valor P IC 95%
Equinos com idade superior a trés anos 4,61 0.000 2,35-9,05
Equinos com idade entre sete e 24 meses 0,60 0,304 0,22-1,58
Equinos com presenca de suinos na mesma
propriedade 10,17 0.017 1,51-68,34
Equinos mantidos em isolamento ao retorno
de eventos 0,32 0.024 0,125-0,86

Tabela 6. Analise de regressao logistica de efeito misto para avaliacdo de fatores de
risco associado a soropositividade para L. intracellularis em equinos das regides

Metropolitana de Belo Horizonte e Zona da Mata do estado de Minas Gerais.
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6. Discussao

Minas Gerias é o estado com a maior populacao equina do Brasil, com um numeros
estimado de 788.064 equinos distribuidos nas sete regides do estado (IBGE, 2023).
Apesar disso, os estudos sobre a epidemiologia da EPE ainda sdo escassos,
evidenciando a necessidade de mais investigacdo. Este estudo se destaca por avaliar
a prevaléncia e a soroprevaléncia de L. intracellularis em 26 planteis de equinos,
distribuidos em 17 municipios localizados nas mesorregiées Metropolitana de Belo
Horizonte e Zona de Mata, em Minas Gerais. Foram utilizando as técnicas IPMC e
gqPCR para o diagnostico da EPE. E o primeiro estudo realizado no estado que
investiga a infeccdo da bacteria em trés diferentes grupos etarios de equinos. Além
disso, é o primeiro no Brasil ao analisar os fatores de risco associados a infecgdo em
equinos, contribuindo significativamente para compreender melhor a epidemiologia da
EPE.

Nosso estudo revelou uma soroprevaléncia numericamente maior de L.
intracellularis na mesorregido da Zona da Mata (24,08%) em comparacdo com a
regido Metropolitana de Belo Horizonte (13,73%). Considerando as duas regides em
conjunto, a maior soroprevaléncia foi observada no grupo das éguas reprodutoras
(G1), com 33,44%, enquanto 0 grupo com a menor soroprevaléncia foi o dos potros
de 7-24 meses de idade (G3), com 7,69%. A detecdo de DNA de L. intracellularis em
amostras de fezes foi baixa, com uma prevaléncia por animal de 0,61%. Além disso,
foram identificados dois fatores de risco: animais com mais de 3 anos de idade tinham
maior probabilidade de serem soropositivos para anticorpos anti-L. intracellularis, e a
presenca de suinos na mesma propriedade aumenta significativamente o risco de
infecdo. Ademais, a prética de isolar os animais apds os eventos reduziu as chances

de deteccédo dos anticorpos anti-L. intracellularis.

Os resultados da PCR neste estudo mostram uma prevaléncia menor em
comparagao com os resultados da sorologia. Esses resultados estédo de acordo com
0s estudos realizados por Guimaraes-Ladeira et al. (2009) e Caleffo et al. (2021), que
detectaram uma prevaléncia de 3,14% e 4,32% na PCR, respectivamente, em Minas
Gerais e no Parand. A baixa deteccéo da bactéria nas fezes pode ser explicada pela

curta duracao da eliminagao fecal, que varia de 7 a 21 dias (Pusterla et al., 2010;
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Pusterla et al.,2012), enquanto os anticorpos podem persistir no organismo por um
periodo mais prolongado. Além disso, a eliminacéo fecal de L. intracellularis pode ser
intermitente (Guedes e Gebhart, 2003a). Essas limitacGes, evidenciadas em nosso
estudo e em investigacbes anteriores, ressaltam a importancia do uso conjunto de
técnicas sorologicas e moleculares. Essa combinagdo permite maior precisdo na

determinacao da circulacéo da bacteria nos planteis.

Considerando o contexto brasileiro, nosso estudo esta de acordo com estudos
anteriores que tambem demonstram a presenca de L. intracellularis em populacdes
em diversos estados. A soroprevaléncia geral de 19,48% encontrada em nosso
estudo, considerando os trés grupos amostrados, € superior a identificada por
Guimaraes-Ladeira et al. (2009), que relatam uma soroprevaléncia de 9,42% em
Minas Gerais. Nesse estudo, 223 amostras de sangue foram coletadas de 14 plantéis
equinos localizados em cinco municipios da regido Metropolitana de Belo Horizonte,
incluindo todas as faixas etérias. Entre os animais positivos, 10 estavam em idade de
5 a 12 meses, 6 entre 14 e 18 meses e 5 eram adultos. Nesse trabalho a técnica de
Imunoperoxidase em lamina de vidro foi usado para o diagnostico soroldgico. Da
mesma forma, Caleffo et al. (2021) relatam uma soroprevaléncia de 5,55% no estado
do Parana, indicando uma menor exposicao a L. intracellularis nos equinos deste
estado. Por outro lado, Souza et al. (2023) encontraram uma soroprevaléncia
notavelmente maior, de 51%, em equinos da ra¢ca Puro Sangue Inglés no Rio Grande
do Sul, o que sugere uma variacao consideravel na prevaléncia da infec¢do no Brasil.
Deve-se ressaltar que esses estudos utilizaram a técnica IPMC, que se destaca por
sua precisao, com uma especificidade de 100% e sensibilidade de 90% (Guedes et
al., 2002a).

Quando comparamos 0s nossos resultados com resultados de estudos conduzidos
em outros paises, encontramos divergéncias. Na Alemanha, Breuer et al. (2011)
relataram uma soroprevaléncia de 100% em éguas reprodutoras, enquanto na
Holanda, Kranenburg et al. (2011) encontraram uma soroprevaléncia de 99% em
equinos com mais de 2 anos de idade. Na Bélgica, Loublier et al. (2020) relataram
uma alta soroprevaléncia de 98,8% em equinos adultos, e um estudo mais recente na

Coreia revelou que 78,8% dos equinos adultos eram soropositivos (Kim et al., 2024).
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Em todos esses estudos a prevaléncia foi calculada na escala animal e o diagndéstico
foi feito usando a técnica ELISA. Em nosso estudo, a soroprevaléncia por animal no
grupo das éguas reprodutoras foi de apenas 36,6% sendo elas todas as maiores de 3
anos de idade. Embora essa soroprevaléncia seja menor em comparagdo com 0S
resultados dos outros paises, o grupo das éguas reprodutoras foi 0 que apresentou
mais animais soropositivos. A alta soroprevaléncia observada em animais adultos em
todas as investigacdes sugere uma persisténcia prolongada de anticorpos contra L.
intracellularis ou uma exposi¢cdo continua a bactéria (Steinman et al., 2014). Os
resultados de estudos anteriores realizados no Brasil (Guimaraes-Ladeira, 2009 et al;
Caleffo et al, 2021), junto com os resultados obtidos neste estudo, sugerem uma
menor circulacéo de L. intracellularis nos planteis equinos brasileiros em comparacao
com estudos realizados em outros paises. Uma possivel explicacdo para esse fato é
que, no Brasil, as préticas de criacdo sdo extensivas e semi-intensivas podem reduzir
a viabilidade da bacteria no ambiente, diminuindo consequentemente, as chances de

infeccéo.

Ao avaliar os diferentes grupos etarios, observamos que as éguas reprodutoras
apresentam a maior soroprevaléncia (36,4%), um resultado que coincide com a
pesquisa de Souza et al. (2023), que relataram uma soroprevaléncia elevada em
éguas reprodutoras (86,8%). Por outro lado, no estudo de Souza, o grupo com menor
soroprevaléncia foi o dos potros de 0-6 meses (5,2%), 0 que contrasta com nosso
estudo, onde esse grupo apresentou a segunda maior taxa de soropositividade, com
uma prevaléncia de 12,59%. Essa diferenca pode estar relacionada ao manejo dos
potros, especialmente a quantidade de colostro ingerido e absorvido. Além disso, a
concentracdo de anticorpos especificos no colostro das éguas também tem impacto

direto na transferéncia de imunidade passiva (Pusterla et al., 2009).

Entre os 17 potros soropositivos do presente trabalho, 11 eram filhos de éguas
sorologicamente positivas e tinham entre 1 e 3 meses de idade, 0 que sugere que 0S
potros ainda possuem anticorpos colostrais transferidos passivamente contra L.
intracellularis. Esse achado coincide com o estudo de Pusterla et al. (2009), que
sugere que os anticorpos colostrais podem ser detectaveis no soro dos potros durante

0s primeiros 1 a 3 meses de vida.
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De acordo com a nossa analise de fatores de risco, a presenca de suinos na mesma
propriedade aumenta a chance de soropositividade para anticorpos anti-L.
intracellularis em equinos. A L. intracellularis é um patégeno amplamente disseminado
considerado endémico na suinocultura intensiva do Brasil e diversos paises (Wu et
al., 2014; Resende et al.,2015b; Arnold et al., 2019; Barbosa et al., 2023). Nas
propriedades incluidas em nosso estudo, apenas uma relatou a presenca de equinos
e suinos e os resultados deste estudo indicam a possibilidade de transmisséo cruzada
de L. intracellularis entre essas duas espécies. Embora ocorra soroconversao de
ambas as espécies quando ha a transmissdo cruzada, a suscetibilidade as cepas
depende do hospedeiro. Vannucci et al. (2012) observaram que os sinais clinicos, as
lesbes e as respostas imunolégicas sdo mais fortes em animais infectados com cepas
especificas de L. intracellularis de sua propria espécie, ou seja, equinos infectados
com cepas de L. intracellularis provenientes de equinos, e suinos infectados com
cepas de L. intracellularis obtidas de suinos, apresentam sinais clinicos mais severos.
Este é o primeiro estudo que identificou a presenca de suinos e equinos na mesma
propriedade como um fator de risco para a infec¢ao por L. intracellularis em equinos.
No entanto, um estudo recente em coelhos investigou os fatores de risco para a
infeccdo por L. intracellularis e revelou que a presenca de suinos ou equinos na
mesma propriedade dos coelhos ou em propriedades vizinhas, esta associado a um
aumento no risco de soropositividade em coelhos (Yeh, 2023). Esses achados
reforcam a ideia de que a proximidade com suinos pode contribuir para a
disseminacao do patdgeno entre espécies. No entanto, recomenda-se realizar mais
pesquisas para compreender a epidemiologia da transmissdo e o impacto clinico-
patoldgico da infeccéo por cepas originarias de outras espécies animais.

Outro fator de risco para soropositividade para anticorpos anti-L. intracelularis
identificado neste estudo foi a idade dos animais. Os equinos maiores de 3 anos tém
maior probabilidade de terem sido expostos a L. intracellularis, o que coincide com os
estudos de soroprevaléncia mencionados anteriormente (Kranenburg et al.,2011;
Loublier et al., 2020; Souza et al., 2023; Kim et al., 2024).
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O isolamento dos animais ao voltar de eventos foi identificado como um fator de
protecdo significativo, considerando que, ao participar desses eventos, 0s animais
entram em contato com animais de diferentes propriedades, aumentando o risco de
exposicdo a diversos patégenos. A pratica de isolamento apds o retorno pode nao
apenas reduzir a disseminacdo da L. intracellularis, mas também prevenir outras
doencas que podem comprometer a saude do plantel. Nesse contexto, a American
Association of Equine Practitioners (AAEP) recomenda para a prevencdo da
propagacgéao da L. intracellularis o isolamento do animal suspeito durante 7 dias e a
remocao das fezes imediatamente (AAEP, 2023).

Embora ndo tenha sido possivel analisar varidveis como o contato com caes e gato,
além de presenca de animais silvestre e roedores, estudos anteriores em rebanhos
com casos diagnosticados de EPE sugerem que o contato com esses animais
representa um risco significativo para a disseminacdo de L. intracellularis entre
equinos, uma vez que eles podem excretar a bactéria e atuar como hospedeiros e
disseminadores da infeccdo (Pusterla et al., 2008; Pusterla et al.,, 2012).
Recentemente um estudo em Coreia do Sul relatou pela primeira vez a identificagéo
de cinco espécies de mamiferos selvagens (Rattus norvegicus caraco Pallas, Mus
musculus, Apodemus agrarius, Myodes rufocanus e Felis catus) potencialmente
associados a disseminacéo de L. intracellularis (Hwang et al, 2017). Esses estudos
ressaltam a importancia de adotar medidas de biosseguranca para evitar a entrada de

animais silvestres e domeésticos, como gatos, caes e roedores, nas baias dos equinos.

Nosso estudo incluiu amostras de apenas duas mesorregides, 0 que pode nao
representar a realidade das demais. Além disso, as amostras foram coletadas
predominantemente de fémeas reprodutoras, deixando os machos adultos fora das
analises. Muitas das propriedades incluidas estavam voltadas para a reproducédo e
esporte. Nesses planteis frequentemente participam de eventos, aumentando o
contato com animais de outras propriedades, o que pode facilitar a disseminacéo do

patogenos.
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7. Conclusao

Este estudo demonstrou que a L. intracellularis esta disseminada nos planteis equinos
de Minas Gerais, com maior prevaléncia no grupo de éguas reprodutoras, seguido
pelo grupo dos potros de 0-6 meses de idade. Além disso, foram identificados fatores
de risco para a infeccdo, como a idade dos animais acima de trés anos e a presenca
de suinos na mesma propriedade. Por outro lado, o isolamento dos animais quando
voltam de eventos foi identificado como um fator de protecdo. Esses resultados
reforcam a necessidade de implementar medida eficazes de biosseguranca para
promover a saude dos animais e minimizar a transmisséo de L. intracellularis. Para
futuras pesquisas, seria interessante abordar as interacdes entre diferentes espécies
de animais a fim de compreender melhor os mecanismos de disseminacdo do

patdégeno.
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APENDICE 1

Questionario epidemioldgico aplicado nas propriedades
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Medicina Veterinaria

GUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

FERFIL EﬂR'l]Lf}GIE{}, SOROPREVALEMNCIA E FATORES DE RISCOS
ASSOCIADOS A INFECCAD POR LAWSONIA INTRACELLULARIS EM
EQUINOS DE MINAS GERAIS

Dados Gerais
Mome do entrevistada: Diata:
Mome da Propriedade: Cidade:
Questio:
a) 1a10
. . : B) 11 a50
1. Quantos equidecs ha nesta propriedade? &) 512100
d) =100
. - a) Intensivo
2. Qual e o sistema de criagao nesta _
propriedade? b) EHETT_HW )
¢} Semi-intensivo
a) Esporte
: . o b) Trabalho
3. Qual e o objetivo da criagao? &) Lazer
d) Reproducia
a) Reprodugao interna
b) Eventos
4. Qual & a origem dos animais novos? ¢} Outras propriedades
d) Comercio de equidecs
&) Outros
5. Os animais participam de eventos e a) Sim
aglomeragdes? b) Nao
S . o a) Mensal
g. J_::*::‘ com qual freql..renu:i: 05 animais b) Semetral
p pam nesses evenios’ ¢) Anual
7. Os animais sao isolados quando voltam dos a) Sim
eventos? b) Nao




44

8. Equideos de idades/fases de criagao a) Sim
diferentes comparilham as mesmas B} Mao
baias ou piquetes?

8. Os animais tern contato com sunos na a) Sim
propriedade? k) Nao

10.O0s animais tem contato com gatos? a) El:n

b) Nao

11.0s animais tem contato com c3es? a) El:n
b) Mao

12.Ha presenca de roedores na a) Sim
propriedade? b) Nao
13.Ha presencia de animais silvestres na aj Sim
piquetes cu baias? b} Nao

14.Os animais consumem agua tratada? a) E":n

b) Nao

15. Utlizagdo de estemueiras na a) Sim

propriedade? b) Nao

16. ldade de desmame dos animais?

al < f meses de idade
b} = & meses de idade

17.0s animais sao alimentados com fena? a) ”:'T"
Bl Mao

18.0s animais s3o alimentados com ragio? %) Eu:n
b} Nao
al Sim

19. 05 animais tem acesso a pasio? :I =
b) Nao

Instalagoes
20. Tipo de inmalagin onda o5 animais EII:-:I C:l..ama taral
passar a maior parte do tempo :'r_lm nalra

¢) Concreto
d} Pasto

21.Frequéncia de impeza das instalagdes?

a) Diaraments
bl Semanalmente
¢} Quinzenalmente

22 \htiliza desinfetante nas instalagies?

a) Sim

b} Mao
Manejo sanitario
23.Realiza quarentena dos animais novos? a) =i
b) Mago

24. Se sim, por quanto tempo?

a) menos de 30 dias




b} 30 dias
)40 dias
d) Mais de 40 dias

25.Quais procedimentos =30 realizados
durante o pericdo de gquarentena?
(margue todos que se apliquem)

a) Exame clinico diario
b} Exames sorologicos
¢} Vacinagdo

d) Banho
a) Leptospirose
b} Raiva
26.Quais Vacinas sao administradas nos ¢} Influenza equina
animais? (margue todos que se d) Encefalomielite
apliquem) e} Tetano

fi Rinopneumonite Equina

27.Realiza controle de rmoedores na a) Sim
propriedade? b) Nao
28.Realiza controle de parasitas internos? 3) ST"
B} Mao
28.Realiza controle de parasitas extemos? 3) Elfn
By Mao
30.Historicc de  problemas  digestivos
{diareia) na propriedade nos ultimos 6 a) Sim
meses? b} Nao
Quais?
31. Historico de mortes nos Ultimos 6 mesas? a) Sim
Causa? b} Naa
32.H3 outras doengas entéricas ja| &) Sim
diagnosticadas no rebanho? b} Nao
Quais?
334 propriedade tem  assistenda
veterinana? a) Sim
Com qual frequéncia o veterinario realiza b} Mio

visita??
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