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Resumo

DA SILVA-GARCIA, Juliana. Neorickettsia risticii no Sul do Brasil: Parametros
clinicos, hematoldgicos e caracterizagdo molecular. 2023. 81f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

A Neorickettsiose Equina € causada pela Neorickettsia (Ehrlichia) risticii, bactéria
intracelular, endossimbionte de trematdédeos digenéticos, que sédo parte do ciclo de
caramujos dulceaquicolas. Trata-se de enfermidade diarreica febril, sistémica, aguda
e potencialmente fatal, cujo carater endémico e sazonal afeta comumente cavalos de
zonas alagadicas em épocas quentes. O estudo da inter-relacdo dos comportamentos
clinico, bioguimico e hematolégico de cavalos naturalmente infectados por N. risticii,
pode promover o reconhecimento precoce desses padrdes, hipoteticamente preditivos
a sobrevivéncia dos animais acometidos. Hospedeiros intermediarios envolvidos na
transmissdo do patégeno devem ser investigados quanto a presenca do agente.
Estudos prévios confirmaram a circulacdo da N. risticii no Sul do Brasil por Sorologia
e PCR, entretanto, o sequenciamento genético e classificacao filogenética ainda néo
estdo claros. Logo, esta pesquisa realizou a descricdo de parametros clinicos,
bioquimicos e hematolégicos de cavalos sintomaticos, assim como o diagndstico
molecular, sequenciamento genético e analise das relacdes filogenéticas de N. risticii.
Realizou-se a analise do agente em animais assintomaticos e caramujos do género
Heleobia oriundos de propriedades endémicas. Os cavalos analisados foram
admitidos no HCV-UFPel, entre fevereiro de 2022 a mar¢co de 2023, com
sintomatologia compativel a NE, tendo como principal critério de inclusdo um neste
PCR com amplificagéo de um fragmento de 529 pb realizado utilizando DNA gendmico
(Gdna) sanguineo. Os parametros clinicos que apresentaram alteracdes relevantes
foram a diarreia e desidratacdo, culminando em alteragcbes bioquimicas e
hematoldgicas esperadas. Ataxia foi observada em um dos cavalos positivos. Os
animais sintomaticos apresentaram a formacgéo de bandas de 529pb, tipicas para N.
risticii, ao passo que assintomaticos e caramujos ndao amplificaram bandas. Reportam-
se 0s primeiros sequenciamentos genéticos de N. risticii realizados no extremo Sul do
Brasil, bem como o estudo filogenético do agente. Os resultados encontrados
reforcam a necessidade de aprimorar a busca de achados significativos, que
estabelecam um critério de avaliagdo laboratorial associado com manifestacfes
clinicas, que possa acelerar o diagnostico e inicio do tratamento, objetivando
minimizar o impacto econdmico que ocorre em regides endémicas a enfermidade. A
analise filogenética demonstrou que as amostras obtidas possuem alta similaridade
entre si e com as demais sequéncias disponiveis na América do Sul. Portanto, nossos
achados confirmam a circulacédo do agente na regiao e, através do enriquecimento do
banco genético, encorajam estudos vindouros que aprofundem o conhecimento sobre
0 agente etiologico.

Palavras-chave: Neorickettsiose equina; Neorickettsia risticii;  Filogenia;
Sequenciamento genético.



Abstract

DA SILVA-GARCIA, Juliana. Neorickettsia risticii in Southern Brazil: Clinical and
hematological parameters with molecular characterization. 2023. 81p.
Dissertation (Doctoral Degree in Sciences) - Graduate Program in Veterinary
Medicine, Faculty of Veterinary Medicine, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2023.

Equine Neorickettsiosis is caused by Neorickettsia (Ehrlichia) risticii, an intracellular
endosymbiont of digenean trematodes, which are part of the freshwater snail cycle. It
is a febrile, systemic, acute, and potentially fatal diarrheal disease, whose endemic
and seasonal nature commonly affects horses in swampy areas in hot seasons. The
study of the interrelationship of the clinical, biochemical, and hematological behaviors
of horses naturally infected by N. risticii may promote the early recognition of these
patterns, being hypothetically predictive for the survival of affected animals.
Intermediate hosts involved in the transmission of the pathogen must be investigated
for the presence of the agent. Previous studies confirmed the occurrence of N. risticii
in Southern Brazil using Serology and PCR, however, the genetic sequencing and
phylogenetic classification are still unclear. Therefore, this research carried out the
description of clinical, biochemical, and hematological parameters of symptomatic
horses, as well as molecular diagnosis, genetic sequencing, and analysis of the
phylogenetic relationships of N. risticii. The agent was analyzed in asymptomatic
animals and snails of the genus Heleobia from endemic properties. The horses
analyzed were admitted to HCV-UFPel, between February 2022 and March 2023, with
symptoms compatible with NE. The main inclusion criterion was a nested PCR with
amplification of a 529 bp fragment carried out using blood genomic DNA (Gdna). The
clinical parameters showing relevant alterations were diarrhea and dehydration,
culminating in expected biochemical and hematological changes. Ataxia was observed
in one of the positive horses. Symptomatic animals showed the formation of 529bp
bands, typical for N. risticii, while asymptomatic animals and snails did not amplify
bands. The first genetic sequencing of N. risticii carried out in the extreme south of
Brazil is reported, alongside with the phylogenetic study of the agent. The results
reinforce the need to improve the search for significant findings, in order to establish a
laboratory evaluation criterion associated with clinical manifestations. Once the
diagnosis and beginning of treatment is accelerated, the economic impact that occurs
in regions endemic to the disease shall be minimized. Phylogenetic analysis showed
that the samples obtained have high similarity to each other and to other sequences
available in South America. Therefore, our findings confirm the occurrence of the agent
in the region and, with the enrichment of the genetic bank, encourage future studies to
deepen the knowledge on the etiological agent.

Keywords: Equine neorickettsiosis; Neorickettsia risticii; Phylogeny; Genetic
sequencing.
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1 Introducéo

Dutra et al. (2001) investigaram uma doenca que ocorria hd mais de 100 anos
no Rio Grande do Sul, localmente chamada “churrido equino”, uma diarreia endémica
cuja apresentacdo dos casos clinicos se dava nos periodos mais quentes do ano em
propriedades com caracteristicas geograficas semelhantes, compostas de campos e
areas alagadicas (Coimbra et al., 2006). Essa enfermidade é causada por uma
bactéria gram negativa intracelular obrigatéria chamada Neorickettsia risticii
(anteriormente Ehrlichia risticii) (Dutta et al., 1985; Holland et al., 1985). Foi
renomeada por conter caracteres morfologicos, moleculares e biolégicos compativeis
com o género Neorickettsia (Holland et al., 1985; Dumler et al., 2001). Mundialmente
conhecida como Potomac Horse Fever (Febre do Cavalo de Potomac), apresenta
atualmente registros de distribuicdo Global, o que, segundo Bertin et al. (2013) torna
a nomenclatura ultrapassada. Portanto, pesquisas atuais adotaram a terminologia
“Neorickettsiose Equina” (NE) (Bertin et al., 2013), denominagdo que sera utilizada
também nesse estudo.

De acordo com Dutra et al. (2001), equinos em geral sdo suscetiveis a doenca,
gue se manifesta de forma mais grave em animais transportados para areas
endémicas, se comparados agueles nascidos nestes ambientes. Sdo considerados
hospedeiros acidentais, adquirindo a infeccdo horizontalmente ao ingerir insetos
aquaticos contendo trematddeos e metacercarias infestadas com a N. risticii, ou as
formas livres de cercarias na agua (Vaughan; Tkach; Greiman, 2012). Trata-se de uma
enfermidade sistémica aguda, potencialmente fatal, sendo a principal causa de
diarreia em cavalos nao estabulados no Rio Grande do Sul (Coimbra et al., 1999;
Dutra et al., 2001). Dentre os sinais clinicos estdo diarreia, febre, anorexia, letargia
(depresséo) e colica, podendo evoluir para laminite e/ou aborto em éguas prenhes
(Bertin et al., 2013), implicando em grandes perdas econdmicas (Rikihisa, 1985;
2004).

Portanto, o reconhecimento e tratamento precoce dos sinais considera-se a
principal chave para minimizar os impactos causados pela doenca, que nao apresenta
risco zoonético (Dutra et al., 2001; Coimbra et al., 2006). Considerando as evidéncias

epidemiologicas e distribuicdo mundial da NE, estima-se que a enfermidade ainda seja
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subdiagnosticada no Brasil, reforcando a necessidade de investigacéo rotineira de
enterocolites equinas nas manadas, uma vez que em propriedades com criacao
extensiva, a identificacdo dos sintomas é feita por funcionarios de campo e, portanto,
manifestagdes leves da doenca podem nao ser percebidas.

Apesar do amplo estudo epidemiologico da NE, percebe-se uma limitacéo de
disponibilidade de dados referentes aos achados clinicos e laboratoriais com relacéo
a cavalos naturalmente infectados (Bertin et al., 2013). Sendo assim, sinais clinicos,
achados macroscopicos e histolégicos podem ser sugestivos de NE (Uzal; Diab,
2015), mas, apesar da sorologia ser utilizada como método de diagnostico (e.g.
Reacao de Imunofluorecéncia Indireta - RIFI, ELISA e western immunoblotting) (Bertin
etal., 2013; (Biswas et al., 1991), a confirmacéao da presenca do agente é feita através
de ensaio de PCR de amostras de fezes, contetdo intestinal, buffy coat ou mesmo do
sangue total (Barlough; Rikihisa; Madigan, 1997), bem como em moluscos e
trematddeos (Barlough et al., 1998; Long et al., 2003; Pusterla et al., 2003).

Uma vez que a relacgédo filogenética da N. risticii na populacéo equina do sul do
Brasil parece ser um aspecto de suma importancia na compreenséo da epidemiologia
da NE, o presente estudo teve como principal objetivo a descricdo do sequenciamento
genético da N. risticii através da analise de um fragmento do gene 16S rRNA, visando
comparar as sequéncias obtidas com aquelas apresentadas previamente no
GenBank™ dando inicio a realizagdo de estudos filogenéticos, que aumentardo o
entendimento atual sobre a distribuicdo e heterogenicidade do agente.

Os dados sobre NE disponiveis no Brasil sdo escassos, provavelmente devido
a pouca investigacao de enterocolites equinas. Porém, a confirmacéo da presenca da
N. risticii no estado do Rio Grande do Sul é importante para o conhecimento do agente,
que esta em circulacdo na regido e salienta a importancia de implementar medidas
preventivas adequadas a fim de reduzir perdas econdémicas. Alem disso, dados que
contribuam com a compreensao a respeito da ecologia, transmisséo e epidemiologia
da N. risticii sdo necessarios para tornar mais efetivos a prevencéo, diagnostico e

tratamento dessa enfermidade.



2 Revisao da literatura

2.1 Producéao de Equinos no Rio Grande Do Sul

O Brasil possui o 4° maior rebanho de cavalos do mundo, com
aproximadamente 5,5 milhdes de cabecas (FAO, 2016) e movimenta anualmente
cerca de R$ 16,15 bilhdes, impulsionando o setor econdmico primario do pais. A
equinocultura envolve varios segmentos e € responsavel pela geracdo de
aproximadamente 3 milhdes de empregos diretos e indiretos (MAPA, 2016). O Rio
Grande do Sul (RS) caracteriza-se economicamente pela producdo integrada de
agricultura-pecuaria, com grandes extensdes de é&reas de arroz irrigado e uma
populacdo de equinos aproximada de 500.000 cabecas (IBGE, 2021). Além dos
aspectos econdmicos, observa-se que a equinocultura esta diretamente ligada ao
lazer, cultura, esporte e trabalho, vinculados as tradicdes gauchas que salientam a
relevancia da criagdo de cavalos no Rio Grande do Sul (Costa et al., 2013). Frente a
importancia do cavalo para a economia, reforca-se a necessidade de cuidados
diferenciados com essa espécie (Lima; Cintra, 2016), tendo em vista que sua
domesticacdo a tornou vulneravel a distarbios gastrintestinais com consequentes
repercussodes sistémicas, como a laminite, e outras condic¢des clinicas com altas taxas
de morbidade e mortalidade (Archer; Proudman, 2006; Proudman et al., 2015).

2.1.1 Principais patologias que afligem equinos no RS

De acordo com Pierezan et al. (2009), o aumento das atividades econdmicas
envolvendo equinos resulta em uma modernizagcdo da medicina equina e maior
valorizacdo desses animais. Nesse contexto, entende-se que a aplicacdo de métodos
de prevencdo e controle de doengas, assim como o desenvolvimento de técnicas
cirurgicas e farmacos mais eficientes estdo associadas a reducao de perdas, tanto por
mortes ou queda no desempenho. Considerando que poucos estudos existem sobre
a prevaléncia de doencas de equinos no Brasil, restritos somente a sistemas ou
orgaos especificos (Pimentel et al., 2007; Reichmann; Dearo; Rodrigues, 2008; Trotte
et al., 2008), em estudo retrospectivo na regido central do RS, Pierezan et al. (2009)
apontou que as afeccdes do sistema digestivo foram as mais frequentes como causa
de morte nesta espécie. Por outro lado, o sistema tegumentar obteve maior casuistica

em pesquisa realizada envolvendo diagnosticos de causas de morte e de lesbes em
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equinos na regidao Sul do Rio Grande do Sul entre 1978 e 2012, utilizando dados
obtidos pelo Laboratério Regional de Diagnostico da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal de Pelotas (LRD/UFPel) (Marcolongo-Pereira et al., 2014), cujos
resultados demonstraram que equinos representaram 10,14% de todas as espécies
animais que chegaram ao laborat6rio no periodo do estudo (Schild et al., 2013). Dentre
as principais enfermidades identificadas destacaram-se aquelas que causam a morte
dos animais ou determinam os maiores prejuizos econdmicos, conforme Marcolongo-
Pereira et al. (2014). De acordo com Coimbra et al. (2006) e Marcolongo-Pereira et al.
(2012b), doencas como a Neorickettsiose equina (Neorickettsia risticii) e a Pitiose
(Pythium insidiosum) ocorrem com frequéncia em areas Umidas e campos baixos
sujeitos a alagamentos — caracteristicas de alguns municipios da regido sul do Rio
Grande do Sul, favoraveis a presenca destes patdgenos.

2.2 Neorickettsiose Equina (NE)

Dutra et al. (2001) relataram uma antiga enfermidade observada a pelo menos
100 anos no Sul do Brasil e Uruguai, conhecida como “churrio” ou “churrido” equino.
Conforme Dutra et al. (2001), Coimbra et al. (2003) e Coimbra et al. (2010)
apresentava ocorréncia anual nos meses de verdo, em propriedades localizadas ao
longo das margens da Lagoa Mirim. De acordo com Vaughan, Tkach e Greiman
(2012), tratava-se de Nerickettsiose Equina (NE), cujo agente etiolégico é uma
bactéria gram negativa intracelular obrigatéria reclassificada como Neorickettsia risticii
(Dumler et al., 2001), anteriormente Ehrlichia risticii (Dutta et al., 1985; Holland et al.,
1985).

Conhecida como a principal causa de diarreia em cavalos néo estabulados no
Rio Grande do Sul, a NE - enterotifocolite potencialmente fatal (Rikihisa, 2004) tem,
portanto caracteristica sazonal, ocorrendo nos meses mais quentes e Umidos,
tornando-se um tipo de colite comum em areas consideradas endémicas, aumentando
a incidéncia em animais residentes préximo a aguadas (Madigan, 2000).

De acordo com Greiman et al. (2016), o complexo ciclo de vida das
Neorickettsias, endossimbiontes de trematddeos digenéticos - reservatorios naturais
e vetores, envolvem a reproducao sexuada em hospedeiro definitivo vertebrado -
passaros e ou morcegos insetivoros e reproducdo assexuada em hospedeiro
intermediario - caramujos dulceaquicolas sdo os primeiros e insetos aquaticos 0s

segundos (Gibson et al., 2005). Equinos em geral sdo suscetiveis a doenca, que, por
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sua vez, manifesta-se de forma mais grave em animais transportados para areas
endémicas, se comparados aqueles nascidos nestes ambientes (Atwill et al., 1992;
Dutra et al., 2001). Cavalos sao considerados hospedeiros acidentais, adquirindo a
infeccdo horizontalmente ao ingerir insetos aquaticos contendo trematddeos e
metacercarias infestadas com a N. risticii, ou mesmo as formas livres de cercarias na
agua (Vaughan; Tkach; Greiman, 2012).

2.2.1 Sinais clinicos e patogenia

Dentre os sinais clinicos manifestados em cavalos naturalmente infectados
estdo diarreia, febre, anorexia, letargia (depressao) e cdlica, podendo evoluir para
laminite e/ou aborto em éguas prenhes, conforme Bertin et al. (2013), implicando
desta forma em grandes perdas econdmicas (Rikihisa, 1985; Rikihisa, 2004). Uma vez
no trato gastrointestinal do cavalo, as Neorickettsia spp. invadem leucdcitos,
principalmente mondcitos circulantes, macréfagos teciduais, mastécitos e células
epiteliais das criptas intestinais, onde ocorre a multiplicacdo do agente (Rikihisa et al.,
1985), induzindo a exfoliacdo da mucosa colbnica, cuja plena funcionalidade faz-se
necessaria para que ocorra a adequada reabsorcao de Sédio e Cloreto (Ruby et al.,
2009). O comprometimento desta reabsor¢cdo desencadeia um mecanismo bem
estabelecido de diarreia em cavalos (Sanchez, 2018; Rikihisa et al., 1992). Uma vez
gue desequilibrios hidroeletroliticos e acido-base podem ser agravantes em equinos
com doenca gastrintestinal grave (Marques, 1990), a deteccédo das alteracdes do
equilibrio &cido-base dos fluidos orgéanicos é feita através da hemogasometria,
considerado o método mais adequado (Luna, 1994). Ao considerar o trato
gastrointestinal e figado como componentes-chave do sistema digestivo equino, a
analise hematoldgica e bioquimica torna-se util na identificacdo da disfuncéo orgénica,
no estreitamento do diagndéstico diferencial e, em muitos casos, monitoramento do
progresso e resposta ao tratamento empregado (Denotta; Divers, 2020).

Ceco e coélon maior abrigam normalmente as lesdes mais graves do trato
gastrointestinal (Uzal; Plattner; Hostetter, 2016), apresentando areas de hiperemia,
hemorragias petequiais e Ulceras pontuais (Cordes et al.,1986; Dutra et al., 2001). O
conteudo é aguado comumente, malcheiroso e marrom, descrevendo-se também o
aumento dos linfonodos. Alteragdes semelhantes, embora incomuns, menos
consistentes e severas podem ser detectadas no intestino delgado. Além disso,
ocasionalmente observa-se ulceracdo gastrica, vesiculas orais e laminite em alguns

pacientes (Cordes et al., 1986; Uzal; Plattner; Hostetter, 2016). Outras lesdes, como
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congestdo pulmonar e edema podem ocorrer, 0 que se acredita ser secundario a
endotoxemia (Uzal; Plattner; Hostetter, 2016).

Com relagdo as alteragdes histologicas, os achados mais expressivos ocorrem
principalmente no intestino grosso e, em menor grau, no intestino delgado, de acordo
com Uzal, Plattner e Hostetter (2016). Observa-se a perda e necrose do epitélio
superficial, bem como criptas necroticas e/ou preenchidas por células inflamatérias e
restos celulares (Baird; Arroyo, 2013; Cordes et al., 1986; Dutra et al., 2001). Segundo
Cordes et al. (1986) um intenso infiltrado de células inflamatérias mistas, com
predominéancia de células linfoides na lamina propria que atinge a submucosa séao
comumente encontrados. Cordes et al. (1986) e Dutra et al. (2001) descrevem a
presenca de fios de fibrina, detritos e células inflamatérias degeneradas na lamina
propria e/ou sobrepostas a mucosa, bem como a severa congestao e hemorragias da
mucosa has areas hiperémicas detectadas macroscopicamente. Através de
microscopia eletrbnica as bactérias sdo detectadas como corpos elementares ou
morulas dentro do citoplasma de células epiteliais, macr6fagos e mastdcitos,
principalmente do c6lon maior (Cordes et al., 1986; Uzal; Plattner; Hostetter, 2016;
Rikihisa et al., 1985).

Sinais clinicos, achados macroscopicos e histolégicos podem ser sugestivos
de NE, especialmente se organismos compativeis forem detectados por manchas de
prata em cortes histolégicos (Uzal; Diab, 2015). No entanto, outros agentes, como
Salmonella spp. e Clostridium spp. poderiam ter apresentacdo clinicopatolégica
semelhante e manchas de prata podem ser dificeis de interpretar em alguns casos
(observacgdes inéditas dos autores). Portanto, tornam-se necessarios testes auxiliares
apropriados para descartar outras causas de enterocolite.

2.2.2 Achados bioguimicos e histolégicos

Casos foram confirmados no Sul do Brasil, em propriedades proximas as
Lagoas Mirim e Mangueira, municipios de Santa Vitéria do Palmar, Rio Grande e
Arroio Grande (Coimbra et al., 1999; Dutra et al., 2001). Portanto, a epidemiologia da
NE tem sido investigada no estado desde 1999 (Dutra et al., 2001; Coimbra et al.,
2003; Coimbra et al., 2010). Ensaios soroldgicos detectaram o DNA da N. risticii em
cavalos (Dutra et al., 2001), e, posteriormente Coimbra et al. (2003) conduziram a
identificacdo de caramujos do género Heleobia que albergavam cercarias do tipo
Parapleurolophocercous cercariae como portadores de N. risticii por meio de

diagndéstico molecular. Coimbra et al. (2005) identificaram trés espécies de caracois
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do género Heleobia (H. piscium, H. parchappei e H. davisi), posteriormente resultando
como positivos para N. risticii gastropodes, trematdédeos e cavalos naturalmente
infectados (Coimbra et al., 2006).

Segundo Dutta, Vemulapalli e Biswas (1998), a doenca foi originalmente
reconhecida em 1979 as margens do rio Potomac, em Maryland (USA), e desde entéao
também diagnosticada Canada, reconhecida na Europa e outras partes do mundo,
incluindo América do Sul (Arroyo et al., 2021; Palmer, 1993; Paulino, 2020; Rikihisa,
1991). Cicuttin et al. (2013; 2017), detectaram a presenca de N. risticii através de
diagnéstico molecular em morcegos Tadarida brasiliensis do Brasil e Argentina, e
pesquisas atuais também em Buenos Aires, Argentina, identificaram Oligoryzomys
flavescens (1.2%) como positivo pelo PCR para o fragmento 16S rRNA da familia
Anaplasmataceae e a sequéncia apresentou 99.7% de identidade com a Neorickettsia
risticii (Cicuttin et al., 2022). No Brasil, estudos soroldgicos indicaram a circulacédo do
agente em outros estados brasileiros, como Parana (Marutani; Headley; Bracarense,
2019) e regido Sudeste do pais (Ferréo et al., 2007; Roier et al., 2016; Moreira et al.,
2013). Paulino et al. (2020) reportaram a presenca do DNA da N. risticii em cavalos
no estado do Rio de Janeiro, disponibilizaram as sequéncias genéticas no
GenBank™, e avaliaram a heterogenicidade a partir da diversidade filogenética do
16S rDNA da N. risticii.

2.2.3 Diagnéstico e tratamento

A doenca foi reproduzida experimentalmente por diferentes meios, incluindo
ingestdo oral de trematdédeos e insetos, inoculacdo intravenosa de mondcitos
infectados, e inoculacdo subcutanea ou intravenosa da bactéria (Dutta et al., 1988;
Holland et al., 1985; Madigan et al., 2000; Pusterla et al., 2000).

De acordo com Teymournejad et al. (2020) e Mott et al. (1997) o cultivo celular
de Neorickettsia spp. isoladas de cavalos acometidos pela Neorickettsiose Equina
proporciona um diagnéstico altamente sensivel e definitivo. No entanto, o isolamento
desse agente em cultivo celular pode levar dias a semanas, tornando esse processo
menos pratico e viavel (Thirumalapura et al., 2023). Recentemente uma nova espécie,
nomeada Neorickettsia findlayensis foi isolada de cavalos portadores da doenca
(Teymournejad et al., 2020). Devido a restri¢cdes técnicas, econdémicas e de tempo, 0
meétodo de diagndstico mais utilizado € Nested PCR, que detecta N. risticii e N.
findlayensis, conforme Teymournejad et al. (2020) e Mott et al. (1997) ou N. risticii

PCR em tempo real (PCR quantitativo) de acordo com Pusterla et al. (2000), em que
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ambos os testes sdo baseados na sequéncia da Neorickettsia 16S rRNA, ou mesmo
a sorologia (microscopia por imunofluorescéncia indireta, utilizando como antigenos
as células P388D1, infectadas por N. risticii e N. findlayensis (Teymournejad et al.,
2020; Mott et al., 1997; Pretzman et al., 1987)).

Conforme Bertin et al. (2013) e Biswas et al. (1991), a confirmacdo do
diagnoéstico de NE é feito via PCR de amostras de fezes, contetdo intestinal, buffy
coat ou mesmo sangue total. A sensibilidade do Nested PCR na detecg¢é&o da N. ristici
por amostras de sangue ou fezes tem sido comparada ao cultivo celular, tornando-se
0 teste mais conveniente e rapido para o diagndéstico preciso de uma infeccéo ativa,
uma vez que um resultado positivo de PCR a N. risticii indica a presenca de DNA do
agente na amostra, e, um animal com sinais clinicos compativeis, confirma o
diagndstico (Mott et al., 1997). Os autores salientam que apesar de baixo, o risco de
resultados falso-positivos em condi¢fes ideais de laboratério existe, sendo, portanto,
recomendado o uso de ambiente estéril, ponteiras com filtro e controle negativo
adequado em cada corrida de PCR. Um marcador de tamanho de DNA e um produto
amplificado devem ser incluidos como controles positivos em cada corrida de gel de
agarose para determinacdo precisa do tamanho do produto, contribuindo na
prevencdo de um resultado de teste de PCR falso-negativo devido a falha de reagente
ou equipamento.

A sorologia por ensaio de imunofluorescéncia indireta de anticorpos pode ser
atil para diagnéstico ante mortem, embora a cinética de producado de anticorpos seja
muito variavel e influenciada pela vacinacdo (Baird; Arroyo, 2013; Mckenzie et al.,
2019; Palmer; Whitlock; Benson, 1986). No entanto, de acordo com Baird e Arroyo
(2013) um aumento de titulo de 4 vezes em 3-4 semanas torna-se relevante com
relacdo ao diagndstico. Segundo os mesmos autores, devido a expansdo da
vacinacao, os testes sorolégicos podem ser comprometidos, a menos que novos
testes sejam capazes de distinguir a exposi¢cao natural ao agente da exposicdo via
vacinacdo. Portanto, a sorologia ndo é considerada uma técnica direta para o
diagnoéstico, uma vez que cavalos infectados apresentam um aumento rapido nos
titulos de anticorpos, que usualmente comeca antes do aparecimento dos sinais
clinicos. Além disso, titulos altos persistem comumente por mais de um ano depois da
exposicao inicial (Mott et al., 1997), impossibilitando a distingdo de casos agudos para

casos de exposicao antiga.
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De acordo com Rikihisa et al. (2002) a eficacia das vacinas de células inteiras
inativadas é discutivel, uma vez que aquelas disponiveis comercialmente (N. risticii-
based bacterina) proporcionam limitada ou nenhuma protecéo, ja que a enfermidade
acontece mesmo em cavalos imunizados. Esta falha vacinal atribui-se a resposta
imunologica insuficiente e variantes antigénicas (Chaichanasiriwithaya et al., 1994;
Palmer, 1989; Rikihisa, 2020; Rikihisa, 2022).

Segundo Atwill, Mohammed e Lopez (1996), apesar do amplo conhecimento
sobre os efeitos negativos causados aos plantéis, apenas uma pequena proporcao
dos acometidos por NE tem acesso ao diagndstico e tratamento adequado, fazendo
com que a demora no inicio da intervencéao terapéutica seja um fator decisivo para a
sobrevivéncia dos animais (Palmer, 1989). O reconhecimento e tratamento precoce
dos sinais considera-se a principal chave para minimizar os impactos causados pela
doenca, que, segundo Dutra et al. (2001) e Coimbra et al. (2006) ndo apresenta
potencial risco zoonatico.

O tratamento mais eficaz conhecido para a NE baseia-se na administracéo de
Oxitetraciclina 1V, 6.6mg-kg a cada 12 horas durante os estégios iniciais da
manifestacdo clinica (Rikihisa, 2004), quando normalmente ocorre uma resposta
satisfatoria (Rikihisa et al., 2022). De acordo com Palmer (1992) observa-se melhora
do quadro nas primeiras 12 horas de tratamento, incluindo diminuicdo da temperatura
retal, aumento de atitude e apetite e retorno da motilidade intestinal. Os sinais clinicos
sao frequentemente resolvidos de 3 a 5 dias, acrescenta Heller et al. (2004). Caso
essa intervencgdao terapéutica precoce nao ocorra, o curso da NE pode durar de 05 a
10 dias, com uma taxa de mortalidade estimada de 17 a 36% (Palmer, 1989). Heller
et al. (2004) afirma que o tratamento de suporte, tal como fluido endovenoso e drogas
anti-inflamatorias ndo esteroidais devem ser instituidas em caso de desenvolvimento
de diarreia, assim como 0s sinais de laminite, que devem ser observados e tratados
apropriadamente.

Considerando as evidéncias epidemiologicas e distribuicdo mundial da NE,
sugere-se que ainda seja subdiagnosticada no Brasil, reforcando a necessidade de
investigagdo rotineira de enterocolites equinas. Ainda assim, é apontada como um
fator limitante na criagdo de cavalos Crioulos em algumas regides devido ao prejuizo
econdmico com tratamentos e morte de animais (Coimbra et al., 2003; Dutra et al.,
2001). O presente estudo busca esclarecer e comparar a sintomatologia clinica e

parametros laboratoriais de animais positivos a NE, a fim de estabelecer fatores
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preditivos a sobrevivéncia daqueles acometidos por essa doenca, que possam auxiliar
no diagnostico precoce e ou diferencial de outras enfermidades. Portanto, atraves
deste, descrevemos e discutimos os achados clinicos e laboratoriais da
Neorickettsiose Equina em pacientes positivos a enfermidade, bem como fazemos o
relato dos primeiros sequenciamentos genéticos de N. risticii no Rio Grande do Sul —
Brasil. Além disso, uma vez que a relacdo filogenética da N. risticii na populagéo
equina do sul do Brasil parece ser um aspecto muito importante na compreenséo de
sua epidemiologia, realizou-se a descricdo do sequenciamento genético do agente
através da analise de um fragmento do gene 16S rRNA, a fim de comparar as
sequéncias obtidas com aquelas apresentadas previamente no GenBank™. O estudo
das relacdes filogenéticas foi iniciado, buscando aprimorar o entendimento atual sobre
a distribuicdo e heterogenicidade do agente, direcionando pesquisas vindouras,
estabelecendo diretrizes para o futuro isolamento dessa bactéria.

2.2.4 Sequenciamento genético

As técnicas moleculares sdo consideradas ferramentas que suprem as
limitacdes das técnicas convencionais de diagndstico, identificacéo e diferenciacdo de
microrganismos (Gasser, 2006). Nesse contexto, a PCR é tida como método de
diagnéstico capaz de identificar o agente envolvido na infec¢ao por espécie ou mesmo
de subespécie (Martin et al., 2005). Sendo assim, 0 sequenciamento genético &
frequentemente utilizado no desenvolvimento de estudos sobre caracterizagao
genotipica de microrganismos, preferencialmente de genes que mantém alto grau de
conservacdo dentro do género avaliado e que apresentem sequéncias de
nucleotideos longas. Na realizacdo de estudos evolutivos sobre parasitos do género
Ehrlichia tem sido frequentemente utilizadas sequéncias do gene 16S rRNA (Carret et
al., 1999; Allsopp; Allsopp, 2007), que, segundo Stackebrandt e Goebel (1994) é
amplamente utilizado para diagnéstico de doencas bacterianas. Além disso, a
sequéncia de rDNA 16S é altamente conservada, o que permite a criacdo de um perfil
bacteriano que aumenta a compreensao da relacdo entre a divergéncia genética e
distribuicdo geografica de N. risticii.

Pesquisas recentes reportam o isolamento de uma nova espécie de
Neorickettsia - N. findlayensis, causadora de enfermidade semelhante a NE em
cavalos da regiao leste de Ontario, Canada (Teymournejad et al., 2020). Segundo os
autores, quando inoculada experimentalmente, a N. findlayensis Finl7 demonstrou-

se capaz de infectar cavalos, causando NE ou mesmo a manifestagdo subclinica da
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enfermidade; filogeneticamente € considerada mais divergente da N. risticii do que a

N. sennetsu, responsavel pela Neorickettsiose Sennetsu em humanos.
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Resumo

A Neorickettsiose equina (NE), severa doenca diarreica febril, € considerada uma
enfermidade sistémica aguda e potencialmente fatal cujo agente etiolégico é
Neorickettsia (Ehrlichia) risticii, bactéria endossimbionte de trematddeos digenéticos,
de ocorréncia confrmada no Brasil. O estudo do comportamento clinico e
hematoldgico de cavalos naturalmente infectados por N. risticii faz-se necessario, uma
vez que o reconhecimento precoce desses padrbes pode ser preditivo a sobrevivéncia
dos animais acometidos. Metodologia: Foram analisados os quadros clinicos com
descricédo de achados hematolégicos, bioguimicos e histologicos de equinos admitidos
no HCV-UFPel, entre fevereiro de 2022 a mar¢co de 2023, com sintomatologia
compativel a NE, tendo como principal critério de inclusdo um neste PCR com
amplificacdo de um fragmento de 529 pb realizado utilizando DNA gendmico (Gdna)
sanguineo de cada animal. Resultados: Os parametros clinicos que apresentaram
alteracdes relevantes foram a diarreia e desidratacdo, presentes na totalidade de
casos (4/4), além de sinais de febre e pulso digital nos membros de 50% (2/4) dos
pacientes. Alteracfes hematoldgicas ocorreram em 50% (2/4) dos casos, como 0
aumento de hemacias, hemoglobina e hematdcrito, bem como leucopenia e
neutropenia. No exame bioquimico do soro sanguineo a Creatina, ureia (azotemia) e
GGT apresentaram-se elevadas em 100% (4/4) dos animais, fosfatase alcalina e AST
em 75% (3/4) e 50% (2/4), respectivamente, enquanto 75% (3/4) dos casos positivos
tiveram aumento nos niveis de fibrinogénio. Ataxia foi observada em um dos cavalos
positivos. Conclusdes e Importancia clinica: Os resultados confirmam a circulagéo
do agente no extremo Sul do Brasil e a analise dos parametros clinicos e
hematologicos reforca a necessidade de aprimorar a pesquisa quanto ao comparativo
desses achados, a fim de estabelecer um critério de avaliagéo laboratorial associado
com manifestacdes clinicas, que possa acelerar o diagnostico e inicio do tratamento,
objetivando minimizar o impacto econémico que ocorre em regides endémicas a
enfermidade.

Palavras-chave: Neorickettsiose equina; Neorickettsia risticii.

1 Sera submetido a “Revista Brasileira de Microbiologia”.
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Clinical and hematological parameters of Creole horses with Equine
Neorickettsiosis in Southern Brazil

Abstract

Equine Neorickettsiosis (EN), a severe febrile diarrheal disease, is considered an
acute systemic illness which is potentially fatal. Its etiologic agent is Neorickettsia
(Ehrlichia) risticii, an endosymbiont of digenean trematodes whose occurrence has
been confirmed in Brazil. The study of the clinical and hematological behavior of horses
naturally infected by N. risticii is necessary, since the early identification of such
patterns can be predictive for the survival of affected animals. Methodology: Analysis
was conducted with horses admitted to the HCV-UFPel between February 2022 and
March 2023, which had description of hematological, biochemical, and histological
findings in their clinical conditions, and symptoms compatible with EN. The main
inclusion criterion was a nested PCR with amplification of a 529 bp fragment carried
out using blood genomic DNA (Gdna) of each animal. Results: The clinical parameters
showing relevant alterations were diarrhea and dehydration, present in all cases (4/4),
in addition to signs of fever and digital pulse in the limbs of 50% of the patients (2/4).
Hematological alterations occurred in 50% of cases (2/4), such as increased red blood
cells, hemoglobin, and hematocrit, as well as leukopenia and neutropenia. In the
biochemical examination of blood serum, Creatine, urea (azotemia) and GGT were
found elevated in 100% of the animals (4/4); alkaline phosphatase and AST in 75%
(3/4) and 50% (2/4), respectively; and 75% of positive cases (3/4) showed raised
Fibrinogen levels. Ataxia was observed in one of the positive horses. Conclusions
and Clinical importance: Results confirm the circulation of this agent in the extreme
south of Brazil. The analysis of clinical and hematological parameters reinforces the
need to improve research regarding the comparison of these findings, in order to
establish a laboratory evaluation standard associated with clinical manifestations.
Once the diagnosis and initiation of treatment is accelerated, the economic impact in
endemic regions shall be minimized.

Keywords: Equine neorickettsiose; Neorickettsia risticii.
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Introducao

Segundo Rikihisa (2004) a Neorickettsiose equina (NE) trata-se de uma
enterotifocolite potencialmente fatal, causada por uma bactéria gram negativa
intracelular obrigatéria chamada Neorickettsia risticii (anteriormente Ehrlichia risticii)
(Dutta et al., 1985; Holland et al., 1985). De acordo com Greiman (2013), as
Neorickettsias sdo endossimbiontes de trematddeos digenéticos e apresentam um
complexo ciclo de vida, contaminando cavalos - hospedeiros acidentais, durante o
pastoreio através da ingestdo de insetos aquaticos, portadores de metacercarias
infectadas ou cercarias de trematddeos de vida livre (Vaughan; Tkach; Greiman,
2012).

Portanto, animais residentes proximo a aguadas sao mais suscetiveis a essa
doenca, que possui sazonalidade definida pelos meses mais quentes e Umidos
(Madigan, 2000). A enfermidade ja foi identificada nas Américas do Norte, do Sul, e
Europa (Rikihisa, 1991; Palmer, 1993; Paulino, 2020; Arroyo et al., 2021), e é relatada
como a principal causa de diarreia em cavalos nao estabulados no Rio Grande do Sul,
com casos confirmados em propriedades nos municipios de Santa Vitoria do Palmar,
Rio Grande e Arroio Grande, préximas as Lagoas Mirim e Mangueira (Coimbra et al.,
1999; Dutra et al., 2001). Equinos em geral sdo suscetiveis, e a manifestacdo ocorre
de forma mais grave em animais transportados para areas endémicas em comparagao
agueles nascidos nestes ambientes (Atwill et al., 1992; Dutra et al., 2001).

Dentre os sinais clinicos observados em cavalos naturalmente infectados estédo
diarreia aquosa, desidratacado, febre, anorexia, letargia (depresséo) e colica, podendo
evoluir para laminite e/ou aborto em éguas prenhes (Bertin et al., 2013), o que implica
em grandes perdas econdmicas (Rikihisa, 1985; Rikihisa, 2004). Rikihisa et al. (1985)
afirma que, uma vez no trato gastrointestinal do cavalo, as Neorickettsia spp. invadem
leucdcitos e células epiteliais das criptas intestinais, onde ocorre a multiplicacdo do
agente, induzindo a exfoliagdo da mucosa colonica, comprometendo a reabsorcao de
sédio e cloreto (Ruby et al., 2009), o que desencadeia um mecanismo bem
estabelecido de diarreia em cavalos (Rikihisa et al., 1992; Sanchez, 2018).

Ao considerar o trato gastrointestinal e figado como componentes-chave do
sistema digestivo equino, a analise hematolégica e bioquimica torna-se util na
identificacdo da disfungéo orgéanica, no estreitamento do diagndstico diferencial e, em
muitos casos, monitoramento do progresso e resposta ao tratamento empregado
(Denotta; Divers, 2020). Em casos de NE, as alteracBes macro e microscopicas mais
graves do trato gastrointestinal normalmente estdo abrigadas no ceco e célon maior
(Uzal; Plattner; Hostetter, 2016), sendo possivel a detec¢édo de lesdes semelhantes,
porém menos consistentes e severas no intestino delgado. O conteddo comumente é
aguado, mal cheiroso e marrom. Alguns pacientes desenvolvem les6es como laminite,
congestdo e edema pulmonar (Cordes et al., 1986; Uzal; Plattner; Hostetter, 2016)
secundarias a endotoxemia (Uzal; Plattner; Hostetter, 2016).

O cultivo celular de Neorickettsia spp. isolada de cavalos acometidos pela
Neorickettsiose Equina proporciona um diagndstico altamente sensivel e definitivo
(Mott et al., 1997; Teymournejad et al., 2020). Contudo, devido a restricdes técnicas,
econbmicas e de tempo, o método mais utilizado é o Nested PCR, que detecta N.
risticii (Teymournejad et al., 2020). O tratamento indicado baseia-se na administracao
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de Oxitetraciclina IV, 6.6 mg/kg a cada 12 horas durante os estagios iniciais da
manifestacdo clinica (Rikihisa, 2004), quando normalmente ocorre uma resposta
satisfatoria (Rikihisa et al., 2022).

Considerando a importancia da NE em areas endémicas devido a severidade,
custo do tratamento e alta taxa de mortalidade em animais que desenvolvem laminite
secundéria (Oke, 2019), e frente ao potencial impacto econdémico gerado, trabalha-se
com a hipotese da existéncia de padrdes clinicos e laboratoriais em animais positivos
a N. risticii, sem historico de imunizacdo prévia, que podem ser preditivos e
relacionados a sobrevivéncia de cavalos diagnosticados com NE. Assim, o objetivo do
presente estudo foi descrever e comparar os parametros clinicos e hematolégicos de
equinos com NE atendidos no HCV-UFPel a fim de antecipar o diagndstico e
direcionar a conduta terapéutica dos animais acometidos com a doenca.

Materiais e Métodos

Para atender ao objetivo da pesquisa, foi utilizada uma andlise casuistica de
cavalos sintomaticos em atendimento na regido Sul do Rio Grande do Sul (RS). No
periodo compreendido entre fevereiro de 2022 a marco de 2023, foram submetidas a
diagnostico biomolecular amostras de sangue de equinos internados no Hospital de
Clinicas Veterinarias da Universidade Federal de Pelotas (HCV-UFPel) sob suspeita
de Neorickettsiose equina (n=10). Os cavalos residiam na regido sul do RS, Brasil,
nos municipios de Rio Grande (a) e Arroio Grande (b), proximos a Lagoa Mirim (Fig.
1).

Figura 1. Localizagao dos 04 casos de Neorickettsiose equina confirmados no
Laboratorio de Biologia Molecular Veterinaria — LaBMol-Vet, UFPel (Rio Grande do
Sul, Brasil).

Os critérios de inclusdo basearam-se em animais que apresentaram quadro
clinico compativel com a doenca, registro detalhado de anamnese, presenca de
exames complementares anexados e resultado positivo a PCR especifico para N.



29

risticii. Aqueles pacientes com dados incompletos foram desconsiderados, mas
seguiram hospitalizados e em tratamento.

Para a coleta das amostras foram utilizados tubos contendo EDTA. Foram
coletados 5,0 ml de sangue de cada cavalo no dia da chegada (considerado dia zero),
mantidos sob refrigeracdo até seu processamento no laboratoério, visando a extracao
do DNA. Também foram coletados os dados referentes a situacéo clinica do paciente,
data do inicio dos sintomas, status vacinal, localizacédo e histérico epidemiolégico da
propriedade. Além disso, realizou-se avaliacao clinica na chegada ao Hospital, assim
como exames complementares, tais como Ultrassonografia abdominal, Hemograma,
Leucograma, Bioquimico, Hemogasometria e Analises Plasméticas, realizados no
Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria (LPCVet) - UFPel.

A analise dos dados laboratoriais foi realizada com base em valores fisiolégicos
de cavalos sadios, posteriormente comparados com os padrbées observados
previamente em animais com diagndstico confirmado da doenca. A presenca de
Laminite foi avaliada segundo a Escala Obel (graus de 1 a 4), com aumento subjetivo
de pressdao arterial no pulso; enquanto a confirmacgéo do quadro foi feita através de
radiografia do membro afetado.

Um dos animais analisados néo foi responsivo ao tratamento adotado e, por
isso, foi submetido a eutanasia e necropsia. Nesse caso, amostras de 6érgdos das
cavidades abdominal e toracica, tais como fragmentos de intestino, estébmago,
coracgao, pulméo, baco, figado e rim foram coletadas e fixadas em formol tamponado
a 10% e posteriormente enviadas para estudo histolégico no Laboratério de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), no Rio Grande do Sul
(RS).

O diagnéstico molecular das amostras foi realizado no Laboratorio de Biologia
Molecular Veterinaria — LaBMol-Vet, situado na Universidade Federal de Pelotas
(UFPel) RS/Brasil. O DNA gendmico foi extraido com Brazol® das amostras de
sangue, seguindo instrucbes do fabricante. A quantificacdo das amostras foi feita
através de espectrofotometria, utilizando Nanodrop Lite (Thermo Fisher Scientific,
Whaltam, Massachussetts, EUA), e a Rea¢do em Cadeia de Polimerase (PCR) foi a
técnica de diagnostico empregada, visando amplificar uma porcao de 529pb do gene
gue codifica para o fragmento 16S do RNA-ribossémico da N. risticii, em duas etapas
(Nested PCR), conforme descrito por Barlough et al. (1997), com os Primers: ER-3b
ATTTGAGAGTTTGATCCTGG, ER-2c GTTTTAAATGCAGTTCTTGG; e ER-3a
CTAGCGGTAGGCTTAAC, ER-2a CACACCTAACTTACGGG. Agua livre de nuclease
foi utilizada como controle negativo, e o estudo procedeu-se sem 0 uso de controle
positivo, confirmando o diagnéstico através do sequenciamento genético das
amostras amplificadas.

O tratamento dos animais baseou-se em antibioticoterapia, terapia de suporte
a sintomatologia clinica apresentada inicialmente com fluidoterapia, analgesia e,
conforme o avanc¢o dos quadros, intensificagdo dos cuidados especificos a cada
paciente com a inducéao profilatica de hipotermia digital através do uso da crioterapia
nos casos clinicos com risco de desenvolvimento de laminite associada a sepse (Van
Eps, 2010).
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Resultados

Do total de dez animais avaliados, quatro se enquadraram nos critérios
estabelecidos e, portanto, entraram no estudo, com idades entre 05 e 09 anos, e peso
variando de 390 a 490 kg. Os meses de maior incidéncia dos casos com diagndstico
positivo foram marco (75%) e fevereiro (25%). O uso de vacinas especificas
anteriormente ao estudo néo foi relatado, e com relacdo ao sexo, trés eram fémeas
(75%), e um macho (25%), todos da raca Crioula. Os sinais clinicos mais comuns
apresentados no exame fisico na chegada ao Hospital incluiram diarreia e
desidratacdo (100%), febre, estado de alerta e apetite mantidos em 50% dos casos.
Pulso digital nos membros ao chegar foi detectado em 25% dos casos, enquanto
outros 25% desenvolveram o quadro durante a internacao. Ataxia foi sintoma presente
em um dos casos (Tabela 1).

Tabela 1. Sinais clinicos apresentados pelos 4 animais na chegada no hospital veterinério.

Sinais clinicos Cavalol Cavalo 2 Cavalo 3 Cavalo 4
Temperatura 39,3 37,9 38,8
Diarreia SIM SIM SIM SIM
Desidratag&o SIM SIM NAO SIM
Conteldo liquido no célon  SIM SIM NAO NAO
Motilidade intestinal Hiper Normal  Normal Ausente
Anorexia NAO NAO NAO SIM
Depress&o NAO NAO NAO
Pulso digital NAO NAO SIM SIM

Sudorese intensa, mucosas

Outros - Ataxia . P
congestas (oral: halo ciandético)

Revelou-se no Hemograma que 50% apresentaram hemacias, hemoglobina e
hematdcrito elevados. Com relacdo ao Leucograma, 50% demonstraram leucopenia
e neutropenia, ocorrendo um aumento desses niveis no decorrer dos dias, enquanto
25% dos casos demonstraram leucocitose e neutrofilia no momento da chegada ao
Hospital. As anormalidades mais comumente encontradas no exame bioquimico do
soro sanguineo foram creatina, ureia (azotemia) e gama glutamil transferase (GGT)
elevado em 100% dos animais, fosfatase alcalina e aspartato aminotransferase (AST)
em 75% e 50% dos casos, respectivamente. As alteracbes de maior relevancia na
Hemogasometria, avaliada em 03 dos 04 pacientes estudados foram a hiponatremia
em 66,67% (2/3), hipocloremia, hipercalemia em 33,33% (1/3), e um anion gap abaixo
dos parametros de referéncia em 66,67% (2/3) dos casos e acima em 33,33% (1/3).
As analises plasmaticas revelaram que 75% (3/4) dos casos positivos tiveram
aumento nos niveis de fibrinogénio (Tabela 2).
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Tabela 2. Resultados dos exames bioquimico, hemograma, leucograma, analise plasmatica,
hemogasometria e de hemoparasitas dos 4 animais do estudo no dia que chegaram no hospital
veterindrio.

Exame Parédmetros Cavalo1l Cavalo2 Cavalo 3 Cavalo4 Referéncia*
AST (TGO) (UI/L) 176,6 338,0 626,0 330,6 226 — 366
Creatinina
(mg/dL) 2,3 4,4 1,0 55 1,2-1,9
Bioguimico® Ureia (mg/dL) 161,1 165,5 116,3 98,8 21,4 -51,36
q Albumina (g/dL) 2,17 3,15 2,3 2,98 2,6-3,7
FOSfat(aSﬁS'C"""”a 2564 5604  270,7 5198 143395
GGT (UI/L) 25 16,7 16,8 16,4 43-134
Hemacias 7,5 15,9 9,9 14,7 6,8-12,9
(milhdes/ul)
Hemograma™ Her?gl%'f)b'”a 11,0 22,7 16,0 22,2 11-19
Hematocrito (%) 30,8 66,7 45,6 65,4 32-53
RDW (%) 19,4 21,2 17,8 19,2 24 - 27
Leucoc('ltjos Totals 19000 4000 5300  10.200  5.400 - 14.300
Leucograma Segr?/igados 15580  3.120  3.339  7.446  2.260 - 8.580
Linfécitos (/uL) 3.040 720 1.802 2.550 1.500 - 7.700
Andlise Fibrinogeénio 400 800 400 100 100 — 400
plasmatica (mg/dL)
Na (mmol/L) - 131,4 124,1 135,9 132 - 146
Cl (mmol/L) - 96,2 91,8 98 96 — 102
Hemogasometria iCa (mmol/L) - 1,184 1,374 1,538 -
K (mmol/L) - 3,37 2,69 5,37 24a4,7
AG (mmol/L) 15,6 2,69 5,37 6-14
Hemoparasitas Negativa Negativa Negativa Negativa -

*Tabela de Referéncia (Bioguimico): Kaneko (2008).
**Tabela de Referéncia (Hemograma): Schalm (2010).

Na necropsia do cavalo eutanasiado foi encontrada replecao de liquido e uma
porcdo do célon com mucosa de coloracdo enegrecida observadas no intestino
grosso, enquanto o intestino delgado apresentou-se sem alteracfes na avaliacao e
intacto ao corte, assim como as demais estruturas do sistema digestivo,
morfologicamente inalteradas. O figado encontrava-se difusamente amarelo palido,
enquanto os rins estavam com formato e coloragdo normais, envoltos por grande
volume adiposo e friaveis ao corte.

O exame histopatologico das amostras desse animal revelou no intestino
grosso a presenca de edema segmentar multifocal acentuado. O intestino delgado
apresentou acentuada perda de vilosidades e criptas com grave necrose e inflamacao
da mucosa, composta por linfécitos, plasmaécitos, macrofagos e eosinofilos (em menor
guantidade), bem como actumulo de fibrina e debris em sua superficie, compativel com
enterite fibrinonecrotica segmentar acentuada. Em grau mais leve, edema e infiltrado
inflamatorio foram igualmente observados na submucosa e serosa.

O mesentério por sua vez apresentava vasos linfaticos dilatados e discreto
infiltrado inflamatorio linfoplasmocitico, bem como ndédulos de mineralizacdo em
endotélio de artérias e vénulas (corpos intimais). Hiperplasia de ductos biliares
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multifocal leve e fibrose periportal em ponte leve foram identificadas no figado.
Observou-se inflamacéo linfoplasmocitica periportal discreta e leve degeneracao por
glicogénio nos hepatdécitos. Capilares alveolares pulmonares apresentavam-se
congestionados, com grande quantidade de hemé@cias. Altera¢cdes microscopicas nao
foram observadas em coracéao, baco, rim e estébmago.

Na analise de PCR, quatro equinos apresentaram a formacdo de bandas de
529pb, tipicas para Neorickettsia risticii, confirmadas por sequenciamento geneético.
Durante a internacéo, trés cavalos (75%) sobreviveram a diarreia e o tempo médio de
desfecho, desde a chegada ao HCV-UFPel até a alta de cada animal foi de 17,5 dias
(variando entre 14 e 21 dias). Um dos cavalos (25%) nao responsivo ao tratamento,
foi submetido a eutanasia ao terceiro dia de internacao.

Discusséo

O predominio de casos no més de agosto, verdo no Hemisfério Norte, foi
descrito por Bertin et al. (2013), corroborando com Uzal et al. (2022) que reafirma o
aumento de incidéncia entre julho e agosto. No presente estudo, assim como Dutra et
al. (2001), que registrou o predominio de casos em marco e fevereiro, 0s meses de
maior ocorréncia dos casos com diagnéstico positivo foram marco (75%) e fevereiro
(25%), verao no Brasil, Hemisfério Sul. A regido estudada situa-se ao redor da Lagoa
Mirim, onde infeccdo natural em cavalos ja foi descrita por Dutra et al. (2001),
sinalizando que as areas de baixa altitude e campos predominantemente alagadicos
sejam ambientes ideais para perpetuacdo do agente. Essas areas sao planicies
costeiras, utilizadas para o cultivo de arroz irrigado, que em geral tem a irrigacao
encerrada no inicio do més de fevereiro, sugerindo este ser um fator de risco para a
ocorréncia da NE, uma vez que a identificacdo do patégeno em trematdédeos e
caramujos do género Heleobia, ambos envolvidos no ciclo da N. risticii, realizada por
Coimbra et al. (2005), foi conduzida em canais de irrigacéo e rios da mesma regiao.

Uma vez que o exame fisico é parte fundamental da avaliagdo do paciente
equino acometido de disturbios dos equilibrios hidricos e eletroliticos (Alves et al.,
2008), os sinais clinicos dos pacientes com NE foram condizentes com aqueles
descritos por Knowles et al. (1983), especificamente um periodo de febre, anorexia e
depressdo. Segundo o autor, a laminite pode preceder, acompanhar ou mesmo
continuar apdés o inicio da diarreia, e tem como principal caracteristica a relutancia em
andar, com presenca de pulso digital. Em pesquisa retroativa conduzida por Gomez
et al. (2022), registrou-se a prevaléncia de quadro de laminite em 8% (24/298) do total
de cavalos diarreicos, dos quais 22% (7/32) eram positivos para N. Risticii. No
presente estudo, laminite foi diagnosticada em 50% dos casos, comparando-se com
Shawn (2018), que encontrou até 40% dos cavalos afetados, tornando-se um fator
muitas vezes determinante a eutandsia, indicada em casos de severidade ou
cronicidade, uma vez que a rotacdo da terceira falange e descolamento do casco
podem ocorrer, de acordo com Knowles et al. (1983).

Dentre os casos positivos para N. Risticii acompanhados neste estudo, 25%
(1/4) ndo sobreviveram, semelhante aos dados de Gomez et al. (2022), cujo
percentual de ndo sobreviventes foi de 28%. Em nosso estudo, 75% (1/4) dos animais
positivos para N. risticii sobreviveram até a alta hospitalar, acordando com Gomez et
al. (2022), que apresentou 72% de sobrevivéncia, coerente com relatos anteriores
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apontando uma variacao de 65 a 73% nas taxas de sobrevivéncia de cavalos com
diarreia diagnosticados com N. risticii (Mattei, 2020; Bertin et al., 2013).

Mudancas hematoldgicas nos estagios iniciais da NE foram observadas por
Dutta et al. (1988) e Uzal et al. (2022), variando de normal a leucopenia, caracterizada
por neutropenia - anormalidade hematologica inicial mais habitual e linfopenia, embora
leucocitose acentuada possa ocorrer alguns dias apés o inicio da doenca, devido ao
aumento de fibrinogénio na resposta de fase aguda, como resultado de inflamacgéo
das lesBes causadas pelo processo patolégico de N. risticii (Heller, 2004). Segundo
DeNotta e Divers (2020), apesar de nem todos 0s pacientes apresentarem
neutropenia, monocitose leve é uma caracteristica comumente observada na infec¢éo
por N. risticii em cavalos. Estes achados reforcam os dados laboratoriais de Mulville
et al. (1991), que demonstraram variacao na fase inicial da doenca, impedindo sua
utilizacao isolada para a realizacéo do diagndstico definitivo.

Pacientes com condi¢Bes intestinais inflamatorias agudas geralmente
apresentam achados hematoldgicos e bioquimicos sugestivos de endotoxemia, como
leucopenia caracterizada por neutropenia e contracdo do volume plasmatico,
representado pelo aumento do hematécrito e azotemia, bem como distarbios
eletroliticos, conforme descrevem DeNotta e Divers (2020), alteracdes semelhantes
aguelas apresentadas em nosso estudo (hiponatremia, hipocloremia e hipercalemia,
além de AG também alterado). Além disso, no presente estudo identificou-se azotemia
em 100% dos casos e aumento do hematocrito, hemoglobinas e neutropenia em 50%.
Bertin et al. (2013) associaram ao possivel reflexo do grau de hipovolemia a ocorréncia
da elevacdo dos niveis de hemoglobina no sangue, e DeNotta e Divers (2020)
atribuiram a condicdo de hipovolemia por perda de fluidos gastrointestinais
(desidratacéo) a elevacdo do hematdcrito. Esses distUrbios resultam da inflamacgéo
intestinal e da ruptura da barreira mucosa, levando a perda de fluidos, eletrélitos e
proteinas, bem como a translocacdo de endotoxinas e bactérias para a corrente
sanguinea (Gomez et al., 2013).

Paulino et al. (2020) afirmam que as alteracBes bioquimicas nos animais
positivos sao marcantes, no entanto, ndo parece haver diferenga significativa quando
comparados a populacdo negativa. Uzal et al. (2022) por sua vez, relatam que
alteracBes nos resultados da bioguimica sérica, incluindo hiponatremia, hipocloremia
e hipoalbunemia sao rotineiramente observados em cavalos diarreicos com NE, uma
vez que, conforme DeNotta e Divers (2020), a ocorréncia da concentracdo de proteina
total — especialmente albumina abaixo dos valores esperados, considerando a relacéo
da eritrocitose quanto ao grau de desidratacdo estimado, trata-se de uma combinacéo
frequentemente observada em cavalos com colite aguda e indica a perda de proteinas
do intestino afetado. Em nosso estudo, a diminuicdo dos valores de albumina e
aumento do hematdcrito foi identificada em 50% dos casos no momento da chegada
ao HCV-UFPel.

Rikihisa et al. (1992) observaram a inibicdo da reabsorcédo de Sodio e Cloreto
ao promover infeccdo experimental com N. risticii, 0 que justifica clinicamente a
importancia de avaliar dados como concentracdes séricas destes eletrdlitos, a medida
gue estas informacdes podem ser usadas para indiretamente estimar a severidade da
colite em cavalos com NE. Bertin et al. (2013) afirma que de acordo com a severidade
dos casos, determinada pelo grau de dano intestinal, os disturbios clinicopatolégicos
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podem apresentar variacdes, comprovando ainda que a gravidade da perda de
eletrolitos, hemoconcentragcdo e azotemia pré-renal foram fatores preditores de
sobrevivéncia nos cavalos analisados.

A elevacgéao de creatinina, Gama Glutamil Transferase (GGT) e ureia (azotemia),
bem como o aumento do hematdécrito nos casos acompanhados sdo apontados como
principais parametros laboratoriais indicativos de alteragéo renal em decorréncia da
desidratacéo e hipovolemia, causadas possivelmente pela diarreia associada a febre.
Segundo Shawn (2018), estes sintomas compfem a apresentacao clinica mais usual
da doenca, presentes em 93% dos casos.

Um dos animais analisados apresentou ataxia, manifestacdo condizente com
0s sinais clinicos de encefalopatia, causados por hiperamonemia, ocasionalmente
observada em cavalos com doenga gastrointestinal aguda (Dunkel et al., 2011).
DeNotta e Divers (2020) também relataram um caso positivo para N. risticii, com
sintomatologia neurolégica e hiperamonemia dentre os achados laboratoriais,
condicdo que se desenvolve em um pequeno numero de cavalos com doenca
gastrointestinal aguda, cuja magnitude pode estar relacionada a alteracbes do
microbioma no intestino (aumento da quantidade de bactérias produtoras de aménia)
e/ou aumento da permeabilidade intestinal. Segundo o0s autores, 0s sinais
neuroldgicos se desenvolvem rapidamente e podem levar a morte em menos de 24
horas, embora alguns cavalos possam ter uma diminuicdo rapida (<48 horas) nas
concentracfes de amonia e recuperacdo completa se a doenca intestinal primaria for
resolvida.

A replecédo de liquido no intestino grosso identificada neste estudo sugere
ligacdo com as alterac6es hematoldgicas encontradas nos cavalos positivos, uma vez
gue enteropatias frequentemente comprometem a integridade da barreira
gastrointestinal, afetando o balanco hidrico, levando a mobilizacdo de fluido
intravascular para o intersticio e sequestro de liquido para o intestino, condizendo com
0 quadro de desidratacdo apresentado nos animais analisados (Alves, 2015). O
conteudo liquido e a coloracdo enegrecida da mucosa de uma porcdo do colon
observados nesse estudo corroboram com os achados de Coimbra (2006), que
descreveu a presenca de conteudo fecal totalmente liquido e hemorragia difusa, assim
como Knowles (1983), que relatou areas focais de congestao e conteldo aquoso no
orgao. Entretanto, o mesmo autor observou enterocolite necrética primariamente do
c6lon maior e ceco, com vasculite e coagulacdo intravascular, enquanto Coimbra
(2006) caracterizou a presenca de discreto infiltrado inflamatério mononuclear na
mucosa do intestino como enterite-linfo-histiocitaria, com predominancia de
macrofagos.

De acordo com laudo emitido no exame histopatolégico, edema segmentar
multifocal acentuado foi constatado no intestino grosso, da mesma forma que Coimbra
(2006) relatou intenso processo inflamatorio com dilatacdo e congestédo dos capilares
sanguineos e edema da submucosa, apresentando ainda nos respectivos cortes
histolégicos varias estruturas granulares compativeis com N. risticii no interior do
citoplasma de macrofagos. Apesar de nao terem sido identificadas estruturas
morfologicamente compativeis com bactérias nas amostras analisadas, essa
possibilidade n&o foi descartada, condizendo com Heller (2004), que por sua vez
afirmou que em sua pesquisa nenhum patégeno aerodbico significante foi isolado de
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culturas do trato gastrointestinal ou mesmo de linfonodos mesentéricos. Rikihisa et al.
(1985), por sua vez afirma que a N. risticii € consistentemente encontrada nas paredes
do célon maior dos equinos que desenvolvem sinais clinicos de NE.

Os achados macroscoépicos de intestino delgado no presente estudo ndo
apontaram alteracfes aparentes em sua avaliacdo, mostrando-se intacto ao corte,
diferente daqueles relatados por Coimbra (2006) e Knowles (1983), cuja presenca de
conteudo liquido e muco na luz intestinal estiveram evidentes, bem como areas
hemorrégicas, congestas e com focos de secre¢do purulenta nas mucosas. No exame
histopatolégico do mesmo 6rgéo, constatou-se a presenca de enterite fibrinonecrotica
segmentar acentuada, caracterizada pela perda de vilosidades e criptas com grave
necrose e inflamacdo da mucosa, condizente com os achados de Heller (2004), que
descreveu o embotamento e fusdo das vilosidades em decorréncia de enterocolite
difusa, severa, erosiva e ulcerativa.

Heller (2004) também relatou a presenca de lesdes secundarias devido a
bacteremia ou endotoxemia, tais como: infarto renal, nefrite intersticial, hepatite
periportal e adrenalite. Alteracdes evidentes no figado ndo foram encontradas por
Coimbra (2006), enquanto em nosso estudo, apresentava-se com hiperplasia de
ductos biliares multifocal e fibrose periportal em ponte; ambas as lesdes consideradas
leves e crbnicas, porém sem causa definida.

A congestdo de capilares alveolares encontrada em nosso estudo
assemelhava-se ao achado de Knowles (1983), que descreveu o acumulo de fluidos
nos pulmdes. O mesmo autor relatou deplecéo de tecidos linfoides em baco e ganglios
linfaticos e Coimbra (2006), por sua vez corroborou com esses achados, apontando a
mesma alteracdo histolégica no bacgo, acrescentando ainda a degeneragéo
centrolobular de figado e pneumonia intersticial subaguda linfo-histiocitaria multifocal
com hemossiderose discreta de pulméo. Em nosso estudo, altera¢cdes microscopicas
nao foram observadas em coracao, baco, rim e estdmago.

De forma geral o PCR tornou-se o teste mais conveniente e rapido para o
diagnéstico preciso de uma infeccéo ativa, uma vez que o Nested PCR é considerado
tdo sensivel quanto o cultivo celular na deteccao de N. risticii (Mott et al., 1997). Um
resultado positivo de PCR a N. risticii indica a presenca de DNA do agente na amostra,
e, associado aos sinais clinicos compativeis em um animal, suporta o diagnostico.
Apesar de falsos positivos poderem ocorrer, o risco € muito baixo em condi¢des ideais
de laboratdrio, utilizando controle negativo adequados (Mott et al., 1997). Dutra et al.
(2001) e Stewart et al. (1995), entretanto, sugerem a inexisténcia de um padrao de
referéncia com relacéo ao diagnostico da NE, uma vez que nenhum teste ante mortem
€ considerado 100% sensivel ou especifico, e mudangas pOs morte sao
frequentemente leves e inespecificas.

Assim como Bertin et al. (2013), que descreveram um tempo mais curto de
hospitalizagéo para os animais nao sobreviventes (33% foram eutanasiados no dia da
admissao) do que os sobreviventes, que tiveram um tempo médio de hospitalizacdo
de 1-15 dias, em nosso estudo o periodo de internagéo foi menor para o animal nao
sobrevivente (3 dias), com relagdo aos sobreviventes (média de 17,5 dias). Nenhum
dado epidemioldgico sugeriu alguma diferenca entre sobreviventes e néo
sobreviventes. Nenhum dos animais do estudo apresentou registro de comprovacao
vacinal contra a Neorickettsiose equina.
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De acordo com Bertin et al. (2013), a administracédo de Oxitetraciclina aparece
como indicagéo de parte do tratamento para cavalos que vivem em areas endémicas
e apresentem sinais clinicos condizentes com os da NE, antes mesmo do diagndstico.
Sua utilizacdo é baseada na eficacia comprovada por um estudo in vitro contra a N.
risticii (Wells et al., 1988), assim como no tratamento de cavalos naturalmente
infectados (Bertin et al., 2013).

Concluséo

Conclui-se que dentre os parametros clinicos avaliados, diarreia e
desidratacéo, presentes na totalidade de casos foram 0s que apresentaram maior
relevancia, culminando em alterac6es hematoldgicas, como o aumento de hemacias,
hemoglobina e hematécrito, bem como leucopenia e neutropenia, ambos presentes
em 50% dos casos. No exame bioquimico do soro sanguineo a Creatinina, ureia
(azotemia) e GGT apresentaram-se elevadas em 100% dos animais, fosfatase
alcalina e AST em 75 e 50%, respectivamente, enquanto 75% dos casos positivos
apresentaram aumento nos niveis de fibrinogénio no momento da chegada ao HCV-
UFPel.
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Abstract

Background: Neorickettsia risticii, an obligate intracellular bacterium, is the causative agent
of Potomac Horse Fever (PHF) — a systemic, acute, and potentially fatal diarrheal disease.
This pathogen is an endosymbiont of digenetic trematodes, with freshwater snails playing a
role in its biological cycle. The disease exhibits endemic and seasonal patterns, primarily
affecting horses in wetlands during warmer months, and has been documented in the United
States, Canada, Europe, and South America. Previous studies confirmed the pathogen’s
presence in herds from southern Brazil via serology and PCR; however, its genetic sequencing
and phylogenetic classification remained unresolved.

Objective: This study aimed to perform molecular diagnosis, genetic sequencing, and
phylogenetic analysis of N. risticii in naturally infected symptomatic horses, as well as to
screen asymptomatic animals and Heleobia spp. snails from endemic farms.

Methods: The agent’s DNA was investigated in blood and snail samples using nested PCR.
Results: Symptomatic animals yielded a 529-bp product (consistent with N. risticii), whereas
asymptomatic horses and snails showed no amplification. We report the first genetic sequences
of N. risticii from southern Brazil, along with a phylogenetic study of the pathogen.
Conclusion: Sequence comparison and phylogenetic analysis revealed high similarity among
the obtained samples and other sequences from South America. Our findings confirm the
agent’s circulation in the region and, by enriching the genetic database, encourage further
studies to elucidate the etiological agent’s epidemiology.

Keywords: Brazilian horses; Equine diarrhea; Freshwater snails; Nested PCR detection;
Trematode-borne disease
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1. Introduction

Neorickettsia risticii is the causative agent of Equine Neorickettsiosis (EN), a systemic,
acute, severe, and sometimes fatal disease characterized by fever, depression, anorexia,
dehydration, watery diarrhea, laminitis, and/or abortion, leading to significant economic losses
[1-3]. The pathogen is maintained in various trematode species that parasitize birds or
insectivorous bats and use freshwater snails and aquatic insects as first and second intermediate
hosts [4]. Horses are considered accidental hosts, acquiring the infection horizontally through
the ingestion of aquatic insects containing trematodes and metacercariae infected with N.
risticii, or free cercariae in water [1]. After ingestion, the pathogen replicates in the epithelial
cells of the colon, tissue macrophages, mast cells, and monocytes [5]. Considered a common
equine colitis in endemic areas, occurring seasonally in warm, humid months, with higher
incidence near water sources [6]. Vaughan et al. [1] suggested that EN may represent an ancient
disease, historically known as “churrio” or “churrido” in horses for over a century in southern
Brazil and Uruguay, it recurs annually along Lagoa Mirim, implying a South American origin
before spreading to North America [7].

The disease has been identified in both North and South America, as well as in Europe
[9-11]. Cicuttin et al. [12,13] detected N. risticii through molecular diagnostics in Tadarida
brasiliensis bats from Brazil and Argentina. Additionally, in Argentina, Oligoryzomys
flavescens tested PCR-positive for the 16S rRNA fragment of the Anaplasmataceae family,
with the sequence exhibiting 99.7% identity to N. risticii [14].

Serological studies indicated the agent's presence in southeastern Brazil [15-18]. In Rio
Grande do Sul, EN has been diagnosed since 1999, predominantly in summer, on properties
near freshwater lagoons [19; 20]. Serological assays detected N. risticii DNA in horses [7].
Subsequently, Coimbra et al. [19] identified Heleobia snails hosting Parapleurolophocercous

cercariae as carriers of N. risticii through molecular diagnostics. Coimbra et al. [20] identified
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three species of Heleobia snails (H. piscium, H. parchappei, and H. davisi), which were later
found to harbor N. risticii in snails, trematodes, and naturally infected horses [20].

Although several molecular studies have reported the presence of Neorickettsia DNA
in different hosts, only four species have been fully characterized: N. sennetsu [21], N.
helminthoeca [22], N. risticii, and a newly isolated species, N. findlayensis, which causes a
disease similar to EN in horses in eastern Ontario, Canada [23].

Regarding diagnosis, cell culture isolation of Neorickettsia spp. from horses affected
by Equine Neorickettsiosis represents a sensitive diagnostic method [23, 24]. However, due to
technical, economic, and time constraints, the most used method for confirming the diagnosis
is the Nested PCR assay, detecting the agent in fecal samples, intestinal content, buffy coat, or
whole blood [25-27].

Epidemiological evidence suggests EN remains underdiagnosed in Brazil, necessitating
routine investigations into equine enterocolitis. The disease limits Crioulo horse breeding due
to economic losses from treatment and mortality [7,19]. Given the phylogenetic relevance of
N. risticii in southern Brazil, this study aimed to sequence the 16S rRNA gene and compare
findings with GenBank™ sequences to enhance knowledge on its distribution and genetic

diversity.

1032. Materials and methods

1042.1 Ethical approval

105
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108

The study protocol was approved by Universidade Federal de Pelotas Animal Care
and Use Committee (Aproval number 121/2023/CEUA/REITORIA, Process number
23110.005607/2023-39; Approval date: 16 June 2023).

2.2 Collection of blood and environmental samples
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Approximately 5.0 mL of blood was collected from 10 field-raised horses (n= 10)
presenting clinical signs compatible with EN. The animals were attended to and hospitalized
at the Veterinary Clinical Hospital of the Federal University of Pelotas (HCV-UFPel) between
February 2022 and March 2023. Samples were stored in EDTA tubes and kept at 4°C until
genomic DNA extraction. The main inclusion criterion was a positive result in the Nested PCR
test, confirming the amplification of a 529 bp fragment corresponding to the N. risticii gene
[28].

Simultaneously, 28 asymptomatic horses (n= 29) from a property with a confirmed
positive EN case in the municipality of Rio Grande (RS) were analyzed. These animals were
tested three days after the detection of the agent in a symptomatic blood sample. To characterize
EN endemism in the region, Heleobia snails were also analyzed by PCR. The snails were
collected from a historically endemic site in Rio Grande (32°12°17.1”’S 52°28°08.9”W) during
February (n=120) and March (n=200) of 2022 (Fig. 1).

The parasitism rate was determined according to Coutinho [29], after counting, the
snails were sorted by size and maintained in petri dishes submerged in chlorine-free water
under artificial light for three days to stimulate cercariae release. Parasitism frequency was
determined by dissecting the mollusks between two glass slides. Shell fragments were
discarded, and the viscera were examined at 8x magnification under a stereomicroscope,
revealing sporocysts or rediae harbored within the hosts [30]. The collected material was
divided into pools, which were subsequently analyzed using Nested PCR.

2.3 Genomic DNA extraction, Nested PCR and sequencing

The laboratory procedures for this study were conducted at the Veterinary Molecular

Biology Laboratory (LaBMol-Vet), located at the Federal University of Pelotas (UFPel), RS,

Brazil. Genomic DNA extraction from buffy coat, whole blood, and macerated pools of soft
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tissues from gastropods were performed using Brazol®, following the manufacturer’s
instructions for each case.

Sample quantification was carried out via spectrophotometry using a Nanodrop Lite
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Polymerase Chain Reaction (PCR)
was the diagnostic technique used to amplify a 529 bp portion of the N. risticii 16S rRNA gene
fragment, following the Nested PCR protocol described by Barlough et al. [28].

In the first PCR step, 3 pL of the target DNA and a pair of oligonucleotides (ER-3b:
ATTTGAGAGTTTGATCCTGG, ER-2c: GTTTTAAATGCAGTTCTTGG) were used to
amplify a 599 bp region of the N. risticii 16S rRNA gene. In the second step, 1.5 pL of the first
PCR product was used as a template, and a second pair of internal primers (ER-3a:
CTAGCGGTAGGCTTAAC, ER-2a: CACACCTAACTTACGGG) amplified the internal 529
bp region.

PCR reactions were prepared to a final volume of 50 pL, containing 1U Taqg DNA
Polymerase (Ludwig Biotecnologia, Porto Alegre, RS, Brazil), 20 pL Tris-HCI (pH 8.4), 50
uL KCl, 400 uL ANTP, 1.5 pL MgClz, 40 pmol of each primer, and DNAse/RNAse-free water
(gsp 50 pL). Nuclease-free water served as negative control, while no positive control was
used; genetic sequencing of amplified samples confirmed the results.

Both PCR stages were conducted under the same temperature and time conditions:
initial denaturation at 94°C for 5 minutes, followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 1
minute, annealing at 60°C for 2 minutes, and elongation at 72°C for 1.5 minutes. A final
extension was performed at 72°C for 7 minutes in a 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Waltham, Massachusetts, USA). After cycling, the temperature was lowered to 4°C until the
material was processed or stored under refrigeration.

The PCR products were analyzed by 1.5% agarose gel electrophoresis stained with

ethidium bromide (2 pL per 100 mL). A volume of 20 pL of the PCR product mixed with 4
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ML of loading buffer (40% sucrose, 0.06% bromocresol blue) was loaded and run at 100V for
60 minutes using 1X TBE buffer as the running solution. The amplified products were
visualized under UV light (MacoVue, UV-25 Hoefer), and band sizes were determined by
comparison to a 100 bp molecular weight marker (Ludwig Biotecnologia, Porto Alegre, RS,
Brazil). Amplified bands were excised from the gel using sterile scalpel blades, weighed, and
placed into labeled 2.0 mL polypropylene tubes.

Positive samples were purified using the Gel DNA Purification Kit (MEBEP
Bioscience, Shenzhen, China). The 16S rRNA gene was processed using the ABI PRISM
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) and sequenced on a
3730xI DNA Analyzer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).
Electropherograms in AB1 format were manually verified using the MEGA software version
11 [31]. Forward and reverse sequences were assembled into consensus sequences and
subsequently aligned.

Eight sequences were submitted to GenBank™ under accession numbers OR352967.1,
OR079487.2, OR079489.2, OR079491.2, OR079493.2, OR079495.2, OR079497.2, and
OR079499.2. Multiple sequence alignment was performed using the Clustal W tool,
incorporating representative N. risticii 16S rRNA sequences (Appendix A: Supplementary
material). The sequence data retrieved from GenBank™ are summarized in Table 1, detailing
ID, base pair count, definition, authors, title, species, date, and location.

The "Find Best DNA/Protein Model™ tool was applied to determine the best substitution
model, identifying the K2 (Kimura-2 parameter) + G (Gamma distribution) model with the
lowest Bayesian Information Criterion (BIC) score, thus describing the optimal substitution
pattern for the analyzed sequences. Finally, a Nearest-Neighbor-Interchange (NNI)
phylogenetic tree was constructed with 1,000 bootstrap replicates based on the 16S rRNA gene

alignment.
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3. Results

Out of a total of 10 horses hospitalized under suspicion of Potomac Horse Fever (PHF),
four (40%) amplified the 529-bp 16S rRNA gene fragment, characteristic of Ehrlichia,
Anaplasma, and Neorickettsia, while all asymptomatic animals (n=28) tested negative in the
PCR assay. The environmental samples tested showed parasitism rates of 23.13% and 40.5%,
however were negative for the presence of N. risticii. All PCR products of the 16S rRNA gene,
compatible with the genus Rickettsiales when analyzed under ultraviolet light transillumination
(Fig. 2), were re-amplified, and the resulting amplicons were purified and sequenced.

All positive samples were successfully sequenced by Sanger and deposited in
GenBank™ under the following accession numbers: Pampa (OR352967.1), Milonga 1 and 2
(OR079487.2 and OR079489.2), Corsario 1, 2, and 3 (OR079491.2, OR079493.2, and
OR079495.2), and Raposa (OR079497.2 and OR079499.2). These sequences are described as
"partial N. risticii 16S rRNA gene fragments from Rio Grande do Sul" and serve as the
foundation for phylogenetic studies in subsequent research. The phylogenetic relationship
among the samples analyzed in this study is illustrated in Fig. 3.

The phylogenetic analysis of N. risticii based on 16S rRNA highlighted the formation
of three main clusters sharing a common ancestor. In the phylogenetic dendrogram, the eight
samples sequenced in this study remained grouped within the same cluster alongside positive
N. risticii samples from other N. risticii sequences originating from South America. These
included blood samples from equines (Rio de Janeiro, Brazil) and bats (Buenos Aires,
Argentina), also deposited in GenBank™. The similarity percentage among the samples
identified in this study ranged from 97.6% to 99.2%. The reference sample used for this

analysis was OR079499.2 (Fig. 4).
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When compared with other samples from South America analyzed in this study, a
similar percentage ranging from 92.9% to 100% was detected, using a sample from Rio de
Janeiro (MK760556.1) as the reference (Fig. 5).

The phylogenetic analysis based on the KX462531.1 sequence revealed that the N.
risticii samples from this study showed similarity with other samples, ranging from 87.8% to
90%. The percentage of identity between the samples sequenced in this study and those selected

for the construction of the phylogenetic tree ranged from 84.5% to 96.7% (Fig. 6).

2144. Discussion
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The present study confirms the circulation of N. risticii among horses in southern Rio
Grande do Sul, as 40% of symptomatic animals (4/10) were found to harbor the agent in blood
samples analyzed by Nested PCR. These findings are consistent with those of Coimbra et al.
[32], who detected N. risticii in 42.8% (3/7) of horses using the same test. Mott et al. [24]
emphasize that PCR is a reliable test for detecting active infections: positive results indicate
the presence of N. risticii DNA in the sample, and in animals with clinical signs, confirms the
hypothesis of infection.

This technique is considered the most suitable for rapid and accurate diagnosis of active
infections and is as sensitive as cell culture for detecting the pathogen responsible for Potomac
Horse Fever (PHF). According to Pusterla et al. [27] and Kanter et al. [33], Polymerase Chain
Reaction based on the 16S rRNA gene provides a sensitive diagnostic test due to the conserved
nature of the 16S rRNA gene among strains and the lack of cross-reactivity with other
Rickettsia, increasing the reliability of the results presented in this study.

Coimbra et al. [20] suggest that horses raised in floodplain areas have greater exposure
to environments potentially infected by trematodes that may carry the agent. However,

asymptomatic horses tested negative in molecular assays, possibly due to acquired immunity
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in animals born in endemic areas. Dutra et al. [7] indicate that although the species is generally
susceptible to the disease, the more severe form tends to occur in horses newly introduced to
these areas compared to native ones. Additionally, Coimbra et al. [32] noted that in properties
with extensive farming systems, the identification of symptoms is usually performed by field
workers, which may lead to mild manifestations of the disease going unnoticed.

Coimbra et al. [19] identified gastropods of the Heleobia genus as carriers of
Parapleurolophocercous cercariae, which in turn harbored N. risticii on a property near Lagoa
Mirim, where PHF cases were confirmed. In this study, environmental snail collections
conducted in an endemic location during the Southern Hemisphere summer showed higher
parasitism rates of 23.13% and 40.5% compared to 19.35% observed during the same season
by Coimbra et al. [32]. However, N. risticii was not detected in these samples, suggesting a
low prevalence of the bacterium in snails, even in areas with a history of PHF in horses. Pusterla
et al. [27] argue that the percentage of infected snails may be influenced by various biological
factors, such as the type, maturity stage of the snail and trematodes, as well as the time of year
and region studied. Thus, this study does not rule out the possibility of N. risticii presence in
snails, as the data highlight the need for further research with a larger number of samples.

The present study demonstrated that the selected region is highly similar to other
specimens of N. risticii, whose sequences are available in GenBank™, indicating that this
region is highly conserved in N. risticii. This suggests a close relationship with other members
of the genus Neorickettsia, including N. sennetsu and N. helminthoeca, whose close association
implies that these bacteria share a common evolutionary history. Furthermore, phylogenetic
analysis revealed genetic similarity among N. risticii strains in South America, which could
have positive implications for diagnosis, treatment, and, in the future, the development of a
local vaccine for Potomac Horse Fever (PHF). Based on the 16S rRNA fragment sequencing

results from N. risticii samples in this study, it was possible to obtain the phylogenetic
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classification and confirm a genetic similarity of 87.8% to 90% with N. helminthoeca.
Phylogenetically, N. findlayensis is more divergent from N. risticii than N. sennetsu, the
causative agent of Sennetsu Neorickettsiosis in humans [23].

The genetic similarity results among local samples obtained in this study align with the
findings of Paulino et al. [10], where Brazilian samples showed no genetic variation among
themselves but differed from North American strains. Previous studies have reported
geographical segregation within the United States, indicating that sequences from California
and Oregon were distinct from those from Ohio, Maryland, Pennsylvania, and Buenos Aires,
which formed their own cluster [24, 33, 34].

Sequencing a greater number of regional and national samples will be critical not only
for confirming definitive diagnoses but also for characterizing isolates found in different
regions of Brazil. This would enable the development of diagnostic techniques using native
materials and the design of oligonucleotide primers based on sequences from Brazilian samples
rather than relying solely on North American, Asian, or European sequences. Additionally,
studying the presence and genetic characterization of Brazilian isolates would help identify
proteins encoded by these genes, which could serve as candidates for immunodiagnostic
research.

Thus, a molecular characterization of Ehrlichia agents found in samples from various
vectors, combined with a larger number of samples isolated from different natural and wild
hosts across diverse regions of Brazil, could provide a more comprehensive and definitive
molecular characterization. This would facilitate the analysis of antigenic variants.

To the best of our knowledge, these are the first genetic sequences of N. risticii obtained
from blood samples of horses in Rio Grande do Sul. Considering that phylogenetic trees are
widely accepted evolutionary models, often based on amino acid or DNA sequences [35], and

are used to understand the origin and evolution of existing and even extinct species, we initiated
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the study of phylogenetic relationships of N. risticii in southern Brazil. This effort enhances
the current understanding of the distribution and heterogeneity of this agent, guiding future
research and establishing directives for the eventual isolation of this bacterium. Proteomic
studies are necessary to advance the development of a national immunogen that could meet the
demand of herds regularly affected by this disease.

Additionally, regular environmental sampling and analysis to update data on the
parasitism and infection rates of snails and trematodes throughout different seasons, combined
with serological monitoring of herds in endemic regions, could help prevent disease outbreaks
or accelerate responses to early symptoms in animals introduced to high-risk areas, reducing
disease severity and economic losses.

5. Conclusion

PCR-negative results for asymptomatic horses and snails from endemic areas highlight the
need for a larger sample size to update data on parasitism in snails and contamination with N.
risticii. Limited research on Potomac Horse Fever (PHF) in Brazil, especially regarding equine
enterocolitis, emphasizes the importance of incorporating molecular diagnosis (Nested PCR)
to confirm N. risticii presence in horses, allowing for quicker treatment of symptomatic
animals. This is crucial for preventing economic losses in regions like Rio Grande do Sul,
where the bacterium circulates. Genetic sequencing of N. risticii-positive samples from
southern Brazil has begun, revealing close phylogenetic similarities with isolates from Brazil,

Argentina, the United States, and Canada.
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ID bp Definition Authors Title Species Date Local
529 Uncultured Neorickettsia sp. clone Pampal Martins, K.R. et DG e SEYUETETE Neo_rlck?ttsm IEUTE S -
OR352967.1 b " i i rRNA isolated from horse blood in Rio Grande do Sul,  Equus caballus 01/08/2023  RS-Brasil
p 16S ribosomal RNA gene, partial sequence al. Brazil
597 Neor!cket_tsia_ris_ti_c_ii isolate ) Martins. K.R. et Detecti_on and sequencing of Neo_rick?ttsia risticiil6s _
OR079487.2 bp Neoriketsia_risticii_ ER2A_Milongal 16S al R rRNA isolated from horse blood in Rio Grande do Sul,  Equus caballus 29/06/2023  RS-Brasil
ribosomal RNA gene, partial sequence ' Brazil
531 Neor!cket_tsia_ris_ti_c_ii isolate ) Martins. K R. et Detecti_on and sequencing of Neo_rickfettsia risticiil6s _
ORO079491.2 bp Neoriketsia_risticii ER2A Corsariol 16S al LR rRNA isolated from horse blood in Rio Grande do Sul,  Equus caballus 29/06/2023  RS-Brasil
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529 Neor!cket_tsia_ris_tigii isolate Martins. K R. et Detecti_on and sequencing of Neo_rick_ettsia risticiilés _
ORO079497.2 bp Neoriketsia_risticii_ER2A_Raposal 16S al LR rRNA isolated from horse blood in Rio Grande do Sul,  Equus caballus 29/06/2023  RS-Brasil
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533 Neor!cket_tsia_ris_tigii isolate Martins. K R. et Detecti_on and sequencing of Neo_rickgttsia risticiilés _
OR079499.2 bp Neoriketsia_risticii ER2A Raposa2 16S al R rRNA isolated from horse blood in Rio Grande do Sul,  Equus caballus 29/06/2023  RS-Brasil
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597 Neor!cket_tsia_ris_tigii isolate ) Martins. K R. et Detecti_on and sequencing of Neo_rickgattsia risticiil6s _
ORO079493.2 bp Neoriketsia_risticii_ER2A _Corsario2 16S al LR rRNA isolated from horse blood in Rio Grande do Sul,  Equus caballus 29/06/2023  RS-Brasil
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OR079489.2 bp Neoriketsia_risticii ER2A_Milonga2 16S al LR rRNA isolated from horse blood in Rio Grande do Sul,  Equus caballus 29/06/2023  RS-Brasil
ribosomal RNA gene, partial sequence ' Brazil
538 Neor!cket_tsia.ris_tigii isolate ) Martins. K R. et Detecti_on and sequencing of Neo_rickgttsia risticiil6s _
OR079495.2 bp Neoriketsia_risticii_ER2A_Corsario3 16S al e rRNA isolated from horse blood in Rio Grande do Sul,  Equus caballus 29/06/2023  RS-Brasil
ribosomal RNA gene, partial sequence ' Brazil
. o . - . Isolation and Molecular Analysis of a Novel -
MH476282.1 é405 l\_leorlckett5|a [ ST AT 15 UEIONTTEEL, Neorickettsia Species That Cayuses Potomac Horse horse blood 13/08/2020 Ol =
p ribosomal RNA gene, partial sequence O.etal. Fever USA
MK760556.1 é322 Neorickettsia risticii isolate 001 16S Paulino, P.G. et First molecular detection of Neorickettsia risticii in Equus caballus 13/04/2019  RJ— Brasil
p ribosomal RNA gene, partial sequence al. horses from the state of Rio de Janeiro, Brazil
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oL bp RNA gene, complete etal. Alphaproteobacteria; Rickettsiales; Anaplasmataceae; Catils s sl s LERILT L8
Neorickettsia
. R . . . . — . L Buenos
1309 Neorickettsia risticii strain 812 16S ribosomal  Cicuttin, G.L et  Phylogenetic characterization of Neorickettsia risticii . A :
KX001784.1 bp RNA gene, partial sequence al. detected in bats Tadarida brasiliensis, Buenos Aires Tadarida brasiliensis 17/07/2016  Aires,
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Fig. 1. South American map, with a highlight for Brazil, the State of Rio Grande do Sul, in Southern Brazil and the location of the study

highlighted in red.
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Fig. 2. Agarose gel electrophoresis. The 529-bp PCR product of Neorickettsia risticii DNA. Note: 01 — Negative Control; 02 — Horse 01; 03 —

Horse 02; 04 — Horse 03; 05 — Horse 04; 06 — Molecular Weight Marker.

61



62

KX462531.1_Neorickettsia helminthoeca
_'E 0OK035564.1_0Oligoryzomys flavescens_Argentina
JX125043.1_Tadarida brasiliensis_Argentina
MH476282.1_Neorickettsia findlayensis Fin17
l_: MHA476283.1_Neorickettsia findlayensis Tom16
M73219.1_Neorickettsia sennetsu

AF206300.1_California_EUA
AF036654.1_California_EUA

AF036653.1_"Eclipse”_Pennsylvania_EUA
'—|E AY005439.1_Ohio_EUA

AF380257.1_Pennsylvania_EUA
I— AF295572.1_California_EUA

AF295566.1_California_EUA
AF206303.1_California_EUA

OR079499.2_Raposa2
'_'_' OR079493.2_Corsario2

OR079487.2_Milonga1l
OR079497.2_Raposal

[ OR079489.2_Milonga2
OR079495.2_Corsario3
OR079491.2_Corsariol

ol P

MK760556.1_Rio de Janeiro
MK760557.1_Rio de Janeiro
MK760558.1_Rio de Janeiro
KX001784.1_Tadarida brasiliensis_Argentina

MK760559.1_Rio de Janeiro
MK760560.1_Rio de Janeiro
- AF179351.1_Shasta River_EUA

Rio Grande do Sul

Fig. 3. Phylogenetic analysis. Neorickettsia risticii based on 16S rDNA sequence comparison. GenBank™ accession numbers are indicated

alongside the sample names. The evolutionary history was inferred using the Maximum Likelihood method and the Kimura 2-parameter model.
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1 ORO79499.2_Raposa2 100.0% |100.0%
2 OR352967.1_Pampa 99.2%
3 OR@79489.2_Milonga2 99.6%
4 ORO79487.2_Milongal 98.9%
5 OR@79497.2_Raposal 99.2%
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7 OR@79493.2 Corsario2 98.9%
8 ORO79491.2 Corsariol 99.6%
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Fig. 4. Percentage of similarity. Neorickettsia risticii similarity among the samples sequenced in the present study, originating from Rio Grande do

Sul, is highlighted in red using the OR079499.2 sample as the reference. Obs. Reference sequence (1): OR079499.2 Raposa2. Identities normalized

by aligned length. Colored by identity.
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Fig. 5. The percentage of similarity. Neorickettsia risticii similarity between samples from South America, using sample MK760556.1 as reference,

is marked in red.1 Obs. Reference sequence (1): MK760556.1 Rio de Janeiro. Identities normalized by aligned length. Colored by identity.



cov pid > ) | - o : o . 80
1 KX462531.1 Neorickettsia 100.0% [100.0% meeemeeee—————— Tl
79499.2_Raposa2 38.4% | 87.8%| - ---TCTAGCGGTAGGCTTAACACATGH AG) m

3 OR@79489.2_Milonga2 38.3% | 89.1% - ---TCTAGCGGTAGGCTTAACACATG AG

OR@79487.2_Milongal 38.1% | 89.4% - ----CTAGCGGTAGGCTTAACACATGCARGYICGAACEGAALCAGRGCLECY
5 OR79497.2_Raposal 38.1% | 89.2% B TCTAGCGGTAGGCTTAACACATG CA Tl
6 OR@79495.2_Corsario3 38.5% 88.7% - -GATTTCTAGCGGTAGGCTTAACACATG! cnx
7 OR@79493.2_Corsario2 38.0% | 89.2% T TCTAGCGGTAGGCTTAACACATG CA
8 OR@79491.2 Corsariol 38.3% 89.3% T TCTAGCGGTAGGCTTAACACATG
9 MHA76282.1_Neorickettsia 99.9% | 89.6% - CTCAGAACGAACGCTCCCGGTAGGCTTAACACATG
10 MH476283.1_Neorickettsia 99.9% | 89.6% - CTCAGAACGAACGCTCCCGGTAGGCTTAACACATG
11 M73219.1_Neorickettsia 99.1% | 90.5% e
12 MK76@556.1_Rio_de_Janeiro 99.8% | 95.2% -
13 MK760559.1_Rio 99.8% | 95.2% B
14 MK760560.1_Rio 99.9% | 94.9% -
15 JX125043.1_Tadarida 23.0%] 96.7% e
16 MK760557.1_Rio 98.9% | 95.5% -
17 MK760558.1_Rio 98.3% | 95.5% -
18 KX001784.1_Tadarida 98.9% | 95.5% -
19 0K@35564.1_0ligoryzomys 23.0%| 96.7% B T et
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Fig. 6. Percentage of similarity. Neorickettsia risticii similarity among all samples from this study is highlighted in red, using the Neorickettsia
helminthoeca sample (KX462531.1) as the reference. The eight samples sequenced in the present study are highlighted in blue. Obs. Reference

KX462531.1 N. helminthoeca.



4 Consideracdes Finais

Essa pesquisa buscou relacionar os sinais clinicos apresentados por equinos
sob suspeita de NE com parametros bioquimicos e hematoldgicos apresentados por
eles, bem como a realizacdo do diagnostico definitivo da doenca, que, a partir da
analise da Nested PCR, associada ao sequenciamento genético, permitiu a
confirmagdo dos amplimeros nas amostras de N. risticii encontradas infectando
equinos sintomaticos. Esse resultado evidencia a possibilidade de diagnosticar a NE
pela analise de amostras sanguineas, utilizando a Nested PCR, além de confirmar
sua circulacdo no extremo Sul do RS — Brasil.

O sequenciamento de amostras de Neorickettsia risticii oriundas do extremo
Sul do Brasil realizado neste estudo, enriquece o pequeno grupo de sequéncias
brasileiras ja depositadas no Genbank™ e o agrupamento filogenético do fragmento
do gene 16S rRNA permitiu iniciar uma caracterizacao parcial da espécie N. risticii
cujas amostras apresentaram estreita similaridade entre si e com as demais regides
do Brasil, Argentina, Estados Unidos e Canada. Espera-se que o estudo filogenético
iniciado possa trazer subsidios para futuras investigacfes sobre o impacto causado
devido a presenca deste agente para saude animal no plantel equino brasileiro.

Além disso, a auséncia de gastrépodes e cavalos assintomaticos positivos para
Neorickettsia risticii ndo descarta a circulagdo deste agente na populagdo dos
invertebrados e equinos presentes na regiao do estudo, uma vez que evidéncias
moleculares indicam a existéncia do patdégeno nesta localidade.

A realizacdo de acompanhamento soroldgico periédico das manadas oriundas
de regides endémicas, possibilitaria a delimitacdo de areas de risco, tornando-se
medida profiladtica ao aparecimento de novos casos, principalmente ao introduzir
animais a propriedade.

Estudos complementares com maior amostragem, testagem pareada de
amostras de sangue e fezes se fazem necessarios para que seja possivel aumentar
a sensibilidade e especificidade do teste, sequenciando e comparando as cepas
encontradas com aquelas ja existentes, possibilitando uma melhor compreensao da
distribuicdo geogréfica e prevaléncia da Neorickettsia spp., causadora da

Neorickettsiose Equina.
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Isolar e caracterizar amostras de N. risticii de diversas localizacdes geograficas
pode colaborar no desenvolvimento de medidas preventivas mais eficazes.

Compreende-se como relevante que a partir desta pesquisa, futuras
investigacbes abrangendo mais espécimes analisem a sensibilidade e especificidade
no diagnostico da NE através de PCR em tempo real, tornando o diagndstico
molecular uma rotina, aumentando a velocidade de entrega de resultados e dando
inicio a pesquisa na area protedbmica (p51) no Rio Grande do Sul, objetivando o
desenvolvimento da primeira vacina brasileira, desenvolvida a partir de cepas locais,
préprias da regido acometida, que seja eficaz e imunize as manadas em areas de
potencial risco. A inclusdo de antigenos imunoprotetores, derivados de espécies de
Neorickettsia oriundas da mesma localidade, possibilita 0 aumento da eficacia de
vacinas contra a NE.

Este trabalho relata os primeiros sequenciamentos genéticos desenvolvidos a
partir de amostras de origem equina no extremo sul do Brasil, e demarca o inicio dos
estudos filogenéticos de N. risticii nessa regido. Possibilitou a realizacdo do
diagnéstico da NE, bem como a verificacdo de similaridade existente entre as
amostras coletadas e cepas de outras regides do mundo. Porém, mais estudos
periodicos e com amostragens maiores sSdo necessarios para elucidar a real
ocorréncia da NE no RS, além da importancia em analisar equinos de outras regides
do estado e determinar fatores e regifes relacionadas a ocorréncia de contaminagao
por N. risticii.

Os resultados aqui obtidos proporcionaram conhecimentos importantes, que
contribuem para o esclarecimento da etiologia e epidemiologia do da NE no RS. As
informacdes obtidas servem de base para nortear novas pesquisas cientificas
voltadas a estudos epidemioldgicos, clinico-patolégicos e terapéuticos. O trabalho
colaborou para a disponibilizacdo e ado¢do de técnicas moleculares para fins de
pesquisa nha UFPel-RS. A execuc¢ao do projeto contribuiu ainda para o treinamento e
capacitacdo na técnica de sequenciamento de amostras de DNA, possibilitando
avangos importantes no conhecimento cientifico sobre a natureza dos

microrganismos.
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Anexo A - Parecer da Comissao de Etica no Uso de Animais

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito da administragdo precoce de omeprazol
associado a anti-inflamatério ndo esteroidal em equines”, registrada com o n® 23110.021700/2021-29,
sob a responsabilidade de Carlos Eduardo Wayne Nogueira - que envolve a produgio, manutengio ou
utilizagdo dc animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11,794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua exccugio
pela Comissio de Etica no Uso de Animais, em reunido de 15 de setembro de 2021.

Finalidade ( x ) Pesquisa ( ) Ensino
{Inicio = 01/ 10V 2021
Vigéncia da autorizagio
Término = 01/ 11/ 2023
Espéciclinhagem/raga Equina / SRD
IN® de animais 24
Idade 1 =4 anos
12 machos
Sexo
12 fémeas
: Centro de Ensino ¢ Experimentagio Animal da Palma -
Prigam UFPel .

Codigo pers cadastro n® CEUA 021700/2021-29



Anexo B - Sequéncias Genbank™

AMERICA DO SUL:

BRASIL:

RS:

OR 352967
OR 079487
OR 079489
OR 079491
OR 079493
OR 079495
OR 079497
OR 079499

RJ:

MK 760556
MK 760559
MK 760560
MK 760557
MK 760558

ARGENTINA:

JX 125043 (argentine N. risticii)
KX 001784 (Buenos Aires)

OK 041503 (Buenos Aires)

AMERICA DO NORTE:

EUA:

CP 001431 lllinois strain
NC_013009.1 lllinois
NRO74389 lllinois

AF 380257 Ohio
AY 005439 Ohio
AF 036653 Pensylvania

CANADA:
NZ_CP047224 (N. findlayensis Finl17)

N. sennetsu:

M73219 Miyayama Japan
NR044746 Miyayama Japan
NR074386 Miyayama Japan

N. helminthoeca
KX462531 Georgia USA
NZ_CP00748.1 Oregon



Anexo C - Sequéncias Genbank™ de Amostras Utilizadas na Construc&o da Arvore Filogenética

ID bp Definicao Autores Titulo Espécies Data Local
Uncultured Neorickettsia sp. clone | Martins, K.R., Silva, Detection and sequencing of Neorickettsia
OR352967.1 | 529 bp Pampal 16S ribosomal RNA gene, | J.G., Cunha, R.C., risticiil6s rRNA isolated from horse blood in Rio Equus caballus 01/08/2023 | RS- Brasil
partial sequence Schuch, L.F.. Grande do Sul, Brazil
mgg::ﬁgsstitzliigzgﬁ"IIESSIZEXeMiIongal Martins, K.R., Silva, I?et_e_c_tion and S(_equencing of Neorickettsia_ _ _
ORO079487.2 | 527 bp . — = i J.G., Cunha, R.C., risticiil6s rRNA isolated from horse blood in Rio Equus caballus 29/06/2023 | RS- Brasil
16S ribosomal RNA gene, partial Schuch, L.F Grande do Sul, Brazil
sequence T '
mggzigestitzlarigzgﬁnIIESF(QJIZ?AteCorsario Martins, K.R., Silva, Det‘e‘(_:tion and S(_aquencing of Neorickettsia_ ‘ _
ORO079491.2 | 531 bp L= — — . J.G., Cunha, R.C., risticiil6s rRNA isolated from horse blood in Rio Equus caballus 29/06/2023 | RS- Brasil
1168 ribosomal RNA gene, partial | S0y F Grande do Sul, Brazil
sequence T '
“28::E2te§zla:i2;gﬁllllzsglzi}\eRaposal Martins, K.R., Silva, I?et_e_(_:tion and S(_aquencing of Neorickettsia_ _ '
OR079497.2 | 529 bp : — = - T J.G., Cunha, R.C., risticiil6s rRNA isolated from horse blood in Rio Equus caballus 29/06/2023 | RS- Brasil
16S ribosomal RNA gene, partial Schuch, L.F Grande do Sul, Brazil
sequence T '
miggiz?stitzlarigzgﬁnIIESF(;IZ&}AteRaposaZ Martins, K.R., Silva, Detection and sequencing of Neorickettsia
OR079499.2 | 533 bp . — = - T J.G., Cunha, R.C., risticiil6s rRNA isolated from horse blood in Rio Equus caballus 29/06/2023 | RS- Brasil
16S ribosomal RNA gene, partial | g/ o) Grande do Sul, Brazil
sequence T '
mggz%testit:\larigzgﬁuIIESF(Q)lzaAteCorsario Martins, K.R., Silva, Detection and sequencing of Neorickettsia
OR079493.2 | 527 bp = ey y ; J.G., Cunha, R.C., risticiil6s rRNA isolated from horse blood in Rio Equus caballus 29/06/2023 | RS- Brasil
2 16S ribosomal RNA gene, partial | g0 ) ¢ Grande do Sul, Brazil
sequence T '
“igzﬁzgitzliigzgﬁuIIESIgIZi}\eMiIongaZ Martins, K.R., Silva, Detection and sequencing of Neorickettsia
OR079489.2 | 531 bp . — = - J.G., Cunha, R.C., risticiil6s rRNA isolated from horse blood in Rio Equus caballus 29/06/2023 | RS- Brasil
16S ribosomal RNA gene, partial Schuch, L.F Grande do Sul, Brazil
sequence T '
“igz%?stitzliigzgﬁuIIESFgIZaAteCorsario Martins, K.R., Silva, Det‘e‘c_tion and sgquencing of Neorickettsia_ ‘ _
OR079495.2 | 538 bp L= — — . J.G., Cunha, R.C., risticiil6s rRNA isolated from horse blood in Rio Equus caballus 29/06/2023 | RS- Brasil
3 16S ribosomal RNA gene, partial | g\ | F Grande do Sul, Brazil
sequence T '
Teymournejad, O., Lin,
Neorickettsia findlayensis strain M., Bekebrede, H., Isolation and Molecular Analysis of a Novel
MH476282.1 | 1405 bp | Finl7 16S ribosomal RNA gene, Kamr, A., Toribio, R.E., | Neorickettsia Species That Causes Potomac horse blood 13/08/2020 | Ohio — USA
partial sequence Arroyo, L.G., Baird, Horse Fever
J.D.; Rikihisa, Y.
Paulino, P.G., Santos,
Neorickettsia risticii isolate 001 16S | H.A., Baldani, C.D., First molecular detection of Neorickettsia risticii in
MK760556.1 | 1322 bp | ribosomal RNA gene, partial Guimaraes, A, Equus caballus 13/04/2019 | RJ — Brasil

sequence

Massard, C.L., Oliveira,
R.R., Almosny, N.R.

horses from the state of Rio de Janeiro, Brazil




Neorickettsia risticii isolate 004 16S

Paulino, P.G., Santos,
H.A., Baldani, C.D.,

First molecular detection of Neorickettsia risticii in

MK760559.1 | 1322 bp | ribosomal RNA gene, partial Guimaraes, A, horses from the state of Rio de Janeiro. Brazil Equus caballus 13/04/2019 | RJ — Brasil
sequence Massard, C.L., Oliveira, ’
R.R., Almosny, N.R.
Paulino, P.G., Santos,
Neorickettsia risticii isolate 005 16S | H.A., Baldani, C.D., . . . e
MK760560.1 | 1328 bp | ribosomal RNA gene, partial Guimaraes, A., Egrssterg?:E?#It?]red;z(étlgfn;igNdio‘]r::eeitrtglaBrr':;'ﬁ iHin Equus caballus 13/04/2019 | RJ — Brasil
sequence Massard, C.L., Oliveira, ’
R.R., Almosny, N.R.
Paulino, P.G., Santos,
l\_leorlckett5|a ristic |so|ate_ 002 165 HA, Baldani, C.D., First molecular detection of Neorickettsia risticii in .
MK760557.1 | 1309 bp | ribosomal RNA gene, partial Guimaraes, A., horses from the state of Rio de Janeiro. Brazil Equus caballus 13/04/2019 | RJ — Brasil
sequence Massard, C.L., Oliveira, !
R.R., Almosny, N.R.
Paulino, P.G., Santos,
Neorickettsia risticii isolate 003 16S | H.A., Baldani, C.D., . . ! .
MK760558.1 | 1301 bp | ribosomal RNA gene, partial Guimaraes, A., Egrsstel]cf):ifﬁlti;d;zgffnég'\éiojgrlf;trtg'asrr'asgﬁ tHn Equus caballus 13/04/2019 | RJ — Brasil
sequence Massard, C.L., Oliveira, !
R.R., Almosny, N.R.
Greiman, S.E., Kent, Nanophyetus salmincola, vector of the salmon
Neorickettsia helminthoeca 16S M.L., Betts, J., Cochell, | poisoning disease Bacteria; Pseudomonadota; Canis lupus
KX462531.1 | 1324 bp ribosomal RNA gene, complete D., Sigler, T., Tkach, Alphaproteobacteria; Rickettsiales; familiaris 31/08/2017 | USA
V.V. Anaplasmataceae; Neorickettsia
Neorickettsia risticii strain 812 16S Cicuttin. G.L.. Greiman Phylogenetic characterization of Neorickettsia Tadarida Buenos
KX001784.1 | 1309 bp | ribosomal RNA gene, partial SE T ' | risticii detected in bats Tadarida brasiliensis, brasiliensi 17/07/2016 | Aires,
.E. - rasiliensis )
sequence Buenos Aires Argentina
Neorickettsia sennetsu strain Anderson, B.E., Ehrlichia chaffeensis. a new species associated type strain of
M73219.1 1377 bp | Miyayama 16S ribosomal RNA, Dawson, J.E., Jones, with human ehrlichio’sis P Neorickettsia 13/11/2013 | USA
partial sequence D.C., Wilson, K.H. sennetsu
Uncultured Neorickettsia sp. clone | Cicuttin, G.L., Boeri, Molecular detection of Neorickettsia risticii in Tadarida Buenos
JX125043.1 | 305 bp | M6 16S ribosomal RNA gene, E.J., Beltran, F.J., Gury | Brazilian free-tailed bats (Tadarida brasiliensis) brasiliensis 12/06/2013 | Aires,
partial sequence Dohmen, F.E. from Buenos Aires, Argentina Argentina
Chae, J.S., Pusterla, . - . mayfly nymph
! R . Infection of aquatic insects with trematode I
Neorickettsia risticii 16S ribosomal | N., Johnson, E., . . T (Ephemeroptera, California —
AF295572.1 | 527 bp RNA gene, partial sequence Derock, E.. Lawler, g}e;a:tzggfggiiéaer%\?grEhrllchla risticii, the cause Heptageniidae, 20/08/2010 USA
S.P., Madigan, J.E. Heptagenia)"
Chae, J.S., Pusterla, . . . stoneflynymph
. o . Infection of aquatic insects with trematode PP
AF295566.1 | 527 bp | Neorickettsia risticii 16S ribosomal | N., Johnson, E., metacercariae carrying Ehrlichia risticii, the cause | (71€coPtera, 20/08/2010 | California -
RNA gene, partial sequence Derock, E., Lawler, of Potomac horse fever Perlodidae, USA
S.P., Madigan, J.E. Skwala)
Ehrlichia risticii from horse 1 16S Mott, J., Muramatsu, Y., 'a\llloljz(t:iglﬁ’:’s?er(‘:?slyisr“:st];'r\]lseoICgr(]ieausiﬁf:I(?rtlsCe”sm adult
AF380257.1 | 1448 bp | ribosomal RNA gene, partial Seaton, E., Martin, C., q Y ' horse 1 23/04/2002 | Ohio — USA

sequence

Reed, S., Rikihisa, Y

infected by ingestion of insects, and isolated in
cell culture




Ehrlichia risticii from Caddisfly

Chae, J.S., Pusterla,
N., Johnson, E.,

Infection of aquatic insects with trematode

Caddisfly larvae
(Trichoptera;

California —

AF206303.1 | 527 bp | larvae 16S ribosomal RNA gene, metacercariae carrying Ehrlichia risticii, the cause | ;. NN 03/09/2000
: Derock, E., Lawler, Limnephilidae; USA
partial sequence . : of Potomac horse fever ) '
S.P.; Madigan, J. E Dicosmoecus)
Ehrlichia risticii from Caddisfly CN:he?]%th;gc.)‘nPgsterla, Infection of aquatic insects with trematode California —
AF206300.1 | 1495 bp | larvae 16S ribosomal RNA gene, Dé’rock E I’_av.\;ler metacercariae carrying Ehrlichia risticii, the cause | Caddisfly larvae 03/09/2000 USA
partial sequence C ! of Potomac horse fever
S.P., Madigan, J.E.
AY005439.1 | 1455 bp | ribosomal RNA gene, partial L o gene T shail 01/09/2000 | Ohio — USA
Reed, S, Lin, Y.C., in Virgulate Trematodes from Elimia livescens
sequence e o9 .
Rikihisa, Y. snails in Ohio
Ehrlichia risticii strain Shasta 16S Pusterla, N., Madigan, He[m!nthlc transmlssmn and isolation of Ehrlichia o _ _
- - J.E., Chae, J.S,, risticii, the causative agent of Potomac horse cercariae infected California —
AF179351.1 | 527 bp | ribosomal RNA gene, partial ) : 14/03/2000
sequence DeRock, E., Johnson, fever, by using trematode stages from freshwater | snail USA
q E., Pusterla, J.B. stream snails
Production and characterization of Ehrlichia
Ehrlichia risticii 16S ribosomal RNA | Reubel, G.H., Barlough, | risticii, the agent of Potomac horse fever, from . California —
AF036654.1 | 1443 bp gene, partial sequence J.E., Madigan, J.E. snails (Pleuroceridae: Juga spp.) in aquarium Jugalsnail 15/12/1999 USA
culture and genetic comparison to equine strains
Production and characterization of Ehrlichia
AF036653.1 | 1410 bp Ehrlichia rl_stlcu 16S ribosomal RNA | Reubel, GH Barlough, rlstlpll, the agent _of P(_)tomac horsg fever, from EcIlpse/horse/Pens 15/12/1999 California —
gene, partial sequence J.E., Madigan, J.E. snails (Pleuroceridae: Juga spp.) in aquarium ylvania USA
culture and genetic comparison to equine strains
Neorickettsia risticii isolate R153 ﬁ'ﬁttlﬂéiﬁli’nisﬂvo’ Detection of Neorickettsia sp. in Oligoryzomys Oliqorvzomys 01-FEB-
OK035564.1 | 305 bp | 16S ribosomal RNA gene, partial Lo P flavescens rodent from a protected urban area in goryzomy Argentina
sequence Aristegui, E., Bruno, A., Buenos Aires City (Argentina) flavescens 2022
q Brambati, D., Nava, S. y (A9
Teymournejad, O., Lin,
Neorickettsia findlayensis strain M., Bekebrede, H., Isolation and Molecular Analysis of a Novel horse blood - Ohio - USA —
MH476283.1 | 1405 Tom16 16S ribosomal RNA gene, Kamr, A., Toribio, R.E., | Neorickettsia Species That Causes Potomac "Tom16" 13/08/2020 Canada

partial sequence

Arroyo, L.G., Baird,
J.D., Rikihisa, Y.

Horse Fever




