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PEREIRA, G.Q. Transplante de Microbiota Fecal em Cédes com Gastrenterite
Hemorragica. 2017. 57f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina.

RESUMO

A diarreia esté entre os problemas mais comuns que acometem 0s cdes e em muitos
casos de parvovirose, 0s animais ndo se recuperam a despeito do tratamento. O
tratamento adjuvante com a reposi¢cdo de bactérias intestinais tem sido promissor
em medicina humana e veterinaria. Assim sendo, o objetivo desse trabalho foi
investigar o efeito do transplante de microbiota fecal (TMF) na recuperacgéo clinica
de cées filhotes com diarreia pelo parvovirus canino (CPV). Foram avaliados 66
cdes com diarreia atendidos em dois hospitais veterinarios escola em Londrina,
Parana, Brasil. Todos os animais foram submetidos a terapia convencional para o
tratamento da diarreia e aleatoriamente distribuidos em dois grupos: tratamento
(TMF) e controle (CON). O grupo controle (n=33) recebeu apenas a terapia padréo e
o grupo TMF (n=33) recebeu, adicionalmente, o transplante de microbiota fecal. O
namero de pacientes que recebeu alta hospitalar ou foi a 6bito foi comparado pelo
teste do Qui-Quadrado, e o tempo em dias para melhora clinica em relacdo a
resolucdo da diarreia e o periodo de hospitalizacédo pelo teste de Mann-Whitney. O
transplante foi associado com menor tempo de internamento, devido a melhora
clinica dos animais tratados (p=0,0007). A mortalidade foi numericamente maior
entre os filhotes que ndo receberam o tratamento, ficando em 18,18% (12/33),
comparado com os transplantados na qual foi de 10,6% (7/33), mas nao houve
diferenca estatistica entre os grupos (p=0,174). O TMF mostrou-se uma técnica
segura e eficaz para ser realizada em caes com diarreia por parvovirose, uma vez
que efeitos colaterais associados ao tratamento ndo foram detectados. Futuros
estudos microbiolégicos sdo necessarios para investigar a colonizacdo pelas
bactérias transplantadas.

Palavras chave: Céaes. Microbiota. Fecal. Parvovirus. CPV.



PEREIRA, G.Q. Microbiota transplantation in dogs with hemorrhagic
gastroenteritis. 2017. 57p. Dissertation (Master of Science Candidate in Animal
Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina.

ABSTRACT

Diarrhea is one of the most common problems affecting dogs, and in cases of canine
parvovirus animals do not recover despite treatment. Adjuvant treatment with
intestinal bacterial replacement has been promising in human and veterinary
medicine. The objective of this study was to investigate the effect of fecal microbiota
transplantation on the clinical recovery of puppies with acute diarrhea caused by the
canine parvovirus (CPV). Sixty six puppies with diarrhea were evaluated from two
veterinary teatching hospitals in Londrina, South Brazil. All animals were subjected to
standard therapy for diarrhea and randomly distributed into two groups: treatment
(TMF) and control (CON). Controls (n = 33) received only standard therapy and the
TMF group (n = 33) additionally receive fecal microbiota transplantation. The number
of patients from each group who was discharged or died was compared by the Chi-
Square test and the time in days for clinical recovery adressed by diarrhea resolution
and hospitalization time by the Mann-Whitney test. Transplantation was associated
with shorter hospitalization due to clinical improvement of treated animals (p =
0.0007). Mortality was numericaly higher among animals who did not receive
treatment (12/33; 18.18%) compared to transplanted (7/33; 10.6%), although
comparison of groups was not statistically (p = 0.174). TMF was shown to be a safe
technique to be performed on puppies with parvovirus diarrhea since treatment-
associated side effects were not detected. New microbiological studies are required
in order to better understand colonization by transplanted bacteria.

Key words: Dogs. Microbiota. Faecal. Parvovirus. CPV.
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1 INTRODUCAO

A diarreia esta entre os problemas mais comuns que acometem os caes. No
Brasil ela usualmente é causada por infec¢des virais e um estudo na regido norte do
Parana demonstrou que o parvovirus (CPV-2) é responsavel por mais de 40% dos
casos de diarreia em caes jovens, acometendo principalmente filhotes até seis
meses de idade (SANTOS, 2006). Entretanto, outras causas potenciais Sao
bactérias, fungos, protozoarios, co-infeccdes, alteracdes alimentares, ingestdo de
objetos, parasitas helmintos e doenca imunomediada (GARCIA et al.,, 2000;
GRELLET et al., 2016; WILLARD, 2010). A deteccéo precoce dessas afeccdes pode
evitar retardo no crescimento de filhotes e evolucdo para formas graves da doenca
(GRELLET et al., 2016). Em quadros graves, a referida alteracdo pode levar o
paciente a um estado critico e pode estar relacionada a alta taxa de morbidade e
mortalidade, a exemplo da parvovirose (PINTO et al., 2012; SPIBEY et al., 2008).

O trato gastrointestinal (TGI) de caes é colonizado por imensa populacédo de
microrganismos que sao coletivamente chamados de microbiota, a qual é composta
por bactérias, fungos, virus e protozoarios (SUCHODOLSKI, 2016). Novos métodos
de identificacdo revelaram que a microbiota gastrointestinal de cdes é um
ecossistema extremamente complexo, composto principalmente por centenas de
diferentes espécies bacterianas (SUCHODOLSKI et al., 2009; HANDL et al. 2011;
SWANSON et al., 2011; HAND et al. 2013). Fungos e virus também sdo membros
importantes da microbiota, mas o seu papel na saude e na doenca ainda esta sendo
avaliado (SUCHODOLSKI, 2016).

A microbiota intestinal beneficia o hospedeiro, agindo como barreira de defesa
contra enteropatdgenos, regulando o sistema imune, ajudando na digestao de fibras
complexas, produzindo &cidos graxos de cadeia curta e outros metabolitos que
fornecem suporte nutricional para os enterocitos, estimulando a motilidade
gastrointestinal (SUNVOLD et al. 1995; KARST, 2016).

Esta nova visdo sobre a complexidade da microbiota intestinal e sua relagéo
com o hospedeiro tem estimulado pesquisas, para compreender melhor a
importancia de um ecossistema microbiano equilibrado, para a regulacéo da saude e
da imunidade (SUCHODOLSKI, 2016).

Recentemente, estudos moleculares como o0 sequenciamento de nova

geracdo (SNG) tém avaliado as comunidades bacterianas do TGI canino, e tem
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mostrado a presenca de disbiose intestinal, situacao caracterizada pelo desequilibrio
da microbiota bacteriana intestinal, em cdes com doengcas gastrointestinais
(MINAMOTO et al.,, 2014). Embora tenha sido demonstrado que a inflamacéo
entérica induza a disbiose (CRAVEN et al., 2012), acredita-se que o inverso também
ocorra (DUBOC et al., 2013).

Assim como em humanos, foi demonstrado que cédes com doencas
gastrointestinais agudas e crénicas, incluindo doenca inflamatoria intestinal, estao
associadas com alteragcbes nas comunidades microbianas intestinais
(ALLENSPACH, 2010; HONNOFFER; MINAMOTO; SUCHODOLSKI, 2014). Embora
seja possivel a recuperacdo espontadnea da microbiota, ndo é garantido que ela
ocorra em todos os casos. Varias estratégias podem ser utilizadas para se restaurar
esta microbiota, como por exemplo, o uso de probioticos, prebibticos ou até mesmo
o transplante do ecossistema microbiano inteiro, a partir de fezes de um individuo
sadio, processo este denominado de “transplante de microbiota fecal” (TMF) ou
“bacterioterapia” (GOUGH; SHAIKH; MANGES, 2011).

O TMF visa transferir a microbiota saudavel de um “doador” para o paciente,
aumentando a diversidade, normalizando a estrutura global da comunidade
bacteriana (KHORUTS et al., 2010; FUENTES et al., 2014), e se mostrou promissor
para o tratamento de diarreia crénica em cées, sendo a resposta clinica consistente
com mudanca acentuada no microbioma fecal apds o tratamento (WEESE; COSTA,;
WEBB, 2013). Esta pratica tem sido cada vez mais adotada em seres humanos
acometidos por enterocolites, porém a investigacdo de sua eficacia em medicina
veterinaria ja teve inicio (MURPHY; CHAITMAN; HAN, 2014). No entanto, dados da
literatura que caracterizem a colonizacdo eficaz pela microbiota transplantada séo
escassos (WEINGARDEN et al. 2015).

Em humanos, com infeccéo recorrente por Clostridium difficile, o TMF resultou
em uma rapida recomposicdo da microbiota intestinal, evoluindo de um estado
disbidtico a um estado de normal em dois a trés dias, podendo atingir até 92% de
resolucdo dos casos (GOUGH; SHAIKH; MANGES, 2011; WEINGARDEN et al.,
2015).

Assim sendo, o objetivo geral desse trabalho foi avaliar a eficacia do TMF na

melhora clinica de cdes com gastrenterite hemorragica aguda.
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2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 Microbiota intestinal

Um ecossistema microbiano equilibrado é de importancia crucial para a saude
do hospedeiro, uma vez que proporciona estimulos para o sistema imunoldgico,
ajuda na defesa contra enteropatdogenos e fornece beneficios nutricionais
(SUCHODOLSKI, 20186).

Atualmente, um grande obstaculo para a compreensdo das interacfes
hospedeiro-microbiota em cées € o fato de que a maioria dos estudos avaliando
microbiota em doengas gastrintestinais examinou apenas um Unico momento ou um
pequeno namero de animais doentes (HONNEFFER; MINAMOTO; SUCHODOLSKI,
2014). No entanto, este tipo de analise, € complicado pelo fato de que as
comunidades microbianas sao intrinsecamente dinamicas e afetadas por flutuacoes
diarias dependentes do meio ambiente, da dieta, das atividades e da saude do
hospedeiro, além de fatores genéticos (DETHLEFSEN, 2011; KNIGHTS, 2014,
KARST, 2016).

Nos mamiferos, a microbiota intestinal exerce influéncia marcante no
hospedeiro, tanto durante a homeostase quanto nas doengas (KARST, 2016). Em
seres humanos, foi demonstrado que desempenha papel importante na manutencao
da saude e na patogenia de varias doencas como, por exemplo, obesidade, diabetes
mellitus, alergias, sindrome do intestino irritavel, entre outras (BLASER; FALKOW,
2009; HONNEFFER; MINAMOTO; SUCHODOLSKI, 2014). A estimulacdo do
sistema imune do hospedeiro e a producdo de metabdlitos microbianos sédo
considerados uma das mais importantes forcas motrizes por tras da co-evolucéo de
microbiota com seu hospedeiro (OCHMAN et al., 2010).

2.1.1 Identificagao das bactérias intestinais

O intestino delgado abriga uma mistura de bactérias aerdbicas e anaerdbicas
facultativas, enquanto o intestino grosso € um habitat quase exclusivamente para
anaerobios (SUCHODOLSKI, 2008).

Reconhece-se que a cultura bacteriana ndo é o método mais adequado para
a caracterizagdo de ambientes complexos, tais como o TGI de mamiferos. Apesar da
importadncia da cultura bacteriana em outras situacdes, a maioria das bactérias

intestinais ndo pode ser cultivada com técnicas convencionais. Este método néo
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pode ser usado para quantificar nimero de bactérias totais e também ndo permite a
identificacdo da maioria dos grupos de bactérias. As razbes para a incapacidade de
cultura da maioria das bactérias incluem a falta de conhecimento a respeito de seus
requisitos de crescimento ideais. Atualmente, estima-se que menos de 20% das
bactérias intestinais sdo cultivhveis com técnicas padrdo de laboratorio
(SUCHODOLSKI, 20186).

Enquanto métodos de cultura sado necessarios para caracterizar novas
espécies de bactérias e podem proporcionar melhor resolucédo para a identificacéo
de microrganismos, os métodos de sequenciamento tem sido eletivos para uma
caracterizagcdo mais ampla da microbiota intestinal, mas até o momento nenhuma
técnica padrdo foi boa suficiente para identificacdo da maioria das bactérias
anaerobias residentes no TGI canino (SUCHODOLSKI, 2016).

O SNG de genes 16S rRNA € uma ferramenta Util para avaliar a microbiota
intestinal, visto que fornece uma visdo geral das propor¢coes de todos grupos
bacterianos dentro da microbiota. Devido aos custos e tempo para os resultados,
SNG néo estéa disponivel na rotina diagndstica. E importante observar que 0s grupos
bacterianos com baixa abundéancia, estao tipicamente presentes em uma proporgao
tdo baixa do total de bactérias que podem nao ser identificados mesmo quando séo
empregadas técnicas de alto rendimento. Portanto, para a detec¢do ou quantificacéo
de grupos bacterianos em baixa abundancia é recomendado o uso adicional de
Reacao da Polimerase em Cadeia (Polymerase Chain Reaction - PCR) com primers
especificos (SUCHODOLSKI, 2016).

Atualmente, o uso de hibridacéo fluorescente in situ (FISH: fluorescence in
situ hybridization) é considerado o método mais acurado para a quantificacdo de
grupos bacterianos, porque é baseado em contagens microscépicas ao invés de
amplificagéo de DNA e permite visualizar a localizagdo de bactérias no epitélio, por
exemplo, intracelular, aderidas ou invasivas. Uma desvantagem desta técnica é nao
permitir alto rendimento na andlise de amostras (SUCHODOLSKI, 2016).

Alguns primers habitualmente utilizados e protocolos de PCR subestimam a
presenca de grupos especificos de bactérias, por exemplo, Bifidobacterium spp.
Assim, deve-se ter cuidado quando se comparam resultados quantitativos entre os
estudos que usaram diferentes protocolos de extragdo de DNA para PCR. Em
adicdo a identificacdo de grupos bacterianos, uma pega-chave para a compreensao

do impacto da microbiota sobre a saude gastrointestinal € o de explorar a
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funcionalidade da comunidade microbiana. A anélise metaboldémica pode melhorar a
compreensao das vias metabodlicas complexas, com o objetivo de encontrar novos
biomarcadores para a etiologia, progressdo e tratamento de doencas
gastrointestinais (SUCHODOLSKI, 2016).

2.1.2 Disbiose intestinal

O termo disbiose refere-se as alteracdes nas comunidades bacterianas e
desempenha um papel essencial na patogénese de varias doencas intestinais
(PACKEY; SARTOR, 2009; ROUND; MAZMANIAN, 2009; HALL, 2011). A disbiose
tem sido apontada como um fator de risco para exacerbacdo da inflamacéo
intestinal. Portanto, o restabelecimento da normobiose é um resultado terapéutico
desejado (SUCHODOLSKI, 2016). Essas alteracbes sdao semelhantes a disbiose
observada em seres humanos e em modelos animais de inflamagao intestinal
(SOKOL, 2009; SWIDSINSKI, 2008), sugerindo que as respostas microbianas em
estados inflamatérios intestinais sdo conservadas entre diferentes espécies de
mamiferos. Desta forma, cdes podem servir como modelo para estudar abordagens
terapéuticas para condi¢cdes inflamatérias espontaneas do TGl (HONNEFFER;
MINAMOTO; SUCHODOLSKI, 2014).

Disbiose, incluindo sinais clinicos associados, também pode ser induzida por
administracdo de antibioticos (PEREZ-COBAZ et al., 2013; SUCHODOLSKI, 2016).
Alguns agentes antimicrobianos de amplo espectro, tais como metronidazol,
induzem grandes mudangcas na populacdo bacteriana; estas alteracdes
assemelham-se aos padrdes de disbiose que sdo observados em enterite cronica
(MINAMOTO et al., 2014, 2015; GEVERS et al., 2014).

Mudancas na composi¢cdo da microbiota geram consequéncias funcionais e
imunologicas para o hospedeiro, mas a extensao dessas mudancas dependera da
magnitude e o padrdo de disbiose (isto €, quais grupos bacterianos sao alterados) e
qual localizagdo desta (intestino delgado ou intestino grosso). Um melhor
entendimento destas consequéncias filogenéticas e funcionais pode resultar numa
melhor compreenséo da patogénese da doenca (SUCHODOLSKI, 2016).

Estudos epidemioldgicos em seres humanos tém revelado que disbiose
causada pela administracdo de farmacos, como antibidticos, anti-inflamatorios,
inibidores da secre¢do acida, é um importante fator de risco para algumas doencas
cronicas (GARCIA-MAZCORRO et al., 2012). Exposicéo precoce aos antibioticos na
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infancia estda associada ao desenvolvimento de alergias e obesidade,
presumivelmente devido a disbiose induzida pelo antibiotico (METSALA et al., 2015;
SAARI et al., 2015).

Estes dados iniciais em seres humanos, combinado com a melhor
compreensao das propriedades imunomoduladoras da microbiota intestinal,
sugerem que o diagnéstico e correcdo adequada da disbiose vai se tornar um alvo
terapéutico importante. Isso poderia incluir o uso de dietas e/ou prebioticos
altamente digestiveis, uso de probidtico e agentes antimicrobianos. No entanto,
apenas os dados clinicos atuais, ndo séo suficientes fazer recomendagdes para a
escolha da melhor terapia para padrdes diferentes de disbiose (SUCHODOLSKI,
2016).

2.1.3 Interagdo com virus

Comumente 0s virus entéricos patogénicos interagem com as bactérias
comensais do TGI, podendo haver resultados benéficos ou inibitérios para a
infeccdo. Apesar da discussdo quanto ao uso dos antibiéticos em casos de diarreias
virais, ha relatos de virus entéricos que utilizam as bactérias comensais para
aumentar sua viruléncia. Estes se utilizam de mecanismos que facilitam a infeccéo
viral direta, incluindo a estabilizacdo bacteriana de particulas virais e a facilitacdo da
ligacao viral para acessar as células-alvo prejudicando a resposta imune anti-viral de
um modo indireto. Isto €, alguns virus entéricos se utilizam da microbiota intestinal
para a infeccdo. Embora a influéncia de bactérias comensais na infeccdo com os
virus entéricos tenha sido em grande parte inexplorada até os ultimos anos, esta
rapidamente se tornando claro que a microbiota intestinal tem grande importancia

sobre o resultado de infec¢des por virus intestinais (KARST, 2016).

2.2 Diarreia aguda em caes

Nos cédes, as enterites agudas podem ser ocasionadas por agentes
infecciosos, dietas deficientes, mudancas abruptas na alimentacdo, alimentos
inadequados e parasitas. Na maioria das vezes a causa nao é diagnosticada e, com
excecdo dos quadros mais graves, 0s animais melhoram espontaneamente
(WILLARD, 2010). Tal fato raramente é observado em filhotes, que estdo mais
sujeitos a adquirir doencas virais e apresentam altas taxas de mortalidade nos casos

de infecgéo por parvovirus (JU et al., 2012).
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A terapia sintomética € a mais indicada, com reposicdo de fluidos e
restabelecimento do equilibrio eletrolitico e acido-basico. Uma inflamacéo intestinal
grave pode levar a vomitos, devendo ser adicionado anti-emético na terapia e, nos
casos de parvovirose, tradicionalmente associa-se antibioticos devido a acentuada
leucopenia (WILLARD, 2010).

2.2.1 Diarreia responsiva a antibiotico

Nos seres humanos, supercrescimento bacteriano intestinal € definido como
um aumento da contagem de bactérias no intestino delgado (JOHNSTON, 1999).
Em cées, a existéncia de uma sindrome semelhante esta atualmente em debate
(SUCHODOLSKI, 20186).

Alguns autores estdo usando o termo Diarreia Antibiético Responsiva (DAR),
uma vez que esta responde ao tratamento com antibiético (HALL, 2011). Além disso,
um subgrupo de cdes com DAR parece reagir especificamente a tilosina; o termo
Diarreia Responsiva a Tilosina (DRT) tem sido proposto para este subgrupo
(WESTERMARCK et al., 2005). Atualmente, nenhuma investigacdo diagndstica esta
disponivel que permita uma melhor definicdo destes subgrupos. Nao é claro se estes
cdes tém a mesma sindrome ou se existem subgrupos que poderiam ser
classificados como pequeno supercrescimento bacteriano intestinal, pequena
disbiose intestinal, DRT ou geralmente como DAR.

E importante notar que os distlrbios causados pelas bactérias potencialmente
patogénicas, tais como Salmonella spp., Campylobacter spp., Clostridium
perfringens enterotoxigenico e C. difficile, ndo estdo incluidos neste grupo
(SUCHODOLSKI, 20186).

E dificil de diagnosticar uma pequena disbiose ou uma DAR, ja que cultura a
partir de material colhido ndo € util e estudos moleculares ndo foram relatados.
Portanto, ndo estad claro quais os grupos de bactérias que estdo alterados. A
tentativa diagndstica pode ser feita com base em sinais clinicos, alteragbes nas
concentracdes séricas de cobalamina e folato e terapia com antibioticos. No entanto,
uma vez que doencas causadas por patdégenos intestinais nao identificados podem
responder ao tratamento com antibioticos, uma resposta positiva a terapia nao
necessariamente confirma a presenca de uma pequena disbiose intestinal
(SUCHODOLSKI, 20186).
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2.3 Parvovirose

Parvovirus canino (CPV-2) é um virus DNA fita simples, responsavel por uma
infeccdo aguda causando gastrenterite e leucopenia em cédes jovens, gatos e
carnivoros selvagens, sendo algumas vezes fatal (SPIBEY et al. 2008; DECARO et
al., 2009). E o virus entérico mais importante para caes e parece estar em evolugéo
continua, gerando novas variantes genéticas e antigénicas em todo o mundo
(CASTRO et al., 2010).

O CPV-2 surgiu no final dos anos 1970, causando epizootias em canis e
abrigos de todo o mundo. Logo apo6s a sua emergéncia, o CPV-2 sofreu evolucao
dando origem consecutivamente a duas variantes antigénicas, CPV-2a e CPV-2b
qgue substituiram progressivamente o tipo original. Em 2000, uma nova variante
antigénica, CPV-2c, foi detectada na Itdlia e rapidamente foi se espalhando para
varios paises e outros continentes (CASTRO et al.,, 2010; DECARO et al., 2009;
DECARO; BUONAVOGLIA, 2012; PEREZ et al. 2007; STRECK et al., 2009).

Em caes, as variantes antigénicas, quando comparadas com o CPV-2
original, apresentam maior patogenicidade, tempo prolongado no hospedeiro e sdo
capazes de infectar e causar doencas até mesmo em gatos e espécies selvagens
(DECARO; BUONAVOGLIA, 2012; PEREZ et al., 2007).

O parvovirus canino € um grave patébgeno de caes, responsavel por
ocorréncia de alta morbidade e mortalidade, apesar da disponibilidade de vacinas
seguras e eficazes (SPIBEY et al., 2008).

Um estudo realizado entre abril de 2008 e julho de 2010, reuniu 144 amostras
de fezes de caes com ou sem diarreia de 20 cidades de seis estados do Brasil, com
idade variando entre um més e um ano de vida, identificou 42/144 (29,16%)
positivos para CPV-2 e destes, 30/42 (71,43%) apresentavam gastrenterite
hemorragica (PINTO et al., 2012), demonstrando a alta prevaléncia da doenca em
Nosso pais e a possibilidade de infecgcéo assintomatica.

A emergéncia e ampla disseminagdo de variantes de CPV com diferentes
propriedades epidemiolégicas e antigénicas ndo tem apenas relevancia evolutiva,
mas também representa uma ameaca sanitaria consideravel em todo o mundo
(PEREZ et al., 2007). A deteccéo e caracterizagdo das cepas de parvovirus canino
(CPV-2) que circulam séo essenciais para a compreensdo da evolugao viral e o

desenvolvimento de medidas para controlar sua disseminagao (PINTO et al., 2012).
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No mundo todo, o CPV é um dos virus mais comuns para causar sinais
clinicos agudos entéricos, tais como vOmitos, anorexia e diarreia (com ou sem
sangue) em cdaes jovens até seis meses de idade, mesmo em animais vacinados
(CASTRO et al., 2010; CASTRO et al., 2013). Aliado a estes, comumente 0s animais
apresentam leucopenia, febre e letargia, havendo altas taxas de mortalidade em
filhotes (JU et al., 2012; SPIBEY et al. 2008).

O prognostico depende da condicdo do animal e pode ser influenciado pela
sua idade. Animais muito jovens ou emaciados e aqueles com Sindrome de
Resposta Inflamatdria Sistémica (SIRS) tem um prognéstico reservado, mas
havendo a terapia adequada e se 0s animais sobrevirem aos primeiros quatro dias

dos sinais clinicos o progndstico é considerado bom (WILLARD, 2010).

2.4 Transplante de Microbiota Fecal

A proposta de repor a microbiota intestinal representa uma promessa como
meio terapéutico na medicina veterinaria, e estudos recentes confirmam que,
manipulacfes diretas ou indiretas do microbiota intestinal por meio de antibiéticos,
dieta e / ou probioticos podem ter efeitos benéficos nas doengas gastrointestinais de
cdes (KELLEY et al., 2009; RAMADAN et al., 2014; ROSSI et al., 2014).

O TMF é caracterizado pela deposi¢cdo de uma solucdo de fezes de um
doador saudavel no intestino de um paciente doente, restaurando a microbiota
(GOUGH; SHAIKH; MANGES, 2011). Em poucos dias, a composicdo bacteriana
intestinal do receptor podera assemelhar-se a do doador havendo resolucdo da
diarreia (KHORUTS et al., 2010).

O primeiro relato de seu uso em humanos foi em 1958, como adjuvante em
colite pseudomembranosa (EISEMAN et al, 1958 apud GOUGH; SHAIKH;
MANGES, 2011, p.994).

Embora o mecanismo exato da acdo do TMF ainda permaneca desconhecido,
acredita-se que este restaura a composicdo e a funcdo da microbiota do receptor
(GOUGH; SHAIKH; MANGES, 2011), fato que esta sendo comprovado por estudos
atuais (HAMILTON et al., 2013; JALANKA et al., 2016).

Ainda ndo ha uma técnica padrdo para o TMF, mas as fezes do doador
podem ser usadas frescas ou congeladas, diluidas em agua ou solugéo salina sem
perda da eficacia (GOUGH; SHAIKH; MANGES, 2011; HAMILTON et al., 2012).
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Em humanos, a solu¢cdo com fezes é depositada no TGl mediante enemas,
tubo nasogastrico (ou nasojejunal) ou por gastro, jejuno ou colonoscopia. Por ser
seguro e acessivel, 0 TMF esta sendo usado em larga escala na medicina humana
em casos de infeccao recorrente por Clostridium difficile, colite pseudomembranosa,
doenca inflamatédria intestinal e sindrome do intestino irritavel (GOUGH; SHAIKH,;
MANGES, 2011; HAMILTON et al., 2013; KASSAM et al., 2014). J& foi provado que
a mudanca da microbiota é rapida e duradoura, ocorrendo a partir do 3° dia pés-TMF
e permanecendo durante acompanhamentos de até um ano (JALANKA et al., 2016).

O uso de TMF foi descrito em cdes com diarreia cronica (MURPHY;
CHAITMAN; HAN, 2014; WEESE; COSTA; WEBB, 2013).

Na maioria das vezes, antibioticos sdo utilizados no tratamento das diarreias,
0 que pode agravar a disbiose intestinal (SUCHODOLSKI et al., 2009). O TMF pode
minimizar os efeitos destes e restaurar a microbiota alterada pelo estado inflamatério
causado pela doenca. Na literatura consultada, ndo foram encontrados relatos sobre
seu uso nos casos de diarreia hemorragica aguda. Portanto, estudos clinicos
controlados sdo necessarios para que se possa comprovar a eficacia e seguranca

do uso do TMF na espécie canina.
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3. JUSTIFICATIVA

A gastrenterite hemorragica por agentes virais ou outra causa € sinal de
afeccado grave, frequente e com grande potencial para mortalidade nos céaes filhotes,
representando alta demanda nos atendimentos clinicos referentes a pequenos
animais (SANTOS, 2006). O CPV-2 esta entre as principais causas de diarreia,
sendo considerado o virus entérico mais importante em caes (CASTRO et al., 2010).

A caracterizacdo epidemiologica e a identificacdo das causas da diarreia sao
de suma importancia para permitir a escolha adequada do tratamento e para se
evitar o uso indiscriminado de antibioticos, uma vez que essa pratica contribui para o
desequilibrio da microbiota intestinal (PEREZ-COBAZ et al., 2013), a qual é
fundamental para saude do hospedeiro.

A alta incidéncia de gastrenterite hemorragica por parvovirose em caes em
areas de clima quente como na regiao de Londrina, representa um estimulo para se
pesquisar a respeito da eficacia do TMF em cdes com diarreia aguda acometidos
pelo CPV-2, o que é extremamente relevante uma vez que ndo ha informacdes
dessa natureza na literatura.

Como o TMF tem sido usado com sucesso em seres humanos com diarreia
(JALANKA et al., 2016), estudos clinicos controlados sé&o necessarios para que se
possa comprovar a eficacia e seguranca do uso do TMF na espécie canina.

Baseado na literatura atual, o tipo de tratamento proposto proporciona
melhora clinica rapida e possui baixo custo, entretanto, os aspectos estudados até o
momento estao relacionados com quadros cronicos em seres humanos e animais.

Na medicina veterinaria as pesquisas também tém sido direcionadas para os
casos de doenca inflamatéria intestinal. Portanto, a realizacdo de um estudo focado
em gastrenterite hemorragica aguda é inédito e pode ser promissor, investigando
pela primeira vez o procedimento de TMF nesses casos, podendo causar melhora

clinica e diminuigdo da taxa de mortalidade vinculada a esta afeccéo.
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4 HIPOTESE

A terapia adjuvante com transplante de microbiota fecal em cdes com
gastrenterite hemorragica néo resulta em recuperacao clinica precoce e diminuicao

da mortalidade.
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5 OBJETIVOS

5.1 Geral

Avaliar a melhora clinica de cdes com gastrenterite hemorrdgica aguda
tratados com transplante de microbiota fecal.

5.2 Especificos

1. Identificar as amostras de fezes positivas para parvovirus canino (CPV-2).

2. Investigar possiveis efeitos colaterais do transplante de microbiota fecal
em cdes filhotes com gastrenterite hemorragica aguda.

3. Comparar o tempo de recuperacdo clinica e a mortalidade de cédes com
gastrenterite hemorragica recebendo o transplante de microbiota fecal com
um grupo controle.

4. Investigar a evolucdo da consisténcia das fezes ap6s o transplante de
microbiota fecal nos casos de gastrenterite hemorragica refrataria ao
tratamento convencional.

5. Determinar a ocorréncia de endoparasitas em caes com gastroenterite.
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6 ARTIGO CIENTIFICO

TRANSPLANTE DE MICROBIOTA FECAL ANTECIPA A MELHORA CLINICA EM
CAES COM GASTRENTERITE HEMORRAGICA

RESUMO

A diarreia esta entre os problemas mais comuns que acometem 0s caes e em muitos
casos nao ha um diagnéstico e tratamento especifico. A terapia sintomatica é a de
eleicdo, mas em filhotes com doencas infecciosas pode haver prolongado tempo
para melhora do quadro e alta taxa de mortalidade. O tratamento adjuvante com a
reposicdo de bactérias intestinais tem sido promissor em medicina humana e
veterinaria. Assim sendo, o objetivo desse trabalho foi investigar o efeito do
transplante de microbiota fecal na recuperacdo clinica de caes filhotes com
gastrenterite hemorragica aguda. Foram avaliados 66 cdes com diarreia atendidos
em dois hospitais veterinarios escola do norte do Parana, Brasil. Todos 0s animais
foram submetidos a terapia convencional para o tratamento da diarreia e
aleatoriamente distribuidos em dois grupos: tratamento (TMF) e controle (CON). Os
denominados de controle (n=33) receberam apenas a terapia padrao e o grupo TMF
(n=33) recebeu adicionalmente o transplante de microbiota fecal. O namero de
pacientes de cada grupo que recebeu alta hospitalar ou foi a 6bito foi comparado
pelo teste do Qui-Quadrado. O tempo em dias para melhora clinica em relacao a
diarreia e o tempo para alta hospitalar, pelo teste de Mann-Whitney. O transplante foi
associado com menor tempo de internamento devido a melhora clinica dos animais
tratados (p=0,0007). A mortalidade foi numericamente maior entre os filhotes que
nao receberam o tratamento, 18,18% (12/33), comparado com os transplantados,
10,6% (7/33), mas nao houve diferenca estatistica entre os grupos (p=0,174). O TMF
mostrou-se uma técnica segura para ser realizada em filhotes com diarreia por
parvovirose ja que efeitos colaterais associados ao tratamento ndo foram

detectados.

Palavras chave: caes, microbiota, fecal, parvovirus, CPV.
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INTRODUCAO

A diarreia esta entre os problemas mais comuns gque acometem 0s cées
filhotes. No Brasil ela usualmente € causada por infeccbes virais e a deteccéo
precoce dessas afeccdes pode evitar retardo no crescimento de filhotes e evolugao
para formas graves da doenca (GARCIA et al., 2000; GRELLET et al., 2016). Em
quadros mais graves, a referida alteracdo pode levar o paciente a um estado critico
e, em alguns casos, esta relacionada a altas taxas de morbidade e mortalidade,
como acontece na parvovirose (PINTO et al., 2012; SPIBEY et al., 2008).

O trato gastrointestinal (TGI) de cées € colonizado por uma imensa populacao
de microrganismos que sdo coletivamente chamados de microbiota, a qual é
composta por bactérias, fungos, virus e protozoarios (SUCHODOLSKI, 2016).

A microbiota intestinal beneficia o hospedeiro, agindo como barreira de defesa
contra enteropatdgenos, regulando o sistema imune, digerindo fibras complexas
fornecendo suporte nutricional para os enterdcitos e estimulando a motilidade
gastrointestinal (KARST, 2016; SUNVOLD et al. 1995).

Recentemente, estudos moleculares tém avaliado as comunidades
bacterianas do TGI canino e tém mostrado a presenca de alteracbes nas
comunidades microbianas (disbiose intestinal), em cédes com doencas
gastrointestinais (MINAMOTO et al., 2014).

Assim como em humanos, foi demonstrado que em cées, doencas
gastrointestinais agudas e cronicas estdo associadas com alteragcbes nas
comunidades microbianas intestinais (ALLENSPACH et al., 2010; HONNOFFER,;
MINAMOTO; SUCHODOLSKI, 2014). Embora seja possivel a recuperacao
espontanea da microbiota, ndo € garantido que ela ocorra em todos os casos. Varias
estratégias tém sido utilizadas para restaurar esta microbiota, como o uso de
probioticos, prebidticos ou até mesmo o transplante do ecossistema microbiano
inteiro, a partir de fezes de um individuo sadio, processo este denominado de
“transplante de microbiota fecal” (TMF) ou “bacterioterapia” (GOUGH; SHAIKH,;
MANGES, 2011).

O TMF se mostrou promissor para o tratamento de diarreia cronica em caes
em um estudo piloto, sendo a resposta clinica consistente com uma mudanca
acentuada na microbiota fecal apos o tratamento (WEESE; COSTA; WEBB, 2013).

Esta pratica tem sido cada vez mais adotada em seres humanos acometidos por
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enterocolites, porém dados que caracterizem a colonizacdo eficaz pela microbiota
transplantada séo limitados (MURPHY; CHAITMAN; HAN, 2014; WEINGARDEN et
al., 2015).

A proposta de repor a microbiota intestinal representa uma promessa como
meio terapéutico na medicina veterinaria. Estudos recentes comprovam que
manipulacfes diretas ou indiretas da microbiota intestinal, por meio de antibioticos,
dieta e / ou probidticos podem ter efeitos benéficos nas doencas gastrointestinais de
caes (KELLEY et al., 2009; RAMADAN et al., 2014; ROSSI et al., 2014).

Em humanos com infeccao recorrente por Clostridium difficile, o TMF resultou
na normalizacdo rapida da composicdo bacteriana fecal a partir de um estado
disbidtico a um estado normal (JALANKA et al., 2016; WEINGARDEN et al., 2015).
Nestes, o TMF foi eficiente em solucionar em poucos dias até 92% dos casos
(GOUGH; SHAIKH; MANGES, 2011).

O presente estudo foi desenvolvido para testar a hipétese de que o TMF é
seguro e eficaz na melhora clinica e reducédo de Obitos de cdes com gastrenterite

hemorragica aguda.

MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental e local de estudo

Foram avaliados 66 cdes com gastrenterite hemorragica aguda, no periodo
de julho de 2015 a agosto de 2016, provenientes do atendimento de rotina de dois
Hospitais Veterinarios (HV1 e HV2) escola da regido norte do Parana, nao havendo
restricdo quanto ao sexo e raca, porém, em relacao a idade foram incluidos apenas
animais com até um ano de vida.

Dos 66 cées avaliados, 33 (50%) foram alocados no grupo TMF e 33 (50%)
no grupo CON de forma aleatoria.

Todos os céaes atendidos foram submetidos a terapia convencional (suporte)
composta de fluidoterapia intravenosa com solugdes polidnicas/isotbnicas (Ringer
com lactato ou Cloreto de sodio a 0,9% acrescidos de Cloreto de potassio) em taxa
de infusdo que variou de 50 a 150 ml/kg/24horas, além de anti-eméticos
(ondansetrona 0,2 mg/kg/8horas via endovenosa ou maropitant 1 mg/kg/24horas via
subcuténea), protetores gastricos (ranitidina 3mg/kg/12horas, via subcutanea) e

antibioticos endovenosos (cefalotina 30 mg/kg/12horas ou sulfa + trimetoprima 30
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mg/kg/12horas, associados ou ndo ao metronidazol 25 mg/kg/24horas). Os animais
foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos: tratamento (TMF) e controle
(CON). Os denominados de controle (n=33) receberam apenas a terapia padréo e o
grupo TMF (n=33) recebeu adicionalmente o transplante de microbiota fecal. Os
grupos foram sublocados de acordo com o local de atendimento em Tratamento
Hospital Veterinario 1 (THV1, n=17) e 2 (THV2, n=16) e o grupo Controle Hospital
Veterinario 1 (CHV1, n=17) e 2 (CHV2, n=16).

Inicialmente, um formulario foi utilizado, caracterizando cada paciente quanto
a idade, sexo, habito alimentar, evolucao do quadro diarreico, histérico de vacinagéo
e administragéo de vermicida (Anexo 1).

ApOs o internamento, exames fisicos foram realizados diariamente
(temperatura, frequéncias cardiaca e respiratoria, postura, nivel de consciéncia e
apetite) e informagdes coletadas com o servigco de enfermagem para acompanhar e
evolugao do quadro (Anexo 2).

Em relacdo a caracteristica das fezes, foram realizados registros da
consisténcia/formato fecal a cada 24 horas, sendo classificadas em diarreia liquida,
pastosa, fezes normais ou auséncia de fezes até o momento da alta hospitalar.

O trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais das duas
instituicdes. Os guardides dos animais consentiram a participacdo dos mesmos na
pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pesquisa
(Anexo 3).

Coleta de amostra biolégica e processamento

Durante o atendimento inicial, amostras sanguineas foram coletadas de
todos os pacientes e acondicionadas em tubos com EDTA para a realizacdo de
hemograma completo. A primeira amostra de fezes de cada paciente foi obtida por
defecacdo espontanea, armazenada em tubo coletor universal e refrigerada em
geladeira convencional a 6°C para a realizacdo de exames coproparasitologicos em
no méaximo 48 horas.

A deteccdo do parvovirus nas fezes foi realizada pela técnica de PCR a
partir de material colhido por meio de swab retal obtido durante a consulta. Os
swabs foram acondicionados em tubos plasticos e congelados a -80°C até a

realizacédo dos exames.
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As fezes para o TMF foram obtidas de um céo saudavel de seis anos de
idade (doador) do canil da instituicdo, por meio de defecagdo espontanea. Os
critérios de inclusdo para o cao doador foram os seguintes: alimentacdo exclusiva
com racao comercial, esquema de imunizacao e desverminacdo completos; néo ter
recebido tratamento com antibiéticos nem apresentado episddio de vomito e/ou
diarreia nos ultimos seis meses de vida. O doador foi submetido a avaliacbes
clinicas e laboratoriais antes e durante o experimento, realizacdo de hemograma,
exames bioguimicos séricos e coproparasitoldgico. Além disso, foi submetido a PCR
para exclusdo de parvovirus, virus da cinomose e Erlichia canis.

As fezes do doador foram colhidas diariamente ao longo de duas semanas,
divididas em aliquotas de 10 gramas e congeladas a — 20°C. Este procedimento foi
realizado com o intuito de minimizar variacées normais da microbiota do doador que
podem ocorrer ao longo do tempo, para que todos os pacientes recebessem o TMF

com uma microbiota semelhante.

Andlise das amostras

As técnicas empregadas para 0s exames coproparasitolégicos foram Willis
(1921), Hoffman, Pons e Janer (1934), Faust modificada (De CARLI, 2001) e Ziehl-
Neelsen modificada (HENRIKSEN; POLENZ, 1981).

A extracdo do acido nucléico, a PCR para deteccdo de parvovirus canino
(CPV-2) e o sequenciamento dos produtos amplificados na PCR foram realizados

conforme as técnicas descritas por Alfieri et al. (2006) e Hong et al. (2007).

Procedimento do Transplante de Microbiota Fecal

Para realizacdo do TMF, foram diluidos 10 gramas de fezes do doador em
10 mL de solucéo de cloreto de sodio 0,9% (Figura 1), que foi aspirada em seringa
de 20 mL, conectada a sonda uretral n° 08, introduzida via anal e o conteudo
depositado na por¢ao proximal do reto (Figura 2).

O animal foi mantido em decubito lateral por dois minutos com a pelve
elevada a aproximadamente 45° da superficie, para auxiliar a difusédo do contetdo
transplantado por gravidade (Figura 3). A primeira aplicacdo do TMF em cada
paciente foi realizada entre 6 a 12 horas pdés-internamento e repetido a cada 48

horas até a resolucéo da diarreia ou por um total de cinco aplicacdes.
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Figura 1 - Fezes do doador canino diluidas em soro fisiolégico para realizacdo do TMF.

Fonte: arquivo pessoal.

-

Figura 2 - Sonda uretral sendo introduzida via retal em paciente canino durante o TMF.

e

Fonte: arquivo pessoal.

Figura 2 - Paciente canino com a pelve elevada para auxiliar a progresséo do conteudo fecal
depositado na porcdo proximal do reto.

X

Fonte: arquivo pessoal.
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Anélise estatistica

A analise estatistica em relacdo a mortalidade entre os grupos foi comparada
pelo teste do Qui-Quadrado. Para comparar o tempo de internamento e para
resolucdo da diarreia, foi utilizada metodologia ndo paramétrica, aplicando-se o
Teste de Mann-Whitney, através do programa Minitab® 16.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os animais do grupo controle (CON), 17/33 (51,52%) eram machos e
16/33 (48,48%) fémeas, com idades variando de 2 a 9 meses (média 3,7; mediana
3; desvio padrdo 1,86), sendo 24/33 (72,72%) cédes com raca definida e 9/33
(27,28%) sem definicdo racial. Dos animais do grupo tratamento (TMF), 20/33
(60,60%) eram machos e 13/33 (39,40%) fémeas, com idades variando de 2 a 12
meses (média 5,2; mediana 4; desvio padrdo 2,54), sendo 18/33 (54,55%) com raca
definida e 15/33 (45,45%) sem definicdo racial. Os pacientes que evoluiram para
Obito (19/66 [28,78%]) foram excluidos do trabalho, ou seja, permaneceram 21 de 33
animais no CON e 26 de 33 no TMF.

O TMF demonstrou ser um procedimento seguro ndo havendo qualquer
reacdo adversa nos animais estudados. Mesmo se tratando de filhotes, o
desconforto durante o procedimento foi minimo ndo havendo necessidade de
contencao fisica vigorosa, sedacdo ou analgesia.

A resolucdo da diarreia também foi considerada um dos fatores para
inferéncia quanto a recuperacéo clinica dos pacientes e parametro para determinar a
eficacia do TMF. Para tanto, foi registrado se houve evolucdo para fezes de
consisténcia firme ou auséncia de conteudo fecal no momento da alta hospitalar. No
grupo controle (CON) 21/33 (63,63%), apenas 1/21 (4,8%) apresentou fezes
evoluindo de liquidas para pastosas, firmes ou com auséncia de contetdo em 48
horas apds a hospitalizacdo, enquanto que no grupo TMF 26/33 (78,78%), 16/26
(61,5%) cées apresentaram este sinal de melhora nas primeiras 48 horas de
internamento, isto €, com apenas uma aplicacdo de TMF. Neste mesmo parametro,
9/21 (42,8%) caes do grupo controle e 8/26 (30,8%) do grupo TMF demonstraram
melhora entre 72 e 96 horas e, 11/21 (52,38%) caes do grupo CON enquanto
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apenas 2/26 (7,7%) caes do grupo TMF apresentaram esse tipo de melhora apos
120 horas de internamento (Figura 4).

Em relacdo a quantidade de aplicacbes de TMF necessarias para
recuperacado clinica, ou seja, resolucdo da diarreia e presenca de fezes normais,
verificou-se que 16/26 (61,5%%) cées necessitaram de apenas uma aplicacdo para
apresentar recuperacao clinica, 8/26 (30,8%) duas e 2/26 (7,7%) trés aplicacdes,
ndo sendo necessario utilizar a quarta ou quinta aplicacdo. Perante esses
resultados, houve diferenca estatistica entre os grupos sendo p = 0,0001 (Tabela 1).

Outro parametro de avaliacdo foi o tempo de hospitalizacdo dos cédes. No
grupo CON a média, mediana e desvio padrdo dos dias de internamento foi 5,57;
6,00 e 2,76 respectivamente, e no grupo TMF a média de dias hospitalizado foi 3,30,
mediana 3,00 e desvio padrdo 1,49, demonstrando, evidente diferenca estatistica
(p=0,0007). Essa diferenca infere-se que esteja relacionada a reconstituicdo da
microbiota bacteriana intestinal apés o TMF (ALLENSPACH et al., 2010;
HONNOFFER; MINAMOTO; SUCHODOLSKI, 2014; WEESE; COSTA; WEBB,
2013).

A taxa de mortalidade nos cées tratados com TMF foi de 7/33 (21,21%) e de
12/33 (36,36%) no grupo CON (Figura 5). Sabe-se que a mortalidade € alta em cédes
com parvovirose, podendo alcancar 36% em cées tratados e até 91% em animais
sem tratamento (OTTO, 1997). Ambos os grupos responderam bem a terapia, mas
houve quase o dobro de Obitos no grupo CON, reforcando a hipotese proposta
nesse estudo de que o TMF pode auxiliar na diminuicdo da mortalidade de cdes com
gastrenterite hemorragica causada por parvovirus. Os menores indices de
mortalidade entre os animais que receberam o TMF podem ser explicados pelo fato
de que o procedimento foi associado com a resolucdo precoce da diarreia,
guebrando assim o ciclo de desequilibrios hidrico e eletroliticos, possibilitando a
melhora clinica e consequente diminuicdo da mortalidade. Apesar da diferenca
numérica, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (p=0,174), sendo este
resultado provavelmente decorrente do numero reduzido de animais utilizados no
estudo. Os dados comparativos entre 0 numero de altas e Obitos dos grupos CON e
TMF estdo representados na Tabela 2.

Weese, Costa e Webb (2013) relataram o uso do TMF em um cdo com
diarreia cronica e Murphy, Chaitman e Han (2014) em oito cdes com diarreia

refrataria por Clostridium perfringens, todos com sucesso. No presente, estudo o
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TMF foi utilizado pela primeira vez em caes com quadros agudos de diarreia tendo a
parvovirose como agravante ou causa de base. E importante ressaltar que filhotes
com gastrenterite hemorragica sado considerados criticos e necessitam de terapia
intensiva, o que difere das condi¢cdes relacionadas com diarreia cronica, condicao
que talvez explique o fato dos resultados em medicina humana terem sido mais
promissores, ou seja, a causa de base da diarreia usualmente esta relacionada a
menores indices de mortalidade. Além disso, no presente estudo todos os cées
receberam antibioticos respeitando o protocolo convencional de tratamento para
cdes com gastrenterite hemorragica, fator que pode ter ocasionado algum grau de
disbiose (SUCHODOLSKI et al., 2009), prejudicando a eficAcia do TMF. Futuros
estudos microbiolégicos sdo necessarios para investigar a colonizacdo pelas
bactérias transplantadas. De fato, 0 uso empirico e excessivo de antimicrobianos,
deve ser evitado em casos de diarreia, pois pode agravar a disbiose (MINAMOTO et
al., 2014, 2015; GEVERS et al., 2014). Outro motivo € o surgimento de bactérias
multirresistentes na medicina veterinaria e humana. Portanto, futuros esforcos
devem ser realizados para o desenvolvimento de abordagens alternativas para o
tratamento de tais doencas (BRADLEY et al., 2016).

Em relacdo aos dados hematoldgicos verificou-se que 60/66 (90,90%)
animais apresentaram leucopenia grave no momento da admissédo, sendo 31/33
(93,33%) do grupo CON e 29/33 (87,87%) do grupo TMF, ndo permitindo
diferenciacdo adequada quanto ao tipo celular. Existem evidéncias de que a
infeccdo pelo CPV-2 ndo necessariamente vem acompanhada de linfopenia
(SPIBEY et al.,, 2008), por isso o diagnéstico ndo deve se basear apenas nas
alteracdes do hemograma.

Das 66 amostras coletadas para o estudo, 64/66 (96,96%) foram positivas
para CPV-2b, demonstrando a alta prevaléncia deste em caes filhotes com diarreia
aguda na regiao norte do Parana. Santos (2006) examinou 150 amostras de cées
com diarreia aguda nesta mesma localidade, independentemente da idade,
relatando a presenca de CPV-2 em 61/150 (40,7%) casos, sendo 55/61 (90,1%)
destes em filhotes até um ano de idade. Tal fato, ressalta a importancia de um
esquema de vacinacao profilatico na méae e, posteriormente, nos filhotes visto que o
CPV-2 acomete principalmente cées filhotes e jovens.

No Brasil, a presenca do parvovirus canino do tipo 2a e 2b ja havia sido

descrita, contudo, ainda néo havia sido verificada a presenca do tipo 2c até o ano de
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2009. Em um estudo realizado com amostras colhidas no ano de 2008 no Rio
Grande do Sul, aproximadamente 80% foram caracterizadas como CPV-2c
(STRECK et al., 2009). Em outro estudo avaliando amostras fecais de caes filhotes
de seis estados houve aproximadamente 30% de amostras positivas para CPV,
sendo que 71,4% destes tinham sinais de gastrenterite hemorragica. Entre as
amostras positivas, 78,6% eram do tipo 2c, 19% do tipo 2b e 2,4% do tipo 2a. A
analise filogenética das variantes circulantes na populacdo canina brasileira mostrou
gue elas sdo muito semelhantes as encontradas em outros paises e o tipo 2c tornou-
se o0 predominante circulando no Brasil (PINTO et al.,, 2012). No entanto, no
presente estudo, todos os CPVs foram do tipo 2b, exceto em dois animais do grupo
THV1 que tinham histérico, hemograma e sinais clinicos compativeis com
parvovirose, mas com PCR negativos.

Apenas 3/59 (5%) animais apresentaram resultado positivo para o teste
coproparasitolégico, sendo um dos animais do grupo THV2 com Toxocara sp. e dois
do grupo CHV1, um com Toxocara sp e outro com Entamoeba sp., demonstrando
gue algumas doencas, responsaveis por ocasionar diarreia em caes a exemplo de
giardiase e/ou isosporiase, toxocariase e ancilostomiase (GARCIA et al., 2000),
parecem ter baixa ocorréncias em caes com gastrenterite atendidos nessa regiao.
Em sete cdes do grupo CHV1 ndo foram realizados exames coproparasitoldgicos.
Em um estudo com 150 cdes com diarreia aguda realizado na mesma regido, 44/150
(29,3%) dos caes estavam infectados por helmintos e/ou protozoarios, havendo
relacdo estatisticamente significativa entre o parasitismo e ocorréncia de diarreia
(SANTOS et al., 2007). Esta divergéncia pode estar relacionada as diferencas de
idades das populacdes estudadas ou a maior conscientizacdo de proprietarios que
passaram a aderir a protocolos de desverminacao.

O TMF nas condi¢des propostas para essa pesquisa é de facil aplicabilidade,
baixo custo podendo ser empregado em situacdes que ha restricdo financeira e
proporcionou a obtencédo de resultados inéditos em relacdo ao tratamento de cées
com gastrenterite hemorragica por parvovirose, diminuindo o tempo de permanéncia
do paciente no hospital. Esses fatores sdo promissores no que tange a recuperagao
dos animais perante uma doenca com alto indice de mortalidade e em relagéo aos

custos com o tratamento.

CONCLUSOES
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O TMF foi associado a recuperagdo clinica mais rapida e diminuigdo no
periodo de hospitalizacdo e mostrou-se uma técnica segura para ser realizada em
cées com gastrenterite hemorragica aguda.

Novos estudos caracterizando a microbiota do doador e do receptor sao
necessarios para o melhor entendimento dos mecanismos de acdo deste

procedimento.
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fezes, dos grupos controle e TMF, no periodo de julho de 2015 a agosto de 2016, na

regido norte do Parana.
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Tabela 1 - Distribuicdo das médias de dias de internamento e para melhora da
diarreia dos caninos dos grupos Controle e TMF, excetuando-se 0s Obitos, no
periodo de julho de 2015 a agosto de 2016, na regido norte do Parana.

GRUPO NUMERO DIAS DE DIAS PARA A
DE INTERNAMENTO MELHORA DA
ANIMAIS DIARREIA
MEDIANA MEDIA+SD MEDIANA MEDIA+SD
CONTROLE 21 62 5,57+ 2,77 52 5,33+2,63
TRATADO 26 3P 3,30+1,49 2P 2,30+1,16
p-VALOR # 0,0007 0,0001

Letras diferentes na mesma coluna indicam haver diferenca significativa pelo teste de Mann-
Whitney (p<0,05)

Tabela 2 - Distribuicdo dos caninos dos grupos Controle e TMF, de acordo com o
grupo pertencente e o0 numero de oObitos e alta hospitalar, no periodo de julho de
2015 a agosto de 2016, na regido norte do Parana.

Grupos Alta hospitalar Obitos Total
Controle 21 (31,82%) 12 (18,18%) 33 (50%)
Tratamento 26 (39,40%) 07 (10,60%) 33 (50%)
Total 47 (71,22%) 19 (28,78%) 66 (100%)

Analise feita pelo qui-quadrado, ndo houve diferenca estatistica (p=0,174)
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7 CONCLUSOES

O TMF mostrou-se uma técnica segura para ser realizada em cdes com
gastrenterite hemorragica aguda e foi associado com menor tempo de internamento
devido a melhora clinica dos animais tratados.

A mortalidade foi menor entre 0s pacientes que receberam o tratamento com
TMF, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica. Animais que nao receberam o
TMF apresentaram aproximadamente o dobro de tempo para receber alta e para
melhorar a diarreia, além do dobro de mortalidade.

Os resultados deste estudo indicam que o TMF pode ser recomendado como
adjuvante na terapia em casos de gastroenterite hemorragica aguda, incluindo a

causada pelo CPV-2b.
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1 ANEXO1

2

3 FORMULARIO PARA CARACTERIZACAO DO PACIENTE CANINO COM
4 DIARREIA NO ATENDIMENTO INICIAL

5

6 NOME: RG/HV:

7 IDADE: SEXO:

8

TIPO DE ALIMENTACAO HABITUAL:
9 HOUVE MUDANCA NA DIETA RECENTEMENTE? QUAL O TIPO DE ALIMENTO?

12 EVOLUCAO DO QUADRO EM DIAS:

13 O DIARREIA AGUDA

14 O DIARREIA CRONICA
15  CLASSIFICAGAO DAS FEZES:
16 O LIQUIDAS

17 O PASTOSAS

18 O NORMAIS

19 ESQUEMA DE VACINACAO:
20 O ATUALIZADO

21 O DESATUALIZADO

22 ADMINISTRACAO DE VERMICIDA:
23 O ATUALIZADA

24 0 DESATUALIZADA

25 ESTADO CLINICO DO PACIENTE:
26 O ALERTA

27 O DEPRIMIDO

28 O ESTUPOR

29 O CHOQUE

30 GRAU DE DESIDRATACAO:
31 O LEVE

32 0 MODERADA

33 O SEVERA

34
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PACIENTE: RG/HV: PROPRIETARIO:

1° DIA: 2° DIA: 3° DIA: 4° DIA: 50 DIA:

FC.: FC.: FC.: FC.: FC:

FR: FR: FR: FR: FR:

TPC: TPC: TPC: TPC: TPC:

TPT: TPT: TPT: TPT: TPT:
MUCOSAS: MUCOSAS: MUCOSAS: MUCOSAS: MUCOSAS:
HIDRAT.: HIDRAT.: HIDRAT.: HIDRAT.: HIDRAT.:
VOMITOS: VOMITOS: VOMITOS: VOMITOS: VOMITOS:
FEZES: FEZES: FEZES: FEZES: FEZES:
DISPOSICAO: DISPOSICAO: DISPOSICAO: DISPOSICAO: DISPOSICAO:
APETITE: APETITE: APETITE: APETITE: APETITE:
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ANEXO 3
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISA

Eu, )
portador de RG n° ,telefone: residente a

, proprietario/responsavel pelo
animal(is) ,espécie :
raca ,SEexX0 ,autorizo o pesquisador Dr. Lucas Alécio Gomes, da

Universidade Estadual de Londrina, a utilizar o animal citado na pesquisa “TRANSPLANTE
DE MICROBIOTA FECAL NO TRATAMENTO DE CAES COM DIARREIA”.

Apbs esclarecimentos prévios, estou ciente da participacdo do animal na pesquisa, assim
como a utilizagcéo dos resultados para fins didaticos, publicacdes em revistas especializadas
e apresentacdo em eventos cientificos.

Afirmo que a qualgquer momento poderei suspender a participacdo do animal na pesquisa e
que caso isso ocorra, 0 animal ndo sofrerd prejuizos em seu tratamento ou retorno a esta
instituicao, :
Estou ciente que ndo serei gratificado monetariamente e que nado receberei qualquer outro
beneficio pela participacdo na pesquisa.

O pesquisador esta autorizado a utilizar o resultado da pesquisa e/ou imagens em
publicagbes cientificas ou em demais eventos referentes ao conteddo da pesquisa,
entretanto a identidade do proprietario sera reservada. Poderei receber maiores informacfes
sobre esta pesquisa caso deseje, e também poderei esclarecer minhas duvidas com o
pesquisador responsavel.

Fui informado dos riscos e beneficios da pesquisa e estou ciente que na ocorréncia de
danos decorrentes da aplicacdo do protocolo de pesquisa, o animal podera ser atendido
gratuitamente por profissionais especializados.

Concordo em seguir corretamente todas as recomendacgfes dos pesquisadores durante e
apés o protocolo de pesquisa e caso haja qualquer dano ao animal referente ao néo
cumprimento dessas recomendagdes, ndo responsabilizarei o pesquisador pelo evento.

Identificagdo do Pesquisador
Professor Orientador: Lucas Alécio Gomes
Instituicdo/Departamento: Universidade Estadual de Londrina / Dep. Clinicas Veterinarias
Endereco: Campus Universitario, Londrina - PR, 86051-990.
Telefone: (43) 3371-4559
Disciplina: Clinica Médica de Animais de Companhia

Pesquisador Responsavel: Giorgio Queiroz Pereira

Instituicdo/Departamento: Universidade Estadual de Londrina / Pés-Graduacao Ciéncia
Animal

Endereco: Campus Universitario, Londrina - PR, 86051-990.

Telefone: (43) 9841-3000

Disciplina: Clinica Médica de Animais de Companhia

Data:

Proprietario Professor Orientador Pesquisador Responsavel
(assinatura) (assinatura) (assinatura)



