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RESUMO

A equideocultura do Brasil ocupa posi¢édo de destaque mundial, com cerca de oito milhGes de
cabecas. Doencas causadas por protozodrios como Babesia caballi, Theileria
equi e Neospora spp. além de parasitos que causam protozooses zoonéticas a exemplo
de Leishmania spp. e Toxoplasma gondii representam um dos principais entraves no
desenvolvimento do setor. Diante disso, esse estudo tem como objetivo determinar as
prevaléncias e fatores de risco associados as infec¢Bes por Leishmania spp., Babesia caballi
(Nuttall & Strickland, 1910), Theileria equi (Mehlhorn & Schein, 1998), Toxoplasma gondii
(Nicolle & Manceaux, 1909) e Neospora spp. em equideos submetidos a diferentes regimes de
criagdo. Para realizagdo dos exames, foram analisadas 400 amostras de sangue total e soro de
equideos clinicamente saudaveis, incluindo equinos (387/400), muares (9/400) e asininos
(4/400) provenientes de 41 propriedades rurais do estado de Pernambuco. Com a finalidade da
deteccdo de Leishmania spp., foram realizados os exames parasitologicos diretos e Reagdo em
cadeia da Polimerase (PCR). No intuito de averiguar a presenca de infeccdo por Babesia
caballi e Theileria equi foram utilizados os exames parasitolégico direto e Ensaio de
Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA), para deteccao de imunoglobulinas anti-Babesia caballi e
anti-Theileria equi. Para determinagdo das soroprevaléncias da toxoplasmose e neosporose
foram utilizados os testes de aglutinacdo modificado (MAT) para identificacdo de anticorpos
IgG anti-T. gondiie 1gG anti-Neospora spp. Todas as amostras resultaram negativas
para Leishmania spp. nos testes, 0 que sugere que 0s equideos ndo participam da cadeia
epidemioldgica das leishmanioses nas areas estudadas. Quanto & presenca de B. caballie T.
equi, os testes soroldgicos revelaram uma prevaléncia de anticorpos anti-Babesia caballi e anti-
Theileria equi de 4.3% (17/400; I.C. 2,6 — 6.9%) e 10,8% (43/400; I.C. 8.0 — 14.3),
respectivamente e foi detectada co-infeccdo em 1% (4/400) dos animais. Tais dados permitem
caracterizar como areas de instabilidade enzoo6tica os locais pesquisados. Anticorpos 1gG anti-
T. gondii foram detectados em 12,5% (50/400) dos animais analisados. Quando avaliados os
fatores de risco para infec¢do por T. gondii, apenas o fator mesorregido (p=0,029) apresentou
associacdo com a infeccdo, particularmente Zona da Mata (OR=3). Os resultados revelam a
presenca do parasito na area estudada, o que pode representar um elo na cadeia de transmissdo
da toxoplasmose. A soropositividade para Neospora spp. total foi de 5,7% (23/400) e as
variaveis idade, tipo de criacdo e regido apresentaram significancia estatistica. Em relagdo a
idade, observou-se que animais acima de 11 anos apresentaram 11,8 vezes de chances a mais
de serem sororreagentes quando comparados com 0s animais jovens (<2,5) e a prevaléncia
encontrada demonstra que o parasito esta disperso nas areas estudadas e que as variaveis idade,
tipo de criacéo e regido sdo fatores de riscos mais importantes para ocorréncia da infecgdo em
equideos, devendo ser considerados na prevencdo da doenca. Considerando os resultados
encontrados no presente estudo, o diagnostico das diversas doencgas presentes no estado de
Pernambuco, quando realizado de forma precoce, possibilita a aplicacdo de medidas
preventivas e de controle, contribuindo significativamente com a sanidade animal e salde
publica.

Palavras chave: Equideocultura, Doencas Parasitarias, Protozoarios, Anticorpos, DNA.



ABSTRACT

The equid industry in Brazil occupies a prominent position worldwide, with about eight
million equids. Diseases caused by protozoa such as Babesia caballi, Theileria
equi and Neospora spp. as well as parasites that cause zoonotic protozooses such
as Leishmania spp. and Toxoplasma gondii represent one of the main obstacles in the
development of the sector. Therefore, this study aims to detect infection
by Leishmania spp., Babesia caballi, Theileria equi, Toxoplasma gondii and Neospora spp.
and their respective risk factors in equidae created with different management forms. To
perform the tests, 400 samples of whole blood and serum from clinically healthy equines,
including horses, mules and donkeys from 41 rural properties in the state of Pernambuco were
analyzed. In order to detect Leishmania spp., direct parasitological and Polymerase Chain
Reaction (PCR) tests were performed. Concerning the presence of infection by Babesia
caballi and Theileria equi, direct parasitological tests and enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) were used for anti-Babesia caballiand anti-Theileria equi immunoglobulins
detection. For the determination of seroprevalences of toxoplasmosis and neosporosis, modified
agglutination (MAT) tests were used to identify anti-T. gondii IgG antibodies and anti-
Neospora spp. All samples were negative for Leishmania spp. in the tests, suggesting that
equidae do not participate in the epidemiological chain of leishmaniasis in the studied areas.
The prevalence of anti-Babesia caballi and anti-Theileria equi antibodies of 4.3% (17/400; ClI:
2.6-6.9) and the presence of B. caballi and T. equi in the serological tests revealed a prevalence
of 10.8% (43/400; CI: 8.0 - 14.3), respectively, and co-infection was detected in 1% (4/400) of
the animals. These data allow the characterization of areas of enzootic instability in the sites
surveyed. Anti-T. gondii IgG antibodies were detected in 12.5% (50/400) of the animals
analyzed. When evaluating the risk factors for T. gondii infection, only the mesoregion factor
(p = 0.029) was associated with infection, particularly Zona da Mata (OR = 3). The results
reveal the presence of the parasite in the studied area, which may represent a link in the
transmission chain of toxoplasmosis. Seropositivity for Neospora spp. was 5.7% (23/400) and
the variables age, breeding type and region presented statistical significance. In relation to age,
it was observed that animals older than 11 years presented 11.8 times more chances of being
serum-reactive wjhen compared with young animals (<2,5) and the prevalence found shows
that the parasite is dispersed in the areas studied and that the variables age, breeding type and
region are the most important risk factors for the occurrence of infection in equidae, and should
be considered in the prevention of the disease. Considering the results found in the present
study, the diagnosis of the various diseases present in the State of Pernambuco, when performed
at an early stage, allows the application of preventive and control measures, contributing
significantly to animal health and public health.

Keywords: Equid industry, Parasitic Diseases, Protozoa, Antibodies, DNA.
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1.INTRODUCAO

A equideocultura representa uma importante cadeia do agronegécio do Brasil
(CHAVES et al., 2014) cujo mercado exportador de carne equina é bastante expressivo, sendo
0 oitavo maior do mundo, fornecendo principalmente a paises como a Bélgica, Holanda, Italia,
Japdo e Franca (BRASIL, 2016).

Neste sentido, o Brasil possui o quarto maior rebanho mundial de equinos e 0 maior da
América Latina, sendo cerca de oito milhdes de animais quando somados aos muares e asininos,
dos quais 69,4% de equinos (Equus caballus), 14,2% de asininos (Equus asinus) e 16,4% de
muares (Equus asinus caballus) (IBGE, 2014).

Tendo em vista a amplitude e importancia do setor de equideocultura para o Brasil deve-
se ter um rigoroso controle sanitario deve ser realizado a fim de evitar ou mesmo minimizar os
prejuizos causados por diversas doengas, dentre as quais aquelas causadas por parasitos,
particularmente protozoarios, quer seja do ponto de vista econdmico como também de salde
publica, em funcao do potencial zoonoticos (GOMES et al., 2010).

Assim, na equideocultura, as doencas causadas por protozodarios funcionam como um
dos principais entraves no desenvolvimento do setor, em funcéo das perdas diretas devido a
morbidade, mortalidade e abortos, resultantes de infeccdes por patdgenos como Neospora spp.
(LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006), além das perdas indiretas em funcao das restricdes na
comercializacdo de animais, particularmente nas infec¢6es por Babesia caballi e Theileria equi
(SALIM et al., 2008).

N&do obstante, estes animais, podem ainda participar da cadeia epidemiol6gica de
transmissdo (GOMES et al., 2010) de patdgenos com potencial zoonético a exemplo de
infeccBes causadas por Leishmania spp. e Toxoplasma gondii. € de grande relevancia, o estudo
de zoonoses, das quais

Assim, doengas como piroplasmose equina acarreta em perdas diretas na salde
causando diminuicdo da performance dos animais, bem como na restricdo da exportacdo ou
participacdo em eventos desportivos internacionais além de custos de tratamento e controle
(GUIMARAES etal., 1997; MARTIN, 1999).

Essa enfermidade assume grande importancia no meio equestre, tendo em vista que em
areas endémicas, o numero de casos registrados pode exceder a ocorréncia de qualquer outra
doenca infecciosa equina (DE WAAL & VAN HEERDEN, 2004).

Outra importante doenca com repercussao econémica € a aquela causada por Neospora

caninum, a qual tem sido associada a problemas reprodutivos e doenca neonatal, bem como por
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N. hughesi, cuja infeccdo causa desordens neurologicas (VALENCA et al., 2015). O primeiro,
acomete caninos (hospedeiros definitivos) dentre outras espécies, enquanto que o segundo, tem
sido descrito em equinos (LINDSAY, 2001).

Por outro lado, estudos sugerem que equideos possam participar da cadeia
epidemioldgica da leishmaniose cuténea, servindo como fonte de infecgdo para diversos
vetores, favorecendo, portanto, a transmissao para diversas espécies de animais, incluindo
humanos, e da toxoplasmose pelo consumo da carne de equideos (DUBEY et al., 2009; LOPES
etal., 2013).

Neste sentido torna-se necesséria a realizacdo do diagndstico precoce e a identificacdo
de fatores de risco associados & ocorréncia destas doengas com o objetivo de auxiliar o
planejamento e adoc¢éo de politicas sanitaria adequadas para o controle destas enfermidades.

Diante disso, 0 objetivo desta pesquisa foi determinar as prevaléncias e fatores de risco
associados as infeccdes por Leishmania spp., Babesia caballi, Theileria equi, Toxoplasma

gondii e Neospora spp. em equideos submetidos a diferentes regimes de criacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Leishmaniose Cutanea em Equideos
2.1.1. Etiologia e Transmissao

As leishmanioses sdo enfermidades de carater zoondtico causadas por varias espécies
de protozoarios digenéticos da ordem Kinetoplastida, familia Trypanomastidae, género
Leishmania, que acometem o homem e diferentes espécies de animais (ROTUREAU, 2006).

Esses protozoarios apresentam duas formas durante seu ciclo evolutivo: uma forma
flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo dos insetos vetores, bem como em
meio de cultura; e outra aflagelada ou amastigota, que é a forma intracelular dos hospedeiros
vertebrados (REY, 2001).

As espécies causadoras de Leishmaniose cutdanea (LC) consideradas de maior
importancia médica sdo: Leishmania (Viannia) braziliensis (VIANNA, 1911); Leishmania
(Viannia) guyanensis (FLOCH, 1954); Leishmania (Viannia) lindenbergi (SILVEIRA et al.,
2002); Leishmania (Viannia) shawi (Lainson et al., 1989); Leishmania (Viannia) lainsoni
(SILVEIRA et al., 1987); Leishmania (Viannia) naiffi (LAINSON & SHAW, 1989) e
Leishmania (Leishmania) amazonensis (LAINSON & SHAW, 1972) (FUNASA, 2007). A
principal espécie causadora de leishmaniose tegumentar é L. braziliensis, seguida de L.
guyanensis e L. amazonensis.

Em equideos, ja foram descritas como causadoras da doenca as espécies: L. infantum
(KOEHLER et al., 2002; SOLANO-GALLEGO et al., 2003; ROLAO et al., 2005), L.
braziliensis (BONFANTE-GARRIDO & BARRETO, 1980; BARBOSA-SANTOS et al.,
1994; BRANDAO-FILHO et al., 2003; FERNANDEZ-BELLON et al., 2006) e L. siamensis
(REUSS et al., 2012).

Este género possui apenas duas formas durante seu ciclo evolutivo, a forma amastigota
e a promastigota. A forma amastigota é tipicamente ovdide ou esférica, medindo 3 - 6,5um por
1,5 -3 um, com nucleo, cinetoplasto, e flagelo rudimentar, encontrada nas células do sistema
fagocitico mononuclear, principalmente macrofagos, dos hospedeiros vertebrados e a forma
promastigota é alongada, medindo entre 16 — 40pum de comprimento por 1,5 - 3 pm de largura,
possuindo citoplasma, ndcleo, cinetoplasto e flagelo livre.

A principal forma de transmissdo de Leishmania ao ser humano e outros mamiferos
ocorre quando a fémea do fleb6tomo vetor exerce o hematofagismo em um hospedeiro
vertebrado, ingerindo macréfagos infectados pelas formas amastigotas (Figura 1). Esses
macrofagos se rompem no trato intestinal do inseto liberando os parasitos, que por divisdo
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binéria se multiplicam e se transformam em promastigotas infectantes oito a vinte dias depois
da infeccdo do vetor (DESJEUX, 2004).

No momento em que o flebétomo infectado realiza novo repasto sanguineo, ocorre a
transmissdo do parasito para um novo hospedeiro vertebrado; no novo organismo a forma
promastigota sera fagocitada por macréfagos, transformando-se em amastigota. A
multiplicacdo dos protozodrios no interior das células ocupa todo o citoplasma, deslocando o
nucleo até o rompimento da membrana celular, ocasionando a liberacdo das amastigotas no
tecido, sendo essas novamente fagocitadas, dando inicio a processo inflamatério local
(NIEVES;PIMENTA, 2000; REY, 2001).

Figura 1: Ciclo bioldgico de Leishmania braziliensis.

@
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1-Flebotomineo ao realizar a ingestdo do sangue, deposita através de sua saliva formas promastigostas de

Leishmania sp; 2-Invaséo da forma promastigota em macréfagos; 3-Apo6s a transformacédo da forma promastigota
em amastigota no macréfago ocorre a multiplicagdo por divisdo binaria; 4-Lise do macréfago e liberacdo das
formas amastigotas na circulacdo; 5-Invasdo de macrofagos e multiplicagdo das formas amstigota por divisdo
binaria; 6-O flebdtomo ingere sangue contendo as formas amastigotas;7-Transformagdes da forma amastigota
em promastigotas; 8-Formas promastigotas prociclicos iniciam o processo por divisdo binaria passando a
promastigotas metaciclicos; 9-Migragdo das formas promastigotas pela valvula faringea do flebétomo.
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Desta forma, a transmissdo é realizada por insetos da ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, géneros Phlebotomus (velho mundo) e Lutzomyia
(novo mundo) (GENARO et al., 2002).

Nas Américas sdo divididos em trés géneros, sendo o género Lutzomyia o de maior
importancia medica e estando dividido em varios subgéneros, estando as espécies mais
importantes, envolvidas na transmissdo de LC, nos subgéneros Lutzomyia, Psychodopygus e
Pintomyia (MARCONDES, 2001).

No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissdo da LC sdo: Lutzomyia
flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcome e, L. migonei (BRASIL,
2007).

2.1.2. Distribuicao Geogréfica

Do ponto de vista epidemiolégico a LC inicialmente constituia-se apenas uma
enfermidade de animais silvestres, incluindo marsupiais, desdentados, carnivoros e mesmo
primatas (GONTIJO & CARVALHO, 2003).

E dificil avaliar o envolvimento de equinos pois apesar de serem altamente atraentes
para flebotomos, é possivel que roedores silvestres infectados sirvam como fonte de infec¢do
na area peridomiciliar. Dessa forma, a grande questao € saber se os ciclos nos diferentes habitats
s&o independentes e autosustentaveis (BRANDAO-FILHO et al. 2003)

Poucos tem sido os estudos sobre LC em equideos no mundo. Na América do Sul, casos
clinicos de leishmaniose em equinos sdo tantos que o0s esses animais tém sido propostos como
reservatorios de Leishmania braziliensis (TOLEZANO, 1994; FERNANDEZ-BELLON et al.,
2006).

No Brasil, o primeiro registro de leishmaniose em equideos foi realizado por Alencar
(1959) no estado do Cearéa quando encontrou um jumento infectado, seguido de relato na Bahia,
também em jumento infectado com L. braziliensis (VEXENAT et al., 1986).

Ap0s isso, varios outros registros, em momentos distintos, foram realizados em diversos
outros estados de diferentes regides do Brasil.

Assim, em Pernambuco, foi detectada uma positividade de 13,8% em equinos através
da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) a partir de material de biopsia de pele (BRANDAO-
FILHO et al., 2003). A detecc¢do se deu por meio de inoculacdo de material a partir de biopsia
de uma pequena lesdo, além de estudo histopatoldgico e esfregaco do material da lesdo que
demonstrou a presenca de formas amastigotas. No Rio de Janeiro, foram detectados 30,8% de
positividade em leses com Ulceras de onde foram realizadas bidspias para visibilizacdo dos
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parasitos por microscopia (AGUILAR, RANGEL & DEANE, 1986). Nesse estado, ja se havia
diagnosticado em um muar, que apresentavam o parasito em lesbes ulceradas (AGUILAR E
RANGEL, 1986); e por ultimo um equino com lesbes ulcerativas, sendo confirmada o
diagnostico de L. braziliensis (BARBOSA-SANTOS et al.,, 1994). No Espirito Santo
FALQUETO et al. (1987) encontraram dois equinos infectados naturalmente e a identificacdo
se deu por imprint de material de bidpsia para corado com Giemsa. Em Sdo Paulo, foi
encontrado animal positivo com os parasitos detectados em material a partir de Ulceras na pele
(YOSHIDA et al., 1990).

Em Minas Gerais, Soares et al. (2013) detectaram infec¢do mista por L. braziliensise L.
infantum. Esse diagnostico foi baseado na detec¢do de DNA do parasito nas lesées na PCR e
presenca de anticorpos através de Imunofluorescéncia Indireta e ELISA. No Parana foi
detectada a presenca de anticorpos em 76,3% dos animais testados, através do teste de
aglutinacdo direta (DAT). Esses animais foram testados ainda por PCR que confirmou a
presenca de DNA do protozoario em 7,1% dos equinos (VEDOVELLO FILHO et al., 2008).
No mesmo estado, anticorpos anti-Leishmania braziliensis foram detectados em 11% dos
equideos analisados no ELISA. A infeccéo foi confirmada na PCR que revelou positividade de
16,3% (TRUPPEL et al., 2014).

2.1.3. Patogenia e sinais clinicos

A Leishmaniose Cutdnea se caracteriza por Ulceras de fundo granuloso e bordas
salientes de dificil cicatrizacdo (BRASIL, 2010). J& a forma cutdneo-mucosa, menos frequente,
apresenta-se com metastases graves e mutilantes na regido nasobucofaringea (MODABBER,
1993). Por fim, a forma cutaneo-difusa, de ocorréncia mais rara, caracteriza-se por macico
comprometimento dérmico de natureza crénica (BRASIL, 2000).

Na fisiopatogenia das leishmanioses, os macrofagos sdo, ao mesmo tempo, células
hospedeiras, apresentadoras de antigeno para o sistema imune e efetoras para a destruigdo do
parasito (BRASIL, 2010).

No entanto, o nivel baixo ou auséncia de anticorpos anti-Leishmania sp encontrados
leva a supor que a leishmaniose cuténea é a Unica forma clinica em equinos (KOEHLER et al.,
2002; ROLAO et al., 2005).

Dessa forma, esse protozoario é capaz de produzir uma variedade de lesbes cutaneas em
equinos, tais como em caninos e humanos (ROLAO et al. 2005).

Equinos, muares e asininos podem desenvolver lesdes cutaneas, particularmente na
cabeca, orelhas, pescoco, membros (RAMOS-VARA et al., 1996) e escroto (BONFANTE-
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GARRIDO et al., 1981; SPICKER et al. 2010). As lesGes mais comuns sdo papulas isoladas ou
multiplas ou nodulos, que sdo frequentemente ulcerados (BARBOSA-SANTOS et al., 1994).
Nodulos faciais e na regido inguinal com superficies alopécicas e crostosas também foram
relatados (SOLANO-GALLEGO et al., 2003).

Entretanto, algumas lesdes regridem espontaneamente (SPICKER et al. 2010). Além
disso, as respostas imunes desenvolvidas por eqiinos sdo geralmente eficazes o que impede o
desenvolvimento da doenca (FERNANDEZ-BELLON et al., 2006).

1.1.4. Imunidade

As infeccGes por Leishmania spp levam a uma ativacdo especifica da resposta
imunoldgica por parte do hospedeiro. A infecgdo parasitaria acarreta uma expansdo de diversos
tipos celulares, caracterizada pelo aumento de células T CD4+, apresentando um perfil de
citocinas Thl ou Th2 (HOLZMULLER et al., 2006; REIS et al., 2006). Se a resposta for do
tipo Thl, citocinas como IL-2, IFN-y, TNF-a e IL-12 serdo produzidas, ativando os macréfagos
e, consequentemente, levando a destruicdo dos parasitos. Mas, se a resposta for do tipo Th2
serdo produzidos IL-4 e IL-10, que inibem a ativacdo macrofagica e, consequentemente, as
formas clinicas aparecerdo. Esse protozodario € capaz de direcionar a diferenciacao de células T
para uma resposta do tipo Th2, caracterizada pela persisténcia da infeccdo (BOGDAN;
ROLLINGHOFF, 1998; REIS et al., 2006).

Assim, hd um consenso geral que as células T e a imunidade mediada por células
contribuem para a patogénese das diferentes formas de leishmaniose cutanea (SOUZA et al.,
2005). Embora altos titulos de anticorpos sejam observados em todas as manifestac@es clinicas,
ainda ndo esta completamente esclarecido o papel de anticorpos especificos na imunidade
contra a leishmaniose cutanea (TRUJILLO et al., 1999).

Na forma cutanea localizada, ha uma forte resposta de células T, com citocinas do tipo
Th1, como IFN-y e IL-12, e uma alta frequéncia de células B (LOUZIR et al., 1998; VIEIRA
etal., 2002).

Por sua vez, a resposta imune mediada por células T na infecgdo por L. (V.) braziliensis,
comparada a L. major, tem sido menos estudada devido alguns fatores a saber: dificuldade no
crescimento in vitro deste parasito, ineficiente conversdo em promastigotas metaciclicos, além
da resisténcia de muitas espécies de animais, particularmente camundongos, frente a infeccéo,

devido a inabilidade dessa espécie de Leishmania de inibir a resposta Thl (LIMA et al., 1999).
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Por outro lado, paralelamente a existéncia de uma resposta imunoldgica por parte do
hospedeiro, a sobrevivéncia e a persisténcia parasitaria dependem de estratégias de escape da

resposta imune inata e adaptativa (REIS et al., 2006).

1.1.5. Diagnostico

Nos animais, o diagnostico clinico é dificil de ser confirmado e estabelecido, devido a
uma grande variedade de sinais clinicos apresentados e a forma assintomatica da doenca
(FEITOSA et al., 2000; GONTIJO & MELO, 2004). Por isso, o diagnostico definitivo da
leishmaniose cutanea € realizado através da detec¢cdo do seu agente causal em lesdes de pele ou
em meio de cultura (GONTIJO & CARVALHO, 2003).

Assim, sdo indicados os métodos parasitologicos por meio de citologia esfoliativa
das lesdes cutaneas de pele integra e lesionada (ALVES & FAUSTINO, 2005) sendo esta
Gltima, o padrdo ouro devido a sua alta especificidade (REITHINGER et al., 2007).

Dessa forma, a microscopia direta € o procedimento de primeira escolha por ser mais e
rapido, de menor custo e de facil execucdo (GONTIJO & CARVALHO, 2003). Entretanto,
apesar de 100% de especificidade, a sensibilidade desse método ¢é baixa e altamente variavel.
Outro método parasitologico € o isolamento do parasito em meio de cultura (BRASIL, 2010)
que além da confirmacéo do agente etiologico, permite posterior identificacdo e caracterizacao
da espécie envolvida (REITHINGER et al., 2007).

Por sua vez, a inoculagdo em animais de laboratorio, apesar da alta sensibilidade, é
onerosa e demanda tempo no desenvolvimento do parasito (SZARGIKI, 2005). Em alguns
casos, a técnica de imunohistoquimica pode ser aplicada para aumentar a sensibilidade e
especificidade para a deteccdo do antigeno nos tecidos (FERRER, 1999).

Por outro lado, existem o0s testes imunoldgicos, dentre 0s quais existe a
Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) que apresenta facilidade do processo e curto tempo
para obtencdo do resultado (48 horas), o que faz deste teste o principal método indireto realizado
para diagnéstico da LC em areas endémicas (GONTIJO et al., 2002). Este procedimento
fundamenta-se na resposta imune celular e consiste no exame de reagdo de hipersensibilidade
tardia ap6s a administragdo intradérmica de um antigeno padronizado, preparado com
componentes extraidos de promastigotas de cultura. Esta hipersensibilidade celular tardia é
caracterizada por infiltrado inflamatério com predominancia de linfocitos e macréfagos
(GONTIO & CARVALHO, 2003).
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Existem ainda, os exames soroldgicos que por serem mais rapidos, menos invasivos e
permitirem utilizacdo em grande escala, sdo frequentemente utilizados nos estudos
epidemioldgicos que visam o controle da doenca em areas endémicas (SZARGIKI, 2005) e em
pesquisas para triagem e determinacdo de reservatorios (ZOVEIN et al., 1984).

Na LTA, de uma forma geral, os titulos de anticorpos sdo baixos, ressaltando-se que L.
braziliensis induz uma maior reposta de anticorpos comparada com outras espécies
responsaveis pela doenca (ROMERO et al., 2005).

Assim, diversos exames sorologicos foram desenvolvidos para o diagnostico da doenca
dentre os quais: Teste de Aglutinagcdo Direta (DAT), Reacdo de Imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e Ensaio Imunoenzimético — ELISA (TRUPPEL et al., 2014).

No entanto, quando aplicado em estudos epidemiolédgicos na LTA, a especificidade do
ELISA pode tornar-se baixa, devido a ocorréncia de reagdes inespecificas (UCHOA et al.,
2001).

Nesse sentido, Szargiki et al. (2009) e Barros-Freitas et al. (2009) recomendam, para L.
braziliensis, a utilizacdo do antigeno especifico no teste de ELISA como ferramenta diagnostica
nos casos suspeitos de LTA em areas endémicas.

Contudo, apesar da alta sensibilidade e baixa especificidade (BRITO et al., 2000;
GONTI1JO e CARVALHO, 2003), a RIFI é a técnica sorologica mais utilizada (BRASIL, 2010).

Por fim, dentre as técnicas de biologia molecular, particularmente, a Reagcdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) (GALLEGO, 2004; IKEDA-GARCIA e FEITOSA, 2006) esta sendo
bastante utilizada e apresenta bons resultados para o diagnostico da LC (REITHINGER et al.,
2007) com melhores sensibilidades e especificidades quando comparada com os métodos
parasitolégicos convencionais (REITHINGER e DUJARDIN, 2007) e soroldgicos (BRASIL,
2010).

1.1.6. Tratamento, Prevencao e Controle

N&o existe um programa para o tratamento de equideos infectados, assim como ndo ha
um programa de prevencdo e controle especifico para as leishmanioses cutaneas nestes animais.
No Brasil, o controle da infeccdo em humanos é realizado pelo diagndstico e
tratamento precoce dos casos humanos (BRASIL, 2010), eliminacdo de reservatorios caninos

infectados, e reducdo da populacédo de flebotomineos (DESJEUX, 2004).
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Entretanto, a prevencéo e o controle da doenga sdo dificeis devido a complexidade das
na epidemiologia das leishmanioses cutaneas e das poucas alternativas disponiveis para um
efetivo controle dos vetores (REITHINGER et al., 2007).

Nesse sentido, o controle quimico desses vetores é preconizado quando ocorre casos
humanos da doenga, num periodo maximo de seis meses, em areas novas ou em surto, associado
a evidéncias de que a transmissdo esteja ocorrendo no ambiente domiciliar ou ainda, quando
houver a ocorréncia de casos humanos enfermos na faixa etaria inferior a 10 anos (BRASIL,
2010).

2.2. Piroplasmose Equina
2.2.1. Etiologia e Transmissao

Babesia caballi e Theileria equi sdo protozodrios intra-eritrocitarios incriminados pela
doenca nos equideos, cuja transmissdo € realizada principalmente por carrapatos ixodideos
(ZAUGG, 2006).

Esses protozoarios pertencem ao Filo Apicomplexa (BISHOP et al., 2004; MANS,
PIENAAR & LATIF, 2015), o qual é composto por quatro ordens, entre elas a Piroplasmorida
que possui dois géneros, a saber: Babesia e Theileria (ADL et al., 2012), que apresentam ciclos
bioldgicos e agdo patogénica diferenciadas (WISE et al., 2013).

Na infeccdo por B. caballi, os merozoitos encontram-se intra-eritrocitarios com
morfologia piriforme, possuindo de 2-5 pm de comprimento e 1,3-3,0 um de didmetro
(LEVINE, 1985; OIE, 2014). Os merozotos emparelhados e unidos nas suas extremidades
posteriores sdo caracteristicos no diagnostico de infeccdo por B. caballi.

Com relacgdo a infec¢do por T. equi, 0 protozoario era conhecido como Babesia equi,
contudo em funcdo de apresentar estadios exo-eritrocitarios (em linfécitos) no hospedeiro
vertebrado, com o desenvolvimento de microesquizontes e macroesquizontes, 0 que 0 aproxima
de membros do género Theileria (ZAUGG, 2002), foi reclassificado como T. equi (MELHORN
& SCHEIN, 1998).

Do ponto de vista estrutural, os merozoitos possuem morfologia piriforme, redondos
ou ovoides, com tamanho de 2-3um de comprimento (LEVINE, 1985) apresentando uma
caracteristica morfologica tipica de quatro merozoitos em forma de péra, formando uma tétrade
conhecido como o arranjo “cruz de Malta" (HOLBROOK et al.,1968; OIE, 2014).
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Ambos podem infectar um mesmo animal simultaneamente (MASLIN et al., 2004;
POSADA-GUZMAN et al., 2015) e os animais infectados podem permanecer portadores destes
parasitos por longos periodos, atuando como fontes de infeccdo para seus vetores.

O ciclo biolégico de ambos os protozoarios envolve estagios nos hospedeiros
vertebrados e carrapatos, evoluindo em trés fases distintas a saber, esporozoitos, merozoitos e
gametocitos (WISE et al., 2014). A duracdo do ciclo nos carrapatos varia na dependéncia da
espécie envolvida e apos a inoculacao no hospedeiro vertebrado. B. caballi penetra diretamente
nos eritrocitos (Figura 2), enquanto que T. equi infecta inicialmente células mononucleares

(Figura 3) e posteriormente eritrocitos (WISE et al., 2013).

Figura 2: Ciclo biol6gico de Babesia caballi.

1-Hemacia infectada com Babesia caballi; 2-Merozoitos; 3-Infec¢do de novas hemécias; 4-Desenvolvimento da
fase de gamogonia; 5-Instalacdo dos cinetos na glandula salivar do artropode; 6-Formacdo e liberacdo da forma
esporozoita.
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Figura 3: Ciclo biolégico de Theileria equi.

1-Evolucédo de microesquizonte para o estagio de macroesquizonte para entdo ocorrer a liberagcdo dos merozoitos;
2-Desenvolvimento dos merozoitos na célula sanguinea; 3-Desenvolvimento do estagio de gamogonia, fase que
gera o zigoto ao final do processo; 4-Inicio da fase de esporogonia, instalacdo do cineto na glandula salivar do
carrapato; 5-Desenvolvimento e liberagéo dos esporozoitos.

Desta forma, a transmissdo por carrapatos € realizada de forma transestadial
(KIZILARSLAN et al., 2015) e transovariana, para B. caballi (Figura 2) e, além destas formas
aquela intraestadial (WISE et al., 2013) para T. equi (Figura 3). Ademais, suspeita-se que a
transmissdo seja possivel através de picadas de insetos hematdfagos (NANTES e ZAPPA,
2008).

A transmissdo de B. caballi é realizada por pelo menos 15 espécies de carrapatos
ixodideos, dos géneros Anocentor, Hyalomma e Rhipicephalus (WISE et al. 2013) enquanto T.
equi por 14 espécies incluindo os géneros ja mencionados além de Amblyomma (SUMBRIA et
al., 2014) e Haemaphysalis (IKADAI et al., 2007).

No Brasil, pelo menos trés carrapatos sdo comumente encontrados em equideos
(KERBER et al., 2009). Anocentor nitens, espécie monoxena, de maior difusdo no pais e tem
0 equino como seu principal hospedeiro, localizando-se preferencialmente no pavilhdo
auricular, Amblyomma cajennense, espécie heteroxena (GUIMARAES; TUCCI & BARROS-
BATTEST]I, 2001) bastante difundida em todos os estados das regides Sudeste e Centro-Oeste
(LABRUNA et al., 2001; VIEIRA et al., 2004), e Rhipicephalus Boophilus microplus, também
espécie monoxena, sendo a infestacdo frequente em equinos que compartilham o pasto com
bovinos (RIBEIRO et al., 1999; LABRUNA et al., 2001).
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No Brasil, R. B. microplus é considerado o principal responsavel pela transmisséo da T.
equi (HEUCHERT et al., 1999), podendo ainda, transmitir B. caballi (BATTSETSEG et al.,
2002).

N&o obstante, a transmissao iatrogénica desses parasitos através de transfusao de sangue
contaminado, injecGes e instrumentos cirdrgicos tem sido apontada (UILENBERG, 2006) para
ambas espécies de piroplasmideos.

Por sua vez, T. equi pode ser também transmitida por via transplacentaria e a infeccéo
pode ocorrer no primeiro trimestre da prenhez, enquanto que na B. caballi esta forma de

transmissdo ndo tem sido observada (ALLSOP et al., 2007).

2.2.2. Distribuicao Geografica

A distribuicdo geografica estd relacionada a presenca do carrapato, sendo a maior
ocorréncia da doenca predominante em regides tropicais e subtropicais (GARCIA-
BOCANEGRA et al. 2013). Assim, Wise et al. (2013) afirmam que B. caballi e T. equi sdo
endémicos na América Central, América do Sul, Africa, Asia, Oriente médio e sul da Europa
(Quadro 1).

Soroprevaléncia entre 20% e 90% é relatada na América Latina, onde a prevaléncia de
T. equi € maior que a de B. caballi (TEGLAS et al., 2005; CASTELLANOS et al., 2010;
ROSALES et al., 2013; WISE et al., 2013), exceto no sul da Argentina e do Chile que sdo livres
da enfermidade (KERBER et al., 1999).

No Brasil, Kerber et al. (1999) apontam alta soroprevaléncia da infeccdo em regides de

clima marcadamente tropical ou subtropical (Quadro 2).
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Quadro 1: Ocorréncia de Babesia caballi e Theileira equi em equideos de diferentes continentes

Continente Pais Ocorréncia Método Autor
Africa Africado Sul | B. caballi - 71,4% RIFI Motloang et al. (2008)
T. equi — 100%
Egito T. equi - 41,6% Parasitolégico | Salib et al. (2013)
direto
Iran T. equi - 50,94% PCR Abedi et al. (2015)
Europa Hungria B. caballi — 6,19% cElisa Homok et al. (2007)
Turquia T. equi — 25% RIFI Oncel et al. (2007)
B. caballi - 34,6% RIFI Acici et al. (2008)
T. equi - 21,59%
B. caballi — 9,6% RIFI Karatepe et al. (2009)
T. equi — 12,8%
Suica B. caballi e RIFI Sigg et al. (2010)
T. equi - 7,3%
Italia B. caballi - 0,3% RIFI Grandi et al. (2011)
T. equi - 8,2%
Espanha B. caballi e RIFI Vega & Domingo et al. (2012)
T. equi 7,5%
Asia Coréia B. caballi — 0% ELISA Seo et al. (2011)
T. equi—1,1%
Jordania T. equi — 14,1% CELISA Abutarbush et al. (2012)
Mongdlia B. caballi - 51,6% Elisa Munkhjargal et al. (2013)
T. equi - 19,6%
india B. caballi — 75% ELISA Sumbria et al. (2016)
T.equi—1,11%
América Venezuela B. caballi — 11,1% RIFI De Vera et al. (2006)
T. equi — 15,2%
México B. caballi — 27,4% RIFI Cant(-Martinez et al. (2012)
T. equi - 45,2%
Coldémbia B. caballi e T. equi - | Parasitolégico | Calderdn et al. (2013)

18,25%

direto




Quadro 2: Ocorréncia de Babesia caballi e Theileria equi em diferentes regides do Brasil
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Regido Estado Método Ocorréncia Autor
Norte Para RIFI B. caballi — 45% Pfeifer-Barbosa et al. (2000)
T. equi — 62%
Centro-Oeste Goias RIFI B. caballi —90,8% Linhares et al. (1997)
Mato Grosso PCR 14% Barros et al. (2015)
Sudeste Minas Gerais | RIFI T. equi — 60,45% Ribeiro et al. (1999)
RIFI B. caballi — 83% Heim et al. (2007)
T. equi — 83%
Séo Paulo RIFI T. equi — 49% Heuchert et al. (1999)
ELISA T. equi — 75% Baldani et al. (2004)
ELISA, FC e | T.equi Baldani et al. (2007)
RIFI
ELISA B. caballi - 54.1% Kerber et al. (2009)
T. equi - 21.6%
nPCR T. equi — 63,53% Baldani et al. (2010)
RIFI T. equi — 100%
Parasitologico T. equi — 3,52%
Direto
RIFI B. caballi — 75% Pfeifer-Barbosa et al. (1992)
RIFI T. equi — 100% Pfeifer-Barbosa et al. (1995)
FC B. caballi — 61,7%
RIFI T. equi — 73,55% Botteon et al. (2002)
FC T. equi —18,1%
B. caballi - 1,5% Da Costa Pereira et al. (2004)
Mista — 6%
Rio de Janeiro | FC T.equi— 21% Da Costa Pereira et al. (2005)
B. caballi — 6,4%
nPCR T. equi — 100% Jacob et al. (2010)
RIFI T. equi — 81,09% Santos et al. (2011)
Sul Santa Catarina | RIFI T. equi - 50,38% Souza et al. (2000)
RIFI T. equi—57,9% Cunha et al. (1996)
Rio Grande do | ELISA T. equi — 31,6% Golynski et al. (2008)
Sul RIFI T. equi — 35,8%
RIFI T. equi - 90,9% Torres et al. (2012)
Parand ELISA T. equi - 61% Prochno et al. (2014)
ELISA B. caballi — 78,3% Vieira et al. (2014)
T. equi — 69,2%
Mista — 50,0%
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2.2.3. Patogenia e sinais clinicos

Clinicamente, a doencga caracteriza-se por febre, anemia, depressdo, ataxia, anorexia,
fraqueza, epifora, secrecdo nasal mucoide, edema, ictericia, hemoglobiniria e anemia
(RONCATI et al., 2011), podendo ocorrer a morte dos animais 48 horas ap0s o inicio dos sinais
clinicos ou evolucdo para fase cronica que pode persistir por meses (RONCATI et al., 2011).

A doenca clinica associada a infeccdo por T. equi € muito mais grave, assim como a taxa
de mortalidade é mais elevada, do que aquela causada por B. caballi (SAKHA, 2007).

Fatores estressantes como treinamento intenso, transporte, condigdes climaticas
adversas ou qualquer outra doenca concomitante pode induzir a manifestacdo clinica em
equinos que j& foram expostos aos agentes da babesiose (REED & BAYLY, 2000).

Embora alguns detalhes da patogénese permanecam desconhecida, a infeccdo por T.
equi ou B. caballi causa lise de eritrdcitos resultando em hemdlise intravascular (WISE et al.,
2013), liberacdo de hemoglobina e acimulo de bilirrubina nos tecidos, e hemoglobindria
(RONCATI, 2006).

Por outro lado, eritrécitos infectados (WISE et al., 2013) e ndo infectados (WISE et al.,
2014) sdo removidos da circulacdo pelos macréfagos contribuindo ainda mais para ocorréncia
da anemia.

Vérios fatores isoladamente ou em conjunto podem ser responsabilizados por esta
remocdo. Assim, em infeccbes experimentais de asininos esplenectomizados por T.
equi, Ambawat et al. (1999) observaram a modificacdo da bioquimica da membrana do
eritrocito, o que induz a remocao destas células da circulacéo.

Por outro lado, niveis de malondialdeido (marcador de peroxidacdo lipidica) estdo
significativamente aumentados na infeccéo por T. equi, sugerindo que a acumulacdo de ions
oxidativos também contribua para lise eritrocitaria (AMBAWAT et al., 1999).

Por sua vez, estudos apontam que alteracbes na membrana eritrocitaria como aumento
da densidade, diminuicédo dos residuos de acido sialico, alteracdo nas concentracdes de lipideos
e reducdo de algumas enzimas levam a acimulo de imunoglobulinas na superficie eritrocitéria
e também sdo importantes no reconhecimento e remoc¢do através do sistema fagocitario
mononuclear (WEISS & MCCLAY, 1998).

Independente do quadro de anemia, os eritrocitos infectados causam microtrombos por
aglutinacdo de pequenos vasos causando estase venosa e vasculite (ALLEN, FRERICHS &
HOLBROOK, 1975a; DE WAAL, VAN HEERDEN & POTGIETER, 1987), determinando
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diferentes graus de trombocitopenia e tempos de coagulacdo tanto em T. equi como em B.
caballi (ALLEN, FRERICHS & HOLBROOK, 1975 b).

Hipdteses relativas a patogénese de diminuicdo de contagem de plaquetas incluem
destruicdo imunomediada, sequestro pelo bago e/ou consumo excessivo (WISE et al., 2013).

A transmissdo placentéria de éguas infectadas para seus fetos tem sido registrada
(PHIPPS & OTTER, 2004; ALLSOPP, LEWIS & PENZHORN, 2007; GEORGES,
EZEOKOLI & SPARAGANO, 2011; CHHABRA et al., 2012) podendo resultar em aborto,
sobretudo no final da gestacdo, morte fetal ou infeccdo neonatal.

2.2.4. Imunidade

Ambas, imunidade humoral e celular, estdo envolvidas na infeccdo por T. equi e B.
caballi (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Imediatamente ap6s a inoculacdo dos
esporozoitos pelos carrapatos, os anticorpos da classe 1gG provenientes de infecgdes prévias
podem se ligar e neutralizar esta forma do protozoario, impedindo a sua entrada nas
hemacias (HOMER et al., 2000).

Os mecanismos de protecdo na babesiose equina incluem neutralizacdo de parasitos
extracelulares, bloqueando sua entrada nas células hospedeiras, ou opsonizacdo dos
protozodarios livres e de eritrdcitos infectados com consecutiva lise através do sistema
complemento (CUNHA et al., 2006).

Sendo assim, os anticorpos séricos produzidos ap0s a exposicdo de T. equi e B.
caballi podem opsonizar, aglutinar ou imobilizar os protozoarios (CUNHA et al., 2006). Os
anticorpos juntamente com o sistema complemento e as células citotoxicas podem destruir e/ou
controlar a populacéo parasitaria destes protozoarios (ABBAS, LICHTMAN & PILLALI, 2008).

A dindmica de anticorpos detectaveis por métodos soroldgicos na infeccdo por T.
equi comega ao redor dos 15-20 dias e os isotipos envolvidos séo da classe 1gG(a), 19G(b) no
inicio da fase aguda da doenca e IgG(T) ao final desta fase (CUNHA et al., 2006).

Contudo, o principal mecanismo de defesa contra T. equi e B. caballi dentro dos
macrdfagos é a imunidade mediada por células, particularmente a ativacdo do macréfago por
citocinas derivadas das células T CD4+ Thl, principalmente o IFN-y que estimula a atividade
microbicida dos fagdcitos, promovendo a destrui¢do intracelular de organismos fagocitados
(ABBAS, LICHTMAN &PILLALI, 2008).

Por outro lado, proteinas de superficie do estagio intraeritrocitario tém importante
participacdo na patogénese da doenca devido ao seu papel no reconhecimento, ligacdo e

penetracao dos parasitos no eritrocito do hospedeiro (KUMAR et al., 2003).
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Neste contexto, na infecgdo por T. equi, proteinas de 30 e 34 kDa sdo expostas na
superficie das hemacias e sdo reconhecidos pelo sistema imune equino. Assim, animais que
possuem um sistema imune competente e que nao tenham sido esplenectomizados,
frequentemente, sdo capazes de controlar a infec¢do causada pela doenga (KNOWLES et al.,
1994).

2.2.5. Diagnostico

O diagndstico da infeccdo por B. caballi e T. equi pode ser realizado através de métodos
parasitoldgicos, sorologicos e moleculares (SANTOS et al., 2009; OIE, 2014).

A deteccdo laboratorial das espécies de B. caballi e T. equi é realizada através da
pesquisa dos protozodrios em estiragos sanguineos corados com corantes hematologicos
convencionais (MARCONDES, 2009). No entanto, este método apresenta baixa sensibilidade,
principalmente em animais com baixa parasitemia (AMBROSIO & DE WAHL, 1990; GUIDI
etal., 2015).

Face a baixa sensibilidade e especificidade dos testes parasitologicos, foram
desenvolvidos os testes soroldgicos para o diagndstico da piroplasmose equina (KNOWLES et
al., 1991; BRUNING et al., 1997; KAPPMEYER et al., 1999; IKADAI et al., 2000). Esses sédo
amplamente aceitos como ferramentas de vigilancia em estudos epidemioldgicos devido a sua
facilidade de utilizacdo (BRUNING et al., 1997).

O primeiro teste sorolégico aplicado para deteccdo de anticorpos IgG anti-B. caballi e
T. equi foi a Reacdo de Fixagdo do Complemento (FC) que, desde 1969, foi considerado o
teste oficial para o diagnostico da piroplasmose equina (FRIEDHOFF, 1982; SANTOS et al.,
2009).

Entretanto, atualmente, a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o ensaio de
imunoadsorc¢do enzimatica (ELISA) sdo os principais testes usados para triagem de animais que
sdo transportados para varios paises. Estes testes tém provado ser mais efetivos detectando
animais com infeccao cronica e tratados com drogas anti-parasitarias, 0s quais poderiam ser
negativos na FC mesmo sendo ainda infectados (OIE, 2014).

Apesar disso, é necessario atentar para a possibilidade de problemas associados com o
teste de RIFI que incluem reacfes cruzadas, julgamento subjetivo do técnico e o custo elevado
do antigeno (BAKHEIT et al., 2007).

Por outro lado, os avangos nas técnicas de biologia molecular tém resultado na melhor
deteccdo, identificacdo e caracterizagdo genetica de muitos hemoparasitos (CACCIO et al.,
2000; NAGORE et al., 2004a).
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Assim, a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido aplicada na deteccédo de
infeccdo por B. caballi e T. equi apresentando maior sensibilidade e especificidade em
comparagdo com 0s ensaios sorologicos (GEYSEN et al., 2003; BULING et al., 2007;
JEFFERIES et al., 2007; SIBEKO et al., 2008) identificando animais infectados com baixas
parasitemias ou em casos cronicos (POSADA-GUZMAN et al., 2015).

2.2.6. Tratamento, Prevencao e Controle

O dipropionato de imidocarb é o principal farmaco utilizado para o tratamento da
piroplasmose equina (MORRIS, 2000). Nas infeccdes por B. caballi, a dose recomendada é de
2,2mg/Kg, por via intramuscular, sendo repetida apos 24 horas, enquanto que nas infec¢des por
T. equi, a dose recomendada é de quatro aplicaces de 4mg/Kg, sendo repetida a cada 72 horas
(VIAL & GORENFLOT et al., 2006).

Essa droga é eficaz na reducdo da parasitemia e, quando administrada na dose e no
tempo adequado, pode tambeém erradicar a infeccdo por B. caballi (MORRIS, 2000)
diferentemente de T. equi que a infeccdo ndo pode ser totalmente eliminada com o uso de
farmacos (SALIM et al., 2008).

Algumas medidas de manejo animal bem como das pastagens podem reduzir
significativamente a populacdo de carrapatos, diminuindo ou cessando a transmissdo desses
protozoarios (LABRUNA et al., 2001).

A separacao da criagdo de equinos e bovinos evita a infestacdo por R. B. microplus nos
equideos, assim como a infestagdo por A. cajennense pode ser controlada sem o uso de drogas
antiparasitarias, mantendo os pastos uniformes e limpos (LABRUNA et al., 2001).

Por outro lado, 0 uso de acaricidas em intervalos corretos controla a infestacéo de todos
0s carrapatos transmissores de T. equi e B. caballi. J& a erradicacdo quimica é raramente
recomendada em areas endémicas, mas pode ser indicada para animais que estdo prestes a ser

transportados de um pais endémico para outro, livre da doenca (KUTSCHA, 2008).
2.3. TOXOPLASMOSE EM EQUIDEOS

2.3.1. Etiologia e Transmissao

Toxoplasma gondii (NICOLLE & MANCEAUX, 1908), parasito pertencente ao Reino
Protista, filo Apicomplexa, classe Sporozoa, ordem Eucoccidiida, subordem Eimeriina, familia
Sarcocystidae e subfamilia Toxoplasmatinae (LEVINE et al., 1980). Esse parasito € um
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coccidio intracelular obrigatdrio, que infecta naturalmente o0 homem, os animais selvagens e
domésticos, e também os passaros.

No seu ciclo biologico, ap6s a ingestdo dos bradizoitos encistados do T. gondii pelos
felideos (hospedeiros definitivos), 0s oocistos aparecem nas fezes apés 4 a 5 dias e continuam
a ser excretados, freqiientemente, em grandes quantidades, por trés a 20 dias. Esses oocistos
esporulam em dois a quatro dias, em condic¢des favoraveis, e tornam-se infectivos para todos
os vertebrados (MAROBIN et al., 2004) na primo-infeccéo.

Os felideos, notadamente os gatos, desempenham papel fundamental na transmissao do
T. gondii para 0 homem e outros animais (LANGONI et al., 2001), sendo os Unicos hospedeiros
definitivos do parasito e transmissores de forma sexuada (SILVA et al., 2006). Por eliminarem
oocistos dos parasitos pelas fezes sdo a Unica fonte de infec¢do dos animais herbivoros. Os
oocistos sdo resistentes as condi¢cdes ambientais e resultam da fase sexuada do ciclo, que €

limitada ao epitélio intestinal desses animais (DAGUER et al., 2004).

Figura 4: Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii.

1-Ingestéo de oocistos esporulados presentes em agua e alimentos contaminados; 2-Liberacdo dos esporozoitos na
circulacdo; 3-Invasdo dos esporozoitos nas células; 4-Formacdo de cistos contendo bradizoitos; 5-Ingestdo de
carne contendo cistos de bradizoitos por felinos domésticos; 6-Invasdo das formas bradizoitas nos enterdcitos do
felino; 7-Diferenciacdo de bradizoitos em taquizoitos e gametdcitos; 8- Formagdo e maturacdo do zigoto em

oocistos que serdo eliminados nas fezes para entdo se transformarem em oocistos esporulados.
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Os equideos se infectam atraves da ingestdo ou inalacdo de oocistos esporulados
presentes no alimento, na dgua e na cama que foram contaminados com fezes de felideos
infectados (LANGONI et al., 2007).

Vale salientar que a ingestao de tecidos ndo cozidos de equideos clinicamente saudaveis,
contendo cistos de T. gondii, pode causar infeccdo no homem (MENDONCA et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2013). Embora o consumo de carne dessas espécies no Brasil ndo seja
expressivo, 0 Pais exporta esse produto, dai a grande importancia econémica e sanitaria da
toxoplasmose nessa espécie (POMARES et al., 2011).

Pode, ainda, ocorrer transmissao atraves da ingestdo de leite de asininos tanto para os
potros (MANCIANTI et al., 2014) como para humanos quando utilizado na alimentagdo destes
devido as suas propriedades (TAFARO et al., 2007; POLIDORI & VINCENZETTI, 2013).

2.3.2. Distribuicdo Geografica

A infeccdo por T. gondii em equideos apresenta distribuicdo cosmopolita e varios
estudos foram realizados com diferentes prevaléncias em diversos paises (OLIVEIRA-FILHO
etal., 2012) (Quadros 3 e 4).



Quadro 3: Ocorréncia de Toxoplasma gondii em equideos de diferentes continentes

Continente Pais Prevaléncia | Método Autor
Asia Coréia do Sul | 2,6% RIFI Gupta et al. (2002)
Avrébia Saudita | 31,6% SABIN-FELDMAN Alanazi et al. (2011)
Iraque 72,2% LAT Alshaery & Mansour (2012)
China 25,0% MAT Yang et al. (2013)
27,1% HAI Miao et al. (2013)
Japao 0,0% LAT Matsuo et al. (2014)
Ird 48,5% MAT Tavalla et al. (2015)
Turquia 20,6% SABIN-FELDMAN | Akca et al. (2004)
28% SABIN-FELDMAN Guclu et al. (2007)
7.2% SABIN-FELDMAN Karatepe et al. (2010)
62% SABIN-FELDMAN | Balkaya et al. (2011)
Africa Egito 40,5% RIFI Ghazy et al. (2007)
53,8% PCR Shaapan et al. (2012)
52,1% LAT
50,8% ELISA
39,2% MAT
Nigéria 37,1% HAI Aganga et al. (1983)
Sudéo 30,4% LAT Ibraim et al. (2014)
Tunisia 17,7% MAT Boughattas et al. (2011)
Europa Portugal 13,3% MAT Lopes et al. (2013)
Republica 8% SABIN-FELDMAN | Hejlicek & Literak (1994)
Tcheca 23% LAT Bartova et al. (2010)
Holanda 7% ELISA Van Knapen et al. (1982)
Grécia 1,8% ELISA Kouam et al. (2010)
Suécia 0,5 ELISA Ugla et al. (1990)
1% DAT Jakubek et al. (2006)
Italia 30,7% MAT Rinaldi et al. (2008)
Espanha 17,8% MAT Garcia-Bocanegra et al. (2012)
América EUA 6,9% MAT Dubey et al. (1999)
0,4% MAT Dubey et al. (2003)
México 6,1% MAT Alvarado-Esquivel et al. (2012)
Costa Rica 34% ELISA Dangoudoubiyam et al. (2011)
Argentina 13,1% MAT Dubey et al., 1999b
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Quadro 4: Ocorréncia de Toxoplasma gondii em equideos de diferentes regides do Brasil

Regido Estado Prevaléncia Método Autor
Nordeste AL 14,4% RIFI Valenca et al. (2015)
PB 7,8% RIFI Oliveira-Filho et al. (2012)
9,8% RIFI Oliveira et al. (2013)
RN 26,3% RIFI
SE 0% RIFI
PE 29% RIFI
BA 1,5% RIFI Mendonca et al. (2001)
Centro-Oeste | MT 13,7% RIFI Vidotto et al. (1997)
MS 21,4% RIFI
32,8% RIFI Laranjeira, Ishizuka & Hyakutaki
(1985)
Sudeste MG 12,8% RIFI Naves et al. (2005)
RJ 4,4% RIFI Gazéta et al. (1997)
SP 24,8% RIFI Costa et al. (1986)
41,5% RIFI Vidotto et al. (1997)
47,1% RIFI Villalobos et al. (2005)
5,9% RIFI Coiro, Langoni & Silva, 2012
Sul PR 46,82% RIFI Carleti et al. (2002)
58,96%
23,4% RIFI Vidotto et al. (1997)
12,2% RIFI Garcia et al. (1999)
28,5% RIFI Navarro et al. (2002)
2,7% RIFI Locatelli-Ditrich et al. (2006)
RS 8% HAI Silva et al. (1981)
2% HAI Braccini et al. (1992)
59% Barcelos et al. (1997)
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2.3.3. Patogenia e sinais clinicos

Os taquizoitos disseminam-se pelo sistema vascular e atingem varios 6rgaos, como 0
Sistema Nervoso Central (SNC), musculo esquelético, visceras e olhos (DUBEY et al., 1998;
SILVA et al., 2006).

Nestes tecidos, os taquizoitos se multiplicam intracelularmente e, caso a multiplicacéo
seja intensa, causam lise celular e desencadeiam reacdo inflamatoria local (SILVA et al., 2006).

O desenvolvimento da resposta imune protetora leva ao encistamento do parasito,
formando os cistos teciduais que contém os bradizoitos, forma de multiplicacédo lenta, os quais
podem permanecer latentes sem causar doenca por varios anos. Dessa forma, encontram-se
protegidos da acdo do sistema imune e de drogas (DUBEY et al.,1998).

As infeccBes em equideos por T. gondii normalmente sdo subclinicas e o diagnostico
baseia-se em técnicas soroldgicas, que permitem detectar a presenca de anticorpos especificos
contra o parasito (AKCA et al., 2004).

Os equideos estdo entre as espécies domésticas mais resistentes a infec¢do pelo parasito,
apesar de ndo ser muito frequente. Podem apresentar alguns sinais clinicos, caracterizados por
aborto, nascimento de potros fracos, incoordenacdo, hiperexcitabilidade, perda de apetite,
prostracdo, diarréia, pneumonia, alteracbes locomotoras, corrimento nasal e alteracdes
oftalmoldgicas, como cegueira (DUBEY et al., 2009; LANGONI et al., 2007; NAVES et al.,
2005; TASSI, 2007).

Por outro lado, as formas bradizoiticas do parasito foram isoladas de tecido muscular de
animais saudaveis, indicando que o consumo de carne dessas espécies, inadequadamente
preparada, poderia constituir uma via de transmissdo para a infeccdo humana, e também para
animais de zooldgicos, em especial para os felideos. Esses, quando primo-infectados, podem

eliminar oocistos no ambiente pelas fezes (DUBEY, 1985).

2.3.4. Imunidade

A imunidade contra o T. gondii é complexa e envolve dois tipos de resposta: humoral e
celular (DO CARMO et al., 2015). A resposta humoral é caracterizada pela producdo de
imunoglobulinas especificas por linfdcitos B, principalmente 1gG e IgM (KAISHO &AKIRA,
2001).

Por outro lado, a resposta imune celular € mediada por linfocitos T, que secretam
citocinas, mediadores inflamatérios bem conhecidos, capazes de destruir os taquizoitos
extracelulares (KAISHO & AKIRA, 2001).
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A primeira resposta do hospedeiro contra a infec¢do € a secrecdo de citocinas, tais como
TNF-0, IFN-y , IL -1, IL - 4 e IL — 6 (TITUS, SHERRY E CERAMI, 1991), as quais,
apresentaram-se elevadas em equinos com a infec¢édo por T. gondii (DO CARMO et al., 2015).

Em pacientes com sorologia positiva para toxoplasmose, os niveis elevados de proteina
C- reativa sdo associados com a infec¢do aguda ou recorrente (HINZE-SELCH et al., 2010) .
Em geral, 0 aumento de citocinas e proteina C reativa estdo relacionadas com um mecanismo

de protecdo do hospedeiro para manter a infec¢do sob controle (DO CARMO et al., 2015).

2.3.5. Diagnostico

O diagnostico da toxoplasmose pode realizado por da pesquisa direta de cistos e
taquizoitas em tecidos, através de cortes histoldgicos, seja pela coloracdo por Hematoxilina e
Eosina (HE) ou Imunohistoquimica (IHQ), ou ainda através do Bioensaio, com a inoculagéo de
digeridos de tecido do animal suspeito em camundongos (ROSA et al., 2001).

Além disso, varias técnicas soroldgicas sao utilizadas visando a deteccao de anticorpos
IgG anti-T. gondii dentre os quais a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) &
considerada como padrdo ouro (TASSI, 2007). Além disso, outros testes sorolgicos como
aglutinagcdo modificada (MAT), teste de aglutinacdo de anticorpos indireta (IHA), aglutinacdo
direta (DAT), ELISA, aglutinacdo com latex (LAT), bem como o uso do corante Sabin-Feldman
(SFDT) também podem ser utilizados, com eficiéncia semelhante ou inferior a RIFI
(ALANAZI et al., 2011; DANGOUDOUBIYAM et al., 2011; JAKUBEK et al., 2006;
LANGONI et al., 2007; MATSUO et al., 2014; MIAO et al., 2013).

Por outro lado, os métodos moleculares como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
sdo utilizados em diversos estudos (DEHKORDI et al., 2013; MANCIANTI et al., 2014) pelo
fato de possuirem alta sensibilidade e especificidade e, em muitos casos, sendo preferivel aos
testes sorologicos (MONTOYA et al., 2004; CANTOS et al., 2000) ou mesmo, podendo ser
usados como teste confirmatorio (SHAAPAN et al., 2012). Além disso, pode ser uma
ferramenta de auxilio no entendimento da epidemiologia, genética populacional e filogenia do
T. gondii (SU et al., 2009).

2.3.6. Tratamento, Prevencao e Controle

O tratamento mais utilizado é a associacdo de sulfadiazina com a pirimetamina, mas
estdo disponiveis outras sulfonamidas (sulfamerazina, sulfametazina e sulfapirazina), além de

clindamicina, dapsona e atovaquona (FIALHO et al., 2009).
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A infecgédo por T. gondii deve ser controlada a partir da restricdo do acesso de felinos
aos alimentos, agua e a cama dos animais domésticos, entre 0s quais, 0s equideos, além do
acesso daqueles a carcagas desses animais (DUBEY et al. 2009). Além disso, deve-se evitar 0
fornecimento de carne e visceras de animais de producdo sem prévio tratamento térmico para
os felideos.

Medidas de biosseguridade e higiene ambiental também sdo essenciais para a prevencéo
da toxoplasmose (TASSI, 2007). O armazenamento correto de racbes, boa higiene das
instalacfes também sdo importantes, evitando a presenca de felinos em criatdrios de equideos,

principalmente em locais de armazenamento e fornecimento de alimentos.

2.4. Neosporose em Equideos
2.4.1. Etiologia e Transmisséo

A neosporose é causada por protozodarios pertencente ao filo Apicomplexa, classe
Sporozoea, ordem Eucoccidiida, familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae, género
Neospora (DUBEY; LINDSAY, 1996), com duas espécies, descritas Neospora caninum
(DUBEY et al., 1988) e N. hughesi (MARSH et al., 1998).

A infeccdo por N. caninum tem sido associada a problemas reprodutivos e doenca
neonatal, enquanto por N. hughesi esta relacionada a disturbios neuroldgicos (LINDSAY, 2001,
VERONESI et al., 2008).

Do ponto de vista morfologico N. hughesi se distingue de N. caninum devido as
diferencas nas proteinas, dos espac¢os internos transcritos (ITS1) do DNA e na morfologia dos
cistos teciduais (MARSH et al., 1998).

A forma de transmissdo de N. caninum pode ser congénita ou via transplacentaria
(vertical) e a infeccdo pos-natal (horizontal) (MCALLISTER et al., 1998; DIJKSTRA et al.,
2001), ambas ja relatadas na espécie equina (ANDERSON et al., 2000; LOCATELLI-
DITTRICH, 2002). A transmissdo horizontal desse parasito para os hospedeiros intermediarios
ocorre ap0s a ingestdo de oocistos esporulados presentes no ambiente, enquanto que a
transmisséo vertical se da através da invasdo do parasito nas células uterinas (STELMANN &
AMORIM, 2010).

A infeccdo congénita pelo protozoério ja foi relatada em fetos de equinos e em um potro
com um més de idade com cegueira congénita (DUBEY & PORTERFIELD, 1990; LINDSAY
et al., 1996; PRONOST et al., 1999; PITEL et al., 2003b). Por sua vez, anticorpos IgG anti-N.
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caninum foram encontrados em amostras séricas pré-colostrais de potros clinicamente sadios,
indicando a transmissdo vertical do parasito (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006a).

O ciclo biolégico completo de N. hughesi é desconhecido, assim como os modos de
transmissao deste parasito aos equideos permanecem ainda ndo compreendidos (REED et al.,
2016), diferentemente de N. caninum (Figura 5) que j& esta elucidado. Entretanto, muitos
estudos sugerem a transmissdo transplacentaria na infeccdo por N. hughesi em equideos
(PUSTERLA etal., 2011; ANTONELLO etal., 2012; HOWE et al., 2014).

Os estagios do ciclo de vida do N. caninum sdo 0s taquizoitos, cistos contendo
bradizoitos e oocistos (MCALLISTER et al., 1998). J& as formas identificadas do ciclo de vida
de N. hughesi sdo taquizoitos e cistos teciduais com bradizoitos. Ndo foram até o momento,
identificados oocistos deste parasito (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006). Os taquizoitos sdo
ovoéides e multiplicam-se rapidamente por endodiogenia, penetrando ativamente nas células
hospedeiras, localizando-se no citoplasma ou dentro do vacuolo parasitéforo (MARSH et al.,
1998; DUBEY et al., 2001).

Figura 5: Ciclo bioldgico de Neospora caninum.

1-Ingestdo de cistos teciduais contendo bradizoitos, presentes na musculatura dos hospedeiros intermediarios; 2
- Liberagdo dos oocistos ndo-esporulados nas fezes do hospedeiro definitivo; 3- Oocistos esporulados no
ambiente, contaminando &gua, solo e alimentos; 4-Ingestdo dos oocistos esporulados por hospedeiros
intermediarios; 5- Transmissdo transplacentaria nos hospedeiros intermediarios; 6-Infeccdo dos fetos por
taquizoitos; 7-Formacdo de cistos com bradizoitos teciduais na musculatura dos hospedeiros intermediarios.
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Os hospedeiros definitivos (cées e coiotes), quando ingerem os cistos de N. caninum,
eliminam os oocistos ndo esporulados nas fezes. No meio ambiente ocorre a esporulacéo,
formando-se dois esporocistos, cada qual com quatro esporozoitos. Cées e coiotes sdo 0s Unicos
hospedeiros definitivos identificados até 0 momento, mas suspeita-se que outros canideos
silvestres possam também servir como hospedeiros definitivos e eliminar oocistos nas fezes
(STELMANN &AMORIM, 2010).

Em se tratando de N. hughesi, o hospedeiro definitivo ainda € desconhecido,
permanecendo incerta a forma de exposicdo dos equinos a este parasito e se ha outros
hospedeiros intermediarios (REED et al., 2016).

2.4.2. Distribuicdo Geogréfica

N. caninum e N. hughesi foram descritos pela primeira vez no cérebro de cdes, na
Noruega em 1984, e medula espinhal de um equino nos Estados Unidos (BJERKAS et al., 1984;
MARSH et al., 1998), respectivamente. A partir dai, muitos estudos sobre Neospora spp. em
equideos foram realizados em diversos paises do mundo por meio de diferentes técnicas de
diagnostico. Assim, Arabia Saudita (ABDULLAH & ALYOUSIF, 2013), Israel (KIGLER et
al., 2007), Ira (MORAVEJI et al., 2011; HOSSEINI et al., 2011), Jordania (TALAFHA et al.,
2015), Turquia (KILBAS et al., 2008), Coreia do Sul (GUPTA et al., 2002), Franca (PITEL et
al., 2001), Itdlia b(CIARAMELLA et al., 2004), Suécia (JAKUBEK et al., 2006), Republica
Tcheca (BARTOVA et al., 2010), Canada (WOBESER et al., 2009), México (YEARGAN et
al., 2013), Costa Rica (DANGOUDOUBIYAM etal., 2011), Colémbia (BLANCO et al., 2014),
Peru (LUZA et al., 2015) e Chile (PATITUCCI et al., 2004) com prevaléncia variando entre
1% e 50%.

No Brasil, também j& foram realizados trabalhos acerca da prevaléncia de Neospora spp.
em equideos tendo sido relatado em alguns estados como Rio Grande do Sul (QUEVEDO et
al., 2015), Santa Catarina (ABREU et al., 2014), Parand (LOCATELLI-DITTRICH et al.,
2006), Sdo Paulo (STELMANN et al., 2011), Rio de Janeiro (STELMANN, 2014), Minas
Gerais (RIBEIRO et al., 2016), Bahia (GALVAO et al., 2015) e Alagoas (VALENCA et al.,
2015) com taxas variando entre 1,87% e 64,0%.

2.4.3. Patogenia e sinais clinicos

A patogenia da infeccdo tanto por N. caninum como N. hughesi ainda néo foi
completamente esclarecida nos equideos (TOSCAN et al., 2010). Na maioria dos casos, 0

parasito pode permanecer no hospedeiro intermediério por muitos anos, sem necessariamente
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causar sinais clinicos, os quais podem ocorrer em casos de imunossupressdo (LOCATELLI-
DITTRICH et al., 2006).

Em equinos, infec¢Bes por N. caninum estdo mais relacionadas a ocorréncia de aborto
em qualquer época da gestacdo, principalmente no terco médio, além de doencas neonatais,
como nascimento de potros fracos (LOCATTELLI-DITTRICH et al., 2006).

A infeccdo por N. hughesi estd associada a sinais neuroldgicos, fazendo parte do
complexo da Mieloencefalite Protozoaria Equina (MPE) (DUBEY et al., 2001; KLIGLER et
al., 2007).

De acordo com Dubey et al. (2007), esta espécie causa sintomatologia neuroldgica
porque o cisto do parasito se aloja no tecido nervoso do animal. Assim, 0s animais acometidos
podem apresentar ataxia dos membros posteriores e, em alguns casos, dos quatro membros, e
anormalidades no modo de andar, acentuadas quando o animal caminha com a cabeca elevada
ou quando anda em circulos (CHEADLE et al., 1999; DUBEY et al, 2001).

A infecgcdo por Neospora spp. em equideos estd associada a disturbios reprodutivos,
neonatais, viscerais e neuroldgicos (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006). Desse modo, sinais
clinicos como aborto, cegueira, perda de peso, paralisia de membros posteriores, mudanca de
comportamento, ataxia e incoordenacao podem ser observados em animais infectados (DUBEY
et al. 2007).

Os abortos por N. caninum decorrem dos taquizoitos que se originam da reativacao de
bradizoitos, e/ou cistos teciduais ou de oocistos ingeridos durante a gestacdo (HEMPHILL et
al., 2000). Assim, os taquizoitos multiplicam-se rapidamente, atravessam a placenta e infectam
o feto, e, dependendo da idade gestacional, pode ocorrer o aborto (LOCATELLI-DITTRICH et
al., 2006).

Entre os fatores que influenciam a patogénese do aborto destacam-se o periodo
gestacional em que ocorre a parasitemia, a quantidade e duracao da parasitemia, a eficiéncia da

resposta imune materna e a capacidade da resposta imune do feto (HEMPHILL et al., 2000).

2.4.4. Imunidade

Estudos acerca da resposta imune a infeccdo por N. caninum sdo escassos, existindo
principalmente na espécie bovina.

A imunidade mediada por células é a principal resposta efetiva do organismo ao N.
caninum. A infeccdo experimental por N. caninum induz a ativacao do eixo Th1l, caracterizada
por altos niveis de interferon gama (IFN-g) e uma resposta humoral, particularmente 19G2
(LOCATELLI-DITTRICH, 2006). Esse tipo de resposta Thl controla a multiplicacdo dos
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taquizoitos, sendo associada a protecdo contra os patdgenos intracelulares como Neospora spp.
(INNES et al., 2002).

A existéncia de anticorpos especificos € importante, sendo bastante util no auxilio ao
diagndstico e em estudos epidemioldgicos. Entretanto, a acdo dos anticorpos na imunidade
protetora permanece desconhecida, mas provavelmente, sua fungéo seria ajudar no controle da
propagacdo do N. caninum através da neutralizacdo dos taquizoitos extracelulares (CONRAD
etal., 1993; INNES et al., 2002). Dessa forma, ndo existindo uma resposta imune, 0s taquizoitos
continuam sua multiplicacdo, levando a destruicdo celular até a morte do hospedeiro
(LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006).

A resposta imunoldgica somada a outros fatores fisiologicos induzem a diferenciagdo
dos taquizoitos em bradizoitos, estabelecendo-se uma infeccdo cistica tecidual persistente
(BUXTON et al., 2002). A destruicdo celular e o desenvolvimento da doenca dependem da
competéncia dos taquizoitos em penetrar e se multiplicarem nas células hospedeiras, assim
como a inibigdo da sua multiplicacdo depende do status imune do hospedeiro (LOCATELLI-
DITTRICH et al., 2006).

A infeccdo na fase inicial da gestacdo normalmente é fatal devido a imaturidade
imunoldgica do feto bovino. Contudo, um feto imunocompetente pode ser capaz de resistir a
infeccdo, porém, provavelmente nascerd infectado com o parasita (ANDERSON et al., 2000;
INNES et al., 2002).

No feto equino, os linfocitos T estdo presentes a partir dos 100 dias de gestacédo, podendo
assim sintetizar e secretar imunoglobulinas, particularmente, IgM e IgG (PERRYMAN et al.,
1980). A existéncia de quantidades significativas de 1gG em potros recém-nascidos e antes da
ingestdo de colostro é bastante sugestiva de exposi¢do intrauterina ao antigeno (COOK et al.,
2001).

2.4.5. Diagnostico

Diante da problematica ocasionada pela neosporose, é crucial estabelecer o diagnostico
a fim de evitar mais perdas possibilitando, inclusive, determinar medidas de controle e
profilaxia. Devido aos sinais da neosporose serem inespecificos, o diagnéstico clinico da
doenca ¢é dificil. Consequentemente, o diagndstico laboratorial torna-se imprescindivel para
confirmacéo da infeccdo por Neospora sp. (PACKHAM et al., 2002).

Dessa forma, o diagndstico da neosporose pode ser realizado através de métodos
parasitoldgicos, sorologicos (SILVA, 2005) ou moleculares (JENKINS et al., 2002).
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O diagnostico parasitologico pode ser realizado através dos exames histopatolégico,
imunohistoquimico e o isolamento in vitro e in vivo (HEMPHILL et al., 2000; HOANE et al.,
2006).

Entre os testes soroldgicos mais utilizados, destaca-se a Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), que apresenta alta sensibilidade (VARDELEON et al., 2001) sendo um teste
de referéncia (HEMPHILL et al., 2000), Ensaio Imunoenzimético (ELISA), com alta
sensibilidade e especificidade (HOANE et al., 2005; HOWE et al., 2014), soroaglutinacdo
direta, a qual é uma ferramenta valiosa em estudos epidemiolégicos (HEMPHILL et al., 2000),
e Western blot (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006) que é teste confirmatorio por distinguir
infeccdo por N. caninum de N. hughesi em vérias espécies animais (STELMANN & AMORIM,
2010).

Ja os testes moleculares para identificacdo de Neospora spp. incluem PCR
convencional, PCR semi-quantitativo, nested PCR em tubo Unico ou PCR seguida por
hibridizacdo por sonda (JENKINS et al., 2002). Tais técnicas moleculares sdo de grande
utilidade no diagndstico de Neospora sp., pois permitem amplificar quantidades muito
pequenas de DNA, mesmo em tecidos que estejam autolisados e tém uma alta sensibilidade e

especificidade.

2.4.6. Tratamento, prevengao e controle

Ndo foram desenvolvidas estratégias eficazes para o controle e tratamento da
neosporose em equideos. Assim, varios farmacos como decoquinato, depudecina, toltrazuril,
ponazuril, artemisinina e os extratos de ervas medicinais tém sido utilizados in vitro (cultivo
celular) e in vivo (camundongos) para o tratamento da neosporose. Entretanto, de acordo com
Kwon et al. (2003), ndo ha comprovacao da eficacia terapéutica desses compostos. Apesar
disso, equinos acometidos pela enfermidade sdo tratados com ponazuril (5 mg/kg, a cada 24
horas, durante 30 dias).

Para se prevenir a neosporose é necessario que os fatores de risco da neosporose equina
sejam elucidados (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006b). De modo geral, a idade tem sido
um fator importante a ser considerado na ocorréncia da doenga em equinos, particularmente
animais acima de 10 anos (GRAY et al., 1996; MARSH et al., 1996; CHEADLE et al., 1999;
FINNO et al., 2007b).

Deve-se considerar, ainda, o conhecimento das vias de infeccdo, biologia de Neospora

sp., a utilizacao de ferramentas diagnosticas na deteccéo da infecgdo nos animais, bem como o
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uso de uma vacina eficiente na prevencdo da mesma, abortamento ou até mesmo no blogueio
da eliminacdo de oocistos pelos hospedeiros definitivos (DUBEY et al., 2007).

Né&o existe ainda vacinas contra essa enfermidade para equideos. Entretanto, as vacinas
até aqui desenvolvidas contra neosporose em outra espécie animal ndo conferiram uma
imunidade eficiente contra o abortamento nas fémeas acometidas por Neospora sp. (ROMERO
et al., 2004; INNES et al., 2007).
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4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL

Determinar as prevaléncias e fatores de risco associados as infec¢fes por Leishmania
spp., Babesia caballi (Nuttall & Strickland, 1910), Theileria equi (Mehlhorn & Schein, 1998),
Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux, 1909), Neospora spp. em equideos submetidos a
diferentes regimes de criacéo
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar DNA de Leishmania spp. a partir de sangue de equideos, através da Reacéo
em Cadeia da Polimerase;

e Determinar a prevaléncia de anticorpos IgG anti-Babesia caballi e anti-Theileria equi
em soro de equideos através do Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica e avaliar os
fatores de risco associados as infeccdes;

e Determinar a prevaléncia de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii, através do Testes
de Aglutinagdo Modificado e avaliar os fatores de risco associados as infeccdes;

e Determinar a prevaléncia de anticorpos IgG anti- anti-Neospora spp., através do Teste

de Aglutinagdo Modificado e avaliar os fatores de risco associados as infeccoes;
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Resumo

As leishmanioses sdo doencas parasitarias de carater zoonotico causadas por varias espécies de
protozoarios do género Leishmania, que acometem o homem e diferentes espécies de animais.
Nos equideos, independentemente da espécie de Leishmania a manifestacdo clinica € cutanea,
sendo relatada a presenca ndédulos, papulas, lesGes ulceradas, lesdes crostosas e regiGes de
alopecia. Estudos em equideos ainda sdo pontuais, sendo na sua maioria, inquéritos sorolégicos
cujos resultados podem revelar animais falso-positivos devido a ocorréncia de reacdes
cruzadas. Diante disso, esse trabalho teve como objetivo realizar pesquisa molecular de
Leishmania spp. em Equideos de Areas Endémicas do Nordeste do Brasil. Um total de 400
amostras de sangue de equideos clinicamente saudaveis foram analisadas por meio de testes
parasitoldgico direto e reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Esse foi o primeiro estudo que
contemplou diversas mesorregides do estado de Pernambuco realizando avaliacéo
parasitoldgica e molecular de Leishmania spp. em equideos, 0s quais resultaram negativos tanto
nos esfregacos de sangue em lamina quanto na PCR. O presente estudo sugere que 0s equideos
ndo participam da cadeia epidemioldgica das leishmanioses no estado de Pernambuco.

Palavras-chave: Leishmanioses; Doenca infecciosa; Zoonoses; Saude publica.

Abstract

Leishmaniasis are zoonotic parasitic diseases caused by several protozoan species of the genus
Leishmania that affect man and different species of animals. In equidae, regardless of the
species of Leishmania the clinical manifestation is cutaneous, being reported the presence of
nodules, papules, ulcerated lesions, crusted lesions and regions of alopecia. Studies in equines
are still punctual, most of which are serological surveys whose results may reveal false-positive
animals due to the occurrence of cross-reactions. Therefore, this work aimed to perform
molecular research on Leishmania spp. In equids of Endemic Areas of Northeastern Brazil. A
total of 400 blood samples from clinically healthy equidae were analyzed by direct

parasitological tests and polymerase chain reaction (PCR). This was the first study that
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contemplated several mesoregions of the state of Pernambuco performing parasitological and
molecular evaluation of Leishmania spp. in equids, which were negative in both blood smears
and PCR. The present study suggests that equidae do not participate in the epidemiological
chain of leishmaniasis in the state of Pernambuco.

Keywords: Leishmaniasis; Infectious disease; Zoonoses; Public health.

Introducéo

As leishmanioses sdo doencas parasitarias de carater zoondtico causadas por varias
espécies de protozodrios do género Leishmania, que acometem o homem e diferentes espécies
de animais (ROTUREAU, 2006). De acordo com a espécie de Leishmania envolvida, duas
formas da doenca sdo vistas: a tegumentar e a visceral (LYNN & MCMASTER, 2008), com
amplo espectro de manifestagdes clinicas que abrange desde cura espontanea, em algumas
formas tegumentares, a doenca fatal na infeccdo visceral (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994).

Em equideos, a infeccdo por Leishmania spp. j& foi identificada no Suddo (MUKHTAR
et al., 2000) na Alemanha (KOEHLER et al., 2002; MULLER et al., 2009), Suica (MULLER
et al., 2009), Espanha (SOLANO-GALEGO et al., 2003; FERNANDEZ-BELLON, 2006),
Portugal (ROLAO et al., 2005) e Italia (SGORBINI et al., 2014). No continente Americano, a
doenca foi detectada nos Estados Unidos da América (REUSS et al., 2012), Porto Rico
(RAMOS-VARA et al., 1996), Venezuela (MORALES et al., 2010) e Argentina (MAZZA,
1927).

No Brasil, o primeiro registro de leishmaniose cutanea em equideos foi realizado em
Equus asinus no estado do Ceara (ALENCAR, 1959), e somente ap6s duas décadas nos estados
da Bahia (VEXENAT et al., 1986), Rio de Janeiro (AGUILAR & RANGEL, 1986; AGUILAR
et al.,, 1986; AGUILAR et al., 1987; BARBOSA-SANTOS et al., 1991), Espirito Santo
(FALQUETO et al., 1987), Pernambuco (BRANDAO-FILHO et al., 2003), Parana
(VEDOVELLO FILHO et al., 2008; TRUPPEL et al. 2014), S&o Paulo (YOSHIDA et al., 1990;
FEITOSA et al., 2012) e Minas Gerais (SOARES et al., 2013).

Nos equideos, independentemente da espécie de Leishmania, a manifestacdo clinica é
cutanea, ndo havendo um padrdo caracteristico, sendo relatada a presenca de nodulos, papulas,
lesOes ulceradas, lesbes crostosas e regides de alopecia (KOEHLER et al., 2002; SOLANO-
GALLEGO et al., 2003; ROLAO et al., 2005; VEXENAT et al., 1986; FALQUETO et al.,
1987; BARBOSA-SANTOS et al., 1994; VEDOVELLO FILHO et al., 2008).

Estudos em equideos ainda sdo pontuais, sendo na sua maioria, inquéritos sorologicos
(CERQUEIRA et al., 2003; DUARTE et al., 2001; VILLALOBOS et al., 2010; SGORBINI et
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al., 2014) cujos resultados podem revelar animais falso-positivos devido a ocorréncia de reacdes
cruzadas (REITHINGER et al., 2003b).
Diante disso, esse trabalho teve como objetivo avaliar a prevaléncia de Leishmania spp.

em equideos de areas endémicas do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil.
Material e Métodos

Area de estudo e Animais

Esse trabalho foi realizado na Regido Metropolitana do Recife, Zona da Mata, Agreste
e Sertdo (IBGE 2010), no estado de Pernambuco (8° 4’ 14" S, 37° 15’ 57" O), Nordeste do
Brasil.

Foram analisadas 400 amostras de sangue de equideos clinicamente saudaveis,
incluindo equinos (387/400), muares (4/400) e asininos (9/400) de ambos os sexos com idade
de até 25 anos provenientes de 41 propriedades rurais.

Dados referentes as caracteristicas dos animais e dos rebanhos, sistema de criacéo,
presenca de outros animais, idade, sexo, raca, aptiddo e condicao fisica foram coletados por
meio de questionarios investigativos. O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco sob a licenca de numero
036/2014.

Exame Parasitologico direto
De cada animal utilizado, foram confeccionados esfregacos de sangue os quais foram
corados pelo método Panotico Répido LB® (LABORCLIN) para a pesquisa de formas

amastigotas em microscopia optica.

Extracdo de DNA e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

DNA foi extraido a partir de 200uL de sangue por meio do QIlAamp DNA Blood Mini
Kit (Qiagen®, Santa Clarita, CA, USA).

Todas as amostras foram analisadas por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) utilizando-se Top Taq™ Master Mix Kit (250) Qiagen (3 mM MgCI2, 400 pM each
dNTP).

A PCR especifica para Leishmania spp. foi realizada como descrito por Michalsky et al.
(2002) usando os iniciadores L1 (5’-GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA-3’)e L2 (5°-GGC
CCACTATAT TAC ACC AAC CCC-37).
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Em um volume final de 25pL foi usada a seguinte mistura: 12,5uL do Mix; 2,0 pL de
cada primer (10 pmol/uL); 5,5uL de agua ultrapura e 3uL de DNA.

Todo o material utilizado foi previamente esterilizado para evitar contaminacdo. Em
todas as reacOes foram usados DNA extraido de sangue de animais infectados e livres do

parasito como controles positivos e negativos, respectivamente.

Resultados e Discussao

Esse foi o primeiro estudo que contemplou diversas mesorregibes do estado de
Pernambuco realizando avaliacdo parasitologica e molecular de Leishmania spp. em equideos,
0s quais resultaram negativos tanto nos esfregacos de sangue em lamina quanto na Reacdo em
Cadeia da Polimerase.

A leishmaniose equina tem sido um achado comum nas Américas Central e do Sul
(SHAW, 2002), particularmente, L. braziliensis, indicando ser 0s equideos sdo reservatorios
nas areas peri-urbanas do Brasil (AGUILAR et al., 1987), sendo a doenca cutanea a tnica forma
evidenciada em equideos (KOEHLER et al., 2002).

A auséncia de infeccdo em equinos demonstra a ndo participacdo desta espécie na
epidemiologia da leishmaniose nas areas estudadas.

Os animais aqui examinados eram clinicamente saudaveis o que, por si s0, ndo elimina
a possibilidade de estarem infectados como observado por Cerqueira et al. (2003), que relataram
gue mesmo apos infectados, 0s animais permaneciam aparentemente saudaveis.

No estado de Pernambuco, area do presente estudo, ja houve identificacdo de equino
positivo para Leishmania braziliensis (BRANDAO FILHO et al., 2003). Contudo, foi um
estudo pontual com poucos animais avaliados em um Gnico local. De acordo com Tolezano
(1994) apesar de estudos demonstrarem a infec¢do de equideos pelo protozoario, nenhum

comprovou sua participacao no ciclo infeccioso da doenca.

Conclusdo

O presente estudo sugere que os equideos ndo participam da cadeia epidemiolégica das
leishmanioses no estado de Pernambuco.
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CAPITULO 2

Fatores de risco associados a infeccao por
Theileria equi e Babesia caballi em equideos
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Resumo

Piroplasmose equina ¢ uma enfermidade que acomete equinos, asininos, muares e zebras sendo
causada pelos protozoarios Babesia caballi e Theileria equi que invadem os eritrocitos
causando sua destruicdo. Os animais infectados geralmente apresentam sinais clinicos tais
como depressdo, intolerancia ao exercicio, anemia, ictericia, hemoglobindria, disturbios
sistémicos e sinais de colica. Em funcdo da escassez de estudos epidemioldgicos relacionados
com a piroplasmose equina, o objetivo desse estudo foi determinar os fatores de risco
associados a infec¢do por B. caballi e T. equi. Para tanto, foram utilizadas 400 amostras de
sangue e soros de equideos sendo analisadas por meio de exame parasitologico direto e Ensaio
de Imunoadsorcdo Enzimatica. Ndo foram observados B. caballi e T. equi nas andlises
microscopicas e os testes soroldgicos revelaram uma prevaléncia de anticorpos anti-B. caballi
e anti-T. equi de 4.3% (17/400; I.C. 2,6 — 6,9%) e 10,8% 43/400; I.C. 8,0 — 14,3),
respectivamente. Foi detectada co-infecgdo em 1% (4/400) dos animais. A idade foi a Unica
variavel que revelou diferenca significante para ambos os protozoarios. Para B. caballi, o fator
sexo estava associado a infeccdo. Para T. equi, idade, aptiddo e criacdo consorciada com
bovinos foram fatores de risco. Os resultados demonstram que B. caballi e T. equi estdo
distribuidos por todas as areas estudadas. A baixa prevaléncia de anticorpos contra esses
protozoarios revela o risco de surtos de infecg@o por esses patdgenos e permite caracterizar as
localidades estudadas como &reas de instabilidade enzodtica.

Palavras-chave: Instabilidade enzodtica, sorologia, protozoarios, Babesiose, Theileriose
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Abstract

Equine piroplasmosis is a disease that affects equines, donkeys, mules and zebras being
caused by the protozoa Babesia caballi and Theileria equi that invade the erythrocytes
causing their destruction. Infected animals usually present clinical signs such as depression,
exercise intolerance, anemia, jaundice, hemoglobinuria, systemic disorders and signs of colic.
Due to the scarcity of epidemiological studies related to equine piroplasmosis, the objective of
this study was to determine the risk factors associated with B. caballi and T. equi infection.
For this purpose, 400 blood samples and equine sera were analyzed and analyzed by direct
parasitological examination and Enzyme linked immunosorbent assay. B. caballi and T.

equi were not observed in the microscopic analyzes and the serological tests revealed a
prevalence of anti-B. caballi and anti-T. equi antibodies of 4.3% (17/400, Cl 2.6-6.9) and 10,
8% 43/400; C.1. 8.0 - 14.3), respectively. Co-infection was detected in 1% (4/400) of the
animals. Age was the only variable that revealed significant difference for both protozoa.

For B. caballi the sex factor was associated with infection. For T. equi besides the age,
aptitude and creation in consortium with bovines. The results demonstrate that B.

caballi and T. equi are distributed throughout the studied areas. The low prevalence of
antibodies against these protozoa reveals the risk of outbreaks of infection by these pathogens

and allows characterizing the areas studied as enzootic instability.

Key words: Enzootic instability, Serology, Protozoa, Babesiosis, Theileriosis.

Introducéo

Piroplasmose equina, enfermidade endémica em muitas regides tropicais e subtropicais,
incluindo a Africa, Asia, Américas Central e do Sul, Caribe e Europa (OIE, 2014; WISE et al.,
2013), acomete equinos, asininos, muares e zebras sendo causada pelos protozoarios Babesia
caballi e Theileria equi (LAUS et al., 2015) que invadem os eritrcitos causando sua destruicédo
(ALANAZI et al., 2012).

Ambos os agentes podem infectar um mesmo animal simultaneamente (MASLIN et al.,
2004; ALANAZI et al., 2012; POSADA-GUZMAN et al., 2015), e sua transmisséo é realizada
por espécies de carrapatos pertencentes aos géneros Dermacentor, Hyalomma e Rhipicephalus
(UETI et al., 2008; KAMYINGKIRD, et al., 2014), além da transmissdo mecanicamente por
agulhas ou instrumentos cirargicos contaminados (UILENBERG, 2006; KIZILARSLAN et al.,
2015).
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A doencga pode causar significativas perdas econdémicas na equideocultura (WISE et al.,
2014) representando um problema no comércio internacional de equideos (BAHRAMI et al.,
2014).

Os animais infectados geralmente apresentam sinais clinicos tais como depresséo,
intolerancia ao exercicio, anemia, ictericia, hemoglobinuria, distdrbios sistémicos e sinais de
colica (ZOBBA et al., 2008). Aqueles animais que sobrevivem a fase aguda da infec¢do podem
carrear o parasito por longos periodos, particularmente, nas infecgdes por T. equi (DE WAAL,
1992; ELISA et al., 2016).

Embora o Brasil seja considerado um pais endémico, estudos epidemioldgicos realizados
até o momento sdo restritos a algumas areas (HEIM et al., 2007), assim como os fatores de
risco associados com a infec¢do (TENTER & FRIEDHOFF et al., 1986; PFEIFER BARBOSA
et al., et al., 1993; PFEIFER BARBOSA et al., 1995; HEUCHERT et al., 1999; PFEIFER
BARBOSA et al., 2000; XUAN et al., 2001; HEIM et al., 2007; BALDANI et al., 2007;
BALDANI et al., 2010).

Em funcdo dos graves prejuizos econdémicos causados pela piroplasmose equina e da
escassez de estudos epidemioldgicos relacionados com essa doenca (SANTOS et al., 2014;
SOUTO et al., 2014), o objetivo desse estudo foi determinar os fatores de risco associados com
a infeccédo por B. caballi e T. equi.

Material e Métodos

Area de estudo e amostras

Esse trabalho foi realizado no estado de Pernambuco (8° 4’ 14" S, 37° 15' 57" O) que
estd localizado na regido Nordeste do Brasil e € dividido em quatros mesorregides, a saber:
Regido Metropolitana do Recife, Zona da Mata, Agreste e Sertdo (IBGE, 2010). Quanto a
populacdo de equideos, o estado possui 189.757 animais, sendo 114.523 equinos, 47.384
asininos e 27.850 muares (IBGE, 2006).

Considerado-se 0 numero de equideos de Pernambuco (n>10.000), com uma
prevaléncia estimada de 50%, margem de erro de £ 5% e um nivel de confianca de 95%, o
calculo amostral resultou em 384 amostras. Utilizou-se 400 amostras de sangue e soros de
equideos clinicamente saudaveis, incluindo equinos (387/400; 96,75%), muares (4/400; 1%) e
asininos (9/400; 2,25%), machos (234/400; 58,5%) e fémeas (166/400; 41,5%) com idade entre
2 meses a 25 anos. Os animais eram provenientes de quatro diferentes mesorregides e 41

propriedades rurais, sendo os rebanhos selecionados por conveniéncia ndo-probabilistica.
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Dados referentes as caracteristicas dos animais e dos rebanhos, sistema de criacéo,
presenca de carrapatos, presenca de outros animais, idade, sexo, raca, aptidao, condicao fisica
e compartilhamento de agulhas foram coletados por meio de questionarios investigativos. O
estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica Para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco sob a licenca de nimero 036/2014.

Teste Parasitolégico
Foram confeccionados estiracos sanguineos das amostras de sangue coletadas em laminas
para microscopia. Essas foram coradas com Pandtico (Laborclin) e examinadas em microscépio

optico (40 e 100X) utilizando de 6leo de imersao.

Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica - ELISA Indireto
O teste foi realizado conforme descrito por Baldani et al. (2004) sendo utilizados soros de
animais infectados e livres dos parasitos como controles positivos e negativos, respectivamente,

e a leitura realizada a um comprimento de onda de 405 nm.

Anélise dos Dados

Para o estudo de fatores de risco associados com a infeccdo, foi realizada analise
multivariada usando modelo de regressdo logistica, tendo como variaveis dependentes 0s
resultados obtidos nos testes (positivo e negativo). As variaveis independentes consideradas no
modelo foram aquelas que revelaram significancia estatistica <0,200. Esta probabilidade foi
estipulada para que possiveis fatores de risco do evento ndo fossem excluidos da analise
(HOSMER; LEMESHOW, 1989). O programa Epilnfo™ 7 foi utilizado para a execucéo dos
calculos estatisticos e o nivel de significancia adotado foi de 5,0%.

Resultados
N&o foram observados B. caballi e T. equi nas analises microscépicas e 0s testes
soroldgicos revelaram uma prevaléncia de anticorpos anti-B. caballi e anti-T. equi de 4.3%
(17/400; 1.C. 2,6 — 6.9%) e 10,8% 43/400; I.C. 8.0 — 14.3), respectivamente. Foi detectada co-
infeccdo em 1% (4/400) dos animais. As prevaléncias por mesorregido estdo apresentadas na
Tabela 1. Entre as 41 fazendas amostradas, 52,5% foram positivas para anticorpos contra B.
caballi e T. equi.
A relacéo dos fatores de risco com a infec¢do por B. caballi e T. equi estdo descritas
abaixo (Tabela 2 e 3), onde pode se observar que a idade foi a unica variavel que revelou

diferenca significante para ambos 0s protozoarios.
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Quanto a espécie, apenas equinos apresentaram positividade para B. caballi, sendo
observada prevaléncia de 4,4% (17/387) mas néo revelou significancia (p = 0,742). Ja para T.
equi, foi observada soropositividade em equinos e muares sendo10,9% (42/387) e 11,1% (1/9),
respectivamente.

Com relagdo as racas dos equinos, Mangalarga Machador foi a que apresentou maior
positividade (7,8%; 8/103) seguida por Quarto de Milha (3,5%; 7/208), Mesticas (2,5%, 2/78),
enguanto Mangalarga (0%, 0/5) ndo teve animal reagente para B. caballi.

Por sua vez, a maior prevaléncia para T. equi, ocorreu na raca Mangalarga (20%; 1/5)
seguida por Quarto de Milha (10,9%; 22/201), Mangalarga Marchador (10,7%; 11/103) e
Mesticos (10,2%; 8/78).

A infestacdo por carrapatos foi observada apenas em 4% (1/25) e 8% (2/25) dos
animais soropositivos para B. caballi e T. equi, respectivamente.

Nos animais submetidos ao uso compartilhado de agulhas foi observada positividade
de 4,5% (15/330) e 10,3% (394/296) para B. caballi e T. equi, respectivamente.

Quanto ao sistema de criacdo, 0s animais mantidos semi-estabulados apresentaram a
maior positividade sendo 5% (7/141), seguidos de estabulados com 4% (4/101) e criados a
campo com 3,8% (6/158) para B. caballi. Ja para T. equi, observou-se 13,9% (14/101) dos
animais estabulados, seguidos dos semi-estabulados com 12,1% (17/141) e os criados & campo
0s quais revelaram 7,6% (12/158) de positividade.

Por fim, no manejo alimentar, foi observada a presenca de anticorpos anti-B. caballi
em 2,2% (2/89) dos ndo suplementados, 4,7% (8/170) dos suplementados e 5% (7/141) naqueles
com alimentagdo mista. Anticorpos anti-T. equi foram detectados em 10,1% (9/89) dos néo
suplementados, 10% (17/170) dos suplementados e 12,1% (17/141) daqueles com alimentagéo
mista.

Tabela 1: Prevaléncia das infec¢bes por Babesia caballi e Theileria equi em equideos das
diferentes mesoregides do estado de Pernambuco.

Babesia caballi Theileria equi
Positivo Negativo Positivo Negativo
Mesoregido FA FR FA FR FA FR FA FR
Regido Metropolitana 5 4,59 104 9541 6 5,50 103 94,50
Zona da Mata 6 6,67 84 93,33 14 15,56 76 84,44
Agreste 3 2,56 114 97,44 15 12,82 102 87,18
Sertéo 3 3,41 85 96,59 8 9,09 80 90,91

F.A. — Frequéncia absoluta; F.R. —Frequéncia relativa (%)
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Tabela 2: Fatores de risco associados com infeccdo por Babesia caballi.

Fator de Risco Odds Ratio Intervalo de confianca Valor P
de 95%

Sexo

Fémea/Macho 2,10 0,78-5,63 0,1404

Idade

>11/2,5-11 1,04 0,12-8,59 0,969

<2,5/2,5-11 3,66 1,33-10,09 0,011*

* Nivel de significancia de 5%

Tabela 3: Fatores de risco associados com infec¢do por Theileria equi.

Fator de risco Odds Intervalo de confianca  Valor P
Ratio de 95%

Idade

>11/<2,5 3,91 0,62-24,58 0,144

2,5-11/<2,5 6,28 1,48-26,61 0,012*

Aptidao

Tragédo / Reproducgéo 1,58 0,25-10,07 0,622

Sela / Reproducao 2,91 0,87-9,76 0,081

Consdrcio com bovinos

N&o/sim 1,66 0,88-3,13 0,117

* Nivel de significancia de 5%

Discussao

No exame parasitoldgico ndo foram detectados B. caballi e T. equi, constatando-se que
esses animais sdo portadores assintomaticos (HOLBROOK, 1969). A baixa parasitemia bem
como sensibilidade e especificidade desse teste justifica os resultados obtidos.

Anticorpos anti-B. caballi e anti-T. equi foram detectados em 4,3% e 10,8% dos
animais, respectivamente. A maior soroprevaléncia para T. equi em relacdo a de B. caballi pode
ter ocorrido devido a persisténcia da infeccdo pelo primeiro parasito durante anos (RUEGG et
al., 2007), diferentemente da instabilidade da infeccdo por B. caballi (DE WAAL & VAN
HEERDEN, 1994; GARCIA-BOCANEGRA et al. 2013).

Essa diferenca de soroprevaléncia entre ambos 0s protozoarios corroboram com 0s
resultados encontrados em varias areas endémicas do mundo, particularmente na Arabia
Saudita (ALANAZI et al. , 2012); Kuwait (DONNELLY et al., 1980b); Oma (DONNELLY et
al., 1980a); Turquia (KARATEPE et al., 2009; SEVINC et al., 2008); Iraque (AL- SAAD,
2009); Emirados Arabes Unidos (JAFFER et al , 2010); Ird (ABEDI et al., 2014); Etiopia
(GIZACHEW et al., 2013); Paquistdo (HUSSEIN et al., 2014); Tailandia (KAMY INGKIRD et
al., 2014); Suddo (SALIM et al., 2008); india (SUMBRIA et al., 2016); Italia (ELISA et al.,
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2016; LAUS et al., 2013); Espanha (GARCIA-BOCANEGRA et al., 2013); Franca (GUIDI et
al., 2015); Portugal (RIBEIRO et al. 2013); Suica (RUEGG et al., 2007); Africa do Sul
(MOTLOANG et al., 2008) e México (CANTU-MARTINEZ et al., 2012).

A taxas de prevaléncia aqui detectadas sdo concordantes com aquelas reportadas no
Brasil, nos estados do Rio de Janeiro (PFEIFER BARBOSA et al., 1995; BITTENCOURT et
al., 1997; BOTTEON et al., 2002; CAMPOS et al., 2013), Sdo Paulo (HEUCHERT etal., 1999;
XUAN et al, 2001), Minas Gerais (RIBEIRO; LIMA, 1989), Goias (LINHARES, 1997) e Rio
Grande do Sul (CUNHA et al., 1996). Tais estudos confirmaram uma maior soropositividade
para T. equi em comparagdo a B. caballi indicando que as diversas regides do Brasil séo
classificadas como areas de instabilidade enzodtica para piroplasmose equina (MAHONEY E
ROSS, 1972).

Dessa forma, esses animais oferecem risco para transmissdo de piroplasmose equina a
outros equideos susceptiveis, particularmente nas infec¢des por T. equi, uma vez que animais
infectados se tornam carreadores desses protozoarios (ABUTARBUSH et al., 2012) e a
presenca de carrapatos pode contribuir para a disseminacdo da doenca (VERONESI et al., 2014;
LAUS et al., 2015). Nesse estudo ndo foi observada significancia na relacdo de animais
soropositivos e a infestacao por carrapatos, entretanto, devem ser consideradas as outras formas
de transmissé&o.

Por outro lado, a razdo da superior prevaléncia de anticorpos IgG anti-T. equi deve ser
explicada porque a presenca do parasita pode estimular a producdo de imunoglobulinas e
manutencdo de niveis detectaveis no soro destes animais (ROTHSCHILD et al., 2013),
enquanto que as infec¢es com B. caballi ndo sdo persistentes (N1ZOLI, 2005) e o declinio na
producéo de anticorpos ocorre normalmente (FRIEDHOFF et al, 1990;. BRUNNING., 1996,
PEREIRA et al, 2004).

Quando essas variaveis independentes foram submetidas a andlise mutivariada,
somente idade e sexo foram fatores de risco associados com infecgéo por B. caballi (Tabela 2)
e, idade, aptidao e criagdo consorciada com bovinos foram associadas com infecgéo por T. equi
(Tabela 3).

A maior soroprevaléncia para B. caballi em animais jovens poderia refletir a
susceptibilidade a este parasito e a resisténcia a infeccdo em animais mais velhos (DE WAAL
& VAN HEERDEN, 1994; N1ZOLI, 2005; GARCIA-BOCANEGRA et al. 2013) pois, sabe-se
que equideos infectados por este parasito podem elimina-lo completamente em até quatro anos
(DE WAAL & VAN HEERDEN, 1994; BASHIRUDDIN et al. 1999; SELLON 2004;
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GARCIA-BOCANEGRA et al., 2013) e, dessa forma, ocorre o declinio de anticorpos
independente de ser instituido um tratamento (PEREIRA et al., 2004).

Por sua vez, na infeccdo por T. equi, 0s animais mais velhos tiveram mais chances de
ser infectados (OR=6,28) devido a longa persisténcia deste parasito (RUEGG et al, 2007) e 0
estado portador desses animais (KOUAM et al, 2010; GARCIA-BOCANEGRA et al, 2013;
ELISAetal., 2016).

Esses resultados foram diferentes daqueles relatados em alguns estudos que nao
encontraram associagao significativa entre idade e estado de infeccdo (SHKAP et al., 1998;
ACICI et al., 2008; KARATEPE et al., 2009; MORETT!I et al., 2010; SIGG et al., 2010;
MUJICA et al., 2011 & STEINMAN et al., 2012).

Neste sentido, ndo s6 a presenca de carrapatos, mas também o estado de carreador deve
ser considerado (KOUAM et al., 2010a; GARCIA-BOCANEGRA et al., 2013; KARATEPE et
al., 2009; VIEIRA et al., 2013; MUNKHJARGAL et al., 2013; STEINMAN et al. 2012;
RAPOPORT et al. 2014; GUIDI et al., 2015) para se entender esta variavel.

Por outro lado, fatores climaticos podem facilitar o ciclo biologico dos carrapatos nestas
areas e aumentar a taxa de transmissdo desses protozoarios (YOUNG & LEITCH, 1981;
CHILTON & BULL, 1994, GARCIA-BOCANEGRA et al., 2013).

A prevaléncia foi maior nas fémeas para ambos 0s protozoarios sem, entretanto, haver
associacao estatistica entre sexo e infeccdo, diferenciando-se de varios estudos onde esta
variavel foi um fator de risco importante para infeccdo (SEVINC et al., 2008; RUEGG et
al.,2007; GARCIA-BOCANEGRA et al., 2013).

No que diz respeito a raca ndo houve associacdo da infeccdo com as ragas estudadas.
Contudo, houve maior prevaléncia das infeccOes nas ragas Mangalarga e Mangalarga
Machador, apesar de que nada tem sido sugerido sobre a susceptibilidade de racas de equinos
brasileiras para esta enfermidade, sugerindo que praticas inapropriadas de manejo possam ser

responsaveis por estes resultados (WISE et al., 2013).

Concluséao
B. caballi e T. equi estdo distribuidos por todas as areas estudadas. A baixa prevaléncia
de anticorpos contra esses protozoarios revela o risco de surtos de infec¢cdo por esses patogenos

e permite caracterizar a areas estudadas como instabilidade enzodtica.
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Soroprevaléncia de Toxoplasma gondii em equideos do Nordeste do Brasil!
Neurisvan R. Guerra?*; Jonatas C. de Almeida3; Elaine L. da Silva®; Edson M. da Silva?; José A. M. dos
Santos?; Raphael Lepold?; Rinaldo A. Mota?; Leucio C. Alves?®.

Abstract.-This paper aims to determine the seroprevalence of toxoplasmosis in horses kept in different
forms of breeding system in the state of Pernambuco. For that, 400 blood serum samples from clinically
healthy horses were analyzed through the test of modified agglutination (MAT) considering cut-off of 1:25.
Data related to the characteristics of the animals and herds, breeding system, presence of other animals,
age, gender, breed, aptitude, and physical conditions were collected throughout investigative surveys. 1gG
anti-T. gondii antibodies were detected in 12, 5% (50/400) of the analyzed animals. In the 12 studied towns,
there was a positivity in 91, 67% (11/12) with a variation between 4% and 33, 3%. When the risk factors
were evaluated, only the mesoregion factor (p=0,029) had an association with the infection, particularly the
Zona da Mata region (OR=3), followed by the Recife Metropolitan Area (OR=2,2), Agreste Region (OR=1, 7)
and Sertdo Region (OR= 1). The results shows the presence of the parasites on the studied area, which may
represent a link with the transmission chain of toxoplasmosis which has influence on the public health
system, considering that Brazil is the eighth greatest exporter of equine meat in the world.

Indexing Terms: Risk Factor, Public Health, Zoonosis, Parasitic Disease, Serology.

Resumo.- Este estudo teve como objetivo determinar a soroprevaléncia da toxoplasmose em equideos
mantidos em diferentes formas de manejo no estado de Pernambuco. Para tanto, um total de 400 amostras
de soro sanguineo de equideos clinicamente saudaveis foram analisados através do teste de aglutinacdo
modificado (MAT) considerando-se cut-off de 1:25. Dados referentes as caracteristicas dos animais e dos
rebanhos, sistema de criacdo, presenca de outros animais, idade, sexo, raga, aptidao, condicao fisica foram
coletados por meio de questionarios investigativos. Anticorpos IgG anti-T. gondii foram detectados em
12,5% (50/400) dos animais analisados. Dos 12 municipios estudados, houve positividade em 91,67%
(11/12) com variagdo entre 4,4% e 33,3%. Quando avaliados os fatores de risco, apenas o fator mesorregido
(p=0,029) apresentou associagdo com a infec¢do, particularmente Zona da Mata (OR=3), seguida de Regido
Metropolitana do Recife (OR=2,2), Agreste (OR=1,7) e Sertao (OR=1). Os resultados revelam a presenca do
parasito na area estudada, o que pode representar um elo na cadeia de transmissio da toxoplasmose a qual
tem repercussdo em saude publica tendo em vista que o Brasil é o oitavo maior exportador de carne equina
do mundo.

Termos de Indexacao: Fator de risco, satide publica, zoonose, doencga parasitaria, sorologia.

Introducao

A toxoplasmose é uma antropozoonose parasitaria causada pelo protozodario Toxoplasma gondii,
parasita intracelular obrigatério (Tenter, Heckeroth & Weiss 2000), que acomete todos os animais
homeotérmicos (Webster 2010) distantes da escala zooldgica, tendo o gato doméstico como hospedeiro
definitivo (Dubey et al., 2008).

Estima-se que mais de um terco da populacdo mundial encontra-se infectada por T. gondii variando
de acordo com as condi¢des econdmicas e habitos culturais das populagdes estudadas (Aspinall et al. 2002).

Entre as espécies domésticas, os equinos sdo os mais resistentes a infec¢do por T. gondii, podendo
ocorrer encefalite (Coiro et al.,, 2012) além de sinais como hiperirritabilidade, incoordenagio, desordens
oculares e aborto que podem ser observados (De Moura et al. 2016).

Nesse contexto, o consumo de carne mal cozida estd bem estabelecido como um importante fator
de risco para infecgdo por T. gondii na populacdo humana em todo o mundo (Boughattas et al. 2011).
Embora o consumo de carne equina apresente pouca importancia epidemioldgica, tem-se observado um
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aumento no consumo de carne de equideos no Brasil (Coiro et al. 2012) que é um grande distribuidor do
produto, sendo o oitavo maior exportador mundial (Brasil 2016).

Vérios testes sorolégicos para deteccdo de anticorpos IgG anti-T. gondii em equideos tém sido
realizados na identificacdo de animais sororreagentes em todo o mundo (Ghazy et al. 2007, Kouam et
al. 2010), mostrando prevaléncias que variam entre zero a 90% (Uggla et al. 1990, Hejlicek & Literak 1994,
Jakubek et al. 2006, Tassi 2007, Balkaya et al. 2011; Oliveira Filho et al. 2012; Miao et al. 2013; Gharekhani
2014), na dependéncia do teste utilizado e local de estudo (Dubey et al. 2014).

Considerando a importancia da equideocultura no Brasil aliada a repercusio da toxoplasmose em
saude publica, este estudo tem como objetivo determinar a soroprevaléncia da toxoplasmose em equideos
mantidos em diferentes tipos de manejo.

Material e Métodos

Area de estudo e Animais

Esse trabalho foi realizado no estado de Pernambuco (8° 4’ 14" S,37° 15’ 57" 0) que esta localizado
naregido Nordeste do Brasil e é dividido em quatro mesorregioes, a saber: Regido Metropolitana do Recife,
Zona da Mata, Agreste e Sertdo (IBGE 2010). Quanto a populacio de equideos, o estado possui 189.757
animais (IBGE 2006).

Considerando-se o numero de equideos de Pernambuco (n>10.000), com uma prevaléncia
estimada de 50%, margem de erro de + 5% e um nivel de confian¢a de 95%, o calculo amostral resultou em
384 amostras.

Um total de 400 amostras de soro equideos clinicamente saudaveis, incluindo equinos (387/400),
muares (4/400) e asininos (9/400) de ambos os sexos com idade de até 25 anos provenientes de 41
propriedades rurais, de quatro diferentes mesorregides do estado de Pernambuco (8°4'14"S,
37°15' 57" 0).

Dados referentes as caracteristicas dos animais e dos rebanhos, sistema de criagdo, presenca de
outros animais, idade, sexo, raca, aptidao, condicdo fisica foram coletados por meio de questionarios
investigativos. O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica Para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco sob a licenca de nimero 036/2014.

Teste de aglutinaciao Modificada

O teste de Aglutinagdo Modificado foi realizado de acordo com técnica descrita por Desmonts e
Remington (1980) considerando-se o cut-off de 1:25 (Alvarado-Esquivel et al. 2012).

O antigeno utilizado foi preparado a partir de cepa RH de T. gondii obtido de camundongos
previamente inoculados no Laboratério de Doengas Infecciosas dos Animais Domésticos - Universidade
Federal Rural de Pernambuco.

As amostras de soro foram diluidas (1:25) em tampao fosfato salino (PBS) contendo 2 -
Mercaptoetanol 0,2M e adicionados 50uL da diluicdo em pocos de placas de poliestireno de fundo em U. Em
seguida, adicionou-se a cada diluicdo de soro, 50 uL dos taquizoitos de T. gondii preservados com formalina
sendo mixados imediatamente com um pipetador por varias vezes. Apés isso, as placas foram cobertas e
incubadas em estufa a 37°C overnight.

Em todas as reagdes foram usados controles positivos e negativos, previamente testados e
confirmados. Quanto aos resultados, foram considerados positivos quando se visualizava botdo de contorno
definido no fundo do pogo da placa enquanto que resultado negativo na auséncia de botao.

Analise dos dados

Para a analise dos fatores de risco associados a infecgdo, primeiramente, realizou-se uma analise
univariada e, posteriormente, uma analise de regressio logistica considerando como variavel dependente
o resultado obtido na sorologia (positiva ou negativa). As variaveis independentes ou explanatdrias
consideradas no modelo foram aquelas que apresentaram significancia estatistica inferior a 0,20. O
programa Epilnfo™ 7 foi utilizado para a execugdo dos calculos estatisticos e o nivel de significancia
adotado foi de 5,0%.

Resultados

Anticorpos IgG anti-T. gondii foram detectados em 12,5% (50/400) dos animais analisados. Dos 12
municipios estudados, houve positividade em 91,67% (11/12) os quais apresentaram variagao entre 4,4%
e 33,3%.

Quando avaliados os fatores de risco, apenas o fator mesorregido (p=0,029) apresentou associacao
com a infec¢do, particularmente Zona da Mata (OR=3), seguida de RMR (OR=2,2), Agreste (OR=1,7) e Sertao
(OR=1).


http://link.springer.com/article/10.1007/s11250-010-9576-4/fulltext.html?view=classic#CR6
http://link.springer.com/article/10.1007/s11250-010-9576-4/fulltext.html?view=classic#CR10

Quadro 1: Fatores de Risco associados & infeccdo por Toxoplasma gondii em equideos.
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Sl SOROLOGIA Regressio logistica
Variaveis Positiva Valor P %R (LC. 95go %) Valor P
Alimentacgao
Sem suplementacido 89 11 (12,4%) 0,844
Com suplementagao 170 23 (13,5%)
Mista 141 16  (11,3%)
Espécie
Equina 387 48 (12,4%) 1
Asinina 4 (50,0%) 0,040 7,0 (0,9-51,3) 0,053
Muar 9 (0,0%) ** 0,973
Idade (anos)
<25 90 8 (89%) 0,339%)
Entre 2,5 -11 276 39 (14,1%)
=11 34 3 (8,8%)
Presenca de gatos
Sim 28 4 (143%) 0,766
Nio 372 46  (12,4%)
Raca de equinos
Mangalarga (ML) 5 1 (20,0%) 0,637%
Marchador (MM) 103 15  (14,6%)
Quarto de milha 201 21 (10,4%)
Sem raga definida 91 13 (14,3%)
Sexo
Fémea 165 21 (127%)  0908®
Macho 235 29  (12,3%)
Tipo de criacdo
A campo 158 17  (10,8%) 0,310
Estabulado 101 17  (16,8%)
Semi-estabulado 141 16  (11,3%)
Regiao
Sertao 88 6 (6,8%) 0,142® 1
Agreste 116 13 (11,2%) 1,7 (0,6-4,7) 0,290
RMR 107 15 (14,0%) 2,2 (0,8-6,0) 0,113
Zona da Mata 89 16 (18,0%) 3,0 (1,1-8,0) 0,029*

(4) Teste X?; B) Teste do Exato de Fisher; N — Total de Amostras; OR - Odds Ratio; 1.C. - Intervalo de
Confianca; *Associacio significativa ao nivel de 5,0%; **Indefinido.
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Discussao

A prevaléncia de 12,5% de anticorpos IgG anti-T. gondii aqui observada foi superior aos resultados
encontrados em estudos na Grécia (Kouam et al. 2010), Turquia (Karatepe et al. 2010), Republica Tcheca
(Hejlicek & Literak 1994) e Brasil (Oliveira Filho et al., 2012), que relataram taxas de prevaléncia variando
entre 1,8% e 8,0% e inferior aquelas observadas na Italia (Rinaldi & Scala 2008), Egito (Ghazy et al. 2007)
e Iran (Tavalla et al. 2015) com prevaléncias variando entre 29% e 48,5%.

A diferenca na variacdo nas taxas de soroprevaléncia para T. gondii em equideos pode ser
justificada em funcdo da utilizagdo dos diferentes testes sorolégicos utilizados, cepas de T. gondii, o estado
imunitario dos animais, idade, manejo e procedéncia dos animais (Dubey & Beattia 1988), aliado ao fator
resisténcia natural dos equideos a infeccdo por T. gondii (Mendonca et al. 2001).

Por outro lado, o teste de aglutinacdo modificado é uma técnica amplamente utilizada e validada
para diferentes espécies animais, devido a facilidade de realizacdo e concordancia aos outros testes de
diagnostico, resultando em um maior nimero de resultados positivos e titulos ligeiramente mais altos
quando comparados com a RIFI (Silva et al. 2002), sendo apontado como prova de escolha frente ao ELISA
e a RIFI para o diagnéstico de anticorpos anti-T. gondii em ovinos (Seefeldt et al. 1989)

Neste estudo, a maior prevaléncia foi detectada na Zona da Mata (17,98%; OR=3), seguida da
Regido Metropolitana do Recife (14,02%; OR=2,2), Agreste (11,21%; OR=1,7) e Sertdo (6,82%; OR=1).

Esta diferenca pode ser justificada em virtude das diferencas climaticas existentes, pois o
microclima da Zona da Mata e Regido Metropolitana do Recife favorece a esporulagdo do oocisto de T. gondii
e consequentemente a contaminacdo de alimentos, 4gua e solo (Villena et al. 2012) e posterior infec¢do nos
animais, diferente do Agreste e Sertdo, cujo clima é seco e arido, com baixos indices pluviométricos,
dificultando a viabilidade do agente no ambiente (Lucio et al. 2016).

Nao obstante, a infec¢do pelo T. gondii em gatos apresenta grande importancia na vigilancia
epidemiolégica sendo a presenca destes animais um importante fator de risco, que pode quando em nimero
de trés ou mais gatos, aumentar em 70% o risco de infeccdo por T. gondii (Jones et al. 2009) nas espécies
que co-habitam um determinado ambiente, notadamente em areas metropolitanas do Brasil (Camargo et
al. 1995)

Estudos realizados no Brasil, registraram uma associa¢do entre as variaveis soropositividade a
infeccdo e temperatura ambiente, sendo relatada que em temperaturas mais amena, umidade relativa alta,
solo imido e maior precipitagdo pluviométrica (Alves et al.,, 1997), observa-se maiores taxas de prevaléncia.
Estas caracteristicas sdo semelhantes as que ocorrem na Zona da Mata e Regido Metropolitana do Recife,
onde foram constatadas as maiores positividades no presente estudo.

Em funcdo da ndo observancia de diferencga significativa na populacdo de felinos, a prevaléncia
de toxoplasmose em equinos em diferentes regides aqui relatada, parece estar associada a fatores
ambientais tais como umidade, temperatura e altitude (Gazéta et al. 1997) que interferem na sobrevivéncia
dos oocistos no ambiente por um longo periodo (Villena et al. 2004), e consequentemente a ocorréncia da
infeccdo (Amendoeira et al. 2003).

Contudo, deve ser levado em consideracdo o deslocamento dos animais entre as regides (Langoni
etal. 2007), ja que boa parte dos animais aqui avaliados sio atletas e participam de competi¢des hipicas em
diferentes localidades do Brasil. Além destes, alguns outros equideos sdo criados livres as margens de
rodovias e podem sofrer acidentes, sendo importante fonte de infeccdo para felideos e assim disseminarem
a toxoplasmose no ambiente e para outras espécies (Alvarado-Esquivel et al. 2015).

Quanto ao tipo de criagido, observou-se uma maior prevaléncia da infec¢do entre os animais
estabulados (16,8%), seguidos daqueles semi-estabulados (11,3%) e a campo (10,8%). Da mesma forma
que justificado anteriormente, com relagdo a influéncia do ambiente, na sua grande maioria, os cavalos
estabulados eram animais atletas, o que possibilita contato com diferentes ambientes contaminados.

Quando analisados por espécie, o presente estudo revelou uma soropositividade maior em asininos
(50%) que equinos (12,4%) e muares (zero), corroborando com observagdes realizada por Oliveira et al.
(2013) em seu estudo no nordeste do Brasil no qual encontrou positividade maior em asininos que em
outras espécies.

Esta maior positividade dos asininos pode ser explicada pelo manejo dos animais,os quais eram
criados de forma extensiva tendo acesso a outros locais contaminados por oocistos de T. gondii e em outras
espécies de animais (Garcia-Bocanegra et al. 2012), especialmente gatos domésticos.

Avaliando-se a variavel idade, observou-se que a maior prevaléncia ocorreu nos animais adultos
(2,5-11 anos) com 13,78% seguidos dos jovens (<2,5 anos) com 9,64% e por ultimo os mais velhos (>11
anos) que apresentaram 8,82% de positividade, sem significancia estatistica. Resultado semelhante foi
relatado em estudo na Espanha onde foi observada uma maior soropositividade em equideos adultos
(Garcia-Bocanegra et al. 2012).
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Apesar de animais poderem se infectar em qualquer fase de sua vida (Garcia-Bocanegra etal. 2012),
é provavel que a taxa de prevaléncia seja proporcional a idade do animal em fun¢io de maior exposi¢cdo ao
agente etiolégico (Boughattas et al. 2011).

Por sua vez, quando avaliada a variavel alimenta¢do, também ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas neste estudo, corroborando com Oliveira Filho et al. (2012) que trabalhando
com equideos no Nordeste do Brasil também néo encontrou diferencas.

A prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii aqui observada (12,5%) comprova a circulacdo do
parasito na populacdo de equideos sendo um dado de grande relevancia na saide publica, pois, apesar de
ndo existir o habito de consumir carne de equideos, o Brasil é oitavo maior exportador mundial do produto
(Brasil, 2016).

Conclusao

A detecgdo de anticorpos IgG anti-T. gondii revela a presenga do parasito na area estudada, o que
pode representar um elo na cadeia de transmissao da toxoplasmose a qual tem repercussdo em saude
publica.
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Legenda de Figuras
Quadro 1. Fatores de risco associados a infeccao por Toxoplasma gondii em equideos.
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CAPITULO 4

Prevaléncia de anticorpos anti-Neospora sp.
em equideos criados em diferentes sistemas
de manejo
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RESUMO

A neosporose tem se tornado uma doenga emergente em todo o mundo, acometendo caninos e
bovinos, além de caprinos, ovinos, equinos e animais silvestres. A doenca é causada por
parasitos do género Neospora, sendo Neospora caninuma principal espécie reportada.
Entretanto em equinos uma segunda espécie, Neospora hughesi, tem sido mais frequentemente
reportada em fetos abortados. Tendo em vista a escassez de informacdes sobre a neosporose
equina, e suas consequéncias, este estudo teve como objetivo determinar a prevaléncia da
infeccdo em equideos criados em diferentes sistemas de manejo no Nordeste do Brasil. A
sorologia foi realizada em 400 amostras séricas de equideos por meio do teste de aglutinacéo
modificado (MAT) considerando ponto de corte 1:40. A soropositividade total foi de 5,7%
(23/400). As variaveis idade, tipo de criacéo e regido apresentaram significancia estatistica. Em
relacdo a idade, observou-se que animais acima de 11 anos apresentaram 11,8 vezes de chances
a mais de serem sororreagentes, quando comparados com 0s animais jovens (<2,5). Quanto ao
tipo de criacdo, observou-se que maiores taxas de prevaléncias ocorreram naqueles animais
criados semi-estabulados (9,9%), demonstrando 3,6 vezes mais chances de se tornarem soro-
reagentes quando comparados aos animais criados estabulados. Quanto a regido, observou-se
maior positividade na Zona da Mata (11,2%) ou 7,2 vezes mais chances de infec¢cdes por
Neospora spp. A prevaléncia encontrada demonstra que o parasito esta disperso nas areas
estudadas e que as variaveis idade, tipo de criacdo e regido sdo fatores de riscos mais
importantes para ocorréncia da infeccdo em equideos, devendo ser considerados na prevengédo
da doenca.

Palavras-chave: Neosporose, Fatores de Risco, Teste de Aglutinacdo Modificado, MAT,

equideos.



119

ABSTRACT

Neosporosis has become an emerging disease over all the world, affecting canines and cattle,
as well as goats, sheep, horses and wild animals. The disease is caused by parasites of the genus
Neospora, with Neospora caninum being the main species reported. However in equines a
second species, Neospora hughesi, has been more frequently reported in aborted fetuses.
Considering the scarcity of information on equine neosporosis and its consequences, this study
aimed to determine the prevalence of infection in equids reared in different management
systems in Northeast Brazil. Serology was performed on 400 equids serum samples by means
of the modified agglutination test (MAT) considering a cut-off point of 1:40. Total
seropositivity was 5.7% (23/400). The variables age, breeding type and region presented
statistical significance. Regarding age, animals older than 11 years were 11.8 times more likely
to be serum-reactive when compared to young animals (<2.5). Regarding the type of breeding,
it was observed that higher prevalence rates occurred in semi-stalled animals (9.9%),
demonstrating a 3.6-fold increase in serum-reactants compared to reared animals. Concerning
to the region, it was observed a greater positivity in the Zona da Mata (11.2%) or 7.2 times
more chances of infections by Neospora spp. The prevalence found shows that the parasite is
dispersed in the studied areas and that the variables age, breeding type and region are the most
important risk factors for the occurrence of infection in equids, and should be considered in the
prevention of the disease.

Key words: Neosporosis, Risk Factors, Modified Agglutination Test, MAT, equids.

Introducéo

A neosporose é uma doenga emergente em todo 0 mundo, acometendo caninos e bovinos
além de caprinos, ovinos, equinos e animais silvestres (DUBEY,, 2003). Desde o primeiro relato
(BJERKAS et al., 1984) e caracterizacdo do género (DUBEY et al., 1988), Neospora hughesi
tem sido reportado em fetos abortados de equinos (DUBEY & PORTERFIELD,
1990; PRONOST et al., 1999), e em equinos de diferentes idades (GRAY et al., 1996; DAFT
et al., 1996; MARSH et al., 1996; HAMIR et al., 1998; CHEADLE et al., 1999), com
caracterizacdo molecular de trés isolados (CHEADLE et al., 1999; WALSH et al., 2000;
DUBEY et al., 2001; MARSH et al., 2001). Por outro lado, a infeccdo por N. caninum em
equinos ainda permanece obscura (HOANE et al., 2006).

A prevaléncia da infeccdo tem sido reportada na America do Sul, América do Norte,
Europa e Asia, com taxas variando de zero a 64% (PITEL et al. 2003; CIARAMELLA et al.
2004; JAKUBEK et al. 2006; KILBAS et al. 2008; PIANTEDOSI et al. 2009; BARTOVA et
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al., 2010; MOURA et al., 2013; TALAFHA et al., 2015; QUEVEDO et al., 2015; GENARI et
al., 2016; CAZAROTTO et al. 2016; RIBEIRO et al., 2016). Do ponto de vista clinico os
animais infectados podem apresentar paralisia dos membros posteriores, incoordenacéo, ataxia
e aborto (STELMANN et al., 2011).

Contudo, poucas informacdes sobre a neosporose equina, € suas consequéncias para
industria equina tem sido reportada. Assim, tendo em vista a escassez de dados da infecgdo
por Neospora spp em equinos no Nordeste do Brasil, este estudo teve como objetivo determinar

a prevaléncia da infeccdo em equideos criados em diferentes sistemas de manejo.

Material e Métodos
Area de estudo e Animais

Esse trabalho foi realizado no estado de Pernambuco (8°4'14"S, 37°15'57" O),
localizado na regido Nordeste do Brasil, sendo dividido em quatro mesorregides, a saber:
Regido Metropolitana do Recife, Zona da Mata, Agreste e Sertdo (IBGE 2010). Quanto a
populacdo de equideos, o estado possui 189.757 animais (IBGE 2006).

Considerando-se 0 numero de equideos de Pernambuco (n>10.000), com uma
prevaléncia estimada de 50%, margem de erro de £ 5% e um nivel de confianca de 95%, o
calculo amostral resultou em 384 amostras.

Utilizou-se um total de 400 amostras de soro de equideos clinicamente saudaveis,
incluindo equinos (387/400), muares (4/400) e asininos (9/400) de ambos os sexos com idade
de até 25 anos provenientes de 41 propriedades rurais, de quatro diferentes mesorregies do
estado de Pernambuco.

Dados referentes as caracteristicas dos animais e dos rebanhos, sistema de criagéo,
presenca de outros animais, idade, sexo, raga, aptiddo, condicdo fisica foram coletados por meio
de questionarios investigativos. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica Para o Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco sob a licenga de nimero
036/2014.

Teste de Aglutinacéo Modificado (MAT)
A sorologia foi realizada por meio do teste de aglutinacdo modificado (MAT) como
descrito por PACKHAM et al. (1998) considerando ponto de corte 1:40 (DUBEY et al., 1999).
As amostras de soro foram diluidas (1:40) em tampdao fosfato salino (PBS) contendo 2
— Mercaptoetanol 0,2M e adicionados 50uL da diluicao em pocgos de placas de poliestireno de

fundo em U. Em seguida, adicionou-se a cada diluigao de soro, 50 puL dos oocistos de Neospora
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caninum preservados com formalina sendo mixados imediatamente com um pipetador por
varias vezes. Apds isso, as placas foram cobertas e incubadas em estufa a 37°C overnight.

Em todas as rea¢des foram usados controles positivos e negativos, previamente testados
e confirmados. Quanto aos resultados, foram considerados positivos quando se visualizava
botdo de contorno definido no fundo do poco da placa enquanto que resultado negativo na
auséncia de botdo.
Anélise dos dados

Para a analise dos fatores de risco associados a infeccdo, primeiramente, realizou-se uma
analise univariada das variaveis de interesse através do teste de Qui-quadrado de Pearson (X?)
ou Exato de Fisher, quando necessario, e, posteriormente, uma analise de regressao logistica
considerando como variavel dependente o resultado obtido na sorologia (positiva ou negativa).
As variaveis independentes ou explanatérias consideradas no modelo foram aquelas que
apresentaram significancia estatistica inferior a 0,20. Essa probabilidade foi estipulada para que
possiveis fatores de risco do evento ndo fossem excluidos da andlise (HOSMER &
LEMESHOW, 1989). O programa Epilnfo™ 7 foi utilizado para a execucdo dos célculos

estatisticos e o nivel de significancia adotado foi de 5,0%.

Resultados e Discussao

Anticorpos IgG anti-Neospora sp. foram detectados em todas as mesorregides e em
66,67% (8/12) dos municipios estudadas comprovando a dispersdo do parasito nessas areas
(Tabela 1), com taxas entre os municipios variando de zero a 15,7%. A soropositividade total
foi de 5,7% (23/400), resultado proximo aqueles encontrados na Franga (6%), Brasil (4,1%) e
Costa Rica (3,5%), por Pitel et al. (2003), Moura et al. (2013) e Dangoudoubiyam et al. (2011),
respectivamente.

A prevaléncia aqui encontrada foi baixa, comparada com outros estudos no Chile,
Colébmbia, Estados Unidos, Italia e Ird (BLANCO et al., 2014; PATITUCCI et al. 2004;
DUBEY et al., 1999a; CIARAMELLA et al. 2004; MORAJEV et al., 2011; GHAREKHANI
et al., 2013) com resultados variado de 19,7% a 52%.

Por outro lado, a prevaléncia aqui observada foi superior aquelas encontradas em
estudos realizados na Argentina (0%), Republica Tcheca (0,4%) e Coréia do Sul (2,0%) por
Dubey et al. (1999b), Bartova et al. (2010) e Gupta et al. (2002), respectivamente.

A variacao dos resultados identificados em todo o0 mundo ocorre devido a utilizacao de
diferentes testes sorologicos em cada estudo, suas limitagdes, ndo padronizacdo bem como o
ponto de corte adotado (TALAFHA et al., 2015). Alem disso, o desenho do estudo, critério de
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selecdo para coleta de amostras, diferentes niveis de exposi¢do a varios fatores de risco, e fatores
de protecdo para infeccdo ou doenca dificulta a comparacdo entre as soroprevaléncias
(JAKUBEK et al., 2006).

Em funcdo de antigenos comuns as espécies de N. caninum e N. hughesi, reacdo cruzada
tem sido detectada (MARSH et al., 1996, 1998; DUBEY et al., 2001; PACKHAM et al., 2002;
GONDIM et al., 2009), o que valida a utilizacdo dos antigenos de N. caninum utilizada no
presente estudo (WALSH et al., 2000; VILLALOBOS et al., 2012).

Quanto a espécies envolvida nas infeccBes, a caracterizacdo molecular deve ser
realizada (HOANE et al., 2005) para assegurar a(s) espécie(s) envolvidas nas mesorregides
estudadas.

O presente trabalho avaliou fatores de risco (Tabela 1), tendo em vista a importancia de
identifica-los e entender seu papel na transmissd@o e epidemiologia da doenca para o
desenvolvimento e implementacdo de medidas adequadas para o controle da neosporose equina
(TALAFHA et al., 2015).

Em relacdo a idade, observou-se que animais acima de 11 anos apresentaram 11,8 vezes
de chances a mais de serem sororreagentes quando comparados com 0s animais jovens (<2,5).
Esse resultado corrobora com as observagdes de Kligler et al. (2007) e Karatepe et al. (2012)
que encontraram maior prevaléncia em equideos com mais de 10 anos de idade e animais velhos
respectivamente. Acredita-se, que a idade possa estar relacionada com a maior exposi¢ao dos
animais a infeccdo por Neospora spp., particularmente através da transmissdo horizontal ao
longo do tempo.

Quanto ao tipo de criagdo, observou-se que maiores taxas de prevaléncias ocorreram
nagueles animais criados semi-estabulados (9,9%), seguidos dos criados a campo (3,8%) e
estabulados (2,9%). Assim, animais semi-estabulados apresentaram 3,6 vezes de chance a mais
de serem soro-reagentes quando comparados com o0s animais criados estabulados. Nesse caso,
é sabido que tanto os animais semi-estabulados como os criados a campo tinha acesso a pasto
principalmente nas épocas mais chuvosas do ano, expondo, assim, esses animais aos 00cistos
presentes no ambiente (VALENCA et al., 2015).

Quanto a regido, as diferencas foram significantes estatisticamente observando-se maior
positividade na Zona da Mata (11,2%), seguida de RMR (6,5%), Sertdo (4,5%) e Agreste
(1,7%).



123

Tabela 1: Anélise dos fatores de risco associados a infeccdo por Neospora sp. em equideos
criados em diferentes sistemas de criacao

. SOROLOGIA Regressio logistica
Variaveis N Dositiva Valor P (gR (I.C. 93%) Valor P

Alimentacéo

Sem suplementagéo 89 3 (3,4%) 0,029W" 1

Com suplementacéo 170 6 (3,5%) 1,0 (0,2-4,3) 0,094

Mista 141 14 (9,9%) 3,1(0,9-11,3) 0,077
Espécie

Asinina 4 0 (0,0%) 0,663®

Equina 387 23 (5,9%)

Muar 9 0 (0,0%)
Idade (anos)

<2,5 90 1 (1,1%) 0,046 1

Entre 2,5-11 276 18  (6,5%) 6,2 (0,8-47,1) 0,077

>11 34 4 (11,7%) 11,8 (1,2-110,3) 0,029*
Presenca de Cées

Néo 128 3 (2,3%) 1

Sim 277 20 (7,4%) 0,063® 3,3(0,9-11,3) 0,057
Raga de equinos

Mangalarga (ML) 5 0 (0,0%) 0,702"W

Marchador (MM) 103 8 (7,8%)

Quarto de milha 201 11 (5,5%)

Sem raca definida 91 4 (4,4%)
Sexo

Fémea 165 10 (6,1%) 0,823"W

Macho 235 13 (5,5%)
Tipo de criagéo

Estabulado 101 3 (2,9%) 0,029 1

A campo 158 6  (3,8%) 1,3 (0,3-5,2) 0,723

Semi-estabulado 141 14 (9,9%) 3,6 (1,0-12,9) 0,049*
Regido

Agreste 116 2 (1,7%) 0,0324* 1

Sertdo 88 4 (4,5%) 2,7 (0,5-15,1) 0,255

RMR 107 7 (6,5%) 4,0 (0,8-19,6) 0,089

Zona da Mata 89 10 (11,2%) 7,2 (1,5-33,8) 0,012*

A Teste X2; ® Teste do Exato de Fisher; N — Total de Amostras; OR — Odds Ratio; I.C. —
Intervalo de Confianga; *Associagdo significativa ao nivel de 5,0%; **Indefinido.

A Zona da Mata apresentou 7,2 vezes mais chances de infeccdo por Neospora sp. Nesse
sentido, Dubey et al. (2007) sugere que alta temperatura e umidade sdo condicGes favoraveis
para a sobrevivéncia do agente sendo compativeis com o clima dessa regido. Diferencas quanto
a grupos de diferentes regides geograficas foram encontradas também nos Estados Unidos da
América - EUA (VANDERLEON et al., 2001) e na Jordéania (TALAFHA et al., 2015), porém,

nesse ultimo caso, ndo encontraram significancia estatistica como no presente estudo.



124

A presenca de outros animais como caninos em contato com 0s equideos pode
possibilitar a infeccdo desses, pois 0 pasto pode ser contaminado com oocistos de Neospora sp.
de fezes de cdes infectados os quais se infectam ao ingerir carcacas, fetos e placentas
contaminadas (VILLALOBOS et al., 2012). Entretanto, aqui ndo houve associa¢ao da presenca
de caninos a infeccdo, apesar de haver uma maior prevaléncia entre aqueles animais mantidos
em contato com cdes (7,4%), concordando com Talafha et al. (2015) que estudou a
soroprevaléncia e fatores de risco de equinos assintomaticos, nao revelando significancia.

N&o houve diferenga significativa quanto ao sexo, concordando com resultados de
trabalhos na Jordania (TALAFHA et al. 2015) e no Brasil (VILLALOBOS et al., 2012).

Nenhum dos muares ou asininos examinados foi sororreagente para presenca de
anticorpos 1gG anti-Neospora sp, 0 que vai de encontro a Galvao et al. (2013), que sugere que
0s asininos sdo hospedeiros mais eficientes de Neospora sp. do que equinos. A razao para esta
discordancia pode estar na amostragem utilizada no presente trabalho devido ao pequeno
ndmero de asininos e muares.

Analisando-se por ragas dos equinos avaliados, observaram-se maiores positividades
nas racas puras em relacdo aos mesticos (Tabela 1) mas sem significancia estatistica. Diferentes
soroprevaléncias de Neospora spp. em racas foram relatadas em equinos dos EUA
(PUSTERLA et al., 2014) e na ltalia (BARTOVA et al., 2015). No entanto, ndo ha estudos
relacionando sensibilidade de animais de racas puras ou animais mesticos a infeccéo.

Em relacdo a alimentacdo, apesar de ndo haver significancia estatistica, observou-se um
maior numero de animais soro-reagentes submetidos a alimentacdo mista (9,9%) seguidos
daqueles sem suplementacéo (3,5%) e com suplementacdo (3,4%). Nesses animais, deve-se
levar em consideracdo que as duas primeiras classes tinham acesso a pastagem que pode estar
contaminada com oocistos de Neospora spp. provenientes de fezes de cées infectados
(VILLALOBOS et al., 2012).

Concluséo

A prevaléncia de anticorpos IgG anti-Neospora spp. encontrada demonstra que o
parasito esta disperso nas areas estudadas e que as varidveis idade, tipo de criacdo e regido séo
fatores de riscos importantes para ocorréncia da infeccdo em equideos, devendo ser

considerados na prevencgéo da doenga.
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5. Conclusdes Gerais

e Os resultados obtidos sugerem que os equideos ndo participam da cadeia epidemioldgica
das leishmanioses no estado de Pernambuco.

e B. caballi e T. equi estdo distribuidos por todas as areas estudadas. A baixa prevaléncia
de anticorpos contra esses protozoarios revela o risco de surtos de infeccdo por esses
patdgenos e permite caracterizar a areas estudadas como instabilidade enzodtica.

e A deteccdo de anticorpos IgG anti-T. gondii revela a presenca do parasito na area
estudada, o que pode representar um elo na cadeia de transmissdo da toxoplasmose a qual
tem repercussao em salde publica.

e A prevaléncia de anticorpos anti-Neospora spp. encontrada demonstra que o parasito esta
disperso nas areas estudadas e que as variaveis idade, tipo de criacdo e regido sao fatores
de riscos importantes para ocorréncia da infeccdo em equideos, devendo ser considerados

na prevencgéo da doenca.



