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PESQUISA DE PATOGENOS COM IMPORTANCIA EM VIGILANCIA
SANITARIA ANIMAL E HUMANA EM EQUIDEOS DA MICRORREGIAO DE
ILHEUS E ITABUNA, BAHIA - BRASIL

RESUMO

A realizacdo deste estudo teve como objetivos determinar a frequéncia e
fatores associados a infeccdo por Babesia caballi, Theileria equi,
Trypanosoma evansi, Borrelia spp., Leishmania spp., Anaplasma
phagocytophilum, e Toxoplasma gondii em equideos naturalmente infectados,
da microrregido de llhéus-Itabuna, Bahia, Brasil. Foram colhidas amostras de
sangue de 569 equideos (528 equinos, 8 muares e 33 asininos), sendo 516
pertencentes a area rural de cinco municipios desta regido (lbicarai, Floresta
Azul, Itapé, Santa Cruz da Vitoria, Itaju do Coldnia) e 53 da area urbana de
I[tabuna. Foi utilizado PCR para o diagndéstico da infecgdo por Trypanosoma
evansi, Anaplasma phagocytophilum, Theileria equi e Babesia caballi;
sorologia (ELISA e RIFI) e PCR para Leishmania spp., sorologia (ELISA) para
Borrelia spp., e sorologia (RIFI) para Toxoplasma gondii. A determinacédo dos
fatores associados foi realizada através de regressao logistica né&o
condicional (R Studio). A frequéncia de infeccao por T. equi foi de 83,5%
(475/569), sendo que a regresséao logistica identificou a faixa etaria sénior e
as espécies muar e asinina como fatores de protecdo. Para B. caballi, a
frequéncia de infeccao foi de 24,3% (138/569) enquanto as faixas etarias
adulto e sénior foram identificados como fatores de protecao, e as espécies
asinina e muar foram identificadas como fatores de risco. N&o foi detectada
a presenca de A. phagocytophilum nem T. evansi na populagao amostrada.
Ao passo que, para Borrelia spp., foi detectada a frequéncia de 13,8%
(79/569) e o sexo masculino como fator de protecdo. Frequéncia de infeccao
de 3,5% (20/569) para Leishmania spp. com a espécie asinina como fator de
risco, tendo ocorrido positividade apenas em animais da zona rural para este
parasito. A frequéncia de 26,4% (14/53) de infeccao por T. gondii nos equinos
da zona urbana nédo determinou diferenca significativa entre a populacéo rural

e urbana. Conclui-se que estdo presentes parasitos na area prospectada
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podendo trazer prejuizo a performance e saude dos animais e demonstrando
gue esta populagcdo pode ser considerada como sentinela de patégenos com

potencial zoondtico.

Palavras - Chave: Borreliose; Anaplasmose; Leishmaniose; Babesiose;

Piroplasmose; Toxoplasmose; Epidémiologia; Tripanosomiase.
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RESEARCH OF PATHOGENS WITH AN IMPORTANCE IN ANIMAL AND
HUMAN SANITARY SURVEILLANCE IN EQUIDAE OF THE ILHEUS AND
ITABUNA MICROREGION, BAHIA - BRAZIL

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the frequency and factors
associated with infection by Babesia caballi, Theileria equi, Trypanosoma
evansi, Borrelia spp., Leishmania spp., Anaplasma phagocytophilum, and
Toxoplasma gondii in naturally infected equidae from the IIhéus-Itabuna
microregion, Bahia Brazil. Blood samples were collected from 569 equidae
(528 horses, 8 mules and 33 asinine), of which 516 were from the rural area
of five municipalities of this region (Ibicarai, Floresta Azul, Itapé, Santa Cruz
da Vitoria, Itaju do Colénia) and 53 urban area of Itabuna. PCR was used for
the diagnosis of infection by Trypanosoma evansi, Anaplasma
phagocytophilum, Theileria equi and Babesia caballi; serology (ELISA and
RIFI1) and PCR for Leishmania spp., serology (ELISA) for Borrelia spp., and
serology (RIFI) for Toxoplasma gondii. The determination of the associated
factors was performed through unconditional logistic regression (R Studio).
The frequency of infection by T. equi was 83.5% (475/569), and the logistic
regression identified the senior age group and the muar and asinine species
as protection factors. For B. caballi, the frequency of infection was 24.3%
(138/569) while the adult and senior age groups were identified as protection
factors, and asinine and mule species were identified as risk factors. The
presence of A. phagocytophilum and T. evansi were not detected in the
sampled population. While, for Borrelia spp., the frequency of 13.8% (79/569)
was detected and the male sex was a protective factor. Frequency of infection
of 3.5% (20/569) for Leishmania spp. with the asinine species as a risk factor,
and positivity occurred only in animals from the rural area for this parasite.
The frequency of 26.4% (14/53) of T. gondii infection in the equines of the
urban zone did not determine a significant difference between the rural and
urban population. It is concluded that parasites are present in the prospected

area, which can cause harm to the performance and health of the animals and



demonstrating that this population can be considered as a sentinel of
pathogens with zoonotic potential.

Keywords: Borreliosis;  Anaplasmosis; Leishmaniasis; Babesiosis;

Piroplasmosis; Toxoplasmosis; Epidemiology; Trypanosomiasis.
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1. INTRODUCAO

Acredita-se que os equinos foram domesticados entre 4.000 e 2.000
A.C.. A principio, o cavalo era visto como fonte de alimento, na producéo de
carne e leite, porém ao longo do tempo muitas outras atividades foram
desenvolvidas com os equideos. Transporte, tracdo, arma de guerra e cacga
sdo algumas das mais antigas atividades nas quais o homem utiliza o cavalo.
Atualmente, atividades como equoterapia e animal de estimagcdao caminham
lado a lado com 0s usos mais antigos do mesmo, até mesmo a producdo de

alimentos.

A cadeia produtiva equidea esta em crescimento no Brasil. Detemos o
maior rebanho equideo da América Latina e o terceiro mundial. Composto por
mais de 8 milhdes de cabecas, movimenta cerca de R$ 7,3 bilhdes e gera 3,2

milhdes de empregos diretos e indiretos (BRASIL, 2016).

Apo6s o declinio da lavoura cacaueira, em busca de outras fontes de
renda, o produtor rural investiu em outras culturas como bovinocultura de
corte e leite, ovinocultura e equideocultura. Podendo esta dUltima ser
explorada na producgédo de animais zootecnicamente superiores, ou de forma
complementar as outras atividades regionais como na tracdo para o
transporte de cargas na lavoura cacaueira, auxiliar no manejo do rebanho
bovino e ovino, transporte humano, em esportes como vaquejada, no lazer
das cavalgadas e por fim, como alimento em abatedouros legais e ilegais

guando ja ndo pode desempenhar outras funcdes.

A equideocultura regional é bastante diversificada e conta com o0s mais
diversos tipos de animais, porém predominam o manejo nutricional e sanitario
precarios dos rebanhos, desta forma, estes animais podem albergar
patégenos variados, causadores de prejuizo a saude do animal, econémico e

em alguns casos a saude publica.

A microrregido Ilhéus-ltabuna esta localizada em area de Mata Atlantica

com clima tropical Uumido adequado ao desenvolvimento de inumeros

17



artropodes (carrapatos e insetos hematéfagos) permitindo a manutencao dos
vetores de diversos patdégenos. Neste contexto, as parasitoses que acometem
equideos assumem importancia na saude animal por ocasionarem
enfermidades distintas que podem limitar o desempenho dos mesmos como
a piroplasmose equina (PE) e o mal das cadeiras inclusive, levando a morte,
além de algumas apresentarem potencial zoond6tico como a borreliose,

anaplasmose, leishmaniose e toxoplasmose.

Uma vez que as parasitoses nos equideos geralmente apresentam um
curso subclinico ou assintomatico, o primeiro passo é a identificagdo da
presenca dos agentes etioldégicos nos animais, determinando sua frequéncia,
caracterizando o estado portador e se possivel os fatores associados, para
gue desta forma sejam identificadas medidas coerentes e concretas de
controle, prevencédo e profilaxia destas enfermidades, que possam ser
adotadas e implementadas na regido, justificando a realizacdo deste estudo.
Os dados aqui obtidos foram apresentados em dois Capitulos sendo um
relacionado aos parasitos ligados ao desempenho animal, Babesia caballi,
Theileria equi e Trypanossoma evansi, e outro relacionado aos patdégenos
com potencial zoonético, Borrelia spp., Leishmania spp., Anaplasma

phagocytophilum e Toxoplasma gondii.

18
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Determinar a frequéncia de infeccdo por Babesia caballi, Theileria equi,
Trypanossoma evansi, Anaplasma phagocitophilum, Borrelia spp.,
Toxoplasma gondii e Leishmania spp. na populacdo de equideos da
microrregido de Ilhéus e Itabuna, Bahia, bem como os possiveis fatores

associados.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Piroplasmose Equina (PE)

3.1.1. Etiologia

Os géneros Babesia e Theileria pertencem as familias Babesiidae e
Theileriidae, sdo conhecidos como piroplasmas e fazem parte do Filo
Apicomplexa. Babesia caballi é reconhecida como verdadeira Babesia por
gue se divide exclusivamente dentro de eritrécitos no hospedeiro vertebrado
(ROTHSCHILD et al., 2013). Theileria equi €é classificada como pequeno
piroplasma, anteriormente conhecida como B. equi. A reclassificacdo deste
parasito deveu-se ao resultado das andlises filogenéticas que confirmaram
achados prévios que indicavam a ocorréncia de uma etapa pré-eritrocitaria
com multiplicacdo do parasito em linfocitos (MEHLHORN; SCHEIN, 1998).

Outras caracteristicas que distinguem estes parasitas das demais Babesias
sdo a capacidade de divisdo em quatro merozoitos ( f or ma- «o em fi(
Mal t ao) , a transmiss«o apenas transest
transmissdo transovariana) e a resisténcia a drogas babesicidas

(ROTHSCHILD et al., 2013).

Os parasitos responsaveis pela PE compartilham muitos dos carrapatos
vetores, geralmente estdo presentes nas mesmas regides geograficas e
frequentemente estdo presentes em coinfec¢cfes (De WAAL, 1992). Mais de
15 espécies de carrapatos pertencentes aos géneros Dermacentor,
Hyalomma e Rhipicephalus podem transmitir B. caballi e T. equi (De WAAL,
1992; OIE, 2008; ROTHSCHILD et al., 2013). No Brasil, sdo relatados como
capazes de transmitir transestadialmente e intraestadialmente T. equi 0s
carrapatos Rhipicephalus microplus (BATTSETSEG et al., 2002), Amblyomma
cajennense (KERBER et al., 2009) e para B. caballi o Dermacentor
(Anocentor) nitens (HEIM et al., 2007; SANTOS, 2009). Sao relatadas também
para T. equi a transmissdo iatrogénica (SANTOS et al., 2011; TENTER;



FRIEDHOFF, 1986) e congénita (ALLSOPP et al., 2007; SANTOS et al.,
2011).

Algumas espécies de carrapatos sdo consideradas reservatorios de B.
caballi, ja que o parasito consegue se perpetuar por varias geragdes neste
vetor através da transmisséao transovariana (ZOBBA et al., 2008). No entanto,
apenas o cavalo é considerado reservatorio de T. equi, ja que apenas
transmissdo transestadial ocorre no vetor. Como novas espécies de
carrapatos vém sendo reconhecidas como possiveis transmissores dos
parasitos de PE e como ainda nao existe um método de controle confiavel, é
de grande importancia prevenir a introducdo de cavalos e carrapatos
infectados nas areas livres da doenca (ROTHSCHILD et al., 2013).

3.1.2. Ciclo biolégico de Babesia caballi

Apesar de existirem diversos estudos detalhados sobre o ciclo de vida
da Babesia spp., este ainda ndo esta completamente compreendido. Existem
indicios de que ndo ha um ciclo biolégico especifico para o género (BOCK et
al., 2004).

O carrapato parasitado pela Babesia spp., durante o repasto sanguineo,
inocula os esporozoitos junto com a saliva, uma vez que estes séo
encontrados em grande numero nas suas glandulas salivares. Em seguida,
0S esporozoitos alcancam a corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado,
invadindo as hemaécias. Evoluem para a forma de trofozoitos (CORREA,
1983), composto predominantemente de material nuclear dentro de uma
grande esfera ameboide que, por divisdo binaria, adquirem a forma tipica de
péra, geralmente aos pares, unidos pelas suas extremidades afiladas,
constituindo entdo os merozoitos, com aproximadamente 2-5 um de
comprimento por 1,3-3 um de diametro (ROTHSCHILD et al., 2013). Estes
destroem as hemécias, ficam livres no sangue e logo penetram em outras
hemacias, tendo lugar assim varias geracbes de merozoitos, o que

caracteriza a esquizogonia (CORREA, 1983).
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O carrapato, ao picar um hospedeiro infectado, traz, com o sangue
ingerido, merozoitos, 0os quais vao até o intestino do carrapato, sendo a
maioria dos parasitos destruidos neste local. Contudo, alguns merozoitos
sobrevivem (WISE et al.,, 2013), e se agregam formando células
multinucleadas (esporogonia). A célula formada sofre seguidas divisGes
produzindo ao final individuos hapléides que evoluem para gametdécitos
(formas sexuadas) (BOCK et al., 2004). Estes, ap6s a fecundacao (singamia)
formam o zigoto, inicialmente de forma arredondada, que evolui para uma
forma alongada e movel, chamada de oocineto, que mede 7-12 um de
comprimento. O oocineto penetra na parede intestinal do carrapato, chegando
a hemolinfa, difundindo-se por todo o vetor, com invasdo dos ovarios, ovos e
outros 6rgaos. No interior dos ovos, 0s oocinetos evoluem para esporoblastos
e logo a seguir para esporocinetos (ja com movimento proprio). A infeccao de
ovarios e, posteriormente dos ovos, permite a transmissédo transovariana, de
geracdo a geracdo (MUNOZ, 2005). Nas larvas eclodidas, os esporocinetos
evoluem para esporozoitos, porém esta evolucdo sé se inicia quando o
carrapato infectado se fixa no hospedeiro vertebrado. A formacédo de
esporozoitos infectantes usualmente ocorre alguns dias apés a fixacdo da
larva do carrapato (BOCK et al., 2004).

3.1.3. Ciclo biolégico de Theileria equi

O ciclo biolégico de Theileria pode variar de acordo com a espécie de
carrapato envolvido. Quando carrapatos infectados fazem o0 repasto
sanguineo no hospedeiro mamifero, inoculam esporozoitos juntamente com
sua saliva. Uma vez no hospedeiro vertebrado, os esporozoitos de T. equi
sdo capazes de penetrar em linfécitos e formar macro e microesquizontes
(esquizogonia). Estes parasitos finalmente dédo origem a cerca de 200
merozoitos em cada célula infectada, medindo, aproximadamente, 1,5 a 2 um
de comprimento (MEHLHORN; SCHEIN, 1998; ROTHSCHILD et al., 2013).

Na corrente sanguinea dos hospedeiros vertebrados, os merozoitos

invadem eritrocitos e se reproduzem por divisdo binaria (merogonia),
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formando corpusculos piriformes medindo cerca de 2 a 3 um. Nos eritrécitos,

a multiplicacdo assexuada produz quatro corpusculos em forma de péra
medindo, aproximadamente 2 um, em f or ma de ACr uz de M &
ruptura dos eritrdcitos infectados, os merozoitos liberados invadem novos
eritrécitos e continuam a se dividir. Alguns merozoitos eventualmente
adquirem formatos diferenciados (esféricos, em forma de anel) e acredita-se

gue estes sejam os gamontes (MEHLHORN; SCHEIN, 1998).

Durante o repasto sanguineo, quando carrapatos ingerem estes
gamontes, eles crescem no intestino do carrapato e iniciam o processo de
multiplicacdo nuclear e formacédo dos corpos raiados. Por volta de 4 a 6 dias
ap6s o repasto, estes corpos raiados se dividem formando micro e
macrogamontes que irdo fundir-se e formar o zigoto (reproducdo sexuada).
Dentro do zigoto é formado um cineto que mais tarde ira penetrar no intestino
do carrapato e atingir a hemolinfa. Os cinetos penetram as células tipo Il das
glandulas salivares. Nestas células serdo formados esporontes,

esporoblastos e esporozoitos (esporogonia) (ROTHSCHILD et al., 2013).

3.1.4. Epidemiologia

A atual distribuicdo dos protistas causadores da PE depende da
presenca de vetores adequados e provavelmente foi influenciada pela longa
e complexa historia de movimentacdo de rebanhos equinos desde sua
domesticacdo (QABLAN et al., 2013). Atualmente, estima-se que apenas 10%
da populacdo de equideos do mundo estejam em areas livres da doenca.
Muitas das areas livres possuem clima adequado para abrigar os vetores ou
jA os abrigam, por este motivo o risco de introdu¢cdo da PE é continuo
(ROTHSCHILD et al., 2013).

A distribuicdo da doenca € tdo dindmica que a Organiza¢do Mundial de
Saude Animal disponibiliza em seu website informacdes atualizadas. A PE foi
descrita como endémica em areas tropicais, subtropicais e em algumas
regides temperadas (De WAAL, 1992; HEUCHERT et al., 1999). Na Europa,



a PE é amplamente descrita em Portugal, Espanha, Franca, Itélia, Grécia e
Turquia (PIANTEDOSI et al., 2014; RIBEIRO et al.,, 2013). Na Africa,
praticamente todo o continente € considerado endémico, com a maioria dos
cavalos e zebras infectadas (HAWKINS et al., 2015). Na Mongdlia, China,
Coreia, Kuwait, Oma, india, Jordania, regido sudeste da Asia e no Japéao,
area considerada livre até pouco tempo, ja houveram casos relatados
(BOLDBAATAR et al., 2005; ROTHSCHILD et al., 2013). Na Australia, apesar
de ter havido casos em animais importados em periodos das décadas de 50
a 70, a doenga nao se estabeleceu, no entanto, o pais alberga o R. microplus
e outros carrapatos potencialmente capazes de transmitir a doenca, tornando-
se uma area de risco (De WAAL, 1992).

Babesia caballi e T. equi foram introduzidos nos Estados Unidos da
América em 1959, através da importacdo de cavalos cubanos (De WAAL,
1992). A PE é endémica em quase toda a América do Sul, com excecédo do
sul do Chile e da Argentina. A maioria dos equinos sao positivos no Brasil
(HEIM et al., 2007; HEUCHERT et al., 1999; KERBER et al., 2009; LINHARES
et al., 1997; MACHADO et al., 2012; SANTOS et al., 2011; SANTOS et al.,
2013; VIEIRA et al., 2013), Colémbia, Porto Rico e México (ROTHSCHILD et
al., 2013).

Estudos tém demonstrado a associacdo da PE a infestacdo por
carrapatos (KERBER et al., 2009), idade (QABLAN et al., 2013; SANTOS et
al., 2011; VIEIRA et al., 2013), manejo (MORETTI et al., 2010; RIBEIRO et
al., 2013), atividade da propriedade, area geogréfica, estacdo do ano e sexo
(MORETTI et al., 2010; RUEGG et al., 2007).

3.1.5. Patogenia

Em areas endémicas como o Brasil, potros sédo infectados logo apdés o
nascimento, apresentando aumento da parasitemia por volta de 42 dias de
idade (HEIM et al., 2007; RIBEIRO et al., 1995). Kumar et al. (2009) relataram

a reducao da imunidade passiva a partir de 63-77 dias de vida em asininos.
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A mortalidade esperada é de 5-10%, dependendo da viruléncia da cepa, do
estado geral do animal e da disponibilidade de tratamento. No entanto, em
animais adultos que nédo tiveram contato prévio com os agentes, € esperada
mortalidade superior a 50% (MAURER, 1962; ROTHSCHILD et al., 2013).

A infeccdo por T. equi geralmente € mais grave e mais comumente
detectada que a infeccdo por B. caballi em locais onde os dois agentes estéo
presentes (De WAAL, 1992; RIBEIRO et al., 2013). Este fato parece ser
consequéncia de uma maior habilidade por parte do sistema imune do
hospedeiro em eliminar B. caballi. Weiland et al. (1986) relataram que,
experimentalmente, a parasitemia durou 2-13 dias com 0,1-0,7% de
eritrocitos parasitados por B. caballi enquanto para T. equi variou entre 1,2-
38%. Através da sorologia, De Waal (1992) demonstraram que animais
positivos para B. caballi tornaram-se sorologicamente negativos 67 dias apos
a infeccdo e que o curso da infeccéo foi auto-limitante, perdurando ndo mais
gue 1 a 4 anos no hospedeiro. J& os animais positivos para T. equi
permanecem portadores por toda a vida (BRUNING, 1996; De WAAL, 1992),
sendo considerados importantes reservatérios do agente (HEIM et al., 2007).
No sudeste do Brasil, Barbosa et al. (1995) relataram 100% de potros
soroconvertidos para T. equi aos 127 dias de idade e para B. caballi aos 150
dias de vida. Casos clinicos sdo geralmente observados quando animais nao

expostos sao transferidos para areas endémicas (BARBOSA et al., 1995).

O periodo pré-patente varia de 12 a 19 dias para T. equi e de 10 a 30
dias para B. caballi e coincide com o pico de hipertermia e eritrélise (De
WAAL, 1992). Os protozoarios e seus metabodlitos causam efeitos adversos
sobre os eritrécitos, tais como significante aumento de fosfolipidios totais,
malondialdeido plasmatico e proteinas na membrana, principalmente em
infeccdes agudas por T. equi, acarretando peroxidacdo lipidica e stress
oxidativo em eritrocitos infectados, culminando com a lise eritrocitaria e
consequentemente reducdo na concentracdo de hemoglobina e queda do
hematdcrito. A observacao de eritrocitos infectados através da microscopia

eletronica confirmou os achados de estudos anteriores e revelou a presenca
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de uma fina granulacao e erosdo da membrana eritrocitaria (AMBAWAT et al.,
1999; KUMAR et al., 2009). Anemia extrema é mais comum em infec¢des por
T. equi, assim como hemoglobinuria e ictericia secundéarias a severa hemolise
(AMBAWAT et al., 1999). No caso de B. caballi, a aglutinacdo de hemécias
parasitadas pode provocar oclusdo microvascular. Trombocitopenia tem sido
citada em associacdo a PE e a infec¢cdo por outros protozodarios, mas sua
patogenia ndo estd bem explicada, sendo associada a coagulacéo
intravascular disseminada de baixa intensidade. Quando associadas a
trombocitopenia e a resposta inflamatéria resultam em danos ao endotélio
vascular com aumento de permeabilidade. Equinos severamente afetados
podem apresentar edema, hemorragia, isquemia e andéxia culminando com a
faléncia de 6rgdos (MAURER, 1962; ROTHSCHILD et al., 2013).

A imunidade gerada a partir da infeccdo € duradoura e se deve
basicamente a permanéncia dos parasitos no organismo. N&o ocorre
imunidade cruzada entre T. equi e B. caballi. A imunidade inata

aparentemente tem grande importancia no controle da infeccao, porém, néo
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controle da PE, pois animais assintomaticos, quando esplenectomizados,
desenvolvem severa parasitemia e sucumbem a infeccdo (KNOWLES, 1996;
ROTHSCHILD et al., 2013). Apesar da grande importancia do baco e da
Imunidade inata no controle da infeccao, estes sao insuficientes na protecéo
contra PE, sendo necessaria a acdo da imunidade adquirida. Anticorpos
especificos para T. equi sdo detectados entre 7-11 dias ap6s a infeccao
experimental e atingem o pico em 30-45 dias apés a infeccdo (KUTTLER et
al., 1986). Anticorpos contra PE transferidos por imunidade passiva persistem
por 4 a5 meses em potros (ROTHSCHILD et al., 2013).



3.1.6. Sinais Clinicos

A infeccéo pelos agentes da PE pode resultar em doenca que varia de
subclinica a fatal, dependendo da viruléncia da cepa, da intensidade da
resposta imunolégica do individuo e da ocorréncia de infec¢cbes simples ou
mistas (ROTHSCHILD et al., 2013). Em areas endémicas, muitos casos
podem apresentar cura espontdnea sem manifestacdo de sinais clinicos
(RIBEIRO et al.,, 1995; SANTOS et al.,, 2011). A PE ¢é caracterizada
frequentemente por febre, letargia, depressao, anorexia (KUMAR et al., 2009;
ZOBBA et al., 2008), mucosas paélidas, ictericia, anemia hemolitica (De
WAAL, 1992; MUNOZ et al., 2013), trombocitopenia (De WAAL, 1992;
RIBEIRO et al., 2013), elevacdo da frequéncia cardiaca e respiratéria
(BRUNING, 1996; QABLAN et al., 2013; ZOBBA et al., 2008) hepato e
esplenomegalia, hemoglobinaria e bilirrubindria (SANTOS et al. 2009).
Asininos afetados podem apresentar constipagcdo intestinal e cdlica (De
WAAL, 1992; KUMAR et al. 2009).

A doencga crdnica é mais comum em infecgfes por B. caballi (De WAAL,
1992; ROTHSCHILD et al., 2013) sendo que asininos podem apresentar
apenas baixo rendimento no trabalho e perda na condi¢&o corporal (KUMAR
et al.,2009). Os animais que se recuperam da infeccdo aguda geralmente
tornam-se portadores sadios (SANTOS et al. 2009), no entanto, aqueles com
deficiéncia imunoldgica podem apresentar recidiva (RIBEIRO et al., 2013). A
transmissao congénita de T. equi pode causar aborto e 6bito neonatal (HEIM
et al., 2007). A piroplasmose neonatal é caracterizada por fraqueza, mal-
estar, apatia, anemia e ictericia apresentados logo apés o nascimento. O
progresso do quadro clinico em 2 a 3 dias inclui progressiva letargia,
dificuldade de permanecer em estacdao e de mamar (De WAAL, 1992).
Usualmente, febre esta presente assim como petéquias nas membranas
mucosas. Potros com estas caracteristicas tém progndéstico reservado
(ROTHSCHILD et al.,, 2013). Porém, todos os sinais clinicos séao
inespecificos, por este motivo a confirmacgao laboratorial € fundamental (De
WAAL, 1992).
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3.1.7. Achados laboratoriais e histopatoldgicos

Infeccbes agudas pelos agentes da PE sdo caracterizadas por
leucocitose, linfopenia e neutropenia (De WAAL,1992; ROTHSCHILD et al.,
2013; ZOBBA et al., 2008). Outros estudos relataram elevada neutrofilia
absoluta com desvio a esquerda (KUMAR et al., 2009). A trombocitopenia foi
relatada por Zobba et al. (2008) em 39% dos animais infectados por T. equi,
80% dos infectados por B. caballi e em 100% dos equinos com infec¢gao mista.
Este estudo correlacionou a trombocitopenia a coagulacdo intravascular
disseminada, a destruicdo imunomediada de plaquetas e ao sequestro das
mesmas pelo baco. Em casos de elevada parasitemia por T. equi, é possivel
observar parasitos no interior de neutrofilos e monocitos, indicando a
fagocitose de eritrécitos infectados (KUMAR et al., 2009). Em infeccBes
cronicas sao esperadas reducdo na contagem de eritrdcitos, plaquetas e da
concentracdo de hemoglobina (ZOBBA et al., 2008). Outras alteragcdes
relatadas incluem reducdo do fibrinogénio plasmatico, da concentracdo de
fosforo e ferro do soro, aumento da concentracdo de bilirrubina sérica e
aumento do tempo de coagulacdo (De WAAL, 1992; ROTHSCHILD et al.,
2013; ZOBBA et al., 2008).

A histopatologia revela congestdo e edema nos pulmdes, necrose
centrolobular do figado com estase biliar assim como nefrose caracterizada

por degeneracdo hidropica e gordurosa do epitélio tubular (De WAAL, 1992).

Em caso de 6bito por T. equi, é possivel encontrar diferentes graus de
emagrecimento, hepato e esplenomegalia e rins aumentados de tamanho com
coloragcdo palida a acastanhada (De WAAL, 1992). Hemorragias petequiais
podem ser observadas no figado, baco e cortical renal. Pulmdes congestos e
edematosos além de linfonodos aumentados podem ser encontrados (De
WAAL, 1992; KUMAR et al., 2009).
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3.1.8. Diagndstico

O diagnodstico da PE pode ser feito por métodos diretos como esfregaco
sanguineo corado com Giemsa, principalmente em casos de doenca clinica
devido a elevada parasitemia esperada (RIBEIRO et al., 2013). Em casos
cronicos, os testes moleculares como a Reagdo em Cadeia de Polimerase
(PCR) (KUMAR et al., 2009; RIBEIRO et al., 2013) e o cultivo fin vitroo
(SANTOS et al., 2009). Podem ser utilizados os testes soroldgicos séao
utilizados na rotina e podem identificar de forma indireta os animais que
tiveram contato com o antigeno parasitario, sendo os mais indicados o teste
de Fixacdo de Complemento (FC), Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIF1) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) (KUMAR et al., 2009; RIBEIRO et
al., 2013).

A técnica de Fixacdo de Complemento (FC) foi por muito tempo o teste
recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE).
Posteriormente este teste passou a ser seguido de RIFI, pois na FC as
reacdes podem ficar transitoriamente negativas entre 3 e 15 meses apods o
tratamento para B. caballi e 24 meses para T. equi, produzindo assim falso-
negativos (ROTHSCHILD et al., 2013). Kumar et al. (2009) contraindicam o
uso do teste de FC para asininos devido a fatores que blogueiam a acédo do
sistema complemento presentes no sangue destes animais e que interferem
no resultado do mesmo. Atualmente, o teste de FC é considerado um teste

complementar para o diagnéstico da PE pela OIE (2004).

A RIFI é mais sensivel que a FC e costuma ser utilizada em amostras
inconclusivas na FC, no entanto, é um teste que demanda grande quantidade

de antigeno e tem grande subjetividade em sua avaliacdo (BRUNING, 1996).

O Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) apresenta variacdes, exemplos
disto sdo o Dot-ELISA, ELISA com diluicdo serial, ELISA simples e o ELISA
competitivo (CELISA). O Dot-ELISA prima pela sensibilidade, sendo capaz de

detectar anticorpos anti-T. equi 3 a 6 dias ap6s a infeccdo experimental. O
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ELISA com diluicdo seriada demanda mais tempo e insumos que o ELISA
simples, mas pode titular a concentracdo de anticorpos da amostra. O ceELISA
baseado em antigeno recombinante € mais especifico e sensivel, evitando
reacOes cruzadas. A partir de 2004, a OIE recomenda o cELISA com antigeno
baseado no antigeno do merozoito EMA-1 para T. equi e proteina associada
rhoptry 1 (RAP-1) para B. caballi como o teste para transito internacional de
equideos (KUMAR et al.,2009).

A deteccao direta do DNA do parasito, principalmente na fase cronica
da doenca, pode ser realizada atravées da PCR, que apresenta alta
sensibilidade e especificidade, possibilitando inclusive a identificacdo de
variacdes genéticas do agente, sendo de especial valor em animais de alto
valor genético e em zonas livres da doenca (QABLAN et al., 2013). Hawkins
et al. (2015), em um estudo com animais assintomaticos, verificou correlagdo
positiva entre baixos valores no hematdécrito e resultados positivos na PCR

para T. equi.

3.2. Mal das cadeiras ou Surra

3.2.1. Etiologia

Trypanossoma evansi é um parasita pertencente a secao Salivaria,
ordem Kinetoplastida, familia Trypanossomatidae e género Trypanossoma,
capaz de infectar diversos mamiferos, incluindo seres humanos
(DESQUESNES et al., 2013). Anteriormente, o parasita possuia outros
nomes, tais como T. soudanense, T. marocanum, T. aegyptum e T. cameli,
dependendo da sua localizagdo geografica. Na década de 70, foi instituida a

denominacédo taxonémica Unica de T. evansi (HOARE, 1972).

Morfologicamente, T. evansi assume uma forma flagelada, com 14 a 33

Hm de comprimento e largura de 1,5 a 2,2 um (BRUN et al., 1998). Cepas de
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diferentes areas geograficas sdo morfologicamente indistinguiveis (HOARE,
1972).

3.2.2. Biologia de Trypanossoma evansi

Apesar de algumas espécies de Trypanossoma possuirem ciclo de vida
digenético, ou seja, necessitarem de dois hospedeiros, um vertebrado e um
invertebrado, para realizarem seus estagios de desenvolvimento (HOARE,
1965), o T. evansi € geralmente monomorfico, assumindo a forma alongada
flagelada. Multiplica-se por fissdo binaria (BRUN et al., 1998) no sangue e
tecidos, inclusive encéfalo do hospedeiro (RODRIGUES et al., 2005;
OIE,2017).

A transmissao do agente pode ser realizada de forma mecéanica, por
insetos das familias Tabanidae e Stomoxidae, por mocergos hematéfagos
(Desmodus rotundus) (HOARE, 1972; LOSOS, 1986), pela via
transplacentéaria, por carnivorismo, artificialmente por fémites contaminados
(SA RODRIGUES et al., 2016) e ainda através do leite e durante o coito. O
sucesso na transmissao mecanica esta vinculado ao tempo transcorrido entre
0 repasto no qual houve a aquisicdo do parasito e aquele no qual houve a
transmissdo do mesmo, pois 0 tripanosoma tem tempo de sobrevivéncia
restrito no aparelho bucal dos vetores, ndo havendo ciclo evolutivo especifico
para estes (BRUN et al., 1998; OIE, 2017).

3.2.3. Epidemiologia

A primeira descricdodo 0 Mal d a s foicfeita gor Griéfith&vans,
em 1880, na india, que relatou a presenca de tripanossomas no sangue de
equinos e dromedarios (HOARE, 1972). De acordo com Hoare (1972), ndo é
possivel determinar quando a enfermidade surgiu, havendo relatos na india

antes do século VIl a.C.
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Trypanossoma evansi possui ampla distribuicdo mundial, havendo
relatos de sua ocorréncia na Africa, india, Israel, Espanha, Malasia,
Indonésia, China, América Central e América do Sul (BERLIN et al., 2012;
ELSHAFIE et al., 2013; LUCKINS, 1988; REID, 2002; RODRIGUEZ et al.,
2013; SILVA, R et al., 2003). A vasta distribuicdo geografica deste protozoario
relaciona-se com a movimentagdo de animais infectados, ja que muitos deles

sdo portadores assintomaticos do patogeno (DESQUESNES et al., 2013).

A introducdo do T. evansi na América Latina ocorreu durante o século
XV, com a chegada de cavalos &arabes pertencentes aos colonizadores
espanhois (HOARE, 1965). Sua primeira descricdo foi na Ilha de Marajo
(1827), sendo em seguida descrita no Paraguai (1847), Pantanal (1850) e no
estado do Mato Grosso (1960) (DESQUESNES et al., 2013). H4 relatos do
parasito em varios paises da América do Sul e América Central, possuindo
sua transmissdo atrelada ao morcego, D. roduntus, considerado também
reservatorio do parasita (LOSOS, 1986; SOUSA; NEVES, 2011).

O hospedeiro principal do parasita € o camelo. Porém, a infec¢cédo se
faz importante em dromedarios e equideos (OIE, 2017). O parasita pode ainda
ser encontrado no sangue de varios animais domésticos e de vida livre, tais
como bovinos, caprinos, suinos, caes, bubalinos, elefantes, capivaras, quatis,
antas, veados e pequenos roedores silvestres (DESQUESNES et al., 2013;
LUCKINS, 1988; NUNES et al., 2012). Desquesnes e colaboradores (2013)
afirmaram que, experimentalmente, quase todos os mamiferos podem ser
parasitados pelo protozoario, porém, poucos desenvolvem sintomatologia

clinica significativa.

No Brasil, T. evansi afeta principalmente equinos e sua prevaléncia
varia de regido para regido (HERRERA et al., 2004). Franke e colaboradores
(1994) encontraram uma soroprevaléncia de 4,1 % em cavalos no Mato
Grosso. Na regido Sul do pais, entre os anos de 2002 e 2003, foi relatado um
surto com casos isolados de equinos infectados por T. evansi, em
propriedades localizadas entre as cidades de Alegrete e Sao Sepé

(RODRIGUES et al., 2005). J&4 no Pantanal Matogrossense, a doenca €
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considerada enzodtica, assumindo importancia econémica devido a
significativa populacdo de equinos na regido (SILVA et al., 1995). O relato
mais recente foi de Nunes e colaboradores (2012), que descreveram a

ocorréncia de um surto na cidade de ltabira, Minas Gerais, no ano de 2010.

3.2.4. Patogenia e Sinais Clinicos

O protozo8rio ® respons§8vel por uma do
das c a d enonreacenpumente utilizado na América Latina, devido a
paralisia dos membros posteriores que pode causar (DESQUESNES et al.,

2013). Fatores como viruléncia da cepa e suscetibilidade do hospedeiro
influenciam a gravidade das sindromes causadas por T. evansi (HERRERA et
al., 2004; SILVA et al., 1995).

O periodo de incubacdo dura entre 5 e 60 dias em equideos. A
hipertermia caracteristica da doenca esta vinculada a parasitemia, podendo
haver episédios recorrentes durante o curso da doenca (OIE, 2017). Na fase
aguda da doenca, pode ocorrer elevacdo da temperatura corporal, anemia,
perda progressiva de peso, letargia (SA RODRIGUES et al., 2016), aborto,
hemorragias petequiais nas palpebras, mucosas vaginal e vulvar (OIE, 2017),
hemorragias da camara anterior dos olhos, altera¢cfes na locomocdao, sinais
neuroldgicos, edema generalizado e imunossupressao (DESQUESNES et al.,
2013). O estagio cronico da doenca ocasiona agravamento da sintomatologia
clinica e, como consequéncia, tém-se animais caquéticos, apresentando
edema, incoordenacdo motora e paralisia de membros posteriores
(RODRIGUES et al., 2005; SILVA, R et al., 2003). A taxa de letalidade pode
atingir 100% em equideos néao tratados (OIE, 2017).

3.2.5. Diagnostico

O diagnéstico da tripanossomose € comumente realizado por métodos
parasitologicos, como avaliacdo de esfregacos sanguineos, técnica de
centrifugacdo de micro-hematdcrito e técnica de inoculagdo em camundongos
(BERLIN et al., 2012; OIE, 2017; PRUVOT et al., 2010); sorolégicos, como
teste de aglutinacdo em latex ou cartdo (OIE, 2017) e o0 ensaio
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imunoenzimético (ELISA); técnicas moleculares, como a Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) (BERLIN et al., 2012; OIE, 2017; PRUVOT et al., 2010).
A PCR é uma técnica relativamente cara e pouco usada na rotina para o
diagnostico de T. evanvi, porém apresenta alta sensibilidade e alta
especificidade (PRUVOT et al., 2010).

3.3. Anaplasmose Granulocitica Equina

3.3.1. Etiologia

A bactéria Anaplasma phagocytophilum pertence a ordem Rickettsiales,
familia Anaplasmataceae (RIKIHISA, 2011) e é o agente causador da
AAnapl asmose Granulocitica Equinao (AGE),
Human®&@GH),(assim como da f@AFebre do Carrapa
Europa (PUSTERLA; MADIGAN, 2013). Em 1996, Madigan e colaboradores
verificaram que existiam diferencas genéticas minimas entre o agente da AGE
e da AGH. A semelhanca entre os trés agentes nédo se restringe ao padréo
molecular, mas também as caracteristicas morfologicas, antigénicas e
patologicas (PUSTERLA; MADIGAN, 2013). Anteriormente classificada como
Ehrlichia equi, foi reclassificada por Dumler et al. (2001) que, ap6s a analise
da regiao 16 S rRNA, detectaram 99,1% de similaridade com Ehrlichia
phagocytophila e 0 agente da erliquiose granulocitica humana, assim sendo,
os trés agentes foram reclassificados em wuma Unica espécie: A.

phagocytophilum.

3.3.2 Ciclo Biolbdgico de Anaplasma phagocytophilum

Microorganismos da espécie Anaplasma phagocytophilum sé&o
pequenas bactérias gram-negativas, intracelulares obrigatérias (DZIEGIEL et
al., 2013; RIBEIRO et al., 2013), que parasitam primariamente neutréfilos e

eosinofilos e que podem ser encontradas em vacuolos ligados a membrana



da célula infectada (vacuolo parasitéforo). S&o constituidos por um corpo
cocoide ou cocobaciloide de 0,2 um formando um agregado chamado de
morula com cerca de 5 um de diametro. Podem ser observados em esfregaco
sanguineo corado com corantes Romanowsky (DZIEGIEL et al., 2013; LEWIS
et al., 2009; PUSTERLA; MADIGAN, 2013; RIKIHISA, 2011). Multiplicam-se
exclusivamente nas inclusfes intracitoplasmaticas da célula hospedeira. A
bactéria divide e prolifera até a moérula ocupar a maior parte do citoplasma
causando a ruptura da célula e consequente infeccdo de novas células
(RIKIHISA, 2011).

3.3.3. Vetores e Transmissao

Foram descritos como vetores de A. phagocytopilum carrapatos do
género Ixodes. Nos Estados Unidos, sédo descritos I. scapularis e |. pacificus
(LEWIS et al., 2009; PUSTERLA; MADIGAN, 2013) e na Europa, o I. ricinus
(PUSTERLA; MADIGAN, 2013; STUEN, 2007). Stuen (2007) relataram que a
area de ocorréncia do agente esta diretamente relacionada a presenca do |I.
ricinus na Eurasia, apesar de relatar a transmissdo do patdégeno por
carrapatos do género Hyalomma spp., Haemaphsalis spp., Dermacentor spp.,
Ixodes spp. e Rhipicephalus spp. No Brasil, foi detectado A. phagocytopilum
em carrapatos Amblyomma cajennense e R. sanguineus que parasitavam
caes (SANTOS et al., 2013). A doenca ndo é contagiosa, mas pode ser
transmitida de forma iatrogénica pela transfusdo sanguinea (AL-KHEDERY;
BARBET, 2014; PUSTERLA; MADIGAN, 2013) e pela via transplacentaria em
bovinos (HENNIGER et al., 2013).

Foi descrita a presenca do agente em carrapatos nas fases de larva,
ninfa e adulto, porém a transmissdo transovariana nao foi comprovada
(LEWIS et al., 2009). De forma geral, estes carrapatos costumam parasitar
pequenos mamiferos como os roedores no primeiro estagio de vida (larva),
momento em que provavelmente se infectam, fazendo os dois outros repastos

sanguineos em mamiferos maiores, momento em que infectam equinos, céaes

35



e humanos (FOLEY et al., 2004). Vale ressaltar que, para que a transmissao
ocorra, € necessaria a permanéncia do vetor por pelo menos 2-36 h no
hospedeiro (DZIEGIEL et al., 2013).

O potencial zoonético varia de acordo com a disponibilidade de
reservatorios, carrapatos vetores (FOLEY et al., 2004) e da variante genética
do agente na area, uma vez que as variantes genéticas diferem quanto ao
seu potencial de infectividade e patogenicidade nos diversos hospedeiros
(AL-KHEDERY; BARBET, 2014; MAJAZKI et al., 2013). Relatos demostram a
patogenicidade da variante equina para o homem e vice-versa (RIKIHISA,
2011). Overzier et al. (2013) relata grande variabilidade genética dentro e
entre os ecossistemas analisando populacdes de carrapatos em zona rural,

urbana e no habitat natural de reservatérios na Alemanha.

3.3.4. Epidemiologia

A doencga foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos em seres
humanos em 1969, na Califérnia. Desde entdo houve relatos de casos em
varios estados americanos (LEWIS et al., 2009), Canad&, Europa
(PUSTERLA; MADIGAN, 2013; RIBEIRO et al., 2013) e Brasil (CALIC et al.,
2004). Atualmente, sao registrados casos fatais em humanos na América do
Norte, Europa e Asia (AL-KHEDERY; BARBET, 2014). No Brasil, casos
humanos suspeitos foram confirmados laboratorialmente (BARCELOS et al.,
2006; CALIC et al., 2004; SALVAGNI et al., 2010). Posteriormente foram
detectados casos em equinos (PARRA, 2009; SALVAGNI et al., 2010), e
caninos (SANTOS et al., 2011) no Brasil.

O equino é um hospedeiro acidental do A. phagocytopilum (LEWIS et
al., 2009), ndo sendo considerado um reservatorio, pois a presenca do agente
no organismo do animal geralmente esta limitada a fase aguda da doenca
(PUSTERLA; MADIGAN, 2013). No entanto, Franzén et al. (2005) citaram
como possivel a infeccdo persistente dependendo da variante genética

envolvida, com a coexisténcia de diferentes variantes genéticas num mesmo
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hospedeiro. Em animais experimentalmente infectados, o parasito
permaneceu detectavel por 129 dias (DZIEGIEL et al., 2013; FRANZEN et al.,
2005). Equinos de todas as idades sdo susceptiveis, mas manifestacdes
clinicas sdo mais comuns em animais com mais de quatro anos (PUSTERLA;
MADIGAN, 2013).

Acredita-se que a dispersdo do agente pode ser facilitada pelo
transporte de carrapatos infectados em aves migratérias (STUEN, 2007). Esta
teoria foi comprovada no Brasil quando a mesma variante genética que havia
sido detectada em aves migratorias fora também confirmada em caes, sendo
esta a mesma variante detectada em humanos no EUA e em caes na
Alemanha (SANTOS et al., 2013).

Ja foram descritos varios reservatoérios selvagens do agente que variam
de acordo com a regido, como roedores, cervideos, ovinos, lagartos e
passaros (LEWIS et al., 2009; PUSTERLA; MADIGAN, 2013; STUEN, 2007).
Pesquisadores avaliaram a populacdo de roedores selvagens e carrapatos
nos EUA obtendo resultados que variaram de 1 a 50% e de 0 a 51% de
positividade para A. phagocytophilum, respectivamente (FOLEY et al., 2004).
Em carrapatos na Alemanha, a positividade variou de 1,1 a 7,4% (OVERZIER
et al., 2013). Em equinos, os percentuais de positividade variaram de 3,8% a
50% nos EUA (FOLEY et al., 2004), 73% na Republica Checa (PRASKOVA et
al., 2011), 17% na Italia (PASSAMONTI et al., 2010) e 32,9% na Venezuela
(CASTELLANOS et al., 2010). No Brasil, trabalhando com equinos do
exército, foi encontrado 12% de positividade no Rio de Janeiro (RIFI) (ROLIM
et al., 2015), 76% em Minas Gerais (RIFI) (PRADO et al., 2016), além de 3%
e 0% em S&do Paulo testados através de ELISA e PCR respectivamente
(PARRA, 2009).

Avaliando fatores como sexo, idade, manejo e presenca de carrapatos,
Ribeiro et al. (2013) nao detectaram fatores de risco ou protecdo associados
a infeccdo. No entanto, Praskova et al. (2011) verificaram titulacdes de
anticorpos mais altas em estabulos que apresentavam histérico de casos

anteriores. Além disto, determinaram uma tendéncia de positividade em
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animais mais velhos e indicaram como fator de risco o0 manejo dos animais
gue facilite o contato com carrapatos. Said et al. (2014) descreveram como
principal fator de risco o sexo vinculado ao tipo de atividade do animal onde
encontrou-se éguas utilizadas como matrizes como grupo de risco, 0s autores
acreditam que este fato possa estar vinculado ao manejo extensivo adotado

nesta categoria animal.

3.3.5. Patogenia

A patogenia da AGE ndo é completamente conhecida. Sabe-se que,
durante o repasto sanguineo do vetor, ocorre a inoculacdo do agente que se
espalha presumivelmente pelos vasos linfaticos ou sangue. Estes parasitos
invadem células do sistema hematopoiético e do sistema linforreticular.
Anaplasma phagocytopilum se multiplica em vacuolos em neutrofilos e
eosinodfilos (PUSTERLA; MADIGAN, 2013).

O mecanismo pelo qual volume suficiente de células é retirado da
circulacdo a ponto de causar a pancitopenia ndo é conhecido, no entanto,
acredita-se que o sequestro periférico e destruicao de células nao infectadas
do sangue sejam a causa disto. Como a celularidade permanece normal na
medula 6ssea, acredita-se que ocorra hemofagocitose no baco e linfonodos
(PUSTERLA; MADIGAN, 2013). Outra vertente defende que haja a destruicao
imunomediada das plaquetas pelo aumento da fagocitose pelos macréfagos,
associada a reducao da producédo pela medula éssea, como relatado em gatos
por Adaszek et al. (2013) e Dziegiel et al. (2013).

Nado se sabe exatamente como o patégeno age, porém ja foi relatada a
ocorréncia de atividade citolitica in vitro. Alteracdes como inibicdo de
processos fisiologicos da célula hospedeira como apoptose e modificacéo de
mecanismos relacionados com a geracado de energia, assim como reacdes de
defesa sédo citados (DZIEGIEL et al., 2013). Suspeita-se de que o patdégeno
inicie uma cascata patologica de reacdes inflamatérias localizadas, ap0s a

invasdo de drgaos como baco, figado, pulmdes, rins e coracédo (DZIEGIEL et
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al., 2013; PUSTERLA; MADIGAN, 2013). Rikihisa (2011) relatou que ocorre
um aumento da concentracdo de interferon gama (IFN-O) e I nt-80r | euc
(IL-10) no soro de pacientes com infeccdo aguda. Durante a resposta
inflamatéria, sao liberadas interleucinas 1 e 6 e fator de necrose tumoral, que
interagem com receptores do hipotalamo e causam a elevacédo da temperatura
corporal. Este efeito pode ser diretamente causado pelas citocinas ou

potencializado pela liberacdo de prostaglandinas (LEWIS et al., 2009).

AGE é reconhecida como causadora de imunossupressao, desta forma
os individuos afetados ficam predispostos a desenvolverem infeccbes
oportunistas ou secundarias causadas por outras bactérias, virus e fungos. A
debilidade imunolégica em geral € causada por déficit do sistema humoral e
de imunidade mediada pelas células T (PUSTERLA; MADIGAN, 2013), além
de anormalidades nas funcdes fagocitaria e migratéria dos neutrofilos
(RIKIHISA, 2011).

A infeccao por A. phagocytopilum desencadeia resposta especifica e
inespecifica. O pico de producado de anticorpos ocorre entre 19-81 dias apos
o0 aparecimento de sinais clinicos (LEWIS et al., 2009; PUSTERLA;
MADIGAN, 2013) e pode durar até 2 anos, mas nao esta correlacionada ao
status de portador (LEWIS et al., 2009).

3.3.6. Sinais Clinicos e Laboratoriais

O periodo de incubacdo em equinos varia de 8 a 12 dias em infec¢cdes
experimentais e de 3 a 10 dias em infeccdes iatrogénicas. Acredita-se que
em infec¢gdes naturais este periodo seja inferior a 14 dias (PUSTERLA;
MADIGAN, 2013). A doenca pode ocorrer de forma aguda ou subclinica
(DZIEGIEL et al., 2013; RIBEIRO et al., 2013).

A severidade dos sinais clinicos varia com a idade dos animais, a
duracado da doenca, estado imunoldgico e variante genética do agente, sendo

dificil o diagnostico clinico. Os sinais clinicos incluem febre, depresséo,



anorexia (FRANZEN et al., 2005; SALVAGNI et al., 2010; SISKA et al., 2013),
petéquias, principalmente nas mucosas nasal e oral, ictericia (LEWIS et al.,
2009; MADIGAN et al.,, 1996), ataxia e relutdncia em movimentar-se
(FRANZEN et al., 2005; LEWIS et al., 2009), elevacéo da frequéncia cardiaca
e respiratéria (FRANZEN et al., 2005) e edema de membros (SALVAGNI et
al., 2010; SISKA et al., 2013), que geralmente é o mais persistente, podendo
levar até duas semanas para desaparecer. Ja o aumento de volume do baco

e linfonodos é relatado ocasionalmente (DZIEGIEL et al., 2013).

Sinais clinicos como edema e petéquias podem ser atribuidos a
vasculite necrotizante. J4 a ataxia esta ligada as lesfes inflamatorias no
cérebro. Os patdégenos tém tropismo por granulocitos e estdo presentes
principalmente no pool marginal de neutrofilos. Estes ficam aderidos ao
endotélio vascular, causando o influxo de células inflamatorias, liberagdo de
mediadores quimicos e aumento da permeabilidade vascular, facilitando
assim a saida de fluido que se acumula nos tecidos periféricos causando o
edema (LEWIS et al., 2009).

Os sinais clinicos sdo mais brandos em animais com menos de 4 anos
de idade. O curso clinico da doenca dura entre 3 e 16 dias, sendo em geral
autolimitante mesmo em animais nédo tratados (LEWIS et al., 2009).
Dificilmente ocorrem casos fatais, mas quando presentes estdo vinculados a
infeccdes secundarias (STUEN, 2007) ou injurias devido a dificuldade de
locomocao (LEWIS et al., 2009). Possiveis complicacdes da doenca incluem
aborto, reducdo da espermatogénese (STUEN, 2007) e sinais neuroldgicos

como convulsdes e paralisia (DZIEGIEL et al., 2013).

Laboratorialmente é possivel detectar trombocitopenia (FRANZEN et
al., 2005; MADIGAN et al., 1996; SISKA et al., 2013), neutropenia (FRANZEN
et al., 2005; STUEN, 2007), leucopenia, linfopenia (FRANZEN et al., 2005;
SISKA et al., 2013), anemia e inclusdes em forma de morula caracteristicas
no citoplasma de neutréfilos (CASTELLANOS et al., 2010; FRANZEN et al.,
2005; SISKA et al., 2013). Na bioquimica sérica podem ser detectadas

reducao da uréia, fésforo, calcio, magnésio e sédio assim como o aumento
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da bilirrubina. No entanto, todas estas alteragcdes podem ser explicadas pela

reducdo da ingestdo de alimentos (LEWIS et al., 2009).

3.3.7. Diagndstico

O diagnéstico baseado em sinais clinicos e anormalidades
hematolégicas deve ser confirmado por exames especificos como esfregaco
sanguineo ou preferencialmente esfregaco de capa leucocitaria corado com
Giemsa ou Wright, apesar da baixa sensibilidade da técnica (LEWIS et al.,
2009). O percentual de neutréfilos e eosinodfilos infectados pode variar de
menos de 1% a 50% nos primeiros 5 dias de infeccdo (PUSTERLA; MADIGAN,
2013). Outros testes empregados sdo a cultura, a Reacdo de
Imunofluorescencia Indireta (RIFI) e Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
(LEWIS et al., 2009; PUSTERLA; MADIGAN, 2013).

A RIFI é menos utilizada no diagndéstico veterinario do que no humano
devido as possiveis reac¢fes cruzadas (DREHER et al., 2005). Nesta técnica,
os titulos persistem por mais de um més, no entanto, recomenda-se a
avaliacdo de amostras sequenciadas no intuito de detectar a elevacao do
titulo, o que confirma a infeccdo ativa (LEWIS et al., 2009). Animais
portadores podem ser falso-negativos por volta de 12 a 16 dias apés a
infeccdo, o que torna recomendada a utilizacdo da PCR (FRANZEN et al.,
2005; LEWIS et al., 2009). Ribeiro et al. (2013) relataram sensibilidade e
especificidade de 99,4 e 96,8% da RIFI quando utilizada para o diagnoéstico
do A. phagocytopilum em equinos, sendo esperado que a resposta
imunolégica a este agente permaneca presente por dois anos ou mais,

independentemente de haver infecgcao persistente.

A PCR pode detectar infeccdes precocemente com alta sensibilidade e
especificidade. Inicialmente foi desenvolvido protocolo baseado em primers
desenhados a partir da sequéncia génica do rRNA 16S (CHEN et al., 1994).
As amostras indicadas para a deteccdo do DNA do patégeno sdo sangue total,

capa leucocitaria, medula 6ssea e fragmentos do baco (DZIEGIEL et al.,
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2013). Detectou-se positividade por esta técnica trés dias apds a inoculacao
experimental do agente em equinos (FRANZEN et al., 2005). Atualmente
existem protocolos de PCR em tempo real (QPCR) o que possibilita ndo s6 a
avaliacao da presenca como a quantificacdo do patégeno (COURTNEY et al.,
2004; CHAN et al., 2013). Recentemente foi desenvolvido protocolo de gPCR
baseado no msp2, importante proteina de superficie que aumentou a
sensibilidade no diagndéstico (SANTOS et al., 2011). Al-Khedery e Barbet
(2014) desenvolveram protocolo de PCR capaz de indicar a presenca ou
auséncia de determinada area génica considerada como marcador molecular
indicativo de patogenicidade da variante génica presente em casos humanos
da doenca nos EUA e na Europa. Pode também ser utilizada a técnica de
ARevers Line Bl ot Hybri di z at que possibiitma
deteccédo de diversos agentes (CECI et al., 2014).

Diagnostico diferencial deve incluir parpura hemorragica, anemia
infecciosa equina, arterite viral, encefalite (PUSTERLA; MADIGAN, 2013)
doencas hepaticas, Febre Equina de Potomac (Potomac horse fever) (LEWIS
et al., 2009) e borreliose (DZIEGIEL et al., 2013).

3.4. Borreliose

3.4.1. Etiologia

O género Borrelia, classificado na ordem Spirochaetales, familia
Spirochaetaceae, € constituido de bactérias Gram negativas, microaerofilas,
moveis, que possuem flagelos e formato helicoidal (FONSECA et al., 2005).
As borrelias conhecidas atualmente sdo causadoras de cinco grupos de
doencas, sendo elas a febre recorrente humana, borreliose aviaria,
espiroquetose bovina, borreliose de Lyme e aborto epizodtico bovino
(SOARES et al., 2000). Utilizando marcadores genéticos como 16SrRNA, fla
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e rpoB, as espécies de Borrelia foram divididas filogeneticamente em trés
grandes grupos, sendo dois deles vinculados as febres recorrentes e o outro
vinculado & Doenca de Lyme (CORREA, 2011).

No que diz respeito aos patdogenos do género Borrelia, B. theileri tem
distribuicdo cosmopolita e é considerada pouco patogénica para equideos,
exceto quando associada a piroplasmideos, enquanto B. burgdorferi, descrita
inicialmente no hemisfério norte, € a causadora da borreliose de Lyme (GALO
et al., 2009).

A borreliose de Lyme tem como possiveis agentes etiologicos bactérias
do complexo B. burgdorferi lato sensu que é composto por 17 espécies: B.
burgdorferi stricto sensu, B. garinii, B. afzelii, B. spielmanii (WILSKE et al.,
2007), B. andersoni, B. bissettii, B. valaisiana, B. lusitaniae, B. japonica, B.
tanukii, B. turdi, B. sinica, B. californiensis, B. carolinensis (SANTOS et al.,
2010), B. americana (RUDENKO et al., 2009), B. lonestari (BARBOUR et al.,
1996) e B. miyamotoi (SOARES et al., 2000). No Brasil foram identificadas
espiroquetas do complexo Borrelia burgdorferi lato sensu de morfologia
atipica (ABEL et al., 2000; YOSHINARI et al., 2010).

3.4.2. Ciclo Bioldgico e Transmisséo de Borrelia spp.

A bactéria B. burgdorferi ndo se mantém em vida livre, apresentando
ciclo biolégico que envolve mamiferos e carrapatos (ABEL et al., 2000;
HOVIUS, 2009). O agente reproduz por fissdo binaria transversal (FONSECA
et al., 2005). Os hospedeiros envolvidos na manutencao do ciclo biolégico da
espiroqueta variam de acordo com a area geografica, ocorrendo em caes
(CORDEIRO, 2012; SPOLIDORO et al., 2010), bovinos (GUEDES-JUNIOR et
al., 2008), caprinos, bubalinos (SANTOS et al., 2010), capivaras (YOSHINARI
et al.,, 2010), equinos (MADUREIRA et al., 2009; SALLES et al., 2002;
SPOLIDORO et al., 2010), roedores, marsupiais (ABEL et al., 2000), veados
(SOARES et al., 2000), além de seres humanos (YOSHINARI et al. 2003;
SPOLIDORO et al., 2010).
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A transmissdo do agente ocorre predominantemente através dos
carrapatos do género Ixodes no ciclo silvestre (FONSECA et al., 2005). No
Brasil, a Borrelia foi descrita em carrapatos do género Ixodes spp.,
Amblyomma spp., Ornithodoros spp. (ABEL et al., 2000), Rhipicephalus spp.
(YOSHINARI et al., 2010) e Dermacentor spp. (SANTOS et al., 2010), sendo
indicado como principal vetor no pais o Amblyomma cajennense (YOSHINARI
et al., 2010). Salles et al. (2002) correlacionam a intensidade da infestacao
por carrapatos ao risco de adquirir a infecgado. Outras formas de transmissao
do agente relatadas sdo através de insetos hematéfagos (tabanideos,
culicideos) (SOARES et al., 2000), contato com urina, transfusao sanguinea
e transplantes oriundos de animais infectados (DORWARD et al., 1991), além
da transmissdo congénita em bovinos, cdes (BUSHMICH, 1994) e humanos
(FONSECA et al., 2005).

A infeccdo do carrapato ocorre pela ingestdo de sangue contaminado
com Borrelia spp., podendo ocorrer transmissao transovariana e transestadial
(BUTLER et al., 2005). Para que ocorra a transmissdo para mamiferos, €
necessario que o carrapato permaneca fixado no hospedeiro por pelo menos
18 horas (BASILE al., 2015). Acredita-se que, dentre os estagios de
desenvolvimento do carrapato, a fémea adulta seja o transmissor mais
competente (ABEL et al.,, 2000). No entanto, em seres humanos as
transmissdes ocorrem mais comumente por ninfas devido a maior dificuldade
de deteccao durante a inspecao visual (DIVERS, 2013) e em funcdo de sua
picada ser indolor (SANTOS et al., 2010). A variacdo na incidéncia em
equinos esta atrelada a sazonalidade no desenvolvimento do carrapato e a
ocorréncia de fémeas adultas (DIVERS, 2013).

No vetor, Borrelia tem tropismo por determinados sitios do trato
gastrointestinal até o momento do repasto sanguineo, momento em que o
agente migra para as glandulas salivares e penetra no novo hospedeiro
transportado pela saliva contaminada (DIVERS, 2013). Acredita-se que a

Borrelia permanece em simbiose com o vetor, sendo esta convivéncia
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Importante para a manutencao da patogenicidade do agente (SOARES et al.,
2000).

No periodo entre o inicio do repasto e a migracdo para 0 novo
hospedeiro, ocorrem modificacdes nas proteinas presentes na superficie da
membrana do patéogeno (BUTLER et al., 2005) e possivelmente ativagdo de
determinados genes (SOARES et al., 2000), o que determina resisténcia
complementar e facilita a evasdo do sistema imunolégico dos mamiferos,
sendo importante para a sobrevivéncia do mesmo no organismo do novo
hospedeiro (BUTLER et al., 2005). Possivelmente o inicio do repasto
sanguineo funcione como estimulo desencadeador para as modificacdes da
membrana plasméatica de Borrelia (DIVERS, 2013). Outro fator importante
para o bom desenvolvimento da Borrelia em seu vetor € a temperatura
ambiente, que influencia no metabolismo e no processo digestivo do
carrapato, o que pode levar a alteracbes na sintese proteica do patdégeno

determinando a morte do mesmo (SOARES et al., 2000).

O vetor, no momento do repasto sanguineo, para assegurar sua propria
fixacdo e a suscetibilidade do hospedeiro para futuros repastos, inocula
juntamente com sua saliva e o patdégeno, substancias capazes de modular a
resposta imunoldgica do hospedeiro, com inibicdo da ativacdo do sistema
complemento e bloqueio de células fagocitarias e inflamatdrias que facilitam
a penetracao e disseminacao da Borrelia (HOVIUS, 2009). Neste momento, 0
agente ® ©Or @gwestuindao prote2na denomin
glandula salivar do carrapato e que facilita a disseminacdo do mesmo no
hospedeiro (BUTLER et al., 2005).

Acompanhando o desenvolvimento e disseminacdo da bactéria apos
infeccdo experimental em equinos, percebeu-se que o patégeno permanece
majoritariamente na pele préxima ao local de fixacdo do vetor, muasculos,
nervos e veias proximas das membranas sinoviais (DIVERS, 2013). No
entanto, a migracdo ocorre predominantemente no tecido conjuntivo
principalmente devido a menor atuacédo de anticorpos neste tecido (BUTLER
et al., 2005).
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3.4.3. Epidemiologia

No Brasil, os primeiros casos de borreliose ocorreram em 1989 e foram
relatados por Yoshinari, Steere e Cossermelli (1989) que descreveram a
presenca de possiveis vetores e da espiroqueta no pais. No entanto, ao longo
do tempo foram percebidas diferencas na trajetoria clinica da doenca em
humanos no Brasil quando comparados aos casos da Europa e EUA, sendo
estas vinculadas principalmente a complicagcbes sistémicas e ao aspecto
recorrente da doenca, incluindo desordens imunoldgicas ao longo da
prolongada evolucdo clinica. Outras diferencas dizem respeito as
caracteristicas do agente etioldégico, que no Brasil apresenta morfologia

atipica e tem demonstrado ser incultivavel (YOSHINARI et al., 2010).

Burgess e Mattison (1987) relataram a presenca de animais domésticos
apresentando artrite e doenca sistémica em associacdo com a deteccdo de
B. burgdorferi em areas onde foram detectados casos humanos da doenca.
Posteriormente, constatou-se que equinos, bovinos e caes podem ser
potenciais fontes de infeccdo para vetores no ambiente peridomiciliar,
atuando como reservatérios do agente (HANSEN et al., 2010; MADUREIRA
et al., 2009; MAURIZI et al., 2010).

No Brasil, foram realizados levantamentos soroepidemiol6gicos da
borreliose de Lyme em humanos (YOSHINARI et al., 1993), cdes (CARLOS
et al., 2007; CORDEIRO et al.,, 2012; JOPPERT et al., 2001), bovinos
(GUEDES-JUNIOR et al., 2008; SILVA et al., 2013), bubalinos (CORREA et
al., 2012) e equinos (GALO et al., 2009; MADUREIRA et al., 2007; SALLES
et al., 2002). Em locais onde existe a infec¢do, € esperado que a prevaléncia
em equinos seja superior a de humanos, pois existe maior probabilidade de
permanéncia dos vetores por mais de 24 horas nestes hospedeiros (BUTLER
et al., 2005).

No Brasil, foram relatadas soroprevaléncias em equinos que variam de
9,8% no Rio de Janeiro (SALLES et al., 2002) a 26,7% no Para (GALO et al.,
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2009). Cées (TSACHEYV et al., 2008), assim como equinos sédo considerados
como sentinelas da infeccdo pois sdo hospedeiros naturais dos carrapatos
vetores (ABEL et al., 2000; JOPPERT et al., 2001; MADUREIRA et al., 2009)
e permitem a fixagcdo dos mesmos por mais de 24 horas, desta forma, refletem
as condicdes do ambiente onde vivem, além de conviverem proximos aos
seres humanos, por este motivo pode-se cogitar um papel relevante desses
animais no ciclo zoonotico da doenca no pais. (HANSEN et al., 2010; KISS et
al., 2011; MAURIZI et al., 2010).

3.4.4. Sinais Clinicos

Manifestacdes clinicas foram reportadas apenas em humanos, equinos,
bovinos e cédes (JOPPERT et al., 2001) e diferem conforme a regido
geografica devido as caracteristicas antigénicas da Borrelia spp. (FONSECA
et al., 2005). Em humanos com borreliose sdo relatadas frequentemente
complicagcfes sistémicas, cutaneas, reumaticas, neurolégicas e cardiacas,
sendo o eritema migratorio e a artrite as lesdes mais tipicas (ABEL et al.,
2000; FONSECA et al., 2005; YOSHINARI et al., 2003).

Os sinais clinicos de borreliose equina, quando presentes, sao
inespecificos, o que dificulta o diagndstico clinico da doenca (DeVILBISS et
al., 2009). Muitos sinais séo atribuidos a borreliose em equinos no mundo,
porém, foi nos EUA onde ocorreu a melhor caracterizagdo da doenca em
animais oriundos de areas endémicas, onde o percentual de positivos pode
chegar a 60% (MADUREIRA et al., 2009). Nestes animais, foram identificadas
dermatite, poliartrite e edema transitério de membros (COHEN et al., 1988;
MADUREIRA et al., 2009). Outros sinais comumente relatados séo: perda de
peso, laminite, febre, aumento de volume articular, uveite anterior, alteracdes
comportamentais (DeVILBISS et al., 2009; SOARES et al., 2000), rigidez e
claudicagcdo em mais de um membro, dor muscular (DeVILBISS et al., 2009),
hiperestesia, sendo a principal manifestacdo cardiaca a arritmia (DIVERS,
2013).
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Casos de neuroborreliose foram reportados em animais com altos
titulos de anticorpos na sorologia, apresentando perda de massa muscular e
dor ao longo da regido toracolombar, hiperestesia, ataxia, paralisia de nervos
faciais, fasciculagdo muscular, tremor na cabeca e depressao, sendo estes
sinais correlacionados a ocorréncia de infiltracdo linfohistocitica com
espessamento das meninges, causando meningite linfohistocitica (IMAI et al.,
2011).

Pesquisadores atribuem a inconstancia na sintomatologia da borreliose
em equinos a possiveis coinfeccdes que poderiam alterar e/ou agravar os
guadros clinicos de animais infectados, ja que patdogenos como B. theilerie,
B. caballi, T. equi e A. phagocytophilum podem ser veiculados pelos mesmos
vetores da B. burgdorferi lato sensu (BUTLER et al., 2005; SOARES et al.,
2000)

3.4.5. Diagnostico

O diagnostico clinico da borreliose é dificil devido a inespecificidade
dos sinais clinicos, mas na busca do diagndstico da doenca clinica, deve-se
levar em consideracao o historico de exposicao (sorologia) associado a sinais
comumente relatados (DIVERS, 2013). Cada técnica de diagnostico
apresenta vantagens e desvantagens quanto a sensibilidade, especificidade,
periodo de positividade, facilidade de padronizacéo e custo (CORREA, 2011;
MAGNARELLI et al., 2004; YOSHINARI et al., 2010).

O diagnostico laboratorial pode ser realizado através do esfregaco
sanguineo periférico corado pelo Giemsa, no entanto, os agentes sO séo
detectaveis em casos de alta espiroquetemia. Isolamento e cultura pode ser
realizado em meio BSK (Barbour-Stoenner-Kelly) com semeadura de sangue,
fragmento de tecido ou de carrapato (SOARES et al., 2000). Wilske et al.
(2007) relataram grandes dificuldades no diagndstico da infeccdo por B.
burgdorferi lato sensu por métodos diretos como PCR e cultura,

principalmente em infeccdes com mais de duas semanas de duracdo. A
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imunoistoquimica € outro método direto para o diagndéstico, com a vantagem
de possibilitar a avaliacdo concomitante da lesdo e marcacdes antigénicas
(SOARES et al., 2000).

A RIFI e o ELISA sé&o os testes mais utilizados na determinagédo da
exposicdo ao agente, através da verificacdo da presenca de anticorpos
especificos circulantes (HANSEN et al., 2010; KISS et al., 2011). Nas
primeiras semanas ap0s o contato com o patégeno, é possivel ndo ter havido
soroconversdo do hospedeiro, porém seis semanas ap0s 0 contato é
esperada 100% de positividade nas provas soroldgicas (WILSKE et al., 2007).
Estes anticorpos podem permanecer por um periodo de nove meses a dois
anos apos a primo-infeccdo (HANSEN et al., 2010; KISS et al., 2011) e, em
areas endémicas, podem permanecer na circulacdo por periodos maiores
devido as reinfec¢fes (KISS et al., 2011). Testes indicaram que a titulacéo
de anticorpos no ELISA decresce em aproximadamente quatro meses apoés
um tratamento bem-sucedido (DIVERS, 2013). Para o diagnoéstico sorologico
sdo considerados boas amostras o soro e fluido cérebro-espinhal (WILSKE et
al., 2007).

O principal método utilizado no diagndstico da borreliose € o ELISA
indireto. Este método tem demonstrado maior sensibilidade, especificidade e
operacionalidade quando comparado a RIFI. Além disso, permite a utilizacao
de borrelias integras, antigeno sonicado ou fragfes protéicas, sendo os dois
ualtimos considerados os de melhor resultado (SOARES et al., 2000). Rogers
et al. (1999) avaliaram a possibilidade de reacdo cruzada no teste ELISA
entre B. burgdorferi e B. theileri em regides onde os agentes coexistem, e
verificaram a inexisténcia de reacdo cruzada entre eles. Apesar de haver
possibilidade de reacdo cruzada entre Borrelia spp. e Leptospira spp., esta &

considerada como sendo néao significativa (SOARES et al., 2000).

O teste r8SNPPdtoesitC® ® utilizado na
seja pela vacinacao ou pelo contato com o agente. O Snap 4 DX é um teste
ELISA destinado a deteccdo de anticorpos contra Dirofilaria immitis, A.

phagocytophilum, B. burgdorferi e Ehrlichia canis em soro, plasma ou sangue
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total de caes (BEALL et al., 2008), entretanto, vem sendo utilizado, com éxito,
para o diagnéstico de infeccdo por B. burgdorferi e A. phagocytophilum em
equinos (HANSEN et al., 2010; MAURIZI et al., 2010).

A técnica de western blotting pode ser utilizada como teste
confirmatdério apés o teste de triagem inicial. Considerada de maior
sensibilidade e especificidade que o ELISA, apresenta grande dificuldade na
obtencédo do padréo positivo ideal, o que torna dificil sua utilizacdo (SOARES
et al., 2000).

A PCR é considerada a técnica de maior sensibilidade e especificidade,
pois amplifica fragmentos do DNA do agente e apresenta alta aplicabilidade
nos casos de microrganismos de dificil cultura. Considerada técnica de
diagndstico direto, detecta apenas infec¢fes ativas. Permite o uso de véarias
amostras como fluidos e tecidos do possivel hospedeiro assim como do vetor
(BRETTSCHNEIDER et al., 1998). Esta técnica permite o diagnéstico de
infeccdes iniciais, antes da producdo de resposta imunolégica detectavel,
assim como permite determinar a cura do paciente ja que o DNA do patégeno
deixa de ser detectado a partir de entdo (CHAN et al., 2013). Em casos de
neuroborreliose, a PCR pode ser realizada a partir do liquido cérebro-
espinhal, mas o aumento do numero de linfocitos no fluido cérebro-espinhal
pode ser considerado um bom indicio da infeccdo (DIVERS, 2013). Tem como
desvantagem o custo e o fato de néo detectar a exposi¢do prévia ao agente
(SOARES et al.,, 2000). No entanto, esta técnica possibilita fazer a
identificacdo da genoespécie envolvida através da analise do
sequenciamento do fragmento amplificado (BARBOUR et al., 1996). Vale
ressaltar que a sensibilidade desta técnica tende a diminuir durante o curso
da infeccdo, momento em que os métodos sorologicos apresentam melhores
resultados (BRETTSCHNEIDER et al., 1998).
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3.5. Leishmanioses

3.5.1. Agente Etiologico e Ciclo biolégico

Existem dois tipos distintos de leishmaniose denominados
Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT) causadas por
protozoarios do género Leishmania. Na América Latina estdo presentes dois
sub-géneros de Leishmania, o primeiro, denominado Leishmania, composto
por L. mexicana e L. amazonensis, causadoras de LT e L. infantum,
causadora da LV, e o segundo sub-género, denominado Viannia, composto
por L. braziliensis, L. panamensis e L. guyanensis, causadoras de LT. A
diferenciacdo destes parasitos pode ser feita por anticorpos monoclonais
(BENVENGA, 2013; SHAW et al., 1986), técnicas moleculares (TRUPPEL et
al., 2014) e analise de isoenzimas (FIGUEIRA et al., 2008).

Os protozoarios do género Leishmania sdo eucariontes, unicelulares,
se reproduzem por divisdo binaria (ASHFORD, 2000), possuem ciclo biolégico
heteroxeno, com um hospedeiro vertebrado e outro invertebrado (vetor)
(SCHLEIN, 1993). No hospedeiro vertebrado, o parasita permanece na forma
amastigota, intracelular, com formato ovoéide ou arredondado, sem a presenca
de flagelo ou com flagelo rudimentar, em células do sistema fagocitico
mononuclear (ASHFORD, 2000). No hospedeiro invertebrado € encontrada a
forma promastigota, flagelada e modvel no tubo intestinal (KILLICK-
KENDRICK, 1990).

A fémea do mosquito vetor, ao fazer o repasto sanguineo no hospedeiro
vertebrado infectado, ingere parasitos na forma amastigota contidos em
macrofagos nao teciduais. No intestino do mosquito, 0s parasitos passam a
forma promastigota e se aderem a parede intestinal, multiplicando-se. Em
poucos dias o intestino anterior do vetor fica repleto de parasitos (REY, 2001).
Parte dos parasitos sdo eliminados durante a defecacdo, mas aqueles que
permanecem fixados na parede intestinal continuam a se multiplicar e voltam

a repovoar o intestino do vetor (ASHFORD, 2000). A fase de promastigota é
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subdividida em dois estdgios de desenvolvimento: a primeira, chamada
prociclica, que tem forma alongada e flagelo curto; a segunda, chamada
metaciclica, € caracterizada por organismos de corpo curto, arredondado,
com flagelo longo, sendo este o estagio final de desenvolvimento, com grande
capacidade de locomocao, e que migra para a parte inicial do intestino do
vetor (KILLICK-KENDRICK, 1990).

O fleb6tomo, em um proximo repasto sanguineo, podera infectar o
individuo através do regurgitamento de formas promastigotas que serao
fagocitadas no local de inoculacéo e perderao o flagelo, transformando-se em

amastigotas no interior dessas células (REY, 2001).

Os vetores das leishmanioses séo flebotomineos pertencentes a Ordem
Diptera, Familia Psychodidae e Sub-familia Phebotominae (GRAMICCIA;
GRADONI, 2005). Das cerca de 1000 espécies de flebotomineos conhecidas,
cerca de 70 podem transmitir leishmaniose (MURRAY et al., 2005). A area de
ocorréncia de diversas espécies de flebotomineos vem se ampliando em
funcdo de alteracdes climéticas e ecolégicas, desta forma, ampliando também

as areas de ocorréncia da leishmaniose (NAUCKE et al., 2008).

A principal espécie de vetor da leishmaniose visceral (LV) nas Américas
€ Lutzomyia longipalpis (LAINSON; RANGEL, 2005), enquanto no Velho
Mundo diferentes espécies de Phlebotomus spp. desempenham este papel.
No que diz respeito a leishmaniose tegumentar (LT), os principais vetores no
Brasil sdo Lu. whitmani e Lu. intermedia (GRAMICCIA; GRADONI, 2005). No
Brasil, os vetores sdo conhecidos como mosquito palha, tatuquira, birigui e
outros (BENVENGA, 2013; BRASIL, 2007).

O héabito alimentar dos fleb6étomos € diversificado, tendo como alvos
preferenciais aves e roedores, mas alimentando-se também em humanos,
gambas, bovinos, caninos e equinos, 0 que demonstra o carater oportunista
desses insetos (LAINSON; RANGEL, 2005).

Morais et al. (2013) em Pernambuco, estudando ectoparasitas colhidos

de caes de areas rurais e utilizando PCR convencional e PCR em tempo real
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(gPCR), encontraram uma frequéncia de 43,6% de ectoparasitos positivos
para Leishmania infantum, o que pode suscitar a possibilidade de transmisséao
por novos vetores. J&a Silva et al. (2009) observaram que o tropismo da L.
infantum pelo sistema genital masculino em caes, resulta em contaminacgéao
seminal e permiti a transmisséo sexual do mesmo, estabelecendo assim, que

a via sexual € uma via alternativa de transmissao do parasito em céaes.

3.5.2. Leishmaniose Tegumentar (LT)

A LT acomete pele e mucosas. Ocorre nas Américas desde o sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina (BRASIL, 2007). A ocorréncia desta
doenca na Ameérica do Sul foi constatada através de pecas antigas de
ceramica originarias do Peru e Equador que retratavam deformacgdes faciais
graves em humanos, tipicas da leishmaniose tegumentar (LAINSON, 2010).
No Brasil, de acordo com a Organizacdao Mundial de Saude (WHO, 1990)
existem casos autoctones em todos os estados do pais, sendo a L.

braziliensis a principal espécie causadora de LT no continente.

Sao considerados como principais reservatorios de L. braziliensis nas
Ameéricas os roedores, gambas, caninos, felinos, primatas e equinos (BRASIL,
2007, 2014). Em areas de desmatamento recente no Brasil, Venezuela,
Argentina e Colémbia, onde foram relatadas lesdes de pele tipicas da
leishmaniose em cées e equinos, foi identificada L. braziliensis lato sensu
como responsavel pelos casos (BRANDAO-FILHO et al., 2003).

Estudos comprovam a relacdo de casos humanos de LT no estado do
Espirito Santo (FALQUETO et al., 1986) e Rio de Janeiro (SANTOS et al.,
2005) com a presenca de caes infectados e, na Bahia, com a presenca de
caninos e equideos infectados (FOLLADOR et al., 1999). A atividade humana
em areas de desmatamento conduziu a um processo de urbanizagcdo da
leishmaniose, e o estabelecimento de reservatérios como caes e equideos

gue, devido a sua permanéncia peridomiciliar, possibilitam a perpetuacao do

53



ciclo de vida do parasito no ambiente urbano (AGUILAR et al., 1984;
ASHFORD, 2000; FOLLADOR et al., 1999; TRUPPEL et al., 2014).

A leishmaniose tegumentar foi relatada pela primeira vez em equideos
na Argentina (MAZZA, 1927). No Brasil, a infec¢do ja foi descrita no Ceara
(ALENCAR, 1959), Bahia (FOLLADOR et al.,1999; VEXENAT et al., 1986),
Rio de Janeiro (AGUILAR et al., 1986; OLIVEIRA-NETO et al., 1988), Espirito
Santo (FALQUETO et al., 1987), Pernambuco (BRANDAO-FILHO et al.,
2003), Sao Paulo (YOSHIDA et al., 1990), Paran4d (VEDOVELLO-FILHO et al.,
2008) e Minas Gerais (SOARES et al., 2013). Nestes estudos, quando era
possivel a identificacdo da espécie do patdégeno, esta sempre era L.
braziliensis, a excecéo do estudo de Soares et al. (2013), que diagnosticaram
pela primeira vez no Brasil L. infantum em equinos. Reuss e Diplomate (2013)
sugerem a utilizagdo de equinos como sentinelas no monitoramento da

expanséo da infeccao por Leishmania spp.

Os sinais clinicos de LT em equinos caracterizam-se pela presenca de
ndédulos, Ulceras cutaneas crostosas sugestivas, Unicas ou multiplas, com
localizacdo preferencial nas orelhas, ao redor dos olhos, focinho e bolsa
escrotal (MULLER et al., 2009; RAMOS-VARA et al.,, 1996; REUSS;
DIPLOMATE, 2013). Nas epidemias causadas por L. braziliensis em asininos,
equinos e muares, relata-se a presenca de lesfes cutaneas ulceradas ou
nodulares, ocasionalmente disseminadas, sem a ocorréncia de visceraliza¢cédo
e que em alguns casos apresentam regressido espontanea (ROLAO et al.,
2005). O relato de LT em equinos causada por L. siamensis, parasito com
potencial zoonético, traz consigo o alerta para um novo diagndstico
diferencial para as lesfes cutaneas em equinos nos Estados Unidos da
Ameérica (REUSS; DIPLOMATE, 2013).

3.5.3. Leishmaniose Visceral (LV)

Leishmania infantum é considerada um problema de salude publica e

animal em regides como Bacia do Mediterraneo, América Central e do Sul e
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Oriente Médio, sendo os canideos considerados o0s principais reservatorios
no ambiete urbano (ROSA et al.,, 2005; BENVENGA, 2013). A baixa
suscetibilidade de humanos (GRAMICCIA; GRADONI, 2005) determina a
guase totalidade de assintométicos em adultos saudaveis (ASHFORD, 2000).
Embora, considerada infeccdo emergente, principalmente devido a sua
incidéncia em individuos portadores do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) (BRASIL, 2011) e criancas desnutridas, nichos nos quais a doenca
apresenta alta letalidade (BRASIL, 2006; DESJEUX, 2004), a utilizacdo de
terapia antirretroviral tem reduzido os casos de co-infec¢gdo HIV-leishmania
em regifes onde este tratamento encontra-se disponivel (MURRAY et al.,
2005)

Em algumas regibes do Sudeste europeu e no Nordeste do Brasil, a
prevaléncia da LV em cées chega a 40% (CAMPINO, 2002), no entanto cerca

de 60% dos animais soropositivos sdo assintomaticos (BRASIL, 2014).

Acredita-se que a LV pode ser tdo antiga nas Américas quanto a LT.
Relatos de uma enfermidade conhecida no Brasil como bar r i ga
caracterizada por mal-estar, febre esporadica e grande distensdo abdominal
poderiam representar casos de LV nado diagnosticados. O Brasil responde por
90% dos casos de LV na América Latina, sendo a maioria na Regido Nordeste
(BRASIL, 2006).

A doenca causada por L. infantum em humanos € multissistémica
afetando 6rgaos como figado, linfonodos e baco, podendo causar ictericia e
ascite (BRASIL, 2014). Sinais como febre intermitente, perda de peso,
hepato-esplenomegalia, linfadenopatia (DESJEUX, 2004), pancitopenia
(GRAMICCIA; GRADONI, 2005) e hiperglobulinemia sao caracteristicos.
Pacientes ndo tratados podem desenvolver caquexia, apresentar
sangramentos, infec¢cfes secundarias e morte (MURRAY et al., 2005).

A suscetibilidade a LV varia de acordo com a espécie acometida.
Apenas alguns casos de infeccdao por L. infantum em equinos foram

confirmados na Europa nos Uultimos anos. Nesta espécie, a doenca se
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manifesta com presenca de lesdes cutaneas nodulares ou ulcerativas
isoladas ou difusas, sendo o equino considerado hospedeiro acidental do
parasito, pode ocorrer auto-cura sem qualquer terapia (GRAMICCIA, 2011)
ou apoOs remocao cirargica das lesdes (GAMA et al., 2014; KOEHLER et al.,
2002).

Muller e colaboradores (2009) descreveram a ocorréncia de LV
aparentemente autéctone em equinos, na Alemanha e Suic¢a, causada por L.
siamensis e supdem gue este pode ser mais um agente zoondtico. Além disso,
contestaram o resultado de L. infantum e sugerem que 0S casos
anteriormente relatados na regido da Alemanha e Suica foram causados por
L. siamensis baseados na analise do DNA das amostras. No Brasil, apenas
um caso de LV foi relatado em equino, sendo este o primeiro nas Américas
(SOARES et al., 2013). A baixa frequéncia na deteccdo de anticorpos
especificos e de relatos de casos de LV em equinos em areas endémicas,
sugere o ndo acometimento visceral nestes animais (KOEHLER et al., 2002),
indicando que a resposta imune nesta espécie é efetiva em controlar a
infeccdo (FERNANDEZ-BELLON et al., 2006; ROLAO et al. 2005)

3.5.4. Diagnaostico

As leishmanioses podem ser diagnosticadas através de exames
parasitologicos diretos, a partir da visualizagcdo das formas amastigotas em
esfregacos (sangue, tecido suspeito escarificado, medula 6ssea, linfonodos
e outros tecidos), corados com Giemsa (RAMOS-VARA et al., 1996), Wright
e Pandtico (BRASIL, 2006). No entanto, esta técnica pode apresentar baixa
sensibilidade. E possivel aumentar a sensibilidade do exame parasitolégico
através do cultivo in vitro em meios de cultura como Neal, Novy e Nicolle
(NNN) (agar sangue modi ficado), Schnei d
(LIT) (BRASIL, 2014).

Técnicas sorologicas podem ser utilizadas no diagndstico da infec¢céo

por Leishmania spp. Destacam-se a RIFI e ELISA, sendo estes os testes
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utilizados até 2012 pelo Ministério da Saude para o inquérito epidemioldgico
canino. O ELISA era utilizado como teste de triagem e a RIFI (ponto de corte
O1:40) como teste confirmat - r, aaor@gi e
reacdes cruzadas com Trypanossoma cruzi e outras espécies de Leishmania
causadoras de LT (VEXENAT et al., 1996), além de Ehrlichia sp. (LIRA, 2005)
levaram o Ministério da Saude a adotar como método de triagem o teste
imunocromatografico rapido (TR-DPP®). Este teste apresenta alta
sensibilidade para cdes com sinais clinicos e alta especificidade para céaes
assintomaticos com LV (GRIMALDI-JUNIOR et al., 2012).

O diagnéstico molecular tem demonstrado maior sensibilidade quando
comparado as técnicas sorolégicas (BENVENGA, 2013). A técnica molecular
mais empregada atualmente para o diagnésico da leishmaniose € a PCR que
permite a amplificacdo seletiva de sequéncias do DNA alvo. No comparativo
entre o PCR convencional e PCR em tempo real (QPCR), foram relatadas
como vantagens do segundo método a rapidez, reprodutibilidade,
possibilidade de quantificacédo e sensibilidade (CAVALCANTI et al., 2008).

Em equinos, o diagndstico da leishmaniose vem sendo realizado
atraves de varias técnicas: RIFI (THOMAZ et al., 2013), ELISA (FEITOSA et
al., 2012; FERNANDEZ-BELLON et al., 2006), teste de aglutinacio direta
(VEDOVELLO-FILHO et al., 2008), imunocromatografia (FEITOSA et al.,
2012), imuno-histoquimica (RAMOS-VARA et al., 1996) e PCR (GRAMICCIA,
2011; KOEHLER et al., 2002; TRUPPEL et al., 2014). Gama et al. (2014)
utilizaram imuno-histoquimica (IHQ) associada ao PCR e teste de aglutinacéo
direta (DAT) no diagnodstico de infec¢cdo por L. infantum em equino com lesao

cutdnea nodular ulcerada.

57

PAUL



3.6. Toxoplasmose

3.6.1. Agente etioldgico

Descrito por Nicolle e Manceaux, em 1909, a importancia de
Toxoplasma gondii na saude publica s6 foi reconhecida em 1939, apés o
relato de transmissdo congénita por Wolf et al. (1939) e, na veterinéria, em
1957 quando o agente foi caracterizado como indutor de abortamentos em
ovinos (HARTLEY; MARSHALL, 1957).

Apesar de mundialmente distribuido, T. gondii € a Unica espécie do
género. Este acomete uma enorme variedade de hospedeiros, sendo a
infeccdo, na maioria das vezes, assintoméatica. A partir dos anos 80 foram
desenvolvidos testes para avaliar diferencas genéticas do parasito entre
isolados humanos e animais. O mapeamento genético de T. gondii foi

concluido em 2005 por Khan e colaboradores.

3.6.2. Morfologia e ciclo biolégico do Toxoplasma gondii

O ciclo de vida de T. gondii € complexo e envolve um hospedeiro
definitivo (felideos, principalmente o gato) e um hospedeiro intermediario
(todos os animais de sangue quente, inclusive o homem) (ISHAG et al., 2014).
Os principais estagios bioldgicos conhecidos sdo os taquizoitos, que sédo as
formas inicialmente descritas por Nicolle e Manceaux em em 1909
(FERGUSON, 2009). Eles tém formato de meia lua, ndo séo resistentes aos
fluidos gastricos (DUBEY et al., 1998) e tém a capacidade de atravessar a
barreira placentaria em infeccdes agudas (DUBEY, 1996). Os taquizoitos
penetram nas células de forma ativa, pois possuem organelas naregiao apical

gue contem enzimas que facilitam a penetracdo (DUBEY et al., 1998).

O bradizoito é tipicamente a forma que permanece no interior dos cistos
teciduais (DUBEY, 1996). Cada cisto tecidual pode conter centenas de
bradizoitos e tem como principal caracteristica a resisténcia de sua parede
ao suco gastrico (JONES; DUBEY, 2010). Os bradizoitos diferem dos
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taquizoitos na localizagdo do nucleo, presenca de granulos de amilopectina,
além da resisténcia da parede celular a pepsina e acido cloridrico (DUBEY,
2008). Toxoplasma gondii se divide por endodiogenia, tanto na forma de
taquizoitos quanto na forma de bradizoitos, sendo que duas células filhas sao
formadas dentro do citoplasma da célula méae (SHEFFIELD; MELTON, 1968;
DUBEY et al., 1998).

No hospedeiro intermediario ocorre apenas reproducdo assexuada.
Sendo assim, quando este ingere o parasito na forma de oocistos esporulados
(contendo esporozoitos), cistos teciduais (contendo bradizoitos) ou
taquizoitos, o processo de digestdo podera destruir ou liberar formas
infectivas no lomen intestinal. Os parasitos irdo penetrar nas células
intestinais e iniciar a divisdo. Ap6s a multiplicacdo do patdébgeno por
endodiogenia, os taquizoitos produzidos seguem invadindo novas células e
multiplicando-se, caracterizando a fase aguda da doenca (DUBEY, 1996). A
disseminacao do parasito ocorre através da corrente sanguinea ou linfatica e
continua até que a resposta imune mediada por células induza a
transformacdo dos taquizoitos em bradizoitos, formando cistos teciduais, o
gue marca a passagem da fase aguda para a fase crénica da infeccdo. Os
cistos teciduais serdo fonte de novas infeccdes quando um novo hospedeiro
susceptivel ingerir tecidos contendo as estruturas, reiniciando o ciclo
(WAREE, 2010).

Nos hospedeiros definitivos (felideos), poderad ocorrer o ciclo
assexuado, idéntico ao que ocorre nos hospedeiros intermediéarios, e o ciclo
sexuado, caracterizado pela fase de gametogonia que ocorre nas células
enteroepiteliais. Os esquizontes formados nas células da lamina prépria do
intestino do hospedeiro definitivo possuem no seu interior merozoitas que,
uma vez liberados, penetram em uma outra célula intestinal, com producéao
de até cinco geracdes de esquizontes. A partir da terceira esquizogonia, 0s
merozoitas, ao penetrarem nas células, podem se diferenciar em macro ou
microgametocitos, iniciando assim a fase sexuada (gametogonia). Nos

microgametocitos sdo formados os microgametas o0s quais sdo flagelados e
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saem da célula para ir fecundar o macrogameta formado no macrogametécito.
Os macrogametas fecundados dao origem ao zigoto, desenvolvendo uma
parede oocistica rigida e resistente, sendo liberados nas fezes como oocistos
ndo esporulados (LAINSON et al., 1997).

O ciclo completo no intestino do gato pode ocorrer até 66 horas apés a
ingestado de cistos teciduais (DUBEY; FRENKEL, 1972). A esporulacédo do
oocisto no ambiente ocorre apds cinco dias em condi¢cbes adequadas de
aeracdo, umidade e temperatura, tornando-se a partir dai infectantes (DUBEY
et al., 1998). Os oocistos esporulados podem permanecer infectantes por
mais de 18 meses em solo umido ndo congelado (JONES; DUBEY, 2012).
Cada oocisto possui dois esporocistos, cada um com quatro esporozoitos
(DUBEY et al., 1998). Os oocistos sédo sensiveis ao calor e a dessecacao e
sdo resistentes aos produtos quimicos devido a impermeabilidade da sua
parede (FERGUSON, 2009). Desta forma, contaminam meio ambiente,
alimentos e agua dando assim continuidade no ciclo biolégico (GHAREKHANI
et al., 2015; MIAO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013).

3.6.3. Transmissao

Diversas formas de transmissdo séo atribuidas a T. gondii, sendo as
principais a congénita, a feco-oral (ingestdo de oocistos) e o consumo de
carne crua ou malpassada (ingestao de cistos teciduais) (ISHAG et al., 2014).
Outras possibilidades sédo a transfusdo sanguinea e transplantes de érgaos
(COIRO et al.,, 2012; PAPINI et al.,, 2015). A transmissdao através de
artropodes foi aventada, porém nunca foi confirmada (FRENKEL 1973).

Em 1939, foi relatada a transmissédo congénita de T. gondii em seres
humanos (WOLF et al., 1939). Posteriormente, esta forma de transmisséo foi
relatada em ovinos (HARTLEY; MARSHALL, 1957) e em equinos (ISHAG et
al., 2014). A transmissao vertical ou congénita acontece quando ocorre

primoinfeccdo em fémeas gestantes, transmitindo o parasito para o feto.
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Porém a baixa frequéncia da transmissao congénita néo justifica a grande
distribuicdo do parasito (DUBEY; JONES, 2008; TENTER et al., 2000).

A possibilidade de equinos servirem como fonte de infecgdo para seres
humanos, animais de zooldgico e outros carnivoros foi relatada por Al-Khalidi
e Dubey (1979), através de bioensaio em gatos e camundongos, que se
mostraram positivos para T. gondii ap0s a ingestdo de tecidos de equinos
infectados. A transmissao para seres humanos pela ingestao de carne crua
ou malcozida de equinos contendo cistos teciduais foi demonstrada por
Pomares et al. (2011). Cada cisto tecidual pode conter centenas de
bradizoitos e tem como principal caracteristica a resisténcia de sua parede
ao suco gastrico, sendo digerida apenas pela pepsina do estdbmago. Esta
caracteristica explica sua importancia na transmissdo do parasito a
hospedeiros carnivoros (JONES; DUBEY, 2010).

A transmissédo fecal-oral pode explicar a infeccdo de vegetarianos e
herbivoros, descrita em 1970 ap4s a descoberta do ciclo bioldgico do parasito
no hospedeiro definitivo, quando foi possivel caracterizar o oocisto produzido
ap6s a fase sexuada no intestino de gatos (DUBEY et al., 1970). Sua
importancia foi confirmada em surtos da doenca ocorridos em humanos apoés
contaminacdo ambiental com oocistos do parasito (DUBEY, 2008; de MOURA
et al., 2006), que s&o resistentes aos produtos quimicos devido a
impermeabilidade da sua parede (FERGUSON, 2009). Os oocistos podem
contaminar o meio ambiente, alimentos e agua, tornando-se uma importante
forma de transmissado da infeccao a equideos (GHAREKHANI et al., 2015;
MIAO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013)

3.6.4. Sinais clinicos

Apesar do T. gondii causar infeccdo em animais de sangue quente, nem
todos desenvolvem quadro clinico da enfermidade. Os sinais clinicos mais
comuns da toxoplasmose em humanos sao dor de cabeca, febre, mal-estar,

mialgia, linfadenite, anorexia, artralgia, suores noturnos, vomitos e erupcgcdes
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cutaneas (de MOURA et al., 2006). A toxoplasmose neuroldgica é comum em
pacientes HIV positivos, causando encefalite que pode ser fatal se nao for
tratada. Contudo, o efeito mais nefasto da doenca se faz presente na
transmissdo congénita, que pode provocar lesdes neuroldgicas graves no
feto, podendo conduzir ao aborto ou ao nascimento de neonatos portando
graves lesdes (LEE et al., 2014; MIAO et al., 2013; TENTER et al., 2000)

O isolamento de T. gondii viavel de ostras marinhas (COLE et al., 2000)
revela o risco de contaminagdo do oceano. Existem relatos de toxoplasmose
em varios animais domésticos como céaes, gatos e ovinos (DUBEY, 2008),
sendo estes ultimos os de maior relevancia econdmica pois pode provocar
aborto, natimortos e O6bito neonatal (PAPINI et al., 2015). Bovinos sé&o
considerados resistentes ao T. gondii, raramente apresentando sinais clinicos
(COIRO et al., 2012).

Os equideos sao considerados resistentes a toxoplasmose, raramente
apresentando sintomatologia da doenca. Sao considerados mais susceptiveis
0S animais jovens, imunossuprimidos e éguas gestantes (ALSHAHERY;
MANSOUR, 2012). Entretanto, T. gondii ja foi detectado na retina, coroide e
esclera, na placenta e em feto abortado de equinos, o que demonstra sua
suscetibilidade ao patégeno (PAPINI et al., 2015).

Os sinais clinicos de toxoplasmose descritos em equinos com elevado
titulo de anticorpos anti-T. gondii incluem incoordenacdo motora, aborto e
irritabilidade (MACRUZ et al., 1975). Equinos infectados experimentalmente
apresentaram elevacao de temperatura na primeira semana apoés inoculagéo,
lacrimejamento, corrimento ocular e apatia, apesar de ndo terem sido
encontradas alteracdes hematologicas nem bioquimicas e dos animais
apresentarem sorologia com baixa titulacdo de anticorpos anti-T. gondii
(SPOSITO FILHA et al., 1992).
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3.6.5. Epidemiologia e Fatores Associados

Toxoplasma gondii estd mundialmente distribuido. Estudos
epidemiolégicos foram realizados na Europa (BARTOVA et al., 2015;
GARCIA-BOCANEGRA et al., 2012; LOPES et al., 2013; PAPINI et al., 2015;
PASTIU et al., 2015), Africa (ISHAG et al., 2014), Asia (GHAREKHANI et al.,
2015; ISHAG et al., 2014; MIAO et al., 2013; YANG et al., 2013) e Américas
(TURNER; SARVA, 1990) e mostram prevaléncias de infec¢cdo por T. gondii
gue variaram de 0 a 90% (TASSI, 2007). No Brasil, os resultados variam de
1,5% na Bahia até 47% em S&o Paulo (COIRO et al., 2012; MENDONCA et
al, 2001; VILLALOBOS et al, 2005). As diferencas de prevaléncia encontradas
nos diferentes locais podem estar associadas a fatores epidemiolégicos como
diferentes condicdes de higiene do ambiente e da agua nos locais onde séo
mantidos os animais assim como da prevaléncia do agente na populacao
felina regional e da promiscuidade no convivio entre as espécies que leva a
contaminacdo da agua e alimentos fornecidos aos equinos (GHAREKHANI et
al., 2015; MIAO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; TENTER et al., 2000).

Pesquisadores relatam como fatores associados a infec¢cdo por T.
gondii fatores como a espécie equidea envolvida (GARCIA-BOCANEGRA et
al., 2012; GENNARI et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2013; SAQIB et al., 2015),
a ocorréncia de coinfec¢gdes (PASTIU et al., 2015) o convivio com ruminantes
e felinos (GARCIA-BOCANEGRA et al., 2012) e o local de origem (GENNARI
et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2013), correlacionam também a permanéncia
periurbana dos equideos como fator de risco na aquisicdo da infec¢édo por T.
gondii (OLIVEIRA et al., 2013).

3.6.6. Diagndstico

Para o diagnostico da infecgdo por T. gondii, inicialmente em humanos
foi desenvolvido o teste do corante por Sabin e Feldman (1948), que permitiu
amplo estudo da epidemiologia da infeccdo. Para o diagndéstico da

transmissdo congénita foi desenvolvido o teste especifico para a detecc¢éo de
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IgM por Remington et al. (1968), com diversas modificagdes posteriores. O
teste de aglutinacdo direta desenvolvido por Fulton (1965) trouxe grande
simplicidade ao diagnéstico ja que ndo demanda equipamentos especificos.
Posteriormente modificado por Dubey e Desmonts (1987), passou a ser
chamado de teste de aglutinacdo modificado (MAT). Em 1989 Burg et al.
(1989) desenvolveram protocolo de PCR para detecgcdo do DNA do T. gondii.
Atualmente estdo disponiveis diversos protocolos para o diaghostico
molecular deste parasito (DUBEY, 2008).

O diagnadstico clinico da toxoplasmose em equinos é pouco provavel em
decorréncia do curso subclinico da infeccdo que é majoritario nesta espécie
(ALSHAHERY; MANSOUR, 2012). Em relacéo ao diagnostico laboratorial da
toxoplasmose em equinos, existem diversos testes disponiveis, no entanto,
ndo existe uma técnica estabelecida como padrdo ouro, pois pesquisas sobre
sensibilidade e especificidade ndo foram realizadas para esta espécie
(PAPINI et al., 2015). Sao testes utilizados no diagnostico de infeccao por T.
gondii em equinos: Sabin-Feldman (SF), teste de aglutinacdo em latex (LAT),
hemoaglutinacéo indireta (IHA), reacao de imunofluorescencia indireta (RIFI),
ensaio imunoenzimético (ELISA), teste de aglutinacdo modificado (MAT)
(YANG et al., 2013).

Papini e colaboradores (2015), utilizando a RIFI estabeleceram o ponto
de corte .admBafdva @ dplaboradores (2015) utilizaram a mesma
técnica com ponto de corte de 1:50, porém comentaram a subjetividade do
teste. No Brasil, Coiro et al. (2012) utilizaram a RIFI com ponto de corte 1:16
e nao relataram reac¢des cruzadas ou inespecificas. Mendonca et al., (2001)
testou equideos da Bahia-Brasil através das técnicas de RIFI e MAT, ambas
com ponto de corte de 1:64, obtendo resultados semelhantes entre as
técnicas. Os pesquisadores afirmam ser importante utilizar o ponto de corte
de 1:64 para evitar reacfes inespecificas, sendo este o ponto de corte que

apresentou 6tima concordancia entre os testes.

Avaliando equideos de matadouro da Roménia, destinados ao consumo

humano, Pastiu et al. (2015) detectaram positividade em 39% dos animais
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avaliados pelo ELISA (1gG), 37,8% pelo MAT e 0% pelo PCR. Foram isolados
T. gondii viaveis através de bioensaio em camundongo com material oriundo

de dois equinos que apresentaram elevada titulacdo no ELISA.

Ishag et al. (2014) testatam equinos do Sud&o para a deteccdo de
anticorpos anti-T. gondii e compararam kits comerciais de ELISA para
deteccdo de IgG e IgM obtendo 6,3% e 0,5% de positividade,
respectivamente. Lee et al. (2014) utilizando kits comerciais de ELISA
relataram ser esperada deteccdao com especificidade de 99,9% e
sensibilidade de 84% em suinos, porém nado indicam parametros para

equinos.

O MAT é considerado de boa sensibilidade e especificidade na
deteccdo de infeccdo por T.gondii, tendo sido utilizado em varios
experimentos com equideos (GARCIA-BOCANEGRA et al., 2012;
GHAREKHANI et al., 2015; LOPES et al., 2013; YANG et al., 2013). Teste de
hemoaglutinagéo indireta (IHA) ponto de corte de 1:64 foi utilizado por Miao
e colaboradores (2013) no diagnostico da infeccdo em equideos por T. gondii

na China.

Alshahery e Mansour (2012) relatam a utilizacdo do teste de
aglutinacdo em latex (LAT) e do teste do 2-Mercaptoethanol (2-ME), indicando
a maior sensibilidade do LAT quando comparado ao 2-ME. Saqib et al. (2015)
prospectou a soroprevalencia de T.gondii em equideos do Paquistao

utilizando o LAT com ponto de corte de 1:32

Turner e Sarva (1990) confirmaram através de PCR a presenca de T.
gondii em liquido amniotico de uma égua que pariu potro saudavel, porém
apresentava vascularizacdo placentaria anormal. Em 1991, foi detectado T.
gondii em olhos de equinos nos EUA, através da PCR da retina, cordide e
esclera dos dois olhos (TURNER; SARVA, 1990).
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4. CAPITULO |

Diagndéstico molecular de hemoparasitos e fatores associados a
Theileria equi, Babesia caballi e Tripanossoma evansi em equideos do

Estado da Bahia, Brasil
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4.1. INTRODUCAO

A piroplasmose equina (PE) € a principal doenca parasitaria transmitida
por carrapatos aos equideos (equinos, asininos, muares e zebras) (QABLAN
et al.,, 2013) e tem como bioagentes Theileria equi e Babesia caballi
(ROTHSCHILD, 2013). Theileria equi € geralmente mais patogénica e é mais
comumente detectada que B. caballi em locais onde os dois parasitos estao
presentes (BRUNING et al., 1996; RIBEIRO et al., 2013). A tripanossomiase,
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transmitida principalmente de forma mecanica por insetos das familias
Tabanidae e Stomoxidae e por morcegos hematéfagos (Desmodus rotundus)
(HOARE, 1972; LOSOS, 1986).

Estes hemoparasitos sdo responsaveis por importantes prejuizos a
cadeia produtiva equina (RIBEIRO et al., 2013). A PE tem relevancia
internacional devido a possibilidade de restricdo do transito desses animais,
seja para o comércio ou para participacdo em esportes equestres (MUNOZ et
al., 2013; RIBEIRO et al., 2013; SANTOS et al., 2009; WEILAND et al., 1986),
além de reduzir a performance dos animais acometidos (ROTHSCHILD et al.,
2013). Na tripanossomiase a taxa de letalidade pode atingir 100% em
equideos nédo tratados (OIE, 2017).

Os animais com PE aguda apresentam febre, letargia, anorexia,
mucosas palidas, ictericia, anemia hemolitica (MUNOZ et al., 2013),
trombocitopenia (De WAAL et al., 1992; BUTLER et al., 2008), hepato e
esplenomegalia, hemoglobindria e bilirrubinaria (SANTOS et al., 2009), porém
estes sinais clinicos sdo inespecificos. A tripanossomiase tem como
principais sinais febre, anemia, perda progressiva de peso e letargia (SA
RODRIGUES et al., 2016), evoluindo para fraqueza, caquexia, incoordenacao
motora, com paralisia e atrofia dos membros posteriores (RODRIGUES et al.,
2005; SILVA R et al., 2003).

Estima-se que apenas 10% da populacdo equina mundial esteja em

areas consideradas livres de piroplasmose, sendo consideradas endémicas



tanto para piroplasmose quanto para tripanossomiase equinas regides
tropicais e subtropicais do planeta (SGORBINI et al., 2015), levantamentos
epidemiolégicos foram realizados na Europa (GARCIA-BOCANEGRA et al.,
2012; PIANTEDOSI et al., 2014; RIBEIRO et al., 2013), Asia (ELSHAFIE et
al., 2013; HUSSAIN et al., 2014; LUCKINS,1988; QABLAN et al., 2013), Africa
(BERLIN et al., 2012; HAWKINS et al.,, 2015), América Central
(DESQUESNES et al.,, 2013; TEGLAS et al., 2005) e América do Sul
(HERRERA et al., 2004; MUJICA et al., 2011).

Estudos epidemiol6gicos tém demonstrado como fatores associados a
PE a infestacdo por carrapatos (KERBER et al., 2009), faixa etaria (QABLAN
et al., 2013; SANTOS et al., 2011; VIEIRA et al., 2013), manejo extensivo
(MORETTI et al., 2010; RIBEIRO et al., 2013), atividade da propriedade, area
geografica, estacdo do ano e sexo dos animais (MORETTI et al., 2010;
RUEGG et al., 2007). Estes fatores sdo importantes nas acées de prevencao
da doenca assim como em seu controle (KERBER et al., 2009). Entretanto, a
comparacdo com resultados encontrados em outros estudos de diferentes
regides tem que ser realizada com cautela, uma vez que diferencas na técnica
de diagndstico (KERBER et al., 2009), clima, tipo de manejo (MORETTI et al.,
2010) e critérios de selecdo dos animais (RUEGG et al., 2007) podem
influenciar diretamente os resultados.

No Brasil, a prevaléncia de infeccao varia entre 21,6% a 100% para T.
equi (BALDANI et al., 2010; KERBER et al., 2009) e de 54,1% a 93,2% para
B. caballi (KERBER et al., 2009; MACHADO et al., 2012). Para T. evansi, a
regido Centro-Oeste é endémica (FRANKE et al., 1994; SILVA et al., 1995),
com presenca de surtos nas regides Norte, Sudeste e Sul (NUNES et al.,
2012; RODRIGUES et al., 2005). Na literatura disponivel ndo foi encontrado
registro do diagndstico molecular para estes hemoparasitos na Regido
Nordeste do pais, que tem uma extensado continental, com mais de 46 milhdes
de habitantes e uma populacéo de equideos estimada em 1.259.850 cabecas,
sendo a Bahia detentora do terceiro maior rebanho equideo do Brasil (IBGE,
2015).
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4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a frequéncia, fatores associados e alteracdes
hematolégicas ligadas a infeccdo por T. equi em equideos naturalmente

infectados da microrregido Ilhéus-Itabuna, Bahia, Brasil.

Determinar a frequéncia, fatores associados e alteracdes
hematolégicas ligadas a infec¢cdo por B. caballi em equideos naturalmente

infectados da microrregido Ilhéus-Itabuna, Bahia, Brasil.

Determinar a frequéncia, fatores associados e alteracdes
hematolégicas ligadas a infeccdo por T. evansi em equideos naturalmente

infectados da microrregido Ilhéus-Itabuna, Bahia, Brasil.

4.3. MATERIAL E METODOS

4.3.1. Area de estudo e populacio amostral

A coleta de dados foi realizada, no periodo de agosto de 2013 a
dezembro de 2014, na microrregido de llhéus-ltabuna, no Estado da Bahia.
Esta regido pertence a mesorregido Sul Baiano e possui populacdo equidea
estimada em 90.974 animais (IBGE, 2011). Desta microrregiao, foram
selecionados cinco municipios com caracteristicas predominantemente,
rurais partindo daquele com maior populacao de equideos: Itaju do Colbnia
(150086S 39U0U43060), Itap® (14U5269,Samdl2560
Cruz da Vit-ria (14U0576S 39U04860), Fl or
municipio de Itabuna ( 1508 6 S 3c®rd gr&donvih)io de area urbana.

Os animais, propriedades e municipios foram selecionados por
conveniéncia. O numero de animais por municipio foi proporcional a sua
populacado de equideos. No total, foram coletadas amostras de sangue de 569

equideos (528 equinos, oito muares e 33 asininos), sendo 516 equideos,



70

provenientes de 20 propriedades rurais e 53 equinos oriundos de area urbana
utilizados pela policia montada, carroceiros e praticantes de cavalgadas.

As informacdes referentes a resenha dos animais (espécie, idade,
sexo), caracteristicas da propriedade e manejo (animal mantido estabulado,
presenca de carrapatos, contato com outras espécies) foram obtidas atraveés
de uma entrevista semi-estruturada (Apéndice A) aplicada junto aos criadores
ou proprietarios, para avaliacdo dos possiveis fatores de risco.

O estudo foi realizado dentro dos padrdes estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Etica e Bem-Estar Animal, através de aprovacéio pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Uso de Animais (protocolo 002/2013), da

Universidade Estadual de Santa Cruz.

4.3.2. Coleta e processamento das amostras

De cada animal avaliado foram coletados 10mL de sangue, mediante
puncdo da veia jugular externa, utilizando-se agulhas descartaveis (25 X 8
mm) acopladas em tubos a vacuo com anticoagulante, para a realizacdo do
hemograma completo, exame parasitologico direto e extracdo do DNA
gendmico.

O hemograma completo foi realizado em contador automatico ABX Vet
(Hori bakE) . Os valores da prote2na pleasms§t
refratometria manual. Foram confeccionados esfregagcos sanguineos que
foram fixados em metanol e corados com Giemsa (BIOTEC®), utilizados para
a realizacdo da leucometria especifica e avaliacdo parasitoldgica direta.

ApOs a realizacdo do hemograma, os tubos foram centrifugados a 699g
por 10 minutos e, desprezado o plasma sobrenadante, a capa leucocitaria
juntamente com a papa de hemacias foram aspiradas e acondicionadas em
tubos plasticos livres de DNase e RNase e congeladas a -20°C para posterior

extracao de DNA.



4.3.3. Extracdo de DNA gendmico e diagndstico molecular

A extracdo de DNA das amostras de sangue foi realizada utilizando o
kit comercial QlAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN™), seguindo as
recomendacdes do fabricante (Anexo A). As amostras de DNA foram
identificadas e mantidas estocadas em freezer -20C° para posterior
realizacdo das Reacdes em Cadeia de Polimerase (PCRs). Os controles
positivos para os parasitos foram cedidos pelo Laboratério de
Imunoparasitologia da Unesp/Jaboticabal e obtidos de cavalos
experimentalmente infectados (BALDANI et al., 2010). Agua ultrapura foi

utilizada como controle negativo das reagoes.

4.3.3.1. PCR para deteccao de Theileria equi

Uma nested-PCR foi realizada para T. equi utilizando os primers e
protocolos de amplificag&o descritos por Nicolaiewsky et al. (2001), tendo por
base o gene ema-1 (Tabela 1). Na primeira reacao foi utilizado volume final
de 25uL, contendo 1uL de DNA gendémico, tampéao de reacao 10x, 1,5mM de
MgCl2, 0,2mM de cada dNTP, 0,5uM de cada primer, 0,75U de Taq polimerase
e agua ultrapura até completar o volume final. Os tubos foram submetidos a
uma breve centrifugacdo e, posteriormente, colocados em termociclador
MJ96G (Biocycler®), realizando-se uma desnaturacédo inicial a 94°C por 4
minutos, seguida por 40 ciclos de 94°C por 40 segundos de desnaturacéo,
60°C por 1 minuto para o anelamento e extensdo a 72°C por 1 minuto, com
uma extensao final a 72°C por 4 minutos. Para a segunda reacéo utilizou-se
1uL do produto da primeira reacao e a mesma composicao e concentracdo do
Ami xo. O protocol o de ampl i fica-«o
desnaturacéo inicial a 94°C por 4 minutos, seguido por 35 ciclos de 94°C por
1 minuto para desnaturacéo, 60°C por 45 segundos de anelamento e extensao

a 72°C por 45 segundos, com uma extenséao final a 72°C por 5 minutos.
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4.3.3.2. PCR para deteccado de Babesia caballi

Para B. caballi foi realizada uma nested-PCR utilizando primers
desenvolvidos por Ikadai et al. (1999) para a primeira reacédo e Battsetseg et
al. (2002) para a segunda reacéo, tendo por base o gene rap-1 (Tabela 1).
Para a primeira reacéao foi utilizado um volume final de 25uL, composto por
5uL de DNA gendmico, tampéao de reacdo 10x, 1,5mM de MgCl,, 0,25mM de
cada dNTP, 0,5uM de cada primer, 1,25U de Taq polimerase e agua ultrapura
até completar o volume final. O protocolo de amplificacdo utilizado consiste
de uma desnaturacdao inicial a 94°C por 4 minutos, seguida por 40 ciclos a
94°C por 1 minuto de desnaturacdo, anelamento a 56°C por 2 minutos,
extensdo a 72°C por 2 minutos, com extensao final a 72°C por 5 minutos, de
acordo com lkadai et al. (1999). Para a segunda reacdao utilizou-se 1puL do
produto da primeira reacdo e composicdo,c onc ent r a- «ecomligbedi mi x 0
termociclicas idénticas as da primeira reacdo. O protocolo de amplificacdo

utilizado foi de acordo com Battsetseg et al. (2002).

4.3.3.3. PCR para deteccdo de Trypanosoma evansi

Para T. evansi foi realizada uma PCR utilizando os primers TBR1 e
TBR2 desenvolvidos por Masiga et al. (1992) (Tabela 1). A PCR foi realizada
com um volume final de 25uL, contendo 10uL de DNA gendmico, tampéao de
reacdo 10x, 1,5mM de MgCl,, 0,2mM de cada dNTP, 1uM de cada primer, 1U
de Taq polimerase, 2,5uL de BSA (Albumina sérica bovina, Sigma, Brasil),
0,9uL de DMSO D2650 (Sigma, Brasil) e agua ultrapura até completar o
volume final. O protocolo de amplificacdo utilizado foi de acordo com Ashour
et al. (2013), com modificagdes, sendo uma desnaturacao inicial a 94°C por
10 minutos, seguida de 40 ciclos a 94°C durante 30 segundos de
desnaturacdo, anelamento a 50°C durante 45 segundos e extensdo a 72°C

por 10 segundos. Uma extenséo final foi realizada a 72°C por 10 minutos.



4.3.3.4. PCR para deteccdo de GAPDH (qliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase)

Para verificar a integridade do DNA e auséncia de potenciais inibidores,
as amostras negativas nas reac¢des anteriores foram submetidas ao PCR para
deteccdo do gene da enzima GAPDH, utilizando primers desenvolvidos por
Birkenheuer et al. (2003) (Tabelal). Foi utilizado nas reacdes volume final de
25uL compostos de 5uL de DNA gendmico, tampéao de reacao 10x, 2,0mM de
MgCl2, 0,2mM de cada dNTP, 0,4uM de cada primer, 1,25U de Taq polimerase
e agua ultrapura até completar o volume final. O protocolo de amplificagdo
utilizado consistia em uma desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguida
por 40 ciclos de 94°C por 30 segundos para desnaturacao, anelamento a 52°C
por 1 minuto e extenséao a 72°C por 1 minuto, com extensao final a 72°C por
5 minutos, de acordo com Birkenheuer et al. (2003) com modificac¢des.

A eletroforese dos produtos foi realizada em gel de agarose a 2% em
tampdao de corrida TAE (40mM Tris-acetato, 2mM EDTA pH 8,0). A corrida foi
realizada a 80 V, 180 mA durante 30 min. Posteriormente, os geis foram
corados com brometo de etidio (0,5ug/mL). Os tamanhos dos produtos
amplificados foram estimados utilizando-se um padrdo de pares de base (1
Kb Plus DNA Ladder - Invitrogen®). A visualizacdo dos produtos amplificados
foi realizada em transiluminador ultravioleta (UV) L.PIX (Loccus
Biotecnologia) e fotografados por um analisador de imagens acoplado.

Tabela 1. Primers utilizados nas reacdes de PCR para a identificagcdo de
equideos naturalmente infectados por Theileria equi, Babesia caballi e
Trypanosoma evansi na microrregido de llhéus-Itabuna e para verificacdo da
integridade do DNA e presenca de inibidores nas amostras.

s Sequéncia de oligonucleotideos Reacéo .

Agente Codigo ( 5763 p (Fragmento) Referencia

EMAE-F CCGCCCTTCACCTCGTTCTCAA 12
Theileria EMAE-R TCTCGGCGGCATCCTTGACCTC (396pb*) Nicolaiewsky
equi EMAI-F CCGTCTCCGTTGACTTGGCCG 28 et al. (2001)

EMAI-R GGACGCGCTTGCCTGGAGCCT (102pb*)

BC48F1 ACGAATTCCCACAACAGCCGTGT 12 Ikadai et al.
Babesia BC48R3 ACGAATTCGTAAAGCGTGGCCAT (530pb*) (1999)
caballi BC48F11 GGGCGACGTGACTAAGACCTTAT 22 Battsetseg et

BC48R31 GTTCTCAATGTCAGTAGCATCCG (430pb*) al. (2001)
Trypanosoma TBR1 GAATATTAAACAATGCGCAG 12 Masiga et al.
evansi TBR2 CCATTTATTAGCTTTGTTGC (164pb*) (1992)
GAPDH gapF CCTTCATTGACCTCAACTACAT 12 Birkenheuer

gapR CCAAAGTTGTCATGGATGACC (400pb*) et al. (2003)

* Pares de base
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4.3.4. Anélise estatistica

Para avaliacdo da influéncia do parasitismo no hemograma, os animais
foram divididos em positivos e negativos para 0s hemoparasitos e a
comparacédo realizada dentro de cada faixa etaria. Utilizou-se o teste t de
Student para a comparacdo das médias, com nivel de significancia de 95% e,
por fim, comparou-se a distribuicdo de frequéncia entre animais de area rural
e urbana, utilizando-se o teste do Qui Quadrado.

Para fins de modelagem estatistica, as variaveis foram categorizadas
da seguinte forma: municipio de localizacdo da propriedade (ltapé/Santa Cruz

da Vitéria/Floresta Azul/lbicarai/ltaju do Colbnia), espécie
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(equinos/asinino+muar), a idade foi transformada em faixa etaria [jovem( O3

anos) , adul to(>3 e <12 asaxo(mgcho/f&mea),iammal
mantido estabulado (sim/n&do), contato com ovinos (sim/néao), contato com
caprinos (sim/néao), contato com galinhas (sim/n&o), contato com bovinos
(sim/nédo), presenca de ratos nas propriedades (sim/ndo), presenca de
plantas toxicas nas pastagens (sim/ndo). As variaveis presenca de infeccao
por T. equi e de B. caballi (sim/ndo) foram consideradas como variaveis
desfecho.

Animais de area urbana foram amostrados apenas no Municipio de
Iltabuna, totalizando 53 equinos utilizados pela policia montada, carroceiros e
praticantes de cavalgadas. Esses animais foram excluidos das modelagens
devido as diferentes caracteristicas de manejo desses equinos.

Modelos lineares generalizados com distribuicdo binomial foram
utilizados para execugdo das analises bivariadas e multivariadas. Devido a
possibilidade de formacdo de clusters, os coeficientes de correlacéao
intraclasse (ICCi i Coef i ci ente de c or)padnnicipios e
propriedades foram calculados (Dohoo et al., 2003) a partir do modelo nulo
(Starkweather, 2010). No caso de formacdo de cluster, a variavel foi
considerada aleatdria e modelos mistos foram utilizados para as analises.

Nas analises multivariadas para ambos os modelos (classico e misto),
a estratégia de modelagem utilizada foi a backward, na qual todas as

variaveis inicialmente sao incluidas no modelo, denominado inicial, e a cada

(012

ntr a



passo as varidveis sdo selecionadas com base no teste de Wald até a
obtencdo do modelo mais parcimonioso que melhor expligue o desfecho. O
nivel de significancia para uma variavel permanecer no modelo final foi
estabelecido em 5%. O critério de informacdo Akaike (AIC) foi utilizado para
avaliacao do ajuste dos modelos.

A partir dos coeficientes de regressao, estimados pelos modelos, foram
calculadas as razdes de chance (OR) e seus respectivos intervalos com 95% de
confianca (IC). Os calculos estatisticos foram realizados no programa R verséo 3.2.5
para Windows (R Core Team, 2016 https://www.R-project.org/), utilizando o pacote
Imer4 (Bates et al., 2015), versao 1.1-12.

4.4. RESULTADOS

Para T. equi, verificou-se positividade de 83,5% (475/569), sendo de
84,3% (435/516) na populacéo rural e de 75,5% (40/53) na populacao urbana
(p>0,05). Identificou-se equideos positivos em todos 0S municipios e
propriedades estudadas com percentual de positividade variando de 75,5 a
88,1% nos municipios e de 54,5 a 100% nas fazendas (Apendice B). Entre as
espécies avaliadas, verificamos positividade de 84,3% (445/528) em equinos,
72,7% (24/33) em asininos e 75% (6/8) em muares. Os ICCs para municipio
(0,5%) e para fazenda (1,1%) néao indicaram a formacgéo de clusters. Assim,
utilizaram-se modelos de regressao classicos. Nas tabelas 2 e 3 observa-se
o0 comportamento de todas as variaveis no modelo linear generalizado
bivariado e no modelo cheio, respectivamente. O modelo final (Tabela 4)
mostra a faixa etaria sénior, assim como as outras espécies (asinina + muar)
como possiveis fatores de protecao.

Para B. caballi, 24,3% (138/569) dos animais encontravam-se positivos,
sendo 25% (129/516) na populacéao rural e 17% (9/53) na populacdo urbana
(p>0,05). Da mesma forma que para T. equi, identificou-se equideos positivos
em todos os municipios e fazendas estudadas com percentual de positividade

variando de 18,8 a 32,7% nos municipios e de 9 a 66,7% nas propriedades
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(Apéndice B). Entre as espécies avaliadas, verificou-se positividade de 23,5%
(124/528) em equinos, 30,3% (10/33) em asininos e 50% (4/8) em muares. Os
ICCs para municipio (0,9%) e fazenda (4,5%) indicaram formacéao de clusters
apenas no nivel de fazendas. Portanto, modelos de regressdo mistos tendo
fazenda como efeito aleatério foram utilizados para a andélise dos possiveis
fatores de risco para B. caballi. O comportamento de todas as variaveis do
modelo linear generalizado bivariado e no modelo cheio podem ser
observados nas tabelas 5 e 6. No modelo final (Tabela 7), as faixas etarias
adulto e sénior foram identificados como protecdo, enquanto as outras
espécies (asinina + muar) foram identificadas como risco.

Co-infeccdes foram detectadas em 22,7% (129/569) dos equideos,
sendo 23,6% (122/516) na populacdo rural e 13,2% (7/53) na populacéo
urbana. ldentificou-se em todos os municipios e propriedades equideos co-
infectados. Entre as espécies, a co-infeccdo foi de 22% (116/528) em
equinos, 50% (4/8) em muares e 27% (9/33) em asininos. Em todos os locais
de coleta foi relatado combate aos carrapatos, porém foi detectada a
presenca destes em todos os equideos amostrados.

N&o houve amplificagdo de DNA de T. evansi nas amostras testadas.
Em todas as amostras negativas para 0s hemoparasitos observou-se
amplificacdo para o GAPDH. Néao foram verificadas diferencas significativas
no hemograma de animais positivos para T. equi e B. caballi em relacédo ao
hemograma dos animais negativos (Apéndice C). Por fim, n&o foram
detectados animais positivos para os hemoparasitos pesquisados através do

exame direto do esfregaco sanguineo.
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Tabela 2. Modelos lineares generalizados bivariados de fatores associados
a infeccao por Theileria equi em equideos naturalmente infectados da
microrregido de Ilhéus-Itabuna-Babhia.

. Equideos Odds ratio
Variaveis . . P
Positivos (%) Negativos (%) (95% IC)

Sexo do animal

Macho 121 (85,8) 20 (14,2) 1,17 (0,68-2,03) 0,56
Fémea (Ref) 314 (83,7) 61 (16,3)

Espécie do animal

Equina (Ref) 405 (85,3) 70 (14,7)

Asinino ou muar 30 (73,2) 11 (26,8) 0,47 (0,22-0,98) 0,045

Animais mantidos
estabulados

Sim (Ref) 41 (85,4) 7 (14,6)

N&o 394 (84,2) 74 (15,8) 0,90 (0,39-2,10) 0,82
Contato com bovinos

Sim 369 (84,4) 68 (15,6) 1,06 (0,55-2,04) 0,84
Nao (Ref) 66 (83,5) 13 (16,5)

Contato com caprinos

Sim 53 (88,3) 7 (11,7) 1,46 (0,64-3,35) 0,36
Nao (Ref) 382 (83,8) 74 (16,2)

Contato com aves

Sim 376 (84,1) 71 (15,9) 0,89 (0,43-1,83) 0,76
N&o (Ref) 59 (85,5) 10 (14,5)

Contato com ovinos

Sim 96 (90,6) 10 (9,4) 2,01 (0,99-4,04) 0,05
Né&o (Ref.) 339 (82,7) 71 (17,3)

H&a ratos na propriedade

Sim 347 (84,4) 64 (15,6) 1,04 (0,58-1,87) 0,87
Nao (Ref) 88 (83,8) 17 (16,2)

Ha plantas téxicas na

pastagem

Sim 194 (84,0) 37 (16) 0,95 (0,59-1,54) 0,85
Nao (Ref) 241 (84,6) 44 (15,4)

Faixa etaria do animal

Jovem (Ref) 80 (93,0) 6 (7,0)

Adulto 227 (90,4) 24 (9,6) 0,70 (0,27-1,79) 0,46

Sénior 128 (71,5) 51 (28,5) 0,18 (0,07-0,45) <0,01




Tabela 3. Modelo linear generalizado misto multivariado de fatores
associados a infeccdo por Theileria equi em equideos da microrregido de
IlIhéus-Itabuna, Bahia, Brasil. Modelo cheio.

Variavel Categoria Oddsratio p
(95%CI)

Espécie do animal Equino (ref)
Asinino e Muar 0,45 (0,19-1,02) <0,01

Contato com aves Sim 0,79 (0,31-2,03) 0,63
Nao (ref)

Contato com caprinos Sim 0,57 (0,11-3,01) 0,51
Nao (ref)

Contato com ovinos Sim 2,96(0,83-10,59) 0,09
Nao (ref)

Contato com bovinos Sim 0,81 (0,34-1,92) 0,63
Nao (ref)

Faixa etaria do animal Jovem (ref)
Adulto 0,66 (0,25-1,73) 0,40
Sénior 0,15 (0,06-0,40) <0,01

Ha roedores na propriedade Sim 1,09 (0,53-2,24) 0,81
Nao (ref)

Ha plantas toxicas na propriedade Sim 0,84 (0,43-1,62) 0,60
Nao (ref)

Animal mantido estabulado Nao 1,94 (0,75-4,99) 0,17
Sim (ref)

Sexo do animal Macho 0,94 (0,47-1,92) 0,87

Fémea (ref)

Tabela 4. Modelo linear generalizado classico de fatores associados a
infecgcdo por Theileria equi em equideos da microrregido de Ilhéus-Iltabuna,
Bahia, Brasil.Modelo final.
Variavel Categoria Odds ratio p

(95%IC)

Espécie Equino (ref)
Asinino + Muar 0,41 (0,19-0,89) 0,02
Faixa etaria em anos Jovem (ref)
Adulto 0,77 (0,30-1,96) 0,58
Sénior 0,19 (0,08-0,47) <0,01

AIC 419.12



Tabela 5. Modelos lineares generalizados bivariados de fatores associados a
infeccdo por Babesia caballi em equideos naturalmente infectados da
microrregido de Ilhéus-ltabuna-Bahia.

Equideos Odds ratio P
Positivos (%) Negativos (%) (95% IC)

Variaveis

Sexo do animal

Macho 43 (30,3) 98 (69,5) 1,43(0,8571 2,40) 0,17
Fémea (Ref) 86 (22,9) 289 (71,1)

Espécie do animal

Equino (Ref) 115 (24,2) 360 (65,8)

Asinino ou muar 14 (34,1) 27 (61,9) 2,02 (0,90-4,55) 0,09

Animais mantidos
estabulados

Sim (Ref) 22 (45,8) 26 (54,2)

Nao 107 (22,9) 361 (77,1) 0,33 (0,17-0,64) <0,01
Contato com bovinos

Sim 114 (26,0) 323 (73,9) 1,68 (0,69-4,07) 0,25
Nao (Ref) 15 (19,0) 64 (81,0)

Contato com caprinos

Sim 6 (10,0) 54 (90,0) 0,29 (0,11-0,78) 0,01
Nao (Ref) 123 (27,0) 333 (73,0)

Contato com aves

Sim 108 (24,2) 339 (75,8) 0,67 (0,30-1,50) 0,33
N&o (Ref) 21 (30,4) 48 (69,6)

Contato com ovinos

Sim 17 (16,0) 89 (84,0) 0,54 (0,26-1,10) 0,09
N&o (Ref) 112 (27,3) 298 (72,7)

Ha ratos na propriedade

Sim 96 (23,4) 315 (76,6)  0,62(0,32-1,20) 0,16
Nao (Ref) 33 (31,4) 72 (68,0)

Ha plantas téxicas na

pastagem

Sim 50 (21,6) 1,8 (78,4) 0,74 (0,42-1,33) 0,32
Né&o (Ref) 79 (27.,7) 206 (72,3)

Faixa etaria do animal

Jovem (Ref) 53 (61,6) 33 (38,4)

Adulto 59 (23,5) 192 (76,5) 0,19 (0,11-0,33) <0,01

Sénior 17 (9,5) 162 (90,3) 0,05 (0,03-0,11) <0,01




Tabela 6. Modelo linear generalizado misto multivariado de fatores
associados a infeccdo por B. caballi em equideos da microrregido de Ilhéus-
Itabuna, Bahia, Brasil. Modelo cheio.

Variavel Categoria Oddsratio p
(95%Cl)

Espécie do animal Equino (ref)
Asinino+Muar 2,42 (0,95-6,14) 0,06

Contato com aves Sim 1,23 (0,51-2,97) 0,64
Nao (ref)

Contato com caprinos Sim 0,21 (0,04-1,09) 0,06
Nao (ref)

Contato com ovinos Sim 1,24 (0,45-3,43) 0,68
Nao (ref)

Contato com bovinos Sim 1,73 (0,66-4,53) 0,27
Nao (ref)

Faixa etaria do animal Jovem (ref)
Adulto 0,19 (0,11-0,34) <0,01
Sénior 0,06 (0,03-0,13) <0,01

Ha roedores na propriedade Sim 0,72 (0,34-1,53) 0,39
Nao (ref)

Ha plantas toxicas na propriedade Sim 1,20 (0,61-2,36) 0,59
Nao (ref)

Animal é mantido estabulado Nao 0,49 (0,22-1,09) 0,08
Sim (ref)

Sexo do animal Macho 0,81 (0,44-1,52) 0,52

Fémea (ref)

Tabela 7. Modelo linear generalizado misto multivariado de fatores
associados a infeccdo por B. caballi em equideos da microrregido de Ilhéus-
Itabuna, Bahia, Brasil. Modelo final.

Variavel Categoria Odds ratio p
(95%IC)
Espécie do animal Equino (ref)
Asinino + Muar 2,94 (1,20-7,15) 0,02
Faixa etaria do animal Jovem (ref)
Adulto 0,17 (0,10-0,30) <0,01
Sénior 0,05 (0,02-0,10) <0,01

AIC 499.6



4.5. DISCUSSAO

O estudo foi conduzido em uma regido na qual predomina o clima
tropical Umido, que favorece o desenvolvimento do ciclo biolégico de
artropodes durante todo o ano. Este fato pode ser comprovado pela presenca
de carrapatos em todos os equideos amostrados, justificando a ampla
disseminacdo dos agentes da PE na regido (em todos 0s municipios e
fazendas analisadas) e a elevada prevaléncia de infecgcdo por T. equi
observada tanto em area urbana quanto rural, corroborando com o estudo de
Sgorbini et al. (2015).

Uma maior frequéncia de infeccao por T. equi foi observada em relacao
a infeccédo por B. caballi, corroborando com a maioria dos estudos sobre PE
em diferentes regiées do mundo (BRUNING et al., 1996; HEIM et al., 2007,
RIBEIRO et al., 2013). Uma vez que Rhipicephalus microplus (BATTSETSEG
et al., 2002), Amblyoma cajennense (KERBER et al., 2009) e Dermacentor
nitens (DOS SANTOS et al., 2009; HEIM et al., 2007) vetores de ambos
parasitos estdo presentes na regido de estudo, a diferenca entre a frequéncia
de infeccao pelos dois parasitos esta, provavelmente, associada as diferentes
formas de transmissdo e maior patogenicidade de T. equi (ALLSOPP et al.,
2007), levando a parasitemias mais elevadas e persistentes (DAVITKOV et
al., 2016). Adicionalmente, a capacidade dos equinos em debelar a infeccéao
por B. caballi (WEILAND, 1986) e/ou a menor presencga regional de B. caballi
(HAWKINS et al., 2015; ODUORI et al, 2015) pode justificar também a
diferenca entre os resultados na regido estudada.

A ocorréncia de co-infeccdes foi considerada elevada, aproximando-se
da frequéncia de infeccdo por B. caballi. Este fato pode ser reflexo da alta
frequéncia de infeccado por T. equi (quase 85%), ja que a maioria dos animais
positivos para B. caballi também o foram para T. equi.

E importante ressaltar que os proprietarios/tratadores das fazendas
selecionadas nao relataram durante as visitas a presenca de sinais clinicos
de PE em seus animais. Isto sugere que a maioria das infecgcdes eram

subclinicas, fato este reforcado pela auséncia de alterag6es no hemograma
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dos animais positivos, indicando quadro de estabilidade enzodética, como
citado por Penzhorn et al. (2001).

A identificacdo das faixas etarias adulto e sénior como fatores de
protecdo para a infec¢do por B. caballi demonstra uma diminuicdo do nimero
de animais positivos com o avancar da idade. Uma vez que o estudo foi
realizado em uma area de estabilidade enzodtica, espera-se que 0s primeiros
contatos com o parasito ocorram de forma precoce, com maior prevaléncia e
deteccédo de parasitemias em animais jovens (ASGARALI et al., 2007; VIEIRA
et al., 2013; WEILAND,1986). Assim, este resultado pode estar relacionado
com a possibilidade de controle da infec¢cdo por B. caballi pelos equinos
(WEILAND, 1986), dificultando a identificacdo molecular do parasito na
circulacdo em animais mais velhos, embora em alguns estudos esta diferenca
de positividade por faixa etaria ndo tenha sido observada (GRANDI et al.,
2011).

De forma similar, os resultados para T. equi também demonstraram uma
precocidade na infeccao. Varios autores relatam que, ap6s a recuperacao da
infeccdo aguda por T. equi, os animais tornam-se portadores sadios (RUEGG
et al.,, 2007; VIEIRA et al., 2013; WEILAND, 1986), sendo esperado que
animais mais velhos apresentem maior prevaléncia por ter havido maior
tempo para que a infec¢cdo ocorresse, jA que 0 parasito permanece presente
na circulagdo por muito tempo, possivelmente por toda a vida (RUEGG et al.,
2007; VIEIRA et al., 2013). Entretanto, neste estudo observou-se um menor
nimero de animais infectados na faixa etaria sénior, o que nos leva a pensar
gue de alguma forma o sistema imunoldgico foi capaz de reduzir a parasitemia
a niveis indetectaveis mesmo através da PCR. N&o identificamos na literatura
disponivel informagcdes que pudessem municiar a discussdo. Além disso,
como nao existe uma uniformidade na forma de categorizacao etaria entre os
estudos que analisam fatores de risco, € possivel que diferencas na forma de
categorizacdo possam ter influenciado neste resultado.

Neste estudo, o menor numero de asininos e muares positivos para T.
equi em relagcdo aos equinos sugere uma menor suscetibilidade dos mesmos

a infeccdo, ou uma maior habilidade destas espécies em controlar a infeccéo.
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Estes resultados assemelham-se ao encontrado por Hussain et al. (2014),
mas diferem dos estudos de Garcia-Bocanegra et al. (2013) e Kouam et al.
(2010), que indicaram a espécie muar como fator de risco para a infecc¢éo por
este bioagente.

Por outro lado, identificou-se as espécies ndo equinas (asinina e muar)
como possiveis fatores de risco para a infeccdo por B. caballi. Muares ja
haviam sido descritos como fator de risco para esta infeccdo por Garcia-
Bocanegra et al. (2013), Kouam et al. (2010) e Moretti et al. (2010). Estes
pesquisadores atribuiram este fato as possiveis diferencas no manejo
dispensado aos muares, que geralmente sao utilizados como animais de
carga e recebem menor atencdo que o rebanho equino, sendo esta hipotese
valida também para asininos que, em nosso meio, sdo utilizados para o
mesmo fim. Entretanto estes achados ndo sao um consenso. Piantedosi et al.
(2014) consideraram equinos como possiveis reservatorios disseminadores
de B. caballi ao rebanho asinino, enquanto Linhares et al. (1997) e Hussain
et al. (2014) nao encontraram diferencas na frequéncia de infec¢cdo por B.
caballi entre as trés espécies de equideos.

Guidi et al. (2015), comparando a prevaléncia de PE em racas de
equinos, sugere que as diferencas encontradas nao seriam por uma
predisposicdo genética, mas sim pelas diferentes praticas de manejo a que
as diferentes racas s@o submetidas. E possivel que esta hipotese possa
explicar os resultados de vérios estudos. Fazendo uma analogia com nossos
resultados a prevaléncia observada para cada bioagente da PE nos asininos
e muares se comportou de forma diferente em relacdo a prevaléncia
observada nos equinos. Logo, acreditamos que realmente exista uma
possivel influéncia genética entre os equideos para explicar estes achados
ou uma variabilidade genética entre os hemoparasitos nas diferentes regides.
Isto € corroborado pelos resultados de estudos envolvendo apenas asininos
gue identificaram sempre uma maior prevaléncia de infeccdo por B. caballi
em relacdo a T. equi (CHAHAN et al., 2006; GARCIA-BOCANEGRA et al.,
2013; LAUS et al., 2015; MACHADO et al., 2012), o que é contrario ao

observado em estudos envolvendo apenas equinos.
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Outros fatores de risco comumente relatados na literatura, como
contato com bovinos, animais mantidos a pasto e ambiente rural em relacéo
ao urbano (DAVITKOV et al., 2016; GUIDI et al., 2015; HEUCHERT et al.,
1999; MORETTI et al., 2010; SHKAP et al., 1998; VIEIRA et al., 2013) néo
foram associados a infeccdo pelos bioagentes da PE nesse estudo. Isto
reforca a ideia da regido estudada tratar-se de area de estabilidade enzodtica,
com precocidade de infeccdo e ampla distribuicdo dos parasitos da PE nos
animais e carrapatos.

E importante ressaltar que o diagndstico realizado nesse estudo foi
molecular e que grande parte dos estudos envolvendo prevaléncia e fatores
de risco para a PE utilizam a sorologia como ferramenta diagndstica, que
apresenta maiores indices de positivos em relacdo a PCR (LAUS et al., 2015;
MORETTI et al., 2010). Assim, é possivel que as prevaléncias na regiao
estudada sejam ainda maiores uma vez que estas técnicas de diagndstico
sdo complementares. A presenca dos bioagentes da PE no sangue evidencia
0 risco potencial dos equideos em transmiti-los a potenciais vetores, com
manutencgado de seus ciclos de vida na regiao.

Com relacdo a T. evansi, ndo héa relatos de casos clinicos ou surtos no
Estado da Bahia onde foi realizado este estudo, sendo provavel que o agente
nado esteja presente nos animais da regido. Entretanto, uma vez que surtos
(NUNES et al., 2012) foram identificados a, aproximadamente, 500 Km de
distancia deste Estado, torna-se importante um rigoroso controle sobre o
transito dos animais, uma vez que insetos hematéfagos transmissores e
reservatorios tais como capivaras e catitus estdo amplamente difundidos na

regiao.
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4.6. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitem concluir que os animais da regido
estudada estdo infectados de forma enzodética pelos agentes da piroplasmose
equina. Onde os animais se infectam precocemente tornando-se portadores
assintomaticos dos parasitos mantendo uma estabilidade enzodtica. Logo, o
transito de animais oriundos desta regido pode funcionar como potencial
disseminador da PE para outras areas, sendo necessaria a adocdo de
cuidados para minimizar a chance de transmissao para vetores potenciais.
Faz-se necessaria também cautela na introducédo/entrada de animais néo
expostos a PE na regido. Assim como a introducédo de equideos infectados
por T. evansi deve ser evitada para impedir a introdu¢cdo do agente nesta
area. Estudos experimentais envolvendo asininos e muares devem ser
realizados para avaliar de forma controlada o comportamento da infecgao dos

agentes da PE nestas espécies.
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5. CAPITULO Il

Frequéncia de infec¢cdo e fatores associados a patégenos com
potencial zoonético (Borrelia spp., Leishmania spp., Toxoplasma gondii e

Anaplasma phagocytophilum) em equideos do Estado da Bahia, Brasil
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5.1. INTRODUCAO

Equideos podem se infectar com diversos patégenos que também
infectam humanos (BUTLER et al., 2005; GALO et al., 2009; ISHAG et al.,
2014). E provavel que este potencial possa estar relacionado aos mais de
5.000 anos de convivio proximo entre estas duas espécies, permitindo o
desenvolvimento da capacidade de alguns agentes poderem se desenvolver
em ambas. Em estudos de populagfes, conceitos como ecological fitting e
fitness space, que explicam a capacidade de interagcao entre microbiota, flora,
fauna, clima e meio-ambiente em busca de equilibrio, parecem explicar este
fendbmeno (BROOKS; HOBERG, 2007).

Atualmente, diversas doencas zoonoticas, sdo classificadas como
emergentes ou reemergentes (BRASIL, 2011). Alteracdes no clima, maior
facilidade de dispersdo e interacdo entre hospedeiros vertebrados e
invertebrados parecem estar associadas ao surgimento ou até mesmo a
surtos de determinadas doencas em diferentes regides do planeta (BROOKS;
HOBERG, 2007; NAUCKE et al., 2008; QABLAN et al., 2013; RIKIHISA,
2011).

Os equideos, em virtude da estreita relacdo com diversos vetores, em
associacdo com o ambiente e manejo a que sdo submetidos, podem ser
expostos de forma mais frequente a hemoparasitos e outros agentes
zoonaoticos em relagcdo a populacdo humana (HANSEN et al., 2010; KISS et
al., 2011; MAURIZI et al., 2010), podendo desempenhar um importante papel
de sentinela para algumas doencas (BRUNING, 1996; COIRO et al., 2012;
REUSS; DIPLOMATE, 2013; RIBEIRO et al., 2013).

Doencas como anaplasmose granulocitica humana, borreliose,
leishmaniose e toxoplasmose tém impacto na salde publica, causando
grandes perdas econdmicas diretas e indiretas, levando a morbidade e, em
alguns casos, mortalidade na populacdo humana, com elevada prevaléncia

em algumas regibes do mundo, como no caso da toxoplasmose e
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leishmaniose (BRASIL, 2006). Os agentes destas enfermidades também
infectam equideos e alguns apresentam hospedeiros invertebrados comuns.
Os equinos normalmente se comportam como portadores assintomaticos,
mas relatos de sinais clinicos de toxoplasmose (PAPINI et al., 2015),
borreliose (DeVILBISS et al., 2009; MADUREIRA et al., 2009), anaplasmose
granulocitica (PARRA, 2009; SALVAGNI et al.,, 2010) e leishmaniose
(SOARES et al., 2013; VEDOVELLO-FILHO et al., 2008) nesses animais séao

descritos na literatura.

A inegavel importancia da toxoplasmose, leishmaniose, anaplasmose e
borreliose para a saude publica e animal, assim como a possibilidade de os
equideos atuarem como fontes de infeccéo, reservatorios ou ainda sentinelas

para estes patodgenos, justificou a realizacdo deste estudo.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a frequéncia e os fatores associados a infec¢cédo por Borrelia
spp. em equideos naturalmente infectados da microrregidao llhéus-Itabuna,

Bahia, Brasil.

Determinar a frequéncia e os fatores associados a infeccdo por
Leishmania spp. em equideos naturalmente infectados da microrregido

[Ihéus-ltabuna, Bahia, Brasil.

Determinar a frequéncia e os fatores associados a infec¢cdo por
Anaplasma phagocytophilum em equideos naturalmente infectados da

microrregido Ilhéus-ltabuna, Bahia, Brasil.

Comparar a frequéncia de infeccdo por Toxoplasma gondii em animais

oriundos de area urbana e rural.

Determinar as co-infec¢cbes entre Borrelia spp., Leishmania spp.,
Toxoplasma gondii e Anaplasma phagocytophilum em equideos naturalmente

infectados da microrregido Ilhéus-Itabuna, Bahia, Brasil.
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5.3. METODOLOGIA

5.3.1. Area de estudo e populagdo amostral

A coleta de dados foi realizada, no periodo de agosto de 2013 a
dezembro de 2014 na microrregido de Ilhéus-ltabuna, no Estado da Bahia.
Esta regido pertence a mesorregido Sul Baiano e possui populacdo equidea
estimada em 90.974 animais (IBGE, 2011). Desta microrregiao, foram
selecionados cinco municipios com caracteristicas, predominantemente,
rurais: Itaju do Colnia (15U0806S 390430
(14U516S 39U35060), Sanl5a7 6Cr u3z9 Udda8 60\0i) t, - rFil ac
(140506S 39U3960) e 0o munic2pio de Itabun

de area urbana (figura 1).

[ Brazil
Il Bahia State

[ Municipalities investigated
A. Santa Cruz da Vitdria
B. Floresta Azul
C. Ibicaral
D. Itabuna
E. Itaju do Coldnia
F. Itapé

[] Bahia State
Il Southemn Bahia Mesoregion
[ Municipalities investigated

10 0 10 20km
L1 1 1

Figura 1. Indicacdo geografica dos Municipios participantes deste estudo. A
(Santa Cruz da Vitéria); B (Floresta Azul); C (Ibicarai); D (Itabuna); E (Itaju
do Colbdnia), F (Itapé).

Os animais, propriedades e municipios foram selecionados por

conveniéncia. O numero de animais por municipio foi proporcional a sua



populacdo de equideos. No total foram coletadas amostras de sangue de 569
equideos (528 equinos, 8 muares e 33 asininos), sendo 516 equideos,
provenientes de 20 propriedades rurais e 53 equinos oriundos de area urbana
utilizados pela policia montada, carroceiros e praticantes de cavalgadas.

As informacdes referentes a resenha dos animais (espécie, idade,
sexo0), caracteristicas da fazenda e manejo (animal mantido estabulado,
presenca de carrapatos, contato com outras espécies) foram obtidas através
de uma entrevista semiestruturada (Apéndice A) aplicada junto aos criadores
ou proprietarios, para avaliacao dos possiveis fatores associados.

O estudo foi realizado dentro dos padrdes estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Etica e Bem-Estar Animal, através de aprovacdo pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Uso de Animais (protocolo 002/2013), da

Universidade Estadual de Santa Cruz.

5.3.2. Coleta e processamento das amostras

De cada animal avaliado, foram coletados 20mL de sangue mediante
puncao da veia jugular externa, utilizando-se agulhas descartaveis (25 X 8
mm) acopladas em tubos a vacuo com e sem anticoagulante (EDTA).

Os tubos com anticoagulante foram centrifugados a 699g por 10
minutos e, desprezado o plasma sobrenadante, a capa leucocitaria
juntamente com a papa de hemacias foram acondicionadas em tubos
plasticos livres de DNase e RNase e congelados a -20°C para posterior
extracdo de DNA. Para obtencdo dos soros, os tubos sem anticoagulante
foram centrifugados a 699g por 10 minutos, sendo os soros, separados por
aspiracao, foram acondicionados em tubos plasticos com tampa e congelados

a -20°C, até a realizacdo dos testes soroldgicos.
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5.3.3. Sorologia

5.3.3.1.Borrelia spp.

Para a deteccdo de anticorpos contra o antigeno bruto de B.
burgdorferi, cepa G39/40, utilizou-se o ELISA indireto, com antigeno na
concentracado de 15ng/mL, soro diluido em Tampéao salino fosfato (PBS Tween
20, 0,05%, pH 7,4) a 1:800 e conjugado a 1:5.000 (anti-horse IgG, A6063,
Sigma®) (CORDEIRO et al., 2012). O protocolo completo esta descrito no
anexo B. O ponto de corte para os ensaios foi determinado utilizando a
metodologia descrita por Machado et al. (1997), sendo 2,5 vezes o valor
médio de absorbancia dos controles negativos. A leitura foi realizada em 405
nm. Foram utilizadas como controles negativos quatro amostras negativas de
animais previamente testados e dois controles positivos de animais
inoculados com antigeno inativado de B. burgdorferi, cepa G39/40, cedidos
pelo Laboratério de Doencas Parasitarias da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro i UFRRJ, Seropédica - RJ.

5.3.3.2. Leishmania spp.

Para a deteccdo de anticorpos contra o antigeno solivel de L.
braziliensis, utilizou-se o ELISA indireto, com antigeno na concentracdo de
10ng/mL, soro diluido em Tampéao salino fosfato (PBS Tween 80, 0,05%, pH
7,4) a 1:200 e o conjugado a 1:30.000 (anti-horse 1gG, A6063, Sigma®)
(MACHADO et al., 1997). O protocolo completo est4 descrito no anexo C. O
ponto de corte para os ensaios foi determinado utilizando a metodologia
descrita por Machado et al. (1997), sendo 2,5 vezes o valor médio de
absorbancia dos controles negativos e a leitura realizada em 405 nm. Os
controles positivos e negativos foram cedidos pelo Laboratério de

Imunopatologia da Unesp/Jaboticabal.
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Na sorologia para deteccdo de imunoglobulinas G (IgG) anti-
Leishmania spp. utilizou-se a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI),
considerando como ponto de corte a diluicdo de 1:40 (OLIVEIRA et al., 2008).

As laminas foram previamente sensibilizadas com promastigotas de
Leishmania braziliensis provenientes da Universidade Estadual Paulista i
UNESP, Campus Jaboticabal. Foi utilizado conjugado anti-IgG equino da
Sigma (Anti-HorselgG i F7759, Sigma-Aldrich ®) na diluicdo de 1:5000
(SOARES, 2012). Para a leitura das laminas, foi utilizado microscépio com
sistema de epifluorescéncia (OLYMPUS, BX 51). O protocolo para a
realizacdo da RIFI esta descrito no anexo D. Foram consideradas positivas
as reacdes com completa fluorescéncia na periferia dos protozoarios. Os
controles (positivo e negativo) foram provenientes do Laboratério de

Imunopatologia da Unesp/Jaboticabal.

5.3.3.3. Toxoplasma gondii

A sorologia para deteccdo de anticorpos anti-T.gondii foi realizada
apenas nos animais da area urbana e o resultado foi comparado aos obtidos
no estudo prévio envolvendo os mesmos equideos da area rural deste estudo
(SOUZA, 2014). Utilizou-se a reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI),
considerando como ponto de corte a diluicdo de 1:64 (GHAZY, et al., 2007;
EVERS et al., 2013)

As laminas foram sensibilizadas com taquizoitos da cepa RH, de T.
gondii, provenientes da Universidade Estadual Paulista i UNESP, Campus
Jaboticabal, e fixadas em formol a 10%. Foi utilizado conjugado anti-IgG
equino da Sigma (Anti-Horse 1IgG i F7759, Sigma-Aldrich ®) na diluicdo de
1:32. Para a leitura das laminas, foi utilizado microscopio com sistema de
epifluorescéncia (OLYMPUS, BX 51). O protocolo para a realizacdo da RIFI
estd descrito no anexo E Foram consideradas positivas as reagdes com

completa fluorescéncia na periferia dos taquizoitos. Os controles (positivo e
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negativo) foram provenientes do Laboratério de Diagndstico de Parasitoses
animais da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

5.3.4. Extracdo do DNA gendmico e reacdao de PCR para deteccéo
de DNA de Anaplasma phagocytophilum e Leishmania spp.

5.3.4.1. Extracdo de DNA gendmico

A extragcdo de DNA das amostras de sangue foi realizada utilizando o
fkitd ¢ o me @lAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN™), seguindo as
recomendacdes do fabricante (anexo A). As solucdes de DNA foram
identificadas e mantidas estocadas em freezer -20C° para posterior

realizacédo das reacdes de PCR.

5.3.4.2. Protocolo para Leishmania spp.

Foram utilizados os primers especificos RV1/RV2 (Tabela 8) para L.
infantum (LACHAUD et al., 2002) e B1/B2 (Tabela 8) para L. braziliensis
(DeBRUIJN; BARKER, 1992). A PCR foi realizada utilizando 10x de tampéo
da Taq DNA polimerase, 2mM de MgCl2, 2mM de cada dNTP, 10pmoles de
cada primer de L. infantum, 1,25U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®) e
5uL do DNA gendmico. Condicdes semelhantes foram adotadas para L.
braziliensis utilizando 3mM MgCl, e 2,5U de Taq DNA polimerase. As
condi¢cdes termociclicas foram: 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de
94°C por 1 min, 59°C e 65°C por 1 min para anelamento dos primers de L.
infantum e L. braziliensis, respectivamente e, extensdo de 1 min a 72°C, com
extensao final a 72°C por 5 minutos. Foi utilizada agua ultrapura como
controle negativo. Os controles positivos da cepa Huhu foram cedidos pelo
Centro de Pesquisa Goncgalves Muniz (FIOCRUZ-BA).
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5.3.4.3. Protocolo para Anaplasma phagocytophilum

As reacdes foram realizadas utilizando os primers descritos por
Massung et al. (1998), gE3a/gE1OR na primeira reacdo e gE2/gE9f na
segunda reacéao (Tabela 8), usando volume final de 12,5uL contendo 2,5uL
de DNA genbmico, tampdao de reacdo 10x, 1,5mM de MgClz, 0,2mM de cada
dNTP, 0,4uM de cada primer e 1,25U de Taq polimerase, complementado até
o volume final com &agua ultrapura. As condi¢fes termociclicas foram: 94°C
por 5 minutos, seguido por 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, anelamento a
55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, com extensédo final a 72°C por 5
minutos, de acordo com Massung et al., (1998) com modificacbes. Para a
nested-PCR foram utilizadas as mesmas concentracdes e volume final para o
imi x0 sendo util i zaaprim&ra 4o, bove pdugdd not o d
numero de ciclos para 30, mantendo as condi¢cdes de tempo e temperatura do
termociclador. Foi utilizada agua ultrapura como controle negativo. O controle
positivo foi cedido pelo Laboratério de Imunoparasitologia da

Unesp/Jaboticabal.

5.3.4.4. Protocolo para GAPDH

Para verificar a integridade do DNA e auséncia de potenciais inibidores,
as amostras negativas foram submetidas ao PCR para detec¢cdo do gene da
enzima GAPDH, utilizando primers desenvolvidos por Birkenheuer et al.
(2003) (Tabela 8). Foi utilizado nas reag¢des volume final de 25uL compostos
de 5uL de DNA gendmico, tampéo de reacao 10x, 2,0mM de MgCl,, 0,2mM
de cada dNTP, 0,4uM de cada primer, 1,25U de Taq polimerase e agua
ultrapura até completar o volume final. O protocolo de amplificagcdo utilizado
consistia em uma desnaturacgéo inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por 40
ciclos de 94°C por 30 segundos para desnaturacao, anelamento a 52°C por 1
minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto, com extensao final a 72°C por 5
minutos, de acordo com Birkenheuer et al. (2003) com modificagdes.

A eletroforese dos produtos das reacgdes foi realizada em gel de
agarose a 2% em tampao de corrida TAE (40mM Tris-acetato, 2mM EDTA pH
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8,0). A corrida foi realizada a 80V, 180mA durante 30min. Posteriormente, o
geis foram corados com brometo de etidio (0,5ug/mL). Os tamanhos dos
produtos amplificados foram estimados utilizando-se um padréao de pares de
base (1 Kb Plus DNA Ladder - Invitrogen®). A visualizacdo dos produtos
amplificados foi realizada em transiluminador ultravioleta (UV) L.PIX (Loccus

Biotecnologia) e fotografados por um analisador de imagens acoplado.

Tabela 8. Primers utilizados na realizacdo das reacfes de PCR (12 e 22
reacdes) para a identificacdo da infeccao por Leishmania infantum,
Leishmania braziliensis e Anaplasma phagocytoprilum em equinos
naturalmente infectados da microrregido de IIhéus-Itabuna e para verificacao
da integridade do DNA e presenca de inibidores nas amostras (GAPDH).

Sequéncia de oligonucleotideos

Agente Caédigo Reacdo Referencia
(5@80)

Leishmania RV1 CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAG . Lachaud et al.,
Infantum RV2 CCACCTGGCCTATTTTACACCA 2002
Leishmania B1 GGGGTTGGTGTAATATAGTGG 1a De Bruijn;
braziliensis B2 CTAATTGTGCACGGGGAGG Barker,1992

gE3a CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC 1a
Anaplasma gE1IOR TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC Massung et
phagocytophilum gE2 GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG . al., 1998

gEof AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT

gapF CCTTCATTGACCTCAACTACAT Birkenheuer et
GAPDH* 12

gapR CCAAAGTTGTCATGGATGACC al. 2003

* Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

5.3.5. Anédlise Estatistica

Para fins de modelagem estatistica, as variaveis foram categorizadas
da seguinte forma: municipio de localizacdo da fazenda (Iltapé/Santa Cruz da
Vitéria/Floresta Azul/lbicarai/ltaju do Colbnia), espécie
(equinos/asinino+muar), a idade foi transformada em faixa etéaria [jovem ( O3
anos), adulto (>3 e <12 anos), s°ni or ( Gdx@ (machaifényed),



animal mantido estabulado (sim/nédo), contato com ovinos (sim/néo), contato
com caprinos (sim/néo), contato com galinhas (sim/néao), contato com bovinos
(sim/néo), presenca de roedores nas fazendas (sim/néo), presenca de plantas
toxicas nas pastagens (sim/ndo). As varidveis presenca de infeccdo por
Borrelia spp. e Leishmania spp. (sim/ndo) foram consideradas como variaveis
desfecho.

Animais de area urbana foram amostrados apenas no municipio de
Iltabuna, totalizando 53 equinos utilizados pela policia montada, carroceiros e
praticantes de cavalgadas. Esses animais foram excluidos das modelagens
devido as diferentes caracteristicas de manejo desses equinos.

Modelos lineares generalizados com distribuicdo binomial foram
utilizados para execucado das analises bivariadas e multivariadas. Devido a
possibilidade de formacdo de clusters os coeficientes de correlagédo
intraclasse (ICCi i Coef i ci ente de c or)padnnicipios &
fazendas foram calculados (DOHOO et al., 2003) a partir do modelo nulo
(STARKWEATHER, 2010). No caso de formacdo de cluster a variavel foi
considerada aleatdria e modelos mistos foram utilizados para as analises.

Nas analises multivariadas para ambos os modelos (classico e misto),
a estratégia de modelagem utilizada foi a backward, na qual todas as
variaveis inicialmente séo incluidas no modelo, denominado inicial, e a cada
passo as variaveis sao selecionadas com base no teste de Wald até a
obtencdo do modelo mais parcimonioso que melhor explique o desfecho. O
nivel de significAncia para uma varidvel permanecer no modelo final foi
estabelecido em 5%. O critério de informacdo Akaike (AIC) foi utilizado para
avaliacao do ajuste dos modelos.

A partir dos coeficientes de regressdo, estimados pelos modelos, foram
calculadas as razdes de chance (OR) e seus respectivos intervalos com 95% de
confianca (IC).

Os calculos estatisticos foram realizados no programa R verséo 3.2.5
para Windows (R Core Team, 2016 https://www.R-project.org/), utilizando o
pacote Imer4 (BATES et al., 2015), versao 1.1-12.
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Para as infeccdes por Toxoplasma gondii foram analisados com o
programa EPIINFO verséo 3.5.2, onde foi feito o qui-quadrado com correcéao

Yates para comparar a frequéncia das populacdes rual e urbana.

5.4. RESULTADOS

A sorologia para Borrelia spp. evidenciou 13,9% (79/569) de animais
positivos, sendo 13,9% (72/516) na zona rural e 13,2% (7/53) na zona urbana
(p>0,05). Em todos os municipios foram identificados animais positivos. Em
85% (17/20) das fazendas avaliadas, foi encontrado pelo menos um equideo
positivo. Foram detectados positivos para Borrelia spp. 13,4% (71/528) dos
equinos, 19,5% (8/41) dos asininos e muares (Apéndice D). Nas tabelas 9 e
10 observa-se o comportamento de todas as variaveis no modelo linear
generalizado bivariado e no modelo cheio, respectivamente. O modelo final
(Tabela 11) mostra o sexo masculino como possivel fator de protecédo para a

infeccdo por este agente.

Para Leishmania spp., foram detectados 3,5% (20/569) de animais
soropositivos no ELISA, sendo 95% (19/20) positivos também na RIFI, todos
pertencentes a zona rural, sendo que nenhum animal foi positivo na PCR.
Todos os municipios da area rural prospectados apresentavam animais
soropositivos. Houve a presenca de pelo menos um animal positivo em 40%
(8/20) das fazendas. Foram identificados positivos para Leishmania spp. 2,6%
(14/528) dos equinos, 14,6% (6/41) asininos e muares. (Apéndice D). Na
tabela 12 observa-se o comportamento de todas as variaveis no modelo linear
generalizado bivariado. Frente & possibilidade das varidveis terem
apresentados valores de fApo el evados
positivos, gerando resultados erréneos, optou-se por realizar uma andlise
descritiva dos positivos ao invés da construcdo de uma regressao logistica.

Desta forma, identificou-se no modelo linear generalizado bivariado as
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espécies asinina e muar como possivel fator de risco e auséncia de ovinos e

caprinos como possivel fator de protecéo.

Para T. gondii, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre
0S animais urbanos (26,42%, 14/53) e a populacdo de animais da area rural
(30,62%, 158/516), realizado no estudo de Souza (2014) (p>0,05) (Apéndice
D). Nao foi verificada a amplificacdo de DNA para A. phagocytophilum nos
animais avaliados. Houve amplificacdo para GAPDH em todas as amostras

negativas.

Foi detectada co-infeccdo em 6,0% (34/569) dos animais, sendo 5,1%
(27/528) em equinos, 17,0% (7/33) em asininos e nenhuma em muares. As
co-infeccbes foram assim  distribuidas: 1,7% (10/569) positivos
simultaneamente para Leishmania spp. e T. gondii, 3,5% (20/569) positivos
simultaneamente para T. gondii e Borrelia spp. e 0,70% (4/569) positivos para
os trés patégenos (Figura 2). Nao foi observada co-infec¢cdo nos animais entre
Leishmania spp. e Borrelia spp. (Tabela 13).
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Tabela 9. Modelos lineares generalizados bivariados de fatores associados a

infeccdo por

Borrelia spp.

em equideos naturalmente

infectados da

microrregido de Ilhéus-Itabuna,

Bahia.

L Equideos Odds ratio

Variaveis .
Positivos % Negativos % (IC 95%)

Sexo do equideo
Macho 10 (7,1) 131 (92,9) 0,42 (0,19-0,91) 0,03
Fémea (Ref) 62 (16,5) 313 (83,5)
Contato com bovinos
Sim 59 (13,5) 378 (86,5) 0,71 (0,24-2,10) 0,53
Nao (Ref) 13 (16,5) 66 (83,5)
Contato com caprinos
Sim 7 (11,7) 53 (88,3) 0,92 (0,21-3,97) 0,91
N&o (Ref) 65 (14,3) 391 (85,7)
Contato com aves
Sim 68 (15,2) 379 (84,8) 2,79 (0,81-9,58) 0,10
Nao (Ref) 4 (5,8) 65 (94,2)
Contato com ovinos
Sim 16 (15,1) 90 (84,9) 1,18 (0,44-3,18) 0,75
Nao (Ref) 56 (13,7) 354 (86,3)
O animal fica em estabulado
Sim (Ref) 6 (12,5) 42 (87,5)
N&o 66 (14,1) 402 (85,9) 0,92 (0,34-2,48) 0,87
Utiliza antiparasitario no equideo
Sim (Ref) 58 (12,6) 403 (87,4)
N&ao 14 (25,4) 41 (74,5) 2,60 (0,76-8,93) 0,13
Espécie do equideo
Equino (Ref) 64 (13,5) 411 (86,5)
Muar+asinino 8 (19,5) 33 (80,5) 1,24 (0,47-3,23) 0,66
Ha plantas téxicas nas pastagens
Sim 33 (14,3) 198 (85,7) 1,17 (0,53-2,57) 0,71
Nao (Ref) 39 (13,7) 246 (86,3)
Ha roedores na propriedade
Sim 63 (15,3) 348 (84,7) 1,70 (0,67-4,34) 0,27
N&o (Ref) 9 (8,6) 96 (91,4)
Faixa etaria do animai
Jovem (Ref) 13 (15,1) 73 (84,9)
Adulto 32 (12,7) 219 (87,3) 0,80 (0,39-1,66) 0,56
Sénior 27 (15,1) 152 (84,9) 0,96 (0,45-2,05) 0,91
Municipio de origem
Iltapé 14 (20,9) 53 (79,1) 2,01 (0,76-5,30) 0,16
Itaju (Ref) 21 (11,3) 165 (88,7)
Santa Cruz 16 (18,8) 69 (81,2) 1,73 (0,61-4,90) 0,30

(Continua)
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Variaveis .
Positivos %

Equideos
Negativos %

Odds ratio
(IC 95%)

(Continuacéo)

Ibicarai 5 (6,2) 75 (93,8)

Floresta Azul 16 16,3

82 83,7

0,54 (0,17-1,72)
1,79(0,67-4,81)

0,30
0,25

Tabela 10. Modelo linear

generalizado misto multivariado de fatores

associados a infeccdo por Borrelia spp. em equideos da microrregiao de
Ilhéus-Itabuna, Bahia, Brasil. Modelo cheio.

Variavel Categoria Odds ratio p
(95%IC)

Faixa etaria do animal Jovem (Ref)

Adulto 0,69 (0,33-1,46) 0,33

Sénior 0,80 (0,36-1,74) 0,57
Espécie do animal Equino (Ref)

Asinino+Muar 1,28 (0,49-3,31) 0,62
Animal é mantido estabulado Sim (Ref)

Né&o 0,67 (0,25-1,84) 0,44
Contato com bovinos Nao (Ref)

Sim 1,41 (0,57-3,49) 0,46
Contato com caprinos Nao (Ref)

Sim 0,26 (0,06-1,14) 0,07
Contato com aves Nao (Ref)

Sim 1,66 (0,49-5,58) 0,42
Contato com ovinos Nao (Ref)

Sim 1,66 (0,64-4,33) 0,30
H& roedores na propriedade Nao (Ref)

Sim 1,65 (0,70-3,88) 0,25
Sexo do equideo Fémea (Ref)

Macho 0,34 (0,15-0,78) 0,01
H& plantas toxicas na pastagem Nao (Ref)

Sim 1,50 (0,72-3,13) 0,28

AIC 425,1

Tabela 11. Modelo linear generalizado classico de fatores associados a
infeccdo por Borrelia spp. em equideos da microrregido de Ilhéus-Iltabuna,

Bahia. Modelo final.

Variavel

Categoria Odds ratio (95%IC)

P

Sexo do animal

Fémea (Ref)

Macho 0,42 (0,19-0,91)

0,03

AIC 411,5



Tabela 12. Modelos lineares generalizados bivariados de fatores associados a
infeccdo por Leishmania spp. em equideos naturalmente infectados da
microrregido de Ilhéus-Itabuna, Bahia.

Variaveis Equ.id_eos _ Odds ratio p
Positivos % Negativos % |C 95%

Espécie do equideo

Equino (Ref) 14 (2,9) 461 (97,0)

Asinino+Muar 6 (14,6) 35 (85,3) 5,64 (2,04-15,59) <0,01

Sexo do equideo

Macho 3 (2,1) 138 (97,9) 0,45(0,13-1,58) 0,21

Fémea (Ref) 17 (4,5) 358 (95,5)

Animal fica em estabulado

Sim (Ref) 2 (4,2 46 (95,8)

N&o 18 (3,9) 450 (96,1) 0,92 (0,20-4,09) 0,91

Ha plantas toxicas nas pastagens

Sim 9 (3,9 222 (96,1) 1,00(0,41-2,4) 0,98

Nao (Ref) 11 (3,8) 274 (96,1)

Contato com bovinos

Sim (Ref) 19 (4,4) 418 (95,7)

N&o 1 (1,3) 78 (98,7) 0,28(0,03-2,13) 0,22

Contato com aves

Sim (Ref) 20 (4,5) 427 (95,5)

Nao 0 (0) 69 (100) Indefinido 0,99

Contato com caprinos

Sim (Ref) 6 (10) 54 (90)

N&o 14 (3,1) 442 (97) 0,28 (0,10-0,77) 0,01

Estoca alimentos na propriedade

Sim 13 (3,3) 385 (96,7) 0,53(0,20-1,37) 0,19

Nao (Ref) 7 (5,9) 111 (94,1)

Contato com ovinos

Sim (Ref) 9 (8,49) 97 (91,5)

N&o 11 (2,7) 399 (97,3) 0,29(0,11-0,73) <0,01

Ha ratos na propriedade

Sim 20 (4,9) 391 (95,1) Indefinido 0,98

Nao (Ref) 0 (0) 105 (100)

Contato com gatos

Sim 18 (4,4) 390 (95,6) 2,44(0,557 10,70) 0,23

Nao (Ref) 2 (1,9 106 (98,2)

Faixa etaria do animai

Jovem (Ref) 1 (1,2 85 (98,8)

Adulto 10 (4,0) 241 (96,0) 3,5(0,44-27,93) 0,23

Sénior 9 (5,0 170 (95,0) 4,49 (1,5-36,07) 0,15

(Continua)
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Variaveis Equ.id.eos . Odds ratio p
Positivos % Negativos % |C 95%

(continuacao)

Municipio de origem

ltapé 2 (3,0 65 (97,00 0,78(0,15-3,8) 0,76

Itaju (Ref) 7 (3,8) 179 (96,2)

Santa Cruz 6 (7,1) 79 (92,9) 1,94 (0,63-5,96) 0,24

Ibicarai 3 (3,8) 77 (96,3) 0,99 (0,25-3,95) 0,99

Floresta Azul 2 (2,0) 96 (98,00 0,53(0,10-2,61) 0,43

Tabela 13. Distribuicdo de infec¢cdes e co-infec¢cbes por Leishmania spp.,
Borrelia spp. e Toxoplasma gondii entre equideos naturalmente infectados da
microrregido de llhéus- Itabuna.

Espécies

Equinos Equinos rurais Muares*+ Asininos*** Total

urbanos (%)* (%)* (%)* (%)* (%)*

(+) Leishmania spp. 0 (0) 4 (0,8) 0 (0) 2(6,1) 6 (1,0)
(+) Borrelia spp. 6 (11,3) 46 (9,7) 0 (0) 3(9,1) 55 (9,7)

(+) Toxoplasma 138
gondii**** 13 (24,5) 104 (21,9) 4 (50) 17 (51,5) (24,2)
(+) L¥*+T** 0 (0) 8 (1,7) 0 (0) 2(6,1) 10 (1,7)
(+) T+B** 1(1,9) 16 (3,4) 0 (0) 3(9,1) 20 (3,5)
(+) T+B+L 0 (0) 2(0,4) 0 (0) 2(6,1) 4(0,7)
Negativos 33 (62.3) 295 (62.1) 4 (50) 4(12,1) (533,%)
Total 53 (100) 475 (100) 8 (100) 33 (100) (igg)

* (%) percentuais referentes ao total de animais por espécie e por ambiente
** |- Leishmania spp., B- Borrelia spp., T- Toxoplasma gondii,

*** N&do foram colhidas amostras das espécies muar e asinina no ambiente urbano

**** Resultados dos animais da area rural oriundos de Souza (2014)



Toxoplasma gondii
(138/172)

Leishmania

spp.
(6/20)

Borreliaspp.
(55/79)

Figura 2. Distribuicdo das coinfec¢cdes de Toxoplasma gondii, Borrelia spp.,

Leishmania spp. entre os equideos infectados
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5.5. DISCUSSAO

A baixa prevaléncia de infeccdo por Leishmania spp observada nos
equideos deste estudo corrobora em parte com os dados do Sistema de
Informacgédo de Agravos de Notificagdo do Ministério da Saude, que no ano de
2015 registrou apenas 10 casos de leishmaniose tegumentar humana nos
municipios que fizeram parte deste estudo, ndo havendo registros de casos
de leishmaniose visceral na regiao (BRASIL, 2017), que tem
aproximadamente 279.464 habitantes (IBGE, 2015). No Brasil, estudos
epidemiolégicos envolvendo equideos sao descritos (AGUILAR et al., 1986;
BRANDAO-FILHO et al., 2003; FOLLADOR et al., 1999; SOARES et al., 2013;
TRUPPEL et al., 2014; VEDOVELLO-FILHO et al., 2008) e as prevaléncias
encontradas sao muito variadas, sendo influenciadas principalmente pela
endemia da doenca na regido estudada.

Foi possivel re-testar as amostras pelo método de RIFI dos vinte
animais soropositivos e observou-se que 95% (19/20) foram positivos em
ambas as técnicas, minimizando a chance de falsos positivos. Desta forma,
embora a prevaléncia encontrada tenha sido baixa, ela foi muito superior aos
registros da doenca em humanos na regido. Este resultado indica que
equideos podem ser considerados sentinelas para leishmaniose (REUSS,
DIPLOMATE, 2013), bem como reservatorios e consequentemente fonte de
infeccdo para os vetores (AGUILAR et al., 1984), mesmo em Aareas
peridomicilares, desde que haja a adaptacédo dos flebotomineos (TRUPPEL
et al., 2014), uma vez que a deteccdo do DNA do parasito ja foi observada no
sangue de equinos (TRUPPEL et al., 2014; VEDOVELLO-FILHO et al., 2008).

Isto € reforcado pelo fato que a leishmaniose era primariamente
descrita em areas rurais devido as caracteristicas de seus vetores que
mantinham um ciclo silvatico (FOLLADOR et al., 1999). Atualmente a doenca
pode ser identificada em &reas urbanas ou periurbanas, em virtude da
adaptacao do vetor a este novo ambiente e do agente que estabeleceu novos
reservatorios (SOARES et al., 2013; TRUPPEL et al., 2014; VEDOVELLO-
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FILHO et al., 2008). A deteccao neste estudo de animais positivos apenas no
ambiente rural pode ser um indicativo da auséncia do vetor ou do agente no
ambiente urbano estudado.

Embora existam relatos de infeccdo por Leishmania spp. em asininos
(ALENCAR, 1959; VEXENAT et al., 1986; MUKHTAR et al., 2000), ndo foram
encontrados na literatura estudos epidemioldgicos demonstrando asininos e
muares como fatores de risco para leishmaninose. Entretanto, Aguilar et al
(1984) identificaram os asininos como provaveis fontes de introducdo da
infeccdo em uma éarea de surto na Venezuela, uma vez que as primeiras
lesbes cutaneas sugestivas da doenca foram reladas em asininos
provenientes de regido endémica. Aliado a isto, foi observado que estes
animais foram a principal fonte de alimentacdo para os fleb6tomos, quando
comparado o assédio dos vetores entre asininos, humanos e cdes (AGUILAR
et al.,1984).

O resultado negativo da PCR impossibilitou a identificacdo da espécie
envolvida, entretanto, pela auséncia de registros de casos de leishmaniose
visceral humana e canina na regido, é provavel que os equideos avaliados
sejam portadores assintomaticos de agentes da leishmaniose tegumentar.
Isto refor¢ca a importancia do controle no transito de equideos, principalmente
asininos, de areas endémicas para nao endémicas.

Doenca negligenciada na maior parte do mundo (BASILE et al., 2017)
0s poucos estudos com borreliose em equideos no Brasil indicam
soropositividade que varia de 7,2 a 42,8% (GALO et al., 2009; MADUREIRA
et al., 2007; MADUREIRA et al., 2009; SALLES et al., 2002). Este estudo
detectou prevaléncia dentro da faixa anteriormente descrita, no entanto nao
houve diferenca significativa entre animais mantidos no ambiente urbano
guando comparados aos do ambiente rural. Entretanto, nos dois ambientes
avaliados, a prevaléncia foi superior a encontrada anteriormente em caes
(1%) da mesma microrregido (CARLOS et al., 2007), este fato pode estar
vinculado a caracteristica do vetor Amblyomma cajennense (YOSHINARI et

al., 2010) que demonstra preferéncia por equideos e demonstra que para
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algumas regifes equideos podem ser melhores indicadores de presenca do
agente que os cées.

Fatores associados a infeccao por Borrelia spp. raramente sdo citados
(GALO et al., 2009; HANSEN et al., 2010; KISS et al., 2011; MADUREIRA et
al., 2009; NASCIMENTO et al., 2016), sendo o contato e a intensidade da
infestac&o por carrapatos (EGENVALL et al., 2001; SALLES et al., 2002) e a
idade (FUNK et al., 2016) os mais comuns. No presente estudo, todos os
animais amostrados apresentavam infestacao por carrapatos, por este motivo
esta varidvel ndo pode ser avaliada. No entanto, o sexo masculino foi
identificado como um fator de protecdo, o que pode ser explicado pelo fato
de a maioria dos machos amostrados serem garanhfdes que sao, na maioria
das vezes, mantidos estabulados ou em piquetes individuais e manejados
frequentemente para a realizagdo de monta. Este manejo diferenciado
provavelmente possibilita uma menor infestagcdo e exposi¢cdo aos agentes
transmissores. Seguindo a logica de que a intensidade da infestacdo por
carrapatos eleva o risco de infeccdo, Lee et al. (2016) creditaram a maior
prevaléncia em determinada raca e local ao ambiente onde estes se
encontrarem ser mais propicio a manutencao do vetor.

Da mesma forma que para leishmaniose, equinos podem ser
considerados sentinelas para borreliose (PASSAMONTI et al., 2015), nossos
resultados corroboram esta possibilidade. A deteccdo de DNA de Borrelia
spp. em 43% dos carrapatos retirados de equinos (BUTLER et al., 2016),
permite concluir que equideos podem ser considerados reservatorios da
infeccdo. Aliado a isto, o risco de transmissdao do agente através do contato
com a urina contaminada citado por Maurizi e colaboradores (2010) coloca
em risco a saude publica.

Nao foi possivel detectar DNA de A. phagocytophilum nos animais deste
estudo. A falta de deteccdo assim como a deteccao de baixas prevaléncias
como os achados de Slivinska et al. (2016) no leste europeu que detectaram
uma prevaléncia de apenas 1,4%, podem ser explicadas uma vez que a
parasitemia do agente em equinos ocorre por um periodo curto (129 dias)
(DZIEGIEL et al., 2013; FRANZEN et al., 2005). Os resultados deste estudo
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indicam que reinfec¢gdes ndo sdo comuns, em virtude da regiao de transito
dos animais ser livre ou como uma baixa endemia do patégeno. Embora nédo
se possa descartar a possibilidade de animais silvestres na area serem
reservatérios do agente, uma vez que ainfeccao nos mamiferos é crucial para
a manutencdo do A. phagocytophilum (VICHOVA et al., 2014). A realizacéo
da sorologia permitiria a identificagdo de casos crénicos, mas nao foi possivel
realiza-la.

Este estudo avaliou a prevaléncia de T. gondii apenas na populacao do
ambiente urbano (26,4%), tendo sido feito o comparativo com os resultados
da populagdo rural (30,6%) obtidos por Souza (2014) oriunda da mesma
microrregiao. Mesmo havendo grandes diferencas no manejo dispensado aos
animais do ambiente rural e urbano, ndo foi detectada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, o que diverge da hipé6tese
inicial de que o desafio para animais urbanos seria maior em funcdo do maior
contingente populacional de felinos neste ambiente. Apesar da carne equidea
ndo fazer parte do habito alimentar brasileiro, a prevaléncia relatada na
espécie equina deve ser objeto de acOes preventivas, ja que indica a
contaminacdo ambiental por oocistos que séo infectantes também para seres
humanos.

Este estudo detectou coinfec¢cdes entre Leishmania spp., T. gondii e
Borrelia spp., ndo foi possivel identificar de que forma estas interacdes
interferem no bem-estar animal. Poucos relatos foram feitos anteriormente a
respeito das coinfeccdes entre os agentes deste estudo, apenas, Lopes et al.

(2013) detectaram co-infec¢céo entre Leishmania spp. e T. gondii.

A mesorregiao Sul do Estado da Bahia, Brasil, apresenta clima
favoravel durante todo o ano para o desenvolvimento dos vetores e das
formas de transmissdo dos patdégenos estudados. Associado a isto, 0s
municipios que compuseram a area rural tém indice de Desenvolvimento
Humano (IDH) classificados como baixo ou médio, o que pode contribuir para
o0 desenvolvimento insidioso de casos na regiao, seja pelo desconhecimento,
seja pela falta de diagndéstico. Os equideos geralmente apresentam curso

assintomatico de infeccdo pelos agentes avaliados, mas ao mesmo tempo tém
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o potencial de alberga-los. Logo, a importancia da infec¢do por estes agentes
nos equideos ainda carece da elucidacdo de algumas lacunas, como o tipo
de envolvimento destes na transmissao da Borrelia spp. e da Leishmania spp.
e 0 risco que representam a saude publica. Novos estudos sdo necessarios
para avaliar os efeitos das coinfec¢cbfes na imunocompetencia animal e

humana.
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5.6. CONCLUSOES

Pode-se concluir que os equideos da regido estudada estdo expostos
e desenvolvem infeccdo por Leishmania spp. O convivio muitas vezes
peridomiciliar destes animais coloca-os como possiveis sentinelas,
especialmente no meio rural onde ha o indicativo de maior sensibilidade a
presenca do patdégeno e seus vetores quando comparado aos indices em

seres humanos.

A deteccdo de equinos positivos para Borrelia spp. em todos os
municipios amostrados confirma a circulagdo do patdégeno na regido
estudada. Demonstra a utilidade do equino como sentinela e deve servir de
indicativo de risco a saude publica jA que existe a possibilidade de
transmissdo pelo contato com urina contaminada. A identificacdo do sexo
masculino como fator de protecdo pode estar vincula ao tipo de manejo
dispensado aos garanhdes que de alguma forma reduz o assedio dos vetores

a estes animais.

A auséncia de deteccdo de DNA de A. phagocytophilum néo permite
extrapolar a auséncia do patdogeno na regido devido as caracteristicas da
infeccdo, mas indica a necessidade de realizagdo de novos estudos baseados

em sorologia para este agente.

A frequéncia de infeccdo por T. gondii detectada no ambiente urbano
deste estudo indica a necessidade de ac¢fes preventivas, ja que indica a
contaminacdo ambiental por oocistos que séo infectantes também para seres
humanos.

Sendo 0s equinos pouco susceptiveis as doencas estudadas, mas
tendo o potencial de albergar os patégenos, ainda ndo € possivel determinar
o tipo de envolvimento dos equideos na transmissdo zoonoética da Borrelia
spp. e da Leishmania spp. assim como 0 risco que representam a saude
publica. Novos estudos sao necessarios para avaliar os efeitos das

coinfec¢cBes na imunocompetencia animal e humana.
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7. APENDICES

7.1. APENDICE A
Questionério para investigacdo de patégenos em Equideos

Propriedade: Data

Municipio:

Proprietario:

Endereco:

Contato:

Histérico de doencas:

Sinais clinicos:

Tratamento:

Acompanhamento de veterinario Sim ( ) Nao ( )

Histérico de Aborto:

Tipo de alimentacao:

Capim( ) Feno( ) Racao ( ) Outros ():

Instalagdes:

Manejo:

Vermifugacao:( ) Nao ( ) Sim. Frequéncia: _____ Produto: __

Alternancia de produtos: ( ) Ndo ( ) Sim. Periodicidade: -

Controle de Carrapatos: ( ) Nadao ( ) Sim.

Frequéncia: __ Produto:

Alternancia de produtos: ( ) Nado ( ) Sim. Periodicidade:

VACINAS UTILIZADAS NOS EQUIDEOS

Doenca Frequéncia Doenca Frequéncia
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Presenca de outros animais na propriedade:

Bovinos ( ) Caprinos () Ovinos( ) Suinos ( ) Aves ( )
Felinos/Gatos( ) Cées ( ) Roedores( ) Outros( ),
Quais:

Tem gato ( )sim ( )né&o

Gato tem acesso aos animais ( )sim ( )nao
Gato tem acesso as instalagbes ( )sim ( )néo
Gato tem acesso a fonte de agua ( )sim ( )néo
Gato tem acesso ao alimento ( )sim ( )né&o

Na area onde esta localizada a propriedade, € comum a presenca de
gatos/ felideos selvagens? () Néo ( ) Sim.

Em caso positivo, tem acesso as baias dos equideos?

( ) As vezes ( )Nao ( ) Sim

Na propriedade existe alguma instalacao utilizada para estocar
alimentos dos equideos? ( ) Néo () Sim.

E gatos (domésticos ou selvagens) tém acesso a estas instalagdes?
( )Nao ( )Sim ( ) Asvezes

Plantas toxicas e abortivas existentes na regido:

A agua oferecida aos equideos é proveniente de: ( ) Cacimba
( ) Agude ( ) Lagoa ( ) Poco profundo ( ) Cisterna
( ) Poco artesiano

A agua é oferecida em: () Vasilhames dentro das instalacdes
( ) Vasilhames fora das instalacdes

( ) Os animais bebem direto na fonte (agcude, barragem, etc.)

Histérico de aborto nos outros animais? Quais:

Quantos: Periodo:

Observacgdes:

Mortalidade/ano:
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Questionario para investigacao de patégenos em Equideos (caracteristicas individuais)

Tubo

Proprietario

Nome

Sexo

Idade

Pelagem

Agua

Origem do:
Concentradg Volumoso

Infestacdo
Carrapato

Baia/Pasto

T°C

FC

Vacina/Vermifugo

Mucosa

*T°C 1 Temperatura retal em graus Célsius

*EC 1 Frequencia cardiaca em batimentos por minuto
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Distribuicdo dos equideos, total coletado nas propriedades e municipios e respectivos resultados das provas moleculares
(PCR) para deteccao de Theileria equi e Babesia caballi.

Municipio Total Total Babesiacaballi Theileria equi

Equideos Coletado

Equinos Asininos Muares Total Equinos Asininos Muares Total

Floresta Azul 98 32/98 (32,7%) 32/98(32,7%) 81/98 (82,7%) 81/98(82,7%)
Propriedade A 170 63 20/63 (31,7%) 0/0 0/0 20/63 (31,7%) 51/63 (81%) 0/0 0/0 51/63 (81%)
Propriedade B 50 25 9/25 (36%) 0/0 0/0 9/25 (36%) 21/25 (84%) 0/0 0/0 21/25 (84%)
Propriedade C 37 10 3/10 (30%) 0/0 0/0 3/10 (30%) 9/10 (90%) 0/0 0/0 9/10 (90%)
Ibicaraf 80 20/76 (26,3%) 1/4 (25%) 21/80(26,25%) 66/76 (86,8%) 2/4 (50%)  68/80(85%)
Propriedade D 20 8 1/8 (12,5%) 0/0 0/0 1/8 (12,5%) 5/8 (62,5%) 0/0 0/0 5/8 (62,5%)
Propriedade F 30 23 5/20 (25%) 0/0 0/3 (0%) 5/23 (21,7%)  18/20 (90%) 0/0 1/3 (33,3%) 19/23 (82,6%)
Propriedade G 20 16 6/16 (37,5%) 0/0 0/0 6/16 (37,5%) 14/16 (87,5%) 0/0 0/0 14/16 (87,5%)
Propriedade H 20 11 1/11 (9%) 0/0 0/0 1/11 (9%) 10/11 (90,9%) 0/0 0/0 10/11 (90,9%)
Propriedade | 12 7 1/7 (14,3%) 0/0 0/0 1/7 (14,3%) 717 (100%) 0/0 0/0 717 (100%)
Propriedade J 20 15 6/14 (42,9%) 0/0 1/1 (100%) 7/15 (46,7%)  12/14 (85,%) 0/0 1/1 (100%) 13/15 (86,6%)
Itaju do Coldnia 186 35/186 (18,8%) 35/186(18,8%) 162/186(87,1%) 162/186(87,1%
Propriedade L 420 60 6/60 (10%) 0/0 0/0 6/60 (10%) 53/60 (88,3%)  0/0 0/0 53/60 (88,3%)
Propriedade M 200 60 12/60 (20%) 0/0 0/0 12/60 (206) 52/60 (86,6%)  0/0 0/0 52/60 (86,6%)
Propriedade N 90 32 9/32 (28,1%) 0/0 0/0 9/32 (28,1%)  29/32 (90,6%)  0/0 0/0 29/32 (90,6%)
Propriedade O 150 34 8/34 (23,5%) 0/0 0/0 8/34 (23,5%)  28/34 (82,4%)  0/0 0/0 28/34 (82,4%)
Itapé 67 19/65 (29,2%) 1/2 (50%) 20/67(29,8%) 58/65 (89,2%)  1/2 (50%) 59/67(88,1%)
Propriedade P 60 8 2/8 (25%) 0/0 0/0 2/8 (25%) 8/8 (100%) 0/0 0/0 8/8 (100%)
Propriedade Q 54 12 8/12 (66,7%) 0/0 0/0 8/12 (66,7%) 12/12 (100%) 0/0 0/0 12/12 (100%)
Propriedade R 80 30 5/30 (16,7%) 0/0 0/0 5/30 (16,7%)  29/30 (96,7%)  0/0 0/0 29/30 (96,7%)
Propriedade S 10 6 4/6 (66,7%) 0/0 0/0 416 (66,7%) 416 (66,7%) 0/0 0/0 4/6 (66,7%)
Propriedade T 120 11 0/9 (0%) 1/2 (50%) 0/0 1/11 (9,1%) 5/9 (55,6%) 1/2 (50%) 0/0 6/11 (54,5%)
Sta.Cruz da Vitéria 85 9/50 (18%) 9/31 (29%) 3/4 (75%) 21/85(24,7%) 38/50 (76%) 23/31 (74,2%) 4/4 (100%) 65/85(76,5%)
Propriedade U 120 55 4/30 (13,3%) 7125 (28%) 0/0 11/55 (20%)  23/30 (76,7%)  18/25 (72%) 0/0 41/55 (74,5%)
Propriedade V 100 30 5/20 (25%) 2/6 (33,3%) 3/4 (%) 10/30 (33,3%) 15/20 (75%) 5/6 (83,3%) 4/4 (100%) 24/30 (80%)
Sub-Total Rurais 516 115/475 (24,2%) 10/33 (30,3%) 4/8 (50%) 129/516(25%) 405/475 (85,3%) 24/33 (72,72%) 6/8 (75%)  435/516(84,3%
Urbanos Itabuna 59 9/53 (17%) 0/0 0/0 40/53 (75,5%)  0/0 0/0 40/53(75,5%)
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Resultados dos valores médios das analises hematolégicas de equideos naturalmente infectados por Theileria equi
e/ou Babesia caballi ou negativos para estes parasitos classificados segundo a faixa etaria.

Eritrograma/Vaiaveis Jovens{)* (n=5) Jovens (+)* (n=81) ,(:d:uzltSO)s 6" '(A;]d:uzlgoj) ) Séniors {)* (n=55) | Séniors (+)* (n149)
Hemacias/pL x 10 7,1 +£0,56 7,3+£1,07 6,4 +£1,30 6,7+1,12 59+1,02 6,1+£1,09
Hemoglobina g/dL 11,1+ 1,28 10,7 + 1,59 10,7+ 1,83 11,0+ 1,70 10,2+1,44 10,4 + 1,68
Hematocrito % 30,7+2,88 30,8 +4,79 30,1+5,13 |30,7+4,79 28,3+5,51 28,96 + 4,50
Volume Globular Médio fL 43,4+ 4,72 41,8 + 3,53 46,96 £ 3,4 |46,4+4,16 49,0 +5,16 47,39 £ 3,34
Hemoglobina Glob. Méd./pg | 154 + 1,58 14,7 £1,28 16,7+1,3 16,6 £ 1,47 17,3+ 1,59 17,07 £1,31
gfontfljgﬁr;gg‘;:i A)Hemog"’b'” 36,0 £ 2,07 34,9+1,84 358+176 |358+190 |355+1,79 36,11+ 1,84
Leucograma/Variaveis

Leucoécitos/pL x 19 9,9 2,97 10,3+1,98 9,7+2,89 9,2+2,20 8,7+2,24 8,36 + 2,42
Segmentados (Abs.)x%0 4,22 +1,67 4,23 +1,23 482+249 [4,24+1,93 4,73 +1,96 4,34 +1,93
Linfécitos (Abs.) 5,02 +1,55 543+1,73 3,72+153 [4,19+1,50 3,13+1,19 3,23+1,19
Mondcitos (As.) 115,4 + 136,6 296,9 + 364,7 279,6 +409,4 | 251,1 + 283,92/ 282,7 + 280,88 | 206,82 + 238,3
Eosindfilos (Abs.) 544,4+ 500,9 424,3 +294,8 543,2 +429,14474,9 + 377,81 523 + 387,1 524,44 + 409,28
Basdfilos (abs.) 29,0 + 64,85 12,13 + 43,35 4,5+22,6 151+41,04 |15,4+53,37 15,44 + 61,95
Bast6es (Abs.) 0+0,0 11,1 +41,17 14,4+41,85 |26,9+57,39 |24,1+73,61 27,19 +59,11
Metamielécitos (Abs.) 0+£0,0 0+£0,0 3,6+17,76 1,1+10,34 0+£0,0 1,11 £+ 9,63
Plaquetas/pL x 18 213,61 113,34 2080 + 72,66 230,1+74,48|217,0+73,3 |221,9+71,6 209,22 + 63,57
Proteinas Plasmaticas Tot. g/( 7,6 + 0,43 7,5+0,97 7,7+0,57 7,5+0,53 7,7+0,62 7,64 +0,63
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Distribuicdo dos equideos, total coletado nas propriedades e municipios e respectivos resultados da sorologia para deteccédo de
Borrelia spp., Toxoplasma gondii e Leishmania spp.

Municipio Total Total Borresia spp Toxoplasma gondii Leishmania spp
Equideos Coletado
Zona rural Equinos Asininos Muares  Equinos Asininos Muares Equinos Asininos Muares
Floresta Azul 98 16/98 (16,3%) 20/98 (20,4%) 2/98 (2%)
Propriedade A 170 63 6/63 (16,6%) 0/0 0/0 7163 (11%) 0/0 0/0 1/63 (1,6%) 0/0 0/0
Propriedade B 50 25 9/25 (36%) 0/0 0/0 9/25 (36%) 0/0 0/0 1/25 (4%) 0/0 0/0
Propriedde C 37 10 1/10 (10%) 0/0 0/0 4/10 (40%) 0/0 0/0 0/10 (0%) 0/0 0/0
Ibicarai 80 5/76 (6,6%) 0/4 34/76 (44,7%) 2/4 (50%) 3/76 (3,94%) 0/4
(0%) (0%)

Propriedade D 20 8 1/8 (12,5%) 0/0 0/0 3/8 (37,5%) 0/0 0/0 0/8 (0%) 0/0 0/0
Propriedade F 30 23 1/20 (B%) 0/0 0/3 (0%) 9/20 (45%) 0/0 2/3 (66,6%) 0/20 (0%) 0/0 0/3 (0%)
Propriedade G 20 16 0/16 (0%) 0/0 0/0 9/16 (56,2%) 0/0 0/0 1/16 (6,2%) 0/0 0/0
Propriedade H 20 11 0/11 (0%) 0/0 0/0 5/11 (45,4%) 0/0 0/0 2/11 (18,8%) 0/0 0/0
Propriedade | 12 7 0/7 (0%) 0/0 0/0 3/7 (42,8%) 0/0 0/0 0/7 (0%) 0/0 0/0
Propriedade J 20 15 3/14 (21,4%)  0/0 0/1 (0%) 5/14 (35,7%) 0/0 0/1 (0%) 0/14 (0%) 0/0 0/1 (0%)
Itaju do Colbnia 186 21/186 46/186 (24,7%) 7/186 (3,8%)

(11,3%)
Propriedade L 420 60 7/60 (11,6%) 0/0 0/0 17/60 (28,3%) 0/0 0/0 6/60 (10%) 0/0 0/0
Propriedade M 200 60 10/60 (16,6%) 0/0 0/0 18/60 (30%) 0/0 0/0 1/60 (1,6%) 0/0 0/0
Propriedade N 90 32 2/32 (6,2%) 0/0 0/0 7/32 (21,8%) 0/0 0/0 0/32 (0%) 0/0 0/0
Propriedade O 150 34 2/34 (5,8%) 0/0 0/0 4/34 (117%) 0/0 0/0 0/34 (0%) 0/0 0/0
Itapé 67 13/65 (20%) 1/2 (50%) 16/65 (24,6%) 1/2 (50%) 2/65 (3%) 0/2 (0%)
Propriedade P 60 8 1/8 (12,5%) 0/0 0/0 2/8 (9,8%) 0/0 0/0 0/8 (0%) 0/0 0/0
Propriedade Q 54 12 1/12 (8,3%) 0/0 0/0 1/12 (8,3%) 0/0 0/0 0/12 (0%) 0/0 0/0
Propriedade R 80 30 9/30 (30%) 0/0 0/0 9/30 (30%) 0/0 0/0 2/30 (6,6%) 0/0 0/0
Propriedade S 10 6 1/6 (16,6%) 0/0 0/0 0/6 (0%) 0/0 0/0 0/6 (0%) 0/0 0/0
Propriedade T 120 11 1/9 (11,1%) 1/2 (50%) 0/0 4/9 (44,4%) 1/2 (50%) 0/0 0/9 (0%) 0/2 0/0
Sta.Cruz da 85 9/50 (18%) 7131 (22,5%) 0/4 14/50 (28%) 23/31 2/4 (50%) 0/50 (0%) 6/31 (19,4%) 0/4
Vitoria (0%) (74,2%) (0%)
Propriedade U 120 55 7/30 (23,3%)  7/25(28%)  0/0 11/30 (36,6%)  19/25 (76%) 0/0 0/30 (0%) 6/25 (24%) 0/0
Propriedade V 100 30 2/20 (10%) 0/6 (0%) 0/4 (0%) 3/20 (15%) 4/6 (66,6%) 2/4 (50%) 0/20 (0%) 0/6 (0%) 0/4 (0%)
Sub-Total Rurais 516 64/475 8/33 0/8 123/475 24/33 4/8 (50%) 14/475 6/33(18,18%) 0/8

(13,47%) (24,24%) (0%) (25,89%) (72,72%) (2,95%) (0%)
Area urbana 53
Itabuna - BA 53 7/53 (13,2%)  0/0 0/0 14/53 (26,1%) 0/0 0/0 0/53 (0%) 0/0 0/0




8. ANEXOS

8.1. ANEXO A
Protocolo de Extracdo de DNA de sangue

Providéncias importantes antes de comecar:

Todas as etapas de centrifugacédo sédo executadas em temperatura ambiente (15-25°C)
Equilibrar a temperatura de todos os componentes a temperatura ambiente.

Aquecer o banho-maria a 56°C para uso na etapa 4.

Equilibrar o tampédo AE ou agua destilada a temperatura ambiente para eluicdo na etapa
11

Certificar de que o tampé&o AW1, Tampado AW2 e QUIAGEN protease foram preparados
de acordo com as instrugoes.

Se houver formacéao de precipitado no tampao AL, incubar a 56°C.

Procedimento

1. Pipetar 20ul de QUIAGEN protease (ou proteinase K) para o ependorf de 1.5ml
2. Acrescentar 200ul da amostra ao ependorf.

3. Acrescentar 200ul do tampé&o AL a amostra. Misturar no vortex por 15s. Para se
obter uma lise eficiente, € essencial que a amostra e o tampédo AL sejam bem
misturados de forma a obter uma solu¢cdo homogénea.

4. Incubar a 56°C por 10min.

5. Breve centrifugacao no ependorf 1.5ml para remover goticulas da tampa e laterais
6. Acrescentar 200ul de etanol (96-100%) a amostra, misturar no vortex por 15s.
ApOs a mistura, centrifugar no ependorf para remover goticulas da tampa e laterais

7. Cautelosamente transferir a mistura da etapa 6 para a Mini Coluna sem umedecer

a borda. Fechar a tampa e centrifugar a 6.000 x g (8000 rpm) por 1min. Colocar a
coluna num novo tubo de 2ml, e descartar o tubo contendo o filtrado. Se o material
lisado néo tiver passado completamente pela coluna apos a centrifugacao, centrifugue
outra vez numa velocidade maior até a coluna ficar vazia.

8. Cuidadosamente abra a coluna e acrescente 500ul do tampdo AW1 sem
umedecer as bordas. Feche a tampa e centrifugue a 6.000 x g (8.000 rpm) por 1min.
Coloque a coluna num novo tubo de 2ml, e descarte o tubo contendo o filtrado.

9. Cuidadosamente abra a coluna e acrescente 500ul do tampdo AW2 sem
umedecer as bordas. Feche a tampa e centrifugue a 20.000 x g; 14.000 rpm) por 3min.
10. Recomendacéao: Coloque a coluna num novo tubo (ndo fornecido) ou despreze o
conteudo e recoloque o0 mesmo tubo, leve para uma nova centrifugacdo na velocidade
maxima por 1min.

Posicione a coluna num tubo de 1.5ml (ndo fornecido) e descarte o tubo com o
filtrado. Cuidadosamente abra a coluna e acrescente 200ul do tampao AE ou 4gua
destilada. Encubar na temperatura ambiente por 1min (5min), e centrifugue a 6.000 x g
(8.000 rpm) por 1min
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8.2. ANEXO B
ELISA INDIRETO PARA DETECCAO DE ANTICORPOS IgG ANTI-Borrelia spp.

1. Sensibilizar a placa (Corning® Costar® 3590, USA) com o antigeno na concentracao
de
15 ¢ g,/dilnibdo-o em tampéao carbonato-bicarbonato pH 9,6. Colocar 1 00 ¢ L,/ wel |
exceto no branco da placa;
2. l ncubar fovernight o gelamei@®mar a Ywmi da (4UC
3. Lavar bem 3x com PBS Tween 20;
4. Bloquear com solucédo PBS Tween 20+ 5% leite em p6 (Molico), colocando 200
eL/ wel l
5. Incubar em camara umida, a 37°C, durante 1h 30min;
6. Lavar bem 3x com PBS Tween 20;
7. Diluir os soros em PBS Tween 20, na diluicdo de 1:800. Colocar1 0 0 ¢edll; / w
8. Incubar em camera umida a 37°C, durante 1h30min;

. Lavar bem 3x com PBS Tween 20;
10 Adicionar o conjugado anti-canino diluido em PBS Tween 20, colocando 100
eL/ wel |
Conjugado utilizado: Sigma anti-dog IgG Alkaline Phosphatase Conjugate 1 diluicdo
1:5000
11. Incubar em camara umida, a 37°C, durante 1h30min
12. Lavar bem 3x com PBS Tween 20;
13. Adicionar o substrato para fosfatase alcalina, o P-nitrofenilfosfato, colocando 100
e L/ w®ilulr 2 comprimidos do substrato (5mg cada comprimido) em 10 mL de
Tampao
dietanolamina. Usar frasco escuro ou enrolar em papel aluminio. Se o comprimido for de
20mg diluir 1 em 20mL de Tampéao dietanolamina.
Cuidado ao usar a multicanal, pois poderé faltar substrato para os ultimos pocinhos;
14. Fazer a leitura da placa em filtro de 405nm, ap0s incubacdo a temperatura ambiente
durante 45 minutos.

©
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8.3. ANEXO C

ELISA INDIRETO PARA DETEC(;AO DE ANTICORPOS IgG ANTI-Leishmania
braziliensis.

1. Sensibilizar a placa (Corning® Costar® 3590, USA) com o antigeno na concentragéao
de
10 ng/mL, diluindo-o em tampé&o carbonato-bicarbonato pH 9,6. Colocar 1 00 ¢ L,/ we | |
exceto no branco da placa;
2. Incubar fAovernight o gelaei@m®mar a ¥mi da (40C
3. Lavar bem 3x com PBS Tween 80(1 litro PBS+ 500 microlitros tween 80);
4. Bloquear com solucdo PBS Tween 20+ 5% leite em p6 (Molico), colocando 100
eL/ wel |
5. Incubar em cadmara Umida, a 37°C, durante 1h;
6. Lavar bem 3x com PBS Tween 80;
7. Diluir os soros em PBS Tween 80, na diluicdo de 1:200. Colocar1 00 e L [/ wel | ;
8. Incubar em camera umida a 37°C, durante 1h;
. Lavar bem 3x com PBS Tween 80;
10 Adicionar o conjugado (com fosfatase alcalina) diluido 1:30.000 em PBS Tween 20,
colocando1 00 ¢ L;/ wel |
11. Incubar em camara umida, a 37°C, durante 1h;
12. Lavar bem 3x com PBS Tween 80;
13. Adicionar o substrato para fosfatase alcalina, o P-nitrofenilfosfato, colocando 100
e L/ wdilulr 2 comprimidos do substrato (5mg cada comprimido) em 10 mL de
Tampéao dietanolamina. Usar frasco escuro ou enrolar em papel aluminio. Se o
comprimido for de 20mg diluir 1 em 20mL de Tampao dietanolamina.
Cuidado ao usar a multicanal, pois poderé faltar substrato para os ultimos pocinhos;
14. Fazer a leitura da placa em filtro de 405nm, apdés incubacdo por 30 minutos a
temperatura ambiente.

©
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8.4. ANEXO D

Protocolo da Reacdo de Imunofluorescéncia - RIFI PARA DETECCAO DE
ANTICORPOS IgG ANTI-Leishmania spp.

Preparo das Laminas:

Adicionar 10 m_L do antigeno em cada poc¢o da lamina.

Secar em estufa a 37°C por aproximadamente 30 minutos.

Fixar em metanol por cinco minutos

Acondicionar em lenc¢o de papel e papel aluminio armazenando a -20°C, até o
omento do uso.

3 >>>>>

Execucao da técnica de RIFI:
A Lavar as laminas em PBS por 5 minutos.
Secar as laminas em temperatura ambiente ou estufa a 37°C (tempo = até secar).
Diluir o soro, segundo seu ponto de corte (1:40).
Adicionar 10 mL da diluicdo das amostras de soro.
Adicionar 10 mL dos soros controles positivo e negativo.
Incubar a 37°C por 30 minutos, em camara umida.
Lavar as laminas duas vezes com PBS por 5 minutos.
Secar as laminas a temperatura ambiente.
Diluir o conjugado com FITC (isotiocianato de fluoresceina) 1:5000 em solucéao de
BS-Azul de Evans (0,5%).
Adicionar 10 mL do conjugado diluido em cada poc¢o e proteger da luz.
Incubar a 37°C por 30 minutos, em camara Umida, sempre protegendo da luz.
Lavar as laminas duas vezes com PBS por 5 minutos (protegendo da luz).
Secar as laminas a temperatura ambiente.
Adicionar uma gota de glicerina entre os pocos e cobrir com laminula.
Fazer a leitura em objetiva de 40x no microscoOpio de epifluorescéncia.

T>>>>> > > > >

> > > > >
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8.5. ANEXO E

Protocolo da Reacdo de Imunofluorescéncia - RIFI PARA DETECCAO DE
ANTICORPOS IgG ANTI-Toxoplasma gondii.

Procedimentos para contagem de taquizoitos:

A Preencher a camara de Neubauer com o0s taquizoitos.

Realizar contagem em cinco dos 25 quadrantes centrais.

Multiplicar o resultado por 50, o que corresponde a quantidade de taquizoitos por
nmL. O namero ideal é de 1.500 7 2.000 taquizoitos/nmL para preparo do antigeno.

A
A

A Diluir o material ressuspenso para uma concentracdo de 1.500 a 2.000 taquizoitos
por mL.

Preparo das Laminas:

A Adicionar 10 mL do antigeno em cada poc¢o da lamina.

A Secar em estufa a 37°C por aproximadamente 30 minutos.

A Fixar em metanol por cinco minutos

A Acondicionar em lenco de papel e papel aluminio armazenando a -20°C, até o
momento do uso.

Execucéao da técnica de RIFI:

Lavar as laminas em PBS por 5 minutos.

Secar as laminas em temperatura ambiente ou estufa a 37°C (tempo = até secar).

Diluir o soro, segundo seu ponto de corte (1:64).

Adicionar 10 mL da diluicdo das amostras de soro.

Adicionar 10 mL dos soros controles positivo e negativo.

Incubar a 37°C por 30 minutos, em camara umida.

Lavar as laminas duas vezes com PBS por 5 minutos.

Secar as laminas a temperatura ambiente.

Diluir o conjugado com FITC (isotiocianato de fluoresceina) em solucdo de PBS-
zul de Evans (0,5%), de acordo com o titulo determinado no Laboratorio.

Adicionar 10 nL do conjugado diluido em cada poc¢o e proteger da luz.

Incubar a 37°C por 30 minutos, em camara umida, sempre protegendo da luz.

Lavar as laminas duas vezes com PBS por 5 minutos (protegendo da luz).

Secar as laminas a temperatura ambiente.

Adicionar uma gota de glicerina entre os po¢os e cobrir com laminula.

Fazer a leitura em objetiva de 40x no microscopio com |lampada de mercurio de
alta pressdao USH102 e filtro de selecdo de comprimento de onda de 450 nm.
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