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PESQUISA DE PATÓGENOS COM IMPORTÂNCIA EM VIGILÂNCIA 

SANITÁRIA ANIMAL E HUMANA EM EQUÍDEOS DA MICRORREGIÃO DE 

ILHÉUS E ITABUNA, BAHIA - BRASIL  

RESUMO 

 

A realização deste estudo teve como objetivos determinar a frequência e 

fatores associados à infecção por Babesia caballi, Theileria equi,  

Trypanosoma evansi, Borrelia spp., Leishmania spp., Anaplasma 

phagocytophilum, e Toxoplasma gondii em equídeos naturalmente infectados, 

da microrregião de Ilhéus-Itabuna, Bahia, Brasil. Foram colhidas amostras de 

sangue de 569 equídeos (528 equinos, 8 muares e 33 asininos), sendo 516 

pertencentes à área rural de cinco municípios desta região (Ibicaraí, Floresta 

Azul, Itapé, Santa Cruz da Vitória, Itaju do Colônia) e 53 da área urbana de 

Itabuna. Foi utilizado PCR para o diagnóstico da infecção 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 determinação dos 

fatores associados foi realizada através de regressão logística não 

condicional (R Studio). A frequência de infecção por T. equi foi de 83,5% 

(475/569), sendo que a regressão logística identificou a faixa etária sênior e 

as espécies muar e asinina como fatores de proteção. Para B. caballi, a 

frequência de infecção foi de 24,3% (138/569) enquanto as faixas etárias 

adulto e sênior foram identificados como fatores de proteção, e as espécies 

asinina e muar foram identificadas como fatores de risco. Não foi detectada 

a presença de A. phagocytophilum nem T. evansi na população amostrada. 

Ao passo que, para Borrelia spp., foi detectada a frequência de 13,8% 

(79/569) e o sexo masculino como fator de proteção. Frequência de infecção 

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 frequência de 26,4% (14/53) de infecção por T. gondii nos equinos 

da zona urbana não determinou diferença significativa entre a população rural 

e urbana. Conclui-se que estão presentes parasitos na área prospectada 
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podendo trazer prejuízo à performance e saúde dos animais e demonstrando 

que esta população pode ser considerada como sentinela de patógenos com 

potencial zoonótico. 

 

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

Piroplasmose; Toxoplasmose; Epidêmiologia; Tripanosomíase.   
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RESEARCH OF PATHOGENS WITH AN IMPORTANCE IN ANIMAL AND 

HUMAN SANITARY SURVEILLANCE IN EQUIDAE OF THE ILHÉUS 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 Ilhéus-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 (Ibicaraí, Floresta Azul, Itapé, Santa Cruz 

da Vitória, Itaju do Colônia) 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 

RIFI) 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 fac tors. 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 
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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. INTRODUÇÃO 

Acredita-se que os equinos foram domesticados entre 4.000 e 2.000 

A.C.. À princípio, o cavalo era visto como fonte de alimento, na produção de 

carne e leite, porém ao longo do tempo muitas outras atividades foram  

desenvolvidas com os equídeos. Transporte, tração, arma de guerra e caça 

são algumas das mais antigas atividades nas quais o homem utiliza o cavalo. 

Atualmente, atividades como equoterapia e animal de estimação caminham 

lado a lado com os usos mais antigos do mesmo, até mesmo a produção de 

alimentos. 

A cadeia produtiva equídea está em crescimento no Brasil. Detemos o 

maior rebanho equídeo da América Latina e o terceiro mundial. Composto por 

mais de 8 milhões de cabeças, movimenta cerca de R$ 7,3 bilhões e gera 3,2 

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

Após o declínio 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 última ser 

explorada na produção de animais zootecnicamente superiores, ou de forma 

complementar às outras atividades regionais como na tração 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 

quando já não pode desempenhar outras funções.  

A equideocultura regional é bastante diversificada e conta com os mais 

diversos tipos de animais, porém predominam o manejo nutricional e sanitário 

precários dos rebanhos, desta forma, estes animais podem albergar 

patógenos variados, causadores de prejuízo à saúde do animal, econômico e 

em alguns casos à saúde pública. 

A microrregião Ilhéus-Itabuna está localizada em área de Mata Atlântica 

com clima tropical úmido adequado ao desenvolvimento de inúmeros 
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artrópodes (carrapatos e insetos hematófagos) permitindo a manutenção dos 

vetores de diversos patógenos. Neste contexto, as parasitoses que acometem 

equídeos assumem importância na saúde animal por ocasionarem 

enfermidades distintas que podem limitar o desempenho dos mesmos como 

a piroplasmose equina (PE) e o mal das cadeiras inclusive, levando à morte, 

além de algumas apresentarem potencial zoonótico como a borreliose, 

anaplasmose, leishmaniose e toxoplasmose.  

Uma vez que as parasitoses nos equídeos geralmente apresentam um 

curso subclínico ou assintomático, o primeiro passo é a identificação da 

presença dos agentes etiológicos nos animais, determinando sua frequência, 

caracterizando o estado portador e se possível os fatores associados, para 

que desta forma sejam identificadas medidas coerentes e concretas de 

controle, prevenção e profilaxia destas enfermidades, que possam ser 

adotadas e implementadas na região, justificando a realização deste estudo. 

Os dados aqui obtidos foram apresentados em dois Capítulos sendo um 

relacionado aos parasitos ligados ao desempenho animal, Babesia caballi, 

Theileria equi e Trypanossoma evansi, e outro relacionado aos patógenos 

com potencial zoonótico, Borrelia spp., Leishmania spp., Anaplasma 

phagocytophilum e Toxoplasma gondii.  

  



 

   

 

19 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Determinar a frequência de infecção por Babesia caballi, Theileria equi, 

Trypanossoma evansi, Anaplasma phagocitophilum, Borrelia spp., 

Toxoplasma gondii e Leishmania spp. na população de equídeos da 

microrregião de Ilhéus e Itabuna, Bahia, bem como os possíveis fatores 

associados. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Piroplasmose Equina (PE)  

3.1.1. Etiologia 

Os gêneros Babesia e Theileria pertencem às famílias Babesiidae e 

Theileriidae, são conhecidos como piroplasmas e fazem parte do Filo 

Apicomplexa. Babesia caballi é reconhecida como verdadeira Babesia por 

que se divide exclusivamente dentro de eritróci tos no hospedeiro vertebrado 

(ROTHSCHILD et al., 2013). Theileria equi é classificada como pequeno 

piroplasma, anteriormente conhecida como B. equi. A reclassificação deste 

parasito deveu-se ao resultado das análises filogenéticas que confirmaram 

achados prévios que indicavam a ocorrência de uma etapa pré-eritrocitária 

com multiplicação do parasito em linfócitos (MEHLHORN; SCHEIN, 1998). 

Outras características que distinguem estes parasitas das demais Babesias 

são a capacidade de divisão em quatro merozoitos (forma«o em ñCruz de 

Maltaò), a transmiss«o apenas transestadial pelos carrapatos (sem 

transmissão transovariana) e a resistência a drogas babesicidas 

(ROTHSCHILD et al., 2013). 

Os parasitos responsáveis pela PE compartilham muitos dos carrapatos 

vetores, geralmente estão presentes nas mesmas regiões geográficas e 

frequentemente estão presentes em coinfecções (De WAAL, 1992). Mais de 

15 espécies de carrapatos pertencentes aos gêneros Dermacentor, 

Hyalomma e Rhipicephalus podem transmitir B. caballi e T. equi (De WAAL, 

1992; OIE, 2008; ROTHSCHILD et al., 2013). No Brasil, são relatados como 

capazes de transmitir transestadialmente e intraestadialmente T. equi os 

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). São relatadas também 

para T. equi a transmissão iatrogênica (SANTOS et al., 2011; TENTER; 
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FRIEDHOFF, 1986) e congênita (ALLSOPP et al., 2007; SANTOS et al., 

2011). 

Algumas espécies de carrapatos são consideradas reservatórios de B. 

caballi, já que o parasito consegue se perpetuar por várias gerações neste 

vetor através da transmissão transovariana (ZOBBA et al., 2008). No entanto, 

apenas o cavalo é considerado reservatório de T. equi, já que apenas 

transmissão transestadial ocorre no vetor. Como novas espécies de 

carrapatos vêm sendo reconhecidas como possíveis transmissores dos 

parasitos de PE e como ainda não existe um método de controle confiável, é 

de grande importância prevenir a introdução de cavalos e carrapatos 

infectados nas áreas livres da doença (ROTHSCHILD et al., 2013).  

 

3.1.2. Ciclo biológico de Babesia caballi 

Apesar de existirem diversos estudos detalhados sobre o ciclo de vida 

da Babesia spp., este ainda não está completamente compreendido. Existem 

indícios de que não há um ciclo biológico específico para o gênero (BOCK et 

al., 2004). 

O carrapato parasitado pela Babesia spp., durante o repasto sanguíneo, 

inocula os esporozoítos junto com a saliva, uma vez que estes são 

encontrados em grande número nas suas glândulas salivares. Em seguida, 

os esporozoítos alcançam a corrente sanguínea do hospedeiro vertebrado, 

invadindo as hemácias. Evoluem para a forma de trofozoítos (CORRÊA, 

1983), composto predominantemente de material nuclear dentro de uma 

grande esfera ameboide que, por divisão binária, adquirem a forma típica de 

pêra, geralmente aos pares, unidos pelas suas extremidades afiladas, 

constituindo então os merozoítos, com aproximadamente 2-5 µm de 

comprimento por 1,3-3 µm de diâmetro (ROTHSCHILD et al., 2013). Estes 

destroem as hemácias, ficam livres no sangue e logo penetram em outras 

hemácias, tendo lugar assim várias gerações de merozoítos, o que 

caracteriza a esquizogonia (CORRÊA, 1983).  
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O carrapato, ao picar um hospedeiro infectado, traz, com o sangue 

ingerido, merozoítos, os quais vão até o intestino do carrapato, sendo a 

maioria dos parasitos destruídos neste local. Contudo, alguns merozoitos 

sobrevivem (WISE et al., 2013), e se agregam formando  células 

multinucleadas (esporogonia). A célula formada sofre seguidas divisões 

produzindo ao final indivíduos haplóides que evoluem para gametócitos 

(formas sexuadas) (BOCK et al., 2004). Estes, após a fecundação (singamia) 

formam o zigoto, inicialmente de forma arredondada, que evolui para uma 

forma alongada e móvel, chamada de oocineto, que mede 7-12 µm de 

comprimento. O oocineto penetra na parede intestinal do carrapato, chegando 

à hemolinfa, difundindo-se por todo o vetor, com invasão dos ovários, ovos e 

outros órgãos. No interior dos ovos, os oocinetos evoluem para esporoblastos 

e logo a seguir para esporocinetos (já com movimento próprio). A infecção de 

ovários e, posteriormente dos ovos, permite a transmissão transovariana, de 

geração a geração (MUÑOZ, 2005). Nas larvas eclodidas, os esporocinetos 

evoluem para esporozoítos, porém esta evolução só se inicia quando o 

carrapato infectado se fixa no hospedeiro vertebrado. A formação de 

esporozoítos infectantes usualmente ocorre alguns dias após a fixação da 

larva do carrapato (BOCK et al., 2004). 

 

3.1.3. Ciclo biológico de Theileria equi 

O ciclo biológico de Theileria pode variar de acordo com a espécie de 

carrapato envolvido. Quando carrapatos infectados fazem o repasto  

sanguíneo no hospedeiro mamífero, inoculam esporozoitos juntamente com 

sua saliva. Uma vez no hospedeiro vertebrado, os esporozoitos de T. equi 

são capazes de penetrar em linfócitos e formar macro e microesquizontes 

(esquizogonia). Estes parasitos finalmente dão origem a cerca de 200 

merozoitos em cada célula infectada, medindo, aproximadamente, 1,5 a 2 µm 

de comprimento (MEHLHORN; SCHEIN, 1998; ROTHSCHILD et al., 2013).  

Na corrente sanguínea dos hospedeiros vertebrados, os merozoitos 

invadem eritrócitos e se reproduzem por divisão binária (merogonia), 
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formando corpúsculos piriformes medindo cerca de 2 a 3 µm. Nos eritrócitos, 

a multiplicação assexuada produz quatro corpúsculos em forma de pêra 

medindo, aproximadamente 2 µm, em forma de ñCruz de Maltaò. Ap·s a 

ruptura dos eritrócitos infectados, os merozoitos liberados invadem novos 

eritrócitos e continuam a se dividir. Alguns merozoitos eventualmente 

adquirem formatos diferenciados (esféricos, em forma de anel)  e acredita-se 

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

Durante o repasto sanguíneo, quando carrapatos ingerem estes 

gamontes, eles crescem no intestino do carrapato e iniciam o processo de 

multiplicação nuclear e formação dos corpos raiados. Por volta de 4  a 6 dias 

após o repasto, estes corpos raiados se dividem formando micro e 

macrogamontes que irão fundir-se e formar o zigoto (reprodução sexuada). 

Dentro do zigoto é formado um cineto que mais tarde irá penetrar no intestino 

do carrapato e atingir a hemolinfa. Os cinetos penetram as células tipo III das 

glândulas salivares. Nestas células serão formados esporontes, 

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

 

3.1.4. Epidemiologia 

A atual distribuição dos protistas causadores da PE depende da 

presença de vetores adequados e provavelmente foi influenciada pela longa 

e complexa história de movimentação de rebanhos equinos desde sua 

domesticação (QABLAN et al., 2013). Atualmente, estima-se que apenas 10% 

da população de equídeos do mundo estejam em áreas livres da doença. 

Muitas das áreas livres possuem clima adequado para abrigar os vetores ou 

já os abrigam, por este motivo o risco de introdução da PE é contínuo 

(ROTHSCHILD et al., 2013).  

A distribuição da doença é tão dinâmica que a Organização Mundial de 

Saúde Animal disponibiliza em seu website informações atualizadas. A PE foi 

descrita como endêmica em áreas tropicais, subtropicais e em algumas 

regiões temperadas (De WAAL, 1992; HEUCHERT et al., 1999). Na Europa, 
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a PE é amplamente descrita em Portugal, Espanha, França, Itália, Grécia e 

Turquia (PIANTEDOSI et al., 2014; RIBEIRO et al., 2013). Na África, 

praticamente todo o continente é considerado endêmico, com a maioria dos 

cavalos e zebras infectadas (HAWKINS et al., 2015). Na Mongólia, China, 

Coreia, Kuwait, Omã, Índia, Jordânia, região sudeste da Ásia e no Japão, 

área considerada livre até pouco tempo, já houveram casos relatados 

(BOLDBAATAR et al., 2005; ROTHSCHILD et al., 2013). Na Austrália, apesar 

de ter havido casos em animais importados em períodos das décadas de 50 

a 70, a doença não se estabeleceu, no entanto, o pais alberga o R. microplus 

e outros carrapatos potencialmente capazes de transmitir a doença, tornando-

se uma área de risco (De WAAL, 1992).  

Babesia caballi e T. equi foram introduzidos nos Estados Unidos da 

América em 1959, através da importação de cavalos cubanos (De WAAL, 

1992). A PE é endêmica em quase toda a América do Sul, com exceção do 

sul do Chile e da Argentina. A maioria dos equinos são 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), Colómbia, Porto Rico e México (ROTHSCHILD et 

al., 2013).  

Estudos têm demonstrado a associação da PE à infestação 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, área geográfica, estação do ano e sexo 

(MORETTI et al., 2010; RÜEGG et al., 2007).  

 

3.1.5. Patogenia 

Em áreas endêmicas como o Brasil, potros são infectados logo após 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 redução 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 virulência da cepa, do 

estado geral do animal e da disponibilidade de tratamento. No entanto , em 

animais adultos que não tiveram contato prévio com os agentes, é esperad a 

mortalidade superior a 50% (MAURER, 1962; ROTHSCHILD et al., 2013).  

A infecção por T. equi geralmente é mais grave e mais comumente 

detectada que a infecção por B. caballi em locais onde os dois agentes estão 

presentes (De WAAL, 1992; RIBEIRO et al.,  2013). Este fato parece ser 

consequência 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 

eritrócitos 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 após 

a infecção e que o curso da infecção foi auto-limitante, perdurando não mais 

que 1 a 4 anos no hospedeiro. Já os animais positivos para T. equi 

permanecem portadores por toda a vida (BRÜNING, 1996; De WAAL, 1992), 

sendo considerados importantes reservatórios 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 clínicos são geralmente observados quando animais não 

expostos são transferidos para áreas endêmicas (BARBOSA et al., 1995).  

O período 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 eritrólise (De 

WAAL, 1992). Os protozoários e seus metabólitos causam efeitos adversos 

sobre os eritrócitos, tais como significante aumento de fosfolipídios totais, 

malondialdeído plasmático e proteínas na membrana, principalmente em 

infecções agudas por T. equi, acarretando peroxidação lipídica e stress 

oxidativo em eritrócitos infectados, culminando com a lise eritroc itária e 

consequentemente redução na concentração de hemoglobina e queda do 

hematócrito. A observação de eritrócitos infectados através da microscopia 

eletrônica confirmou os achados de estudos anteriores e revelou a presença 
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de uma fina granulação e erosão da membrana eritrocitária (AMBAWAT et al., 

1999; KUMAR et al., 2009). Anemia extrema é mais comum em infecções por 

T. equi, assim como hemoglobinúria e icterícia secundárias à severa hemólise 

(AMBAWAT et al., 1999). No caso de B. caballi, a aglutinação de hemácias 

parasitadas pode provocar oclusão microvascular. Trombocitopenia tem sido 

citada em associação à PE e à infecção por outros protozoários, mas sua 

patogenia não está bem explicada, sendo associada à coagulação 

intravascular disseminada de baixa intensidade. Quando associadas a 

trombocitopenia e a resposta inflamatória resultam em danos ao endotélio 

vascular com aumento de permeabilidade. Equinos severamente afetados 

podem apresentar edema, hemorragia, isquemia e anóxia culminando com a  

falência de órgãos (MAURER, 1962; ROTHSCHILD et al., 2013). 

A imunidade gerada a partir da infecção é duradoura e se deve 

basicamente à permanência dos parasitos no organismo. Não ocorre 

imunidade cruzada entre T. equi e B. caballi. A imunidade inata 

aparentemente tem grande importância no controle da infecção, porém, não 

est«o bem definidas as fun»es de neutr·filos, macr·fagos e c®lulas ñnatural 

killerò no controle da infec«o. Sabe-se que o baço tem papel importante no 

controle da PE, pois animais assintomáticos, quando esplenectomizados, 

desenvolvem severa parasitemia e sucumbem à infecção (KNOWLES, 1996; 

ROTHSCHILD et al., 2013). Apesar da grande importância do baço e da 

imunidade inata no controle da infecção, estes são insuficientes na proteção 

contra PE, sendo necessária a ação da imunidade adquirida. Anticorpos 

específicos para T. equi são detectados entre 7-11 dias após a infecção 

experimental e atingem o pico em 30-45 dias após a infecção (KUTTLER et 

al., 1986). Anticorpos contra PE transferidos por imunidade passiva persistem 

por 4 a 5 meses em potros (ROTHSCHILD et al., 2013). 
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3.1.6. Sinais Clínicos 

A infecção pelos agentes da PE pode resultar em doença que varia de 

subclínica a fatal , dependendo da virulência da cepa, da intensidade da 

resposta imunológica do indivíduo e da ocorrência de infecções simples ou 

mistas (ROTHSCHILD et al., 2013). Em áreas endêmicas, muitos casos 

podem apresentar cura espontânea sem manifestação de sinais clínicos 

(RIBEIRO et al., 1995; SANTOS et al., 2011). A PE é caracterizada 

frequentemente por febre, letargia, depressão, anorexia (KUMAR et al., 2009; 

ZOBBA et al., 2008), mucosas pálidas, icterícia, anemia hemolítica (De 

WAAL, 1992; MUÑOZ et al., 2013), trombocitopenia (De WAAL, 1992; 

RIBEIRO et al., 2013), elevação da frequência cardíaca e respiratória 

(BRÜNING, 1996; QABLAN et al., 2013; ZOBBA et al., 2008) hepato e 

esplenomegalia, hemoglobinúria e bilirrubinúria (SANTOS et al. 2009) . 

Asininos afetados podem apresentar constipação intestinal e cólica (De 

WAAL, 1992; KUMAR et al. 2009).  

A doença crônica é mais comum em infecções por B. caballi (De WAAL, 

1992; ROTHSCHILD et al., 2013) sendo que asininos podem apresentar 

apenas baixo rendimento no trabalho e perda na condição corporal (KUMAR 

et al.,2009). Os animais que se recuperam da infecção aguda geralmente 

tornam-se portadores sadios (SANTOS et al. 2009), no entanto, aqueles com 

deficiência imunológica podem apresentar rec idiva (RIBEIRO et al., 2013). A 

transmissão congênita de T. equi pode causar aborto e óbito neonatal (HEIM 

et al., 2007). A piroplasmose neonatal é caracterizada por fraqueza, mal -

estar, apatia, anemia e icterícia apresentados logo após o nascimento. O 

progresso do quadro clínico em 2 a 3 dias inclui progressiva letargia, 

dificuldade de permanecer em estação e de mamar (De WAAL, 1992). 

Usualmente, febre está presente assim como petéquias nas membranas 

mucosas. Potros com estas características têm prognóstico reservado 

(ROTHSCHILD et al., 2013). Porém, todos os sinais clínicos são 

inespecíficos, por este motivo a confirmação laboratorial é fundamental (De 

WAAL, 1992). 
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3.1.7. Achados laboratoriais e histopatológicos 

Infecções agudas pelos agentes da PE são 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 à 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 infecção mista. 

Este estudo correlacionou a trombocitopenia à coagulação intravascular 

disseminada, à destruição imunomediada de plaquetas e ao sequestro das 

mesmas pelo baço. Em casos de elevada parasitemia por T. equi, é possível 

observar parasitos no interior de neutrófilos e monócitos, indicando a 

fagocitose de eritrócitos infectados (KUMAR et al., 2009). Em infecções 

crônicas são esperadas redução na contagem de eritrócitos, plaquetas e da 

concentração de hemoglobina (ZOBBA et al., 2008). Outras alterações 

relatadas incluem redução do fibrinogênio plasmático, da concentração de 

fósforo e ferro do soro, aumento da concentração de bilirrubina sérica e 

aumento do tempo de coagulação (De WAAL, 1992; ROTHSCHILD et al., 

2013; ZOBBA et al., 2008).  

A histopatologia revela congestão e edema nos pulmões, necrose 

centrolobular do fígado com estase biliar assim como nefrose caracterizada 

por degeneração hidrópica e gordurosa do epitélio tubular (De WAAL, 1992).  

Em caso de óbito por T. equi, é possível encontrar diferentes graus de 

emagrecimento, hepato e esplenomegalia e rins aumentados de tamanho com 

coloração pálida a acastanhada (De WAAL, 1992). Hemorragias petequiais 

podem ser observadas no fígado, baço e cortical renal. Pulmões congestos e 

edematosos além de linfonodos aumentados podem ser encontrados (De 

WAAL, 1992; KUMAR et al., 2009). 
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3.1.8. Diagnóstico 

O diagnóstico da PE pode ser feito por métodos diretos como esfregaço 

sanguíneo corado com Giemsa, principalmente em casos de doença clínica 

devido à elevada parasitemia esperada (RIBEIRO et al., 2013). Em casos 

crônicos, os testes moleculares como a Reação em Cadeia de Polimerase 

(PCR) (KUMAR et al., 2009; RIBEIRO et al., 2013) e o cultivo ñin vitroò 

(SANTOS et al., 2009). Podem ser utilizados os testes sorológicos são 

utilizados na rotina e podem identificar de forma indireta os animais que 

tiveram contato com o antígeno parasitário, sendo os mais indicados o teste 

de Fixação de Complemento (FC), Reação de Imunofluorescência Indireta 

(RIFI) e Ensaio Imunoenzimático (ELISA) (KUMAR et al., 2009; RIBEIRO et 

al., 2013).  

A técnica de Fixação de Complemento (FC) foi por muito tempo o teste 

recomendado pela Organização Mundial de Saúde Animal (OIE) . 

Posteriormente este teste passou a ser seguido de RIFI, pois na FC as 

reações podem ficar transitoriamente negativas entre 3 e 15 meses após 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 à fatores que bloqueiam a ação 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 diagnóstico da PE pela OIE (2004). 

A RIFI é mais sensível que a FC e costuma ser utilizada em amostras 

inconclusivas na FC, no entanto, é um teste que demanda grande quantidade 

de antígeno e tem grande subjetividade em sua avaliação (BRÜNING, 1996).  

O Ensaio Imunoenzimático (ELISA) apresenta variações, exemplos 

disto são o Dot-ELISA, ELISA com diluição 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 após a infecção experimental. O 
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ELISA com diluição seriada demanda mais tempo e insumos que o ELISA 

simples, mas pode titular a concentração de anticorpos da amostra. O cELISA 

baseado em antígeno recombinante é mais específico e sensível, evitando 

reações cruzadas. A partir de 2004, a OIE recomenda o cELISA com antígeno 

baseado no antígeno do merozoito EMA-1 para T. equi e proteína associada 

rhoptry 1 (RAP-1) para B. caballi como o teste para trânsito internacional de 

equídeos (KUMAR et al.,2009). 

A detecção direta do DNA do parasito, principalmente na fase crônica 

da doença, pode ser realizada através da PCR, que apresenta alta 

sensibilidade e especificidade, possibilitando inclusive a identificação de 

variações genéticas do agente, sendo de especial valor em animais de alto 

valor genético e em zonas livres da doença (QABLAN et al., 2013). Hawkins 

et al. (2015), em um estudo com animais assintomáticos, verificou correlação 

positiva entre baixos valores no hematócrito 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 à seção Salivaria, 

ordem Kinetoplastida, família Trypanossomatidae e gênero Trypanossoma, 

capaz de infectar diversos mamíferos, incluindo seres humanos 

(DESQUESNES et al., 2013). Anteriormente, o parasita possuía outros 

nomes, tais como T. soudanense, T. marocanum, T. aegyptum  e T. cameli, 

dependendo da sua localização geográfica. Na década de 70, foi instituída a 

denominação taxonômica única de T. evansi (HOARE, 1972). 

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

µm de comprimento e largura de 1,5 a 2,2 µm (BRUN et al., 1998). Cepas de 
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diferentes áreas geográficas são morfologicamente indistinguíveis (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 estágios de desenvolvimento (HOARE, 

1965), o T. evansi é geralmente monomórfico, assumindo a forma along ada 

flagelada. Multiplica-se por fissão binária (BRUN et al., 1998) no sangue e 

tecidos, inclusive encéfalo do hospedeiro (RODRIGUES et al., 2005 ; 

OIE,2017).  

A transmissão do agente pode ser realizada de forma mecânica, por 

insetos das famílias Tabanidae e Stomoxidae, por mocergos hematófagos 

(Desmodus rotundus) (HOARE, 1972; LOSOS, 1986), pela via 

transplacentária, por carnivorismo, artificialmente por fômites contaminados 

(SÁ RODRIGUES et al., 2016) e ainda através do leite e durante o coito. O 

sucesso na transmissão mecânica está vinculado ao tempo transcorrido entre 

o repasto no qual houve a aquisição do parasito e aquele no qual houve a 

transmissão do mesmo, pois o tripanosoma tem tempo de sobrevivência 

restrito no aparelho bucal dos vetores, não havendo ciclo evolutivo específico 

para estes (BRUN et al., 1998; OIE, 2017).  

 

3.2.3. Epidemiologia 

A primeira descrição do ñMal das cadeirasò foi feita por Griffith Evans, 

em 1880, na Índia, que relatou a presença de tripanossomas no sangue de 

equinos e dromedários (HOARE, 1972). De acordo com Hoare (1972), não é 

possível determinar quando a enfermidade surgiu, havendo relatos na Índia 

antes do século VIII a.C. 
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Trypanossoma evansi possui ampla distribuição mundial, havendo 

relatos de sua ocorrência na África, Índia, Israel, Espanha, Malásia, 

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 distribuição geográfica deste protozoário 

relaciona-se com a movimentação de animais infectados, já que muitos deles 

são portadores assintomáticos do patógeno (DESQUESNES et al., 2013). 

A introdução do T. evansi na América Latina ocorreu durante o século 

XV, com a chegada de cavalos árabes pertencentes aos colonizadores 

espanhóis (HOARE, 1965). Sua primeira descrição foi na Ilha de Marajó 

(1827), sendo em seguida descrita no Paraguai (1847), Pantanal (1850) e no 

estado do Mato Grosso (1960) (DESQUESNES et al., 2013). Há relatos do 

parasito em vários países da América do Sul e América Central, possuindo 

sua transmissão atrelada ao morcego, D. roduntus, considerado também 

reservatório do parasita (LOSOS, 1986; SOUSA; NEVES, 2011).  

O hospedeiro principal do parasita é o camelo. Porém, a infecção se 

faz importante em dromedários e equídeos (OIE, 2017). O parasita pode ainda 

ser encontrado no sangue de vários animais domésticos e de vida livre, tais 

como bovinos, caprinos, suínos, cães, 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 mamíferos podem ser 

parasitados pelo protozoário, porém, poucos desenvolvem sintomatologia 

clínica significativa. 

No Brasil, T. evansi afeta principalmente equinos e sua prevalência 

varia de região para região (HERRERA et al., 2004). Franke e colaboradores 

(1994) encontraram uma soroprevalência de 4,1 % em cavalos no Mato 

Grosso. Na região Sul do país, 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 São Sepé 

(RODRIGUES et al., 2005). Já no Pantanal Matogrossense, a doença é 
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considerada enzoótica, assumindo importância econômica devido à 

significativa população de equinos na região (SILVA et al., 1995). O relato 

mais recente foi de Nunes e colaboradores (2012), que descreveram a 

ocorrência de um surto na cidade de Itabira, Minas Gerais , no ano de 2010. 

3.2.4. Patogenia e Sinais Clínicos  

O protozo§rio ® respons§vel por uma doena denominada surra ou ñmal 

das cadeirasò, nome comumente utilizado na América Latina, devido a 

paralisia dos membros posteriores que pode causar (DESQUESNES et al ., 

2013). Fatores como virulência da cepa e suscetibilidade do hospedeiro 

influenciam a gravidade das síndromes causadas por T. evansi (HERRERA et 

al., 2004; SILVA et al., 1995). 

O período de incubação dura entre 5 e 60 dias em equídeos. A 

hipertermia característica da doença está vinculada à parasitemia, podendo 

haver episódios recorrentes durante o curso da doença (OIE, 2017). Na fase 

aguda da doença, pode ocorrer elevação da temperatura corporal, anemia, 

perda progressiva de peso, letargia (SÁ RODRIGUES et al., 2016), aborto, 

hemorragias petequiais nas pálpebras, mucosas vaginal e vulvar  (OIE, 2017), 

hemorragias da câmara anterior dos olhos, alterações na locomoção, sinais 

neurológicos, edema generalizado e imunossupressão (DESQUESNES et al., 

2013). O estágio crônico da doença ocasiona agravamento da sintomatologia 

clínica e, como consequência, têm-se animais caquéticos, apresentando 

edema, incoordenação motora e paralisia de membros posteriores 

(RODRIGUES et al., 2005; SILVA, R et al., 2003). A taxa de letalidade pode 

atingir 100% em equídeos não tratados (OIE, 2017). 

3.2.5. Diagnóstico 

O diagnóstico da tripanossomose é comumente realizado por métodos 

parasitológicos, como avaliação de esfregaços sanguíneos, técnica de 

centrifugação de micro-hematócrito e técnica de inoculação em camundongos 

(BERLIN et al., 2012; OIE, 2017; PRUVOT et al., 2010); sorológicos, como 

teste de aglutinação em látex ou cartão (OIE,  2017) e o ensaio 
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imunoenzimático (ELISA); técnicas moleculares, como a Reação 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 

diagnóstico de T. evanvi, porém apresenta alta sensibilidade e alta 

especificidade (PRUVOT et al., 2010).  

 

3.3. Anaplasmose Granulocítica Equina 

 

3.3.1. Etiologia 

A bactéria Anaplasma phagocytophilum pertence à ordem Rickettsiales, 

família Anaplasmataceae (RIKIHISA, 2011) e é o agente causador da 

ñAnaplasmose Granulocitica Equinaò (AGE), da ñAnaplasmose Granuloc²tica 

Humanaò (AGH), assim como da ñFebre do Carrapatoò em ruminantes na 

Europa (PUSTERLA; MADIGAN, 2013). Em 1996, Madigan e colaboradores 

verificaram que existiam diferenças genéticas mínimas entre o agente da AGE 

e da AGH. A semelhança entre os três agentes não se res tringe ao padrão 

molecular, mas também às características morfológicas, antigênicas e 

patológicas (PUSTERLA; MADIGAN, 2013). Anteriormente classificada como 

Ehrlichia equi, foi reclassificada por Dumler et al. (2001) que, após a análise 

da região 16 S rRNA, detectaram 99,1% de similaridade com Ehrlichia 

phagocytophila e o agente da erliquiose granulocitica humana, assim sendo, 

os três agentes foram reclassificados em uma única espécie: A. 

phagocytophilum.  

 

3.3.2 Ciclo Biológico de Anaplasma phagocytophilum 

Microorganismos da espécie Anaplasma phagocytophilum são 

pequenas bactérias gram-negativas, intracelulares obrigatórias (DZIEGIEL et 

al., 2013; RIBEIRO et al., 2013), que parasitam primariamente neutrófilos e 

eosinófilos e que podem ser encontradas em vacúolos ligados à membrana 
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da célula infectada (vacúolo parasitóforo). São constituídos por um corpo 

cocoide ou cocobaciloide de 0,2 µm formando um agregado chamado de 

mórula com cerca de 5 µm de diâmetro. Podem ser observados em esfregaço 

sanguíneo corado com corantes Romanowsky (DZIEGIEL et al., 2013; LEWIS 

et al., 2009; PUSTERLA; MADIGAN, 2013; RIKIHISA, 2011). Multiplicam-se 

exclusivamente nas inclusões intracitoplasmáticas da célula hospedeira. A 

bactéria divide e prolifera até a mórula ocupar a maior parte do citoplasma 

causando a ruptura da célula e consequente infecção de novas células 

(RIKIHISA, 2011). 

 

3.3.3. Vetores e Transmissão 

Foram descritos como vetores de A. phagocytopilum carrapatos do 

gênero Ixodes. Nos Estados Unidos, são descritos I. scapularis e I. pacificus  

(LEWIS et al., 2009; PUSTERLA; MADIGAN, 2013) e na Europa, o I. ricinus 

(PUSTERLA; MADIGAN, 2013; STUEN, 2007). Stuen (2007) relataram que a 

área de ocorrência do agente está diretamente relacionada à presença do I. 

ricinus na Eurásia, apesar de relatar a transmissão do patógeno por 

carrapatos do gênero 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 

cães (SANTOS et al., 2013). A doença não é contagiosa, mas pode ser 

transmitida de forma iatrogênica pela transfusão sanguínea (AL-KHEDERY; 

BARBET, 2014; PUSTERLA; MADIGAN, 2013) e pela via transplacentária em 

bovinos (HENNIGER et al., 2013).  

Foi descrita a presença do agente em carrapatos nas fases de larva, 

ninfa e adulto, porém a transmissão transovariana não foi comprovada 

(LEWIS et al., 2009). De forma geral, estes carrapatos costumam parasitar 

pequenos mamíferos como os roedores no primeiro estágio de vida (larva), 

momento em que provavelmente se infectam, fazendo os dois outros repastos 

sanguíneos em mamíferos maiores, momento em que infectam equinos, cães 
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e humanos (FOLEY et al., 2004). Vale ressaltar que, para que a transmissão 

ocorra, é necessária a permanência do vetor por pelo menos 2-36 h no 

hospedeiro (DZIEGIEL et al., 2013).  

O potencial zoonótico varia de acordo com a disponibilidade de 

reservatórios, carrapatos vetores (FOLEY et al., 2004) e da variante genética 

do agente na área, 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 populações de carrapatos em zona rural, 

urbana e no habitat natural de reservatórios na Alemanha.  

 

3.3.4. Epidemiologia 

A doença foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos em seres 

humanos em 1969, na Califórnia. Desde então houve relatos de casos em 

vários estados americanos (LEWIS et al., 2009), Canadá, Europa 

(PUSTERLA; MADIGAN, 2013; RIBEIRO et al., 2013) e Brasil (CALIC et al., 

2004). Atualmente, são registrados casos fatais em humanos na América do 

Norte, Europa e Ásia (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), não sendo considerado um reservatório, pois a presença do agente 

no organismo do animal geralmente está limitada à fase aguda da doença 

(PUSTERLA; MADIGAN, 2013). No entanto, Franzén et al. (2005) citaram 

como possível a infecção persistente dependendo da variante genética 

envolvida, com a coexistência de diferentes variantes genéticas num mesmo 
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hospedeiro. Em animais experimentalmente infectados , o parasito 

permaneceu detectável por 129 dias (DZIEGIEL et al., 2013; FRANZÉN et al., 

2005). Equinos de todas as idades são susceptíveis, mas manifestações  

clínicas são mais comuns em animais com mais de quatro anos (PUSTERLA; 

MADIGAN, 2013). 

Acredita-se que a dispersão do agente pode ser facilitada pelo 

transporte de carrapatos infectados em aves migratórias (STUEN, 2007). Esta 

teoria foi comprovada no Brasil quando a mesma variante genética que havia 

sido detectada em aves migratórias fora também confirmada em cães, sendo 

esta a mesma variante detectada em humanos no EUA e em cães na 

Alemanha (SANTOS et al., 2013).  

Já foram descritos vários reservatórios selvagens do agente que variam 

de acordo com a região, como roedores, cervídeos, ovinos, lagartos e 

pássaros (LEWIS et al., 2009; PUSTERLA; MADIGAN, 2013; STUEN, 2007). 

Pesquisadores avaliaram a população 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 República Checa (PRASKOVA et 

al., 2011), 17% na Itália (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 São Paulo testados através de ELISA e PCR respectivamente 

(PARRA, 2009). 

Avaliando fatores como sexo, idade, manejo e presença de carrapatos, 

Ribeiro et al. (2013) não detectaram fatores de risco ou proteção associados 

à infecção. No entanto, Praskova et al. (2011) verificaram titulações de 

anticorpos mais altas em estábulos que apresentavam histórico de casos 

anteriores. Além disto, determinaram uma tendência de positividade em 
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animais mais velhos e indicaram como fator de risco o manejo dos animais 

que 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, os autores 

acreditam que este fato possa estar vinculado ao manejo extensivo adotado 

nesta categoria animal. 

 

3.3.5. Patogenia 

A patogenia da AGE não é completamente conhecida. Sabe-se que, 

durante o repasto sanguíneo do vetor, ocorre a inoculação do agente que se 

espalha presumivelmente pelos vasos linfáticos ou sangue. Estes parasitos 

invadem células do sistema hematopoiético e do sistema linforreticular. 

Anaplasma phagocytopilum se multiplica em vacúolos em neutrófilos e 

eosinófilos (PUSTERLA; MADIGAN, 2013). 

O mecanismo pelo qual volume suficiente de células é retirado da  

circulação a ponto de causar a pancitopenia não é conhecido, no entanto, 

acredita-se que o sequestro periférico e destruição de células não infectadas 

do sangue sejam a causa disto. Como a celularidade permanece normal na 

medula óssea, acredita-se que ocorra hemofagocitose no baço e linfonodos 

(PUSTERLA; MADIGAN, 2013). Outra vertente defende que haj a a destruição 

imunomediada das plaquetas pelo aumento da fagocitose pelos macrófagos, 

associada à redução da produção pela medula óssea, como relatado em gatos 

por Adaszek et al. (2013) e Dziegiel et al. (2013).  

Não se sabe exatamente como o patógeno age, porém já foi relatada a 

ocorrência de atividade citolítica in vitro. Alterações como inibição de 

processos fisiológicos da célula hospedeira como apoptose e modificação de 

mecanismos relacionados com a geração de energia, assim como reações de 

defesa são citados (DZIEGIEL et al., 2013). Suspeita-se de que o patógeno 

inicie uma cascata patológica de reações inflamatórias localizadas, após a 

invasão de órgãos como baço, fígado, pulmões, rins e coração (DZIEGIEL et 
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al., 2013; PUSTERLA; MADIGAN, 2013). Rikihisa (2011) relatou que ocorre 

um aumento da concentração de interferon gama (IFN-Ỏ) e interleucina-10 

(IL-10) no soro de pacientes com infecção aguda. Durante a resposta 

inflamatória, são liberadas interleucinas 1 e 6 e fator de necrose tumoral, que 

interagem com receptores do hipotálamo e causam a elevação da temperatura 

corporal. Este efeito pode ser diretamente causado pelas citocinas ou 

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

AGE é reconhecida como causadora de imunossupressão, desta forma 

os indivíduos afetados ficam predispostos a desenvolverem infecções 

oportunistas ou secundárias causadas por outras bactérias, vírus e fungos. A 

debilidade imunológica em geral é causada por déficit do sistema humoral e 

de imunidade mediada pelas células T (PUSTERLA; MADIGAN, 2013), além 

de anormalidades nas funções fagocitária e migratória dos neutrófilos 

(RIKIHISA, 2011). 

A infecção por A. phagocytopilum desencadeia resposta específica e 

inespecífica. O pico de produção de anticorpos ocorre entre 19-81 dias após 

o aparecimento de sinais clínicos (LEWIS et al., 2009; PUSTERLA; 

MADIGAN, 2013) e pode durar até 2 anos, mas não está correlacionada ao 

status de portador (LEWIS et al., 2009). 

 

3.3.6. Sinais Clínicos e Laboratoriais 

O período de incubação em equinos varia de 8 a 12 dias em infecções 

experimentais e de 3 a 10 dias em infecções iatrogênicas. Acredita-se que 

em infecções naturais este período seja inferior a 14 dias ( PUSTERLA; 

MADIGAN, 2013). A doença pode ocorrer de forma aguda ou subclínica 

(DZIEGIEL et al., 2013; RIBEIRO et al., 2013).  

A severidade dos sinais clínicos varia com a idade dos animais, a 

duração da doença, estado imunológico e variante genética do agente, sendo 

difícil o diagnóstico clínico. Os sinais clínicos incluem febre, depressão, 
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anorexia (FRANZÉN et al., 2005; SALVAGNI et al., 2010; SISKA et al., 2013), 

petéquias, principalmente nas mucosas nasal e oral, icterícia (LEWIS et al., 

2009; MADIGAN et al., 1996), ataxia e relutância em movimentar-se 

(FRANZÉN et al., 2005; LEWIS et al., 2009), elevação da frequência cardíaca 

e respiratória (FRANZÉN 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 . Já o aumento de volume do baço 

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

Sinais clínicos como edema e petéquias podem ser atribuídos à 

vasculite necrotizante. Já a ataxia está ligada às lesões inflamatórias no 

cérebro. Os patógenos têm tropismo por granulócitos e estão presentes 

principalmente no pool marginal de neutrófilos. Estes ficam aderidos ao 

endotélio vascular, causando o influxo de células inflamatórias, liberação de 

mediadores químicos e aumento da permeabilidade vascular, facilitando 

assim a saída de fluido que se acumula nos tecidos periféricos causando o 

edema (LEWIS et al., 2009). 

Os sinais clínicos são mais brandos em animais com menos de 4 anos 

de idade. O curso clínico da doença dura entre 3 e 16 dias , sendo em geral 

autolimitante mesmo em animais não tratados (LEWIS et al., 2009). 

Dificilmente ocorrem casos fatais, mas quando presentes estão vinculados a 

infecções secundárias (STUEN, 2007) ou injúrias devido à dificuldade de 

locomoção (LEWIS et al., 2009). Possíveis complicações da doença incluem 

aborto, redução da espermatogênese (STUEN, 2007) e sinais neurológicos 

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

Laboratorialmente é possível detectar trombocitopenia (FRANZÉN et 

al., 2005; MADIGAN et al., 1996; SISKA et al., 2013), neutropenia (FRANZÉN 

et al., 2005; STUEN, 2007), leucopenia, linfopenia (FRANZÉN et al., 2005; 

SISKA et al., 2013), anemia e inclusões em forma de mórula características 

no citoplasma de neutrófilos (CASTELLANOS et al., 2010; FRANZÉN et al., 

2005; SISKA et al., 2013). Na bioquímica sérica podem ser detectadas 

redução da uréia, fósforo, cálcio, magnésio e sódio assim como o aumento 
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da bilirrubina. No entanto, todas estas alterações podem ser explicadas pela 

redução da ingestão de alimentos (LEWIS et al., 2009).  

 

3.3.7. Diagnóstico 

O diagnóstico baseado em sinais clínicos e anormalidades 

hematológicas deve ser confirmado por exames específicos como esfregaço 

sanguíneo ou preferencialmente esfregaço de capa leucocitária corado com 

Giemsa ou Wright, apesar da baixa sensibilidade da técnica (LEWIS et al., 

2009). O percentual de neutrófilos e eosinófilos infectados pode variar de 

menos de 1% a 50% nos primeiros 5 dias de infecção (PUSTERLA; MADIGAN, 

2013). Outros testes empregados são a cultura, a Reação de 

Imunofluorescencia Indireta (RIFI) e Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) 

(LEWIS et al., 2009; PUSTERLA; MADIGAN, 2013). 

A RIFI é menos utilizada no diagnóstico veterinário do que no humano 

devido às possíveis reações cruzadas (DREHER et al., 2005). Nesta técnica, 

os títulos persistem por mais de um mês, no entanto, recomenda-se a 

avaliação de amostras sequenciadas no intuito de detectar a elevação do 

título, o que confirma a infecção ativa (LEWIS et al., 2009). Animais 

portadores podem ser falso-negativos por volta de 12 a 16 dias após a 

infecção, o que torna recomendada a utilização da PCR (FRANZÉN 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 diagnóstico 

do A. phagocytopilum em equinos, sendo esperado que a resposta 

imunológica a este agente permaneça presente por dois anos ou mais, 

independentemente de haver infecção persistente.  

A PCR pode detectar infecções precocemente com alta sensibilidade e 

especificidade. Inicialmente foi desenvolvido protocolo baseado em primers 

desenhados a partir da sequência gênica do rRNA 16S (CHEN et al., 1994). 

As amostras indicadas para a detecção do DNA do patógeno são sangue total, 

capa leucocitária, medula óssea e fragmentos  do baço (DZIEGIEL et al., 



 

   

 

42 

2013). Detectou-se positividade por esta técnica três dias após a inoculação 

experimental do agente em equinos (FRANZÉN et al., 2005). Atualmente 

existem protocolos de PCR em tempo real (qPCR) o que possibilita não só a 

avaliação da presença como a quantificação do patógeno (COURTNEY et al., 

2004; CHAN et al., 2013). Recentemente foi desenvolvido protocolo de qPCR 

baseado no msp2, importante proteína de superfície que aumentou a 

sensibilidade no diagnóstico (SANTOS et al., 2011). Al-Khedery e Barbet 

(2014) desenvolveram protocolo de PCR capaz de indicar a presença ou 

ausência de determinada área gênica considerada como marcador molecular 

indicativo de patogenicidade da variante gênica presente em casos humanos 

da doença nos EUA e na Europa. Pode também ser utilizada a técnica de 

ñRevers Line Blot Hybridizationò em conjunto com a PCR, que possibilita a 

detecção de diversos agentes (CECI et al., 2014). 

Diagnóstico diferencial deve incluir púrpura hemorrágica, anemia 

infecciosa equina, arterite viral, encefalite (PUSTERLA; MADIGAN, 2013) 

doenças hepáticas, 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 gênero Borrelia, classificado na ordem Spirochaetales, família 

Spirochaetaceae, é constituído de bactérias Gram negativas, microaerófilas, 

móveis, que possuem flagelos e formato helicoidal (FONSECA et al., 2005). 

As borrelias conhecidas atualmente são causadoras de cinco grupos de 

doenças, sendo elas a febre recorrente humana, borreliose aviária, 

espiroquetose bovina, borreliose de Lyme e aborto epizoótico bovino 

(SOARES et al., 2000). Utilizando marcadores genéticos como 16SrRNA, fla 



 

   

 

43 

e rpoB, as espécies de Borrelia foram divididas filogeneticamente em três 

grandes grupos, sendo dois deles vinculados às febres recorrentes e o outro 

vinculado à Doença de Lyme (CORRÊA, 2011). 

No que diz respeito aos patógenos do gênero Borrelia, B. theileri tem 

distribuição cosmopolita e é considerada pouco patogênica para equídeos, 

exceto quando associada a piroplasmídeos, enquanto B. burgdorferi, descrita 

inicialmente no hemisfério norte, é a causadora da borreliose de Lyme (GALO 

et al., 2009).  

A borreliose de Lyme tem como possíveis agentes etiológicos 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 

atípica (ABEL et al., 2000; YOSHINARI et al., 2010).  

 

3.4.2. Ciclo Biológico e Transmissão de Borrelia spp. 

A bactéria B. burgdorferi não se mantém em vida livre, apresentando 

ciclo biológico que envolve mamíferos e carrapatos (ABEL et al., 2000; 

HOVIUS, 2009). O agente reproduz por fissão binária transversal (FONSECA 

et al., 2005). Os hospedeiros envolvidos na manutenção do ciclo biológico da 

espiroqueta variam de acordo com a área geográfica, ocorrendo em cães 

(CORDEIRO, 2012; SPOLIDORO et al., 2010), bovinos (GUEDES-JÚNIOR 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 transmissão do agente ocorre predominantemente através dos 

carrapatos do gênero Ixodes no ciclo silvestre (FONSECA et al., 2005). No 

Brasil, a Borrelia foi descrita em carrapatos do gênero 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 país o Amblyomma cajennense (YOSHINARI 

et al., 2010). Salles et al . (2002) correlacionam a intensidade da infestação 

por carrapatos ao risco de adquirir a infecção. Outras formas de transmis são 

do agente relatadas são através de insetos hematófagos (tabanídeos, 

culicídeos) (SOARES et al., 2000), contato com urina, transfusão sanguínea 

e transplantes oriundos de animais infectados (DORWARD et al., 1991), além 

da transmissão congênita em bovinos, cães (BUSHMICH, 1994) e humanos 

(FONSECA et al., 2005).  

A infecção do carrapato ocorre pela ingestão de sangue contaminado 

com Borrelia spp., podendo ocorrer transmissão transovariana e transestadial 

(BUTLER et al., 2005). Para que ocorra a transmissão para mamíferos, é 

necessário que o carrapato permaneça fixado no hospedeiro por pelo menos 

18 horas (BASILE al., 2015). Acredita-se que, dentre os estágios de 

desenvolvimento do carrapato, a fêmea adulta seja o transmissor mais 

competente (ABEL et al., 2000). No entanto, em seres humanos as 

transmissões ocorrem mais comumente por ninfas devido à maior dificuldade 

de detecção durante a inspeção visual (DIVERS, 2013) e em função de sua 

picada ser indolor (SANTOS et al., 2010). A variação na incidência em 

equinos está atrelada a sazonalidade no desenvolvimento do carrapato e à 

ocorrência de fêmeas adultas (DIVERS, 2013). 

No vetor, Borrelia tem tropismo por determinados sítios do trato 

gastrointestinal até o momento do repasto sanguíneo, momento em que o 

agente migra para as glândulas 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 convivência 
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importante para a manutenção da patogenicidade do agente (SOARES et al., 

2000).  

No período entre o início do repasto e a migração para o novo 

hospedeiro, ocorrem modificações nas proteínas presentes na superfície da 

membrana do patógeno (BUTLER et al., 2005) e possivelmente ativação de 

determinados genes (SOARES et al., 2000), o que determina resistência 

complementar e facilita a evasão do sistema imunológico dos mamíferos, 

sendo importante para a sobrevivência do mesmo no organismo do novo 

hospedeiro (BUTLER et al., 2005). Possivelmente o início do repasto 

sanguíneo funcione como estímulo desencadeador para as modificações da 

membrana plasmática de Borrelia (DIVERS, 2013). Outro fator importante 

para o bom desenvolvimento da Borrelia em seu vetor é a temperatura 

ambiente, que influencia no metabolismo e no processo digestivo do 

carrapato, o que pode levar a alterações na síntese proteica do patógeno 

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

O vetor, no momento do repasto sanguíneo, para assegurar sua própria 

fixação e a suscetibilidade do hospedeiro para futuros repastos, inocula 

juntamente com sua saliva e o patógeno, substancias capazes de modular a 

resposta imunológica do hospedeiro, com inibição da ativação do sistema 

complemento e bloqueio de células fagocitárias e inflamatórias que facilitam 

a penetração e disseminação da Borrelia (HOVIUS, 2009). Neste momento , o 

agente ® ñrevestidoò por uma prote²na denominada Salp15, produzida na 

glândula salivar do carrapato e que facilita a disseminação do mesmo no 

hospedeiro (BUTLER et al., 2005).  

Acompanhando o desenvolvimento e disseminação da bactéria após 

infecção experimental em equinos, percebeu-se que o patógeno permanece 

majoritariamente na pele próxima ao local de fixação do vetor, músculos, 

nervos e veias próximas das membranas sinoviais (DIVERS, 2013). No 

entanto, a migração ocorre predominantemente no tecido conjuntivo 

principalmente devido à menor atuação 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 

presença de possíveis vetores e da espiroqueta no país. No entanto, ao longo 

do tempo foram percebidas diferenças na trajetória clínica da doença em 

humanos no Brasil quando comparados aos casos da Europa e EUA, sendo 

estas vinculadas principalmente a complicações sistêmicas  e ao aspecto 

recorrente da doença, incluindo desordens imunológicas ao longo da 

prolongada evolução clínica. Outras diferenças dizem respeito às 

características do agente etiológico, que no Brasil apresenta morfologia 

atípica e tem demonstrado ser incultivável (YOSHINARI et al., 2010). 

Burgess e Mattison (1987) relataram a presença de animais domésticos 

apresentando artrite e doença sistêmica em associação com a detecção de 

B. burgdorferi em áreas onde foram detectados casos humanos da doença. 

Posteriormente, constatou-se que equinos, bovinos e cães podem ser 

potenciais fontes de infecção para vetores no ambiente peridomiciliar , 

atuando como reservatórios do agente (HANSEN et al., 2010; MADUREIRA 

et al., 2009; MAURIZI et al., 2010).  

No Brasil, foram realizados levantamentos soroepidemiológicos da 

borreliose de Lyme em humanos (YOSHINARI et al., 1993), cães (CARLOS 

et al., 2007; CORDEIRO et al., 2012; JOPPERT et al., 2001), bovinos 

(GUEDES-JUNIOR et al., 2008; SILVA et al., 2013), bubalinos (CORRÊA et 

al., 2012) e equinos (GALO et al., 2009; MADUREIRA et al., 2007; SALLES 

et al., 2002). Em locais onde existe a infecção, é esperado que a prevalência 

em equinos seja superior à de humanos, pois existe maior probabilidade de 

permanência dos vetores por mais de 24 horas nestes hospedeiros (BUTLER 

et al., 2005).  

No Brasil, foram relatadas soroprevalências em equinos que variam de 

9,8% no Rio de Janeiro (SALLES et al., 2002) a 26,7% no Pará (GALO et al., 
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2009). Cães (TSACHEV et al., 2008), assim como equinos são considerados 

como sentinelas da infecção pois são hospedeiros naturais dos carrapatos 

vetores (ABEL et al., 2000; JOPPERT et al., 2001; MADUREIRA et al., 2009) 

e permitem a fixação dos mesmos por mais de 24 horas, desta forma, refletem 

as condições do ambiente onde vivem, além de conviverem próximos aos 

seres humanos, por este motivo pode-se cogitar um papel relevante desses 

animais no ciclo zoonótico da doença no pais. (HANSEN et al., 2010; KISS et 

al., 2011; MAURIZI et al., 2010). 

 

3.4.4. Sinais Clínicos 

Manifestações clínicas foram reportadas apenas em humanos, equinos, 

bovinos e cães (JOPPERT et al., 2001) e diferem conforme a região 

geográfica devido às características antigênicas da Borrelia spp. (FONSECA 

et al., 2005). Em humanos com borreliose são relatadas frequentemente 

complicações sistêmicas, cutâneas, reumáticas, neurológicas e cardíacas, 

sendo o eritema migratório e a artrite as lesões mais típicas (ABEL et al., 

2000; FONSECA et al., 2005; YOSHINARI et al., 2003).  

Os sinais clínicos de borreliose equina, quando presentes, são 

inespecíficos, o que dificulta o diagnóstico clínico da doença (DeVILBISS et 

al., 2009). Muitos sinais são atribuídos à borreliose em equinos no mundo, 

porém, foi nos EUA onde ocorreu a melhor caracterização da doença em 

animais oriundos de áreas endêmicas, onde o percentual de positivos pode 

chegar a 60% (MADUREIRA et al., 2009). Nestes animais, foram identificadas 

dermatite, poliartrite e edema transitório de membros (COHEN et al., 1988; 

MADUREIRA et al., 2009). Outros sinais comumente relatados são: perda de 

peso, laminite, febre, aumento de volume articular, uveíte anterior, alterações 

comportamentais (DeVILBISS et al., 2009; SOARES et al., 2000), rigidez e 

claudicação em mais de um membro, dor muscular (DeVILBISS et al., 2009), 

hiperestesia, sendo a principal manifestação cardíaca a arritmia ( DIVERS, 

2013). 
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Casos de neuroborreliose foram reportados em animais com altos 

títulos de anticorpos na sorologia, apresentando perda de massa muscular e 

dor ao longo da região toracolombar, hiperestesia, ataxia, paralisia de nervos 

faciais, fasciculação muscular, tremor na cabeça e depressão, sendo estes 

sinais correlacionados à ocorrência de infiltração linfohistocítica com 

espessamento das meninges, causando meningite linfohistocítica ( IMAI et al., 

2011). 

Pesquisadores atribuem a inconstância na sintomatologia da borreliose 

em equinos a possíveis coinfecções que poderiam alterar e/ou agravar os 

quadros clínicos de animais infectados, já que patógenos 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. Diagnóstico 

O diagnóstico clínico da borreliose é difícil devido à inespecificidade 

dos sinais clínicos, mas na busca do diagnóstico da doença clínica, deve-se 

levar em consideração o histórico de exposição (sorologia) associado a sinais 

comumente relatados (DIVERS, 2013). Cada técnica de diagnóstico 

apresenta vantagens e desvantagens quanto à sensibilidade, especi ficidade, 

período de positividade, facilidade de padronização e custo ( CORRÊA, 2011; 

MAGNARELLI et al., 2004; YOSHINARI et al., 2010).  

O diagnóstico laboratorial pode ser realizado através do esfregaço 

sanguíneo periférico corado pelo Giemsa, no entanto, os agentes só são 

detectáveis 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 diagnóstico da infecção por B. 

burgdorferi lato sensu por métodos diretos como PCR e cultura, 

principalmente em infecções com mais de duas semanas de duração. A 
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imunoistoquímica é outro método direto para o diagnóstico, com a vantagem  

de possibilitar a avaliação concomitante da lesão e marcações antigênicas 

(SOARES et al., 2000).  

 A RIFI e o ELISA são os testes mais utilizados na determinação da 

exposição ao agente, através da verificação da presença de anticorpos 

específicos circulantes (HANSEN et al., 2010; KISS et al., 2011). Nas 

primeiras semanas após o contato com o patógeno, é possível não ter havido 

soroconversão do hospedeiro, porém seis semanas após o contato é 

esperada 100% de positividade nas provas sorológicas (WILSKE et al ., 2007). 

Estes anticorpos podem permanecer por um período de nove meses a dois 

anos após a primo-infecção (HANSEN et al., 2010; KISS et al., 2011) e, em 

áreas endêmicas, podem permanecer na circulação por períodos maiores 

devido às reinfecções (KISS et al ., 2011). Testes indicaram que a titulação 

de anticorpos no ELISA decresce em aproximadamente quatro meses após 

um tratamento bem-sucedido (DIVERS, 2013). Para o diagnóstico sorológico 

são considerados boas amostras o soro e fluido cérebro-espinhal (WILSKE et 

al., 2007). 

O principal método utilizado no diagnóstico da borreliose é o ELISA 

indireto. Este método tem demonstrado maior sensibilidade, especificidade e 

operacionalidade quando comparado à RIFI. Além disso, permite a utilização 

de borrelias íntegras, antígeno sonicado ou frações protéicas, sendo os dois 

últimos considerados os de melhor resultado (SOARES et al., 2000). Rogers 

et al. (1999) avaliaram a possibilidade de reação cruzada no teste ELISA 

entre B. burgdorferi e B. theileri em regiões onde os agentes coexistem, e 

verificaram a inexistência de reação cruzada entre eles. Apesar de haver 

possibilidade de reação cruzada entre Borrelia spp. e Leptospira spp., esta é 

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

O teste r§pido ñC6 SNP testò ® utilizado na avalia«o da soroconvers«o, 

seja pela vacinação ou pelo contato com o agente. O Snap 4 DX é um teste 

ELISA destinado à detecção de anticorpos contra Dirofilaria immitis, A. 

phagocytophilum, B. burgdorferi e Ehrlichia canis em soro, plasma ou sangue 
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total de cães (BEALL et al., 2008), entretanto, vem sendo utilizado, com êxito, 

para o diagnóstico de infecção 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 

confirmatório após o teste de triagem inicial. Considerada de maior 

sensibilidade e especificidade que o ELISA, apresenta grande dificuldade na 

obtenção do padrão positivo ideal, o que torna difícil sua utilização (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 difícil cultura. Considerada técnica de 

diagnóstico direto, detecta apenas infecções ativas. Permite o uso de várias 

amostras como fluidos e tecidos do possível hospedeiro assim como do vetor 

(BRETTSCHNEIDER et al., 1998). Esta técnica permite o diagnóstico de 

infecções iniciais, antes da produção de resposta imunológica de tectável, 

assim como permite determinar a cura do paciente já que o DNA do patógeno 

deixa de ser detectado a partir de então (CHAN et al., 2013). Em casos de 

neuroborreliose, a PCR pode ser realizada a partir do líquido cérebro-

espinhal, mas o aumento do número de linfócitos no fluido cérebro-espinhal 

pode ser considerado um bom indício da infecção (DIVERS, 2013). Tem como 

desvantagem o custo e o fato de não detectar a exposição prévia ao agente 

(SOARES et al., 2000). No entanto, esta técnica possibilita fazer a 

identificação da genoespécie envolvida através da análise do 

sequenciamento do fragmento amplificado (BARBOUR et al., 1996). Vale 

ressaltar que a sensibilidade desta técnica tende a diminuir durante o curso 

da infecção, momento em que os métodos sorológicos apresentam melhores 

resultados (BRETTSCHNEIDER et al., 1998).  
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3.5. Leishmanioses 

 

3.5.1. Agente Etiologico e Ciclo biológico 

Existem dois tipos distintos de leishmaniose denominados 

Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT)  causadas por 

protozoários do gênero Leishmania. Na América Latina estão presentes dois 

sub-gêneros 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-gênero, denominado Viannia, composto 

por L. braziliensis, L. panamensis  e L. guyanensis, causadoras de LT. A 

diferenciação destes parasitos pode ser feita por anticorpos monoclonais 

(BENVENGA, 2013; SHAW et al., 1986), técnicas moleculares (TRUPPEL et 

al., 2014) e análise de isoenzimas (FIGUEIRA et al., 2008).  

Os protozoários do gênero Leishmania são eucariontes, unicelulares, 

se reproduzem por divisão binária (ASHFORD, 2000), possuem ciclo biológico 

heteroxeno, com um hospedeiro vertebrado e outro invertebrado (vetor) 

(SCHLEIN, 1993). No hospedeiro vertebrado, o parasita permanece na forma 

amastigota, intracelular, com formato ovóide ou arredondado, sem a presença 

de flagelo ou com flagelo rudimentar, em células do sistema fagocítico 

mononuclear (ASHFORD, 2000). No hospedeiro invertebrado é encontrada a 

forma promastigota, flagelada e móvel no tubo intestinal (KILLICK-

KENDRICK, 1990).  

A fêmea do mosquito vetor, ao fazer o repasto sanguíneo no hospedeiro 

vertebrado infectado, ingere parasitos na forma amastigota  contidos em 

macrófagos não teciduais. No intestino do mosquito, os parasitos passam à 

forma promastigota e se aderem à parede intestinal , multiplicando-se. Em 

poucos dias o intestino anterior do vetor fica repleto de parasitos (REY, 2001). 

Parte dos parasitos são eliminados durante a defecação, 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 estágios de desenvolvimento: a primeira, chamada 

procíclica, que tem forma alongada e flagelo curto; a segunda, chamada 

metacíclica, é caracterizada por organismos de corpo curto, arredondado , 

com flagelo longo, sendo este o estágio final de desenvolvimento, com grande 

capacidade de locomoção, e que migra para a parte inicial do intestino do 

vetor (KILLICK-KENDRICK, 1990). 

O flebótomo, em um próximo repasto sanguíneo, poderá infectar o 

indivíduo através do regurgitamento de formas promastigotas que serão 

fagocitadas no local de inoculação e perderão o flagelo, transformando-se em 

amastigotas no interior dessas células (REY, 2001).  

Os vetores das leishmanioses são flebotomíneos pertencentes à Ordem 

Diptera, Família Psychodidae e Sub-familia Phebotominae (GRAMICCIA; 

GRADONI, 2005). Das cerca de 1000 espécies de flebotomíneos conhecidas, 

cerca de 70 podem transmitir leishmaniose (MURRAY et al., 2005). A área de 

ocorrência de diversas espécies de flebotomíneos vem se ampliando em 

função de alterações climáticas e ecológicas, desta forma, amp liando também 

as áreas de ocorrência da leishmaniose (NAUCKE et al., 2008).  

A principal espécie de vetor da leishmaniose visceral (LV) nas Américas 

é 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 são Lu. whitmani e Lu. intermedia (GRAMICCIA; GRADONI, 2005). No 

Brasil, os vetores são conhecidos como mosquito palha, tatuquira, birigui e 

outros (BENVENGA, 2013; BRASIL, 2007). 

O hábito alimentar dos flebótomos é diversificado, tendo como alvos 

preferenciais aves e roedores, mas alimentando-se também em humanos, 

gambás, bovinos, caninos e equinos, o que demonstra o caráter oportunista 

desses insetos (LAINSON; RANGEL, 2005). 

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

de cães de áreas rurais e utilizando PCR convencional e PCR em tempo real 
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(qPCR), encontraram uma frequência de 43,6% de ectoparasitos positivos 

para Leishmania infantum, o que pode suscitar a possibilidade de transmissão 

por novos vetores. Já Silva et al. (2009) observaram que o tropismo da L. 

infantum pelo sistema genital masculino em cães, resulta em contaminação 

seminal e permiti a transmissão sexual do mesmo, estabelecendo assim, que 

a via sexual é uma via alternativa de transmissão do parasito em cães. 

 

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 ocorrência desta 

doença na América do Sul foi constatada através de peças antigas de 

cerâmica originárias do Peru e Equador que retratavam deformações faciais 

graves em humanos, típicas da leishmaniose tegumentar (LAINSON, 2010). 

No Brasil, de acordo com a Organização Mundial de Saúde (WHO, 1990) 

existem casos autóctones em todos os estados do país , sendo a L. 

braziliensis a principal espécie causadora de LT no continente.  

São considerados como principais reservatórios de L. braziliensis nas 

Américas os roedores, gambás, caninos, felinos, primatas e equinos (BRASIL, 

2007, 2014). Em áreas de desmatamento recente no Brasil, Venezuela, 

Argentina e Colômbia, onde foram relatadas lesões de pele típicas da 

leishmaniose em cães e equinos, foi identificada L. braziliensis lato sensu 

como responsável pelos casos (BRANDÃO-FILHO et al., 2003).  

Estudos comprovam a relação de casos humanos de LT no estado do 

Espírito Santo (FALQUETO et al., 1986) e Rio de Janeiro (SANTOS et al., 

2005) com a presença de cães infectados e, na Bahia, com a presença de 

caninos e equídeos infectados (FOLLADOR et al., 1999). A atividade humana 

em áreas de desmatamento conduziu a um processo de urbanização da 

leishmaniose, e o estabelecimento de reservatórios como cães e equídeos 

que, devido à sua permanência peridomiciliar, possibilitam a perpetuação do 
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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 equídeos 

na Argentina (MAZZA, 1927). No Brasil, a infecção já foi descrita no Ceará 

(ALENCAR, 1959), Bahia (FOLLADOR et al.,1999; VEXENAT et al., 1986), 

Rio de Janeiro (AGUILAR et al., 1986; OLIVEIRA-NETO et al., 1988), Espírito 

Santo (FALQUETO et al., 1987), Pernambuco (BRANDÃO-FILHO et al., 

2003), São Paulo (YOSHIDA et al., 1990), Paraná (VEDOVELLO-FILHO et al., 

2008) e Minas Gerais (SOARES et al., 2013). Nestes estudos , quando era 

possível a identificação da espécie do patógeno, esta sempre era L. 

braziliensis, a exceção do estudo de Soares et al. (2013) , que diagnosticaram 

pela primeira vez no Brasil L. infantum em equinos. Reuss e Diplomate (2013) 

sugerem a utilização de equinos como sentinelas no monitoramento da 

expansão da infecção por Leishmania spp. 

Os sinais clínicos de LT em equinos caracterizam-se pela presença de 

nódulos, úlceras cutâneas crostosas sugestivas, únicas ou múltiplas , com 

localização preferencial nas orelhas, ao redor dos olhos, focinho e bolsa 

escrotal (MÜLLER 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 presença de lesões cutâneas ulceradas ou 

nodulares, ocasionalmente disseminadas, sem a ocorrência de visceralização 

e que em alguns casos apresentam regressão espontânea (ROLÃO et al., 

2005). O relato de LT em equinos causada por L. siamensis, parasito com 

potencial zoonótico, traz consigo o alerta para um novo diagnóstico 

diferencial para as lesões cutâneas em equinos nos Estados Unidos da 

América (REUSS; DIPLOMATE, 2013). 

 

3.5.3. Leishmaniose Visceral (LV) 

Leishmania infantum é considerada um problema de saúde pública e 

animal em regiões como Bacia do Mediterrâneo, América Central e do Sul e 
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Oriente Médio, sendo os canídeos considerados os principais reservatórios 

no ambiete urbano (ROSA et al., 2005; BENVENGA, 2013). A baixa 

suscetibilidade de humanos (GRAMICCIA; GRADONI, 2005) determina a 

quase totalidade de assintomáticos em adultos saudáveis  (ASHFORD, 2000). 

Embora, considerada infecção emergente, principalmente devido a sua 

incidência em indivíduos portadores do vírus da imunodeficiência humana 

(HIV) (BRASIL, 2011) e crianças desnutridas, nichos nos quais a doença 

apresenta alta letalidade (BRASIL, 2006; DESJEUX, 2004), a utilização de 

terapia antirretroviral tem reduzido os casos de co-infecção HIV-leishmania 

em regiões onde este tratamento encontra-se disponível (MURRAY et al., 

2005) 

Em algumas regiões do Sudeste europeu e no Nordeste do Brasil, a 

prevalência da LV em cães chega a 40% (CAMPINO, 2002), no entanto cerca 

de 60% dos animais soropositivos são assintomáticos (BRASIL, 2014).  

Acredita-se que a LV pode ser tão antiga nas Américas quanto a LT. 

Relatos de uma enfermidade conhecida no Brasil como barriga dô§gua, 

caracterizada por mal-estar, febre esporádica e grande distensão abdominal 

poderiam representar casos de LV não diagnosticados. O Brasil responde por 

90% dos casos de LV na América Latina, sendo a maioria na Região Nordeste 

(BRASIL, 2006).  

A doença causada por L. infantum em humanos é multissistêmica 

afetando órgãos como fígado, linfonodos e baço, podendo causar icterícia e 

ascite (BRASIL, 2014). Sinais como febre intermitente, perda de peso, 

hepato-esplenomegalia, linfadenopatia (DESJEUX, 2004), pancitopenia 

(GRAMICCIA; GRADONI, 2005) e hiperglobulinemia são característicos. 

Pacientes não tratados podem desenvolver caquexia, apresentar 

sangramentos, infecções secundárias e morte (MURRAY et al., 2005).  

A suscetibilidade à LV varia de acordo com a espécie acometida. 

Apenas alguns casos de infecção por L. infantum em equinos foram 

confirmados na Europa nos últimos anos. Nesta espécie, a doença se 
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manifesta com presença de lesões cutâneas nodulares ou ulcerativas 

isoladas ou difusas, sendo o equino considerado hospedeiro acidental do 

parasito, pode ocorrer auto-cura sem qualquer terapia (GRAMICCIA, 2011) 

ou após remoção cirúrgica das lesões (GAMA et al., 2014; KOEHLER et al., 

2002).  

Müller e colaboradores (2009) descreveram a ocorrência de LV 

aparentemente autóctone em equinos, na Alemanha e Suíça, causada por L. 

siamensis e supõem que este pode ser mais um agente zoonótico. Além disso, 

contestaram o resultado de L. infantum e sugerem que os casos 

anteriormente relatados na região da Alemanha e Suíça foram causados p or 

L. siamensis baseados na análise 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 frequência na detecção de anticorpos 

específicos e de relatos de casos de LV em equinos em áreas endêmicas, 

sugere o não acometimento visceral nestes animais (KOEHLER et al., 2002), 

indicando que a resposta imune nesta espécie é efetiva em controlar a 

infecção (FERNÁNDEZ-BELLON et al., 2006; ROLÃO et al. 2005) 

 

3.5.4. Diagnóstico 

As leishmanioses podem ser diagnosticadas através de exames 

parasitológicos diretos, a partir da visualização das formas amastigotas em 

esfregaços (sangue, tecido suspeito escarificado, medula óssea, linfonodos 

e outros tecidos), corados com Giemsa (RAMOS-VARA et al., 1996), Wright 

e Panótico (BRASIL, 2006). No entanto, esta técnica pode apresentar baixa 

sensibilidade. É possível aumentar a sensibilidade do exame parasitológico 

através do cultivo in vitro em meios de cultura como Neal, Novy e Nicolle 

(NNN) (agar sangue modificado), SchneiderôsÈ ou Liver Infusion Triptose 

(LIT) (BRASIL, 2014). 

Técnicas sorológicas podem ser utilizadas no diagnóstico da infecção 

por Leishmania spp. Destacam-se a RIFI e ELISA, sendo estes os testes 
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utilizados até 2012 pelo Ministério da Saúde para o inquérito epidemiológico 

canino. O ELISA era utilizado como teste de triagem e a RIFI (ponto de corte 

Ó1:40) como teste confirmat·rio (SëO PAULO, 2006). Por®m, a ocorrência de 

reações 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 Saúde a adotar como método de triagem o teste 

imunocromatográfico rápido (TR-DPP®). Este teste apresenta alta 

sensibilidade para cães com sinais clínicos e alta especificidade para cães 

assintomáticos com LV (GRIMALDI-JUNIOR et al., 2012). 

O diagnóstico molecular tem demonstrado maior sensibilidade quando 

comparado às técnicas sorológicas (BENVENGA, 2013). A técnica molecular 

mais empregada atualmente para o diagnósico da leishmaniose é a PCR que 

permite a amplificação seletiva de sequências 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 quantificação e sensibilidade (CAVALCANTI et al., 2008). 

Em equinos, o diagnóstico da leishmaniose vem sendo realizado 

através de várias técnicas: RIFI (THOMAZ et al., 2013), ELISA (FEITOSA et 

al., 2012; FERNÁNDEZ-BELLON et al., 2006), teste de aglutinação direta 

(VEDOVELLO-FILHO et al., 2008), imunocromatografia (FEITOSA et al., 

2012), imuno-histoquímica (RAMOS-VARA et al., 1996) e PCR (GRAMICCIA, 

2011; KOEHLER et al., 2002; TRUPPEL et al., 2014). Gama et al. (2014) 

utilizaram imuno-histoquímica (IHQ) associada ao PCR e teste de aglutinação 

direta (DAT) no diagnóstico de infecção por L. infantum em equino com lesão 

cutânea nodular ulcerada.  
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3.6. Toxoplasmose 

3.6.1. Agente etiológico 

Descrito por Nicolle e Manceaux, em 1909, a importância de 

Toxoplasma gondii na saúde pública só foi reconhecida em 1939, após o 

relato de transmissão congênita por Wolf et al. (1939) e , na veterinária, em 

1957 quando o agente foi caracterizado como indutor de abortamentos em 

ovinos (HARTLEY; MARSHALL, 1957).  

Apesar de mundialmente distribuído, T. gondii é a única espécie do 

gênero. Este acomete uma enorme variedade de hospedeiros, sendo a 

infecção, na maioria das vezes, assintomática. A partir dos anos 80 foram 

desenvolvidos testes para avaliar diferenças genéticas do parasito entre 

isolados humanos e animais. O mapeamento genético de T. gondii foi 

concluído em 2005 por Khan e colaboradores.  

 

3.6.2. Morfologia e ciclo biológico do Toxoplasma gondii 

O ciclo de vida de T. gondii é complexo e envolve um hospedeiro 

definitivo (felídeos, principalmente o gato) e um hospedeiro intermediário 

(todos os animais de sangue quente, inclusive o homem) (ISHAG et al., 2014). 

Os principais estágios biológicos conhecidos são os taquizoítos, que são as 

formas inicialmente descritas por Nicolle e Manceaux em em 1909 

(FERGUSON, 2009). Eles têm formato de meia lua, não são resistentes aos 

fluidos gástricos (DUBEY et al., 1998) e têm a capacidade de atravessar a 

barreira placentária em infecções agudas (DUBEY, 1996). Os taquizo ítos 

penetram nas células de forma ativa, pois possuem organelas na região apical 

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

O bradizoíto é tipicamente a forma que permanece no interior dos cistos 

teciduais (DUBEY, 1996). Cada cisto tecidual pode conter centenas de 

bradizoítos e tem como principal característica a resistência de sua parede 

ao suco gástrico (JONES; DUBEY, 2010). Os bradizoítos diferem dos 
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taquizoítos na localização do núcleo, presença de grânulos de amilopectina, 

além da resistência da parede celular à pepsina e ácido clorídrico (DUBEY, 

2008). Toxoplasma gondii se divide por endodiogenia, tanto na forma de 

taquizoítos quanto na forma de bradizoítos, sendo que duas células filhas são 

formadas dentro do citoplasma da célula mãe (SHEFFIELD; MELTON, 1968; 

DUBEY et al., 1998). 

No hospedeiro intermediário ocorre apenas reprodução assexuada. 

Sendo assim, quando este ingere o parasito na forma de oocistos esporulados 

(contendo esporozoítos), cistos teciduais (contendo bradizoitos) ou 

taquizoitos, o processo de digestão poderá destruír ou liberar formas 

infectivas no lúmen intestinal. Os parasitos irão penetrar nas células 

intestinais e iniciar a divisão. Após a multiplicação do patógeno por 

endodiogenia, os taquizoitos produzidos seguem invadindo novas células e 

multiplicando-se, caracterizando a fase aguda da doença (DUBEY, 1996). A 

disseminação do parasito ocorre através da corrente sanguínea ou linfática e 

continua até que a resposta imune mediada por células induza a 

transformação dos taquizoítos em bradizoítos, formando cistos teciduais, o 

que marca a passagem da fase aguda para a fase crônica da infecção. Os 

cistos teciduais serão fonte de novas infecções quando um novo hospedeiro 

susceptível ingerir tecidos contendo as estruturas, reiniciando o ciclo 

(WAREE, 2010).  

Nos hospedeiros definitivos (felídeos), poderá ocorrer o ciclo 

assexuado, idêntico ao que ocorre nos hospedeiros intermediários, e o ciclo 

sexuado, caracterizado pela fase de gametogonia que ocorre nas células 

enteroepiteliais. Os esquizontes formados nas células da lâmina própria do 

intestino do hospedeiro definitivo possuem no seu interior merozoítas que, 

uma vez liberados, penetram em uma outra célula intestinal, com produção 

de até cinco gerações de esquizontes. A partir da terceira esquizogonia, os 

merozoítas, ao penetrarem nas células, podem se diferenciar em macro ou 

microgametócitos, iniciando assim a fase sexuada (gametogonia). Nos 

microgametócitos são formados os microgametas os quais são flagelados e 
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saem da célula para ir fecundar o macrogameta formado no macrogametócito. 

Os macrogametas fecundados dão origem ao zigoto, desenvolvendo uma 

parede oocística rígida e resistente, sendo liberados nas fezes como oocistos 

não esporulados (LAINSON et al., 1997) .  

O ciclo completo no intestino do gato pode ocorrer até 66 horas após a 

ingestão de cistos teciduais (DUBEY; FRENKEL, 1972). A esporulação do 

oocisto no ambiente ocorre após cinco dias em condições adequadas de 

aeração, umidade e temperatura, tornando-se a partir daí infectantes (DUBEY 

et al., 1998). Os oocistos esporulados podem permanecer infectantes por 

mais de 18 meses em solo úmido não congelado (JONES; DUBEY, 2012). 

Cada oocisto possui dois esporocistos, cada um com quatro esporozoítos 

(DUBEY et al., 1998). Os oocistos são sensíveis ao calor e à dessecação e 

são resistentes aos produtos químicos devido à impermeabilidade da sua 

parede (FERGUSON, 2009). Desta forma, contaminam meio ambiente, 

alimentos e água dando assim continuidade no ciclo biológico  (GHAREKHANI 

et al., 2015; MIAO et al., 2013; OLIVEIRA et al ., 2013). 

 

3.6.3. Transmissão 

Diversas formas de transmissão são atribuídas a T. gondii, sendo as 

principais a congênita, a feco-oral (ingestão de oocistos) e o consumo de 

carne crua ou malpassada (ingestão de cistos teciduais) (ISHAG et al., 2014). 

Outras possibilidades são a transfusão sanguínea e transplantes de órgãos 

(COIRO et al., 2012; PAPINI et al., 2015). A transmissão através de 

artrópodes foi aventada, porém nunca foi confirmada (FRENKEL 1973).  

Em 1939, foi relatada a transmissão congênita de T. gondii em seres 

humanos (WOLF et al., 1939). Posteriormente, esta forma de transmissão foi 

relatada em ovinos (HARTLEY; MARSHALL, 1957) e em equinos (ISHAG et 

al., 2014). A transmissão vertical ou congênita acontece quando ocorre 

primoinfecção em fêmeas gestantes, transmitindo o parasito para o feto. 
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Porém a baixa frequência da transmissão congênita não justifica a grande 

distribuição do parasito (DUBEY; JONES, 2008; TENTER et al., 2000).  

A possibilidade de equinos servirem como fonte de infecção para seres 

humanos, animais de zoológico e outros carnívoros foi relatada por Al -Khalidi 

e Dubey (1979), através de bioensaio em gatos e camundongos, que se 

mostraram positivos para T. gondii após a ingestão de tecidos de equinos 

infectados. A transmissão para seres humanos pela ingestão de carne crua 

ou malcozida de equinos contendo cistos teciduais foi demonstrada por 

Pomares et al. (2011). Cada cisto tecidual pode conter centenas de 

bradizoítos e tem como principal característica a resistência de sua parede 

ao suco gástrico, sendo digerida apenas pela pepsina do estômago. Esta 

característica explica sua importância na transmissão do parasito a 

hospedeiros carnívoros (JONES; DUBEY, 2010).   

A transmissão fecal-oral pode explicar a infecção de vegetarianos e 

herbívoros, descrita em 1970 após a descoberta do ciclo biológico do parasito 

no hospedeiro definitivo, quando foi possível caracterizar o oocisto produzido 

após a fase sexuada no intestino de gatos (DUBEY et al., 1970). Sua 

importância foi confirmada em surtos da doença ocorridos em humanos após 

contaminação ambiental com oocistos do parasito (DUBEY, 2008; de MOURA 

et al., 2006), que são resistentes aos produtos químicos devido à 

impermeabilidade da sua parede (FERGUSON, 2009). Os oocistos podem 

contaminar o meio ambiente, alimentos e água, tornando-se uma importante 

forma de transmissão da infecção à equídeos (GHAREKHANI et al., 2015; 

MIAO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013)  

 

3.6.4. Sinais clínicos  

Apesar do T. gondii causar infecção em animais de sangue quente, nem 

todos desenvolvem quadro clínico da enfermidade. Os sinais clínicos mais 

comuns da toxoplasmose em humanos são dor de cabeça, febre, mal -estar, 

mialgia, linfadenite, anorexia, artralgia, suores noturnos, vômitos e erupções 
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cutâneas (de MOURA et al., 2006). A toxoplasmose neurológica é comum em 

pacientes HIV positivos, causando encefalite que pode ser fatal se não for 

tratada. Contudo, o efeito mais nefasto da doença se faz presente na 

transmissão congênita, que pode provocar lesões neurológicas graves no 

feto, podendo conduzir ao aborto ou ao nascimento de neonatos portando 

graves lesões (LEE et al., 2014; MIAO et al., 2013; TENTER et al., 2000) 

O isolamento de T. gondii viável de ostras marinhas (COLE et al., 2000) 

revela o risco de contaminação do oceano. Existem relatos de toxoplasmose 

em vários animais domésticos como cães, gatos e ovinos (DUBEY, 2008), 

sendo estes últimos os de maior relevância econômica pois pode provocar 

aborto, natimortos e óbito neonatal (PAPINI et al., 2015). Bovinos são 

considerados resistentes ao T. gondii, raramente apresentando sinais clínicos 

(COIRO et al., 2012).  

Os equídeos são considerados resistentes à toxoplasmose, raramente 

apresentando sintomatologia da doença. São considerados mais susceptíveis 

os animais jovens, imunossuprimidos e éguas gestantes (ALSHAHERY; 

MANSOUR, 2012). Entretanto, T. gondii já foi detectado na retina, coroide e 

esclera, na placenta e em feto abortado de equinos, o que demonstra sua 

suscetibilidade ao patógeno (PAPINI et al., 2015).  

Os sinais clínicos de toxoplasmose descritos em equinos com elevado 

título de anticorpos anti-T. gondii incluem incoordenação motora, aborto e 

irritabilidade (MACRUZ et al., 1975). Equinos infectados experimentalmente 

apresentaram elevação de temperatura na primeira semana após inoculação, 

lacrimejamento, corrimento ocular e apatia, apesar de não terem sido 

encontradas alterações hematológicas nem bioquímicas e dos animais 

apresentarem sorologia com baixa ti tulação de anticorpos anti-T. gondii 

(SPOSITO FILHA et al., 1992).  
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3.6.5. Epidemiologia e Fatores Associados 

Toxoplasma gondii está mundialmente distribuído. Estudos 

epidemiológicos foram realizados na Europa (BÁRTOVÁ et al., 2015; 

GARCÍA-BOCANEGRA et al., 2012; LOPES et al., 2013; PAPINI et al., 2015; 

PASTIU et al., 2015), África ( ISHAG et al., 2014), Ásia (GHAREKHANI et al., 

2015; ISHAG et al., 2014; MIAO et al., 2013; YANG et al., 2013)  e Américas 

(TURNER; SARVA, 1990) e mostram prevalências de infecção por T. gondii 

que variaram de 0 a 90% (TASSI, 2007). No Brasil , os resultados variam de 

1,5% na Bahia até 47% em São Paulo (COIRO et al., 2012; MENDONÇA et 

al, 2001; VILLALOBOS et al, 2005). As diferenças de prevalência encontradas 

nos diferentes locais podem estar associadas a fatores epidemiológicos como 

diferentes condições de higiene do ambiente e da água nos locais onde são 

mantidos os animais assim como da prevalência do agente na população 

felina regional e da promiscuidade no convívio entre as esp écies que leva a 

contaminação da água 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 à infecção por T. 

gondii fatores como a espécie equídea envolvida (GARCÍA-BOCANEGRA et 

al., 2012; GENNARI et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2013; SAQIB et al., 2015), 

a ocorrência de coinfecções (PASTIU et al., 2015) o convívio com ruminantes 

e felinos (GARCÍA-BOCANEGRA et al., 2012) e o local de origem (GENNARI 

et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2013) , correlacionam também a permanência 

periurbana dos equídeos como fator de risco na aquisição da infecção por T. 

gondii (OLIVEIRA et al., 2013).  

 

3.6.6. Diagnóstico 

Para o diagnóstico da infecção por T. gondii, inicialmente em humanos 

foi desenvolvido o teste do corante por Sabin e Feldman (1948) , que permitiu 

amplo estudo da epidemiologia da infecção. Para o diagnóstico da 

transmissão congênita foi desenvolvido o teste específico para a detecção de 
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IgM por Remington et al. (1968), com diversas modificações posteriores. O 

teste de aglutinação direta desenvolvido por Fulton (1965) trouxe grande 

simplicidade ao diagnóstico já que não demanda equipamentos específicos. 

Posteriormente modificado por Dubey e Desmonts (1987), passou a ser 

chamado de teste de aglutinação modificado (MAT). Em 1989 Burg et al. 

(1989) desenvolveram protocolo de PCR para detecção do DNA do T. gondii. 

Atualmente estão disponíveis diversos protocolos para o diagnostico 

molecular deste parasito (DUBEY, 2008). 

O diagnóstico clínico da toxoplasmose em equinos é pouco provável em 

decorrência do curso subclínico da infecção que é majoritário nesta espécie 

(ALSHAHERY; MANSOUR, 2012). Em relação ao diagnóstico laboratorial da 

toxoplasmose em equinos, existem diversos testes disponíveis, no entanto, 

não existe uma técnica estabelecida como padrão ouro, pois pesquisas sobre 

sensibilidade e especificidade não foram realizadas para esta espécie 

(PAPINI et al., 2015). São testes utilizados no diagnóstico de infecção por T. 

gondii em equinos: Sabin-Feldman (SF), teste de aglutinação em látex (LAT), 

hemoaglutinação indireta (IHA), reação de imunofluorescencia indireta (RIFI), 

ensaio imunoenzimático (ELISA), teste de aglutinação modificado (MAT) 

(YANG et al., 2013). 

Papini e colaboradores (2015), utilizando a RIFI estabeleceram o ponto 

de corte em Ó1:20. Já Bártová e colaboradores (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 não relataram reações cruzadas ou inespecíficas. Mendonça et al., (2001) 

testou equídeos 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 reações inespecíficas, sendo este o ponto de corte que 

apresentou ótima concordância entre os testes.  

Avaliando equídeos de matadouro da Romênia, destinados ao consumo 

humano, Pastiu et al. (2015) detectaram positividade em 39% dos animais 



 

   

 

65 

avaliados pelo ELISA (IgG), 37,8% pelo MAT e 0% pelo PCR. Foram isolados 

T. gondii viáveis através de bioensaio em camundongo com material oriundo 

de dois equinos que apresentaram elevada titulação no ELISA.  

Ishag et al. (2014) testatam equinos do Sudão para a detecção de 

anticorpos anti-T. gondii e compararam kits comerciais de ELISA para 

detecção 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 detecção com especificidade de 99,9% e 

sensibilidade de 84% em suínos, porém não indicam parâmetros para 

equinos. 

O MAT é considerado de boa sensibilidade e especificidade na 

detecção de infecção por T.gondii, tendo sido utilizado em vários 

experimentos com equídeos (GARCÍA-BOCANEGRA et al., 2012; 

GHAREKHANI et al., 2015; LOPES et al., 2013; YANG et al., 2013). Teste de 

hemoaglutinação indireta (IHA) ponto de corte de 1:64 foi utilizado por Miao 

e colaboradores (2013) no diagnóstico da infecção em equídeos por T. gondii 

na China. 

Alshahery e Mansour (2012) relatam a utilização do teste de 

aglutinação em látex (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 equídeos do Paquistão 

utilizando o LAT com ponto de corte de 1:32  

Turner e Sarva (1990) confirmaram através de PCR a presença de T. 

gondii em líquido amniótico de uma égua que pariu potro saudável, porém 

apresentava vascularização placentária anormal. Em 1991, foi detectado T. 

gondii em olhos de equinos nos EUA, através da PCR da retina, coróide e 

esclera dos dois olhos (TURNER; SARVA, 1990).   
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4. CAPÍTULO I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diagnóstico molecular de hemoparasitos e fatores associados à 

Theileria equi, Babesia caballi e Tripanossoma evansi em equídeos do 

Estado da Bahia, Brasil  
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4.1. INTRODUÇÃO 

 

A piroplasmose equina (PE) é a principal doença parasitária transmitida 

por carrapatos aos equídeos (equinos, asininos , muares e zebras) (QABLAN 

et al., 2013) e tem como bioagentes Theileria equi e Babesia caballi 

(ROTHSCHILD, 2013). Theileria equi é geralmente mais patogênica e é mais 

comumente detectada que B. caballi em locais onde os dois parasitos estão 

presentes (BRÜNING et al., 1996; RIBEIRO et al., 2013). A tripanossomíase, 

ñsurra ou mal das cadeirasò ® causada por Trypanosoma evansi, sendo 

transmitida principalmente de forma mecânica por insetos das famílias 

Tabanidae e Stomoxidae e por morcegos hematófagos (Desmodus rotundus) 

(HOARE, 1972; LOSOS, 1986). 

Estes hemoparasitos são responsáveis por importantes prejuízos à 

cadeia produtiva equina (RIBEIRO et al., 2013). A PE tem relevância 

internacional devido a possibilidade de restrição do trânsito desses animais, 

seja para o comércio ou para participação em esportes equestres (MUÑOZ 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 tripanossomíase a taxa de letalidade pode atingir 100% em 

equídeos não tratados (OIE, 2017).  

Os animais com PE aguda apresentam febre, letargia, anorexia, 

mucosas pálidas, icterícia, anemia hemolítica (MUÑOZ et al., 2013), 

trombocitopenia (De WAAL et al., 1992; BUTLER et al., 2008), hepato e 

esplenomegalia, hemoglobinúria e bilirrubinúria (SANTOS et al., 2009) , porém 

estes sinais clínicos são inespecíficos. A tripanossomíase tem como 

principais sinais febre, anemia, perda progressiva de peso e letargia (SÁ 

RODRIGUES et al., 2016), evoluindo para fraqueza, caquexia, incoordenação 

motora, com paralisia e atrofia dos membros posteriores (RODRIGUES et al., 

2005; SILVA R et al., 2003).  

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

áreas consideradas livres de piroplasmose, sendo consideradas endêmicas 
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tanto para piroplasmose quanto para tripanossomíase equinas regiões 

tropicais e subtropicais do planeta (SGORBINI et al., 2015), levantamentos 

epidemiológicos foram realizados na Europa (GARCIA-BOCANEGRA et al., 

2012; PIANTEDOSI et al., 2014; RIBEIRO et al., 2013), Ásia (ELSHAFIE et 

al., 2013; HUSSAIN et al., 2014; LUCKINS,1988; QABLAN et al., 2013), África 

(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 epidemiológicos têm demonstrado como fatores associados à 

PE a infestação por carrapatos (KERBER et al., 2009), faixa etária (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, área 

geográfica, estação do ano e sexo dos animais (MORETTI et al., 2010; 

RÜEGG et al., 2007). Estes fatores são importantes nas ações de prevenção 

da doença assim como em seu controle (KERBER et al., 2009). Entretanto, a 

comparação com resultados encontrados em outros estudos de diferentes 

regiões tem que ser realizada com cautela, uma vez que diferenças na técnica 

de diagnóstico (KERBER et al., 2009), clima, tipo de manejo (MORETTI et al., 

2010) e critérios de seleção dos animais (RÜEGG et al., 2007) podem 

influenciar diretamente os resultados.  

No Brasil, a prevalência de infecção 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 

região Centro-Oeste é endêmica (FRANKE et al., 1994; SILVA et al., 1995), 

com presença de surtos nas regiões Norte, Sudeste e Sul (NUNES et al., 

2012; RODRIGUES et al., 2005). Na literatura disponível não foi encontrado 

registro do diagnóstico molecular para estes hemoparasitos na Região 

Nordeste do país, que tem uma extensão continental, com mais de 46 milhões 

de habitantes e uma população de equídeos estimada em 1.259.850 cabeças, 

sendo a Bahia detentora do terceiro maior rebanho equídeo do Brasil (IBGE, 

2015). 
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4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Determinar a frequência, fatores associados e alterações 

hematológicas ligadas à infecção por T. equi em equídeos naturalmente 

infectados da microrregião Ilhéus-Itabuna, Bahia, Brasil. 

Determinar a frequência, fatores associados e alterações 

hematológicas ligadas à infecção por B. caballi em equídeos naturalmente 

infectados da microrregião Ilhéus-Itabuna, Bahia, Brasil. 

Determinar a frequência, fatores associados e alterações 

hematológicas ligadas à infecção por T. evansi em equídeos naturalmente 

infectados da microrregião Ilhéus-Itabuna, Bahia, Brasil. 

 

4.3. MATERIAL E MÉTODOS 

4.3.1. Área de estudo e população amostral 

A coleta de dados foi realizada, no período de agosto de 2013 a 

dezembro de 2014, na microrregião de Ilhéus-Itabuna, no Estado da Bahia. 

Esta região pertence à mesorregião Sul Baiano e possui população equídea 

estimada em 90.974 animais (IBGE, 2011). Desta microrregião, foram 

selecionados cinco municípios com características predominantemente, 

rurais partindo daquele com maior população de equídeos: Itaju do Colônia 

(15Ü08ôS 39Ü43ôO), Itap® (14Ü52ôS 39Ü25ôO), Ibicara² (14Ü51ôS 39Ü35ôO), Santa 

Cruz da Vit·ria (14Ü57ôS 39Ü48ôO), Floresta Azul (14Ü50ôS 39Ü39ôO) e o 

município de Itabuna (15Ü8ôS 39Ü43ôW), com predomínio de área urbana.  

Os animais, propriedades e municípios foram selecionados por 

conveniência. O número de animais por municíp io foi proporcional à sua 

população de equídeos. No total, foram coletadas amostras de sangue de 569 

equídeos (528 equinos, oito muares e 33 asininos), sendo 516 equídeos, 
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provenientes de 20 propriedades rurais e 53 equinos oriundos de área urbana 

utilizados pela polícia montada, carroceiros e praticantes de cavalgadas.  

As informações referentes à resenha dos animais (espécie, idade, 

sexo), características da propriedade e manejo (animal mantido estabulado, 

presença de carrapatos, contato com outras espécies) foram obtidas através 

de uma entrevista semi-estruturada (Apêndice A) aplicada junto aos criadores 

ou proprietários, para avaliação dos possíveis fatores de risco.  

O estudo foi realizado dentro dos padrões estabelecidos pelo Colégio 

Brasileiro de Ética e Bem-Estar Animal, através de aprovação pelo Comitê de 

Ética 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 

punção da veia jugular externa, utilizando-se agulhas descartáveis (25 X 8 

mm) acopladas em tubos à vácuo com anticoagulante, para a realização do 

hemograma completo, exame parasitológico direto e extração do DNA 

genômico.  

O hemograma completo foi realizado em contador automático ABX Vet 

(HoribaÊ). Os valores da prote²na plasm§tica total foram obtidos por meio de 

refratometria manual. Foram confeccionados esfregaços sanguíneos  que 

foram fixados em metanol e corados com Giemsa (BIOTEC®), utilizados para 

a realização da leucometria específica e avaliação parasitológica direta.  

Após a realização do hemograma, os tubos foram centrifugados a 699g 

por 10 minutos e, desprezado o plasma sobrenadante, a capa leucocitária 

juntamente com a papa de hemácias foram aspiradas e acondicionadas em 

tubos plásticos livres de DNase e RNase e congeladas a -20ºC para posterior 

extração de DNA. 
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4.3.3. Extração de DNA genômico e diagnóstico molecular  

A extração de DNA das amostras de sangue foi realizada utilizando o 

kit comercial QIAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGENTM), seguindo as 

recomendações do fabricante (Anexo A). As amostras de DNA foram 

identificadas e mantidas estocadas em freezer -20C° para posterior 

realização das Reações em Cadeia de Polimerase (PCRs).  Os controles 

positivos para os parasitos foram cedidos pelo Laboratório de 

Imunoparasitologia da Unesp/Jaboticabal e obtidos de cavalos 

experimentalmente infectados (BALDANI et al., 2010). Água ultrapura foi 

utilizada como controle negativo das reações.  

 

4.3.3.1. PCR para detecção de Theileria equi 

Uma nested-PCR foi realizada para T. equi utilizando os primers e 

protocolos de amplificação descritos por Nicolaiewsky et al. (2001) , tendo por 

base o gene ema-1 (Tabela 1). Na primeira reação foi utilizado volume final  

de 25µL, contendo 1µL de DNA genômico, tampão de reação 10x, 1,5mM de 

MgCl2, 0,2mM de cada dNTP, 0,5µM de cada primer, 0,75U de Taq polimerase 

e água ultrapura até completar o volume final. Os tubos foram submetidos a 

uma breve centrifugação e, posteriormente, colocados em termociclador 

MJ96G (Biocycler®), realizando-se uma desnaturação inicial a 94°C por 4 

minutos, seguida por 40 ciclos de 94°C por 40 segundos de desnaturação, 

60°C por 1 minuto para o anelamento e extensão a 72°C por 1 minuto, com 

uma extensão final a 72°C por 4 minutos. Para a segunda reação utilizou-se 

1µL do produto da primeira reação e a mesma composição e concentração do 

ñmixò. O protocolo de amplifica«o utilizado foi composto por uma 

desnaturação inicial a 94°C por 4 minutos, seguido por 35 ciclos de 94°C por 

1 minuto para desnaturação, 60°C por 45 segundos de anelamento e extensão 

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

Para B. caballi foi realizada uma nested-PCR utilizando primers 

desenvolvidos por Ikadai et al. (1999) para a primeira reação e Battsetseg et 

al. (2002) para a segunda reação, tendo por base o gene rap-1 (Tabela 1). 

Para a primeira reação foi utilizado um volume final de 25µL, composto por 

5µL de DNA genômico, tampão de reação 10x, 1,5mM de MgCl 2, 0,25mM de 

cada dNTP, 0,5µM de cada primer, 1,25U de Taq polimerase e água ultrapura 

até completar o volume final. O protocolo de amplificação utilizado consiste 

de uma desnaturação inicial a 94°C por 4 minutos, seguida por 40 ciclos a 

94°C por 1 minuto de desnaturação, anelamento a 56°C por 2 minutos, 

extensão a 72°C por 2 minutos, com extensão final a 72°C por 5 minutos, de 

acordo com Ikadai et al. (1999). Para a segunda reação utilizou-se 1µL do 

produto da primeira reação e composição, concentra«o do ñmixò e condições 

termocíclicas idênticas às da primeira reação. O protocolo de amplificação 

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

 

4.3.3.3. PCR para detecção 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 25µL, contendo 10µL de DNA genômico, tampão de 

reação 10x, 1,5mM de MgCl2, 0,2mM de cada dNTP, 1µM de cada primer, 1U 

de Taq polimerase, 2,5µL de BSA (Albumina sérica bovina,  Sigma, Brasil), 

0,9µL de DMSO D2650 (Sigma, Brasil) e água ultrapura até completar o 

volume final. O protocolo de amplificação utilizado foi de acordo com Ashour 

et al. (2013), com modificações, sendo uma desnaturação inicial a 94°C por 

10 minutos, seguida de 40 ciclos a 94°C durante 30 segundos de 

desnaturação, anelamento a 50°C durante 45 segundos e extensão a 72°C 

por 10 segundos. Uma extensão final foi realizada a 72°C por 10 minutos.  
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4.3.3.4. PCR para detecção de GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase) 

Para verificar a integridade do DNA e ausência de potenciais inibidores, 

as amostras negativas nas reações anteriores foram submetidas ao PCR para 

detecção do gene da enzima GAPDH, utilizando primers desenvolvidos por 

Birkenheuer et al. (2003) (Tabela1). Foi utilizado nas reações volume final de 

25µL compostos de 5µL de DNA genômico, tampão de reação 10x, 2,0mM de 

MgCl2, 0,2mM de cada dNTP, 0,4µM de cada primer, 1,25U de Taq polimerase 

e água ultrapura até completar o volume final. O protocolo de amplificação 

utilizado consistia em uma desnaturação inicial a 95°C por 5 minutos, seguida 

por 40 ciclos de 94°C por 30 segundos para desnaturação, anelamento a 52°C 

por 1 minuto e extensão a 72°C por 1 minuto, com extensão final a 72°C por 

5 minutos, de acordo com Birkenheuer et al. (2003) com modificações.  

A eletroforese dos produtos foi realizada em gel de agarose a 2% em 

tampão 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 etídio (0,5µg/mL). Os tamanhos dos produtos 

amplificados foram estimados utilizando-se um padrão de pares de base (1 

Kb Plus DNA Ladder - Invitrogen®). A visualização 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 reações de PCR para a identificação de 
equídeos naturalmente infectados por Theileria equi, Babesia caballi e 
Trypanosoma evansi na microrregião de Ilhéus-Itabuna e para verificação da 
integridade do DNA e presença de inibidores nas amostras.  

Agente Código 
Sequência de oligonucleotídeos  
(5ô ï 3ô) 

Reação 
(Fragmento) 

Referencia 

Theileria 
equi 

EMAE-F CCGCCCTTCACCTCGTTCTCAA 1ª 
(396pb*) Nicolaiewsky 

et al. (2001) 
EMAE-R TCTCGGCGGCATCCTTGACCTC 
EMAI-F CCGTCTCCGTTGACTTGGCCG 2ª 

(102pb*) EMAI-R GGACGCGCTTGCCTGGAGCCT 

Babesia 
caballi 

BC48F1 ACGAATTCCCACAACAGCCGTGT 1ª 
(530pb*) 

Ikadai et al. 
(1999) BC48R3 ACGAATTCGTAAAGCGTGGCCAT 

BC48F11 GGGCGACGTGACTAAGACCTTAT 2ª 
(430pb*) 

Battsetseg et 
al. (2001) BC48R31 GTTCTCAATGTCAGTAGCATCCG 

Trypanosoma 
evansi 

TBR1 GAATATTAAACAATGCGCAG 1ª 
(164pb*) 

Masiga et al. 
(1992) TBR2 CCATTTATTAGCTTTGTTGC 

GAPDH 
gapF CCTTCATTGACCTCAACTACAT 1ª 

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

* Pares de base 
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4.3.4. Análise estatística 

Para avaliação da influência do parasitismo no hemograma,  os animais 

foram divididos em positivos e negativos para os hemoparasitos e a 

comparação realizada dentro de cada faixa etária. Utilizou-se o teste t de 

Student para a comparação das médias, com nível de significância de 95% e , 

por fim, comparou-se a distribuição de frequência entre animais de área rural 

e urbana, utilizando-se o teste do Qui Quadrado. 

Para fins de modelagem estatística, as variáveis foram categorizadas 

da seguinte forma: município de localização da propriedade (Itapé/Santa Cruz 

da Vitória/Floresta Azul/Ibicaraí/Itaju do Colônia), espécie 

(equinos/asinino+muar), a idade foi transformada em faixa etária [jovem(Ò3 

anos), adulto(>3 e <12 anos), s°nior (Ó12 anos)], sexo (macho/fêmea), animal 

mantido estabulado (sim/não), contato com ovinos (sim/não), contato com 

caprinos (sim/não), contato com galinhas (sim/não), contato com bovinos 

(sim/não), presença de ratos nas propriedades (sim/não), presença de 

plantas tóxicas nas pastagens (sim/não). As variáveis presença de infecção 

por T. equi e de B. caballi (sim/não) foram consideradas como variáveis 

desfecho. 

Animais de área urbana foram amostrados apenas no Município de 

Itabuna, totalizando 53 equinos utilizados pela polícia montada, carroceiros e 

praticantes de cavalgadas. Esses animais foram excluídos das modelagens 

devido às diferentes características de manejo desses equinos.  

Modelos lineares generalizados com distr ibuição binomial foram 

utilizados para execução das análises bivariadas e multivariadas. Devido a 

possibilidade de formação de clusters, os coeficientes de correlação 

intraclasse (ICC ï ñCoeficiente de correla«o intra classeò) para municípios e 

propriedades foram calculados (Dohoo et al., 2003) a partir do modelo nulo 

(Starkweather, 2010). No caso de formação de cluster , a variável foi 

considerada aleatória e modelos mistos foram utilizados para as análises.  

Nas análises multivariadas para ambos os modelos (clássico e misto), 

a estratégia de modelagem utilizada foi a backward, na qual todas as 

variáveis inicialmente são incluídas no modelo, denominado inicial, e a cada 
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passo as variáveis são selecionadas com base no teste de Wald até a 

obtenção do modelo mais parcimonioso que melhor explique o desfecho. O 

nível de significância para uma variável permanecer no modelo final foi 

estabelecido em 5%. O critério de informação Akaike (AIC) foi utilizado para 

avaliação do ajuste dos modelos. 

A partir dos coeficientes de regressão, estimados pelos modelos, foram 

calculadas as razões de chance (OR) e seus respectivos intervalos com 95% de 

confiança (IC). Os cálculos estatísticos foram realizados no programa R versão 3.2.5 

para Windows (R Core Team, 2016 https://www.R-project.org/), utilizando o pacote 

lmer4 (Bates et al., 2015), versão 1.1-12. 

 

4.4. RESULTADOS 

 

Para T. equi, verificou-se positividade de 83,5% (475/569), sendo de 

84,3% (435/516) na população rural e de 75,5% (40/53) na população urbana 

(p>0,05). Identificou-se equídeos positivos em todos os municípios e 

propriedades estudadas com percentual de positividade variando de 75,5 à 

88,1% nos municípios e de 54,5 à 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 município 

(0,5%) e para fazenda (1,1%) não indicaram a formação de clusters. Assim, 

utilizaram-se modelos de regressão clássicos. Nas tabelas 2 e 3 observa-se 

o comportamento de todas as variáveis no modelo linear generalizado 

bivariado e no modelo cheio, respectivamente. O modelo final (Tabela 4) 

mostra a faixa etária sênior, assim como as outras espécies (asinina + muar) 

como possíveis fatores de proteção.  

Para B. caballi, 24,3% (138/569) dos animais encontravam-se positivos, 

sendo 25% (129/516) na população rural e 17% (9/53) na população urbana 

(p>0,05). Da mesma forma que para T. equi, identificou-se equídeos positivos 

em todos os municípios e fazendas estudadas com percentual de positividade 

variando de 18,8 a 32,7% nos municípios e de 9 a 66,7% nas propriedades 
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(Apêndice 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 município (0,9%) e fazenda (4,5%) indicaram formação de clusters 

apenas no nível de fazendas. Portanto, modelos de regressão mistos tendo 

fazenda como efeito aleatório foram utilizados para a análise dos possíveis 

fatores de risco para B. caballi. O comportamento de todas as variáveis do 

modelo linear generalizado bivariado e no modelo cheio podem ser 

observados nas tabelas 5 e 6.  No modelo final (Tabela 7), as faixas etárias 

adulto e sênior foram identificados como proteção, enquanto as outras 

espécies (asinina + muar) foram identificadas como risco.  

Co-infecções foram detectadas em 22,7% (129/569)  dos equídeos, 

sendo 23,6% (122/516) na população rural e 13,2% (7/53) na população 

urbana. Identificou-se em todos os municípios e propriedades equídeos co-

infectados. Entre as espécies, a co-infecção 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 

presença destes em todos os equídeos amostrados. 

Não houve amplificação de DNA de T. evansi nas amostras testadas. 

Em todas as amostras negativas para os hemoparasitos observou-se 

amplificação para o GAPDH. Não foram verificadas diferenças significativas 

no hemograma de animais positivos para T. equi e B. caballi em relação ao 

hemograma dos animais negativos (Apêndice C). Por fim, não foram 

detectados animais positivos para os hemoparasitos pesquisados através do 

exame direto do esfregaço sanguíneo.  
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Tabela 2. Modelos lineares generalizados bivariados de fatores associados 

à infecção por Theileria equi em equídeos naturalmente infectados da 

microrregião de Ilhéus-Itabuna-Bahia. 

Variáveis 
Equídeos Odds ratio 

P 
Positivos (%) Negativos (%) (95% IC) 

Sexo do animal       

Macho 121 (85,8) 20 (14,2) 1,17 (0,68-2,03) 0,56 

Fêmea (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)   

Não  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 

Não (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 

Não (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 

Não (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 

Não (Ref.) 339 (82,7) 71 (17,3)   

Há ratos na propriedade       

Sim  347 (84,4) 64 (15,6) 1,04 (0,58-1,87) 0,87 

Não (Ref) 88 (83,8) 17 (16,2)   

Há plantas tóxicas na 
pastagem     

  

Sim  194 (84,0) 37 (16) 0,95 (0,59-1,54) 0,85 

Não (Ref) 241 (84,6) 44 (15,4)   

Faixa etária 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 

Sênior 128 (71,5) 51 (28,5) 0,18 (0,07-0,45) <0,01 
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Tabela 3. Modelo linear generalizado misto multivariado de fatores 
associados à infecção por Theileria equi em equídeos da microrregião de 
Ilhéus-Itabuna, Bahia, Brasil. Modelo cheio. 
Variável Categoria Oddsratio 

(95%CI) 
p 

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 

 Não (ref)   

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

 Não (ref)   

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

 Não (ref)   

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

 Não (ref)   

Faixa etária do animal  Jovem (ref)   

 Adulto  0,66 (0,25-1,73) 0,40 

 Sênior 0,15 (0,06-0,40) <0,01 

Há roedores na propriedade Sim  1,09 (0,53-2,24) 0,81 

 Não (ref)   

Há plantas toxicas na propriedade Sim  0,84 (0,43-1,62) 0,60 

 Não (ref)   

Animal mantido estabulado Não  1,94 (0,75-4,99) 0,17 

 Sim (ref)   

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

 Fêmea (ref)   

 

Tabela 4. Modelo linear generalizado clássico de fatores associados à 
infecção por Theileria equi em equídeos da microrregião de Ilhéus-Itabuna, 
Bahia, Brasil.Modelo final. 

Variável Categoria Odds ratio  
(95%IC) 

p 

Espécie Equino (ref)   

 Asinino + Muar  0,41 (0,19-0,89) 0,02 

Faixa etária em anos Jovem (ref)   

 Adulto  0,77 (0,30-1,96) 0,58 

 Sênior 0,19 (0,08-0,47) <0,01 
AIC 419.12 
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Tabela 5. Modelos lineares generalizados bivariados de fatores associados à 
infecção por Babesia caballi em equídeos naturalmente infectados da 
microrregião de Ilhéus-Itabuna-Bahia. 

Variáveis 
Equídeos Odds ratio P 

Positivos (%) Negativos (%)  (95% IC)   

Sexo do animal       

Macho 43 (30,3) 98 (69,5) 1,43 (0,85 ï 2,40) 0,17 

Fêmea (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)   

Não 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 

Não (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 

Não (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 

Não (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 

Não (Ref) 112 (27,3) 298 (72,7)   

Há ratos na propriedade       

Sim  96 (23,4) 315 (76,6) 0,62 (0,32-1,20) 0,16 

Não (Ref) 33 (31,4) 72 (68,0)   

Há plantas tóxicas na 
pastagem     

  

Sim  50 (21,6) 1,8 (78,4) 0,74 (0,42-1,33) 0,32 

Não (Ref) 79 (27,7) 206 (72,3)   

Faixa etária 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 

Sênior 17 (9,5) 162 (90,3) 0,05 (0,03-0,11) <0,01 
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Tabela 6. Modelo linear generalizado misto multivariado de fatores 
associados à infecção por B. caballi em equídeos da microrregião de Ilhéus-
Itabuna, Bahia, Brasil. Modelo cheio. 
Variável Categoria Oddsratio 

(95%CI) 
p 

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 

 Não (ref)   

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

 Não (ref)   

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

 Não (ref)   

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

 Não (ref)   

Faixa etária do animal  Jovem (ref)   

 Adulto  0,19 (0,11-0,34) <0,01 

 Sênior 0,06 (0,03-0,13) <0,01 

Há roedores na propriedade Sim  0,72 (0,34-1,53) 0,39 

 Não (ref)   

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

 Não (ref)   

Animal é mantido estabulado Não  0,49 (0,22-1,09) 0,08 

 Sim (ref)   

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

 Fêmea (ref)   

 

Tabela 7. Modelo linear generalizado misto multivariado de fatores 
associados à infecção por B. caballi em equídeos da microrregião de Ilhéus-
Itabuna, Bahia, Brasil. Modelo final. 

Variável Categoria Odds ratio 
(95%IC) 

p 

Espécie do animal Equino (ref)   

 Asinino + Muar 2,94 (1,20-7,15) 0,02 

Faixa etária do animal Jovem (ref)   

 Adulto  0,17 (0,10-0,30) <0,01 

 Sênior 0,05 (0,02-0,10) <0,01 
 
AIC 499.6 
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4.5. DISCUSSÃO 

 

O estudo foi conduzido em uma região na qual predomina o clima 

tropical úmido, que favorece o desenvolvimento do ciclo biológico de 

artrópodes durante todo o ano. Este fato pode ser comprovado pela presença 

de carrapatos em todos os equídeos amostrados, justificando a ampla 

disseminação dos agentes da PE na região (em todos os municípios e 

fazendas analisadas) e a elevada prevalência de infecção por T. equi 

observada tanto em área urbana quanto rural, corroborando com o estudo de 

Sgorbini et al. (2015). 

Uma maior frequência de infecção por T. equi foi observada em relação 

à infecção por B. caballi, corroborando com a maioria dos estudos sobre PE 

em diferentes regiões do mundo (BRÜNING 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 estão presentes na região de estudo,  a diferença entre a frequência 

de infecção pelos dois parasitos está, provavelmente, associada às diferentes 

formas de transmissão 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 infecção 

por B. caballi (WEILAND, 1986) e/ou a menor presença regional de B. caballi 

(HAWKINS et al., 2015; ODUORI et al, 2015) pode justificar também a 

diferença entre os resultados na região estudada.  

A ocorrência de co-infecções foi considerada elevada, aproximando-se 

da frequência de infecção por B. caballi. Este fato pode ser reflexo da alta 

frequência de infecção por T. equi (quase 85%), já que a maioria dos animais 

positivos para B. caballi também o foram para T. equi. 

É importante ressaltar que os proprietários/tratadores das fazendas 

selecionadas não relataram durante as visitas a presença de sinais clínicos 

de PE em seus animais. Isto sugere que a maioria das infecções eram 

subclínicas, fato este reforçado pela ausência de alterações no hemograma 
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dos animais positivos, indicando quadro de estabilidade enzoótica, como 

citado por Penzhorn et al. (2001).  

A identificação das faixas etárias adulto e sênior como fatores de 

proteção para a infecção por B. caballi demonstra uma diminuição do número 

de animais positivos com o avançar da idade. Uma vez que o estudo foi 

realizado em uma área de estabilidade enzoótica, espera-se que os primeiros 

contatos com o parasito ocorram de forma precoce, com maior prevalência e 

detecção 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 infecção por B. caballi pelos equinos 

(WEILAND, 1986), dificultando a identificação molecular do parasito na 

circulação em animais mais velhos, embora em alguns estudos esta diferença 

de positividade por faixa etária não tenha sido observada ( GRANDI et al., 

2011). 

De forma similar, os resultados para T. equi também demonstraram uma 

precocidade na infecção. Vários autores relatam que, após a recuperação da 

infecção aguda por T. equi, os animais tornam-se portadores sadios (RÜEGG 

et al., 2007; VIEIRA et al., 2013; WEILAND, 1986), sendo esperado que 

animais mais velhos apresentem maior prevalência por ter havido maior 

tempo para que a infecção ocorresse, já que o parasito permanece presente 

na circulação por muito tempo, possivelmente por toda a vida (RÜEGG et al., 

2007; VIEIRA et al., 2013). Entretanto, neste estudo observou-se um menor 

número de animais infectados na faixa etária sênior , o que nos leva a pensar 

que de alguma forma o sistema imunológico foi capaz de reduzir a parasitemia 

a níveis indetectáveis mesmo através da PCR. Não identificamos na literat ura 

disponível informações que pudessem municiar a discussão. Além disso, 

como não existe uma uniformidade na forma de categorização etária entre os 

estudos que analisam fatores de risco, é possível que diferenças na forma de 

categorização possam ter influenciado neste resultado. 

Neste estudo, o menor número de asininos e muares positivos para T. 

equi em relação aos equinos sugere uma menor suscetibilidade dos mesmos 

à infecção, ou uma maior habilidade destas espécies em controlar a infecção. 
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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 infecção por 

este bioagente. 

Por outro lado, identificou-se as espécies não equinas (asinina e muar) 

como possíveis fatores de risco para a infecção por B. caballi. Muares já 

haviam sido descritos como fator de risco para esta infecção por Garcia-

Bocanegra et al. (2013), Kouam et al. (2010) e Moretti et al. (2010). Estes 

pesquisadores atribuíram este fato às possíveis diferenças no manejo 

dispensado aos muares, que geralmente são utilizados como animais de 

carga e recebem menor atenção que o rebanho equino, sendo esta hipótese 

válida também para asininos que, em nosso meio, são utilizados para o 

mesmo fim. Entretanto estes achados não são um consenso. Piantedosi et al. 

(2014) consideraram equinos como possíveis reservatórios disseminadores 

de B. caballi ao rebanho asinino, enquanto Linhares et al. (1997) e Hussain 

et al. (2014) não encontraram diferenças na frequência de infecção por B. 

caballi entre as três espécies de equídeos. 

Guidi et al. (2015), comparando a prevalência de PE em raças de 

equinos, sugere que as diferenças encontradas não seriam por uma 

predisposição genética, mas sim pelas diferentes práticas de manejo a que 

as diferentes raças são submetidas. É possível que esta hipótese possa 

explicar os resultados de vários estudos. Fazendo uma analogia com nossos 

resultados a prevalência observada para cada bioagente da PE nos asininos 

e muares se comportou de forma diferente em relação a prevalência 

observada nos equinos. Logo, acreditamos que realmente exista uma 

possível influência genética entre os equídeos para explicar estes achados 

ou uma variabilidade genética entre os hemoparasitos nas diferentes regiões. 

Isto é corroborado pelos resultados de estudos envolvendo apenas asininos 

que identificaram sempre uma maior prevalência de infecção por B. caballi 

em relação a T. equi (CHAHAN et al., 2006; GARCÍA-BOCANEGRA et al., 

2013; LAUS et al., 2015; MACHADO et al., 2012), o que é contrário 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 relação 

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) não 

foram associados à infecção pelos bioagentes da PE nesse estudo.  Isto 

reforça a ideia da região estudada tratar-se de área de estabilidade enzoótica, 

com precocidade de infecção e ampla distribuição dos parasitos da PE nos 

animais e carrapatos. 

É importante ressaltar que o diagnóstico realizado nesse estudo foi 

molecular e que grande parte dos estudos envolvendo prevalência e fatores 

de risco para a PE utilizam a sorologia como ferramenta diagnóstica, que 

apresenta maiores índices de positivos em relação a PCR (LAUS et al., 2015; 

MORETTI et al., 2010). Assim, é possível que as prevalências na região 

estudada sejam ainda maiores uma vez que estas técnicas de diagnóstico 

são complementares. A presença dos bioagentes da PE no sangue evidencia 

o risco potencial dos equídeos em transmiti -los a potenciais vetores, com 

manutenção de seus ciclos de vida na região.  

Com relação à T. evansi, não há relatos de casos clínicos ou surtos no 

Estado da Bahia onde foi realizado este estudo, sendo provável que o agente 

não esteja presente nos animais da região.  Entretanto, uma vez que surtos 

(NUNES et al., 2012) foram identif icados a, aproximadamente, 500 Km de 

distância deste Estado, torna-se importante um rigoroso controle sobre o 

trânsito dos animais, uma vez que insetos hematófagos transmissores e 

reservatórios tais como capivaras e catitus estão amplamente difundidos na 

região. 
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4.6. CONCLUSÕES 

 

Os resultados deste estudo permitem concluir que os animais da região 

estudada estão infectados de forma enzoótica pelos agentes da piroplasmose 

equina. Onde os animais se infectam precocemente tornando-se portadores 

assintomáticos dos parasitos mantendo uma estabilidade enzoótica. Logo, o 

trânsito de animais oriundos desta região pode funcionar como potencial 

disseminador da PE para outras áreas, sendo necessária a adoção de 

cuidados para minimizar a chance de transmissão para vetores potenciais. 

Faz-se necessária também cautela na introdução/entrada de animais não 

expostos a PE na região. Assim como a introdução de equídeos infectados 

por T. evansi deve ser evitada para impedir a introdução do agente nesta 

área.  Estudos experimentais envolvendo asininos e muares devem ser 

realizados para avaliar de forma controlada o comportamento da infecção dos 

agentes da PE nestas espécies. 
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5. CAPÍTULO II 

 

 

 

 

 

 

Frequência de infecção e fatores associados à patógenos com 

potencial zoonótico (Borrelia spp., Leishmania spp., Toxoplasma gondii e 

Anaplasma phagocytophilum)  em equídeos do Estado da Bahia, Brasil  
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5.1. INTRODUÇÃO 

 

Equídeos podem se infectar com diversos patógenos que também 

infectam humanos (BUTLER et al., 2005; GALO et al., 2009; ISHAG et al., 

2014). É provável que este potencial possa estar relacionado aos mais de 

5.000 anos de convívio próximo entre estas duas espécies, permitindo o 

desenvolvimento da capacidade de alguns agentes poderem se desenvolver 

em ambas. Em estudos de populações, conceitos como ecological fitting e 

fitness space, que explicam a capacidade de interação entre microbiota, flora, 

fauna, clima e meio-ambiente em busca de equilíbrio, parecem explicar este 

fenômeno (BROOKS; HOBERG, 2007). 

Atualmente, diversas doenças zoonóticas, são classificadas como 

emergentes ou reemergentes (BRASIL, 2011). Alterações no clima, maior 

facilidade de dispersão e interação entre hospedeiros vertebrados e 

invertebrados parecem estar associadas ao surgimento ou até mesmo a 

surtos de determinadas doenças em diferentes regiões do planeta (BROOKS; 

HOBERG, 2007; NAUCKE et al., 2008; QABLAN et al., 2013; RIKIHISA, 

2011).  

Os equídeos, em virtude da estreita relação com diversos vetores, em 

associação com o ambiente e manejo a que são submetidos, podem ser 

expostos de forma mais frequente a hemoparasitos e outros agentes 

zoonóticos em relação à população humana (HANSEN et al., 2010; KISS et 

al., 2011; MAURIZI et al., 2010), podendo desempenhar um importante papel 

de sentinela para algumas doenças (BRÜNING, 1996; COIRO et al., 2012; 

REUSS; DIPLOMATE, 2013; RIBEIRO et al., 2013).  

Doenças como anaplasmose granulocítica humana, borreliose, 

leishmaniose e toxoplasmose têm impacto na saúde pública, causando 

grandes perdas econômicas diretas e indiretas, levando a morbidade e, em 

alguns casos, mortalidade na população humana, com elevada prevalência 

em algumas regiões do mundo, como no caso da toxoplasmose e 
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leishmaniose (BRASIL, 2006). Os agentes destas enfermidades também 

infectam equídeos e alguns apresentam hospedeiros invertebrados comuns. 

Os equinos normalmente se comportam como portadores assintomáticos, 

mas relatos de sinais clínicos de toxoplasmose (PAPINI et al., 2015), 

borreliose (DeVILBISS et al., 2009; MADUREIRA et al., 2009), anaplasmose 

granulocítica (PARRA, 2009; SALVAGNI et al., 2010) e leishmaniose 

(SOARES et al., 2013; VEDOVELLO-FILHO et al., 2008) nesses animais são 

descritos na literatura.  

A inegável importância da toxoplasmose, leishmaniose, anaplasmose e 

borreliose para a saúde pública e animal, assim como a possibilidade de os 

equídeos atuarem como fontes de infecção, reservatórios ou ainda sentinelas 

para estes patógenos, justificou a realização deste estudo. 

 

5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Determinar a frequência e os fatores associados à infecção por Borrelia 

spp. em equídeos naturalmente infectados da microrregião Ilhéus-Itabuna, 

Bahia, Brasil. 

Determinar a frequência e os fatores associados à infecção por 

Leishmania spp. em equídeos naturalmente infectados da microrregião 

Ilhéus-Itabuna, Bahia, Brasil. 

Determinar a frequência e os fatores associados à infecção por 

Anaplasma phagocytophilum em equídeos naturalmente infectados da 

microrregião Ilhéus-Itabuna, Bahia, Brasil. 

Comparar a frequência de infecção por Toxoplasma gondii em animais 

oriundos de área urbana e rural.  

Determinar as co-infecções entre Borrelia spp., Leishmania spp., 

Toxoplasma gondii e Anaplasma phagocytophilum em equídeos naturalmente 

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

5.3.1. Área de estudo e população amostral 

A coleta de dados foi realizada, no período de agosto de 2013 a 

dezembro de 2014 na microrregião de Ilhéus-Itabuna, no Estado da Bahia. 

Esta região pertence à mesorregião Sul Baiano e possui população equídea 

estimada em 90.974 animais (IBGE, 2011). Desta microrregião, foram 

selecionados cinco municípios com características, predominantemente, 

rurais: Itaju do Col¹nia (15Ü08ôS 39Ü43ôO), Itap® (14Ü52ôS 39Ü25ôO), Ibicara² 

(14Ü51ôS 39Ü35ôO), Santa Cruz da Vit·ria (14Ü57ôS 39Ü48ôO), Floresta Azul 

(14Ü50ôS 39Ü39ôO) e o munic²pio de Itabuna (15Ü8ôS 39Ü43ôW) com predom²nio 

de área urbana (figura 1). 

 

Figura 1. Indicação geográfica dos Municípios participantes deste estudo. A 
(Santa Cruz da Vitória); B (Floresta Azul); C (Ibicaraí); D (Itabuna); E (Itaju 
do Colônia), F (Itapé). 

 

Os animais, propriedades e municípios foram selecionados por 

conveniência. O número de animais por município foi proporcional à sua 
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população de equídeos. No total foram coletadas amostras de sangue de 569 

equídeos (528 equinos, 8 muares e 33 asininos), sendo 516 equídeos, 

provenientes de 20 propriedades rurais e 53 equinos oriundos de área urbana 

utilizados pela polícia montada, carroceiros e praticantes de cavalgadas.  

As informações referentes à resenha dos animais (espécie, idade, 

sexo), características da fazenda e manejo (animal mantido estabulado, 

presença de carrapatos, contato com outras espécies) foram obtidas através 

de uma entrevista semiestruturada (Apêndice A) aplicada junto aos criadores 

ou proprietários, para avaliação dos possíveis fatores associados.   

O estudo foi realizado dentro dos padrões estabelecidos pelo Colégio 

Brasileiro de Ética e Bem-Estar Animal, através de aprovação pelo Comitê de 

Ética 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 

punção da veia jugular externa, utilizando-se agulhas descartáveis (25 X 8 

mm) acopladas em tubos a vácuo com e sem anticoagulante (EDTA). 

Os tubos com anticoagulante foram centrifugados a 699g por 10 

minutos e, desprezado o plasma sobrenadante, a capa leucocitária 

juntamente com a papa de hemácias foram acondicionadas em tubos 

plásticos livres de DNase e RNase e congelados a -20ºC para posterior 

extração de DNA. Para obtenção dos soros, os tubos sem anticoagulante 

foram centrifugados a 699g por 10 minutos, sendo os soros, separados por 

aspiração, foram acondicionados em tubos plásticos com tampa e congelados 

a -20ºC, até a realização dos testes sorológicos. 
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5.3.3. Sorologia 

5.3.3.1.Borrelia spp. 

Para a detecção de anticorpos contra o antígeno bruto de B. 

burgdorferi, cepa G39/40, utilizou-se o ELISA indireto, com antígeno na 

concentração de 15ng/mL, soro diluído em Tampão 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 está 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 absorbância 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 antígeno inativado de B. burgdorferi, cepa G39/40, cedidos 

pelo Laboratório de Doenças Parasitárias da Universidade Federal Rural do 

Rio de Janeiro ï UFRRJ, Seropédica - RJ. 

 

5.3.3.2. Leishmania spp. 

Para a detecção de anticorpos contra o antígeno solúvel de L. 

braziliensis, utilizou-se o ELISA indireto, com antígeno na concentração de 

10ng/mL, soro diluído em Tampão salino fosfato (PBS Tween 80, 0,05%, pH 

7,4) a 1:200 e o conjugado a 1:30.000 (anti-horse IgG, A6063, Sigma®) 

(MACHADO et al., 1997). O protocolo completo está 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 

absorbância dos controles negativos e a leitura realizada em 405 nm. Os 

controles positivos e negativos foram cedidos pelo Laboratório de 

Imunopatologia da Unesp/Jaboticabal.  
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 Na sorologia para detecção de imunoglobulinas G (IgG) anti -

Leishmania spp. utilizou-se a reação de imunofluorescência indireta (RIFI), 

considerando como ponto de corte a diluição de 1:40 (OLIVEIRA et al., 2008). 

As lâminas foram previamente sensibilizadas com promastigotas de 

Leishmania braziliensis provenientes da Universidade Estadual Paul ista ï 

UNESP, Campus Jaboticabal. Foi utilizado conjugado anti -IgG equino da 

Sigma (Anti-HorseIgG ï F7759, Sigma-Aldrich ®) na diluição de 1:5000 

(SOARES, 2012). Para a leitura das lâminas, foi utilizado microscópio com 

sistema de epifluorescência (OLYMPUS, BX 51). O protocolo para a 

realização da RIFI está descrito no anexo D. Foram consideradas positivas 

as reações com completa fluorescência na periferia dos protozoários. Os 

controles (positivo e negativo) foram provenientes do Laboratório de 

Imunopatologia da Unesp/Jaboticabal. 

 

5.3.3.3. Toxoplasma gondii 

A sorologia para detecção de anticorpos anti-T.gondii foi realizada 

apenas nos animais da área urbana e o resultado foi comparado aos obtidos 

no estudo prévio envolvendo os mesmos equídeos da área rural deste estudo 

(SOUZA, 2014). Utilizou-se a reação de imunofluorescência indireta (RIFI), 

considerando como ponto de corte a diluição de 1:64 (GHAZY, et al., 2007; 

EVERS et al., 2013) 

As lâminas foram sensibilizadas com taquizoítos da cepa RH, de T. 

gondii, provenientes da Universidade Estadual Paulista ï UNESP, Campus 

Jaboticabal, e fixadas em formol a 10%. Foi utilizado conjugado anti-IgG 

equino da Sigma (Anti-Horse IgG ï F7759, Sigma-Aldrich ®) na diluição de 

1:32. Para a leitura das lâminas, foi utilizado microscópio com sistema de 

epifluorescência (OLYMPUS, BX 51). O protocolo para a realização da RIFI 

está descrito no anexo E Foram consideradas positivas as reações com 

completa fluorescência na periferia dos taquizoítos. Os controles (positivo e 
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negativo) foram provenientes do Laboratório de Diagnóstico de Parasitoses 

animais da Universidade Federal da Bahia (UFBA).  

 

5.3.4. Extração do DNA genômico e reação de PCR para detecção 

de DNA de Anaplasma phagocytophilum e Leishmania spp. 

5.3.4.1. Extração de DNA genômico 

A extração de DNA das amostras de sangue foi realizada utilizando o 

ñkitò comercial QIAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGENTM), seguindo as 

recomendações do fabricante (anexo A). As soluções de DNA foram 

identificadas e mantidas estocadas em freezer -20C° para posterior 

realização das reações de PCR. 

 

5.3.4.2. Protocolo para Leishmania spp. 

Foram utilizados os primers específicos 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 tampão 

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 

5µL do DNA genômico. Condições semelhantes foram adotadas para L. 

braziliensis utilizando 3mM MgCl2 e 2,5U de Taq DNA polimerase. As 

condições termocíclicas foram: 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 

94ºC por 1 min, 59ºC e 65ºC por 1 min para anelamento dos primers de L. 

infantum e L. braziliensis, respectivamente e, extensão de 1 min a 72ºC, com 

extensão final a 72°C por 5 minutos. Foi utilizada água ultrapura como 

controle negativo. Os controles positivos da cepa Huhu foram cedidos pelo 

Centro de Pesquisa Gonçalves Muniz (FIOCRUZ-BA). 
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5.3.4.3. Protocolo para Anaplasma phagocytophilum 

As reações foram realizadas utilizando os primers descritos por 

Massung et al. (1998), gE3a/gE10R na primeira reação e gE2/gE9f na 

segunda reação (Tabela 8), usando volume final de 12,5µL contendo 2,5µL 

de DNA genômico, tampão de reação 10x, 1,5mM de MgCl2, 0,2mM de cada 

dNTP, 0,4µM de cada primer e 1,25U de Taq polimerase, complementado até 

o volume final com água ultrapura. As condições termocíclicas 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 extensão final a 72°C por 5 

minutos, de acordo com Massung et al., (1998) com modificações. Para a 

nested-PCR foram utilizadas as mesmas concentrações e volume final para o 

ñmixò sendo utilizado 0,5ÕL do produto da primeira reação, houve redução no 

número de ciclos para 30, mantendo as condições de tempo e temperatura do 

termociclador. Foi utilizada água ultrapura como controle negativo. O controle 

positivo foi cedido pelo Laboratório de Imunoparasitologia da 

Unesp/Jaboticabal. 

 

5.3.4.4. Protocolo para GAPDH 

Para verificar a integridade do DNA e ausência de potenciais inibidores, 

as amostras negativas foram submetidas ao PCR para detecção do gene da 

enzima GAPDH, utilizando primers desenvolvidos por Birkenheuer et al. 

(2003) (Tabela 8). Foi utilizado nas reações volume final de 25µL compostos 

de 5µL de DNA genômico, tampão de reação 10x, 2,0mM de MgCl 2, 0,2mM 

de cada dNTP, 0,4µM de cada primer, 1,25U de Taq polimerase e água 

ultrapura até completar o volume final. O protocolo de amplificação utilizado 

consistia em uma desnaturação inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por 40 

ciclos de 94°C por 30 segundos para desnaturação, anelamento a 52°C por 1 

minuto e extensão a 72°C por 1 minuto, com extensão final a 72°C por 5 

minutos, de acordo com Birkenheuer et al. (2003) com modificações.  

A eletroforese dos produtos das reações foi realizada em gel de 

agarose a 2% em tampão 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 etídio (0,5µg/mL). Os tamanhos dos 

produtos amplificados foram estimados utilizando-se um padrão de pares de 

base (1 Kb Plus DNA Ladder - Invitrogen®). A visualização 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 realização das reações de PCR (1ª e 2ª 

reações) para a identificação da infecção por Leishmania infantum, 

Leishmania braziliensis e Anaplasma phagocytoprilum em equinos 

naturalmente infectados da microrregião de Ilhéus-Itabuna e para verificação 

da integridade do DNA e presença de inibidores nas amostras  (GAPDH). 

Agente Código 
Sequência de oligonucleotídeos 

(5ô ï 3ô) 
Reação Referencia 

Leishmania 

Infantum 

RV1 CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAG 
1ª 

Lachaud et al., 

2002 RV2 CCACCTGGCCTATTTTACACCA 

Leishmania 

braziliensis 

B1 GGGGTTGGTGTAATATAGTGG 
1ª 

De Bruijn; 

Barker,1992 B2 CTAATTGTGCACGGGGAGG 

Anaplasma 

phagocytophilum 

gE3a CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC 
1ª 

Massung et 

al., 1998 

gE10R TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC 

gE2 GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG 
2ª 

gE9f AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT 

GAPDH* 
gapF CCTTCATTGACCTCAACTACAT 

1ª 
Birkenheuer et 

al. 2003 gapR CCAAAGTTGTCATGGATGACC 

* Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 
 

 

5.3.5. Análise Estatística 

 

Para fins de modelagem estatística, as variáveis foram categorizadas 

da seguinte forma: município de localização da fazenda (Itapé/Santa Cruz da 

Vitória/Floresta Azul/Ibicaraí/ Itaju do Colônia), espécie 

(equinos/asinino+muar), a idade foi transformada em faixa etária [ jovem (Ò3 

anos), adulto (>3 e <12 anos), s°nior (Ó12 anos)], sexo (macho/fêmea), 
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animal mantido estabulado (sim/não), contato com ovinos (sim/não), contato 

com caprinos (sim/não), contato com galinhas (sim/não), contato com bovinos 

(sim/não), presença de roedores nas fazendas (sim/não), presença de plantas 

tóxicas nas pastagens (sim/não). As variáveis presença de infecção por 

Borrelia spp. e Leishmania spp. (sim/não) foram consideradas como variáveis 

desfecho.  

Animais de área urbana foram amostrados apenas no município de 

Itabuna, totalizando 53 equinos utilizados pela polícia montada, carroceiros e 

praticantes de cavalgadas. Esses animais foram excluídos das modelagens 

devido às diferentes características de manejo desses equinos.  

Modelos lineares generalizados com distribuição binomial foram 

utilizados para execução das análises bivariadas e multivariadas.  Devido a 

possibilidade de formação de clusters os coeficientes de correlação 

intraclasse (ICC ï ñCoeficiente de correla«o intra classeò) para municípios e 

fazendas foram calculados (DOHOO et al., 2003) a partir do modelo nulo 

(STARKWEATHER, 2010). No caso de formação de cluster a variável foi 

considerada aleatória e modelos mistos foram utilizados para as análises.  

Nas análises multivariadas para ambos os modelos (clássico e misto), 

a estratégia de modelagem utilizada foi a backward, na qual todas as 

variáveis inicialmente são incluídas no modelo, denominado inici al, e a cada 

passo as variáveis são selecionadas com base no teste de Wald até a 

obtenção do modelo mais parcimonioso que melhor explique o desfecho. O 

nível de significância para uma variável permanecer no modelo final foi 

estabelecido em 5%. O critério de informação Akaike (AIC) foi utilizado para 

avaliação do ajuste dos modelos. 

A partir dos coeficientes de regressão, estimados pelos modelos, foram 

calculadas as razões de chance (OR) e seus respectivos intervalos com 95% de 

confiança (IC). 

Os cálculos estatísticos foram realizados no programa R versão 3.2.5 

para Windows (R Core Team, 2016 https://www.R-project.org/), utilizando o 

pacote lmer4 (BATES et al., 2015), versão 1.1-12. 
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Para as infecções por Toxoplasma gondii foram analisados com o 

programa EPIINFO versão 3.5.2, onde foi feito o qui -quadrado com correção 

Yates para comparar a frequência das populações 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 municípios foram identificados animais positivos . Em 

85% (17/20) das fazendas avaliadas, foi encontrado pelo menos um equídeo 

positivo. Foram detectados positivos para Borrelia spp. 13,4% (71/528) dos 

equinos, 19,5% (8/41) dos asininos e muares (Apêndice D). Nas tabelas 9 e  

10 observa-se o comportamento de todas as variáveis no modelo linear 

generalizado bivariado e no modelo cheio, respectivamente. O modelo final 

(Tabela 11) mostra o sexo masculino como possível fator de proteção para a 

infecção 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 à zona rural, sendo que nenhum animal foi posit ivo na PCR. 

Todos os municípios da área rural prospectados apresentavam animais 

soropositivos. Houve a presença 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. (Apêndice D). Na 

tabela 12 observa-se o comportamento de todas as variáveis no modelo linear 

generalizado bivariado. Frente à possibilidade das variáveis terem 

apresentados valores de ñpò elevados devido ao baixo n¼mero de animais 

positivos, gerando resultados errôneos, optou-se por realizar uma análise 

descritiva dos positivos ao invés da construção de uma regressão logística. 

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

caprinos como possível fator de proteção.  

Para T. gondii, não houve diferença estatisticamente significativa entre 

os animais urbanos (26,42%, 14/53) e a população de animais da área rural 

(30,62%, 158/516), realizado no estudo de Souza (2014) (p>0,05) (Apêndice 

D). Não foi verificada a amplificação de DNA para A. phagocytophilum nos 

animais avaliados. Houve amplificação para GAPDH em todas as amostras 

negativas. 

Foi detectada co-infecção 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-infecções foram assim distribuídas: 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 três patógenos (Figura 2). Não foi observada co-infecção nos animais entre 

Leishmania spp. e Borrelia spp. (Tabela 13). 
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Tabela 9. Modelos lineares generalizados bivariados de fatores associados à 

infecção por Borrelia spp. em equídeos naturalmente infectados da 

microrregião de Ilhéus-Itabuna, Bahia. 

Variáveis 
Equídeos Odds ratio p 

Positivos %  Negativos % (IC 95%)   

Sexo do equídeo     

Macho 10 (7,1) 131 (92,9) 0,42 (0,19-0,91) 0,03 

Fêmea (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 

Não (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 

Não (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 

Não (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 

Não (Ref) 56 (13,7) 354 (86,3)   

O animal fica em estabulado    

Sim (Ref) 6 (12,5) 42 (87,5)   

Não 66 (14,1) 402 (85,9) 0,92 (0,34-2,48) 0,87 

Utiliza antiparasitário no equídeo    

Sim (Ref) 58 (12,6) 403 (87,4)   

Não 14 (25,4) 41 (74,5) 2,60 (0,76-8,93) 0,13 

Espécie do equídeo     

Equino (Ref) 64 (13,5) 411 (86,5)   

Muar+asinino  8 (19,5) 33 (80,5) 1,24 (0,47-3,23) 0,66 

Há plantas tóxicas nas pastagens   

Sim 33 (14,3) 198 (85,7) 1,17 (0,53-2,57) 0,71 

Não (Ref) 39 (13,7) 246 (86,3)   

Há roedores na propriedade     

Sim 63 (15,3) 348 (84,7) 1,70 (0,67-4,34) 0,27 

Não (Ref) 9 (8,6) 96 (91,4)   

Faixa etária 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 

Sênior 27 (15,1) 152 (84,9) 0,96 (0,45-2,05) 0,91 

Munícipio de origem     

Itapé  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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Variáveis 
Equídeos Odds ratio p 

Positivos %  Negativos % (IC 95%)   

(Continuação)       

Ibicarai  5 (6,2) 75 (93,8) 0,54 (0,17-1,72) 0,30 

Floresta Azul  16 16,3 82 83,7 1,79(0,67-4,81) 0,25 

 

Tabela 10. Modelo linear generalizado misto multivariado de fatores 

associados à infecção por Borrelia spp. em equídeos da microrregião de 

Ilhéus-Itabuna, Bahia, Brasil. Modelo cheio. 

Variável Categoria Odds ratio 
(95%IC) 

p 

Faixa etária do animal  Jovem (Ref)   

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

 Sênior 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)   

 Não 0,67 (0,25-1,84) 0,44 

Contato com bovinos Não (Ref)   

 Sim 1,41 (0,57-3,49) 0,46 

Contato com caprinos Não (Ref)   

 Sim 0,26 (0,06-1,14) 0,07 

Contato com aves Não (Ref)   

 Sim 1,66 (0,49-5,58) 0,42 

Contato com ovinos Não (Ref)   

 Sim 1,66 (0,64-4,33) 0,30 

Há roedores na propriedade Não (Ref)    

 Sim 1,65 (0,70-3,88) 0,25 

Sexo do equídeo Fêmea (Ref)   

 Macho  0,34 (0,15-0,78) 0,01 

Há plantas tóxicas na pastagem Não (Ref)   

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

AIC 425,1 

 

Tabela 11. Modelo linear generalizado clássico de fatores associados à 

infecção por Borrelia spp. em equídeos da microrregião de Ilhéus-Itabuna, 

Bahia. Modelo final. 

Variável Categoria Odds ratio (95%IC) p 

Sexo do animal Fêmea (Ref)   

 Macho 0,42 (0,19-0,91) 0,03 

AIC 411,5 
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Tabela 12. Modelos lineares generalizados bivariados de fatores associados à 

infecção por Leishmania spp. em equídeos naturalmente infectados da 

microrregião de Ilhéus-Itabuna, Bahia. 

Variáveis 
Equídeos Odds ratio p 

Positivos % Negativos % IC 95%   

Espécie do equídeo      

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 equídeo       

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

Fêmea (Ref) 17 (4,5) 358 (95,5)   

Animal fica em estabulado      

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

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

Há plantas tóxicas nas pastagens      

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

Não (Ref) 11 (3,8) 274 (96,1)   

Contato com bovinos      

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

Não 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)   

Não 0 (0) 69 (100) Indefinido 0,99 

Contato com caprinos      

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

Não 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 

Não (Ref) 7 (5,9) 111 (94,1)   

Contato com ovinos       

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

Não 11 (2,7) 399 (97,3) 0,29 (0,11-0,73) < 0,01 

Há ratos na propriedade       

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

Não (Ref) 0 (0) 105 (100)   

Contato com gatos       

Sim 18 (4,4) 390 (95,6) 2,44 (0,55 ï 10,70) 0,23 

Não (Ref) 2 (1,9) 106 (98,2)   

Faixa etária 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 

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

       

(Continua)       
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Variáveis 
Equídeos Odds ratio p 

Positivos % Negativos % IC 95%   

(continuação)       

Munícipio de origem      

Itapé  2 (3,0) 65 (97,0) 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 (98,0) 0,53 (0,10-2,61) 0,43 

 

 

Tabela 13. Distribuição de infecções e co-infecções por Leishmania spp., 

Borrelia spp. e Toxoplasma gondii entre equídeos naturalmente infectados da 

microrregião de Ilhéus- Itabuna.  

 

Espécies 

Equinos 
urbanos (%)* 

Equinos rurais 
(%)* 

Muares*** 
(%)* 

Asininos*** 
(%)* 

Total 
(%)* 

(+) 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 
gondii**** 

13 (24,5) 104 (21,9) 4 (50) 17 (51,5) 
138 

(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) 
336 

(59,0) 

Total 53 (100) 475 (100) 8 (100) 33 (100) 
569 

(100) 

* (%) percentuais referentes ao total de animais por espécie e por ambiente 
** L- Leishmania spp., B- Borrelia spp., T- Toxoplasma gondii,  
*** Não foram colhidas amostras das espécies muar e asinina no ambiente urbano   
**** Resultados dos animais da área rural oriundos de Souza (2014) 
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Figura 2. Distribuição das coinfecções de Toxoplasma gondii, Borrelia spp., 

Leishmania spp. entre os equídeos infectados   
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5.5. DISCUSSÃO 

 

A baixa prevalência de infecção por Leishmania spp observada nos 

equídeos deste estudo corrobora em parte com os dados do Sistema de 

Informação de Agravos de Notificação do Ministério da Saúde, que no ano de 

2015 registrou apenas 10 casos de leishmaniose tegumentar humana nos 

municípios que fizeram parte deste estudo, não havendo registros de casos 

de leishmaniose visceral na região (BRASIL, 2017), que tem 

aproximadamente 279.464 habitantes (IBGE, 2015). No Brasil, estudos 

epidemiológicos envolvendo equídeos são descritos (AGUILAR et al., 1986; 

BRANDÃO-FILHO et al., 2003; FOLLADOR et al., 1999; SOARES et al., 2013; 

TRUPPEL et al., 2014; VEDOVELLO-FILHO et al., 2008) e as prevalências 

encontradas são muito variadas, sendo influenciadas principalmente pela 

endemia da doença na região estudada.   

Foi possível 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 prevalência encontrada tenha sido baixa, ela foi muito superior aos 

registros da doença em humanos na região. Este resultado indica que 

equídeos podem ser considerados sentinelas para leishmaniose (REUSS, 

DIPLOMATE, 2013), bem como reservatórios e consequentemente fonte de 

infecção para os vetores (AGUILAR et al., 1984), mesmo em áreas 

peridomicilares, desde que haja a adaptação dos flebotomíneos (TRUPPEL 

et al., 2014), uma vez que a detecção do DNA do parasito já foi observada no 

sangue de equinos (TRUPPEL et al., 2014; VEDOVELLO-FILHO et al., 2008).  

Isto é reforçado pelo fato que a leishmaniose era primariamente 

descrita em áreas rurais devido às caracterís ticas de seus vetores que 

mantinham um ciclo silvático (FOLLADOR et al., 1999). Atualmente a doença 

pode ser identificada em áreas urbanas ou periurbanas, em virtude da 

adaptação do vetor a este novo ambiente e do agente que estabeleceu novos 

reservatórios (SOARES et al., 2013; TRUPPEL et al., 2014; VEDOVELLO-
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FILHO et al., 2008). A detecção neste estudo de animais positivos apenas no 

ambiente rural pode ser um indicativo da ausência do vetor ou do agente no 

ambiente urbano estudado. 

Embora existam relatos de infecção por Leishmania spp. em asininos 

(ALENCAR, 1959; VEXENAT et al., 1986; MUKHTAR et al., 2000), não foram 

encontrados na literatura estudos epidemiológicos demonstrando asininos e 

muares como fatores de risco para leishmaninose. Entretanto, Aguilar et al 

(1984) identificaram os asininos como prováveis fontes de introdução da 

infecção em uma área de surto na Venezuela, uma vez que as primeiras 

lesões cutâneas sugestivas da doença foram reladas em asininos 

provenientes de região endêmica. Aliado a isto, foi observado que estes 

animais foram a principal fonte de alimentação para os flebótomos, quando 

comparado o assédio dos vetores entre asininos, humanos e cães  (AGUILAR 

et al.,1984).  

O resultado negativo da PCR impossibilitou a identificação da espéci e 

envolvida, entretanto, pela ausência de registros de casos de leishmaniose 

visceral humana e canina na região, é provável que os equídeos avaliados 

sejam portadores assintomáticos de agentes da leishmaniose tegumentar. 

Isto reforça a importância do controle no trânsito de equídeos, principalmente 

asininos, de áreas endêmicas para não endêmicas.  

Doença negligenciada na maior parte do mundo (BASILE et al., 2017) 

os poucos estudos com borreliose em equídeos 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 prevalência dentro da faixa anteriormente descrita, no entanto não 

houve diferença significativa entre animais mantidos no ambiente urbano 

quando comparados aos do ambiente rural . Entretanto, nos dois ambientes 

avaliados, a prevalência foi superior à encontrada anteriormente em cães 

(1%) da mesma microrregião (CARLOS et al., 2007), este fato pode estar 

vinculado à característica do vetor Amblyomma cajennense (YOSHINARI et 

al., 2010) que demonstra preferência por equídeos e demonstra que para 
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algumas regiões equídeos podem ser melhores indicadores de presença do 

agente que os cães. 

Fatores associados à infecção por Borrelia spp. raramente são 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 

infestação 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 infestação por carrapatos, por este motivo 

esta variável não pode ser avaliada. No entanto, o sexo masculino foi 

identificado como um fator de proteção, o que pode ser explicado pelo fato 

de a maioria dos machos amostrados serem garanhões que são, na maioria 

das vezes, mantidos estabulados ou em piquetes individuais e manejados 

frequentemente para a realização de monta. Este manejo diferenciado 

provavelmente possibilita uma menor infestação e exposição aos agentes 

transmissores. Seguindo a lógica de que a intensidade da infestação por 

carrapatos eleva o risco de infecção, Lee et al. (2016) creditaram a maior 

prevalência em determinada raça e local ao ambiente onde estes se 

encontrarem ser mais propício à manutenção 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 detecção de DNA de Borrelia 

spp. em 43% dos carrapatos retirados de equinos (BUTLER et al., 2016), 

permite concluir que equídeos podem ser considerados reservatórios da 

infecção. Aliado a isto, o risco de transmissão do agente através do contato 

com a urina contaminada citado por Maurizi e col aboradores (2010) coloca 

em risco a saúde pública. 

Não foi possível detectar DNA de A. phagocytophilum nos animais deste 

estudo. A falta de detecção assim como a detecção de baixas prevalências  

como os achados de Slivinska  et al. (2016) no leste europeu que detectaram 

uma prevalência de apenas 1,4%, podem ser explicadas uma vez que a 

parasitemia do agente em equinos ocorre por um período curto (129 dias) 

(DZIEGIEL et al., 2013; FRANZÉN et al., 2005) . Os resultados deste estudo 
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indicam que reinfecções não são comuns, em virtude da região de trânsito 

dos animais ser livre ou como uma baixa endemia do patógeno. Embora não 

se possa descartar a possibilidade de animais silvestres na área serem 

reservatórios do agente, uma vez que a infecção nos mamíferos é crucial para 

a manutenção do A. phagocytophilum (VÍCHOVÁ et al., 2014). A realização 

da sorologia permitiria a identificação de casos crônicos, mas não foi possível 

realizá-la.  

Este estudo avaliou a prevalência de T. gondii apenas na população do 

ambiente urbano (26,4%), tendo sido feito o comparativo com os resultados 

da população rural (30,6%) obtidos por Souza (2014) oriunda da mesma 

microrregião. Mesmo havendo grandes diferenças no manejo dispensado aos 

animais do ambiente rural e urbano, não foi detectada diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos, o que diverge da hipótese 

inicial de que o desafio para animais urbanos seria maior em função do maior 

contingente populacional de felinos neste ambiente. Apesar da carne equídea 

não fazer parte do hábito alimentar brasileiro, a prevalência relatada na 

espécie equina deve ser objeto de ações preventivas , já que indica a 

contaminação ambiental por oocistos que são infectantes também para seres 

humanos. 

Este estudo detectou coinfecções entre Leishmania spp., T. gondii e 

Borrelia spp., não foi possível identificar de que forma estas interações 

interferem no bem-estar animal. Poucos relatos foram feitos anteriormente a 

respeito das coinfecções entre os agentes deste estudo, apenas, Lopes et al. 

(2013) detectaram co-infecção entre Leishmania spp. e T. gondii. 

A mesorregião Sul do Estado da Bahia, Brasil, apresenta clima 

favorável durante todo o ano para o desenvolvimento dos vetores e das 

formas de transmissão dos patógenos estudados . Associado a isto, os 

municípios que compuseram a área rural têm Índice de Desenvolvimento 

Humano (IDH) classificados como baixo ou médio, o que pode contribuir para 

o desenvolvimento insidioso de casos na região, seja pelo desconhecimento, 

seja pela falta de diagnóstico. Os equídeos geralmente apresentam curso 

assintomático de infecção pelos agentes avaliados, mas ao mesmo tempo têm 
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o potencial de albergá-los. Logo, a importância da infecção por estes agentes 

nos equídeos ainda carece da elucidação de algumas lacunas, como o tip o 

de envolvimento destes na transmissão da Borrelia spp. e da Leishmania spp. 

e o risco que representam à saúde pública. Novos estudos são necessários 

para avaliar os efeitos das coinfecções na imunocompetencia animal e 

humana. 
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5.6. CONCLUSÕES 

Pode-se concluir que os equídeos da região estudada estão expostos 

e desenvolvem infecção por Leishmania spp. O convívio muitas vezes 

peridomiciliar destes animais coloca-os como possíveis sentinelas,  

especialmente no meio rural  onde há o indicativo de maior sensibi lidade à 

presença do patógeno e seus vetores quando comparado aos índices em 

seres humanos. 

 A detecção de equinos positivos para Borrelia spp. em todos os 

municípios amostrados confirma a circulação do patógeno na região 

estudada. Demonstra a utilidade do equino como sentinela e deve servir de 

indicativo de risco à saúde publica já que existe a possibilidade de 

transmissão pelo contato com urina contaminada.  A identificação do sexo 

masculino como fator de proteção pode estar vincula ao tipo de manejo 

dispensado aos garanhões que de alguma forma reduz o assedio dos vetores 

a estes animais. 

A ausência de detecção de DNA de A. phagocytophilum não permite 

extrapolar a ausência do patógeno na região devido às características da 

infecção, mas indica a necessidade de realização de novos estudos baseados 

em sorologia para este agente. 

A frequência de infecção por T. gondii detectada no ambiente urbano 

deste estudo indica a necessidade de ações preventivas, já que indica a 

contaminação ambiental por oocistos que são infectantes também para seres 

humanos. 

Sendo os equinos pouco susceptíveis às doenças estudadas, mas 

tendo o potencial de albergar os patógenos, ainda não é possível determinar 

o tipo de envolvimento dos equídeos na transmissão zoonótica da Borrelia 

spp. e da Leishmania spp. assim como o risco que representam à saúde 

pública. Novos estudos são necessários para avaliar os efeitos das 

coinfecções na imunocompetencia animal e humana.  
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7. APÊNDICES 

7.1. APÊNDICE A 

Questionário para investigação de patógenos em Equídeos 

Propriedade:__________________________Data_________________ 

Município:_________________________________________________ 

Proprietário:_______________________________________________ 

Endereço:_________________________________________________ 

Contato:__________________________________________________ 

Histórico de doenças: _______________________________________ 

Sinais clínicos:_____________________________________________ 

Tratamento:_______________________________________________ 

Acompanhamento de veterinário   Sim (   )      Não (   ) 

Histórico de Aborto:_________________________________________ 

Tipo de alimentação: 

Capim (   ) Feno (   ) Ração  (   )         Outros ( ):_______________ 

Instalações:_______________________________________________ 

Manejo:___________________________________________________ 

Vermifugação:(   ) Não  (   ) Sim.  Frequência: ____ Produto: _______  

Alternância de produtos: (   ) Não   (   ) Sim. Periodicidade: _________  

Controle de Carrapatos:   (   ) Não     (   ) Sim.   

Frequência: _________ Produto: __________ 

Alternância de produtos: (   ) Não   (   ) Sim. Periodicidade: _________ 

VACINAS UTILIZADAS NOS EQUÍDEOS 

Doença Freqüência Doença Freqüência 
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Presença de outros animais na propriedade:  

Bovinos (   ) Caprinos (   ) Ovinos(   ) Suínos (   ) Aves (   ) 

Felinos/Gatos(   )  Cães (   ) Roedores (   ) Outros(   ), 

Quais:_________________________________________________ 

Tem gato (   )sim    (   )não 

Gato tem acesso aos animais   (   )sim     (   )não 

Gato tem acesso as instalações  (   )sim     (   )não 

Gato tem acesso a fonte de água  (   )sim    (   )não  

Gato tem acesso ao alimento   (   )sim   (   )não 

Na área onde está localizada a propriedade, é comum a presença de 

gatos/ felídeos selvagens? (   ) Não (   ) Sim.  

Em caso positivo, tem acesso às baias dos equídeos? 

(   ) Às vezes (   ) Não (   ) Sim 

Na propriedade existe alguma instalação utilizada para estocar 

alimentos dos equídeos? (   ) Não (   ) Sim.  

E gatos (domésticos ou selvagens) têm acesso a estas instalações?   

(   ) Não (   ) Sim (   ) Às vezes 

Plantas tóxicas e abortivas existentes na região: _________________ 

A água oferecida aos equídeos é proveniente de:  (   ) Cacimba 

 (   ) Açude (   ) Lagoa (   ) Poço profundo (   ) Cisterna 

 (   ) Poço artesiano 

A água é oferecida em: (   ) Vasilhames dentro das instalações 

 (   ) Vasilhames fora das instalações   

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

Histórico de aborto nos outros animais? Quais:___________________ 

Quantos:____________________Período:______________________ 

Observações:_____________________________________________ 

________________________________________________________ 

Mortalidade/ano:___________________  
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7.2. APÊNDICE B 

Questionário para investigação de patógenos em Equídeos (características individuais) 

      Origem do: Infestação      

Tubo Proprietário Nome  Sexo Idade Pelagem Água Concentrado Volumoso Carrapato Baia/Pasto TºC FC Vacina/Vermífugo Mucosa 

                             

                             

                             

                             

                             

                             

                             

                             

                             

                             

                             

               

               

               

               

                             

                             

                             

                             

*TºC ï Temperatura retal em graus Célsius 

**FC ï Frequencia cardíaca em batimentos por minuto 
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7.3. APÊNDICE C 

Distribuição dos equídeos, total coletado nas propriedades e municípios e respectivos resultados das provas moleculares 

(PCR) para detecção de Theileria equi e Babesia caballi. 

Município  Total  

Equídeos 

Total  

Coletado 

Babesia caballi  Theileria equi  

   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%) 

Ibicaraí   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 I 12 7 1/7 (14,3%) 0/0 0/0 1/7 (14,3%) 7/7 (100%) 0/0 0/0 7/7 (100%) 

Propriedade J 20 15 6/14 (42,9%) 0/0 1/1 (100%) 7/15 (46,7%) 12/14 (85,7%) 0/0 1/1 (100%) 13/15 (86,6%) 

Itaju do Colônia  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 (20%) 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 4/6 (66,7%) 4/6 (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 Vitória  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%) 7/25 (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 (75%) 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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7.4. APÊNDICE D 

Resultados dos valores médios das análises hematológicas de equídeos naturalmente infectados por Theileria equi 

e/ou Babesia caballi ou negativos para estes parasitos classificados segundo a faixa etária.  

Eritrograma/Variáveis Jovens (-)* (n=5) Jovens (+)* (n=81) 
Adultos (-)* 
(n=25) 

Adultos (+)* 
(n=254) 

Sêniors (-)* (n=55) Sêniors (+)* (n149) 

Hemácias/µL x 106 7,1 ± 0,56 7,3 ± 1,07 6,4 ± 1,30 6,7 ± 1,12 5,9 ± 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 

Hematócrito % 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 15,4 ± 1,58 14,7 ±1,28 16,7 ± 1,3 16,6 ± 1,47 17,3 ± 1,59 17,07 ± 1,31 

Concentração de Hemoglobina 
Globular Média  % 

36,0 ± 2,07 34,9 ± 1,84 35,8 ± 1,76 35,8 ± 1,90 35,5 ± 1,79 36,11 ± 1,84 

       

Leucograma/Variáveis       

Leucócitos/µL x 103 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.)x103 4,22 ± 1,67 4,23 ± 1,23 4,82 ± 2,49 4,24 ± 1,93 4,73 ± 1,96 4,34 ± 1,93 

Linfócitos (Abs.) 5,02 ± 1,55 5,43 ± 1,73 3,72 ± 1,53 4,19 ± 1,50 3,13 ± 1,19 3,23 ± 1,19 

Monócitos (Abs.) 115,4 ± 136,6 296,9 ± 364,7 279,6 ± 409,4 251,1 ± 283,92 282,7 ± 280,88 206,82 ± 238,3 

Eosinófilos (Abs.) 544,4± 500,9 424,3 ± 294,8 543,2 ± 429,18 474,9 ± 377,81 523 ± 387,1 524,44 ± 409,28 

Basófilos (abs.) 29,0 ± 64,85 12,13 ± 43,35 4,5 ± 22,6 15,1 ± 41,04 15,4 ± 53,37 15,44 ± 61,95 

Bastões (Abs.) 0 ± 0,0 11,1 ± 41,17 14,4 ± 41,85 26,9 ± 57,39 24,1 ± 73,61 27,19 ± 59,11 

Metamielócitos (Abs.) 0 ± 0,0 0 ± 0,0 3,6 ± 17,76 1,1 ± 10,34 0 ± 0,0 1,11 ± 9,63 

       

Plaquetas/µL x 103  213,6± 113,34 208,0 ± 72,66 230,1 ± 74,48 217,0 ± 73,3 221,9 ± 71,6 209,22 ± 63,57 

Proteínas Plasmáticas Tot. g/dl 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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7.5. APÊNDICE E 

Distribuição dos equídeos, total coletado nas propriedades e municípios e respectivos resultados da sorologia para detecção de 
Borrelia spp., Toxoplasma gondii e Leishmania spp. 

Município  Total  

Equídeos 

Total  

Coletado 

Borresia spp Toxoplasma gondii Leishmania spp 

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 7/63 (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 

Propriedade C 37 10 1/10 (10%) 0/0 0/0 4/10 (40%) 0/0 0/0 0/10 (0%) 0/0 0/0 

Ibicaraí   80 5/76 (6,6%)  0/4 

(0%) 

34/76 (44,7%)  2/4 (50%) 3/76 (3,94%)  0/4 

(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 (5%) 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 I 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 Colônia  186 21/186 

(11,3%) 

  46/186 (24,7%)   7/186 (3,8%)   

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 (11,7%) 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 

Vitória  

 85 9/50 (18%) 7/31 (22,5%) 0/4 

(0%) 

14/50 (28%) 23/31 

(74,2%) 

2/4 (50%) 0/50 (0%) 6/31 (19,4%) 0/4 

(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 

(13,47%) 

8/33 

(24,24%) 

0/8 

(0%) 

123/475 

(25,89%) 

24/33 

(72,72%) 

4/8 (50%) 14/475 

(2,95%) 

6/33(18,18%) 0/8 

(0%) 

Área 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 
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8. ANEXOS 

8.1. ANEXO A 

Protocolo de Extração de DNA de sangue 

Providências importantes antes de começar: 
Todas as etapas de centrifugação são executadas em temperatura ambiente (15-25°C) 
Equilibrar a temperatura de todos os componentes à temperatura ambiente.  
Aquecer o banho-maria à 56°C para uso na etapa 4. 
Equilibrar o tampão AE ou água destilada à temperatura ambiente para eluição na etapa 
11 
Certificar de que o tampão AW1, Tampão AW2 e QUIAGEN protease foram preparados 
de acordo com as instruções. 
Se houver formação de precipitado no tampão AL, incubar à 56°C.  
 
Procedimento 
1. Pipetar 20µl de QUIAGEN protease (ou proteinase K) para o ependorf de 1.5ml  
2. Acrescentar 200µl da amostra ao ependorf.  
3. Acrescentar 200µl do tampão AL à amostra. Misturar no vórtex por 15s. Para se 
obter uma lise eficiente, é essencial que a amostra e o tampão AL sejam bem 
misturados de forma a obter uma solução homogênea.  
4. Incubar à 56°C por 10min. 
5. Breve centrifugação no ependorf 1.5ml para remover gotículas da tampa e laterais  
6. Acrescentar 200µl de etanol (96-100%) à amostra, misturar no vórtex por 15s. 
Após a mistura, centrifugar no ependorf para remover gotículas 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 não tiver passado completamente pela coluna após a centrifugação, centrifugue 
outra vez numa velocidade maior até a coluna ficar vazia. 
8. Cuidadosamente abra a coluna e acrescente 500µl do tampão 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 500µl do tampão AW2 sem 
umedecer as bordas. Feche a tampa e centrifugue a 20.000 x g; 14.000 rpm) por 3min.  
10. Recomendação: Coloque a coluna num novo tubo (não fornecido) ou despreze o 
conteúdo e recoloque o mesmo tubo, leve para uma nova centrifugação na velocidade 
máxima por 1min. 

Posicione a coluna num tubo de 1.5ml (não fornecido) e descarte o tubo com o 
filtrado. Cuidadosamente abra a coluna e acrescente 200µl do tampão AE ou água 
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 DETECÇÃO DE ANTICORPOS IgG ANTI-Borrelia spp. 

1. Sensibilizar a placa (Corning® Costar® 3590, USA) com o antígeno na concentração 
de 
15 ɛg/mL, diluindo-o em tampão carbonato-bicarbonato pH 9,6. Colocar 100 ɛL/well, 
exceto no branco da placa; 
2. Incubar ñovernightò em c©mara ¼mida (4ÜC ï geladeira); 
3. Lavar bem 3x com PBS Tween 20; 
4. Bloquear com solução PBS Tween 20+ 5% leite em pó (Molico), colocando 200 
ɛL/well; 
5. Incubar em câmara úmida, a 37ºC, durante 1h 30min;  
6. Lavar bem 3x com PBS Tween 20; 
7. Diluir os soros em PBS Tween 20, na diluição de 1:800. Colocar 100 ɛL /well; 
8. Incubar em câmera úmida à 37ºC, durante 1h30min;  
9. Lavar bem 3x com PBS Tween 20; 
10. Adicionar o conjugado anti -canino diluído em PBS Tween 20, colocando 100 
ɛL/well. 
Conjugado utilizado: Sigma anti-dog IgG Alkaline Phosphatase Conjugate ï diluição 
1:5000 
11. Incubar em câmara úmida, a 37ºC, durante 1h30min 
12. Lavar bem 3x com PBS Tween 20; 
13. Adicionar o substrato para fosfatase alcalina, o P-nitrofenilfosfato, colocando 100 
ɛL/well. Diluir 2 comprimidos do substrato (5mg cada comprimido) em 10 mL de 
Tampão 
dietanolamina. Usar frasco escuro ou enrolar em papel alumínio. Se o comprimido for de  
20mg diluir 1 em 20mL de Tampão dietanolamina.  
Cuidado ao usar a multicanal, pois poderá faltar substrato para os últimos pocinhos;  
14. Fazer a leitura da placa em filtro de 405nm, após incubação à temperatura ambiente  
durante 45 minutos. 
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8.3. ANEXO C 

ELISA INDIRETO PARA DETECÇÃO DE ANTICORPOS IgG ANTI-Leishmania 
braziliensis. 

1. Sensibilizar a placa (Corning® Costar® 3590, USA) com o antígeno na concentração 
de 
10 ng/mL, diluindo-o em tampão carbonato-bicarbonato pH 9,6. Colocar 100 ɛL/well, 
exceto no branco da placa; 
2. Incubar ñovernightò em c©mara ¼mida (4ÜC ï geladeira); 
3. Lavar bem 3x com PBS Tween 80(1 litro PBS+ 500 microlitros tween 80) ; 
4. Bloquear com solução PBS Tween 20+ 5% leite em pó (Molico), colocando 100 
ɛL/well; 
5. Incubar em câmara úmida, a 37ºC, durante 1h; 
6. Lavar bem 3x com PBS Tween 80; 
7. Diluir os soros em PBS Tween 80, na diluição de 1:200. Colocar 100 ɛL /well; 
8. Incubar em câmera úmida à 37ºC, durante 1h; 
9. Lavar bem 3x com PBS Tween 80; 
10. Adicionar o conjugado (com fosfatase alcalina) diluído 1:30.000 em PBS Tween 20, 
colocando 100 ɛL/well; 
11. Incubar em câmara úmida, a 37ºC, durante 1h;  
12. Lavar bem 3x com PBS Tween 80; 
13. Adicionar o substrato para fosfatase alcalina, o P-nitrofenilfosfato, colocando 100 
ɛL/well. Diluir 2 comprimidos do substrato (5mg cada comprimido) em 10 mL de 
Tampão dietanolamina. Usar frasco escuro ou enrolar em papel alumínio. Se o 
comprimido for de 20mg diluir 1 em 20mL de Tampão dietanolamina.  
Cuidado ao usar a multicanal, pois poderá faltar substrato para os últimos pocinhos;  
14. Fazer a leitura da placa em filtro de 405nm, após incubação por 30 minutos à 
temperatura ambiente. 
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8.4. ANEXO D 

Protocolo da Reação de Imunofluorescência - RIFI PARA DETECÇÃO DE 

ANTICORPOS IgG ANTI-Leishmania spp. 

 
Preparo das Lâminas: 

Á Adicionar 10 mL do antígeno em cada poço da lâmina. 
Á Secar em estufa a 37ºC por aproximadamente 30 minutos.  
Á Fixar em metanol por cinco minutos 
Á Acondicionar em lenço de papel e papel alumínio armazenando a -20ºC, até o 
momento do uso. 
 
Execução da técnica de RIFI: 
Á Lavar as lâminas em PBS por 5 minutos.  
Á Secar as lâminas em temperatura ambiente ou estufa a 37ºC (tempo = até secar).  
Á Diluir o soro, segundo seu ponto de corte (1:40). 

Á Adicionar 10 mL da diluição das amostras de soro. 

Á Adicionar 10 mL dos soros controles positivo e negativo.  
Á Incubar a 37ºC por 30 minutos, em câmara úmida.  
Á Lavar as lâminas duas vezes com PBS por 5 minutos.  
Á Secar as lâminas a temperatura ambiente. 
Á Diluir o conjugado com FITC (isotiocianato de fluoresceína) 1:5000 em solução de 
PBS-Azul de Evans (0,5%). 

Á Adicionar 10 mL do conjugado diluído em cada poço e proteger da luz.  
Á Incubar a 37ºC por 30 minutos, em câmara úmida, sempre protegendo da luz. 
Á Lavar as lâminas duas vezes com PBS por 5 minutos (protegendo da luz).  
Á Secar as lâminas a temperatura ambiente.  
Á Adicionar uma gota de glicerina entre os poços e cobrir com lamínula.  
Á Fazer a leitura em objetiva de 40x no microscópio de epifluorescência. 
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 8.5. ANEXO E 

Protocolo da Reação de Imunofluorescência - RIFI PARA DETECÇÃO DE 

ANTICORPOS IgG ANTI-Toxoplasma gondii. 

 

Procedimentos para contagem de taquizoítos:  
Á Preencher a câmara de Neubauer com os taquizoítos. 
Á Realizar contagem em cinco dos 25 quadrantes centrais.  
Á Multiplicar o resultado por 50, o que corresponde à quantidade de taquizoítos por 

mL. O número ideal é de 1.500 ï 2.000 taquizoítos/mL para preparo do antígeno. 
Á Diluir o material ressuspenso para uma concentração de 1.500 a 2.000 taquizoítos 

por mL. 
 
Preparo das Lâminas: 

Á Adicionar 10 mL do antígeno em cada poço da lâmina. 
Á Secar em estufa a 37ºC por aproximadamente 30 minutos.  
Á Fixar em metanol por cinco minutos 
Á Acondicionar em lenço de papel e papel alumínio armazenando a -20ºC, até o 
momento do uso. 
 
Execução da técnica de RIFI: 
Á Lavar as lâminas em PBS por 5 minutos.  
Á Secar as lâminas em temperatura ambiente ou estufa a 37ºC (tempo = até secar).  
Á Diluir o soro, segundo seu ponto de corte (1:64).  

Á Adicionar 10 mL da diluição das amostras de soro. 

Á Adicionar 10 mL dos soros controles positivo e negativo.  
Á Incubar a 37ºC por 30 minutos, em câmara úmida.  
Á Lavar as lâminas duas vezes com PBS por 5 minutos.  
Á Secar as lâminas a temperatura ambiente.  
Á Diluir o conjugado com FITC (isotiocianato de fluoresceína) em solução de PBS-
Azul de Evans (0,5%), de acordo com o título determinado no Laboratório.  

Á Adicionar 10 mL do conjugado diluído em cada poço e proteger da luz.  
Á Incubar a 37ºC por 30 minutos, em câmara úmida, sempre protegendo da luz . 
Á Lavar as lâminas duas vezes com PBS por 5 minutos (protegendo da luz).  
Á Secar as lâminas a temperatura ambiente.  
Á Adicionar uma gota de glicerina entre os poços e cobrir com lamínula.  
Á Fazer a leitura em objetiva de 40x no microscópio com lâmpada de mercúri o de 
alta pressão USH102 e filtro de seleção de comprimento de onda de 450 nm.  
 


