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RESUMO

NIZOLI, LEANDRO Q. Universidade Federal de Pelotas, fevereiro de 2005.
Alterac6es hematoldgicas e humorais de equinos expostos a infeccdo por
Babesia equi, na regido sul do Rio Grande do Sul. Orientador: Carlos Eduardo
Wayne Nogueira.

A babesiose equina € uma das principais enfermidades parasitarias dos equinos,
que causa grandes danos a sanidade animal. A doenca é uma hemoparasitose,
causada por Babesia equi, que por infectar e destruir hemaceas, causa
comprometimento da fungdo equina levando a perda de vitalidade e decréscimo de
rendimento nos animais infectados. Este trabalho teve como objetivo, fazer a
avaliacdo hematoldgica e humoral em equinos infectados por Babesia equi. Foram
acompanhados 93 éguas de cria da Raca Puro Sangue Inglés de Corrida (PSI), 52
potros da Raca Puro Sangue Inglés de Corrida (PSI) e 20 equinos da Raga Crioula
(RC). As coletas de sangue foram realizadas mensalmente durante 12 meses para
realizagdo de exames laboratoriais, visando estabelecer: a soroprevaléncia de
animais reagentes a B. equi; incidéncia da infec¢cdo na propriedade; dinamica de
anticorpos anti-B. equi em equinos portadores da infecgcao; relacionar alteragbes
hematoldgicas celulares em equinos infectados e sadios; e determinar a infec¢ao por
B. equi, pela técnica de PCR. Foram esplenectomizados potros livres da infec¢éo
para obtencdo de altas parasitemias e producdo de antigenos para prova sorologica
de RIFI. A sorologia revelou positividade variavel entre as categorias estudadas; e a
ocorréncia de um neonato com infec¢cdo pré-natal e sintomatologia condizente, a
partir da mae persistentemente infectada. As alteracdes dos niveis de anticorpos,
contagem diferencial de leucdcitos, hematocrito e proteina plasmatica total ndo
revelaram nenhuma variagdo estatisticamente significativa. A deteccdo de B. equi
por PCR e RIFI foram capazes de demonstrar o estado de portador em animais
persistentemente infectados.



ABSTRACT

NIZOLI, LEANDRO Q. Universidade Federal de Pelotas, fevereiro de 2005. Humoral
and hematological changes in equines exposed to infection by Babesia equi, in
the southern regions of Rio Grande do Sul state, Brazil. Advisers: Carlos
Eduardo Wayne Nogueira.

The equine babesiosis is one of the most important parasitic disease of the equines,
it causes great damage to animal health. The disease is a haemoparasitosis caused
by Babesia equi. Through infecting and destroying red blood cells, it can compromise
the equine function, leading to loss of vitality and decrease in the performance of
infected animals. The purpose of this work was the evaluation of humoral and
hematological characteristics of carrier animals. A group of 93 thoroughbred mares,
52 thoroughbred foals and 20 Crioulo horses were analyzed. Blood samples were
taken once a month during twelve months for laboratorial examination, to determine:
the prevalence of B. equi seropositive animals using IFAT; the infection incidence in
the property; dynamics of antibodies anti-B. equi in carrier animals; the white and red
blood cell changes in infected and healthy equines and the infection by B. equi using
the PCR technique. Infection free foals were splenectomized and infected with
B. equi stabilate to obtain high parasitaemias and production of the antigen for the
IFAT. Different levels of positivity were detected by IFAT among the studied
categories; and the occurrence of one newborn with prenatal infection and typical
sintomatology, from a persistently infected mother. Antibody levels, differential counts
for leucocytes, packed cell volume and total plasmatic protein value did not reveal
significant statistic variation. Both PCR and IFAT were able to demonstrate the
carrier state in persistently infected animals.



1. INTRODUCAO

A babesiose tem sido citada como a principal parasitose equina devido aos
danos diretos como as perdas de performance e mortalidade além de danos
indiretos como o impedimento para comercializacdo e principalmente exportacao
(FRIEDHOFF et al., 1990). A doenca é causada por dois agentes etioldgicos
classificados como hematozoarios do género Babesia: B. equi e B. caballi, tendo
como vetores de transmissao 0s carrapatos, mas podem também ser transmitidas
por agulhas contaminadas com sangue de animais portadores, picadas de moscas
ou mosquitos (KNOWLES & UNISS-FLOID, 1983; BRUNNING, 1996). A doenca
caracteriza-se por apresentar uma forma aguda, com o desenvolvimento de anemia
hemolitica progressiva, e uma forma crbnica na qual os animais tornam-se
portadores muitas vezes assintomaticos (KNOWLES et al., 1980). Em situagfes
imunossupressivas como restricdo alimentar e uso de corticosterdides, a
reagudizacdo da doenca € favorecida e os equinos podem apresentar diferentes
graus de anemia, com agravamento dos sinais clinicos (NOGUEIRA et al., 2004).
Em cavalos atletas, a B. equi tem se constituido no principal patdégeno relacionado a
babesiose, jA que o estresse provocado pelos treinamentos induz ao aumento da
parasitemia em animais com infeccfes latentes, pois 0 bagco pode abrigar eritrécitos
parasitados bem como parasitas livres em numero elevado (ZWART &
BROCKLESBY, 1979). Nos periodos de treinamento o baco se contrai liberando
uma grande quantidade de eritrécitos, plaquetas e leucécitos para a circulagédo
(SMITH et al., 1989), resultando em estados anemiantes que diminuem o rendimento
dos animais (IBANEZ et al., 1979; OLADOSU, 1988; CUNHA et al., 1997). Nestes
casos, o diagnostico da infeccdo por este parasita € essencial no manejo adequado
dos animais para uma melhor performance atlética. A alta resisténcia da B. equi a

acdo das drogas tem representado um problema complexo e contraditorio jA que a



toxicidade dos protocolos de tratamento produz graves seqielas nos animais
tratados (RIBAS et al., 2003)

A técnica laboratorial mais utilizada para detec¢cdo da infeccdo era a
visualizacdo microscopica dos parasitos em esfregacos sangliineos corados. Devido
a baixa sensibilidade deste meétodo, testes imunologicos indiretos tém sido
incorporados com sucesso na rotina de laboratorios veterinarios. Entre estes testes
destaca-se a reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), descrita pela primeira vez
para o diagndstico sorolégico de B. equi por Callow et al. (1979). Recentemente, 0
diagnéstico direto através da técnica baseada na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) vem sendo proposta pois permite a detec¢cdo do DNA de B. equi com maior
sensibilidade, especificidade e rapidez (NICOLAIEWSKY et al., 2001; BATTSETSEG
et al., 2002). A producdo de antigenos para reacdes soroldgicas tem sido descrita a
partir da multiplicacdo de B. equi em potros esplenectomizados com altas
parasitemias. Antigenos parasitarios nativos obtidos de eritrocitos infectados séo
largamente utilizados para a deteccdo de anticorpos em animais portadores de
infeccdo aguda e cronica. As provas soroldgicas se constituem em importantes
ferramentas para acompanhamento de casos clinicos e estudos epidemiolégicos da

infeccéo.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliacdo hematoldgica e humoral em equinos infectados por Babesia equi.

2.2. Objetivos especificos

= Determinar a soroprevaléncia de equinos PSI e de equinos da Raca Crioula
reagentes a B. equi, em um haras no Rio Grande do Sul;

= Determinar a incidéncia da infeccdo por B. equi em uma propriedade em
area endémica;

= Avaliar a dinamica de anticorpos anti-B. equi em equinos naturalmente
expostos a infeccao;

» Relacionar alteracdes hematologicas celulares em equinos infectados e
sadios;

» Determinar a infeccdo por B. equi, pela técnica de PCR e deteccao de

anticorpos anti-B. equi através da RIFI.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A babesiose € considerada uma das principais doencas parasitarias em
cavalos, com grande impacto econémico na industria equina. As perdas associadas
a infeccbes por B. equi estdo relacionadas tanto aos fatores clinicos como a
restricdo ao transito internacional de animais soropositivos (FRIEDHOFF et al.,
1990). Nos Estados Unidos, Canada, Australia e Japdo, assim como em alguns
paises da Europa e América Latina, onde o parasito ndo ocorre de forma endémica,
sao mantidas rigorosas medidas de controle que impedem a entrada de animais
soropositivos (SCHEIN, 1988; POSNETT et al., 1991; IKADAI et al.,, 2002). Na
maioria destes paises, apesar da doenca ser considerada exaotica, o0 risco de se
tornar endémica é constante devido a existéncia dos carrapatos vetores. Sabe-se
ainda que animais apés a fase aguda da doenca tornam-se portadores, sem sinais
de infeccdo exceto pela presenca de anticorpos e ocasionalmente pela visualizacao
do protozoario no sangue periférico por microscopia eletrénica no esfregaco em
lamina corada, também um fator que dificulta seu controle. Estes animais portadores
representam um potencial continuo na transmissdo da doenca. Portanto, além dos
testes soroldgicos, medidas de controle muitas vezes incluem quarentena e controle
de carrapatos. Estes procedimentos, além de extremamente dispendiosos, afetam
negativamente o mercado internacional de eqliinos e a participacdo em competicoes

equestres no exterior.

3.1. Etiologia

A babesiose eqlina pode ser causada por dois protozoarios distintos,

Babesia equi (Laveran, 1901) e Babesia caballi (Nutall e Strickland, 1912) que séo

transmitidas naturalmente através de carrapatos, sendo que os equideos podem ser



parasitados por uma ou ambas espécies de Babesia. Os 4caros causadores desta
doenca sdo parasitos e transmissores de doencas para 0 homem e para 0s animais
domésticos. Pertencem a subordem Ixodides e a familia Ixodidae e sdo vulgarmente
conhecidos como carrapatos, com 14 espécies nos géneros Dermacentor,
Rhipicephalus e Hyalomma identificados como vetores de uma ou ambas, B. equi e
B. caballi.

As espécies de Babesia que parasitam eqiideos situam-se dentro de dois
grandes grupos, as “grandes babésias”, com comprimento médio superior a 3um,
B. caballi e as “pequenas babésias”, com comprimento meédio inferior a 3um,
B. equi. No género Babesia os trofozoitos se multiplicam nos eritrocitos por fissdo
binaria, formando pares, ou por esquizogonia, formando tétrades (HOLBROOK et al.,
1968). No entanto, as descobertas a respeito do ciclo de vida desse parasito, como
multiplicacdo em linfocitos e auséncia de transmissao transovariana nos carrapatos
vetores (SCHEIN, 1988), sugerem que B. equi ndo seja uma espécie classica e,
desde entdo, sua taxonomia tem sido questionada. Considerando similaridades do
parasito com organismos da familia Theileriidae, a reclassificagdo de B. equi como
Theileria equi tem sido proposta (MEHLHORN & SCHEIN, 1998). Entretanto,
estudos filogenéticos, utilizando RNA ribossomal e proteinas de superficie de
parasitos de ambas familias, indicam que B. equi pode representar um terceiro
grupo, diferente de Babesia e de Theileria (ALLSOPP et al., 1994; KATZER et al.,
1998).

3.2. Patogenia

A infeccdo por B. equi causa uma doenca conhecida como nutaliose ou
piroplasmose equina. Infec¢cdes por B. caballi também causam babesiose equina,
porém os dois agentes sdo bastante diferentes e determinam manifestacdes da
doenca também distintas. As infec¢cdes causadas por B. equi caracterizam-se pelo
desenvolvimento de anemia hemolitica progressiva nos animais infectados, sendo a
patogenia da enfermidade determinada principalmente pela lise de eritrécitos
durante a invasdo e multiplicacdo do parasito (SINGH et al., 1980; AMBAWAT et al.,
1999). Durante a fase crénica ndo ha alteracdo significativa entre o hematocrito de

equinos nao infectados e de portadores de B. equi (HAILAT et al., 1997). Quando



equinos suscetiveis sao infectados desenvolvem a fase aguda da doenca (SCHALM,
1975; JAIN, 1993), a qual cursa com febre, anemia, petéquias de mucosas,
hemoglobinudria e ictericia (DE WAAL et al., 1988; OLADASU & OLUFEMI, 1992;
SENGUPTA et al.,, 1999). A gravidade da doenca neste estagio depende da
patogenicidade da cepa, dose do ind6culo e condicdo imunolégica do animal
(HOLBROOK et al.,, 1972 apud IBANEZ, 1974; GUIMARAES et al., 1997). A
mortalidade em infec¢bes por B. equi € baixa, em geral os animais recuperam-se da
fase aguda da doenca e permanecem como portadores do parasita. Durante a fase
cronica da infeccao, sinais clinicos inespecificos como inapeténcia, perda de peso e
queda no desempenho fisico e reprodutivo sdo comuns (SCHEIN, 1988).
Observagbes de casos de babesiose congénita, sugeriram haver transmissao
transplacentaria (DONATIEN et al., 1924; GUIMARAES et al., 1954). Somado a
ocorréncia de fetos abortados com ictericia e estado de anemia, ou potros
prematuros e aqueles a termo que nascem doentes, mostrando sintomas como
ictericia, anemia, prostracdo e relutancia a amamentacédo (DU PLESSIS, 1966).

Em condigbes experimentais, envolvendo cavalos infectados por B. equi,
esplenectomizados e com baco in situ, o periodo pré-patente da enfermidade
mostra-se curto (MAHONEY et al.,, 1977; KUTTLER et al., 1986; DE WAAL et al.,
1988). Com a utilizacdo de inoculo criopreservado, os hematozoarios sofrem
consideravel queda de metabolismo, dificuldade de reproducdo e grande
mortalidade (GUGLIELMONE et al., 1989, 1991 apud SACCO et al., 2001).

As alteracdes histologicas mais comumente encontradas sdo necrose centro
lobular no figado, hematopoiese extramedular e congestdo hepatica; hemorragia
focal e congestédo vascular ao nivel de sistema nervoso central, o pulmdo também
com congestdo e areas de atelectasia e nos rins lesbes degenerativas (GAUTAM &
DWIVEDI, 1976; MAHONEY et al., 1977).

Em casos de imunossupressdo a reagudizacdo da doenca é favorecida e os
animais podem apresentar diferentes graus de anemia, com agravamento dos sinais
clinicos (OLADOSU, 1988; CUNHA et al., 1997).



3.3. Ciclo

O ciclo de B. equi em equinos inicia com a inoculacdo de esporozoitos junto
com a saliva dos carrapatos vetores. Os esporozoitos inicialmente invadem
linfécitos, onde desenvolvem macro e micro esquizontes que originam merozoitos,
0s quais invadem eritrocitos (SCHEIN et al., 1981; FRIEDHOFF, 1990). Nos
eritrocitos os parasitos dividem-se suscessivamente por fissdo binaria, originando
organismos piriformes que muitas vezes aparecem formando uma estrutura
conhecida como “Cruz de Malta”, tipica de B. equi.

Os merozoitos sdo entdo ingeridos pelos carrapatos, onde o ciclo tem
continuidade através de reproducdo sexuada no intestino e posteriormente,
esporogonia nas glandulas salivares. Até entdo, somente transmissao transestadial
foi demonstrada em B. equi (MEHLHORN & SCHEIN, 1998). Nao ocorrendo
transmissao transovariana, o ciclo do parasito no carrapato € limitado a uma
geracdo, fazendo com que equinos portadores sejam o reservatorio da infeccéo e os
principais responsaveis pela manutencdo de uma area endémica (FRIEDHOFF,
1990).

3.4. Epidemiologia

O parasita esta mundialmente distribuido em regides tropicais e subtropicais,
sendo sua prevaléncia diretamente relacionada a distribuicdo de carrapatos capazes
de transmissio de Babesia (FRIEDHOFF & SOULE, 1996). E estimado que 90% da
populacdo mundial de equinos esta exposta a B. equi, ainda que em alguns paises a
infeccdo ndo ocorra de forma endémica (FRIEDHOFF et al.,, 1990). Altas
prevaléncias de B. equi tém sido associadas com a criacdo conjunta de equinos e
bovinos (KERBER et al., 1999; HEUCHERT et al., 1999). Esta relagdo sugere que,
pelo menos no Brasil, o Boophilus microplus, principal carrapato de bovinos e em
muitas areas o Unico encontrado também em equinos, desempenhando um papel
importante na transmissao de B. equi. (FRIEDHOFF, 1988; KNOWLES, Jr. et al.,
1992; STILLER & COAN, 1995; GUIMARAES et al., 19982°; STILLER et al., 2002).



A doenca caracteriza-se por apresentar uma forma aguda com o
desenvolvimento de anemia hemolitica progressiva e uma forma crénica na qual 0s
animais tornam-se portadores muitas vezes assintomaticos (KNOWLES et al., 1980).

Mundialmente as prevaléncias da infeccéo por B. equi chega a 40% na China e
na Mongodlia uma prevaléncia média de 72,8%, em ambos utilizando antigenos
recombinantes em testes de ELISA (XUAN et al., 2002; BOLDBAATAR, et al., 2005).
Em Israel a prevaléncia é de 33,7% pelo teste de cELISA e 29,4% pela RIFI (SHKAP
et al., 1998).

As Ameéricas do Sul e Central sdo consideradas areas endémicas para
babesiose, com excecdo do sul da Argentina e Chile.

No Brasil a babesiose por B. equi e B. caballi apresenta-se de forma endémica,
com raros casos da doenca clinica (PFEIFER et al., 1995). Estudos utilizando o teste
de Fixacdo de Complemento demonstram um grande ndamero de animais
contaminados em todas as éareas testadas, com prevaléncia mais elevadas em
regides tropicais (KERBER et al., 1999).

Significativas variagdes nas taxas de prevaléncia de acordo com as categorias
e sistemas de criacdo, tém sido descrito em diferentes regifes do Brasil (CUNHA et
al., 1996; PASSOS et al., 1999; BOTTEON et al., 2002).

Estudos epidemiolégicos realizados no Rio Grande do Sul utilizando
imunofluorescéncia indireta para deteccdo de anticorpos anti-B. equi detectaram
prevaléncia de 57,9% (CUNHA et al., 1996). No Rio de Janeiro foram encontradas
prevaléncias de 72% a 100% (TENTER & FRIEDHOFF, 1986; PFEIFER et al.,
1995). No estado de Sao Paulo a prevaléncia varia de 49,2% a 81% (HEUCHERT et
al., 1999; XUAN et al, 2001) quando diagnosticado anticorpos por provas
sorologicas, e em outras regides como Minas Gerais a prevaléncia foi de 60,45%
(RIBEIRO et al., 1999).

3.5. Resposta Imune

Animais infectados por B. equi persistem infectados por anos, provavelmente

durante toda vida, enquanto que infec¢des por B. caballi ndo sdo persistentes e séo
pouco estaveis (SCHEIN, 1988).



A doenca torna-se cronica devido a fraca imunidade natural do hospedeiro, que
se deve a adaptacdo do parasito as defesas naturais hum processo evolutivo, ou
seja, sua capacidade de evasdo da resposta imune através da variacdo de seus
antigenos de superficies (BROWN et al., 1999; JENKINS, 2001).

Ainda nédo esta bem definida como é a resposta imune mediada por células
para o controle da parasitemia da B. equi, mas existe uma correlacdo estabelecida
entre a inibicdo da migracdo de leucdcitos e o grau de parasitemia (KNOWLES, Jr.,
1996). Neste trabalho os autores encontraram valores normais de leucocitos em
animais avaliados antes e apoés diferentes tratamentos. Ja em condi¢cdes
experimentais de inoculacdo o aumento de leucdcitos, especialmente neutrofilos,
apresentam o principal papel na remocdo de B. equi através da opsonizacao
(RUDOLPH et al., 1975; KNOWLES, Jr., 1996).

As respostas imunes especificas sdo necessarias para controlar a parasitemia
em infeccdes com B. equi. No entanto, os mecanismos imunoldgicos associados
com protecao ndo sao completamente conhecidos (KNOWLES, Jr. et al., 1994).

Equinos infectados com B. equi desenvolvem altos titulos de anticorpos contra
proteinas de superficie de merozoitos, o0 que esta envolvido no controle da
multiplicacdo e eliminacédo do parasito (CUNHA et al., 2002). Sendo a produc¢éo de
anticorpos idade dependente, ou seja, a medida que os equinos tornam-se mais
velhos, passam a apresentar uma resposta sorolégica mais rapida, com titulos mais
altos e por um periodo de tempo maior (REHBEIN et al.,, 1983). A dinamica de
anticorpos detectaveis por métodos sorologicos na infeccdo por B. equi comeca ao
redor dos 15-20 dias (LEVINE, 1985; SCHEIN, 1988; KUTTLER et al., 1988). Em
areas endémicas e de baixo risco de re-infeccdo os titulos de anticorpos anti-B. equi,
tendem a ficar ao redor de 320 e 640 (LINHARES et al., 1994).

3.6. Tratamento

As diferencas entre as espécies determinam tratamentos especificos,
observando-se dificuldade somente para a eliminacao da B. equi. (BRUNING, 1996).
Sabe-se que as drogas empregadas no tratamento quimico da babesiose
equina produzem variados graus de toxicidade nervosa, hepatica e renal (ADAMS,

1981). Mesmo assim, a falta de uma técnica eficaz de diagndstico direto tem
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induzido a preconizacéo indiscriminada da terapia quimica. Do ponto de vista clinico,
a administracdo excessiva de drogas leva o equino a disturbios digestivos, por
insuficiéncia na secrecdo de enzimas hepaticas fundamentais a digestéo,
predispondo o aparecimento da sindrome célica, assim como importantes alteracdes
podem ser notadas na funcdo neuromotora e sistema excretor renal, que
indiretamente condenam determinado tipo de cavalo a diminuicdo de sua vida util,
principalmente nos desportos (DE WAAL, 1992).

O tratamento da babesiose equina é feito por diferentes medicamentos. Entre
0s quais destacam-se o azul de tripan, o diminazeno, amicarbalida e o dipropionato
de imidocarb (KUTTLER, 1988; FRIEDHOFF et al., 1990). Nenhum babesicida é
satisfatorio para eliminacdo da B. equi, mas pode ser eficiente para o controle da
doenca.

A determinacdo da concentracdo do medicamento no sangue, soro ou plasma
€ importante no monitoramento dos seus efeitos, pois estabelece a relacdo entre a
concentracdo da droga no plasma e o eventual efeito terapéutico e/ou toxico
(BENET et al., 1996).

Animais comprovadamente doentes que receberam tratamento com
dipropionato de imidocarb (5 mg/kg) apresentaram diminuicdo da parasitemia apos
dois dias, de 20% para 10% em eritrocitos infectados, em pbneis ndo tratados
observou-se aumento de 20% para 60% em trés dias (SIMPSON & NEAL, 1980).

Recomenda-se o uso do dipropionato de imidocarb via intramuscular ou
intravenoso em solucéo a 10%, 2 mg.kg' duas vezes para B. caballi e quatro vezes,
com intervalo de 72 horas, para B. equi. O protocolo de tratamento utilizando a dose
de 1,2 mg.kg', mostra-se eficaz no combate a infeccdo por B. equi, ndo
apresentando diferenca dos animais tratados com 2,4 mg.kg', com as vantagens de

reduzir custos e diminuir riscos de efeitos colaterais (RIBAS et al., 2003).

3.7. Diagndstico

A preocupacéao dos criadores de cavalos com a babesiose equina tém exigido a
atencdo de veterinarios com o diagndstico da enfermidade. O diagndstico pode ser
realizado a partir dos sinais clinicos e da avaliacdo de alguns parametros do

hemograma como contagem de eritrocitos, hematocrito e contagem diferencial de
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leucécitos (RUDOLPH et al.,, 1975), associados a deteccdo dos parasitos na
circulacdo (PHIPPS, 1995). O hematdcrito e a deteccao de parasitos na circulacao
constituem-se nos melhores parametros para avaliacdo da doenca na fase aguda e
na fase cronica a deteccdo de anticorpos especificos representa o parametro mais
confiavel para o diagnostico (NIZOLI et al., 2002). As alteracGes de temperatura ndo
representam um padrdo confiavel para o diagnoéstico da enfermidade, visto que, a
temperatura € um parametro inconsistente na demonstragdo clinica de babesiose
equina (AZEREDO et al., 2000). Existe também uma relacdo inversa entre o
hematocrito e o titulo de anticorpos durante a fase aguda da infeccédo, cujas
oscilacbes provavelmente estejam relacionadas com a dinamica do parasita na
circulagcado (CUNHA et al., 1998).

Desta forma, o diagnostico de B. equi pode ser direto, através da identificacdo
do parasito na circulacdo, ou indireto, pela deteccdo de anticorpos especificos no
soro.

A pesquisa do hematozoério é feita rotineiramente por microscopia otica em
esfregacgos sanguineos corados. No entanto, durante a fase cronica da enfermidade,
quando os animais em geral apresentam sintomas inespecificos e parasitemias
inferiores a 0,01%, a sensibilidade desta técnica torna-se muito baixa, incorrendo em
um grande numero de falsos negativos (DE WALL et al., 1987; CUNHA et al., 1998).
Técnicas de biologia molecular tém também sido empregadas na deteccdo do
parasito. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) também tem sido testada na
identificacdo de B. equi, onde um sistema de PCR, o qual utiliza duas etapas de
amplificacdo (nested-PCR) e o gene EMA-1 de B. equi como molde, possui alta
sensibilidade, podendo detectar parasitemias equivalentes a 0,000006%
(NICOLAIEWSKY et al., 2001; RAMPERSAD et al., 2003). Através de multiplex-PCR
pode ter em uma mesma reacao um diagnostico diferencial para B. equi e B. caballi
(ALHASSAN et al., 2005). Estas técnicas, no entanto, por envolverem equipamentos
e pessoal especializados ndo séo rotineiramente utilizadas em muitos laboratérios
de diagndstico.

A utilizacdo de testes sorolbgicos para o diagndéstico de B. equi baseia-se no
fato de que o titulo de anticorpos especificos é diretamente relacionado com a
multiplicagéo do parasito, mesmo durante baixas parasitemias (CUNHA et al., 1998);
mas ndo permitem concluir se o animal € portador de B. equi, pois 0s anticorpos

permanecem na circulacdo por até quatro meses apds a infeccdo. Anticorpos
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maternais persistem de um a cinco meses para B. equi e de um a quatro meses para
B. caballi (HEUCHERT et al., 1999). Desde 1969, o teste de fixacdo de complemento
(TFC) é considerado como o método de referéncia para a detecgdo de anticorpos
anti B. equi (FRERICHS et al.,, 1969; JOYNER et al., 1981). No entanto, o TFC
resulta em um grande numero de falsos negativos (HEUCHERT et al., 1999), pois
sua sensibilidade é limitada quando o titulo de anticorpos € baixo ou quando
anticorpos com atividade anti complemento estao presentes no soro (KNOWLES, Jr.
et al., 1992).

A RIFI é sensivel e especifica na deteccéo de anticorpos anti-B. equi (CALLOW
et al., 1979; DONNELLY et al., 1980; KUTTLER et al., 1988; CUNHA et al., 1996).
Este método tem sido amplamente utilizado em estudos epidemiolégicos e em casos
onde outros testes sao inconclusivos. No entanto, a necessidade de reproducédo de
altas parasitemias em cavalos esplenectomizados para a preparacdo de antigenos e
a leitura subjetiva e demorada dos resultados limitam sua padroniza¢do e uso em
larga escala (SHKAP et al., 1998).

Testes imunoenzimaticos sao facilmente padronizaveis e adequados para uso
como rotina (XUAN et al, 2001). Entretanto, ELISAs tém apresentado limitada
sensibilidade e reacdes cruzadas com B. caballi (WEILAND, 1986; SCHELP et al.,
1995). A baixa sensibilidade e especificidade destes testes tém sido atribuida
principalmente ao uso de antigenos néo purificados. Na tentativa de contornar estes
problemas, um ELISA competitivo (CELISA) utilizando antigeno recombinante foi
desenvolvido (KNOWLES, Jr. et al., 1992) e com base nos resultados obtidos,
representa um candidato em potencial para ser utilizado como teste de referéncia
para o diagndstico de B. equi (BRUNING, 1996).

No entanto, faz-se necessario maior conhecimento da dinamica de anticorpos
durante as diferentes fases da infeccdo, assim como da sua relacdo com os

parametros hematoldgicos e clinicos utilizados no diagndstico da enfermidade.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao de antigeno de B. equi

4.1.1. Animais experimentais

Os eqinos destinados a obtencdo de antigenos de B. equi foram selecionados
entre potros sem raca definida, oriundos do municipio de Santa Vitéria do Palmar,
RS, regido situada abaixo do paralelo 32° de Latitude Sul, considerada como regiao
livre de infeccéo de B. equi.

A partir de um grupo de seis equinos com idade entre 6 a 12 meses, foram
selecionados dois potros, identificados como E23 e E24, com exames negativos
para anemia infecciosa equlina, estomatite vesicular e babesiose equlina. Para o
exame de babesiose equina, foram realizados exames diretos de esfregacos

sanguineos corados pelo Giemsa, teste de PCR e testes soroldgicos pela RIFI.

4.1.2. Esplenectomia

Os potros selecionados foram transportados para a Faculdade de Veterinaria e
mantidos em baias, sob condi¢cdes de isolamento contra artropodes. Apds foram
submetidos a imunossupressao cirargica pela técnica de esplenectomia de flanco,
metodologia descrita por Cunha et al. (1997). As cirurgias e pds-operatério foram
realizadas utilizando a estrutura do Hospital de Clinicas Veterinarias da UFPel.
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4.1.3. Infeccédo experimental de potros com B. equi

4.1.3.1. Infecgao com isolado criopreservado

O potro E23 recebeu indculo experimental criopreservado, conforme descrito
por Cunha (1993). O inéculo foi constituido de 1,6x10' eritrécitos infectados com
B. equi do isolado UFPel-E15, administrado por via endovenosa. O potro foi
acompanhado diariamente quanto as alteracdes hematoldgicas, de parasitemia e

alteracdes clinicas.

4.1.3.2. Infeccdo com isolado fresco

O potro E24 recebeu indculo experimental através de passagem por seringa a
partir do potro E23. O inéculo quantificado, constituido de 1,6x10™ eritrcitos
infectados com B. equi de sangue com anticoagulante colhido diretamente da
circulacdo do doador, foi administrado a fresco por via endovenosa. O receptor foi
acompanhado diariamente quanto as alteracbes hematoldgicas, de parasitemia e
alteracdes clinicas.

As infeccdes experimentais por B. equi, foram produzidas no infectério do
Laboratério de Doencas Parasitarias do Departamento de Veterinaria Preventiva da

Faculdade de Veterinaria da UFPel.

4.1.4. Preparo do antigeno

Foi preparada uma partida de antigeno de cada animal. O sangue, logo apGs
a coleta, foi centrifugado a 2000xg por dez minutos para remover o0 plasma e a capa
de leucdcitos. As hemacias foram lavadas em PBS pH 7,2 (solucdo tampao fosfato)
por trés ou quatro vezes e finalmente ressuspendidas em igual volume do mesmo

PBS. Com este material foram confeccionados esfregacos delgados e uniformes em
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laminas para cito-diagnéstico, fixadas em acetona a 0°C por dez minutos e secadas
ao ar. As laminas foram envoltas em papel filtro, empacotadas quatro a quatro em
papel aluminio e estocadas a -20°C em caixas plasticas herméticas contendo silica
gel.

Vérios testes foram feitos com a finalidade de avaliar a reacdo dos antigenos

frente a soros positivos e negativos em diferentes diluicdes.

4.2. Avaliacdo de B. equi em equinos naturalmente infectados em area
endémica

4.2.1. Local e duragéo do experimento

Foram utilizados equinos mantidos sob condi¢cdes de campo e estabulacdo em
um haras, situado no municipio de Bagé, RS, com localizacdo de 31°30’ de Latitude

Sul, O experimento foi conduzido de setembro de 2001 a agosto de 2002.

4.2.2. Grupos experimentais

Grupo |: de 93 éguas de cria da Raca Puro Sangue Inglés de Corrida (PSI)
origem nacional e internacional adquiridas;

Grupo II: 52 potros da Raca Puro Sangue Inglés de Corrida (PSI) todos
nascidos na propriedade;

Grupo llI: 20 equinos da Racga Crioula (RC) utilizados no servico de campo,

oriundos de propriedades variadas da regiao sul.

Para os animais adultos, ou seja, éguas PSI e equinos RC, a coleta de
amostras constou de coletas mensais de sangue com e sem anticoagulante usando
sistema Vacutainer®, e para os potros PSI a coleta de sangue foi realizada no més
de fevereiro de 2002, para levantamento da prevaléncia da infecgdo na propriedade.
Paralelamente durante a coleta de sangue os animais foram inspecionados para a

presenca de carrapatos.
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4.2.3. Avaliagao clinica e hematologica

As amostras coletadas foram encaminhadas em caixas isotérmicas com gelo
ao Laboratério de Doencas Parasitarias da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal de Pelotas. As amostras com EDTA (etileno diamino tetracido)
foram submetidas a confeccdo de esfregago sanguineo (IICA, 1987), contagem
diferencial de leucécitos (KOHAYGAWA, 1991), determinacdo de microhematdécrito e
obtencéo de papa de heméacias para o teste de PCR (NICOLAIWESKY, 1997).

4.2.4. Avaliacao sorolégica

As amostras sem anticoagulante tiveram o0 soro extraido, aliquotado,
identificado e estocado a -20°C até o0 momento do seu uso no processamento
sorolégico de deteccdo de anticorpos anti-B. equi (CUNHA, 1993) e proteinas

plasmaticas totais (PPT).

4.2.5. Reacéao de nested-PCR

Foram utilizados 108 amostras de sangue coletados no més de outubro de
2001, das éguas PSI e equinos RC, os quais foram processadas no Centro
Integrado do Cancer (CINCAN) da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA).Para a
reacado da nested-PCR, o DNA foi extraido a partir de uma amostra de 100 ul de
sangue, usando o método padrdo fenol - cloroférmio e precipitacdo com etanol
(SAMBROOK & RUSSELL, 2001). A Tabela 1 apresenta a sequéncia de
oligonucleotideos iniciadores utilizados e o tamanho dos fragmentos esperados nas
amplificacbes parciais do gene. Os testes de nested-PCR foram realizados nas
condicbes de amplificacdo definidas por Nicolaiewsky et al. (2001). Os produtos da
reacdo de amplificagdo foram analisados através de eletroforese em gel de
poliacrilamida 12,5%, corado com nitrato de prata. A confirmacéo do tamanho do
fragmento foi realizada através da comparacdo com uma escada alélica de 50 pares

de bases (Amersham Biosciences).
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Tabela 1 - Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores utilizados no nested-PCR.

Iniciadores Seqliéncia de Nucleotideos Fragmento Esperado
EMA-1F 5-CCGCCCTTCACCTCGTTCTCAA-3
EMA-2R 5-CTCCAGTTCCTACGGCGGCTCT-3 396 pb
EMA-3F 5-CCGTCTCCGTTGACTTGGCCG-3
EMA-4R 5-TCCGAGGTCCGTTCGCGCAGG-3 102 pb

4.4. Andlise Estatistica

As variacdoes de hematdcrito, titulos de anticorpos e diferencial de leucécitos
entre os diferentes meses do ano, foram analisadas estatisticamente utilizando o
software Statistix 8.0 (2003).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencao de antigenos parasitarios de B. equi

Apos a inoculagéo os dois potros infectados experimentalmente apresentaram
sintomatologia clinica de babesiose por B. equi, com sinais clinicos tipicos de
anemia hemolitica progressiva. Os resultados de parasitemia, temperatura e volume

globular estdo resumidos na Tabela 2.

Tabela 2 - Reproducéo experimental do isolado UFPel-E15 de B. equi em eqiinos
esplenectomizados.

PERIODO PICO DE REACAO FEBRIL HEMATOCRITO
N PRE-PATENTE PARASITEMIA INiCIO DURAGAO 0 DAI MINIMO
E23 (9) 85% (14) (11) 5d. 38% 11% (14)
E24 (4) 9,5% (7) (6) 3d. 37% 22% (7)

() = Dias apés a inoculagéo (DAI)

A infeccao por B. equi nos dois potros mostrou periodos pré-patentes de nove
dias para o potro E23, que recebeu indculo criopreservado, e de quatro dias no potro
E24, que recebeu indculo fresco. No trabalho, o potro E23 apresentou periodo pré-
patente maior, o que pode ser justificado pelo indculo criopreservado, onde o0s
hematozodrios sofrem consideravel queda de metabolismo, dificuldade de
reproducédo e grande mortalidade de acordo com dados sugeridos por Guglielmone
et al. (1989, 1991) citados por Sacco et al. (2001), trabalhando com espécies de
Babesia em bovinos.

Os valores de temperatura retal, volume globular e parasitemia dos potros E23
e E24, infectados com cepa de B. equi criopreservada e a fresco estdo apresentados

nas Figuras 1 e 2, respectivamente.
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Figura 1 - Temperatura, volume globular e parasitemia do potro E23,
esplenectomizado e infectado experimentalmente com cepa
de B. equi criopreservada.
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* seta no 7° dia esta indicando o dia do tratamento com dipropionato de imidocarb

Figura 2 - Temperatura, volume globular e parasitemia do potro E24,
esplenectomizado e infectado experimentalmente com cepa
de B. equi a fresco.

Com o agravamento do quadro clinico o potro E23 foi a 6bito no final do 14°
DAI. As lesdes macroscopicas observadas consistram em carcaca e 0rgaos

ictéricos, hemoglobinuria e figado aumentado (Figura 3).
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Figura 3 — Potro E23: Achados p6s-mortem aos 14 DAI experimental com B. equi:
A - Mucosa ocular ictérica; B - Carcaca e 6rgaos abdominais ictéricos.

No 7° DAI do potro E24 uma amostra de 100 ml de sangue foi tomada para o
preparo de antigenos para RIFI, conforme descrito por Cunha (1993). No 7° DAI o
potro foi tratado com dipropionato de imidocarb® na dose de 1,2 mg.kg™ por quilo de
peso vivo. Apos o tratamento foi demonstrada a recomposicdo do hematdcrito de
forma lenta até o 14° DAI quando os dados ndao foram mais considerados. Ribas et
al. (2003) mostraram que a dose utilizada de 1,2 mg kg', é eficaz no combate a
infeccdo por B. equi, ndo apresentando diferenca dos animais tratados com 2,4
mg.kg?. O protocolo de tratamento tem sido sugerido pelos autores com as
vantagens de reduzir custos e diminuir riscos de efeitos colaterais.

Na leitura dos esfregacos sangliineos dos equinos durante a evolucdo da
babesiose foram observadas diferentes formas de B. equi: a forma oval, em anel e a
forma parasitaria caracteristica de “Cruz de Malta”, esta observada em
aproximadamente 5% das células vermelhas sanglineas infectadas (Figura 4). A
morfologia das formas sangiiineas do parasita corresponderam aquela de B. equi
descrita por Holbrook et al. (1968).

1 IMIZOL® - Shering-Ploug Coopers
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Figura 4 — Hemécias parasitados por B. equi (seta lilas:
forma anelar; seta verde: forma “Cruz de Malta”),
presente em esfregacos sanguineos de equinos
infectados experimentalmente.
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A padronizacdo da reacdo de imunofluorescéncia indireta mostrou que o
antigeno produzido a partir do sangue do potro E23, coletado no 13 DAI teve
presenca de reacdes inespecificas, j& o sangue do potro E24 coletado no 6 DAI ndo
apresentou reacgfes inespecificas e foi selecionado como antigeno padrdo para
pesquisa de anticorpos anti-B. equi no Laboratério de Doencas Parasitarias.

5.2. Prevaléncia de eqliinos reagentes a B. equi

Dentre 165 amostras de soros coletadas no més de fevereiro e examinadas
pela RIFI, demonstraram 28 positivas para B. equi, correspondendo a uma
prevaléncia de 16,97% (28/165). A Tabela 3 mostra a distribuicdo das positividades
por categorias e a prevaléncia média da infeccdo por B. equi, utilizando a RIFI.
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Tabela 3 - Prevaléncia de anticorpos anti-B. equi, em eqiinos PSI e RC de diferentes categorias, pela
reacao de imunofluorescéncia indireta, em um haras no Rio Grande do Sul, em fevereiro de

2002.
CATEGORIA N* DE ANIMAIS N° DE POSITIVOS % DE POSITIVOS
EXAMINADOS
PSI (éguas) 93 14 15,05
PSI (potros) 52 3 5,77
RC (servico) 20 11 55,00
TOTAL 165 28 16,97

Segundo Knowles & Uniss-Floid (1983), somente a transmissdo através de
carrapatos € capaz de manter uma area endémica. A taxa de prevaléncia esta
diretamente relacionada com a epidemiologia dos carrapatos vetores na regiao.
Estudos epidemiolégicos realizados por Cunha et al. (1998), Tenter & Friedhoff
(1986) e Pfeifer et al. (1995), Heuchert et al. (1999) e Ribeiro et al. (1999) em varios
estados brasileiros demonstraram prevaléncias muito superiores, variando desde
49,2% até 100%, sob diferentes condicbes epidemioldgicas, sobretudo expostos a
altas infestagOes por carrapatos.

VariagOes de prevaléncia foram observadas de acordo com as categorias e 0s
sistemas de criacdo. Este efeito tem sido descrito por Cunha et al. (1996) e Botteon
et al. (2002) em diferentes regides do Brasil. Estes achados embasam-se no fato de
gue animais mais velhos submetidos as mesmas condi¢cdes estdo mais expostos aos
riscos de contaminacdo em areas endémicas. Os equinos RC (servico)
apresentaram as maiores prevaléncias. Tal fato pode ser explicado pelo que foi
descrito por Kerber et al. (1999) e Heuchert et al. (1999) onde encontraram altas
prevaléncias em equinos utilizados no manejo de bovinos e manutencdo em campos
considerados sujos e carrapateados. Segundo Friedhoff (1988), Knowles, Jr. et al.
(1992) e Guimaréaes et al. (1998) existe relagcdo entre a ocorréncia de Boophilus
microplus, como potencial vetor para a transmissao destes agentes.

Dentre os animais, positivos os titulos de anticorpos anti-B. equi, variaram entre
80 e 1280, com 60,8% dos titulos entre 320 e 640. O titulo mais frequiente foi o de
320 (32,2%), conforme Figura 5. Uma distribuicdo sorologica semelhante foi
observada em Goias por Linhares (1994), com equinos criados em regime extensivo

e semiconfinado.
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Figura 5 - Distribuicdo da freqiéncia de titulos de anticorpos
anti-B. equi em equinos positivos pela RIFI de um
haras no Rio Grande do Sul, em fevereiro de 2002.

Os dados mostrados na Tabela 4 revelaram titulos de anticorpos anti-B. equ/ mais
altos em equinos mais velhos (éguas PSI e equinos RC). Nenhum potro apresentou
titulos maiores ou iguais a 640. Estes achados tém sido descritos por Rehbein et al.
(1983), que concordam que a producgao de anticorpos é idade dependente, ou seja,
a medida que os equinos tornam-se mais velhos, passam a apresentar uma resposta

soroldgica mais rapida, com titulos mais altos e por um periodo de tempo maior.

Tabela 4 - Frequéncia absoluta e relativa de titulos soropositivos para B. equi, pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta, em fevereiro de 2002.

CATEGORIAS
] TOTAL
TITULOS PSI (éguas) PSI (potros) RC (servigo)
N° % N° % N° % N° %
80 2 14,3 0 0 1 9,1 3 10,7
160 2 14,3 2 66,7 1 9,1 5 17,8
320 5 35,7 1 33,3 3 27,3 9 32,2
640 4 28,6 0 0 4 36,4 8 28,6
1280 1 7,1 0 0 2 18,1 3 10,7
TOTAL 14 100,0 3 100,0 11 100,0 28 100,0
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5.3. Incidéncia da infec¢cdo na propriedade

A incidéncia em éguas de cria e equinos de servico expostos ao risco de
acometimento da doenca foi nula no periodo de acompanhamento por 12 meses.

Baseado na auséncia de carrapatos vetores, manutengao dos equinos em
pastagens cultivadas, baixa unidade animal por hectare, rodizio de pastagens e
rocadas frequentes,

A ocorréncia de babesiose fetal por transmissédo intrauterina foi de 7,14%,
considerando uma populacdo de 14 éguas cronicamente infectadas, demonstradas
por prova soroldgica. Os exames clinicos revelaram que a égua parturiente
apresentava condi¢des clinicas normais enquanto que o potro apresentou, ja ao
nascer prostracdo, intensa ictericia, acentuada anemia, taquipnéia, taquicardia,
subdesenvolvimento, atrofias musculares e dificuldade de manter-se de pé. Os
exames laboratoriais revelaram, nested-PCR positivo, exame de esfregaco
sanguineo corado com parasitemia de 46% de B. equi, com predominio de
merozoitos intraeritrocitarios na forma de “Cruz de Malta” (Figura 6). O hematdcrito
foi de 22% revelando estado de anemia com intensa bilirrubinemia.

Segundo De Waal (1992), a transmisséao intrauterina de B. equi parece ser
relativamente comum. Conforme Bose et al. (1995) os eritrocitos fetais apresentam-
se parasitados ja no momento do parto. Donatie et al. (1924) e Guimarées et al.
(1954). observaram casos de babesiose congénita e sugeriram haver transmissao
transplacentaria da babesia. Du Plessis (1966) mostra a ocorréncia de fetos
abortados com ictericia e estado de anemia, ou potros prematuros e agueles a termo
gue nascem doentes, mostrando sintomas como ictéricia, anemia, prostracdo e
relutdncia a amamentacao. De Waal (1988) afirmou que as infecc¢des intrauterinas
ocorrem ao acaso em areas endémicas, geralmente no ultimo trimestre da gestacao,
resultando em abortos, natimortos ou potros fracos que morrem logo apds o
nascimento.

Com base no exposto, a demonstracédo da infeccao intrauterina em um potro
dentre apenas 14 éguas parturientes indica a babesiose eqliina como uma doenca

fetal de alta transmissibilidade.
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Figura 6 — Esfregaco corado por Giemsa,
mostrando  hemacias parasitados por
B. equi, em potro neonato.

5.4. Dinamica de anticorpos em animais soropositivos

A andlise da dindmica de anticorpos anti-B. equi, pela RIFI durante o periodo
de 12 meses, demonstrou oscilacdes discretas nas titulacdes, ndo apresentando

diferenca significativa entre os meses analisados conforme mostrado na Figura 7.
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Figura 7 - Curva de anticorpos anti-B. equi durante o periodo de um ano em
éguas PSI e equinos RC, em um haras no Rio Grande do Sul, de
setembro de 2001 a agosto de 2002.

O titulo médio de anticorpos apresentado para éguas da raca PSI foi de 496,2
e 0s equinos RC de 509,5 (dados apresentados em logaritmo), a analise estatistica

através do teste de Tukey ndo apresentou diferenca significativa entre as categorias.
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Para Levine (1985), Schein (1988) e Kuttler et al. (1988) a dinamica de
anticorpos detectaveis por qualquer método soroldgico na infeccédo por B. equi esta
representada graficamente por uma curva gausiana, ja que aparecem aos 15-20
dias da primoinfec¢do, aumentando posteriormente. Os titulos tendem a manutencao
em alta durante 6-10 meses comecando decrescer até chegar a niveis basais
indetectaveis, em muitas ocasifes, por alguns métodos soroldgicos. Segundo Schein
(1988), equinos infectados por B. equi desenvolvem uma soélida imunidade que
protege contra a doenca clinica no caso de re-exposi¢des ao parasito. Esta protecéo
tem sido atribuida a continua estimulacdo do sistema imune por parasitos que
persistem no organismo durante a fase crénica da enfermidade, mesmo em baixas
parasitemias. Para De Waal et al. (1988) um equino portador pode apresentar
variacdes de titulos de anticorpos, justificaveis por ciclos de reagudizacdo de
parasitemia, condicdo fisica e estado fisiolégico ou sanitario. Neste trabalho a
auséncia de oscilacbes no nivel de anticorpos pode caracterizar a regido como

sendo de baixo desafio e baixo risco de infeccéo.

5.5. Alteracdes hematologicas em equinos naturalmente infectados e sadios

O estudo das alteracdes hematoldgicas demonstrou que ndo houve variacées
significativas de hematocrito e na contagem diferencial de leucdcitos entre equinos
infectados e sadios, acompanhados durante o periodo de doze meses. A curva dos

hematocritos estd mostrada na Figura 8.
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Figura 8 — Curva de hematdcrito em equinos livres e portadores de B. equi,

durante 12 meses em éguas PSI e em eqliinos RC.

Concordando com os achados apresentados acima, Hailat et al. (1997)
também nao encontraram diferenca significativa entre o hematdcrito de equinos
portadores de B. equi e de equinos nao infectados.

As contagens de diferenciais de leucdcitos estdo mostradas na Tabela 5.

Tabela 5 - Andlise estatistica do diferencial de leucdcitos, hematécritos e PPT, de eqliinos
naturalmente infectados.

CategoriaVariéveI Hematdcrito Linfécitos Neutréfilos PPT
PSI (neg) 40,43 a 29,70 a 63,17 a 6,36 a
PSI (pos) 39,90 a 29,94 a 62,63 a 6,41 a
RC (negq) 41,46 b 30,60 a 62,02 a 6,64 b
RC (pos) 41,46 b 29,56 a 62,08 a 6,69 b

Os resultados dos exames de diferenciais de leucocitos demonstraram
padrbes normais na comparacao entre animais positivos e negativos. Este achado
tem sido citado quando se trata de animais cronicamente infectados (Knowles,
1996), enquanto que animais com sintomatologia clinica da infeccdo demonstram
alteracdes na série branca, principalmente em leucdcitos conforme descrito por
Rudolph et al. (1975) e Knowles (1996), onde os neutréfilos apresentam o principal

papel na remocao de B. equi através da opsonizacao.
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Segundo Knowles (1996) ainda ndo esta bem definida como é a resposta
imune mediada por células para o controle da parasitemia da B. equi, mas existe
uma correlacdo estabelecida entre a inibicdo da migragcéo de leucocitos e o grau de
parasitemia. Adicionalmente, durante o inicio da infeccdo B. equi centra sua acgéo
sobre o sistema mononuclear fagocitico (fase linfoproliferativa), para posteriormente
provocar una severa anemia, ja que pode alcancar elevados niveis de parasitemia,
proximos a 80% de eritrocitos parasitados. Em ambos casos estdo presentes 0s
processos auto-imunes manifestados com fend6menos de eritrofagocitose, descritos
por Levine (1985) e Schein (1988).

Os dados permitiram concluir que ndo houve diferencas significativas entre as
contagens diferenciais de leucdcitos, hematocritos e PPT entre animais

cronicamente infectados e sadios.

5.6. Resultados da técnica de PCR e a RIFI

Os resultados do teste direto (nested-PCR) para a deteccdo de DNA de
B. equi e indireto (RIFI) para deteccdo de anticorpos anti-B. equi realizados em

amostras de sangue de 108 equinos PSI e RC sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultados das técnicas de nested-PCR e RIFI para diagndstico de B. equi, em
outubro de 2001.

RIFI
Testes/Resultados . ] Total
Positivo Negativo
Positivo 13 3 16
NESTED-PCR )
Negativo 11 81 92
Total 24 84 108

A sensibilidade e a especificidade da técnica da nested-PCR para a
amplificacdo do gene EMA-1 de B. equi foram as mesmas obtidas por Nicolaiewsky
et al. (2001).
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Em 3 animais os resultados da técnica de nested-PCR foram positivos e 0s
resultados de RIFI negativos, podendo-se supor que estes animais tenham sofrido
uma infeccdo recente ndo tendo havido o tempo necessario para 0 organismo
montar uma resposta imune a infec¢cdo ou os niveis de anticorpos sejam inferiores
ao limite de positividade da técnica de RIFI. Schein (1988) e Kuttler et al. (1988)
relatam que a dindmica de anticorpos € representada por uma curva com
distribuicdo normal, chegando a niveis basais indetectaveis por técnicas sorologicas.
Weiland (1986) observou que cavalos artificialmente infectados com B. equi e
B. caballi demoravam de 3 a 20 dias para produzirem anticorpos detectaveis. Em 11
animais foram observados resultados positivos para RIFI e negativos para a técnica
de nested-PCR, supondo-se o que descrito por De Waal (1992), que estes equinos
poderiam ndo estar mais na fase aguda da infeccdo ou por se tratar de equinos
expostos a baixo desafio, mantendo baixas parasitemias, mas que ainda seguem
portadores da infeccdo em niveis de parasitemia baixa, inferiores a sensibilidade da
técnica da PCR, impedindo a deteccdo direta do parasita. Os achados permitem
concluir que percentual consideravel de animais sorologicamente positivos sao
portadores do agente, caracterizando a situacdo epidemiolégica de animais

persistentemente infectados mesmo com titulos consideraveis de anticorpos.



CONCLUSOES

A prevaléncia de equinos reagentes a B. equi, demonstrou que a regiao

€ uma area endémica a babesiose;

hY

A incidéncia nula caracteriza a area como de baixo risco a infeccao

adquirida;

Os niveis de anticorpos foram constantes em animais positivos,

caracterizando auséncia de reagudizac0des e reinfeccoes;

A andlise de diferencial de leucécitos ndo se constitui em parédmetro

seguro para se discriminar positividade na fase cronica da infeccao;

A deteccdo do agente pelo método direto por PCR e pela RIFI,
evidenciam a condicdo de animais persistentemente infectados que

representam fonte de infeccao efetiva para outros animais;
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