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RESUMO

FERREIRA, Edlainne Pinheiro, Universidade Federal da Paraiba, Novembro de 2014.
Soroprevaléncia de Theileria equi em equinos na microregido do Semiarido Paraibano.

Orientadora: Valeska Shelda Pessoa de Melo.

Theilerioses sdo infeccBes intra-eritrocitarias amplamente disseminadas entre o0s animais
domeésticos e silvestres, causadas por protozoarios do género Theileria e transmitidas por
diversas espécies de carrapatos ixodideos. Esta enfermidade provoca sérios problemas na
comercializacdo de animais de zonas livres de carrapato para zonas enzodticas. O objetivo
deste estudo foi avaliar os dados soroepidemioldgicos da Theileria equi em equinos de areas
urbana e rural em seis municipios do Estado da Paraiba. Um total de 138 animais foram
amostrados e testados usando a reacdo de imunofluorescéncia indireta. De todos 0s animais
estudados, 85/138 (61.6%) foram soropositivos. Ndo foi encontrada associacdo significativa
entre a presenca de carrapatos, idade ou sexo com a soropositividade para T. equi (p > 0,05).
A prevaléncia na analise soroldgica para equinos positivos para T. equi que tiveram o
hematocrito menor que 32% foi de 68.9% e 66.38% dos equinos tiveram a proteina
plasmatica total aumentada (> 7.9 g/dL). Dessa forma, atenta-se a necessidade de controle dos
carrapatos, monitoramento do estado de salde dos animais e elaboracdo de programas de
vigilancia ativa para evitar a propagacdo deste protozoario a animais suscetiveis.

Palavras-chave: equideos, anemia, piroplasmose, anticorpos.



ABSTRACT

FERREIRA, Edlainne Pinheiro, Federal University of Paraiba, November, 2014,
Seroprevalence of Theileria equi in horses from micro-region of Semiaridy Paraibano.
Adviser: Valeska Shelda Pessoa de Melo.

Theileriosis are intra-erythrocyte infection widespread among domestic and wild animals
caused by protozoa of the genus Theileria and transmitted by several species of ticks. This
disease causes serious problems in the marketing of livestock tick-free zones for enzootic
areas. The objective of this study was evaluate seroepidemiological data of Theileria equi in
horses of urban and rural areas of six municipalities in the state of Paraiba. A total of 138
animals were sampled and tested using the indirect immunofluorescence test. Of all the
animals studied, 85/138 (61.6%) were seropositive. There was no significant association
between the presence of ticks, age or sex with seropositivity for T. equi (p> 0.05). Prevalence
in the serological analysis of positive horses for T. equi who had hematocrit less than 32%
was 68.9% and 66.38% of the horses had increased total plasma protein (> 7.9 g / dL).
Therefore, attentive to the need to control ticks, monitoring the health of animals and
preparation of active surveillance programs to prevent the spread of this parasite to
susceptible animals.

Keywords: equine, anemia, piroplasmosis, antibodies.
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INTRODUCAO

A importancia dos equinos no Brasil é decorrente das vérias fungdes desempenhadas
por esta especie, como auxilio na conducdo do gado em fazendas (MOTA et al., 2006),
competicdes hipicas (SILVA et al., 2009), comércio de carne (FURTADO et al., 2010),
comércio de animais vivos (LIMA; FERRUCCI, 2007), comércio de sémen (JULIANI;
HENRY et al., 2008) e a equoterapia (TOIGO et al., 2008).

As principais causas de diminui¢do de desempenho e condicionamento fisico destes
animais sdo as doencgas musculoesqueléticas, respiratdrias e cardiovasculares, diminuindo a
vida Util e consequente perda financeira (FERRAZ et al., 2010; GASPERI et al., 2011).
Assim, o0s hemoparasitas sdo causas importantes de comprometimento a salde animal
(CUNHA et al., 1998). Devido a importancia social e econémica deste agente nos equinos,
estudos no Brasil devem ser conduzidos para avaliar a soroprevaléncia de Theileria equi e

fatores associados a sua infec¢do/exposicao.

Theilerioses sdo infeccBes intra-eritrocitarias amplamente disseminadas entre 0s
animais domeésticos e silvestres (MCCOSKER, 1981; VIDOTTO et al., 1997), causadas por
protozoarios do género Theileria e transmitidas por diversas espécies de carrapatos ixodideos
(LOUTAN, 1995).

A associacdo de Babesia caballi e Theileria equi € conhecida como piroplamose,
porém equinos infectados por T. equi permanecem sororeagentes durante toda a vida. As
manifestacBes clinicas mais graves sdo observadas na infeccdo por T. equi, que incluem
anemia, hemoglobindria, ictericia e variam em severidade dependendo do grau de hemolise
(ROTHSCHILD; DONALD, 2007).
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REVISAO DE LITERATURA

A theileriose é uma enfermidade causada por um protozoario de multiplicacdo intra-
eritrocitaria do género Theileria equi. Desde a descoberta do género no final do século 19,
varias espécies tém sido descritas em animais domeésticos e silvestres, com diversas espécies
de carrapatos atuando como vetores (CHAUVINA, et al., 2009). No Brasil, os carrapatos
descritos como transmissores da theileriose em equinos sdo: Amblyomma cajennense e
Dermacentor (Anocenter) nitens (ROTHSCHILD; DONALD, 2007).

A enfermidade causa anemia, hemoglobindria, ictericia e variam em severidade
dependendo do grau de hemolise, sendo mais grave na infeccdo por T. equi. Os indices de
mortalidade variam de 5% a 10% e taxas superiores a 50% sdo observadas em equinos adultos
ndo expostos previamente ao agente (ROTHSCHILD; DONALD, 2007). A enfermidade
causa significativa reducdo no desempenho, aborto, diminuicdo da fertilidade dos animais
afetados e altos custos com tratamentos e manejos especiais, que no Brasil podem ser acima
de 250 milhGes de dodlares anualmente (MADRUGA et al.,, 2001). Além disto, esta
enfermidade provoca sérios problemas na comercializacdo de animais de zonas livres de

carrapato para zonas enzooticas (CALLOW, 1978).

Devido aos grandes prejuizos causados pela theileriose, vém sendo desenvolvidas
muitos estudos com o objetivo de melhorar estratégias de controle e profilaxia da doenca. Ndo
obstante, medidas de controle eficientes devem basear-se no conhecimento epidemioldgico
que se fundamenta, principalmente no conhecimento ou identificagdo de animais portadores
sadios ja que sdo focos de infeccdo para os carrapatos vetores, pois abrigam o protozoario
intracelular em quantidades muito baixas na circulacdo sanguinea, ndo mostrando sinais
clinicos, permitindo que os carrapatos se infectem e disseminem o agente no meio ambiente
(FIGUEROA et al., 1994).

As maiores perdas econdmicas e sanitarias referentes a theileriose ocorrem em areas de
instabilidade enzootica ou por ocasido da transferéncia de animais destas, ou de areas livres,

para outras cuja situacdo epidemioldgica seja de estabilidade (SANTOS et al., 2001).
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Assim, nos individuos portadores sadios, como a quantidade de hemoparasitos
circulantes é baixa, o diagndstico por meio do esfregaco sanguineo ndo é eficiente, mas sim,
técnicas que detectam anticorpos anti-Theileria equi como a Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI). Os resultados dos testes soroldgicos baseiam-se na presenca de
imunoglobulinas especificas e indiretamente a presenca do agente de interesse. Falsos
positivos podem acontecer na RIFI, pois a presenca de anticorpos pode ser de uma exposi¢éo
anterior ao patdgeno ou ainda anticorpos oriundos do colostro ingerido com imunidade ao
agente e ndo necessariamente devido a presenca do dele no momento do exame (MAHONEY,
etal., 1979).
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JUSTIFICATIVA

Dada a importancia socioeconémica dos equinos no pais, a deteccdo de anticorpos
anti-T. equi nestes animais fornecerdo informacGes importantes para o controle e

entendimento da theileriose na regido da presente pesquisa.
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PROPOSICAO

4.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a soroprevaléncia para Theileria equi através da Reacdo de

Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em equinos da zona rural e urbana do Estado da Paraiba.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a ocorréncia de anticopos anti-T. equi em equinos do Estado da Paraiba.

e Determinar os principais fatores associados a infec¢do/exposicao.

17



MATERIAL E METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba e aprovado com o Certificado de
Apresentacio para Apreciacio Etica (CAAE). O estudo foi desenvolvido no Laboratério de
Medicina Veterinria Preventiva da Universidade Federal da Paraiba e no Laboratério de

Protozoologia da Universidade Estadual de Londrina.

5.2 DESENHO DO ESTUDO

O estudo ocorreu durante o inverno (julho-agosto de 2013), em 18 propriedades em
seis municipios do Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil: a) Area rural - Alagoa Nova, 21
amostras em trés propriedades; Areia, nove amostras em duas propriedades; Caturité, sete
amostras de um propriedades; Lagoa Seca, 16 amostras em duas propriedades; Remigio, 63
amostras em nove propriedades. b) Area urbana - Campina Grande, 22 amostras em uma
propriedade. A soroprevaléncia de T. equi em equinos em cada propriedade sdo resumidas na

figura 1.
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Figura 1. Localizagdes Geograficas segundo coordenadas obtidas por GPS das propriedades
onde foram coletadas as amostras.

Coordenadas de cada cidade: Alagoa Nova: S07° 03.160' W035° 46.454; S07° 03.299' W035°
45.523"; S07° 02.147" WO035° 45.615. Areia: S06° 58.432' W035° 43.231; S07° 00.380'
W035° 47.204. Campina Grande: SO7° 28.551' W035° 88.970. Caturité: S07° 25.222' W036°
00.671. Lagoa Seca: SO7° 10.513' W035° 49.621; SO07° 11.306' W035° 46.622. Remigio:
S06° 59.110' W35° 47.691; S06° 57.707" W35° 48.033; S6° 57.349' W35° 48.464; S6°
57.665' W35° 48.195; S07° 23.526' W036° 01.425; S06° 57.529' W035° 48.347; S06° 54.442'
W036° 02.017; S06° 58.007' W035° 48.155; S07° 00.379' W035° 47.205.

FONTE: Google Maps.
5.3 ANIMAIS

Das 138 amostras, 81 eram machos e 57 fémeas. As racas dos equinos foram
Appaloosa (1), Mangalarga (5), Paint Horse (1), Quarto de Milha (47) e sem raca definida

(83). A faixa etaria dos animais foi dividida em dois grupos: animais com menos de 5 anos e

animais com mais de 5 anos de idade.
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5.4 AMOSTRAS

Um total foi de 138 amostras de sangue de cavalos de diferentes ragas, idades e sexo.
Os animais foram devidamente contidos para coleta. Foi feito uma assepsia prévia no local da
puncdo com alcool 70%. As amostras de sangue (10 ml) foram coletadas por puncédo da veia
jugular, utilizando agulhas estéreis tipo vacutainer em tubos de separacdo de gel contendo
codgulo (BD Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ, EUA), com a retracdo do coagulo visivel e
tubos estéreis com anticoagulante (EDTA), ambos mantidos refrigerados. Para obtencdo do

soro, as amostras foram centrifugadas a 1500 g durante 5 minutos.

Com sangue completo foi realizado o hematocrito e de proteina do plasma total. O
soro e sangue foram aliquotados, identificados e armazenados a - 20 ° C até o tempo de
analise. Um questionario epidemiologico foi aplicado durante a amostragem, para obter

informac@es sobre 0s animais como raca, idade, sexo, presenca e controle do carrapato.

5.5 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi realizada para deteccdo de
anticorpos 1gG contra T. equi de acordo com a técnica de Callow, 1978. com uma diluicdo de
soro de 1:80. No caso de uma reacgdo positiva, diluicdes em série de soro em incrementos de

duas vezes foram testadas até o titulo de ponto final.

As amostras foram colocadas sobre o antigeno nas laminas e incubaram-se numa
camara humida a 37 °C durante 30 minutos. As laminas foram lavadas trés vezes em PBS
(pH: 7,2), e incubadas com anti-soro de 1gG de cavalo conjugado de isotiocianato de
fluoresceina (Londrina, PR, Brasil) diluido a 1:160 em PBS contendo 0,001% de azul de
Evans. As laminas foram lavadas novamente em PBS, cobertas com glicerina tamponada e
laminula. Por fim, as laminas foram examinadas em um microscépio de fluorescéncia (Nikon

Eclipse).

Em todas as laminas, soros de referéncia foram incluidos como controles positivos e
negativos. Para amostras de soro positivas, os parasitas foram exibidos em uma mancha
periférica brilhante-verde com uma fluorescéncia macante do citoplasma, o tamanho e

formato compativel, e foram consideradas as amostras de soro positivas > 1:80.
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica, foi utilizado o teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher
para avaliar as varidveis independentes para determinar a associacdo entre os fatores
individuais com soropositividade para T. equi. O odds ratio (OR), intervalo de confianca de
95%, e os valores de p foram calculados para as variaveis analisadas. Os resultados foram
considerados significativamente diferentes quando p <0,05. Os dados foram compilados e

analisados utilizando o software Epi Info ™ (versdo 7).
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RESULTADOS

Tabela 1. Soroprevaléncia de Theileria equi em equinos da microregido do Agreste Parai-

Bano.
Variavel T. equi (RIFI)

+/n Prevaléncia (%) OR IC* P-valor
Lugar
Alagoa Nova 16/21 76.2 462 1.24-17.22  0.0190
Areia 4/9 44.4 1.15 0.24-5.52 0.5828
Remigio 45/64 70.3 3.42 1.25-9.34 0.0138
Caturité 3/6 50 1.44 0.23-8.84 0.5207
Lagoa Seca 10/16 62.5 2.40 0.64-9.02 0.1887
Campina Grande 9/22 40.9
Presenca de carrapatos
Sim 34/56 60.7 0.84 0.41-1.70 0.6394
Né&o 53/82 64.6
Idade(anos)
>5 35/55 63.6 0.98 0.47-2.00 0.9560
<5 50/78 64.1
Género
Macho 53/81 65.4 1.28 0.63-2.57 0.4883
Fémea 34/57 59.6

n: nimero de amostras;+: nimero de animais positivos para Theileria equi; OR:
Odds Ration; IC: intervalo de confianca.

Nota: *intervalo de confianca de 95



Das 138 amostras, 85 equinos apresentaram anticorpos especificos anti- T. equi na
RIFI, com uma soroprevaléncia de 61.6%. A soroprevaléncia em Alagoa Nova, Areia,
Campina Grande, Caturité, Lagoa Seca, Remigio foi 16/21 (76.2%; 95% IC: 1.24-17.22%),
419 (44.4%; 95% IC: 0.24-5.52%), 9/22 (40.9%), 3/6 (50%; 95% IC: 0.23-8.84%), 10/16
(62.5%; 95% IC: 0.64-9.02%), 45/64 (70.3%; 95%: 1.25-9.34%), respectivamente. Cinquenta
e seis dos 138 (40.4%; IC 95%: 32.3-49.3%) equinos apresentaram carrapatos, sendo que 0s
equinos oriundos do municipio de Areia apresentaram o maior percentual (100%; IC 95%:

100-100%) de infestacdo por carrapatos.

Né&o foi encontrada associacdo entre a idade em relacdo a soropositividade para T. equi
(p= 0.9560), também ndo houve associacdo entre a presenca de carrapatos (p= 0.3217) ou
sexo (p= 0.2472) para anticorpos anti- T. equi. Equinos positivos para T. equi, com
hematdcrito abaixo dos valores de referéncia para a espécie tiveram uma prevaléncia de
68.9% na RIFI e equinos positivos para T. equi que apresentaram a proteina plasmatica total
elevada, tiveram uma prevaléncia de 66.38% (RIFI) em relacdo aos valores de referéncia da
espécie. A soroprevaléncia de T. equi em equinos dentro de cada variavel avaliada sdo
resumidas na tabela 1.
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DISCUSSAO

Devido a capacidade dos hemoparasitas causarem comprometimento a saide animal
(CUNHA et al., 1998), se faz necessario focar em dados soroldgicos em relacdo a T. equi,
pois o parasita além de causar danos ao animal, causa uma perda financeira (FRIEDHOFF et
al., 1990). Dessa forma, neste estudo a ocorréncia de infecgdo pela T. equi em equinos de

municipios da zona rural e urbana da Paraiba, foi investigada pela RIFI.

Os resultados apresentados mostraram a existéncia de equinos portadores de T. equi na
RIFI, os quais ndo apresentavam achados clinicos caracteristicos da theileriose equina. Porém,
apos uma infecccdo inicial por Theileria equi podem permanecer no estado de portador do
agente e nao serem sintomaticos, o que condiz com o estudo em questdo (PHIPPS; OTHER,
2004).

Né&o houve correlacdo significativa entre a positividade e a idade dos cavalos quando
os dados foram analisados, estando o resultado de acordo com outros estudos (SHKAP et al.,
1998; KARATEPE et al., 2009.; GRANDI et al., 2011; AMIR et al., 2012; VIEIRA et al.,
2013). Porém, outros estudos encontraram uma correlacdo positiva entre o aumento da idade e
positividade (RUEGG et al., 2007; SEVNIC et al, 2008; KOUAM et al., 2010). Considerando
0s cavalos < 5 anos, estes apresentaram soroprevaléncia maior do que em cavalos > 5 anos.
Estes achados diferem de outros estudos (RUEGG et al., 2007; VIEIRA et al., 2013), podendo
ser devido aos diferentes protocolos de diagnoésticos, variacdes climaticas, espécies de

carrapatos, tipos de populacédo e diversas estratificacdes de idades (VIEIRA et al., 2013).

Em outro estudo, o género do animal ndo foi um fator de risco para a infeccdo por T.
equi (AMIR et al., 2012). Assim como neste estudo, ndo houve uma relacdo entre género e

positividade para o agente (p > 0,05).

Neste estudo, foi avaliado a relacdo entre a positividade para T. equi na sorologia com
a hematimetria, observando-se prevaléncia em animais com hematécrito diminuido de acordo
com o valor de referéncia da espécie que é de 32-52 (MEYER et al., 1995) de 68.9% na RIFI.
Semelhante esta pesquisa, outro estudo mostrou a relacdo de animais soropositivos para T.

equi com a diminuicdo do hematdcrio (CUNHA et al., 1998).
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Também foi avaliada a relacdo entre a positividade dos animais com a proteina
plasmética total, verificando-se prevaléncia de 66.38% em relacdo aos valores acima da
referéncia da espécie que € de 5.2-7.9 (MEYER et al.,, 1995). Equinos com T. equi,
apresentam anemia por conta da hemdlise causada pelo protozoario tendo no hemograma um
hematdcrito baixo (DIAS, 2008) e proteina plasmaética total alta, o que se confirma essa
prevaléncia na RIFI em animais positivos de hematdcrito diminuido e proteina plasmaética

total aumentada com os resultados deste estudo.

Nos municipios de Alagoa Nova, Areia, Lagoa Seca e Remigio equinos positivos em
ambos os diagnosticos para T. equi apresetaram uma porcetagem de 28.57%; 100%; 50% e
52.38% de infestacdo por carrapatos, porém nenhum equino referente ao estudo apresentou
carrapatos em Campina Grande e Caturité, o que pode ser devido as amostragens terem sido
realizadas nestes municipios nos meses de inverno, época na qual os cavalos sdo parasitados
por larvas e ninfas (VIEIRA et al., 2013), levando ao proprietario a concluir que os animais
ndo apresentavam carrapatos. Porém, a alta porcentagem nos municipios com equinos
infestados por carrapatos, ocorre devido a regido ter um clima tropical (PEREIRA JUNIOR et
al., 2008), onde ha boas condi¢Bes para o desenvolvimento da populacdo destes vetores.
Mesmo o municipio de Areia apresentando maior porcentagem em relacdo a presenca de
carrapatos, ndao houve uma maior prevaléncia para T. equi no diagndstico em relacdo aos
outros municipios avaliados. A prevaléncia da theileriose equina € um espelho da distribuicao
do carrapato e pode variar de acordo com as diversas populacdes e regides (LEAL, 2010).

Neste estudo, 61.6% foram positivos para sorologia do agente em questdo. Em Dubai
também encontraram maior numero de equinos reagentes no teste sorolégico de 36.2%
(JAFFER et al., 2009). Na Hungria foi encontrado na sorologia a prevaléncia de 32%
(FARKAS et al., 2013). Ja no Ird foi encontrado uma prevaléncia de 48% (ABEDI et al.,
2014). Estudos epidemiologicos na regido Sudeste do Brasil, Estado de Minas Gerais,
mostraram a soroprevaléncia da theileriose equina de 91% (HEIM et al., 2007). As diferentes
prevaléncias de theileriose em equinos entre diversos paises podem ser devido a diferencas na
sensibilidade dos testes de diagndstico utilizado, assim como na abundancia e ocorréncia de

vetores competentes.
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CONCLUSOES

O resultado soroldgico do presente estudo demonstrou a prevaléncia da infeccéo
parasitaria por T. equi nos equinos das cidades avaliadas. Todos 0s animais soropositivos
foram assintomaticos, atuando como portadores crénicos e possiveis disseminadores do

parasito.

Faz-se necessario a elaboracdo de programas de vigilancia ativa e 0 monitoramento do
estado de saude dos animais dessa espécie, bem como desenvolvimento de medidas de
controle eficazes para os carrapatos, a fim de evitar a propagacdo do piroplasma para 0s

animais suscetiveis.
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APENDICE

Apéndice: Questionario epidemioldgico que foi aplicado no presente estudo.

LABORATORID DE BEDICINA VETERINARLA PREVENTIVA - UFPE

QUESTIONARIO ERIDERIOLAGICO - EQLAMNOS

Cidade: Propriedasde nd:

Data:  F F

Name da propriadade;

Propriatiria: Fomne:

N2 do GFE:

DADDS DO ARNIRAL

MN2: 1) Medesrme: 2k ldade:

pSexo: [ pM [ |} F4) Raca: 50 Finalidade:

CONTROLE DE CARRAPATOS

G Wisits Sres de maatazd JSim [} MEa

7) Presenca de carrapatos: | pSim{ | NEo

A Camtrode de carrapatos: | | Smi § NGo Cual o produte?

Q) Frequénda cantrole carrapatas: | | Mensal | ) Trimestral § ) Semestral | ] Aol
SANEAMENTD

10) Qual a arigem da dgua de consuma dos animais? | | Rede pablics | § Poge | ) Riododrmego | )
Cisterna

11} Qual o destino do esgoto? | ) Rede poblica [ | Fossa | ) 0w aberto

12} Qual o dasting do like da sws casa? ] ) Coleta poblica [} Cuintal [} Queims

anirmeal | | Outroes:

13} Desting das excrementas dos animas: | ) Amontaads | ) Eaterrsda |} Esterqueira | | Aduba

{ 1 Gutra:

14| Distdncia entre fossa oo depdsito de feres @ Fonte de dgoa: [ §25m § )= que 25m (| < gue 25m
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