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RESUMO

GOLYNSKI, Anselmo Afonso. Aspectos epidemioldgicos da Babesiose equina na Regido
Norte do Estado do Rio Grande do Sul. 2007. 37p Tese (Doutorado em Parasitologia
Veterinaria, Ciéncias Veterindrias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia
Animal, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

O trabalho teve por objetivo determinar a prevaléncia da Babesia equi e B. caballi em eqiiinos
da regido Norte do Estado do Rio Grande do Sul bem como conhecer as praticas de manejo
adotadas e identificar os principais fatores que estdo envolvidos na sua transmissdo e
prevaléncia. Coletaram-se 380 amostras de sangue, nimero estatisticamente representativo
para a populagdo de eqiiinos em estudo, as quais foram analisadas por meio do teste de ELISA
e pela reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) ¢ para a B. caballi foi utilizado o Elisa
competitivo. Do total das amostras, 31,6% ¢ 35,8% foram positivas para B. equi ao teste de
ELISA e RIFI respectivamente, sendo que, a prevaléncia de B. caballi foi de apenas 0,86%. A
concordancia entre os testes foi considerada 6tima, através do indice Kappa de 0,87. Nao foi
constatada nenhuma diferenca significativa estatisticamente (p<0,05) entre o sexo, racas €
faixas etarias dos eqiiinos. De acordo com o presente estudo a regido Norte do Estado do Rio
Grande do Sul ¢, portanto caracterizada como uma area de instabilidade enzootica para B.
equi e B. caballi oferecendo riscos reais de ocorréncia ¢ perdas econdmicas causadas por
surtos de babesiose causada por B. equi e B. caballi especialmente em animais sensiveis,
procedentes de areas indenes, comércio de animais, participagdo em eventos (esportivos ou
recreativos dentro ou fora da Regido ou Estado) ou mesmo entre animais nascidos naquela
regido. Apos a analise dos questionarios, os sistemas e as finalidades da criacdo foram os
unicos fatores que influenciaram na prevaléncia das babesioses equinas.

Palavras-chave: Babesiose eqiiina, prevaléncia, epidemiologia.



ABSTRACT

GOLYNSKI, Anselmo Afonso. Aspects epidemiologic of equine babesiosis from the
northern region of the state of Rio Grande do Sul. 2007. 37p.Thesis (Doctor in Sciences,
Veterinary Parasitology) Institute in Veterinary, Animal Parasitology Department , University
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

The present study aimed to determine the prevalence of Babesia equi and B. caballi in horses
from the northern region of the State of Rio Grande do Sul, examining the maintenance
practices and identifying the principal factors involved in transmission and infection rates.
There were collected 380 blood samples and tested with ELISA and Indirect
immunofluorescence (RIFI) for B. equi and for B. caballi was used competitive ELISA. The
sample number was statistically representative for the equine population of the state. Testing
positive for B. equi by ELISA and RIFI were 31,6% and 35,8%, respectively, of the samples
examined. The prevalence of B. caballi was 0,86%. The concordance between tests was
considered high as shown by the Kappa index of 0,86%. There was not observed a statistically
significant difference (p<0,05) between the sex, age and breed of the horses. According to the
present study the northern region of the state of Rio Grande do Sul can be characterized as an
area of enzootic instability for B. equi and B. caballi, offering risks of economic losses due to
babesiosis outbreaks, especially in sensible animals introduced from indene areas, horse trade
and participating in events (as rodeos, auction sales, and others) or even in animals born in the
region. Analyzing the questionnaires, the maintaining systems and the purposes of the equine
use were the factors that had influence on the prevalence of equine babesiosis.

Key Words: Babesia equi, B. caballi, prevalence, epidemiology.
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1 INTRODUCAO

A babesiose equina causada por Babesia equi ou Babesia caballi tem um papel de
destaque entre as diversas sanidades que acometem os equideos. E uma doenga cosmopolita,
emergente nos paises subtropicais, e presente em areas que abrigam 90% da populagdo eqiiina
mundial (FRIEDHOFF et al., 1990). E também considerada atualmente, como o principal
impedimento para o transito internacional de eqiiinos, em virtude, dos animais portadores
oferecerem um risco de transmissdo para uma populagdo livre da piroplasmose. Estas
restrigdes atingem também o Brasil, por apresentar areas consideradas endémicas para estas
hemoparasitoses, geram limitacdes aos programas de melhoramento genético e difusdo de
novas racas. Somente eqiiinos sorologicamente negativos para B. equi ¢ B. caballi podem
entrar em areas livres (WEILAND, 1986).

A populagdo de eqiiinos no Brasil ¢ de aproximadamente seis milhdes de animais.
Estima-se que cerca de quatrocentos mil animais se encontram no Rio Grande do Sul, sendo
explorados, para diversas finalidades como tracao, esportes, rodeios, lazer, produg¢ao de carne
industria de alimentos, consumo direto, exportagdo, atividades militares, produ¢do de imuno-
bioldgicos e mais recentemente para auxilios em atividades de fisioterapia na medicina
humana. Qualquer que seja a finalidade, as enfermidades inerentes a essa espécie animal
representam um grande problema, podendo prejudicar o rendimento fisico, esportivo
reduzindo seu desempenho e em alguns casos incapacita-los ou impedir sua comercializacao,
podendo até indicar o seu sacrificio.

Nenhum estudo até o momento foi realizado na regido Norte do Estado do Rio Grande
do Sul para estimar a prevaléncia da B. equi e B. caballi assim como, para analisar fatores que
podem facilitar a transmissdo das babesioses eqiiinas.

Neste sentido, desenvolveu-se o presente estudo com objetivo de determinar a
prevaléncia da B. equi e B. caballi em eqiiinos da regido Norte do Estado do Rio Grande do
Sul bem como conhecer as praticas de manejo adotadas e identificar os principais fatores que
estdo envolvidos na sua transmissao e prevaléncia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico dos Agentes Etiologicos de Babesioses em Eqliinos

O género Babesia (Starcovici 1893), foi primeiramente reconhecido por Babes (1888),
quando ele procurava determinar a causa de uma doenga grave em bovinos no delta do rio
Danubio, na Roménia. O autor chegou a conclusdo que o agente etioldgico que estava
provocando a enfermidade denominada de hemoglubinuria enzodtica, era um pequeno
organismo cocoide, intraeritrocitico, por ele denominado de Haematococcus bovis. Em 1893,
Starcovici, um dos pesquisadores do grupo de Babes, reavaliou o parasito denominando-o de
Babesia bovis em homenagem a seu descobridor.

A piroplasmose eqiiina foi descrita primeiramente por Theiler (1901), trabalhando
com B. equi. Laveran (1901) foi o primeiro pesquisador a descrever a natureza
intraeritrocitica do agente causal da babesiose eqiiina ao examinar esfregacos de sangue
periférico de eqiiinos da Africa do Sul, designando-o de Piroplasma equi. Posteriormente,
Nuttal; Strickland (1910) demonstraram a existéncia de uma outra espécie de parasito,
morfologicamente distinto daquele anteriormente descrito e também causador da
piroplasmose eqiiina, denominando-o de Piroplasma caballi.

Nuttal; Strickland (1910), citados por Pierce (1975) propuseram a designacdo de
Nuttalia equi para o protozoario descrito com P. equi em fungdo das caracteristicas
morfologicas do parasito serem diferentes das demais espécies do género Piroplasma, até
entdo conhecidas.

2.2 Posicdo Taxondmica

A classificagdo taxonomica de B. equi dentro da familia Babesiidae ¢ discutida ha
muitos anos, dado a similaridade desse parasito com o género Theileria; destacando-se a
transmissdo estagio a estagio pelo carrapato (FRIEDHOFF, 1988); o desenvolvimento em
linfocitos antes do ciclo eritrocitico (SCHEIN et al., 1981; MOLTMANN et al., 1983) ¢ o
aparecimento de formas intraeritrociticas em “Cruz de Malta”, como resultado da divisao
multipla do parasito (SCHEIN, 1988).

Estudos ultraestruturais evidenciaram a presenca de citostoma e de uma estrutura
alimentar tubular em trofozoitos de B. equi (SIMPSON et al., 1967; FRERICHS,
HOLBROOK, 1974; SIMPSON, NEAL, 1980), estruturas estas envolvidas no mecanismo de
alimentagdo, muito similares aquelas observadas em parasitos do género Theileria (CONRAD
etal., 1985; FAWCETT et al., 1987).

Estudos de sensibilidade a drogas tém demonstrado que esquizontes exoeritrociticos
de B. equi sdo altamente susceptiveis a drogas esquizonticidas usadas no tratamento de
theileriose bovina, tais como buparvacaina, que em associacdo ao imidocarb podem eliminar
o parasita (KUTTLER, 1988; ZAUGG; LANE, 1989).

Proteinas de superficie de estagios eritrociticos de B. equi e Theileria spp apresentam
pesos moleculares similares com 33% a 58% de aminoacidos idénticos (KAPPMEYER et al.,
1993). Entretanto, andlises comparativas realizadas por meio de técnicas de biologia
molecular, indicam que a B. equi deve ser caracterizada como um grupo distinto (ALLSOPP
et al., 1994), principalmente porque estudos filogenéticos, realizados a partir da avaliacao da
sequéncia de RNA ribossomal, demonstraram que este parasito encontra-se num grupo
filogenético distante de qualquer espécie do género Theileria (CRIADO-FORNELIO et al.,
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2003) sugerem, com base na analise de diversos modelos de arvores filogenéticas, que B. equi
e Cytauxozoon felis seriam ancestrais de Theileria spp. e que esses parasitos estariam situados
relativamente distantes de B. rodhaini. Assim a criacdo de uma nova familia, como proposto
por Allsopp et al. (1994) s6 faria sentido se essa compreendesse apenas esses dois parasitos.

Estes estudos apontam fortes evidéncias de que ainda existe certa discussdo com
relagdo a taxonomia da B. equi. Alguns autores propdem a transferéncia desse parasito para o
género Theileria (SCHEIN et al., 1981; MOLTMANN et al., 1983; ZAPF; SCHEIN, 1994b,
MELHORN; SCHEIN, 1998), enquanto outros propdem a criagdo de uma nova familia
(ALLSOPP et al., 1994). Entretanto, at¢ que uma nova classificacdo seja adotada
internacionalmente a denomina¢do B. equi (LAVERAN, 1901) sera utilizada neste estudo,
segundo a classificagdo proposta por Levine (1988):

Filo: Apicomplexa

Classe: Aconoidasida

Ordem: Piroplasmorida

Familia: Babesiidae

Género: Babesia

2.3 Vetores das Babesioses Equinas no Mundo

Enigk (1943, 1944) In Soulsby (1987) revisou as espécies de ixodideos que sdo
incriminados pela transmissdo de B. equi, a saber: Dermacentor reticulatus (Europa),
Hyalomma excavatum e H. plumia (Grécia e Asia Central), H. dromedarii (Norte da Africa),
Rhipicephalus bursa e R. turanicus ( Antiga Unido das Republicas Socialistas Soviética), R.
evertsi (Africa do Sul), R. sanguineus (LATREILLE, 1806) (Asia Central e Africa do Norte).
O mesmo autor sugere que as espécies B. equi e B. caballi, sdo antagdnicas e que a B. equi
apresenta-se mais freqiliente, minimizando a ocorréncia de B. caballi. Trabalhos recentes
desenvolvidos na Mongélia por Battsetseg et al. (2001) demonstraram através de estudos
biomoleculares no hospedeiro intermediario D. nuttalli, a ocorréncia de 10 e 12,9% de B. equi
e B. caballi, nos ixodideos estudados.

Neitz (1956a) verificou que alguns vetores de B. caballi permanecem com o poder de
infectividade por duas geracdes, sem se alimentar em animal infectado, enquanto que outros,
mantém a infec¢do por somente dois estagios sucessivos, do ciclo de vida de uma geragao.
Para este autor, os vetores de B. caballi seriam trés espécies do género Dermacentor: D.
marginalus (= D. reticulatus), D. pictus e D. silvarum; quatro do género Hyalomma: H.
volgense, H. anatolicum (= H. excavatum), H. marginatum e H. dromedarii;que fora recém
introduzida em nosso continente (MASSARD et al., 2001) e duas do género Rhipicephalus: R.
sanguineus ¢ R. bursa. Os vetores de B. equi seriam duas espécies do género Dermacentor: D.
marginatus e D. pictus, quatro espécies do género Hyalomma: H. anatolicum anatolicum, H.
marginatum detritum, H. excavatum e H. uralense detritum, ¢ trés espécies do género
Rhipicephalus: R. bursa, R. sanguineus e R. evertsi. B. equi ¢ transmitida predominantemente
pela via estagio a estagio, exceto a espécie H. anatolicum anatolicum, que faz transmissao
transovariana (NEITZ, 1956b).

O vetor de B. equi, ainda é desconhecido na Franga, suspeitando-se ser o R. bursa
(MOREL, 1981).

No Marrocos, B. equi foi isolada de carrapatos adultos naturalmente infectados da
espécie H. marginatum (MOLTMANN et al., 1983).

Dentre as espécies que acometem eqiiideos no Brasil, de modo geral, as principais sdo:
Anocentor nitens e Amblyomma cajennense, porém demonstraram-se incapazes de transmitir a
espécie B. equi experimentalmente (DENNING, 1988; BARBOSA, 1993; BARBOSA et al.,
1995).



Trabalhos recentes reportam a infec¢do experimental de B. equi por B. microplus
através da microscopia eletronica de transmissdo, que B. equi ¢ capaz de se multiplicar em
glandulas salivares de B. microplus na fase adulta. Este fato sugere o B. microplus como
possivel transmissor natural da B. equi principalmente em locais onde se observa que ndo
existe nenhuma outra espécie de vetor possivel, concomitantemente, constitua a unica espécie
ou a espécie predominante encontrada em eqiiideos (CUNHA, 1993; GUIMARAES et al.,
1998ab), justificando sua presenca em partes da América Latina, dentre as quais o Brasil.

2.4 Sinais Clinicos e Patologia Clinica das Babesioses Equinas

Em geral as infec¢des graves de B. caballi resultam em disfunc¢des de diversos 6rgéos
devido as aglomeragdes dos parasitos desta espécie nos capilares viscerais, resultando em
fragilidade capilar com rompimento e escape de eritrocitos (hemorragias). No figado observa-
se atrofia e degeneracdo da veia centrolobular e necrose. Nos casos agudos de infecc¢ao por B.
caballi, os sintomas sdo freqlientemente caracterizados por: inapeténcia, febre com
temperatura acima de 40°C, mucosas congestas, taquicardia e taquipnéia. A infec¢do por B.
equi, resulta principalmente na destrui¢do de eritrocitos, devido a intensa multiplicagdo
intraeritrocitaria sobrevindo a morte por anemia (HOLBROOK, 1969).

Nos casos agudos de infecgdes por B. equi o sintoma caracteristico ¢ a febre, muitas
vezes de natureza intermitente, com temperatura variando de 39,5° a 42,3°C (TAYLOR et al.,
1969) em casos mais graves, pode ocorrer hemoglobintria (SIPPEL et al., 1962; RETIEF,
1964; RUDOLPH et al., 1975). E comum observar-se mucosas palidas ou ictéricas, com
petéquias, equimoses ¢ edemas de membros. Ha casos em que sintomas digestivos podem
estar associados, tais como: cdlica, constipacdo, fezes mucoides freqiientemente seguidas de
diarréia ou fezes ressecadas, principalmente em casos de infecg@o por B. equi (LITTLEJOHN,
1963 In: BONE et al., 1963).

As enfermidades causadas por B. equi ou B. caballi, apresentam algumas sintomas
semelhantes, que podem ocorrer em maior ou menor grau de intensidade, dependendo do
parasitismo e da resisténcia individual do hospedeiro (SOULE et al., 1984), vale ressaltar, que
eqiiinos adultos, importados de areas indenes e introduzidos em regides endémicas, sdao
consideravelmente mais susceptiveis ao desenvolvimento de um quadro mais severo da
doenca (SIPPEL et al., 1962). Estudos recentes desenvolvidos por Mujica (2002), no Estado
do Rio de Janeiro-Brasil, demonstraram um quadro clinico de infecg¢do aguda, por B. caballi,
em eqiiino sensivel destacando a presenca de anemia, ictericia, balanopustite e fezes com
secrecao do tipo mucoide.

Em infecgdes agudas por B. equi no hemograma demonstra na série vermelha, anemia
do tipo microcitica hipocrOmica ou anemia normocitica normocromica (SCHEIN, 1988). Em
53 casos agudos a campo no Chile, observou-se anemia normocitica normocromica
(RUDOLPH, 1971). Na série branca geralmente observa-se neutropenia, linfopenia,
eosinopenia e aumento significativo do nimero de mondécitos (RUDOLPH et al., 1975), além
de decréscimo do fibrinogénio e elevadas concentra¢des de bilirrubina plasmatica (RISTIC,
1985). Em algumas localidades, os casos clinicos de B. caballi sdo clinicamente inaparentes e
raramente responsaveis por anemias severas entre outros sintomas (DE WAAL, 1992). A
parasitemia, raramente excede a 1% em infecgdes por B. caballi e geralmente em infecgdes
por B. equi se encontram na faixa de 1 a 7%, mas podem chegar a 80% (FRIEDHOFF et al.,
1990).

2.5 Prevaléncia das Babesioses Equinas no Mundo



2.5.1 Prevaléncia nos continentes asiatico, africano e europeu

As espécies que provocam as babesioses eqiiinas s3o de ampla distribuicdo mundial,
sendo consideradas limitantes quanto a pecuaria eqiiina bem com no desenvolvimento
genético de racas nativas. De acordo com estudos soroepidemiologicos, tem sido observada
alta prevaléncia de B. equi e B. caballi na populacio de eqiiinos e zebras na Africa (YOUNG;
PURNELL, 1973; DE WALL et al., 1988; FRIEDHOFF et al., 1990).

Na Europa, B. equi e B. caballi ja foram descritas na Franga, Bélgica, Espanha ¢ Italia
(CORDEIRO del CAMPILLO et al., 1974; CAMACHO et al., 2005). No entanto, Alemanha,
Austria, Suica e a Gra-Bretanha, sio consideradas regides livres (FRIEDHOFF et al., 1990).

Nos paises asiaticos, B. equi e B. caballi t€m sido registradas de forma enzodtica,
principalmente na China e Coréia, com excecdo da regido da Sibéria, onde estes protozoarios
nao foram observados. No Japao Ikadai et al. (2002), ao analisarem 2019 soros de eqiiinos
coletados entre 1971-1973, detectaram positividade de 2,2% para B. equi e 5,4% para B.
caballi pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA). Na China Xuan et al. (2002) testaram 70 soros
de eqiiinos provenientes da provincia de Xinjiang e observaram 40% (n=28) de positivos para
B. equi e 24,3% (n=17) para B. caballi.

Na Mongolia, varios estudos soroepidemioldgicos foram realizados com intuito de
caracterizar a ocorréncia da babesiose eqliina Avarzed et al. (1997) através da reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), observaram prevaléncia de 84,5% de animais positivos
para B. caballi ¢ 88,2% para B. equi. Ikadai et al., (2000), nesta mesma area encontraram
46,4% (n=97) de eqiiinos soropositivos para B. caballi. Xuan et al. (2001) diagnosticaram
90% (n=36) ¢ 30% (n=12) das amostras de soros de eqiiinos positivos para B. equi pela
aglutinagdo em latex e cultivo in vitro, respectivamente. Prevaléncias semelhantes foram
relatadas por Boldbaatar et al. (2005) ao analisarem soros de 254 eqiiinos, observaram que
185 (72,8%) e 102 (40,1%) das amostras analisadas eram positivas para B. equi ¢ B. caballi,
respectivamente, sendo que 30,7% (n= 78) dos soros eram positivos para ambas infecgdes.

2.5.2 Prevaléncia nas Américas do Norte e Central

Com o advento da padroniza¢do do TFC, atenuaram-se as eventuais discordancias de
dados no “National Veterinary Service Laboratories” (USDA) entre os anos de 1986-1990
que revelaram: em 65.911 soros de eqiiinos de varias racas que passaram pelas estacdes de
quarentena, ¢ de 67.517 soros testados para infecgdo por B. equi, 5.246 (7,8%) foram
soropositivos (ZAUGG; LANE, 1992).

2.5.3 Prevaléncia na América do Sul

No Chile e na Argentina no periodo de 1970 a 1972, cavalos de corrida e de salto
foram vendidos para os EUA, sendo rejeitados na estacdo de quarentena de Miami e
devolvidos aos paises de origem, a custa de seus proprietarios. Este fato causou grande
impacto no comércio internacional de cavalos, por serem os animais portadores
assintomaticos de Babesia sp. Inquéritos epidemiologicos posteriores, demonstraram que
havia animais portadores assintomaticos nesses paises sul-americanos. A espécie de carrapato
mais encontrada parasitando cavalos no Chile foi o Otobius megnini (DUGES, 1883 Apud
PEREIRA, 1999), mas nao foi comprovado ser esta espécie a veiculadora de Babesia sp. aos
eqiiinos chilenos (RUDOLPH, 1971).

Exames sorologicos em haras de criagdo e "studs" na Provincia de Santiago no Chile
revelaram que de um total de 24 haras, foram selecionados 18 correspondentes aqueles que
tinham mais 10 animais por plantel. A populacdo foi de 912 animais, dos quais 605 eram



adultos (com seis a 19 anos) e 307 eram potros (com menos de um ano). Por limitagdo
quantitativa de antigeno para o teste TFC, foram escolhidos 118 adultos e 62 potros, num total
de 180 animais, que correspondem a 20% da populacao. 30% dos cavalos adultos e 22,6% dos
potros mostraram a variagdo de decréscimo de titulos de anticorpos ao TFC, contra os
antigenos de B. equi e B. caballi no decorrer da idade. Num total 50 animais foram
soropositivos, sendo 96% para B. equi, 2% para B. caballi e 2% para ambas as espécies.
(URCELAY et al., 1973).

Um estudo da prevaléncia da Babesioses em eqiiinos da raga Crioulo, da provincia de
Cordoba na Colombia, mostrou que de 82 soros de eqiiinos pertencentes a 13 fazendas,
situadas na regido nordeste da Colombia, testados pelo TFC e pela Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), ambas as Babesia foram encontradas em todas as
fazendas. O TFC detectou anticorpos para B. caballi em 41% e para B. equi em 65% animais.
A RIFI indicou a prevaléncia de 90% para B. caballi e 94% para B. equi prevaléncia de
animais soros-reagentes em diferentes grupos de idade, revelou um significante declinio, de
anticorpos para B. caballi ao TFC em animais acima de trés anos de idade. Os titulos do TFC
para ambas as babesias declinaram gradualmente com o aumento da idade dos animais para B.
caballi, mas ainda presente em animais com idade superior a nove anos para B. equi. Os
carrapatos encontrados foram: A. nitens, em todas as fazendas e A. cajennense em apenas duas
fazendas (TENTER et al., 1988).

2.5.4 Prevaléncia no Brasil

No Brasil, a babesiose eqiiina por B. equi foi descrita pela primeira vez por Carini
(1910) através do diagndstico clinico e laboratorial em animais originados do Estado de Sao
Paulo. Esta mesma espécie de protozoario foi diagnosticada em animais de corrida com
quadro agudo de babesiose (GUIMARAES et al., 1950).

As babesioses sao relativamente freqiientes, sendo a maioria quase sempre causada
pela B. equi (HIPOLITO et al., 1965; BARBOSA et al., 1993, 1995; LINHARES, 1994;
BITTENCOURT et al., 1997).

Tenter, Friedhoff (1986), analisando soros provenientes do Rio de Janeiro e Espirito
Santo, encontraram prevaléncia de 72% para portadores de infecg¢@o por B. equi e 64% para B.
caballi em 20 amostras examinadas pela Rea¢do de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

Ribeiro, Lima (1989) em Minas Gerais, observaram uma prevaléncia de 72% para
portadores de infecgdo por B. equi, examinados através da RIFI.

No Estado do Rio Grande do Sul, Cunha et al. (1996) observaram a prevaléncia de
infeccdo por B. equi de 57,9%, pela RIFI, na avaliagdo realizada em 133 animais do Jockey
Club de Pelotas e dois haras na zona sul do Rio Grande do Sul, e verificou a presenca de B.
microplus parasitando cavalos.

Linhares (1994), no centro-oeste, na microrregido de Goiania, registrou prevaléncias
de 94,7% para B. equi e 90,8% para B. caballi, utilizando-se a RIFI, com base nestes
resultados caracterizou a regido como area de estabilidade enzodtica, tanto para criagdes em
regime extensivo quanto semi-intensivo.

Pfeifer Barbosa (1993, 1995) verificou elevada prevaléncia de babesioses, no setor de
eqiiinocultura da Fazenda do Instituto de Zootecnia (FAIZ), da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ), observando que a soropositividade ao TFC, em 60 eqiiinos, era de
96,7% para B. equi e 61,7% para B. caballi, em diagnostico realizado no Laboratorio do
Instituto de Parasitologia da Universidade de Hannover, Alemanha.

Bittencourt et al. (1997) estudou eqiiinos criados em regime extensivo (FAIZ-UFRRJ)
e propriedades vizinhas, na Regido Fluminense de Itaguai, RJ, através da TFC, encontrando
prevaléncias de 84,6% para B. equi e de 93,6% para B. caballi. Dessa forma, concluiu ser uma



area fortemente enzodtica e potencialmente de risco para animais procedentes de areas livres
de carrapatos, vetores bioldgicos da enfermidade.

Heuchert et al. (1999) realizaram um estudo soroepidemioldgico para B. equi e B.
caballi em diferentes propriedades no Estado de Sdo Paulo, e observaram uma prevaléncia
para B. equi de 49,21% para eqiiinos machos e de 36% para potros de seis meses de idade. O
estudo evidenciou que em propriedades cujos animais ndo apresentavam contato direto ou
indireto com bovinos, somente 17,5% dos animais eram infectados com B. equi e 89,5% com
B. caballi, e que apenas a espécie A. nitens foi observada nestes eqiiinos. Entretanto, em
propriedades que havia o contato direto e indireto com bovinos, 89,5% dos eqiiinos eram
infectados por B. equi e foi observada a infestagdo por B. microplus nestes animais.

Souza et al. (2000) ao observarem uma prevaléncia de 50,38% para B. equi em
eqiiinos de diferentes idades, sexo e ragas, nascidos e criados no Planalto Catarinense, Santa
Catarina.

Botteon (2002) observou a soroprevaléncia de 89,58%, 87,89% e 45,24%, nos
sistemas de producdo de eqiiinos extensivo, semi-extensivo e confinado.

Estudos desenvolvidos na mesorregido da Baixada Litordnea Fluminense, com
avaliacdo de 49 animais oriundos do Curral de apreensdo da Universidade Federal
Fluminense, indicou que aquela mesorregiao ¢ de estabilidade enzodtica para espécie B. equi,
com prevaléncia de 100%, nas amostras analisadas pela RIFI (SILVA, 2002). Laranjeira
(2003) determinou a prevaléncia de B. equi em eqiiinos apreendidos nas rodovias do Estado
do Rio de Janeiro encontrando uma prevaléncia 93,2%.

Pereira et al. (2004) determinaram a prevaléncia de B. equi e B. caballi através do teste
Fixacdo de Complemento em eqiiinos da raga Puro Sangue Inglés de pequenos
estabelecimentos eqiiestres localizados na regido e Sul e Sudeste, encontrando 18,1% para a
B. equi, 1,5% para B. caballi e de 6,0% para infec¢ao mista.

3 MATERIAL E METODOS



3.1 Local do Estudo

A regido Norte do Estado do Rio Grande do Sul abrange 31 municipios e apresenta
area territorial de 5.729,9 quilometros quadrados. Com clima sub-tropical, a regido apresenta
as quatro estagdes bem definidas. A temperatura média anual ¢ de 18,7°C. (Maxima 39°C.
Minima —5°C). As chuvas sdo irregulares, chegando a precipitacdo pluviométrica a 1.618mm
ano. A regido estd situada a 768m acima do nivel do mar, latitude 27°37'54" e longitude
57°16'52".

3.2 Origem do Material, Selecdo e Tamanho da Amostra

Os animais estudados pertenciam a propriedades rurais localizadas na regido Norte do
Rio Grande do Sul. Todas as propriedades foram selecionadas com base nos dados obtidos
pelo Orgdo Estadual de Inspetoria Veterinaria do Estado do Rio Grande do Sul, situado no
municipio de Erechim. Os dados obtidos inicialmente foram confirmados em cada
propriedade. O numero de municipios estudados na presente pesquisa foi estabelecido (n=31)
de acordo com as informagdes do Orgdo estadual. A partir dessas informagdes, as
propriedades rurais (n=60) foram escolhidas ao acaso, por meio de sorteio e as visitas
agendadas pelo Orgdo Estadual, presente em todos os municipios da regiio Norte do Rio
Grande do Sul. Estipulou-se que para fazer parte da amostra a propriedade deveria ter no
minimo cinco equinos. Para o céalculo do tamanho da amostra estudada empregou-se a
formula n= p(1-p)(1,96/A)*, segundo Sampaio (1998), baseando-se em uma estimativa de
prevaléncia para a B. equi de 57% (CUNHA et al., 1996) e admitindo-se um erro de 5%,
obtendo-se assim amostragem de 380 animais, que foram selecionados por meio de uma
amostra estratificada (Anexo I).

3.3 Questionarios

No periodo de janeiro a abril de 2003, foram realizadas as visitas a 60 propriedades
rurais distribuidas em 31 municipios da regido. Para a obtencdo dos dados referentes a cada
propriedade, foi aplicado um questionario aos proprietarios ou responsaveis pelos animais,
sempre pelo mesmo recenseador (Anexo II). Foram assim registrados dados bioldgicos e
zootécnicos que poderiam estar relacionados com a prevaléncia da B. equi e B. caballi na
populacdo eqiiina da regido como: concentracao de animais nas pastagens (UA), manejo dos
animais, existéncia de outras espécies de animais em consorcio com os eqiiinos, finalidade da
criacdo, participacdo em eventos esportivos e controle de carrapatos.

3.4 Coleta e Manutencao das Amostras

Foram coletados de cada animal, 10 ml de sangue da veia jugular por meio do sistema
vacuntainer com anti-sepsia local. As amostras foram devidamente identificadas e mantidas
refrigeradas a 4°C até a retragdo do coagulo. Apos retracdo, as amostras de sangue foram
centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos para obten¢do das amostras de soros, as quais foram
transferidas para tubos tipo eppendorfs (2ml) usando pipeta automatica de 200 pL. Todas as
amostras foram devidamente identificadas e armazenadas a temperatura de -20°C até o
momento do teste sorologico.

Dos animais utilizados para a coleta de sangue, foram coletados exemplares de
carrapatos (quando presentes), nas diferentes regides do corpo, foram acondicionados
mantidos em recipientes com alcool 70° GL devidamente identificados. A identificagdo das



espécies foi realizada segundo as chaves de classificagdo taxondmicas de Aragao, Fonseca
(1961), com auxilio de um microscopio estereoscopico.

3.5 Teste Soroldgico Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
3.5.1 Preparacao do antigeno

Para realizag¢ao da reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) tornou-se necessario a
producdo do antigeno purificado, sendo utilizado um eqiiino procedente do curral de
apreensdo da Universidade (UFRRIJ), com aproximadamente dois anos de idade, livre de
ectoparasitos ¢ negativo sorologicamente para B. caballi e portador de B. equi. O animal
estudado foi mantido em regime de estabulacdo permanente, em baia de alvenaria medindo
aproximadamente 16 metros quadrados, com protecdo contra insetos ¢ outros artropodes e
localizada na Estacdo Pesquisa Parasitologica W.O.NEITZ, do Departamento de Parasitologia
Animal do Instituto de Veterinaria. A esplenectomia foi realizada no Hospital Veterinario
(setor de Grandes Animais) do Instituto de Veterinaria. A esplenectomia foi indicada para
exacerbacdo das formas de multiplicagdo de B. equi.

O animal foi acompanhado, diariamente durante o pds-operatorio, avaliando-se a
freqliéncia cardiaca e respiratoria, tempo de preenchimento capilar, coloracio de mucosas,
temperatura retal, motilidade intestinal, volume globular, hemograma completo, bem como,
através de exames por meio de esfregacos sangiiineos, para determinagdo da parasitemia, por
B. equi. A partir do quinto dia pos-cirurgico, foi observado formas circulantes de B equi em
esfregagos sanguineos corados pelo metdodo de Giemsa e quando a parasitemia por atingiu
80%, e os parametros clinicos indicavam morte eminente, procedeu-se a colheita de 500 ml de
sangue com solucdo de Alsever na propor¢ao de 1:1.

A preparagdo do antigeno para RIFI baseou-se no protocolo utilizado por Baldani
(2004). As hemacias foram lavadas quatro vezes com solucdo salina estéril a 0,85%, com
remocao da papa leucocitaria na primeira lavagem. A papa de hemécias resultante foi ajustada
para a obteng¢do de uma concentragdo satisfatoria de parasitas, aproximadamente 30 hemacias
parasitadas por campo. As laminas para confec¢do dos esfregacos delgados e uniformes foram
lavadas e desengorduradas com alcool. Apds secagem em temperatura ambiente, as laminas
contendo o antigeno foram embaladas individualmente em papel higiénico e separadas em
blocos contendo cinco laminas envoltas em papel aluminio e devidamente identificadas,
acondicionadas em recipientes hermeticamente fechados e estocadas a —20°C até o momento
do uso.

3.5.2 Descricdo da reacdo de RIFI

As laminas contendo o extrato antigénico foram descongeladas a temperatura
ambiente, em seguida marcada com 14-16 pequenos circulos com esmalte de coloragdo
vermelha. Em cada cavidade foram colocados 10 pL das diluigdes sucessivas de 1:40 até
1:2560 de cada soro teste, sempre partindo-se da mais diluida para a mais concentrada. As
laminas foram incubadas em cdmara umida a 37°C por 45 minutos e, a seguir, submetidas a
trés lavagens por imersao durante cinco minutos cada, em solucao salina tamponada (PBS).
Apobs secagem em temperatura ambiente, as cavidades das laminas foram recobertas com
aproximadamente 10 pl. de anti-IgG de eqiiino conjugado ao isotiocianato de fluoresceina
(KPL cat n” 02-21-06), diluido em 1:100 em solugio de PBS, contendo azul de Evans 1mg%.
ApoOs a adicdo do conjugado as laminas foram incubadas conforme descrito acima e
submetido a duas lavagens por imersdo durante cinco minutos cada em PBS, e uma terceira
lavagem de 30 segundos em agua tridestilada. As laminas ap6s secagem foram montadas com
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laminula e, utilizando-se glicerina tamponada a uma relacdo 9:1 de glicerina/tampao
carbonato-bicarbonato 0,5M pH 9,6, e posteriormente foram observadas em microscopio
equipado para fluorescéncia (Olympus BX- 51). Foram consideradas positivas as reagdes
fluorescentes em soros com diluigcdo >1:40.

3.5.3 Teste de Elisa indireto

O teste ELISA foi realizado no laboratério do Departamento de Patologia Animal,
FCAV-UNESP/Jaboticabal-SP, conforme protocolo proposto por Baldani et al. (2004).

3.5.4 Preparo do antigeno soltvel

ApoOs a obtencao de sangue altamente parasitado, conforme descrito no item 4.3.1.1, o
sangue foi diluido 1:4, em solugdo salina 0,85%, e os eritrocitos infectados submetidos a lise
com solucgado tris-cloreto de amdnio, segundo técnica preconizada por Machado et al. (1994).
Os merozoitas de B. equi resultantes foram submetidos a nove ciclos de congelamento a — 70 °
C, seguidos de descongelamento a 37 ° C. A suspensao resultante foi centrifugada a 3000xg,
durante 3 horas, em centrifuga refrigerada a 4 ° C, e aliquotas de 4mL do sobrenadante foram
liofilizadas e congeladas a — 70 © C até o uso. O contetido protéico do antigeno soluvel foi
determinado pelo método do acido bicinconico, utilizando-se o kit de reagentes BCA (BCA
Reagents Kit-Pierce Chemical Company), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

3.5.5 Dose de reatividade ¢tima de antigeno, soro e conjugado

As diluicdes otimas do antigeno e dos soros-controle positivos e negativos foram
determinadas pela titulacdo em bloco, utilizando-se o antigeno nas concentragdes de 5, 10, 15
e 20 pg/mL, em tampao carbonato-bicarbonato de sédio (0,05M, pH 9,6), e os soros de
referéncia positivos e negativos nas dilui¢des de 1:100; 1:200; 1:400; 1:800; 1:1600 e 1:3200
em tampao PBS 0,01 M pH 7.4, contendo 0,05% de Tween 80 (PBS-Tween 80), acrescido de
5% de leite em p6 desnatado. O conjugado eqiiino acoplado a fosfatase alcalina (IgG de
coelho anti IgG de eqiiino, SIGMA A-6063) foi diluido 1:15000 em tampao PBS-Tween 80,
contendo 5% de leite em po6 desnatado.

3.5.6 Descrigdo da reacédo

A cavidade das microplacas de fundo plano (Nunclon™ Surface, Nunc. Denmark)
forma adicionados 100 uL do antigeno solavel de B. equi, diluido em sua concentra¢do 6tima
de reatividade em tampao carbonato-bicarbonato de sédio 0,05M pH 9,6. Apos incubacio,
durante 12 horas em camara umida a 4 °C, o excesso de antigeno foi removido por trés
lavagens consecutivas com tampao PBS 0,01 M pH 7,4, contendo 0,05% de Tween 80. As
placas forma bolqueadas com PBS-Tween 80, acrescido de 6% de leite em p6 desnatado, em
camara umida a 37 °C por duas horas. Apds nova lavagem para remog¢do do agente
bloqueante, foram adicionados, em duplicata, 100 pLL dos soros teste e soros de referéncia
positivos e negativos, nas suas dilui¢des ideais de uso em PBS-Tween 80, contendo 5% de
leite em pd desnatado. As microplacas foram incubadas a 37 °C durante 90 minutos em
camara umida e a seguir, lavadas conforme descrito anteriormente. Cem microlitros do
conjugado diluido em PBS-Tween 80, acrescido de 5% de leite em pd desnatado, foram
adicionados a cada cavidade da placa, seguindo-se nova incubag¢do e lavagem, tal como na
etapa anterior. O substrato da enzima fosfatase alcalina (paranitrofenilfosfato diluido a
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Img/mL em tampao dietanolamona pH 9,8; SIGMA N-9389) foi adicionado, incubando-se a
reacdo por 45 minutos 4 temperatura ambiente. Decorrido esse periodo, a leitura da reagdo foi
realizada em um leitor de microplacas de ELISA (Microplate Reader MRX TC Plus, Dunex
Technology), a um comprimento de onda de 405 nm.

3.5.7 Tratamento dos dados

Os valores de densidade optica média (D.O.) dos soros foram agrupados em niveis de
ELISA (NE), os quais variam de 0 (zero) a 9 (nove). O limite maximo do nivel zero foi
determinado pela média dos valores de densidade Optica de soros de animais ndo imunes a B.
equi (potros que ndo ingeriram colostro), acrescido de dois desvios-padrdo. A partir desse
limite, os intervalos entre os outros niveis de ELISA foram definidos por acréscimo de 35%,
conforme preconizado por Machado et al. (1997) para o sistema de B. bovis.

O ponto de corte do teste de ELISA correspondeu a duas vezes e meia o valor médio
das densidades opticas dos soros de referéncia negativos. A sensibilidade do teste foi definida
como o numero de individuos que o teste foi capaz de identificar como positivos entre aqueles
efetivamente infectados, isto ¢, verdadeiros positivos. A especificidade foi determinada com
base na proporcao de amostras sabidamente negativas que foram identificadas, acertadamente,
pelo método como negativas. Assim, a determinacdo da sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e negativo foi realizada pelo método do crivo (BRAILE; GODOY, 1999).

A atividade imunolégica de cada soro testado foi calculada mediante a determinacao
do valor A/P (amostra em relagdo ao positivo), considerando os soros de referéncia negativos
e positivos, de acordo com a seguinte equagao:

Absorbancia média - Absorbancia média do
da amostra soro de referéncia negativo
A/P=
Absorbancia média do - Absorbancia média do
soro de referéncia positivo soro de referéncia negativo

3.5.8 Elisa competitivo

Para o teste ELISA foi importado dos EUA o kit comercial (VMRD, Inc®) ¢ o teste
foi realizado no laboratério Departamento de Parasitologia Animal/I[V/UFRRIJ conforme
protocolo proposto pelo fabricante.

3.5.9 Etapas do Elisa competitivo

1. A, B-Adsor¢ao no suporte de anticorpo especifico a ser pesquisado. Incubagio.
Lavagem para eliminar liga¢des fracas e anticorpos ndo ligados ao suporte.

2. A, B-Adicdo de substancia bloqueante (proteina). Incubagdo. A substancia
bloqueante ocupa os espacos livres no suporte, ndo ocupados pelo anticorpo. Lavagem para
eliminar ligagdes fracas e proteinas ndo ligadas ao suporte.

3. A-Adigdo do antigeno marcado com enzima. O antigeno adicionado ¢ reconhecido
pelo anticorpo adsorvido. Incubacao.

3. B-adi¢do de uma mistura contendo o antigeno problema (a ser detectado) com o
antigeno conhecido marcado pela enzima (3. A). A incubacdo. O antigeno marcado e o
antigeno problema competirdo pelo anticorpo especifico. O niimero de ligagdes resultantes do
antigeno marcado ¢ inversamente proporcional & concentracdo do antigeno problema na
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mistura e vice-versa. Lavagem para eliminar ligacdes fracas e antigenos nao ligados ao
suporte.

4. A, B-Adi¢ao do substrato contendo cromdgeno, que atuard sobre a enzima presente
no antigeno conhecido.

3.5.10 Anélise

A anédlise foi feita comparando as densidades oOticas de ambas as reagdes (A e
B) para avaliar a competividade. Decorrido esse periodo, a leitura da reagdo foi realizada em
um leitor de microplacas de ELISA (Microplate Reader MRX TC Plus, Dunex Technology), a
um comprimento de onda de 405 nm.

3.6 Analise dos Dados

3.6.1 Formacéo do banco dos dados

Os dados obtidos a partir dos questiondrios e dos exames sorologicos foram
armazenados em um banco de dados montado no programa EPI INFO 2002 (CENTER FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2003).

3.6.2 Categorizacao de variaveis

Os animais foram considerados positivos e negativos. Para avaliar a faixa etéria, os
eqiiinos foram divididos em eqiiinos com idade inferior ou igual a cinco anos, eqiiinos com
idade maior que cinco anos e inferior ou igual a dez anos e eqiiinos com idade superior a
dez anos de idade.

A tecnificagdo das propriedades foi avaliada através de trés fatores seguindo o trabalho
realizado por Martins (2005): uso de informatizacao dos dados dos eqiiinos, de
inseminacao artificial e de transferéncia de embrido. Foi considerada tecnificada a
propriedade em que os entrevistados citaram dois desses fatores.

3.6.3 Analise epidemiologica

As variaveis de exposi¢do foram caracterizadas para fins de andlise. As varidveis
consideradas de exposi¢do foram: tipo de alimentacdo, tipo de cama, sistema de criagao,
presencga de eqiiinos de outras propriedades, consorcio de pastagens com ruminantes, rotagao
de pastagens, controle de carrapatos, faixa etdria, participagdo em eventos esportivos,
finalidade da criacdo e tempo de criacdo de eqiiinos.

Com os resultados soroldgicos obtidos através da imunofluorescéncia indireta (RIFI) e
pelo ELISA foi calculada a prevaléncia de B. equi na regido, bem como foi calculada a
concordancia entre os dois testes através do indice Kappa.

Para verificar a associacdo entre as varidveis estudadas, foram utilizados os testes
estatisticos do Qui-quadrado (X?) e quando necessario foi utilizado o Teste de Fisher com
auxilio do programa EPI INFO 2002 (CDC, 2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Prevaléncia de Babesia equi na Regido Norte do Rio Grande do Sul

Das 380 amostras estudadas, 120 (31,6%) foram consideradas positivas para B. equi
pelo teste de ELISA e 136 delas positivas pela RIFI (35,8%) (Tabela 1). Houve concordancia
considerada otima entre o ELISA e a RIFI conforme indicado pelo coeficiente Kappa de 0,87
(0,81-0,99).

Tabela 1. Prevaléncia de Babesia equi pela reagdo de ELISA e Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI), em eqiiinos da regido Norte do Estado do Rio Grande do Sul.

ELISA RIFI
N° Amostras % N° Amostras %
Positivo 120 31,6 136 35,8
Negativo 260 68,4 244 64,2
Total 380 100 380 100

A prevaléncia de B. equi, de 31,6% observada através do ELISA e de 35,8%, obtida
pela RIFI diferem dos resultados obtidos por Cunha et al. (1996) que observaram a
prevaléncia de 57,8% de B. equi ao avaliar 133 soros de eqiiinos do Joquei Clube de Pelotas e
em dois Haras da Zona Sul do Rio Grande do Sul, através da RIFI, bem como dos resultados
de Souza et al. (2000) que observaram a prevaléncia de 50,3% para B. equi em eqiiinos de
diferentes idades, sexos e racas do Planalto Catarinense no Estado de Santa Catarina.

Os dados obtidos na presente pesquisa quando comparados com os resultados
observados em outras regides do Brasil demonstram que os valores sdo muito diferentes dos
valores referidos para o Estado do Rio de Janeiro, conforme por Pfeiffer Barbosa et al. (1995)
que ao estudarem eqiiinos criados a campo, em Itaguai, RJ reportaram prevaléncia de B. equi
em 100% dos animais avaliados. Também Bittencourt et al. (1997) encontraram prevaléncia
de 84,6% pela TFC para B. equi em eqiiinos do municipio de Seropédica (UFRRJ/RJ). Mais
recentemente Botteon et al. (2002) observaram soroprevaléncia de 89.58%, 87.8% e 45.2%
para B. equi em eqiiinos mantidos em sistemas de producdo de eqiiinos extensivo, semi-
extensivo e confinados respectivamente na regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro.

No Estado de Minas Gerais, Ribeiro; Lima (1989) também observaram prevaléncia de
92,8%. As elevadas prevaléncias observadas por diferentes autores realizados nos Estados do
Rio de Janeiro e Minas Gerais possibilitam classificar estas dreas como areas de estabilidade
enzootica para B. equi segundo critérios seguidos por Mahoney, Ross (1972).

As diferencas observadas nos percentuais de prevaléncia entre a regido Sudeste e a
regido estudada, certamente esta relacionada a menor distribui¢do dos carrapatos vetores nas
regides mais ao Sul do Brasil onde fatores climaticos como temperatura, umidade relativa,
altitude e indices pluviométricos elevados influenciam o “habitat™ das principais espécies que
parasitam eqiliideos: os carrapatos A. nitens e¢ A. cajennense, embora freqiientemente
encontrados parasitando eqiiideos no Brasil, experimentalmente ndo foi revelado o
envolvimento destas espécies de carrapatos na transmissdo biologica de B. equi (DENNIG,
1988). Estudos mais recentes sugerem que B. microplus, comum em bovinos como
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transmissor experimental de B. equi (GUIMARAES et al., 1998; UETI et al., 2005,
FERNANDES et al.,, 2006ab). Os resultados observados podem explicar a presenca da
babesiose eqiiina por B. equi em locais onde o B. microplus ¢ a espécie de carrapato
predominantemente encontrada parasitando os eqiiideos como foi refor¢ado pelos resultados
obtidos no Estado do Rio Grande do Sul (FREIRE, 1972; CUNHA et al., 1996).

O Brasil apesar de ser conhecido como um pais enzodtico para B. equi, no entanto,
existem algumas regides incluindo a do presente estudo que, em funcdo de suas condi¢des
edafoclimaticas, ndo favorecem o desenvolvimento do B. microplus durante todo o ano e,
dessa forma, de acordo com conceitos de Mahoney; Ross (1972), podem ser consideradas
regides de instabilidade enzootica para B. equi.

Heuchert et al. (1999) realizaram um estudo soroepidemioldgico para B. equi e B.
caballi em diferentes propriedades no Estado de Sdo Paulo, observaram uma prevaléncia para
B. equi de 49,2% para eqiiinos machos e de 36,0% para potros até seis meses de idade. O
estudo evidenciou que em propriedades cujos eqiliinos ndo apresentavam contatos direto ou
indireto com bovinos, somente 17,5% dos animais estavam infectados com B. equi ¢ 89,5%
com B. caballi, e que apenas a espécie A. nitens foi observada nestes eqiiinos. Nas
propriedades que havia o contato direto ou indireto com bovinos, 89,5% dos eqiiinos estavam
infectados por B. equi sendo observado também a infestacdo por B. microplus sobre os
eqiiinos por eles estudados. Estes fatos foram também observados na presente pesquisa
realizada na regido Norte do Rio Grande do Sul.

Em consideragdo aos sexos dos animais foram testadas 198 amostras de machos ¢ 182
de fémeas, dentre as 198 amostras de machos, 62 delas (31,3%) foram consideradas positivas
para B. equi por meio do teste ELISA e 73 (36,9%) positivas pela RIFI. Entre as 182 amostras
de fémeas, 58 (31,9%) foram consideradas positivas pelo teste ELISA e 63 (34,6%) positivas
pela RIFI (Tabela 2).

Tabela 2. Prevaléncia de Babesia equi de acordo com os sexos de eqiiinos pela reagao de
ELISA e Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), em eqiiinos da regido Norte do Estado do Rio
Grande do Sul.

Sexo Equinos Positivos Equinos Negativos Prevaléncia (%0)
ELISA RIFI ELISA RIFI ELISA RIFI

Macho 62 73 136 125 31,3 36,9
Fémea 58 63 124 119 31,9 34,6
Total 120 136 260 244 31,6 35,8

Considerando as racas dos eqiiinos estudados foram coletadas 274 amostras de
eqiiinos mesticos; 86 amostras de eqiiinos da raga Crioulo e 20 eqiiinos das ragas PSI,
Mangalarga e Quarto e Milha, as quais foram agrupados. As prevaléncias observadas para as
racas foram de 30,7%, para mesticos, 34,9% para Crioulo e de 30,0% para as outras racas
agrupadas no teste de ELISA e, pela RIFI as prevaléncias observadas foram de 35,8%, 36,1%
e 35,0%, respectivamente, para mesticos, crioulo e outras racas (Tabela 3).
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Tabela 3. Prevaléncia de Babesia equi de acordo com as ragas pela reagdo de ELISA e
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), em eqiiinos da regido Norte do Estado do Rio Grande do
Sul.

Racas Equinos Positivos Equinos Negativos Prevaléncia (%0)
ELISA RIFI ELISA RIFI ELISA RIFI

Mestigos 84 98 190 176 30,7 35,8

Crioulo 30 31 56 55 34,9 36,1

Outras 06 07 14 13 30,0 35,0

Total 120 136 260 244 31,6 35,8

Considerando as faixas etarias dos animais estudados, 22 eqiiinos tinham a idade igual
ou inferior a cinco anos, 180 eqiiinos tinham idade superior a cinco anos e igual ou inferior a
dez anos e outros 178 eqiiinos tinham idade superior a dez anos. As prevaléncias observadas
para as faixas etarias foram de 27,3% entre os eqiiinos com idade igual ou inferior a cinco
anos; 30,0% entre os eqliinos com idade superior a cinco anos e igual ou inferior a dez anos e
33,5% entre os eqiiinos com idade superior a dez anos de idade pelo teste ELISA. De acordo
com os resultados obtidos pela RIFI as prevaléncias observadas foram de 36,4%; 35,3% e de
36,2% respectivamente (Tabela 4). Nas andlises estatisticas ndo foram observadas diferencas
significativas entre os sexos, racas e faixas etarias dos eqiiinos estudados.

Tabela 4. Prevaléncia de Babesia equi de acordo com a faixa etaria pela reacdo de ELISA e
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), em eqiiinos da regido Norte do Estado do Rio Grande do
Sul.

Faixa  Equinos Positivos Equinos Negativos Prevaléncia (%)
Etaria ELISA RIFI ELISA RIFI ELISA RIFI
<5 06 08 16 14 27,3 36,4
>5<10 52 61 128 112 30,0 35,3
10> 62 67 116 118 33,5 36,2
Total 120 136 260 244 31,6 35,8

4.2 Prevaléncia de Babesia caballi na Regido Norte do Rio Grande do Sul

De um total de 350 amostras testadas pelo ELISA competitivo apenas trés (0,86%)
(Tabela 5) foram consideradas positivas para B. caballi na regidao norte do Rio Grande do Sul.
Essa baixa prevaléncia encontrada ¢ explicada pelo fato de que apenas o B. microplus é a
espécie de carrapato predominantemente encontrada parasitando os eqiiideos no estado do Rio
Grande do Sul como foi reportado pelos resultados obtidos por FREIRE (1972) e CUNHA et
al. (1996) e pelo nosso trabalho, que apenas o B. microplus foi encontrado parasitando os
eqiiinos. Portanto, como o vetor conhecido da B. caballi no Brasil é o A. nitens (Mujica, 2002)
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e 0 mesmo nao tem sido reportado oficialmente e nem foi identificado pelo nosso estudo, esse
fato faz com que haja essa baixa prevaléncia de B. caballi na regido Norte do Rio grande do
Sul. Os eqiiinos positivos tém como finalidade de criacdo a participagdo em eventos
esportivos e recreativos dentro e fora da regido e do estado, este fato, pode explicar a
positividade destes animais. Com esse fator de risco estes eqiiinos provavelmente foram
infectados com a B. caballi nesses eventos. Este resultado difere dos obtidos em outras
regides do Brasil por Tenter; Friedhoff (1986), analisando soros provenientes do Rio de
Janeiro e Espirito Santo, encontraram prevaléncia de 64% para B. caballi em 20 amostras
examinadas pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), regides em que o A. nitens
apresentam elevada ocorréncia.

Tabela 5. Prevaléncia de babesia caballi pela reagdo de ELISA em eqiiinos da regido Norte
do Estado do Rio do Sul.

ELISA
N° Amostras %
Positivo 3 0,86
Negativo 347 99,14
Total 350 100

Linhares (1994), no centro-oeste, na microrregido de Goiania, registrou prevaléncias
de 90,8% para B. caballi, utilizando-se a RIFI, caracterizando area como de estabilidade
enzootica e trabalhou com eqiiinos criados em regime extensivo e semi-intensivo.

Pfeifer Barbosa (1993, 1995) verificou elevada prevaléncia de babesioses, no setor de
eqiiinocultura da Fazenda do Instituto de Zootecnia (FAIZ), da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ), observando que a soropositividade ao TFC em 60 eqiiinos de 61,7%
para B. caballi, em diagnéstico realizado no Laboratério do Instituto de Parasitologia da
Universidade de Hannover, Alemanha.

Aspectos Epidemiologicos da babesiose eqiiina na Microrregido Fluminense do
Grande Rio - Itaguai, Estado do Rio de Janeiro foi o tema do trabalho de Bittencourt et al.
(1997), em que 78 eqiiinos, criados em regime extensivo (FAIZ-UFRRJ) e propriedades
vizinhas, na Regido Fluminense de Itaguai, RJ, foram testados pelo TFC (Universidade de
Hannover), no periodo de abril a agosto de 1985. A maioria era portadora de anticorpos
circulantes de anti-B. caballi (93,6%), o que caracterizou ser uma area fortemente enzootica e
potencialmente de risco para animais procedentes de areas livres de carrapatos, vetores
biologicos da enfermidade.

A maioria destes autores relata prevaléncias altas para b. caballi por serem areas com
presenca de A. nitens, vetor para esta espécice de Babesia no Brasil, o que ndo ocorre na
regido norte do Rio Grande do Sul.

4.3 Sistemas de Criacdo, Praticas de Manejo e Controle Adotadas

Em relacdo ao sistema de criagdo o presente trabalho obteve o seguinte resultado: no
sistema de criacdao extensivo a prevaléncia foi de 20,39%, no intensivo de 39,70% e o semi-
extensivo de 38,60% (Tabela 6). Este trabalho obteve resultados diferentes aos relatados por
Botteon et al. (2002) que observaram soroprevaléncia de 89,58%, 87,8% e 45,2% para B. equi
em eqliinos mantidos em sistemas de producdo de eqiiinos extensivo, semi-extensivo e
confinado na regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro. Estas diferencas nas
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prevaléncias encontradas pelos autores mostra que no estado do Rio de Janeiro o principal
fator de risco para a B. equi é a exposigdo aos potenciais carrapatos vetores B. microplus,
(Guimardes et al., 1998, Battsetseg et al., 2002, Ueti et al., 2005, Fernandes et al., 2006ab), A.
nitens e A. cajennense embora estes nao tenham sido citados como vetores precisam ser
melhor estudados.

Tabela 6. Prevaléncia de Babesia equi de acordo com o sistema de criagdo pela reagdo de
ELISA em eqiiinos da regido Norte do Estado do Rio Grande do Sul.

Positivos Negativos Prevaléncia (%)
Sistema de
criacao
Extensivo 31 121 20,39
Intensivo 27 41 39,70
Semi-extensivo 62 98 38,75

O controle mais adequado e eficaz dos carrapatos ¢ realizado no sistema de criagdo
confinado, diminuindo assim a prevaléncia de B. equi como foi demonstrado por Botteon et
al., (2002).

As diferentes prevaléncias encontradas no presente trabalho demonstram que existem
outros fatores de risco para a B. equi como a finalidade da criagdo (Tabela 7), pois, quando a
finalidade da criacdo ¢ apenas para o trabalho temos uma prevaléncia de apenas 19,3% pois
esses animais nao saem das suas propriedades diminuindo assim a chance de adquirirem a B.
equi uma vez que o carrapato incriminado de transmitir a B. equi esta presente na propriedade,
e ndo consegue se infectar com Babesia, ndo a transmitindo para os eqiiinos da propriedade.

Tabela 7. Prevaléncia de Babesia equi de acordo com a finalidade da criagdo pela reagdo de
ELISA em eqiiinos da regidao Norte do Estado do Rio Grande do Sul.

Finalidade Positivos Negativos Prevaléncia (%0)
Criacéo
Trabalho 20 67 19,3
Rodeios 30 48 38,5
Rodeios e 70 145 32,6
Trabalho
Total 120 260 31,6

Quando a finalidade da criagdo ¢ para rodeios (participa¢do de eventos esportivos e
recreativos regionais, estaduais e internacionais) a prevaléncia aumenta significativamente
para 38,5% essa prevaléncia ¢ explicada pelo fato dos animais estarem expostos a animais
com B. equi e aos carrapatos vetores infectados. Portanto a finalidade da criagdo para trabalho
e rodeios (participacdo de eventos esportivos e recreativos regionais, estaduais e
internacionais) também estdo da mesma forma expostos com animais portadores e carrapatos
infectados nos eventos, estes sdo realizados na regido em estudo, em outras regides, em outros
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estados e paises. Este estudo mostra claramente que os animais do sistema confinado sdo
criados para que os mesmos participem de eventos esportivos e recreativos regionais,
estaduais e internacionais, como também os eqiiinos para a finalidade de trabalho e rodeios
estdo expostos a adquirirem a infec¢do por B. equi.

No presente estudo quando a criagdo ¢ de somente eqiiinos a prevaléncia foi de
29,41% e na criacdo mista (bovinos, ovinos ou bubalinos) a prevaléncia foi de 32,37%
(Tabela 8).

Tabela 8. Prevaléncia de Babesia equi de acordo com a criagdo somente eqiiina ou mista com
bovinos pela reacdo de ELISA em eqiiinos da regido Norte do Estado do Rio Grande do Sul.

Positivos Negativos Prevaléncia (%0)
Criacao de
equinos
Somente equinos 30 72 29,41
Criacédo mista 90 188 32,37
120 260 31,6
Total

Estatisticamente ndo ha diferenga significativa entre os diferentes tipos de criacdes de
equinos. Heuchert et al., (1999) realizaram um estudo soroepidemiolégico para B. equi e B.
caballi em diferentes propriedades no estado de Sao Paulo, ¢ observaram uma prevaléncia
para B. equi de 49,2% para eqiiinos machos e de 36,0% para potros até seis meses de idade. O
estudo evidenciou que em propriedades cujos eqiiinos nao apresentavam contatos direto ou
indireto com bovinos, somente 17,5% dos animais estavam infectados com B. equi e 89,5%
com B. caballi, ¢ que apenas a espécie A. nitens foi observada nestes eqiiinos. Nas
propriedades que havia o contato direto ou indireto com bovinos, 89,5% dos eqiiinos estavam
infectados por B. equi sendo observado também a infestagdo por B. microplus sobre os
eqiiinos por eles estudados. Este fato foi também observado na presente pesquisa realizada na
regido Norte do Rio Grande do Sul, onde o carrapato incriminado como vetor B. microplus foi
encontrado parasitando os eqiiinos onde havia o contato direto ou indireto com bovinos, no
entanto, os fatores associados como criagdo mista, participagdo em eventos esportivos ou
recreativos (finalidade de criacdo) fazem com que estes fatores sejam de importancia para a
transmissao da B. equi na regido.

4.4 Caracterizacao das Propriedades e Praticas de Controle
4.4.1 Caracterizacao dos entrevistados

As entrevistas realizadas aos responsaveis pelos haras foram respondidas em 90,50%
pelo criador € 9,50% pelo pedao ou administrador (Figura 1). No estudo realizado por Martins
(2005) os responsaveis pelos animais foram os criadores e administradores em 73% dos casos,

os pedes em16% dos casos e 10% dos casos os proprios veterindrios, e 82,10% pedo ou
administrador e 17,90% pelo criador respectivamente.
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Figura 1. Responsaveis pelas propriedades de eqiiinos na regido Norte do Rio Grande do Sul.

4.4.2 Administracdo da propriedade

Em relagdo a administragdo das propriedades em 86% das propriedades sdo feitas
pelos criadores e 14% por administrador contratado (Figura 2). No estudo de Martins (2005) a
administracdo dos haras foi realizada em 64,30% por administradores contratados e em
35,70% pelo proprio administrador.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos na presente pesquisa permitem caracterizar a regido Norte do
Estado do Rio Grande do Sul como area de instabilidade enzootica para B. equi.

A regido Norte do Estado do Rio Grande do Sul ¢ uma é&ea de baixo risco para B.
caballi.

A prevaléncia da B. equi independe do sexo, da raca e faixa etaria.

O teste de Imunofluorescéncia Indireta e o Ensaio Imunoenzimatico (Elisa Indireto)
sdo equivalentes para a detecg@o de anticorpos anti-B. equi.

O sistema de criagdo intensivo € o uso de eqliinos em praticas esportivas sao fatores de
risco, favorecendo a ocorréncia de B. equi e B. caballi.

Os fatores epidemiologicos avaliados ndo influenciaram a prevaléncia de B. equi e B.
caballi.
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Anexo 1: Numero de propriedades por Municipio com no minimo cinco eqiiinos

Municipio Numero de propriedades Amostra por Municipio
por Municipio

Aratiba 12 21
Aurea 3 3
Barao de Cotegipe 25 19
Carlos Gomes 4 5
Centenario 6 8
Barra do Rio Azul 20 23
Campinas do Sul 8 10
Erechim 29 26
Cruz Altense 5 4
Entre Rios do Sul 4 4
Herval Grande 40 38
Faxinalzinho 7 9
Gaurama 5 6
Granado do Corneiro 6 6
Itatiba do Sul 30 30
Benjamim Constante do Sul 8 10
Jacutinga 4 5
Marcelino Ramos 17 18
Mariano Moro 6 6
Ipiranga do Sul 19 18
Paulo Bento 11 12
Ponte Preta 5 6
Quatro Irmaos 3 4
Sdo Valentim 12 13
Floriano Peixoto 16 18
Severiano de Almeida 5 7
Trés Arroios 3 4
Trindade 18 19
Viadutos 14 16
Charrua 6 7
Erebango 7 8
TOTAL 358 383
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ANEXO 2: QUESTIONARIO (AO RESPONSAVEL PELOS ANIMALIS)
INFORMACOES GERAIS SOBRE A PROPRIEDADE
1. Dados gerais:
Nome da propriedade:

Municipio de localizagao:

2. Area da propriedade

Total: ha ou alqueires

Utilizada com os equinos: ha ou alqueires
Pastagem cultivada: ha ou alqueires
Pastagem nao cultivada:  haou alqueires
Pastagem nativa: ha ou alqueires

3. Alimentagdo dos animais
( )capim ( )feno ( )ragdo
Forrageira do pasto:

Capim gordura:  haou  alqueires
Capim elefante:  _haou  alqueires
Pangola:  haou alqueires
Tifton: ha ou alqueires

Coast cross: ha ou alqueires
Napier: ha ou alqueires

Alfafa: ha ou alqueires
Capim nativo ha ou alqueires
Outros: ha ou alqueires

4. Localiza¢ao dos animais
() s6 em baias
() s6 em piquetes
() baias e piquetes

5. Camas das baias:
() serragem
() areia e carvao
() outro

6. Numero de divisdes do pasto (piquetes):

7. Raga.]
( )Crioula ( )PSI
(' )Quarto de Milha ( )Mangalarga



8. Numero de animais por categoria

Garanhoes: Rufides:

Animais castrados (servico): Eguas:
Potras desmamadas: Potros desmamados:
Potras ao pé¢: Potros ao pé:

9. Produgdo de outros animais
( )Sim ( )Nao

( )Asininos () Muares
( )Bovinos () Ovinos
( )caprinos () Suinos
(' )Bubalinos () Outros equinos
( )Galinaceos () Aves aquaticas

10. Os eqiiinos estdo na mesma pastagem de outros animais
( )Sim ( )Nao

11. Método de anotagao dos animais
( ) naotem
() fichas

() informatizagao dos dados

12. Utiliza inseminagao artificial
( )sim ( )ndo

13. Utiliza monta natural

( )sim ( )nao
Garanhdo proprio
( )sim ( )nao

14. Utiliza transferéncia de embrido
( )sim ( )ndo

15. Utiliza limpeza de pasto
( )sim ( )ndo

periodicidade: método:

16. Consulta

Veterinario: ( )sim ( )ndo
Agrénomo: ( )sim ( )nao
Zootecnista: (- )sim ( )nao

Técnico agricola: ( )sim () ndo

17. Os técnicos sdo:
() particulares
() cooperativas



() outros

18. Administrag¢do da propriedade
() criador
() administrador contratado
() outro

19. Quanto a mao-de-obra?
() familiar
() familiar e contratada
() somente contratada

20. Quem cuida do(s) animais?

21. Ha quanto tempo existe a criagao?

22. Percentual de animais nascido na propriedade

23. Abriga animais de outros haras?
()sim () nado

Ficam em areas separadas?
( )sim ( )nado

24. Qual a finalidade de criagdo dos eqiiideos?

( )Lazer ( )Leildes

( )Trabalho ( )Participag@o em rodeios

( )Outros
25. Quanto a participacao em rodeios, qual a periodicidade destes eventos?
( )Uma vez ao ano ( )Trés vezes
( )Duas vezes ( )Outro

INFORMACOES SOBRE DOENCAS

1. Quais as doengas que ocorreram nos ultimos trés anos

2. Quais doencgas consideram mais importantes

3. Qual a época mais propicia ao aparecimento de doengas?
( )verdo ( )outono ( )inverno ( ) primavera

4. Qual o tratamento utilizado para as doencas?

5. Qual das parasitoses considera mais importante (ordem crescente)
( )carrapatos
( )verminose
( )mosca dos estabulos

6. Qual a época mais propicia ao aparecimento de carrapatos?

31



( )verao ( )outono ( )inverno ( )primavera

7. Qual a época mais propicia ao aparecimento de verminose?
( )verdo ( )outono ( )inverno ( ) primavera

8. Qual a época mais propicia ao aparecimento de moscas?
( )verdo ( )outono ( )inverno ( ) primavera

9. Uso de métodos de diagnostico de parasitoses
( )sim ( )nao
() exame de fezes periddicos
() outro

10. Uso de métodos de controle da verminose
( )sim ( )ndo

11. Medidas de manejo:
) limpeza de pastagem
) retirada das fezes nas baias
) retirada das fezes nos piquetes
) uso de esterqueira
) controle quimico de ectoparasitos
) rotagcdo de pastagem
) consoércio de pastagem
) troca de cama nas baias
) adubacao das pastagens
12. Uso de vermifugacao
1. ( )sim ( )nao
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ii. Baseado em:

iii. () aspecto dos animais

iv. () perda de peso verificada
v. () época determinada

vi. () outros

13. Com que frequéncia € ou sdo usado(s) o(s) produto(s)?
() Ix/més
( )3 a4x/ano
() acada 6 meses
() Ix/ano
() outro:

14. Usa produtos carrapaticidas?
( )sim ( )nao

15. Com que frequéncia € ou sdo usado(s) o(s) produto(s)?
() Ix/més
( )3 a4x/ano
() acada 6 meses
() Ix/ano



() outro:

16. Tipo de equipamento utilizado para aplicagdo do carrapaticida?
Banheiros () Bretes ()
Bomba manual ( ) Pour-on ( )
Bomba mecanica( )

17. Vocé banha todos os animais ou somente os que apresentam mais carrapatos?
a- todos os animais () b- mais parasitados ( )

18. Banha todo o corpo do animal?
a- corpotodo ()
b- somente as partes que tem mais carrapatos ()

19. Quantos animais vocé€ banha com 20 litros (volume de uma bomba costal) do
carrapaticida diluido?

20. Voceé contém os animais quando o produto estd sendo aplicado?

( )sim ( )ndo
21. Qual o intervalo entre os banhos?
22. Qual a marca de carrapaticida utilizada?
( ) Barrage () Ultimate Plus
() Bayticol Por-on () Ultimate Pour-onl
() Butox () Supocade
() Butox Pour-on () Triatox
() Cipertrim () Amitracide
() Cipertrim Pour-on () Ectop
() Cypermil () Nokalt
() Cypermil plus () Avotan
() Cypermil Pour-on () Ivotan plus
() Ectomin () Ivomec
() Ectoplus () qq produto a base de
() Ectoplus Pour-on ivermectina
() Ultimate (' )outro:
23. Quais os produtos usados o ano passado
() Amitracide () Nokalt
() Bayticol Por-on () Supocade
( ) Barrage () Triatox
( ) Cipertrim () Ultimate
() Cipertrim Pour-on () Ultimate Pour-onl
( ) Cypermil () Ultimate Plus
() Cypermil plus () Avotan
() Cypermil Pour-on () Ivotan plus
() Ectomin () Ivomec
( ) Ectop () qq produto a base de
() Ectoplus ivermectina
() Ectoplus Pour-on ( )outro:
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24. Quais os produtos usados na ultima descarrapatizagdo
) Amitracide

) Bayticol Por-on

) Barrage

) Cipertrim

) Cipertrim Pour-on
) Cypermil

) Cypermil plus

) Cypermil Pour-on
) Ectomin

) Ectop

) Ectoplus

) Ectoplus Pour-on
) Nokalt

) Supocade

) Triatox

) Ultimate

) Ultimate Pour-onl

) Ultimate Plus

) Avotan

) Ivotan plus

) Ivomec

) qq produto a base de
ivermectina

(' )outro:
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25. Na ultima descarrapatizagdo qual o critério para a escolha do carrapaticida?
)Recomendagdo do Criador

)Recomendagao da Associagao

) Recomendagdo do Veterinario da Cooperativa

) Recomendagdo do Veterinario do Haras

) Recomendacao das Revistas especializadas:
) Recomendagao de outros criadores

) Recomendacgdo de vendedores de lojas de produtos veterinarios
) Recomendacgao de programas de radio e TV

) Era o tnico disponivel

) Era o mais barato

) outros
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26. Escolha da dose utilizada em cada animal
() Consulta o rétulo
() Consulta o Veterinario
() Consulta de outros criadores
() Consulta os vendedores de lojas de produtos veterinarios
(

) outros

27. Existe algum produto que j& usou e ndo usa mais?
( )sim ( )nao

Qual?
28. Porque parou de usar o produto?
() efeito indesejavel () Custo alto
() ndo encontra mais nas lojas () ndo surge efeito
() outros:

29. Pretende continuar com o mesmo esquema de controle?
( )sim ( )nao

30. Se um outro método estivesse disponivel tentaria usa-lo?
( )sim ( )ndo
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