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RESUMO

Objetivou-se pesquisar a prevaléncia e os fatores de risco associados as
infeccbes causadas por Toxoplasma gondii, Neospora caninum e Sarcocystis
neurona em equinos criados no Estado de Alagoas, Brasil. Foram utilizadas 440
amostras de equinos provenientes de 36 propriedades localizadas em 23
municipios distribuidos nas Mesorregifes Leste, Agreste e Sertdo Alagoano. O
estudo dos fatores de risco foi realizado por meio da aplicacdo de questionarios
investigativos, constituidos por perguntas objetivas referentes ao manejo
produtivo, reprodutivo e sanitario dos rebanhos, posteriormente submetidos a
andlise estatistica. O diagnostico sorolégico da infecgdo por Toxoplasma gondii,
Neospora caninum e Sarcocystis neurona foi realizado pela técnica de Reacéo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). A prevaléncia de anticorpos anti- Toxoplasma
gondii foi de 14,4% (1.C.=11,0 - 17,8%), sendo encontrados equinos positivos em
69,4% das propriedades estudadas. O fator de risco associado a infeccéo foi o
consumo e armazenamento de feno (p = 0,008; OR = 0,47; IC = 0,27 — 0,83). A
prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum foi de 18% (I.C. 14,4 — 22,1%),
sendo identificados equinos positivos em 72,2% das propriedades estudadas.
Houve associacao significativa entre a infeccdo e as mesorregibes estudadas,
sendo o Agreste a regidao de maior risco (OR = 10,28) para a infeccdo entre os
equinos. Os fatores de risco associados a infeccdo foram o acesso de outras
espécies as fontes de agua dos equinos (p = 0,017; OR =1,84; IC =1,11 — 3,04),
nao utilizar feno para a alimentagéo dos animais (p = 0,000; OR = 3,33; IC = 1,87
— 5,94), a compra de animais oriundos de comércio informal (p = 0,000; OR =
8,43; IC = 3,06 — 23,16) e a auséncia do manejo de quarentena (p = 0,000; OR =
8,70; IC = 3,10 — 24,39). A prevaléncia de anticorpos anti-Sarcocystis neurona foi
de 8,1% (I.C. 5,7-11,1%), sendo identificados equinos positivos em 52,7% das
propriedades estudadas. O fator de risco associado a infeccao foi o fato de ndo
utilizar animais de outras propriedades no manejo reprodutivo do rebanho (p =
0,032; OR = 2,38; IC = 1,07 — 5,28). Os resultados obtidos nesse estudo indicam
que os equinos do Estado de Alagoas estdo expostos ao risco de infeccao por
Toxoplasma gondii, Neospora caninum e Sarcocystis neurona. Medidas sanitérias
de prevencdo e controle destes agentes infecciosos devem ser incentivadas
visando a adocdo de um programa sanitario eficiente para os rebanhos equinos
do Estado Alagoas, Brasil.

Palavras-chave: Toxoplasmose, Neosporose,  Sarcocistose, cavalos,
soroprevaléncia, fatores de risco.



ABSTRACT

Aimed to find the prevalence and risk factors associated with infections caused by
Toxoplasma gondii, Neospora caninum and Sarcocystis neurona in horses bred in
the state of Alagoas, Brazil. It was evaluated 440 animals from 36 farms located in
23 municipalities distributed in the East, Wasteland and Hinterland of Alagoas.
The risk factors analysis was performed by the application of research
guestionnaires consisting of objective questions relating to the production,
reproductive and health management, subsequently submitted to statistical
analysis. The serological diagnosis of infection by Toxoplasma gondii, Neospora
caninum and Sarcocystis neurona were determined by indirect fluorescent
antibody test (IFAT). The anti-Toxoplasma gondii antibodies prevalence was
14,4% (IC = 11,0 to 17,8%), being found positive horses in 69,4% of the farms
studied. The factor associated of the infection was the consumption and storage of
hay (p = 0,008, OR = 0,47; IC = 0,27 — 0,83). The anti-Neospora caninun
antibodies prevalence was 18% (I.C. 14,4 — 22,1%), being found positive horses in
72,2% of the farms studied. There was a significant association between infection
and regions studied, with the Wasteland region of higher risk (OR = 10,28) for
infection among horses. The risk factors associated with infection was the access
of other species of animals to water sources of horses (p = 0,017; OR = 1,84; IC =
1,11 - 3,04), not use hay for animal feed (p = 0,000; OR = 3,33; IC = 1,87 — 5,94),
buying animals from informal trade the place of purchase of new animals (p =
0,000; OR =8,43; IC = 3,06 — 23,16) and the absence of quarantine management
(p = 0,000; OR = 8,70; IC = 3,10 — 24,39). The anti-Sarcocystis neurona
antibodies prevalence was 8,1% (I.C. 5,7 — 11,1%), being found positive horses in
52,7% of the farms studied. The risk factor associated with infection was the lack
of squad closed herd for reproduction (p = 0,032; OR = 2,38; IC = 1,07 — 5,28).
The results of this study indicate that horses from in the State of Alagoas are at risk
of infection by Toxoplasma gondii, Neospora spp. and Sarcocystis neurona. Health
measures for prevention and control of these infectious agents should be
encouraged in the pursuit of improved animal health and human.

Keywords: Toxoplasmosis, neosporosis, Sarcocystosis, horses, prevalence, risk

factors.
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INTRODUCAO

Atualmente a populacdo mundial de equinos esta estimada em 58.931.508
e 57% desse contingente esta concentrado nas Ameéricas com 33.612.918 de
cabecas (FAO, 2011). O Brasil aparece na quarta colocacdo em numero de
animais, com uma populacdo estimada de 5.510.601, se mantendo estavel na
tltima década (IBGE, 2011).

Em varios paises, inclusive no Brasil, os investimentos em pesquisas com
equinos apresentam enfoque em medicina esportiva, comportamento e bem estar,
neonatologia, reproducdo, sanidade, técnicas de diagndstico e doencas dos
equinos (ALMEIDA e SILVA, 2010).

A presenca de enfermidades nos rebanhos equinos trazem muitos
prejuizos aos criadores, principalmente os problemas reprodutivos, visto que, todo
trabalho anual de uma criagcdo culmina com o nascimento dos potros. A
frequéncia de aborto nessa espécie pode variar de 8% a 19% (ACLAND, 1993;
LAUGIER et al., 2011). Prejuizos econdmicos causados por desordens
reprodutivas em éguas foram estimados em US$ 500 milhdes em apenas dois
anos nos Estados Unidos (SEBASTIAN et al.,, 2008). No Brasil, uma pesquisa
realizada com equinos da raca Puro Sangue Inglés (PSI) no Estado do Parand,
identificou que 9,2% das perdas nas criacdes foram ocasionadas por aborto
(MOREIRA et al., 1998).

No contexto das doencas neuroldgicas em equinos, a Encefalomielite
Protozoaria Equina (EPM) encontra-se em posicao de destaque, visto que a
doenca causa um impacto econdmico a industria do cavalo resultante do
tratamento e prevencdo (COHEN et al., 2007), além da morbidade significativa
representada pela alta prevaléncia de animais soropositivos relatada em estudos
desenvolvidos no Brasil e no mundo (STELMANN e AMORIM, 2010), que mesmo
assim, apresenta poucos dados sobre os agentes envolvidos, as formas de
infeccéo e a epidemiologia da doenca.

Infeccdes por protozoarios da familia Sarcocystidae séo citadas na
literatura como causa de abortamento e mortalidade neonatal em éguas, com

destaque para Toxoplasma gondii e Neospora caninum (VILLALOBOS et al.,
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2005; CAMOSSI et al., 2010). Sarcocystis neurona e Neospora hughesi, também
pertencentes a essa familia, tém sido relatados como causa de doencas
neuroldgicas nos equinos, sendo considerados o0s potenciais agentes etioldgicos
da Encefalomielite Protozoaria Equina (EPM) (MARSH et al., 1998; HOANE et al.,
2006). De acordo com Locatelli-Dittrich et al. (2006a), a prevaléncia de infec¢ao
por protozoarios ndo € adequadamente investigada nos sistemas de criacdo do
pais, tendo como possivel explicacdo a ndo inclusdo dos mesmos no diagnastico
das causas de aborto.

Os estudos de soroprevaléncia em equinos tém revelado variagoes de 0%
a 90% para T. gondii (TASSI, 2007), de 2,5 a 47% para Neospora spp. (DUBEY et
al., 1999a; HOANE et al, 2006; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006;
VILLALOBOS et al., 2006) e de 32 a 89% para Sarcocystis neurona (TILLOTSON
et al., 1999; BENTZ et al., 2003). Os fatores de risco para a infeccdo por T. gondii
e Neospora spp. estdo relacionados as condicfes climaticas, localizacdo das
propriedades, tipo e condi¢cdes de armazenamento de agua e alimentos (ALVES
et al., 1997; OLIVEIRA FILHO et al., 2012). Trabalhos sobre fatores de risco para
Sarcocystis neurona ainda ndo foram relatados na América do Sul, ficando a
sugestdo desses fatores relacionados as condicfes ambientais e de manejo
relatadas nos Estados Unidos onde o parasita é amplamente estudado (SAVILLE
et al., 2000, COHEN et al., 2007).

No Brasil, as pesquisas revelam que os rebanhos equinos estao expostos
aos trés protozodrios e que os cavalos provavelmente apresentam papel
importante na epidemiologia das doencas causadas por esses parasitas. Porém,
0s estudos ainda sdo escassos, sendo dificil a comparacdo de resultados e a
determinacdo de testes diagnosticos padrdo-ouro para a espécie e a adocéo de
medidas de controle eficazes. No Estado de Alagoas ndo existem estudos
enfocando essa tematica. Desta forma, é importante a investigacdo da exposi¢cao
dos animais a esses agentes, 0 esclarecimento dos seus efeitos e os fatores de

risco associados a infec¢ao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Infecgao por Toxoplasma gondii em equinos

A toxoplasmose € uma antropozoonose parasitaria comum nos animais e no
homem, causada pelo protozodrio coccideo Toxoplasma gondii (Apicomplexa:
Sarcocystidae), parasita intracelular obrigatério de ampla distribuicdo mundial
(TURNER E SAVVA, 1991).

2.1.1 Historico e ciclo biologico

Toxoplasma gondii foi relatado pela primeira vez por Nicolle e Manceaux
(1908) em tecidos de um roedor (Ctenodactylus gundi) o qual estava sendo usado
para pesquisa de Leishmaniose na Africa do Sul (AJIOKA e SOLDATI, 2007). No
mesmo periodo, no Brasil, Splendore (1908) isolou o agente de um coelho de
laboratério no Departamento de Bacteriologia do Hospital da Sociedade de
Beneficéncia Portuguesa em S&o Paulo. Apenas em 1970, a forma de
transmissao foi definida, quando seu ciclo biolégico completo foi descoberto
(DUBEY, 1998; SINGH, 2003). Esta descoberta foi um grande avanco para a
ciéncia meédica humana e veterinaria e levou ao reconhecimento de novos
parasitas tdo importantes economicamente quanto T. gondii (Neospora spp. e
Sarcocystis spp.) (DUBEY et al., 2010).

T. gondii apresenta um ciclo biolégico complexo com dois hospedeiros. Os
definitivos ou completos sdo os membros da familia Felidae, incluindo o gato
doméstico, representante maior na transmissao deste protozoario. Os animais de
sangue quente sdo o0s hospedeiros intermediarios ou incompletos (DUBEY et al.,
1995). Historicamente, T. gondii foi considerado como um parasita de gatos com
um ciclo fecal-oral, porém com a domesticacdo, a transmissdo foi adaptada,
incluindo também a transmissdo por carnivorismo e a transplacentaria (DUBEY e
SU, 2009).

Este coccideo apresenta-se sob trés formas evolutivas infectantes: os
taquizoitos, os bradizoitos contidos em cistos teciduais e 0S esporozoitos em
oocistos esporulados (DUBEY, 1998). Seu ciclo de vida é heteroxeno facultativo.
Somente nos felideos, ocorre a reproducdo sexuada (gametogonia), observada

nas células epiteliais do intestino delgado, durante o ciclo enteroepitelial. A
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reproducdo assexuada ocorre durante o ciclo extra-intestinal e é observada nos
dois tipos de hospedeiros (MARTINS e VIANA, 1998) (Fig. 1).
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Figura 1 — Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii. (DUBEY, 2010)

Contamiination

o
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A fase extra-intestinal inicia-se quando um hospedeiro intermediario ingere
um oocisto esporulado (Fig. 1). No trato digestivo, 0s esporozoitos sado liberados e
seguem para os linfonodos e diferentes 6rgaos onde se multiplicam por
sucessivas endodiogenias, dando origem aos taquizoitos (gr.tachys=rapido).
Quando as células parasitadas estao repletas, ocorre a sua ruptura e 0sS
taquizoitos sdo levados pela circulagdo sanguinea e linfatica. Sua presenca
representa a fase aguda da infeccdo e demonstra elevada importancia
epidemiologica, pois é a forma transmitida verticalmente. Os parasitas penetram
nas ceélulas dos varios tecidos, especialmente no sistema nervoso central,
musculo esquelético e musculo cardiaco podendo ser encontrados também em
visceras como pulmdes, figado e rins (DUBEY, 1998).

Nos tecidos sé&o formados os cistos contendo os bradizoitos (gr.brady =
lento), caracterizando a fase cronica ou assintomatica da enfermidade e, mesmo
ap0s a morte do hospedeiro, os cistos mantém-se como formas infectantes,

possibilitando a transmissao do agente (SHERDING, 1998). Dentro dos cistos, 0s



17

bradizoitos tornam-se imunologicamente inertes e ndo sdo eliminados pelo
sistema imunologico do hospedeiro, sendo uma forma de protecdo do agente. Os
cistos teciduais representam o estagio final do ciclo biolégico no hospedeiro
intermediario (TENTER et al., 2000).

A fase enteroepitelial tem inicio quando um felideo ingere um hospedeiro
intermediario infectado com cistos contendo bradizoitos (Fig.1). Estes bradizoitos
sao liberados pela acdo dos sucos digestivos e penetram nas células epiteliais do
intestino delgado ou do cdélon do felideo. No interior destas células, os parasitas
crescem e transformam-se em esquizontes, se multiplicam de forma assexuada e
originam 0s merozoitos que invadem outras células epiteliais. O processo
sexuado inicia-se apo6s alguns dias da infeccdo e caracteriza-se pela presenca de
macro e microgametécitos que saem da luz do intestino atraidos pelos
macrogametas. A fecundacao ocorre nas células da parede intestinal e resulta na
formacao de um ovo ou zigoto que da origem ao oocisto. Os oocistos comecam a
ser eliminados nas fezes dos felideos cinco a dez dias apds a ingestdo dos cistos
teciduais e a eliminacdo permanece por 1 a 2 semanas. O ciclo biolégico
completo de T.gondii se fecha quando o hospedeiro intermediario ingere um
oocisto esporulado (FRENKEL, 2004).

Os gatos podem eliminar oocistos apds a ingestdo das trés formas
infectantes do parasita (FRENKEL et al., 1970; DUBEY E FRENKEL, 1972, 1976;
FREYRE et al., 1989; DUBEY et al., 1996, 2002), no entanto, apenas 50% dos
felinos permitem a conversédo de taquizoitos e oocistos em novos oocistos, mas
quase todos o fazem a partir da ingestdo de cistos teciduais (DUBEY e
FRENKEL, 1976). O oocisto € eliminado nas fezes, obrigatoriamente na forma
nao esporulada e apés liberado no ambiente, em contato com o ar, necessita de
no minimo 24 horas para esporular, 0 que ocorre, em média, dentro de 3 a 5 dias
e, sO entdo, se torna infectante (FREYRE, 1993). Esta eliminacdo de oocistos
pelos felinos pode durar de 7 a 23 dias em uma infeccdo primaria (DUMETRE e
DARDE, 2003).

Com relacéo a resisténcia dos oocistos as condi¢cdes do ambiente, Yilmar e
Hopkins (1972), no Texas, relataram um periodo de 46 dias de sobrevivéncia de
oocistos em fezes de gato descobertas ao ar livre (6-36°C), e de 334 dias em
fezes cobertas. Ambientes secos, sob baixa umidade e altas temperaturas foram
deletérios aos oocistos (DUBEY et al., 2006).
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Oocistos ndo esporulados sdo mais sensiveis a altas temperaturas que 0s
oocistos esporulados (LINDSAY et al.,, 2002; LINDSAY et al.,, 2003). Segundo
Dubey et al. (1970), oocistos ndo esporulados expostos a temperatura de 37°C
por 24 horas foram mortos enquanto os oocistos esporulados resistiram. Oocistos
de T. gondii sdo altamente resistentes aos desinfectantes, mas sao mortos em
temperaturas superiores a 60°C. Os raios ultravioletas também tem um efeito
deletério sobre os oocistos, dependendo da dose, mas até agora nao existe
nenhuma forma pratica de destruir oocistos em grandes reservatorios de agua
(DUBEY, 2010).

2.1.2 Toxoplasmose equina

Dentre as espécies domésticas, 0s equinos estdo entre 0s animais mais
resistentes a infeccao por T. gondii (TURNER e SAVVA, 1991), no entanto, nesta
espécie, o0 parasito estd associado com quadros de encefalomielite
(BOUGHATTAS et al., 2011) podendo ser observados sinais como febre, ataxia,
degeneracdo da retina, danos ao feto e aborto (SILVEIRA, 2001). Geralmente,
nos equinos, a doenca € inaparente, sendo caracterizada pela manutencao de
titulos de anticorpos e presenca de cistos teciduais (LANGONI et al., 2007). Os
cavalos infectados podem veicular cistos de T. gondii, representando riscos a
saude publica em regides onde é habitual a ingestdo da carne de equinos, além
de representar uma fonte de infec¢cdo para os hospedeiros definitivos (DUBEY et
al., 1985).

O agente tem sido relatado como causa de abortamento em varias
espécies animais, inclusive nos equinos (TENTER et al., 2000). No entanto, de
acordo com Locatelli-Dittrich et al. (2006b), a prevaléncia dos protozoarios,
inclusive T. gondii ndo € adequadamente investigada em equinos no Brasil. Nos
casos de abortamentos, os fetos ou neonatos deveriam ser encaminhados ao
laboratdrio, para diagndstico por isolamento, exame histopatolégico e por Reacao
de Cadeia de Polimerase (PCR), porém os custos elevados e a caréncia de
laboratérios que realizem o diagnéstico definitivo s&o fatores limitantes,
principalmente no caso de equinos (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006b).

Apesar da baixa prevaléncia de T. gondii em equinos quando comparado

com outros animais domeésticos (MILLAR et al., 2008), trabalhos vem sendo
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realizados apoiando-se no fato de que o estudo da toxoplasmose animal,
notadamente entre animais domésticos, baseia-se fundamentalmente na condicao
desses animais representarem importantes fontes de infeccdo do protozoario ao
homem e pelo fato da doenca acarretar perdas econdmicas aos rebanhos,
avaliadas em termos de abortamento e nascimento de fetos inviaveis (NAVES,
2005).

Os equinos sao animais herbivoros e a infeccdo nesta espécie se da
provavelmente pela ingestdo de oocistos presentes em alimentos como o feno e
cama contaminados (SILVA e LANGONI, 2000). A possilidade de transmissao
transplacentaria de T. gondii em equinos alimentados com oocistos foi avaliada
experimentalmente por Marques et al. (1995), mas os resultados ndo confirmaram

essa hipoétese.
2.1.3 Diagnéstico da infeccdo por T. gondii em equinos

Com relacdo ao diagnéstico da toxoplasmose, Dubey (2010) ressalta que
devido a inespecificidade dos sinais clinicos da doenca, o diagndstico definitivo
deve ser obtido laboratorialmente com a utilizacdo de testes biologicos,
sorolégicos ou métodos histolégicos, ou uma combinacgao destes.

Em equinos o diagnoéstico da infeccdo por T. gondii baseia-se
principalmente no emprego de métodos sorolégicos para detectar os anticorpos
(AKCA et al., 2004; ALANAZI e ALYOUSIF, 2011). Em inquéritos epidemiolégicos
realizados em outras partes do mundo, o Teste de Aglutinacdo Modificado (MAT)
€ o0 método de diagndstico mais utilizado (DUBEY et al., 1999a, 1999b, SHAAPAN
et al., 2012), no Brasil, a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) tem sido
mais frequentemente utilizada pela maioria dos pesquisadores (LARANJEIRA et
al., 1985; GAZETA et al., 1997, VIDOTTO et al., 1997, GARCIA et al., 1999,
NAVES et al., 2005, LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006a, COIRO et al., 2012).

Um estudo realizado em S&o Paulo em 1975 comprovou a eficiéncia da
técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta no diagnostico da
toxoplasmose, o que determinou a recomendag&o do seu uso em pesquisas soro-
epidemiologicas (ISHIZUKA et al.,, 1975). Langoni et al. (2007) utilizaram
amostras de soro equino de diferentes origens, idades e sexo, armazenadas no

Laboratorio do Servico de Diagnostico de Zoonoses da Faculdade de Medicina
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Veterinaria e Zootecnia, Botucatu, Sdo Paulo, para comparar a sensibilidade do
MAT e RIFI, com ponto de corte 64. Segundo a analise estatistica, houve
concordancia entre os testes utilizados.

De acordo com Shaapan et al. (2012), a sensibilidade e especificidade dos
testes sorolégicos em equinos sdo pouco conhecidas, mas sabe-se que a
utilizacdo do ponto de corte 64 na RIFI diminui o nidmero de reagdes falso-
positivas que podem ocorrer nas baixas diluicfes.

Outros testes soroldgicos foram utilizados em estudos de soroprevaléncia
em equideos pelo mundo. O Enzime-linked Immunosorbent (ELISA) foi adotado
por Van Knapen et al. (1982) que observaram 7% de soroprevaléncia em cavalos
na Holanda e também foi usado por El-Ghaysh (1998), que identificou 66% de
soropositividade em muares no Egito. O Sabin-Feldman Dye Test (SFDT) foi
escolhido por Tizard et al. (1978) para o estudo da soroprevaléncia em cavalos
em Ontario, Canada, os quais encontraram uma taxa de 9%, e Hejlicek e Litera'k
(1994) identificaram 8% de soropositivos dentro de um grupo 2886 cavalos da
Republica Checa usando a mesma técnica. Ainda, Akca et al. (2004) relataram
21% de cavalos com anticorpos contra T. gondii na Turquia e, Alanazi e Alyousif
(2011) observaram 32% de soroprevaléncia em cavalos na Provincia de Riyadh,
Arabia Saudita, utilizando Sabin-Feldman Dye Test (SFDT).

Devido a alta sensibilidade das técnicas sorolégicas, podendo mascarar o
diagnoéstico pela presenca de IgM residuais no soro, as técnicas moleculares
como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) podem auxiliar na interpretacao
da condicdo real de interacdo parasito/hospedeiro. Porém, sdo escassos 0S
estudos que utilizam essa técnica no diagnéstico de toxoplasmose em equinos
(KOMPALIC-CRISTO et al., 2005).

No Reino Unido, Turner e Savva (1990) detectaram DNA de Toxoplasma
gondii, em placenta de uma égua que pariu um potro saudavel, utilizando a PCR.
Em anos seguintes, o0s mesmos pesquisadores encontraram DNA do protozoario
nos olhos de um equino de 17 anos de idade com distUrbios oculares (TURNER e
SAVVA, 1991) e nos olhos de um dos dois potros gémeos abortados de uma
égua no quinto més de gestacdo, utilizando o mesmo método (TURNER e
SAVVA, 1992).

Shaapan et al. (2012) realizaram exames de 240 amostras de soro de

cavalos de esporte no Cairo, Egito, utilizando Reacdo em Cadeia de Polimerase
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(PCR), Teste de Aglutinacdo em Latex (LAT), ELISA e MAT, que revelaram
53,8%, 52,1%, 50,8% e 39,2% de animais positivos, respectivamente.

Os isolamentos também podem ser utilizados para o diagnéstico em
técnicas de bioensaio a partir de amostras de sangue, fluido cerebroespinhal ou
tecidos de animais supeitos de infeccdo por T. gondii (DUBEY, 2010). O
isolamento € obtido pela inoculacdo das amostras suspeitas em camundongos,
sendo necessario de trés a seis semanas para a confirmacdo do diagnostico
(HITT e FILICE, 1992; KUPFERSCHMIDT et al., 2001).

De acordo com Tassi (2007), poucas tentativas foram feitas para isolar T.
gondi a partir de cavalos naturalmente infectados. Maitani (1970), no Japéao,
tentou isolar o organismo a partir de 38 cavalos soronegativos no SFDT, e Fihla et
al. (1986), no Brasil, tentaram isolar a partir de 63 animais, sendo apenas quatro
positivos na Hemaglutinacao Indireta (HAI), mas nenhum deles tiveram sucesso.
Zardi et al. (1964) relataram o isolamento bem sucedido de T. gondii da retina de
um cavalo na ltalia, mas suas conclusdes ndo sdo bem documentadas. Algumas
tentativas bem-sucedidas de isolamento de T. gondii em cavalos foram realizadas
por AlKalidy e Dubey (1979), que isolaram o agente em camundongos a partir de
tecidos de cavalos soropositivos no SFDT e em gatos alimentados com tecidos de
cavalos abatidos para consumo humano, alguns soronegativos, nos Estados

Unidos.

2.1.4 Soroprevaléncia e fatores de risco para a infeccao por T. gondii

em rebanhos equinos

Exames sorologicos para deteccdo de anticorpos anti-T. gondii em
equideos foram realizados em varios paises do mundo e as pesquisas tém
revelado soroprevaléncias em cavalos variando de 4% a 91% (ZARDI et al., 1968;
EUGSTER e JOYCE, 1976; BEYER e SHEVHUNOVA, 1986; UGGLA et al., 1990;
AKCA et al., 2004).

Trabalhos mais recentes tém demonstrado valores semelhantes e também
abaixo das frequéncias descritas anteriormente. Garcia-Bocanegra et al. (2012)
realizaram estudo transversal em 420 rebanhos de equideos no sul da Espanha e
encontraram soroprevaléncias de 14,7% em equinos, 23,9% em asininos e 34,0%

em muares. Neste estudo, os autores identificaram uma soroprevaléncia
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estatisticamente maior (p=0,01) em propriedades onde eram criados também
ruminantes domésticos. Em outro estudo, os pesquisadores observaram uma
prevaléncia global de 1,8% em 753 cavalos, 13 asininos e sete poéneis
provenientes de quatro regibes da Grécia e identificaram o tipo de atividade
(agricultura) (p<0,05) e a regido estudada (Peloponeso, Sul da Grécia) (p<0,01)
como fatores de risco importantes para a infec¢cdo por T. gondii nos animais
(KOUAM et al., 2010).

Nas Ameéricas, anticorpos para T. gondii em equinos tém sido relatados
também com frequéncias variadas. Alvarado-Esquivel et al. (2012) encontraram
uma soroprevaléncia de 6,1% em cavalos provenientes de trés municipios da
regido do Vale, Estado de Durango, no México. Maiores prevaléncias foram
encontradas em rebanhos de area rural, com mais de 30 animais e que eram
alimentados em baias. J& no estudo realizado por Dangoudoubiyam et al. (2011),
uma soroprevaléncia de 34,0% foi relatada em equinos na Costa Rica, América
Central.

No Brasil, as pesquisas com equinos revelam prevaléncias variando de
1,5% a 32,8% (LARANJEIRA et al., 1985; GAZETA et al., 1997; VIDOTTO et al.,
1997; GARCIA et al., 1999; MENDONCA et al., 2001, NAVES et al. 2005;
LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006a; LANGONI et al., 2007). Camossi et al.
(2010) pesquisaram amostras de soro de equinos, obtidas a partir de banco de
soros da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia em Botucatu, S&o Paulo
e encontraram prevaléncias de 12,6% na técnica de aglutinacdo direta modificada
(MAD) e de 5,9% na reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Os autores
também observaram néo haver diferenca significativa entre a soropositividade dos
animais e as caracteristicas de idade, raca ou sexo.

Recentemente, Oliveira Filho et al. (2012) estudaram a situacao
epidemiologica da infecgcdo por Toxoplasma gondii em equideos na Paraiba,
regido Nordeste do Brasil, e encontraram prevaléncias de 8,3% (I.C. 4,9-13,0)
para os equinos, 2,2% (I.C. 0,1-11,5) para os muares e 28,6% (I.C. 3,7-71,0) para
0s asininos. Nesse estudo, o numero de focos encontrado foi de 46,1% e a fonte
de &gua foi um fator de risco importante para a infeccdo por T. gondii nos plantéis.
A transmissdo do agente através da agua vem sendo destacada desde a

ocorréncia de um grande surto humano relacionado a contaminacdo da agua por
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fezes de felinos selvagens no Canadé e a infeccdo de mamiferos marinhos nos
EUA (DUBEY, 2004).

Ainda, em pesquisa recente na regido Nordeste, Oliveira et al. (2013)
investigaram amostras de soro de asininos e muares procedentes dos Estados de
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba e Sergipe e identificaram
prevaléncias de 23,8% e 43,2%, respectivamente, para mulas e burros. Os
rebanhos do Estado de Pernambuco apresentaram a maior soroprevaléncia, com
diferencas estatisticamente significativas entre espécies (p=0,001) e os estados
avaliados (p=0,048).

Os estudos epidemioldgicos sobre a infeccdo por T. gondii nas varias
espécies animais (MARQUES et al., 2009; GARCIA-BOCANEGRA et al., 2010;
GARCIA et al.,, 2012) destacaram a presenca de felinos como fator de risco
importante na epidemiologia da doenca nos rebanhos; no entanto, em alguns
trabalhos com cavalos (GARCIA-BOCANEGRA et al., 2012; OLIVEIRA FILHO et
al., 2012) essa variavel ndo demonstrou associacao significativa com a infeccao.
Os pesquisadores chamam atencéo para a dificuldade em avaliar a real presenca
de gatos em instalacdes onde os equideos sdo mantidos. Observacdo também
feita por Thomaz-Soccol et al. (2009) e Kamani et al. (2010), considerando a
variacdo na dinamica de hospedeiros definitivos conforme a localizacdo das

propriedades.
2.1.5 Medidas de controle

O controle e a prevencdo da infeccdo por T. gondii baseiam-se
principalmente no manejo dos felinos existentes nas propriedades. Segundo
Dubey (2010), uma alimentacdo a base de carne crua, visceras e 0SS0S
favorecem a infecg@o nos gatos e deve ser evitada, assim como o hébito de cacar
desses hospedeiros. Animais mortos, bem como restos placentarios e produtos
de aborto devem ser rapidamente removidos do ambiente para evitar que 0s
felinos consumam esse material e se infectem. A populacdo de gatos dentro das
fazendas deve ser controlada através de medidas contraceptivas como castragdo
e os alimentos fornecidos aos animais pecuarios devem ser protegidos do acesso

de gatos para evitar contaminacao por oocistos (DUBEY, 2010).
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Nas pesquisas ndo sao relacionadas medidas de controle especificas para
as criacdes de equinos, 0 que na pratica limita-se apenas ao controle de felinos
domésticos nos locais de armazenamento de alimentos. Oliveira Filho et al.
(2012) ressaltaram que evitar acesso de gatos a fontes de agua também podem
diminuir os riscos de infec¢ao nas propriedades.

Pesquisadores testaram vacinas contra a toxoplasmose em felinos,
contendo bradizoitos de amostra modificada de T. gondii (T263) e observaram
reducdo de até 100% de eliminacdo de oocistos nas fezes dos gatos utilizados
nas pesquisas (FRENKEL et al., 1991; FREYRE et al., 1993). Todavia, Mateus-
Pinilla (2002), estudando a eficiéncia da vacinagdo de felinos na reducdo da
prevaléncia em suinos, descreve como mais relevante o controle dos gatos nas

propriedades do que qualquer outra medida profilatica contra esse agente.

2.2 Infeccao por Neospora spp. em equinos

Neospora spp. € um protozoario coccideo (Apicomplexa: Sarcocystidae),
parasita intracelular obrigatério (ANDERSON et al., 2000), estreitamente
relacionado com Toxoplasma gondii e Sarcocystis spp. E um parasita globalmente
distribuido capaz de infectar uma ampla variedade de hospedeiros (DUBEY,
2003).

O género apresenta duas espécies, N. caninum, relatado em céaes
(hospedeiro definitivo) e em varias espécies de animais e N. hughesi, para o qual
ainda ndo se conhece o hospedeiro definitivo e muitas duvidas existem sobre
seus hospedeiros intermediarios (HOANE et al., 2006). Testes preliminares
realizados na tentativa de demonstrar oocistos de N. hughesi nas fezes de cées
alimentados com tecidos de camundongos infectados falharam (WALSH et al.,
2000).

2.2.1 Historico e ciclo bioldgico

Em 1984, uma doenca neuroldgica foi diagnosticada em céaes na Noruega
(BJERKAS et al., 1984) que inicialmente pareceu ser causada por uma parasito
estruturalmente semelhante ao Toxoplasma gondii, mas antigenicamente

diferente. Em 1988, o parasito associado a sindrome neuroldgica canina foi
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caracterizado e recebeu o nome de Neospora caninum (DUBEY et al., 1988a).
Mais tarde o parasito foi isolado em culturas de células e os cistos teciduais foram
observados em ratos inoculados com tecidos de cdes naturalmente infectados
(DUBEY et al., 1988b).

Em 1989, o desenvolvimento de um teste de imuno-histoquimica permitiu
a identificacdo especifica de N. caninum em tecidos fixados em formalina e tornou
possivel o diagndstico das infeccdes por esse parasito em varios animais
(LINDSAY e DUBEY, 1989). No inicio de 1990, N. caninum mostrou ser uma das
principais causas de aborto bovino em todo o mundo (DUBEY e LINDSAY, 1996)
e em 1998, o cédo foi reconhecido como o hospedeiro definitivo do parasito
(MCALLISTER et al., 1998; LINDSAY et al., 1999).

Neospora sp. foi isolado pela primeira vez a partir de tecidos de um cavalo
por Marsh et al. (1996), mas o parasito apresentava diferencas estruturais e
moleculares com N. caninun gque levaram a suspeita da descoberta de um nova
espécie de Neospora. Foi em 1998, Marsh e colaboradores isolaram a nova
espécie de Neospora em tecidos de um cavalo com doenca neuroldgica, na
Califérnia, Estados Unidos e a nomearam Neospora hughesi (MARSH et al.,
1998).

A exemplo da semelhanga descrita anteriormente entre Toxoplasma gondii
e 0 género Neospora, a espécie N. caninum apresenta um ciclo de vida
caracterizado por trés fases infecciosas conhecidas como taquizoitos (de rapida
proliferacdo), cistos teciduais contendo bradizoitos (de multiplicacdo lenta) e os
oocistos eliminado nas fezes de alguns canideos e esporulados no ambiente
(DUBEY et al., 2002b) (Fig.2).
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Figura 2 - Ciclo de vida de Neospora caninum. (DUBEY, 1999)
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ApoGs a ingestdo de oocistos pelos hospedeiros, inicia-se o ciclo extra-
intestinal do parasita. Corresponde a fase assexuada, caracterizada por
sucessivas multiplicacdes que dao origem aos taquizoitos, os quais se distribuem
pelo organismo do animal. Em seguida sdo formados os cistos nos tecidos como
uma forma de protecdo do agente a acdo do sistema imunologico do hospedeiro.
Dentro dos cistos sdo encontrados os bradizoitos e essas duas formas ocorrem
intracelularmente (DUBEY et al., 2002b).

Os taquizoitos podem invadir e infectar diversos tipos de células do
hospedeiro, incluindo as neurais, vasculares, musculares, endoteliais,
macréfagos, fibroblastos e as células do figado (BARR, 1993; DUBEY et al.,
2002b). A rapida multiplicacdo dos taquizoitos € limitada in vivo em cerca de 20
divisbes (em aproximadamente trés semanas) antes que se diferenciam em
bradizoitos para dar origem aos cistos teciduais. Os bradizoitos multiplicam-se
lentamente de forma assexuada por endodiogenia. Os cistos sdo normalmente
encontrados em tecido neural (cérebro e medula espinhal) ou musculo-
esquelético. Nas células musculares pode persistir durante toda a vida do
hospedeiro intermediario sem causar manifestacfes clinicas significativas
(DUBEY e LINDSAY, 1996).

O ciclo de vida de N. caninum se completa quando os cistos teciduais sé&o
ingeridos por canideos como o cao (Canis lapus familiaris) (MCALLISTER et al.,
1998) coiote (Canis latrans) (GONDIM et al., 2004), dingo (Canis lapus dingo)
(KING et al., 2010) e lobo cinza (Canis lapus) (DUBEY et al.,, 2011). Nesses
hospedeiros, ocorre o ciclo intra-epitelial e a reproducédo sexual do parasito. Os
cistos podem sobreviver a passagem no estdbmago e seguem até o intestino
delgado onde liberam os bradizoitos que infectam as células epiteliais. As fases
esquizogbnicas e gametogénicas ainda nao foram identificadas para N. caninum,
mas presume-se que elas existam por preceder a formacdo de oocistos nos
intestinos de cédes. Oocistos contendo esporozoitos sdo eventualmente formados
e o ciclo de vida comeca novamente (DUBEY et al., 2004).

Os oocistos séo eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos e no
ambiente esporulam em apenas 24 horas (LINDSAY et al., 1999). E considerada
a fase ambientalmente resistente do parasito (MCALLISTER et al., 1998). Nao se
sabe ao certo o tempo de sobrevivéncia dos oocistos ho ambiente, mas devido a

sua estreita relacdo com Toxoplasma gondii presume-se que sua resisténcia se
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assemelhe a dos oocistos dessa outra espécie (DUBEY, 2004), variando de dias
a anos conforme as condi¢cdes de temperatura e umidade do ambiente (DUBEY,
2010).

Todos os trés estdgios infecciosos de N. caninum estdo envolvidos na
transmissdo do parasita (Figura 2). Assim como ocorre no ciclo de T. gondii,
acredita-se que os carnivoros se infectam com N. caninum por carnivorismo, pela
ingestdo de tecidos contendo bradizoitos e os herbivoros se infectam quando
ingerem alimentos ou agua contaminados com oocistos esporulados. A
transmissao vertical pela rota transplacentaria também foi descrita (DUBEY et al.,
2007) sendo considerada a principal via de transmissdo de N. caninum em
bovinos (HIETALA e THURMOND, 1999). Em cavalos, apesar dessa via de
transmissao ter sido sugerida (DUBEY e PORTERFIELD, 1990; TOSCAN et al.,
2010), s6 foi comprovada recentemente pela infeccdo por N. hughesi
(PUSTERLA et al., 2011).

Pesquisas anteriores indicam que uma ampla variedade de animais
domésticos e selvagens foram expostos ao N. caninum. No entanto, Neospora
viavel tem sido isolado em apenas alguns hospedeiros, entre eles, bovinos,
ovinos, bubalinos, equinos, caes, bisdes e veados de cauda branca (DUBEY et
al., 2007).

2.2.2 Neosporose equina

A neosporose é uma doenca que acomete principalmente os bovinos e
cédes e nao é considerada uma zoonose (DUBEY e SCHARES, 2011). Embora
nao se conheca completamente a ecologia de Neospora spp. em cavalos, muitas
comparacdes foram feitas em relagéo a infeccdo por N. caninum como causa de
doenca neuromuscular em caes e abortos em bovinos em todo o mundo
(PUSTERLA et al., 2011). De acordo com pesquisadores, em equinos, a infec¢ao
por N. caninum causa problemas reprodutivos e doenca neonatal (VILLALOBOS
et al., 2005) e a infeccdo por N. hughesi causa doenga neurolégica (LINDSAY,
2001; KLIGLER et al., 2007; VERONESI et al., 2008).

N&o h& publicagbes sobre o impacto econbmico da neosporose em
equinos, mas em rebanhos bovinos existem registros de ampla distribuicdo do
agente, alta prevaléncia nos plantéis e graves problemas na esfera reprodutiva e
produtiva (DUBEY e LINDSAY, 1993, 1996; DUBEY, 1999). Reichel (2000)
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descreveu prejuizos de $ 100 milhdes ao ano na Australia, correspondendo a 2-
5% das perdas em explora¢des bovinas por ano no pais.

A infeccdo transplacentaria por Neospora sp. e a patogénese do aborto
causada por esse parasito em equinos séo pouco conhecidas (PITEL et al., 2003;
HOANE et al., 2006), mas em bovinos descreve-se que a morte fetal resulta
provavelmente de insuficiéncia cardiaca associada a miocardite e necrose do
miocardio, além da placentite, com necrose do epitélio coridbnico da placenta. As
lesGes no cérebro sdo importantes, porém, ndo sao consideradas as principais
causas de morte fetal (ANDERSON et al., 2000).

Um estudo sobre a associacdo entre a presenca de anticorpos anti-
Neospora spp. em soro de equinos adultos e historico de perda fetal dentro dos
rebanhos foi realizado no estado de Sao Paulo, demonstrando haver associacéo
positiva (p<0,001) entre as variaveis. Os autores destacaram a participacédo deste
coccideo na génese dos disturbios reprodutivos e a necessidade de mais
investigacdes (VILALOBOS et al., 2006).

Pesquisas tém sido desenvolvidas com o objetivo de verificar a importancia
da transmissao transplacentaria de Neospora spp. em equinos. Duarte et al.
(2004a) avaliaram o risco de transmissédo transplacentaria de Neospora hughesi
em potros na Califérnia durante 3 temporadas de parto e observaram nao haver
risco detectavel desse tipo de transmissdo no rebanho estudado. Ao contrério,
Antonello et al. (2012), ao avaliarem amostras de soro de éguas Puro Sangue e
seus recém-nascidos em fazendas do Sul do Brasil observaram que éguas
soropositivas ddo origem a um numero maior de potros soropositivos pré-
colostrais quando comparadas as eéguas soronegativas. Segundo 0s
pesquisadores, 0s resultados mostraram a importancia do desafio endégeno e da
transmissao transplacentaria em cavalos.

Varios trabalhos descreveram a infeccdo por Neospora em cavalos nos
Estados Unidos. Dubey e Porterfield (1990) encontraram taquizoitos em tecido
pulmonar de feto com dois meses de idade na Carolina do Norte. Neosporose
congénita foi encontrada em uma fémea, Quarto de Milha, de um més de idade,
em Wisconsin, EUA, que apresentava cegueira aparente, e cistos teciduais foram
encontrados em seu cérebro na necropsia (LINDSAY et al. 1996).

Neosporose visceral foi descrita em uma égua Appaloosa de 10 anos de

idade com historico de perda de peso e anemia. Nesse animal foram encontradas
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lesBes nos linfonodos mesentéricos e intestino delgado e taquizoitos foram vistos
na lamina prépria da submucosa do intestino delgado (GRAY et al., 1996). A
localizacédo das lesfes indicou infeccdo recente por via oral com oocistos. Uma
égua de 19 anos de idade com histéria de paralisia dos membros traseiros e
comportamento anormal foi diagnosticada com neosporose, a partir da
observacéo dos parasitos no cérebro, medula espinhal e nervos periféricos (DAFT
et al., 1997). A égua também apresentava sinais de doenca de Cushing, o que
pode ter contribuido para imunossupressdo, permitindo a reativacdo de uma
infeccédo latente (DAFT et al., 1997).

Marsh et al. (1998) diagnosticaram infec¢cao por Neospora hughesi em um
equino, Quarto de Milha, de 11 anos de idade que apresentava incoordenacao
leve durante 3 meses, que evoluiu subitamente para um quadro grave de
incoordencdo. Da mesma forma, uma espécie de Neospora foi identificada por
Hamir et al. (1998) em cérebro e medula espinhal de um cavalo de 20 anos de
idade, em Oregon, Estados Unidos, com ataxia severa. Posteriormente, o parasita
foi isolado e identificado como N. hughesi a partir de técnicas moleculares
(DUBEY et al., 2001a).

Cheadle et al. (1999) diagnosticaram uma infeccdo por Neospora em um
equino de 13 anos, Quarto de Milha, do Alabama, EUA, que apresentava ataxia e
fragueza nos membros traseiros ha 5 meses. Nao foram encontradas lesdes na
necropsia, mas os parasitas foram isolados em culturas celulares e identificados
como N. hughesi por técnicas moleculares (MARSH et al., 1998).

Nenhum caso de infec¢cdo por Neospora associada a encefalite foi relatado
em cavalos fora dos EUA até o ano de 2001 (LINDSAY, 2001). Fora do continente
americano, a infeccdo em equinos foi descrita pela primeira vez na Franga, por
Pronost et al. (1999) que diagnosticaram a infeccéo a partir de um feto, utilizando
a Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) com primers para Neospora caninum.

Como a maioria dos isolados de Neospora em equinos foi identificada
como N. hughesi, tém sido sugerido que a neosporose equina €
predominantemente causada por esta espécie, mas a relativa importancia dos
dois parasitos para esses animais €, até 0 momento, desconhecida, devendo ser
considerada no diagnostico da neosporose equina, a infeccdo pelas duas
espécies de Neospora (JAKUBEK et al., 2006).
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De acordo com Lindsay (2001), pouco se sabe sobre a patogenicidade ou
prevaléncia de Neospora em cavalos e ndo ha nenhuma maneira de diferenciar N.
hughesi e N. caninum sorologicamente. O pesquisador ressaltou que estudos
precisam ser feitos em cavalos infectados experimentalmente para determinar as
respostas sorologicas a N. hughesi e N. caninum. Os resultados destes tipos de
estudos aumentam a eficiéncia do diagnostico da neosporose em cavalos e
possibilitam determinar a sua importancia para a industria do cavalo (LINDSAY,
2001).

2.2.3 Diagnéstico da infeccdo por Neospora spp. em equinos

Devido aos sinais inespecificos da neosporose, o diagnéstico laboratorial
deve ser realizado para confirmar a infeccdo por Neospora spp. (PACKHAM et al.,
2002). Assim, métodos sorologicos e parasitolégicos séo utilizados. Os testes
soroldgicos utilizados sdo a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA), Soroaglutinacdo Direta e Western blot. Dentre os
métodos parasitologicos estdo os exames histopatolégicos, imunohistoquimicos,
isolamento in vitro e in vivo e a deteccdo do DNA do parasita (PCR) (HEMPHILL
et al., 2000; HOANE et al., 2006).

Tanto no diagnostico soroldgico de Soroaglutinacdo Direta quanto na RIFI
sdo utilizados taquizoitos de N. caninum ou N. hughesi como antigenos e os
titulos considerados positivos sdo a partir de 50, porém, para RIFI s&o
encontrados estudos utilizando como ponto de corte o titulo 100 (VARDELEON et
al., 2001; McDOLE e GAY, 2002). De acordo com Vardeleon et al. (2001), a
utilizacdo do titulo 50 pode aumentar a sensibilidade de diagnéstico e um cavalo
infectado podera ser identificado. A exemplo, Locatelli-dittrich et al. (2006a)
identificaram potros pré-colostrais soropositivos nascidos de éguas soropositivas
com titulos 50.

O Western blot é considerado especifico e tem sido utilizado como teste
confirmatdrio para Neospora spp. em muitas espécies animais. Em equinos de
diferentes regibes da América do Norte esse teste revelou uma soroprevaléncia
bem menor dentro dos rebanhos, quando comparada as obtidas na RIFI ou
ELISA, sugerindo que a infecgdo é menos comum do que indicam outros estudos
(VARDELEON et al., 2001; JAKUBEK et al., 2006). Dessa forma, Gupta et al.
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(2002) destacam a presenca de limitagdes no diagnostico da soroprevaléncia para

a infeccdo por Neospora sp. em populacdes equinas.

2.2.4 Soroprevaléncia e fatores de risco para a infeccdo por Neospora

Spp. em equinos

Muitos pesquisadores destacaram a caréncia de dados sobre a infecgéo
em equinos e descreveram prevaléncias bastante variadas (HOANE et al., 2006;
LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006; VILLALOBOS et al., 2006). Nos Estados
Unidos, a soroprevaléncia varia de 11 a 23% (CHEADLE et al., 1999; DUBEY et
al., 1999d; Mc DOLE e GAY, 2002; DUBEY, 2003). Na Coréia foi encontrada
prevaléncia de apenas 2% em rebanhos equinos (GUPTA et al.,, 2002) e na
Europa, Pitel et al. (2001) encontraram uma soroprevaléncia de 23% em amostras
de soro equino submetidos a diagndstico em um laboratério francés, achado
semelhante ao de Ciaramella et al. (2004), que encontraram 28% de
soroprevaléncia em rebanhos equinos nascidos e criados na Italia. Na Suécia foi
relatada uma frequéncia de 1% de anticorpos anti-Neospora spp. em equinos,
sendo considerada a mais baixa de todas, comparada com outros paises
(JAKUBEK et al., 2006).

Nas Américas, além dos Estados Unidos, outros paises como Argentina,
Chile e Costa Rica também realizaram levantamentos sobre a soroprevaléncia de
anticorpos anti-Neospora spp. em equinos. Na Argentina ndo foram observados
equinos soropositivos (DUBEY et al.,, 1999a) e no Chile a soroprevaléncia
encontrada foi de 32% em animais com sintomatologia nervosa e/ou abortos
(PATITUCCI et al., 2004). Recentemente, na Costa Rica, América Central,
Dangoudoubiyam et al. (2011), encontraram anticorpos em 3,5% dos cavalos
avaliados no ELISA (NhSAGL1), e concluiram ser incomum a infeccdo em equinos
nesse pais.

No Brasil, em primeiro estudo, ndo foi observada soropositividade em
rebanhos equinos (DUBEY et al., 1999b), porém, pesquisas posteriores revelaram
taxas variadas de soroprevaléncia para a espécie. Foi observada prevaléncia de
2,5% em amostras de equinos procedentes de 10 estados brasileiros (HOANE et
al., 2006); uma frequéncia de 10,3% de anticorpos anti-Neospora caninum foi

encontrada em amostras de equinos adultos de diferentes municipios do Estado
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de Sédo Paulo (VILALOBOS et al., 2006); no Parana, uma soroprevaléncia de 30 a
47% foi observada em matrizes equinas e 22,2% em potros antes da ingestéo de
colostro (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006); no Rio Grande do Sul,
pesquisadores identificaram uma frequéncia de 13,8% em uma populacdo de
fémeas da raca Crioula em idade reprodutiva (TOSCAN et al., 2010). Variactes
na soroprevaléncia podem ser atribuidas a diferentes condicbes de manejo,
localizacdo geografica das propriedades e se ha ou ndo exposicdo ao parasito
(LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006).

Pesquisas sobre os fatores de risco associados a infeccdo por Neospora
spp. em equinos ndo sédo encontradas. De modo geral, com relacdo ao ciclo
biolégico do Neospora caninum, Wouda et al. (1999) ressaltaram que a criacdo de
espécies diferentes com o mesmo manejo e criados no mesmo ambiente, pode
aumentar o risco de exposicdo aos hospedeiros suscetiveis, especialmente
quando as espécies envolvidas sao fundamentais ao ciclo. Nesse contexto,
Lindsay (2001) ressaltou a presenca de cdes dentro de rebanhos bovinos como
risco potencial a ocorréncia de sintomas da Neosporose nesses plantéis.

De acordo com pesquisadores, para a infeccdo por Neospora spp. em
cavalos, muitas questdes ainda precisam ser elucidadas, tais como a forma como
esses animais se infectam, se o parasita pode ser mantido na populacdo equina
por transmissao vertical e se 0 cdo é o hospedeiro definitivo de N. hughesi
(LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006b).

2.2.5 Medidas de controle

Devido, provavelmente, ao desconhecimento de aspectos epidemiologicos
da infeccdo por Neospora spp. em equinos, ndo sado descritos programas de
controle direcionados a espécie. No entanto, Toscan et al. (2010), Pusterla et al.
(2011) e Antonello et al. (2012), identificando imunoglobulinas em potros recém-
nascidos antes da ingestao do colostro, chamaram a atengédo para a importancia
da possivel transmissado transplacentaria nessa espécie, o que sugere a inclusao
desse parasita na lista de agentes a serem pesquisados dentro dos programas

sanitarios, principalmente nas criacdes de cavalos para a reproducéo.



33

2.3 Infecgao por Sarcocystis neurona em equinos

Sarcocystis neurona € um protozoario coccidio (Apicomplexa:
Sarcocystidae), considerado o principal agente etiologico da Mieloencefalite
Protozoaria Equina (MPE), uma importante sindrome neuroldgica que acomete
equideos em todo o continente americano (DUBEY et al., 2001b).

2.3.1 Historico e ciclo biologico

A sindrome conhecida como "mielite segmentar” foi descrita com detalhes
pela primeira vez por Rooney et al. (1970), a partir de 52 casos procedentes de
Lexington e Filadélfia, Estados Unidos. J& os protozodrios foram identificados e
relatados pela primeira vez por grupos separados de investigadores em 1974, os
quais estudaram cavalos com les6es segmentares (CUSICK et al., 1974;. BEECH
e DODD, 1974; DUBEY, 1974). Na época, 0 parasito recebeu erroneamente o
nome de Toxoplasma gondii e a sindrome foi nomeada encefalomielite
protozodria equina.

Posteriormente, Dubey (1974, 1976) reexaminou 0s casos descritos e
concluiu que o parasito ndo era T. gondii e sim, provavelmente, uma espécie de
Sarcocystis, 0 que mais tarde, Simpson e Mayhew (1980) também evidenciaram
analisando o ultra-protozoério causador de MPE.

O nome Sarcocystis neurona foi proposto para o agente causador de MPE
em cavalos, em 1991, e o parasito foi isolado pela primeira vez de um cavalo de
Ithaca, Nova York (DUBEY et al., 1991a). Naquele ano, a confirmacao da etiologia
da MPE ocorreu ap0s cultivo in vitro e multiplicacdo de formas assexuadas de S.
neurona em monocito bovino (M617) de amostras coletadas de lesdes em
sistema nervoso central de equinos infectados (DAVIS et al., 1991; DUBEY et al.,
1991a).

Infec¢des por S. neurona tém sido relatadas em vérias espécies de animais
como guaxinins (DUBEY et al., 1990, 1991b; STOFFREGEN e DUBEY, 1991;
THULIN et al., 1992; HAMIR e DUBEY, 2001), tati (CHEADLE et al., 2001a), gato
domeéstico (DUBEY et al.,, 1994;. DUBEY e HAMIR, 2000), vison (DUBEY e
HEDSTROM, 1993; DUBEY e HAMIR, 2000), gambas (DUBEY et al., 1996;
DUBEY e HAMIR, 2000), pbnei (DUBEY e MILLER, 1986; DUBEY e HAMIR,
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2000), zebra (MARSH et al.,, 2000), focas (LAPOINTE et al.,, 1998.), lontras
marinhas (ROSONKE et al., 1999; LINDSAY et al., 2000b) e passaros
(MANSFIELD et al., 2008).

Os hospedeiros definitivos do parasita sdo os gambas, marsupiais da
espécie Didelphis virginiana (América do Norte e Central) e o D. albiventris
(América do Sul) (FENGER et al., 1995; DUBEY et al., 2001c). Os hospedeiros
intermediarios sdo considerados acidentais, sendo o hospedeiro intermediario
natural ainda desconhecido (DUBEY et al., 2001c). Porém, em um estudo
realizado na Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual de
Michigan — MSU (Estados Unidos) foi comprovada a presenca de formas maduras
e infectantes do S. neurona em um potro eutanasiado apdés tratamento para MPE
(MULLANEY et al., 2005).

S. neurona possui um ciclo heteroxeno, necessitando de mais de um
hospedeiro para completar seu ciclo de vida. O estagio assexuado ocorre nos
hospedeiros intermediarios, com a multiplicacdo do parasito através de merogonia
dentro das células endoteliais e 0 estagio sexuado, ocorre no intestino dos
hospedeiros definitivos através de gametogonia (DUBEY et al., 2001d).

Para Sarcocystis spp., 0s hospedeiros intermediarios adquirem a infeccao
através da ingestdo de oocistos esporulados ou esporocistos. Os esporozoitos
sao liberados no intestino do hospedeiro, invadem as células epiteliais, ganham
os diversos 6rgaos e multiplicam-se por uma forma especializada de esquizogonia
ou merogonia, chamada endopoligenia. Transformam-se em esquizontes, células
multinucleadas, 0s quais produzem numerosos merozoitos. Em algumas
espécies, 0s merozoitos invadem células endoteliais e produzem infeccéo
sistémica, havendo, muitas vezes, tropismo por tecidos especificos como cérebro
ou musculo. Depois de um numero indefinido de ciclos de merogonia, o
organismo forma sarcocistos contendo bradizoitos, que séo infectantes para o
hospedeiro definitivo (DUBEY et al., 2001b; DUBEY et al., 2001c; LINDSAY et al.,
2004).

A infec¢éo do hospedeiro definitivo ocorre pela ingestédo de carne contendo
sarcocistos. ApoOs a ruptura dos cistos, os bradizoitos séo liberados e penetram na
lamina proépria do trato intestinal onde se desenvolvem em estagios sexuados, 0s

microgametas (machos) e os macrogametas (fémeas). Através do processo de
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gametogonia sao originados o0s oocistos que sao liberados nas fezes do
hospedeiro definitivo (KISTHARDT e LINDSAY, 1997) (Figura 3).

QOpossum
ingests sarcocyst
Schizont

RS
Cat
intermediate host

Cat ingests
sporocyst ¢

Figura 3 - Ciclo de vida de Sarcocystis neurona (DUBEY et al., 2001b).

Em estudo realizado com ratos alimentados com esporocistos de S.
neurona, observou-se que apés a multiplicacdo do parasito nos tecidos viscerais,
este é transportado para o Sistema Nervoso Central (SNC) no interior de
leucécitos, escapando assim da acdo dos anticorpos (LINDSAY et al., 2006). Trés
semanas apoOs a infeccdo, os parasitas ja se encontram no SNC e os sinais
clinicos da doenca vao variar em funcdo da area do SNC parasitada (DIVERS et
al., 2000).

2.3.2 Sarcocistose Equina / Mieloencefalite Protozoaria Equina

A sarcocistose em equideos ocorre em todo o mundo, mas ha duvidas
quanto as espeécies de Sarcocystis responsaveis pela infeccdo e formacéao de
sarcocistos em cavalos. Apesar de terem sido descritas quatro espécies de
Sarcocystis formadoras de cistos em musculatura de cavalos (S. bertrami, S.
equicanis, S. fayeri e S. asinus) os achados sdo questionaveis (DUBEY et al.,
1989). No entanto, estd bem estabelecido que Sarcocystis neurona é a espécie
mais patogénica para os equinos, causando a Mieloencefalite Protozoaria Equina
(MPE) (DUBEY et al., 1991a).



36

Nos Estados Unidos, o prejuizo anual com a doenca foi estimado em até
100 milhdes de dolares e esse impacto econdmico deve-se a perda de carcacas,
gastos com medicamentos e veterinarios, além do longo periodo de tratamento
dos animais (DUBEY et al., 2001b).

A doenca é debilitante e progressiva caracterizada por sinais de fraqueza,
ataxia, perda de propriocepcdo, incoordenacdo motora, perda de massa
muscular, alteracdes comportamentais e morte (DUBEY et al., 2001b). Nos
achados histopatolégicos séo descritos infiltrado linfocitico e malacea em regido
perivascular, hemorragia difusa em Sistema Nervoso Central (SNC) e presenca
de estruturas ovoides ou alongadas, intra e extracitoplasmaticas, semelhantes a
protozoarios (BEECH e DODD, 1974).

A MPE é frequentemente relatada em cavalos de corrida de 3-6 anos de
idade. Os fatores que determinam a gravidade da doenc¢a sao desconhecidos e a
clinica da MPE ndo parece estar associada com ma nutricdo e infeccdes
concomitantes conhecidas (DUBEY et al., 2001b).

Os sinais podem decorrer de lesdes focais ou multifocais de doenca
neurolégica envolvendo o cérebro, tronco cerebral, medula espinal ou qualquer
combinacao das regiées do SNC. Como os sinais clinicos de MPE dependem da
area parasitada, o envolvimento do cérebro, por exemplo, pode causar
depressdo, mudancgas de comportamento ou convulsdes, assim como, lesdes no
tronco cerebral e medula espinhal podem causar anormalidades da marcha, o
envolvimento de tratos ascendentes e descendentes pode ocasionar
incoordenacdo ou ataxia de um ou mais membros. Uma variedade de sinais
atribuiveis a lesbes de pares de nervos cranianos, principalmente paralisia do
nervo facial, pode causar sinais de alteracdes posturais como inclinacdo da
cabeca, tendéncia a inclinar-se para um lado, paralisia da lingua, disfagia e atrofia
de musculos masséter-temporais (MACKAY et al., 1992; DIVERS et al., 2000).

Alguns cavalos afetados com MPE tem a funcdo anormal das vias aéreas
superiores, e em casos graves, podem apresentar dificuldade em manter-se de
pé, caminhar ou engolir, e a doenca pode progredir muito rapidamente. Sinais
clinicos iniciais de tropecos frequentes sao facilmente confundidos com
claudicagdo de membros toracico e/ou pélvicos. Em muitos cavalos a doenca
tende a ter uma progresséo gradual dos sinais, incluindo a ataxia, mas em alguns

cavalos a doenca parece permanecer estatica por um periodo de tempo, apenas
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com sinais clinicos leves, e em seguida apresentar curso rapido e progressivo do
quadro (DUBEY et al., 2001b).

2.3.3 Diagnéstico da infeccdo por Sarcocysctis neurona em equinos

Varios testes imunologicos tém sido desenvolvidos para o diagndéstico de
MPE. O mais antigo e bem estabelecido € o teste WB, semiquantitativo e utilizado
na deteccdo de anticorpos anti-merozoitos (GRANSTROM et al.,, 1993). As
estimativas iniciais de sua eficiéncia foram de 89% de sensibilidade e 71% de
especificidade em soro e 89% tanto de sensibilidade quanto de especificidade em
liquido encefalorraquidiano (CSF) (GRANSTROM, 1997).

Um teste de Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) foi desenvolvido e
avaliado comparativamente por Duarte et al. (2003, 2004), sendo estimada uma
sensibilidade de 83% em soro e 100% em CSF, e uma especificidade de 97% e
99%, em soro e CSF, respectivamente. Quando comparada diretamente com o
WB, a sensibilidade da RIFI era equivalente, mas sua especificidade era bem
maior. A RIFI é um teste quantitativo que produz resultados baseados em titulos e
as estimativas acima mencionados foram obtidas apés a otimizacédo do teste com
valores de corte de 1:80 (soro) e 1.5 (CSF). Segundo Duarte et al. (2003), em
testes quantitativos como a RIFI, o ponto de corte mais adequado pode variar em
diferentes circunstancias, de forma que, maiores valores maximizam a
especificidade e menores pontos de corte maximizam a sensibilidade do teste.

A RIFI vem sendo utilizada com bastante frequéncia na deteccdo de
rebanhos soropositivos, pois além de apresentar alta sensibilidade e
especificidade, € menos trabalhosa e dispendiosa quando comparada ao WB,
considerado padrdo ouro para o diagnéstico sorologico de exposi¢do a S. neurona
(DUBEY et al., 2001b).

Agumas pesquisas também compararam a sensibilidade e a especificidade
da RIFI com o Imunoensaio enzimatico (ELISA) (JOHNSON et al., 2010, 2013).
Foram utilizados cavalos atendidos em um Hospital Veterinario dos Estados
Unidos, durante um periodo de dois anos.

No primeiro trabalho, os pesquisadores identificaram maior sensibilidade da
RIFI (94,4% em soro e 92,3% em CSF) e maior especificidade do ELISA em soro
(97,1%), e este perdeu mais uma vez para a RIFI na especificidade em CSF

(89,7% contra 85,2%). Os titulos de corte 6timos utilizados foram 1:80 na RIFI e
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1:32 no ELISA (JOHNSON et al., 2010). No segundo estudo, o ELISA mostrou
uma precisdo global de sensibilidade e especifidade mais elevada quando
comparado a RIFI, que também apresentou alta precisdo, mas mostrou
sensibilidade reduzida no CSF. Para maximizar a sensibilidade e especificidade
dos testes foram utilizados titulos de corte de 1:10 em soro e de 1:5 em CSF na
RIFI, e para o ELISA melhores resultados foram obtidos com titulos de corte de
1:500 em soro e de 1:10 em CSF (JOHNSON et al., 2013).

Johnson et al. (2013) chamaram atencao para a menor sensibilidade dos
testes soroldgicos comparados as estimativas encontradas em pesquisas
anteriores (DUARTE et al., 2003; JOHNSON et al., 2010).

Geralmente o diagnéstico definitivo da infeccdo por S. neurona é
confirmado apds o 6bito do animal, através de histopatologia, imunoistoquimica,
cultivo celular e PCR (DUBEY et al., 2001c; JOHNSON et al., 2010). As técnicas
sorolégicas consistem na detec¢do de anticorpos circulantes em fluidos corporais,
podendo ser realizadas como indicadores de infeccdo em animais sintomaticos,

bem como para inquéritos epidemiolégicos (JOHNSON et al., 2010).

2.3.4 Soroprevaléncia e fatores de risco para a infeccao por Sarcocystis

neurona em equinos

Estudos sobre soroprevaléncia da infeccdo por Sarcocystis neurona em
equinos sao realizados com mais frequéncia nas Américas. Os primeiros estudos
sobre a exposicdo de cavalos ao parasito nos Estados Unidos revelaram
soroprevaléncias variando de 45-50% (BENTZ et al, 1997; BLYTHE et al., 1997;
SAVILLE et al., 1997; TILLOTSON et al., 1999). Pesquisas posteriores
demonstraram maiores variagbes. Foi encontrada uma prevaléncia de 60% em
cavalos criados em Michigan (ROSSANO et al., 2001); em Oklahoma observou-se
uma soropositividade de 89% (BENTZ et al., 2003) e uma prevaléncia de 34% foi
identificada no norte do Colorado (TILLOTSON et al., 1999).

A soroprevaléncia em rebanhos equinos nos Estados Unidos e na América
do Sul é de aproximadamente 50 e 35%, respectivamente (DUBEY et al.,
1999a,b; MACKAY, 1997; SAVILLE et al., 1997; BENTZ et al., 2003). Em outras
regides geograficas, fora do continente americano, prevaléncias bastante variadas

sao relatadas, como a de 4% encontrada na Gra-Bretanha e na Irlanda
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(EDWARDS, 1984) e 93% na Mongdlia (FUKUYO et al.,, 2002). Na Franca,
anticorpos contra S. neurona também tém sido encontrados tanto em equinos
saudaveis como em animais com sindrome neurologica (PITEL et al., 2002,
2003).

Mais recentemente, uma pesquisa conduzida com cavalos aparentemente
saudaveis da regido da Galicia, na Espanha, identificou uma soroprevaléncia
superior a 80% em um conjunto de 138 amostras de soro equino, através do WB,
utilizando merozoitos de Sarcocystis nheurona como antigeno heterélogo (ARIAS
et al.,, 2012). Os pesquisadores ressaltaram que animais poderiam ter sido
expostos a S. neurona através de alimentos contaminados provenientes das
Américas e ainda levantaram a possibilidade de resultados falso-positivos, devido
aos ensaios sorolégicos anteriores ndo terem sido realizados para cavalos do
Velho Mundo.

Um estudo realizado na Costa Rica, América Central, identificou anticorpos
anti-S. neurona em 42,2% dos cavalos analisados, usando o SnSAG2 ELISA
(DANGOUDOUBIYAM et al.,, 2011). Com os resultados, os autores sugeriram
uma elevada contaminacdo ambiental com esporocistos de S. neurona eliminados
por Didelphis marsupialis e D. Virginiana, espécies de marsupiais nativos na
Costa Rica.

Na Ameérica do sul, principalmente no Brasil, os estudos sobre a
soroprevaléncia da infeccdo por S. neurona nos rebanhos equinos ainda sédo
escassos. Porém, os poucos estudos descreveram elevadas prevaléncias nesta
regido geografica. Dubey et al. (1999a) encontraram uma soroprevaléncia de
35,5% em equinos na Argentina e Dubey et al. (1999b) relataram uma
soroprevaléncia de 35,6% para anticorpos anti-Sarcocystis neurona em equinos
Puro Sangue no Brasil, através da técnica de immunoblot utilizando merozoitos
como antigeno. Hoane et al. (2006) identificaram uma soroprevaléncia de 69,9%
em amostras provenientes de dez diferentes estados do Brasil (S&o Paulo, Minas
Gerais, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Bahia, Rondbnia, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias). Ainda, Lins et al. (2008), estudando 27
equinos Puro Sangue Inglés com histérico de incoordenacdo motora no Rio
Grande do Sul detectaram soropositividade em 18 animais (66,6%), utilizando o
WB.
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Sao poucas as pesquisas sobre os fatores de risco associados a infeccdo
por Sarcocystis neurona em rebanhos equinos. A maioria desses estudos foi
desenvolvida nos Estados Unidos e estes descreveram como variaveis
importantes a idade dos animais, proximidade geografica com areas de
ocorréncia do hospedeiro definitivo, estresse, intensidade de exercicio e fatores
sazonais (SAVILLE et al., 1999; SAVILLE et al., 2000). Na América do Norte, o
efeito da sazonalidade pode ser observado durante o inverno, quando ha reducéo
de esporocistos viaveis no ambiente e consequentemente do nimero de animais
soropositivos (RICKARD et al., 2001).

Em estudo de casos-controle realizado com equinos de 11 hospitais
veterinarios de referéncia nos Estados Unidos foi observada associagéo
significativa entre a presenca de gatos e casos de MPE, porém essa variavel ndo
foi considerada desencadeante da doenca e apenas importante para a
epidemiologia do agente (COHEN et al., 2007).

2.3.5 Medidas de controle

O tratamento dos equinos é recomendado nos casos em que 0s sinais
clinicos de MPE sao reconhecidos e 0 sucesso da terapia depende da
precocidade na identificacdo dos sinais. Séo utilizados inibidores da diidrofolato
redutase que causam bloqueio sequencial do metabolismo do acido félico nos
protozodrios, sendo o exemplo mais comum a combinag¢é@o de pirimetamina (1,0
mg/kg, por via oral, uma vez ao dia) com sulfadiazina (20mg/Kg, por via oral, duas
vezes ao dia) por um periodo de 120 dias a seis meses. O tratamento deve ser
realizado enquanto o CSF for positivo e/ou os animais estiverem demonstrando
sinais clinicos (MACKAY et al., 2000; DUBEY et al., 2001b).

Outra alternativa terapéutica € a administracao de diclazuril (5,6mg/kg, por
via oral, uma vez ao dia) ou toltrazuril (10mg/kg por via oral, uma vez ao dia),
ambos coccidiostaticos, pertencentes ao grupo benzeno acetonitrila, por um
periodo de no minimo 28 dias. Segundo pesquisas, o diclazuril consegue eliminar
0s estagios primarios do S. neurona, podendo ser util na profilaxia da MPE e o
toltrazuril desestabiliza o metabolismo do parasita e a divisdo celular,
apresentando alta efichcia para o tratamento da doengca. O wuso de

antiinflamatdérios tais como, Fenilbutazona e Flunixin Meglumine (1,1mg/Kg, por
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via intravenosa, duas vezes ao dia, por trés a sete dias) associado ao DMSO
(1g/kg em 10% de solugéo, via intravenosa ou via oral), auxiliam no tratamento da
doenca (STASHAK, 2006).

As medidas preventivas nas criagcdes de equinos tém como principal
objetivo impedir o acesso dos gambéas as cocheiras e estabulos, e como esses
hospedeiros sdo onivoros, deve-se manter alimentos armazenados em locais
fechados, assim como os depdsitos de lixo que contenham restos de alimentos
(MACKAY et al., 2000).

Desde 2000, uma vacina inativada contendo merozoitos de S. neurona foi
condicionalmente licenciada a Fort Dodge Animal Health (FDAH) nos Estados
Unidos, como recurso auxiliar na prevencdo de MPE. Segundo a equipe técnica
da FDAH a vacinacdo estimularia uma resposta imune humoral e celular, o que
diminuiria a carga periférica infecciosa e, subsequentemente, reduziria o himero
de organismos que penetrariam a barreira hematoencefalica podendo causar
doenca. Os primeiros estudos feitos pela FDAH revelaram que alguns cavalos
tornaram-se positivos no liquido encefaloraquidiano (CSF), utilizando a Reacéo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), 14 dias apés uma segunda vacinacdao. A
empresa declarou também que a soroconvercdo apOs vacinagdo apresentava
padrdes diferenciados de bandas na WB, ndo havendo dificuldade na defini¢cdo de
um cavalo soropositivo ou CSF positivo, devido a vacina¢do ou exposicdo natural
(WITONSKY et al., 2004).

No entanto, sem dados que apoiassem as alegacdes da FDAH quanto aos
padrées de banda, surgiram preocupacdes quanto a interferéncia da vacinacao
em testes de diagnoéstico para MPE, assim como para outras doencas
neuroldgicas. Nesse sentido, Witonsky et al. (2004) estudaram 29 equinos com
mais de seis meses de idade sem evidéncia de doenca neurologica, 0s quais
receberam a vacina em duas aplicacbes com intervalo de 3-4 semanas. Os
pesquisadores relataram que 89% dos animais inicialmente soronegativos
soroconverteram e 80% dos animais inicialmente soropositivos tiveram
incremento na quantidade de IgG anti-S. neurona. E ainda, ndo observaram
diferencas nos padroes de bandas no WB entre as amostras de cavalos que
soroconverteram devido a vacinagéo contra a exposicdo natural.

Elevacéo importante nos titulos de anticorpos anti-S. neurona em equinos

pos- vacinacdo também foi relatada por Marsh et al. (2004) e Duarte et al. (2004),
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e também, neste Udltimo estudo foi sugerida a interferéncia da vacina no

diagnoéstico com mieloencefalite protozoaria equina.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Estudar os aspectos epidemioldgicos das infeccfes por Toxoplasma gondii,
Neospora caninum e Sarcocystis neurona em equinos criados em trés

Mesorregioes do Estado de Alagoas.

3.2. Especificos

v' Determinar a prevaléncia da infeccdo por Toxoplasma gondii, Neospora

caninum e Sarcocystis neurona em equinos criados no Estado de Alagoas;

v' Identificar os fatores de risco associados as infec¢gdes por Toxoplasma gondii,
Neospora spp. e Sarcocystis neurona em criagdes de equinos no Estado de

Alagoas.
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Prevaléncia da infeccdo por Toxoplasma gondii em equinos no Estado de
Alagoas, Brasil.

Resumo: Objetivou-se pesquisar a prevaléncia e os fatores de risco associados a
infeccéo por Toxoplasma gondii em equinos criados no Estado de Alagoas, Brasil.
Foram avaliadas 440 amostras procedentes de 36 propriedades localizadas em
23 municipios distribuidos nas Mesorregides Leste, Agreste e Sertdo do Estado
de Alagoas. O estudo dos fatores de risco foi realizado por meio da aplicacdo de
guestionarios investigativos sobre o manejo produtivo, reprodutivo e sanitario dos
rebanhos, posteriormente submetidos & analise estatistica. O diagnéstico
sorologico da infeccdo por T. gondii foi realizado pela técnica de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), utilizando o ponto de corte 64. A prevaléncia
foi de 14,4% (1.C.=11,0%-17,8%) com equinos positivos em 69,4% das
propriedades estudadas. Foi encontrada associacao significativa entre a presenca
de anticorpos contra-T. gondii e 0 consumo e 0 armazenamento de feno (OR =
2,08 / IC = 1,20 — 3,62). Este é o primeiro relato da infec¢do por T. gondii em
equinos criados no Estado de Alagoas, Brasil. Os resultados demonstram que os
equinos do Estado de Alagoas estdo expostos ao risco de infec¢ao por T. gondii,
sendo a utilizagdo do feno um recurso que merece cuidado em relacdo a

disseminacgao de Toxoplasma gondii nos rebanhos.

Termos de indexacdo: Toxoplasmose, soroprevaléncia, fatores de risco,
equinos.
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INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € um parasito protozoario intracelular zoondtico de
distribuicdo mundial. Os seres humanos e praticamente todas as espécies de
sangue quente podem ser hospedeiros intermediarios (DUBEY, 2010). Apresenta
como unico hospedeiro definitivo os felideos, sendo o gato doméstico o maior
representante na sua transmissdo (FRENKEL et al., 1991; DUBEY, 1995). Em
equinos infectados, sinais como febre, ataxia, degeneracdo da retina, aborto,
danos ao feto e grave encefalomielite podem ser observados, porém, a doenca é
geralmente assintomatica (SILVEIRA, 2001; TASSI, 2007).

Apesar da baixa prevaléncia de T. gondii em equinos quando comparada
com outros espécies domésticas (MILLAR et al., 2008), trabalhos vem sendo
realizados apoiando-se no fato de que o estudo da toxoplasmose animal, baseia-
se fundamentalmente na condicdo desses animais representarem importantes
fontes de infeccdo do protozodrio para o homem e pelo fato da doenca acarretar
perdas econdmicas aos rebanhos, principalmente pelos casos de abortamento e
nascimento de fetos inviaveis (NAVES, 2005).

S&o poucos os estudos envolvendo os fatores de risco para a infecgao por
T. gondii em rebanhos equinos brasileiros, especialmente na regido Nordeste do
pais, além de demonstrarem percentuais variados de prevaléncia (OLIVEIRA
FILHO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013). Devido a auséncia de dados sobre
esta enfermidade no estado de Alagoas, Brasil, objetivou-se estudar a prevaléncia
da infeccao por T. gondii e identificar os fatores de risco associados a infec¢cdo em

equinos criados no Estado de Alagoas, Brasil.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

O estudo foi desenvolvido em criagbes de equinos situadas no Estado de
Alagoas, Brasil (Figura 1). Este Estado situa-se na por¢ao Centro-Oriental do
Nordeste Brasileiro, em uma faixa intertropical e apresenta longos periodos de
irradiacdo solar com variacdo de 2200 a 2600 horas de sol distribuidas durante o

ano. A temperatura € elevada durante a maior parte do ano, com variagdes
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ocorrendo entre 22°C e 28°C. Divide-se em trés mesorregioes: Leste Alagoano,
Agreste Alagoano e Sertdo Alagoano (ASSIS et al., 2007).

A Mesorregido Leste caracteriza-se por clima tropical litoraneo amido, com
umidade relativa do ar de 79,2% e indice pluviométrico de 1.410 mm/ano. O sol
impera nos meses de setembro a maio e nesse periodo a temperatura varia de
19°C a 32°C. Os meses de junho a agosto séo representados por chuvas e a
temperatura varia de 15°C a 26°C. A Mesorregido Sertdo apresenta clima semi-
arido, com precipitacéo irregular de chuvas e umidade relativa do ar baixa. A
Mesorregido Agreste, por estar entre o Sertdo e o Leste Alagoano, apresenta
caracteristicas das duas regides (ANEXO, 2013).

Amostragem

Para compor a amostra foi considerada uma prevaléncia esperada de 50%,
com nivel de confianca de 95% e erro estatistico de 5% (THRUSFIELD, 2004).
Esses parametros indicaram uma amostra minima de 385 animais.

Foi realizado um estudo transversal, utilizando 440 amostras de soro
equino. Os animais eram de ambos os sexos, com idade acima dos 36 meses,
escolhidos por conveniéncia e procedentes de 36 propriedades, localizadas em
22 municipios distribuidos nas Mesorregides Leste, Agreste e Sertdo do Estado
de Alagoas, Brasil (Figura 1). As amostras foram coletadas por meio de
venopuncao jugular utilizando sistema de coleta de sangue a vacuo (BD
Vacutainer®).

Os equinos eram utilizados para a reproducdo com manejo de monta
natural e/ou inseminacéo artificial, pertencentes a diferentes racas e submetidos a
um manejo semi-intensivo, em criagdes situadas no Leste e Agreste Alagoano e
intensivo nas propriedades do Sertdo. Recebiam alimentacdo a base de forragem

verde e/ou feno, além de racdo balanceada.
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Figura 1- Distribuicdo dos 22 municipios estudados dentro das trés Mesorregides
do Estado de Alagoas, Nordeste do Brasil. (Leste: 1 - Macei6; 2 - Jequia da Praia;
3 — Coruripe; 4 — Piacabucu; 5 — Pilar; 6 — Atalaia; 7 — Cajueiro; 8 — Vicosa; 9 —
Cha Preta; 10 — Santana do Mundau. Agreste: 11 — Marimbondo; 12 — Limoeiro
de Anadia; 13 — Mar Vermelho; 14 — Palmeira dos Indios; 15 - lgaci; 16 —
Cacimbinhas; Sertdo: 17 — Major Isidoro; 18 — Batalha; 19 — Olho D’Agua das
Flores; 20 — Piranhas; 21 — Olho D’Agua do Casado; 22 — Agua Branca; 23 —
Delmiro Gouveia)

Sorologia

Para a pesquisa de anticorpos IgG contra-Toxoplasma gondii foi
empregada a técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
(CAMARGO,1974), utilizando-se anticorpos anti-lgG-equino conjugado ao
isotiocianato de fluoresceina da marca Sigma-Chemical®. Em todas as reacées
foram incluidos controle positivo e negativo, previamente conhecidos. Foram
consideradas positivas as amostras que apresentaram fluorescéncia total na
diluicdo 1:64. As amostras positivas foram submetidas a diluicdes seriadas na
razdo dois até a obtencdo da maior diluigdo positiva. O titulo do soro foi a

reciproca da maior diluicdo que apresentou resultado positivo.
Andlise estatistica

Foi utilizada a andlise estatistica descritiva para céalculos das frequéncias

relativa e absoluta dos resultados obtidos no teste sorologico. O estudo dos
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fatores de risco foi realizado por meio da aplicacdo de questionarios
investigativos, constituidos por perguntas objetivas referentes ao manejo
produtivo, reprodutivo e sanitario dos animais. Para identificar os fatores de risco
associados a infeccdo por Toxoplasma gondii foi realizada inicialmente uma
andlise univariada das variaveis de interesse através do teste Qui-quadrado de
Pearson, ou Exato de Fisher, quando necesséario, com nivel de significancia de
5%. Posteriormente foi feita uma andlise multivariada utilizando o modelo de
regressao logistica, considerando como variavel dependente o status sorologico
do animal (positivo ou negativo). As variaveis independentes ou explanatérias
consideradas no modelo foram aquelas que apresentaram significancia estatistica
<0,20. Essa probabilidade foi estipulada para que possiveis fatores de risco do
evento ndo sejam excluidos da analise (HOSMER e LEMESHOW, 1989). Para a
execucao dos calculos estatisticos foi utilizado o programa Epi Info, versédo 3.5.1 —

Centers for Disease Controland Prevention (CDC).

RESULTADOS

Das 440 amostras analisadas, 63 (14,3% - 1.C.=11,0%-17,8%) foram
positivas na RIFI. O titulo 64 foi identificado em 27 (42,85%) amostras; titulo 128
em 16 (25,39%); titulo 256 em 15 (23,8%); titulo 512 em trés (4,76%) e titulo 1024
em duas amostras (3,17%). Foram observados equinos positivos em 69,4% das
propriedades estudadas com uma variacao de 4,34% a 50%.

N&o houve diferenga significativa entre as Mesorregides estudadas
(p=0,186), contudo a Mesorregiao Leste apresentou a maior prevaléncia (18,2%)
(Tabela 1).

Tabela 1 — Prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em equinos no estado de

Alagoas, Brasil.

MESORREGIAO RIFI Toxoplasma gondii

N (+) Prevaléncia
Leste 214 39 18,2%
Agreste 38 04 10,5%
Sertao 188 20 10,6%
Total 440 63 14,3%

Verificou-se maior prevaléncia (18,9%) em propriedades onde havia

consumo de feno, contra 10% de positivos em criagdes onde 0s animais
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consumiam o volumoso verde (p=0,005) (Tabela 2), sendo a sua utilizagdo deste
tipo de alimento confirmada como fator de risco na analise multivariada (Tabela
4).

Tabela 2 - Fatores de manejo geral dos equinos pesquisados na analise

univariada para a associacdo com a infeccao por Toxoplasma gondii.

RIF] ANALISE
VARIAVEL N POSsitivo UNIVARIADA P
OR (I.C. 95%)
Racas
Quarto-de-Milha 132 19 (14,4%) i
0,

m223a5g9§D 165 35 (21.2%) 1,60 (0,84 — 3,14) 0,000

& 143 9 (6,3%) 0,35 (0,13 -0,88)
Cochos e Bebedouros
Individuais 241 43 (17,8%) i

I 0,
(A:%'gg‘éos 126 16(12,7%) 0,67 (0,34 — 1,28) 0,011

73 4 (5,5%) 0,20 (0,04 — 0,65)

Consumo de racéo
Sim 440 63 (14,3%)
Nao 0 0 (0%) - 0,184
Local de armazenamento
de racéo
Galpdes fechados 381 60 (16,1%)
Local aberto 59 3 (5,0%) 0,01 (0,00 —0,03) 0,000
Consumo de feno
Sim 201 38 (18,9%)
Nao 239 24 (10%) 2,08 (1,16 - 3,78) 0,005
Local de armazenamento
do feno
Galpdesfechados 201 38 (18,9%)
Local aberto 239 24 (10,5%) 2,08 (1,16 - 3,78) 0,005
Esterqueira
Nao 181 36 (19,9%)
Sim 259 27 (10,4%) 2,22 (1,24 - 4,00) 0,002
Animais de reposicao
Proéprio haras 89 6 (6,7%) -
Propriedades vizinhas 102 9 (8,8%) 1,63 (0,47 — 6,41) 0,001
Outros Municipios ou
Estados 249 48 (19,3%) 4,01 (1,52 -13,33)
Presenca de gatos
Sim 222 30 (13,5%)
N&o 218 33 (15.1%) 0,90 (0,51 — 1,61) 0,415
Transito de gatos nos
locais de armazenamento
de alimentos
Sim 141 15 (10,6%)
NZo 599 48 (16.0%) 0,63 (0,31 -1,21) 0,098

OR = “Odds Ratio” (razdo de chances); IC = Intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 3 - Fatores de manejo reprodutivo dos equinos pesquisados na analise
univariada.

" RIFI ANALISE UNIVARIADA
VARIAVEL N Positivo OR (I.C. 95%) P
Utiliza reprodutores de outro
haras
Sim 337 53 (15,7%)
Nao 103 10 (9,7%) 1,69 (0,81 - 3,89) 0,094
Adiquiriu matrizes nos
ultimos 5 anos
Sim 347 55 (15,8%)
Nao 93 8 (8,6%) 1,95 (0,87 - 4,94) 0,056
Introduziu reprodutores nos
ultimos 5 anos
Sim 287 45 (15,7%)
N0 153 18 (11.8%) 1,35 (0,73 - 2,59) 0,190

OR = “Odds Ratio” (razdo de chances); IC = Intervalo de confianca de 95%.

Tabela 4 — Analise de regressao logistica para a varidvel associada a infec¢ao por

T. gondii em equinos no Estado de Alagoas, Brasil.

VARIAVEIS Valor de p OR IC 95% Coeficiente S.E.
Consumo Feno
Sim/Nao 0,008 208 120 3,62 0,736 0,280

OR = “Oddsratio” (razado de chances); IC = Intervalo de confianga de 95%.

DISCUSSAO

No Brasil sdo descritos diferentes percentuais de prevaléncia para a
infeccdo por T. gondii em equinos, como demonstrado nos trabalhos de
Mendonca et al. (2001) que detectaram prevaléncia de 1,5% (5/343) em equinos
no Estado da Bahia; Costa et al. (2012) que encontraram prevaléncia de 43,7%
no arquipélago de Fernando de Noronha, Estado de Pernambuco e Oliveira Filho
et al. (2012) que observaram prevaléncia de 8,3% em equinos criados no Estado
da Paraiba.

Da mesma forma, em outros paises valores distintos de prevaléncia foram
divulgados por Kouam et al. (2010), os quais relataram uma prevaléncia global de
1,8% em cavalos, mulas e pbneis na Grécia e Garcia-Bocanegra et al. (2012),
gue descreveram soroprevaléncias de 14,7% em equinos, 23,9% em asininos e

34,0% em muares na Espanha.
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A variacdo na prevaléncia pode decorrer de vérios fatores como 0 método
sorolégico utilizado, a idade dos animais e &area geografica estudada. Segundo
Tassi (2007), em condi¢cdes naturais, esses fatores podem influenciar na
prevaléncia variando-a de 0 a 90%. Oliveira Filho et al. (2012) acrescentaram
como possiveis causas de variagdes na prevaléncia, a amostragem, as condi¢des
ambientais, o ponto de corte utilizado no teste, bem como, o tipo de criacao,
alimentacdo, fonte de agua e presenca de felideos.

No presente estudo, apesar de ndo ter sido observada diferenca
significativa entre a prevaléncia e a mesorregido pesquisada, as maiores
prevaléncias ocorreram nos municipios da Mesorregido Leste do estado de
Alagoas, regido de clima tropical com moderado indice pluviométrico, temperatura
amena (25 a 28°C) e umidade relativa alta (ARAUJO et al., 2012).
Semelhantemente, Alves et al. (1997) e Oliveira Filho et al. (2012) registraram
maior prevaléncia da infeccdo em areas com as mesmas caracteristicas, no
estado da Paraiba e Oliveira et al. (2013) em outros estados da regido Nordeste.
Dessa forma, a capacidade do oocisto sobreviver por longos periodos nestas
condi¢cbes de umidade e temperatura (DUBEY, 2010) pode justificar a prevaléncia
mais elevada nos animais criados nesta Mesorregido quando comparada as
outras no mesmo Estado que apresentam temperatura mais elevada e menor
indice pluviométrico.

No Brasil, as prevaléncias em asininos e muares tém sido superiores as
encontradas em equinos, no entanto, Mendonca et al. (2001) sugeriram que 0sS
muares sao tao resistentes a infeccao por T. gondii como os cavalos. Oliveira et
al. (2013) identificaram prevaléncias de 23,8% em muares e 43,2% em asininos
de quatro estados da regido do Nordeste, destacando que a condicdo de
abandono dos asininos em areas urbanas e de aterro sanitario, além do clima da
regido estudada séo determinantes para a alta prevaléncia nesta espécie.

Na presente pesquisa, ndo houve associagdo da presenca de gatos e do
consumo de pasto verde com a prevaléncia; do contrario, verificou-se que a
utilizacdo do feno na alimentacdo dos animais teve um efeito significativo na
infeccdo. Na maioria (90%) das propriedades onde se utilizava o feno, 0os equinos
eram criados para atividades esportivas ou de recreacdo, sendo mantidos,

durante a maior parte do dia, em baias ou pequenos piquetes consumindo feno e
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racdo no cocho. Essa associacdo também foi identificada por Alvarado-Esquivel
et al. (2012) em rebanhos equinos no México.

Neste caso, o feno pode ser produzido de forma inadequada ou estar mal
armazenado e desta forma ser contaminado com oocistos liberados nas fezes dos
gatos, que foram relatados por alguns proprietarios, circulando nos locais de
armazenamento do feno, apesar da sua presenca nao ter sido significativa neste
estudo. A auséncia do fator de risco relacionado a presenca de gatos nas
propriedades também foi descrito por Garcia-Bocanegra et al. (2012) em estudo
com equinos na Espanha, porém os autores discutiram a dificuldade em avaliar a
real presenca desses hospedeiros nas instalacdes ou campos onde 0s equinos
eram mantidos, sem descartar a sua importancia para a infec¢cdo dos animais.

Machacova et al. (2013) descreveram a presenca dos gatos nas fazendas
e 0 seu acesso a alimentagcdo como fator de risco para a infeccdo em asininos na
Italia, além de outros fatores nado identificados na presente pesquisa, Como 0 sexo
(fémeas), a idade (entre 5 e 9 anos), e o pastejo dos animais durante todo o ano.

Maiores prevaléncias foram observadas em propriedades peri-urbanas
quando comparadas aquelas de area rural. Da mesma forma, Oliveira et al.
(2013) e Oliveira Filho et al. (2012), em estudos com equideos do Nordeste
brasileiro identificaram tal associacdo e relacionaram o evento a presenca de
gatos peri-domiciliares nessas propriedades. O contrario, porém, foi relatado por
Alvarado-Esquivel et al. (2012), no México, que observaram a area rural com
maior prevaléncia quando comparada a urbana, sendo destacada a falta de
cuidados e higiene com o alimento dos animais na zona rural como fator
importante para esse resultado. Em outros estudos com as espécies ovina no
Brasil (THOMAZ-SOCCOL et al., 2009) e caprina, na Nigéria (KAMANI et al.,
2010), a proximidade das criacdes aos centros urbanos também foi destacada
como fator de risco. Os pesquisadores descreveram que o0 evento ocorre devido a
maior variagcdo da densidade populacional e dindmica de hospedeiros definitivos e

intermediarios nesses locais.
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CONCLUSAO

Este € o primeiro relato da infeccdo por T. gondii em equinos criados no
Estado de Alagoas, Brasil. A presenca de equinos soropositivos para Toxoplasma
gondii com um elevado nimero de focos no Estado de Alagoas, Brasil, demonstra
a frequente exposicdo desses animais ao T. gondii, principalmente na
mesorregido Leste. A utilizacdo do feno é uma pratica que merece cuidado,
principalmente no que se refere ao armazenamento, para reduzir a prevaléncia da

infeccdo nos rebanhos.
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Prevaléncia da infecgcdo por Neospora caninum em equinos no Estado de

Alagoas, Brasil.

Resumo: Objetivou-se pesquisar a prevaléncia e os fatores de riscos associados
a infeccdo por Neospora caninum em equinos criados no Estado de Alagoas,
Regido Nordeste do Brasil. Foram avaliadas 427 amostras, procedentes de 36
propriedades localizadas em 23 municipios, distribuidos em trés Mesorregides.
Para a pesquisa de anticorpos contra Neospora caninum foi empregada a técnica
de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta. O estudo dos fatores de risco foi
realizado por meio da aplicacdo de questionarios investigativos sobre o manejo
produtivo, reprodutivo e sanitario, sendo posteriormente submetidos a analise
estatistica. A prevaléncia de anticorpos contra-Neospora caninun foi de 18% (I.C.
14,4 — 22,1%) e 26 (72,2%) propriedades apresentaram pelo menos um animal
positivo. Os fatores de risco associados a infec¢cdo foram o acesso de outras

espécies animais a fonte de agua dos equinos (p = 0,017; OR=1,84;IC=1,11 —

3,04), nado utilizar feno na alimentacdo dos equinos (p=0,000; OR = 3,33; IC

1,87 — 5,94), a compra de animais oriundos de comércio informal (p=0,000; OR
8,43; IC = 3,06 — 23,16) e a auséncia de quarentena (p=0,000; OR = 8,70; IC =
3,10 — 24,39). Os resultados obtidos neste estudo indicam que os equinos do
Estado de Alagoas estdo expostos ao risco de infeccdo por N. caninum, sendo o
ambiente e a procedéncia dos animais os fatores que requerem cuidados quanto

a disseminacdo do agente nos rebanhos.

Termos de indexacado: Neosporose, cavalos, soroprevaléncia, fatores de risco.
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INTRODUCAO

Neospora spp. € um parasita intracelular obrigatério que apresenta duas
espécies, N. caninum e N. hughesi. N. caninum foi relatado em cées (hospedeiro
definitivo) e em varias espécies de animais. N. hughesi foi isolado em cavalos
(LINDSAY, 2001), porém ndo se conhece o hospedeiro definitivo, ha davidas
quanto aos hospedeiros intermediarios e ainda permanece incerta a forma de
exposicao a esse parasito (HOANE et al., 2006).

Segundo Dubey et al. (2003), a transmissdo de Neospora spp. pode
ocorrer por via horizontal ou vertical. Em equinos, a infec¢do por N. caninum esta
associada a problemas reprodutivos e doenca neonatal (PITEL et al., 2003) e a
infeccdo por N. hughesi tem sido relatada como causa de disturbios neurolégicos
(CHEADLE et al., 1999; DUBEY et al., 2001).

No Brasil, as pesquisas sobre a ocorréncia de Neospora ssp. em equinos
sdo escassas e 0s estudos disponiveis tém revelado prevaléncias bastante
variadas. Hoane et al. (2006) relataram uma prevaléncia de 2,5% em amostras de
soro provenientes de 10 estados da Federacéo, Villalobos et al. (2006) relataram
prevaléncia de 15,1% em animais residentes no estado de S&do Paulo e Locatelli-
Dittrich et al. (2006) observaram prevaléncias de 30 a 47% no estado do Parana.
Trabalhos mais recentes relataram frequéncia de 13,8% (TOSCAN et al., 2010) e
15,4% (SANGIONI et al., 2011), ambos realizados no Rio Grande do Sul.

No Brasil ndo existem trabalhos relacionados ao estudo dos fatores de
risco para N. caninum e na Regido Nordeste do Brasil pouco se sabe sobre a
prevaléncia deste parasito em equinos.

Objetivou-se estudar a prevaléncia e os fatores de risco associados a
infecg@o por Neospora caninum em equinos criados no Estado de Alagoas, regido

nordeste do Brasil.
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MATERIAL E METODOS
Area de estudo

O estudo foi desenvolvido em criacfes de equinos situadas no Estado de
Alagoas, Brasil (Figura 1). Este Estado situa-se na porcao Centro-Oriental do
Nordeste Brasileiro, em uma faixa intertropical, e apresenta longos periodos de
irradiacdo solar com variacdo de 2200 a 2600 horas de sol distribuidas durante o
ano. A temperatura € elevada durante a maior parte do ano, com variacdes
ocorrendo entre 22°C e 28°C. Divide-se em trés mesorregioes: Leste Alagoano,
Agreste Alagoano e Sertdo Alagoano (ASSIS et al., 2007).

A Mesorregido Leste caracteriza-se por clima tropical litordneo amido, com
umidade relativa do ar de 79,2% e indice pluviométrico de 1.410 mm/ano. O sol
impera nos meses de setembro a maio e nesse periodo a temperatura varia de
19°C a 32°C. Os meses de junho a agosto séo representados por chuvas e a
temperatura varia de 15°C a 26°C. A Mesorregido Sertdo apresenta clima semi-
arido, com precipitacdo irregular de chuvas e umidade relativa do ar baixa. A
Mesorregido Agreste, por estar entre o Sertdo e o Leste Alagoano, apresenta
caracteristicas das duas regifes (ANEXO, 2013).

Amostragem

Para compor a amostra foi considerada uma prevaléncia esperada de 50%,
com nivel de confianca de 95% e erro estatistico de 5% (THRUSFIELD, 2004).

Esses parametros indicaram uma amostra minima de 385 animais.

Foi realizado um estudo transversal, utilizando 427 amostras de soro
equino. Os animais eram de ambos 0s sexos, com idade acima dos 36 meses,
escolhidos por conveniéncia e procedentes de 36 propriedades, localizadas em
23 municipios distribuidos nas Mesorregides Leste, Agreste e Sertdo do Estado
de Alagoas, Brasil (Figura 1). As amostras foram coletadas por meio de
venopunc¢ao jugular utilizando sistema de coleta de sangue a vacuo (BD

Vacutainer®).
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Os equinos eram utilizados para a reproducdo com manejo de monta
natural e/ou inseminacao artificial, pertencentes a diferentes racas e submetidos a
um manejo semi-intensivo, em criacdes situadas no Leste e Agreste Alagoano, e
intensivo nas propriedades do Sertdo. Recebiam alimentacdo a base de forragem

verde e/ou feno, além de racdo balanceada.

Figura 1- Distribuicdo dos 23 municipios estudados dentro das trés Mesorregides
do Estado de Alagoas, Nordeste do Brasil (Leste: 1 - Macei6; 2 - Jequia da Praia;
3 — Coruripe; 4 — Piacabucu; 5 — Pilar; 6 — Atalaia; 7 — Cajueiro; 8 — Vicosa; 9 —
Cha Preta; 10 — Santana do Mundau. Agreste: 11 — Marimbondo; 12 — Limoeiro
de Anadia; 13 — Mar Vermelho; 14 — Palmeira dos Indios; 15 - lgaci; 16 —
Cacimbinhas; Sertdo: 17 — Major Isidoro; 18 — Batalha; 19 — Olho D’Agua das
Flores; 20 — Piranhas; 21 — Olho D’Agua do Casado; 22 — Agua Branca; 23 —
Delmiro Gouveia).

Sorologia

Para a pesquisa de anticorpos IgG contra-Neospora caninum foi
empregada a técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), utilizando-
se anticorpos anti-lgG-equino conjugado ao isotiocianato de fluoresceina da
marca Sigma-Chemical®. Em todas as reacées foram incluidos controle positivo e
negativo previamente conhecidos. Foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram fluorescéncia total na diluicdo 1:50 (VARDELEON et al., 2001). As
amostras positivas foram submetidas a diluicdes seriadas de razdo dois até a
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obtencdo da maior diluicdo positiva. O titulo do soro foi a reciproca da maior

diluicdo que apresentou resultado positivo.

Analise estatistica

Foi utilizada a analise estatistica descritiva para calculos das frequéncias
relativa e absoluta dos resultados obtidos no teste sorologico. O estudo dos
fatores de risco foi realizado por meio da aplicacdo de questionarios
investigativos, constituidos por perguntas objetivas referentes ao manejo
produtivo, reprodutivo e sanitario dos animais. Para identificar os fatores de risco
associados a infec¢do por Neospora caninum, foi realizada inicialmente a andlise
univariada das variaveis de interesse através do teste Qui-quadrado de Pearson
ou Exato de Fisher quando necessario, com nivel de significAncia de 5%.
Posteriormente foi realizada uma analise de regressdo logistica, considerando
como variavel dependente o exame soroldgico (positivo ou negativo). As variaveis
independentes ou explanatorias consideradas no modelo foram aquelas que
apresentaram significancia estatistica <0,20. Essa probabilidade foi estipulada
para que possiveis fatores de risco do evento ndo fossem excluidos da andlise
(HOSMER e LEMESHOW, 1989). A propriedade foi considerada como foco
guando foi detectado pelo menos um animal positivo. Foi utilizado o programa Epi
Info, versdo 3.5.1 — Centers for Disease Control and Prevention (CDC) para a

execucao dos calculos estatisticos.

RESULTADOS

Das 427 amostras analisadas, 77 (18% - I.C. 14,4 — 22,1%) foram positivas
na RIFI. O titulo 50 foi identificado em 24 (31,17%) amostras, titulo 100 em 28
(36,36%), 200 em 19 (24,68%), 400 em cinco (6,49%) e 800 em uma Unica
amostra (1,3%).

Em relacdo ao numero de focos observou-se que 26 (72,2%) propriedades
apresentaram pelo menos um animal positivo. A prevaléncia de animais positivos

nas propriedades analisadas variou de 9,1 a 100,0%.
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Houve diferenca significativa da prevaléncia entre as Mesorregioes
estudadas com maior prevaléncia para as propriedades da Mesorregido Agreste
(Tabela 1).

Tabela 1 — Andlise multivariada da prevaléncia para a infecgdo por N. caninum em

equinos por Mesorregido, Estado de Alagoas, Nordeste, Brasil.

% RIFI
MESORREGIAO Positivo Negativo OR Valor de p
Leste 13 196 -
Agreste 15 22 10,28(3,94 -26,58) 0,000
Sertdo 49 134 0,54 (0,24 —1,21)

Foram identificados como fatores de risco 0 acesso de outras espécies
animais a fonte de agua dos equinos (OR=1,84), ndo utilizar feno para a
alimentacdo dos animais, (OR=3,33), a compra de animais oriundos de comércio

informal (OR=8,43) e a auséncia do manejo de quarentena (OR=8,70) (Tabela 3).

Tabela 2- Fatores do manejo geral e reprodutivo dos equinos na analise

univariada.
RIEI ANALISE
VARIAVEL N PoSitivo UNIVARIADA P
OR (I.C. 95%)

Racas

Quarto-de-Milha 133 42 (31,6%) -

Mangalarga 150 5 (3,3%) 0,07 (0,02 — 0,20) 0,000

SRD 144 30 (20,8%) 7,63 (2,79 — 25,84)
Acesso seguro a agua

Seguro (Sim) 283 42 (14,8%)

De facil acesso a outros 0,54 (0,31-10,92) 0,012
animais (Nao) 144 35 (24,3%)
Consumo de Feno

Sim 187 17 (9,1%)

N30 240 60 (25,0%) 0,30 (0,16 — 0,52) <0,000
Armazenamento de feno

Sim 187 17 (9,1%) 0,30 (0,16 — 0,52) <0,000

Nao 240 60 (25,0%)
Local de compra dos
animais de reposicao

Exposicdes 94 5 (5,3%) -

Informal 277 72 (26,0%) 6,25 (2,43 - 20,44) <0,000
Quarentena

Sim 117 4 (3,4%)

N30 310 73 (23,5%) 0,11 (0,03 - 0,29) <0,000
Presenca de cées

Sim 314 62 (19,7%)

N 67 3 (4.5%) 5,25 (1,62 - 26,91) 0,002
Manejo Reprodutivo

Monta natural 287 62 (21,6%)

Monta natural+l.A. 140 15 (10,7%) 2,29 (1,27 - 4,31) 0,006

OR = “Odds ratio” (raz&o de chances); IC = Intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 3 - Andlise de regresséo logistica para as variaveis associadas a infeccéo

por N. caninum em equinos no Estado de Alagoas, Brasil.

VARIAVEIS Valor de p OR IC 95% Coeficiente S.E.
Acesso de outros animais a

agua

N&o/Sim 0,017 1,84 1,11 3,04 0,611 0,256
Consumo de Feno

N&o/Sim 0,000 3,33 1,87 5,94 1,204 0,294
Armazenam. de Feno

N&o/Sim 0,000 3,33 1,87 5,94 1,204 0,294

Local de compra dos animais
de reposicédo

Exposicbes

Informal 0,000 8,43 3,06 23,16 2,132 0,515
Quarentena

N&o/Sim 0,000 8,70 3,10 24,39 2,163 0,526

OR = “Oddsratio” (razao de chances); IC = Intervalo de confianga de 95%.

DISCUSSAO

A prevaléncia de 18% encontrada neste estudo pode ser considerada alta
guando comparada aos resultados de outros trabalhos realizados no Brasil.
Hoane et al. (2006) encontraram prevaléncia de 2,5% em amostras de equinos
provenientes de dez estados brasileiros; Villalobos et al. (2006) observaram uma
ocorréncia de 10,3% em equinos provenientes do estado de Sao Paulo e Moura
et al. (2013) relataram um percentual de 4,1% em amostras de equinos de duas
regides do estado de Santa Catarina, Brasil.

Em outros paises, valores maiores de prevaléncia foram divulgados.
Patitucci et al. (2004) relataram 34% em equinos de trabalho no Chile e
Ciaramella et al. (2004) descreveram 28% em equinos de diferentes faixas etarias
na lItalia. No entanto, valores reduzidos também foram revelados fora do pais,
como a prevaléncia de 3,5% encontrada por Dangoudoubiyam et al. (2011) em
animais de sete provincias da Costa Rica.

A variacdo na prevaléncia pode decorrer de varios fatores como o método
sorolégico, o ponto de corte utilizado, a presenca de animais gestantes e a fase
gestacional. Segundo Locatelli-dittrich et al. (2006), esses fatores podem
influenciar na prevaléncia variando-a de 1 a 47%. Hoffmann Kormann et al.
(2008), considerando o ponto de corte 50 observaram que o oitavo més de
gestacdo correspondeu na maior soroprevaléncia e quando considerado como

ponto de corte o titulo 100, o 11° més mostrou maior soroprevaléncia. No 9° més



81

a prevaléncia foi considerada menor. No presente estudo adotou-se o ponto de
corte 50, recomendado para pesquisas soroepidemioldgicas e a presenca de
éguas gestantes e a idade gestcional ndo foram objetos da pesquisa.

A presenca de disturbios reprodutivos nos rebanhos equinos tem mostrado
resultados de maior soropositividade para a infec¢cdo por N. caninum. O que nao
foi estudado na presente pesquisa. Villalobos et al. (2006), observaram uma
ocorréncia de 10,3% de anticorpos contra Neospora spp. em equinos
provenientes do estado de S&o Paulo, e ao selecionar apenas amostras de
animais com distarbios reprodutivos, como aborto e mortalidade neonatal, a
positividade elevou-se para 15,1%. Adiciona-se ainda, os resultados encontrados
por Kligler et al. (2007) em Israel, relacionando maior prevaléncia (11,9%) de
anticorpos anti-Neospora spp. em éguas que passaram por episodios de aborto,
bem como em cavalos com distlrbios neuroldgicos se comparados a equinos
assintomaticos.

Conforme ressaltado por Locatelli-Dittrich (2002), titulos baixos podem
ocorrer em éguas que abortaram fetos infectados, o que sugere, possivelmente, a
soroconversao recente ao parasito, correspondendo a fase de janela imunologica.

Conforme descrito na tabela 1, foi observada associagao significativa entre
a prevaléncia e a regido estudada, sendo identificada a Mesorregido Agreste, a
area geografica que apresentou 10,28 vezes mais chances de infec¢cdo para os
animais. Para Dubey et al. (2007), as condi¢cdes favoraveis para a sobrevivéncia
do agente no ambiente, sdo temperatura e umidade elevada. No Agreste do
Estado o clima é tropical sub-Umido com variabilidade climatica alternando entre
guente e seco a quente e umido, a depender da precipitacdo de chuvas que oscila
entre 300 e 1200 mm/ano (BRASIL, 2011). No periodo das coletas das amostras
(agosto—novembro), a regido apresentava condi¢des favoraveis a sobrevivéncia
do parasito no ambiente.

Na presente pesquisa, a maioria das criagdes de equinos estudadas sao
semi-intensivas onde o tipo de volumoso fornecido varia de acordo com a época
do ano, sendo utilizado o feno em periodos de maior estiagem e o0 pasto nativo na
época das chuvas. Conforme observado na tabela 3, tanto o acesso de outros
animais a fonte de agua dos equinos (OR= 1,84), quanto o fato de nao utilizar o
feno na alimentacdo dos animais (OR= 3,33) foram identificados como fatores de

risco. Dubey et al. (2007) e Dubey e Schares (2011) descreveram a contaminacao
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da &gua, da capineira e do pasto com oocistos eliminados nas fezes de caes,
sendo portanto, importantes fontes de infeccdo para 0s equinos nesse tipo de
manejo de criacao.

Apesar de néo ter sido identificada como fator de risco (regresséo logistica)
para infeccdo nos rebanhos equinos estudados, a presenca de cdes deve ser
considerada, visto que, segundo Dubey et al. (2007), a ingestdo de oocistos é o
anico modo de transmissao horizontal pds-natal em herbivoros e a presenca de
cdes em fazenda é o fator de risco mais importante nesse tipo de transmisséao,
através da ingestdo de oocistos eliminados nas fezes de cées infectados.

A compra de animais oriundos de comércio informal (OR=8,43) e a
auséncia do manejo de quarentena (OR= 8,70) também foram identificadas como
fatores de risco. Para Oliveira Filho et al. (2012), ao se introduzir novos animais
em uma propriedade, devem-se adotar as devidas medidas sanitarias para que se
evite a introducao de agentes infecciosos. A introducao de um animal infectado no
plantel, principalmente quando utilizado para a reproducdo, pode determinar a
disseminacdo do agente no rebanho. Antonello et al. (2012) ressaltaram a
transmissao vertical como forma de disseminacdo do parasito em equinos e
reforcaram a importadncia do diagnostico e controle do mesmo neste tipo de

criacao.

CONCLUSAO

Este é o primeiro relato da infeccdo por Neospora caninum em equinos
criados no Estado de Alagoas, Brasil. A prevaléncia encontrada foi considerada
alta e o elevado numero de focos demonstrou que 0s animias estdo expostos ao
risco de infecgéo pelo agente, sendo o ambiente e a procedéncia dos animais 0s
fatores que requerem cuidados quanto a disseminagdo do Neospora caninum nos

rebanhos.
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CAPITULO 3

Prevaléncia de anticorpos anti-Sarcocystis neurona em equinos no Estado

de Alagoas, Brasil.



86

Prevaléncia da infec¢&o por Sarcocystis neurona em equinos no Estado de
Alagoas, Nordeste do Brasil.

Resumo: Objetivou-se neste estudo pesquisar a prevaléncia e os fatores de risco
associados a infec¢do por Sarcocystis neurona em equinos criados no Estado de
Alagoas, Brasil. Foram analisadas 427 amostras procedentes de 36 propriedades
localizadas em 23 municipios distribuidos nas Mesorregifes Leste, Agreste e
Sertdo do Estado de Alagoas. O estudo dos fatores de risco foi realizado por
meio da aplicacdo de questionarios investigativos sobre o manejo produtivo,
reprodutivo e sanitario dos rebanhos; posteriormente submetidos a analise
estatistica. O diagndstico soroldgico da infeccdo por Sarcocystis neurona foi
realizado pela técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). A
prevaléncia de anticorpos anti-Sarcocystis neurona foi de 8,0% (I.C. 5,7 — 11,1%),
com equinos positivos em 52,7% das propriedades estudadas. Foi encontrada
correlacao significativa entre a presencga de anticorpos anti-Sarcocystis neurona e
o fato de néo utilizar animais de outras propriedades no manejo reprodutivo do
rebanho (p=0,032; OR=2,38; 1C=1,07-5,28). Este € o primeiro relato da infec¢éo
por Sarcocystis neurona em equinos criados no Estado de Alagoas, Brasil. Os
resultados obtidos no presente estudo indicam que os equinos do Estado de
Alagoas estédo expostos ao risco de infeccdo por Sarcocystis neurona. Destaca-se
aqui a importancia de melhorar os cuidados com as novas aquisi¢cdes de animais

e com o manejo do ambiente para reduzir o risco de infec¢ao.

Palavras-chave: Mieloencefalite Protozoaria Equina, diagnostico, epidemiologia.
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INTRODUCAO

Sarcocystis neurona € um coccideo do filo Apicomplexa, pertencente a
familia Sarcocystidae, cujo gambéa (Didelphis virginiana) € o hospedeiro definitivo
na América do Norte e o Didelphis albiventris, na América do Sul, além de uma
variedade de outros mamiferos que atuam como hospedeiros intermediarios
(DUBEY et al., 2001a; REJMANEK et al., 2009; REJMANEK et al., 2010). E
considerado o principal agente causador de Mieloencefalite Protozoaria Equina
(MEP), sindrome neurolégica que acomete os cavalos e que apresenta ampla
distribuicdo no continente americano (DUBEY et al., 2001b).

A doenca causa morbidade significativa em equinos e impacto econémico a
industria do cavalo resultante do tratamento e prevencdo da doenca (COHEN et
al., 2007). Apesar da sua importancia econémica, ainda sdo poucos 0s estudos
sobre a prevaléncia e os fatores de risco para a infeccdo por S. neurona em
equinos na América do Sul, sendo relatadas prevaléncias de 35,5% na Argentina
(DUBEY et al., 1999) e 69,6% no Brasil (HOANE et al., 2006); este ultimo
utiizando amostras de animais provenientes de cinco regibes do pais (Sul,
Sudeste, Norte, Nordeste e Centro-oeste).

A escassez de dados envolvendo a infec¢do por este agente em cavalos
na regido Nordeste do Brasil motivou a realizacao deste estudo uma vez que sao
observados casos clinicos sugestivos desta enfermidade em cavalos que podem
estar associados a este agente. Objetivou-se estudar a prevaléncia e os fatores
de risco associados a infec¢do por Sarcocystis neurona em equinos criados no

Estado de Alagoas, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi desenvolvido em criagbes de equinos situadas no Estado de
Alagoas, Brasil (Figura 1). Este Estado situa-se na por¢ao Centro-Oriental do
Nordeste Brasileiro, em uma faixa intertropical, e apresenta longos periodos de

irradiacdo solar com variacdo de 2200 a 2600 horas de sol distribuidas durante o
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ano. A temperatura € elevada durante a maior parte do ano, com variacdes
ocorrendo entre 22°C e 28°C. Divide-se em trés mesorregioes: Leste Alagoano,
Agreste Alagoano e Sertdo Alagoano (ASSIS et al., 2007).

A Mesorregido Leste caracteriza-se por clima tropical litoraneo amido, com
umidade relativa do ar de 79,2% e indice pluviométrico de 1.410 mm/ano. O sol
impera nos meses de setembro a maio e nesse periodo a temperatura varia de
19°C a 32°C. Os meses de junho a agosto sdo representados por chuvas e a
temperatura varia de 15°C a 26°C. A Mesorregido Sertdo apresenta clima semi-
arido, com precipitacédo irregular de chuvas e umidade relativa do ar baixa. A
Mesorregido Agreste, por estar entre o Sertdo e o Leste Alagoano, apresenta

caracteristicas das duas regiées (ANEXO, 2013).
Amostragem

Para compor a amostra foi considerada uma prevaléncia esperada de 50%,
com nivel de confianca de 95% e erro estatistico de 5% (THRUSFIELD, 2004).
Esses parametros indicaram uma amostra minima de 385 animais.

Foi realizado um estudo transversal, utilizando 427 amostras de soro
equino. Os animais eram de ambos 0s sexos, com idade acima dos 36 meses,
escolhidos por conveniéncia e procedentes de 36 propriedades, localizadas em
23 municipios distribuidos nas Mesorregides Leste, Agreste e Sertdo do Estado
de Alagoas, Brasil (Figura 1). As amostras foram coletadas por meio de
venopuncao jugular utilizando sistema de coleta de sangue a vacuo (BD
Vacutainer®).

Os equinos eram utilizados para a reproducdo com manejo de monta
natural e/ou inseminacdao artificial, pertencentes a diferentes racas e submetidos a
um manejo semi-intensivo, em criagdes situadas no Leste e Agreste Alagoano, e
intensivo nas propriedades do Sertdo. Recebiam alimentacdo a base de forragem

verde e/ou feno, além de racdo balanceada.
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Figura 1- Distribuicdo dos 23 municipios estudados dentro das trés Mesorregides
do Estado de Alagoas, Nordeste do Brasil (Leste: 1 - Macei6; 2 - Jequi& da Praia;
3 — Coruripe; 4 — Piacabucu; 5 — Pilar; 6 — Atalaia; 7 — Cajueiro; 8 — Vicosa; 9 —
Cha Preta; 10 — Santana do Mundau. Agreste: 11 — Marimbondo; 12 — Limoeiro
de Anadia; 13 — Mar Vermelho; 14 — Palmeira dos Indios; 15 - lgaci; 16 —
Cacimbinhas; Sertdo: 17 — Major Isidoro; 18 — Batalha; 19 — Olho D’Agua das
Flores; 20 — Piranhas; 21 — Olho D’Agua do Casado; 22 — Agua Branca; 23 —
Delmiro Gouveia).

Sorologia

Para a pesquisa de anticorpos IgG contra-Sarcocystis neurona foi
empregada a técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), utilizando-
se anticorpos anti-lgG-equino conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (Sigma-
Chemical®). Em todas as reac¢des foram incluidos controle positivo e negativo
previamente conhecidos. Para a interpretacdo dos resultados foi considerado
como ponto de corte a diluicdo 1:20 para a triagem, segundo Duarte et al. (2004).
As amostras positivas foram submetidas a diluicées seriadas de razdo dois até a
obtencdo da maior diluicdo positiva. O titulo do soro foi a reciproca da maior

diluicdo que apresentou resultado positivo.
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Anélise estatistica

Foi utilizada a andlise estatistica descritiva para calculos das frequéncias
relativa e absoluta dos resultados obtidos no teste sorologico. O estudo dos
fatores de risco foi realizado por meio da aplicagdo de questiondrios
investigativos, constituidos por perguntas objetivas referentes ao manejo
produtivo, reprodutivo e sanitario dos animais. Para identificar os fatores
associados a infeccdo por Sarcocystis neurona, inicialmente foi realizada uma
andlise univariada das variaveis de interesse através do teste Qui-quadrado de
Pearson, ou Exato de Fisher, quando necesséario, com nivel de significancia de
5%. Posteriormente, foi feita uma analise multivariada utilizando o modelo de
regressao logistica, considerando como variavel dependente o status sorologico
do animal (positivo ou negativo). As variaveis independentes ou explanatérias
consideradas no modelo foram aquelas que apresentaram significancia estatistica
<0,20. Essa probabilidade foi estipulada para que possiveis fatores de risco do
evento ndo sejam excluidos da analise (HOSMER e LEMESHOW, 1989). A
propriedade foi considerada como foco quando foi detectado pelo menos um
animal positivo. Para a execucao dos calculos estatisticos foi utilizado o programa
Epi Info, verséo 3.5.1 — Centers for Disease Controland Prevention (CDC).

RESULTADOS

Das 427 amostras analisadas, 34 (8% - I.C. 5,7 — 11,1%) foram positivas
na RIFI. O titulo 20 foi identificado em sete (20,6%) amostras, titulo 40 em 15
(44,1%), 80 em oito (23,5%), 160 em trés (8,9%) e 320 em uma amostra (2,9%).
Em relacdo ao numero de focos observou-se que 19 (52,7%) propriedades
apresentaram pelo menos um animal positivo. A prevaléncia de animais positivos
nas propriedades analisadas variou de 4,5 a 50,0%.

N&o houve diferenca significativa para a soroprevaléncia entre as
Mesorregides estudadas, porém a Mesorregido Leste apresentou a maior

prevaléncia (11%) quando comparada com as demais (Tabela 1).
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Tabela 1 - Analise multivariada da prevaléncia para a infeccdo por Sarcocystis

neurona em equinos por Mesorregido, Estado de Alagoas, Nordeste, Brasil.

- RIFI
MESORREGIAO Positivo Negativo OR Valor de p
Leste 23 (11,0%) 186
Agreste 02 (5,4%) 35 0,46 (0,05 — 2,02) p= 0,162
Sertdo 11 (6,01%) 172 1,12 (0,23- 10,83)

Na andlise univariada, os fatores que apresentaram associacdo
significativa com a presenca da infec¢cdo foram: compra de novos animais em
Feiras/Exposicdes (16%), ndo utilizar animais de outra propriedade (12,6%) e a
aquisicdo de reprodutores nos ultimos cinco anos (10,6%), assim como a
auséncia de caes nas propriedades (16,4%) (Tabela 2).

Tabela 2 - Fatores do manejo geral dos equinos pesquisados na analise

univariada para a associagdo com a infec¢ao por Sarcocystis neurona.

RIFI ANALISE UNIVARIADA

VARIAVEL N - P
Positivo OR (I.C. 95%)
Consumo de Feno
Sim 187 19 (10,2%) 1,69 (0,78 — 3,69) 0,097
Nao 240 15 (6,3%)
Armazenamento de Feno
Sim 187 19 (10,2%) 1,69 (0,78 — 3,69) 0,097
Nao 240 15 (6,3%)
Local de compra de novos
animais
Feiras/ Exposicbes 94 15 (16,0%) )
Outros 277 16 (5,8%) 0,32 (0,14 -0,74) 0,005
Ambos 56 3 (5,4%) 0,92 (0,17 - 3,37)
Presenca de caes
Sim 360 23 (6,4%)
~ 0,35 (0,15 -0,84) 0,005
Nao 67 11 (16,4%)
Presenca de gamba
Sim 147 9 (6,1%)
~ 0,66 (0,26 — 1,52) 0,205
N&o 280 25 (8,9%)
Utiliza animais de outra
propriedade para a
reproducao
Sim 324 21 (6,5%)
~ 0,47 (0,21 —1,08) 0,040
Nao 103 13 (12,6%)
Aquisi¢cbes de garanhdes
nos ultimos 5 anos
Sim 274 29 (10,6%) 5 5
N0 153 5 (3,3%) 3,50 (1,29 -11,92) 0,004

OR = “Odds ratio” (raz&o de chances); IC = Intervalo de confianca de 95%.
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A utilizacdo de animais do proprio haras para o manejo reprodutivo foi
identificada como fator de risco na regresséo logistica, correspondendo a 2,38
vezes mais chances de infeccéo por S. neurona (Tabela 3).

Tabela 3 — Andlise de regresséo logistica dos fatores de risco associados a

infeccdo por Sarcocystis neurona em equinos no Estado de Alagoas.

VARIAVEIS Valor de p OR IC 95% Coeficiente S.E.

Utiliza animais de outra

propriedade para

reproducédo

Sim/N&o 0,032 2,38 1,07 5,28 0,868 0,406

DISCUSSAO

A prevaléncia encontrada foi considerada baixa quando comparada aos
indices de 35,5% e 35,6% descritos anteriormente na Argentina e no Brasil,
respectivamente (DUBEY et al., 1999a e b) e ao percentual de 69,6% encontrado
por Hoane et al. (2006) em estudo feito com amostras de dez estados brasileiros.
Mais recentemente, uma prevaléncia de 42,2% foi relatada em equinos da Costa
Rica (DANGOUDOUBIYAM et al., 2011).

Altas prevaléncias também foram relatadas na Europa, como 36% na
Franca (PITEL et al., 2003) e 80% na Espanha (ARIAS et al., 2012). Nos Estados
Unidos, onde maiores esforcos foram empreendidos no estudo da MEP,
pesquisas mostraram que 32% a 89% dos animais testados foram positivos,
apesar da doenca clinica se apresentar em menos de 1% dos animais
(TILLOTSON et al., 1999; BENTZ et al., 2003).

As variacdes na prevaléncia sdo justificadas pelo uso de animais de
diferentes idades e estado de saude (HOANE et al., 2006), além de variacdes nas
praticas de manejo (SAVILLE et al., 2000). Neste trabalho, a utilizacdo de animais
adultos, sem doenca aparente e criados em propriedades que seguiam boas
praticas de manejo, pode ter contribuido para a baixa prevaléncia encontrada
guando comparada a literatura.

No presente estudo, apesar de ndo ter sido observada diferenca
significativa entre a prevaléncia e a mesorregido pesquisada, as maiores
prevaléncias ocorreram nos municipios da mesorregido Leste do Estado de
Alagoas, regido de clima tropical com moderado indice pluviométrico, temperatura

que varia entre 25 a 28°C e umidade relativa alta durante todo o ano (ARAUJO et
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al., 2012). Saville et al. (2000) identificaram em estudo na California, EUA, que o
risco de ocorréncia de EPM foi trés vezes maior nos periodos de primavera e
verao e seis vezes maior no outono.

Saville et al. (2000) relataram ainda, a importancia do periodo de
competi¢cdes esportivas sob efeito sazonal da doenga, para o surgimento de maior
ndamero de casos, bem como, um risco maior da ocorréncia de MEP em
propriedades onde havia a circulacdo de gambas e onde existia reservatérios de
agua naturais ou rios.

Apesar de nao ter sido identificada associacdo entre a presenca de
gambas e a infeccdo neste estudo (Tabela 2), existe a possibilidade de
contaminacdo do ambiente com oocistos eliminados nas fezes desses animais,
uma vez que nas regides estudadas € frequente o relato de gambéas nas
propriedades. De acordo com Fenger et al. (1995), os cavalos se infectam através
da ingestéo de esporocistos presentes no alimento.

No Brasil, as duas espécies de gambas encontradas sédo o Didelphis
albiventris, gambé& de orelha branca e o D. marsupialis, gamba de orelha preta
(CABRERA e YEPES, 1960). Segundo Persson (1993), entre as duas espécies,
D. albiventris € uma das poucas espécies nativas que suportam um grau elevado
de antropizacédo, apresentando maior ocorréncia em ambiente urbano e de acordo
com Dubey et al. (2001) é considerado hospedeiro definitivo competente do
Sarcocystis neurona.

A auséncia de caes nas propriedades apresentou associagao significativa
com a infeccdo na andlise univariada (Tabela 2). A auséncia dos caes pode
aumentar a circulacdo e permanéncia dos gambas nas propriedades,
contaminando o ambiente e os alimentos, favorecendo a infecgéo.

O tipo de teste sorologico e o ponto de corte utilizado também podem
influenciar nas variacfes da prevaléncia. Mesmo considerando o teste de Western
Blot (WB) como padrao para o diagnostico de infeccéo por S. neurona, Duarte et
al. (2003) obtiveram melhor precisdo global com a utilizagcdo da RIFI, quando
comparada a este teste no diagnostico de MEP em animais da Califérnia, Estados
Unidos.

Quanto a escolha do ponto de corte, Duarte et al. (2003) ressaltaram a
importancia de basear-se na finalidade do teste, na prevaléncia da doenca e nos

custos do exame, visto que, a utilizacdo de um ponto de corte mais alto maximiza
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a especificidade do teste, enquanto que menores titulos de corte maximizam a
sua sensibilidade.

No presente estudo, o fato de nao utilizar animais de outras propriedades
no manejo reprodutivo do rebanho revelou 2,38 vezes mais chances de infeccao
dos animais (Tabela 3). Sarcocystis neurona nao é transmitido por via reprodutiva
e desta forma, sugere-se que a introdugdo e manutencdo da infeccdo nos
rebanhos pode estar associada a aquisicdo de animais ja infectados de outras
propriedades, visto que, novas aquisicbes de reprodutores nos ultimos cinco
anos, realizadas em Feiras/Exposi¢cbes apresentaram associacdo significativa
com a prevaléncia nas criagdes (Tabela 2).

Mesmo nao identificando outros fatores de risco para a infec¢cdo nessa
pesquisa, a participacdo de fatores relacionados ao manejo e ao ambiente nao
deve ser descartada na epidemiologia da infeccdo. Para Saville et al. (2000) o
mau armazenamento de feno (OR=3,1), a estacdo do ano (primavera OR=3,1/
verdo OR=3,2, outono OR=6,0) e eventos estressantes anteriores, como corridas,
reproducdo ou doencas (OR=10,0), podem favorecer a infeccdo e o surgimento

de equinos doentes.

CONCLUSAO

Este é o primeiro relato da infeccdo por Sarcocystis neurona em equinos
criados no Estado de Alagoas, Brasil. Apesar da baixa prevaléncia, o agente
encontra-se disseminado nos rebanhos, diante do elevado numero de focos
identificados. Destaca-se aqui a importancia de melhorar os cuidados com a
aquisicao de novos animais e 0 manejo do ambiente para reduzir o risco de

infeccéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse estudo comprovam a presenca das
infeccbes por Toxoplasma gondii, Neospora caninum e Sarcocystis neurona em
equinos do Estado de Alagoas, onde a contaminagdo do ambiente e a auséncia
de cuidados na compra de animais apresentam-se como fatores facilitadores na
introducdo e manutencdo dos agentes dentro dos rebanhos. Medidas sanitarias
de prevencao e controle destes agentes infecciosos devem ser incentivadas
visando a adocdo de um programa sanitério eficiente para os rebanhos equinos
no Estado Alagoas, Brasil. A tematica desta pesquisa necessita de mais estudos,
principalmente no que se refere as consequéncias produtivas das infeccées nos
equinos e a padronizacao de provas de diagndéstico para o conhecimento da real

situacao das infeccbes nesta espécie.



ANEXO

98

Questionario Investigativo

Fatores de Risco Associados ao Desempenho Produtivo e Reprodutivo em Haras do Estado
de Alagoas

Nome da propriedade:
Proprietario:

Telefone:

Municipio:

Data:

DADOS GERAIS DA PROPRIEDADE

1) Numero de matrizes do rebanho:
2) Numero total de animais:
3) Raga dos animais:

4) A propriedade possui energia elétrica?
a) Sim b) Nao

5) Qual o sistema de cria¢do utilizado?
a) Intensivo

b) Extensivo

c) Semi-intensivo

6) Qual a origem da 4gua fornecida aos
animais?

a) Parada

b) Corrente

6.1) Em caso de agua parada, responda;
a) Segura
b) De facil acesso a outros animais

7) Os animais consomem concentrados?
a) Sim b) Nao

8) Qual a origem da racédo?
a) Fabricacéo interna
b) Racdo comercial

9) Tipo de armazenamento da rac&o?
a) Sacaria
b) A granel

10) Os animais consomem feno?
a) Sim b) Nao

11) Qual a origem do feno?
a) Fabricacéo interna
b) Compra

12) Tipo de armazenamento do feno?
a) Galpdes fechados com estrados
b) Locais abertos

13) Existe criagdo de outras espécies na
propriedade?
a) Sim b) Néo

14) Dispde de servico veterinario?
a) Sim b) Nao

15) Empregados da propriedade?
a) Familiares
b) Contratados

MANEJO SANITARIO

1) Realiza vermifugacéo?
a) Sim b) Nao

2) Realiza vacinagéo?
a) Sim, quais?
b) Nao

3) Tipo de Bebedouros?
a) Individuais
b) Coletivos

4) Os bebedouros sdo comuns para jovens
e adultos?

a) Sim b) Nao

5) Qual o tipo de cocho?
a) Individual

b) Coletivo

6) Os comedouros sdo comuns para jovens
e adultos?
a) Sim b) Nao

8) Qual a origem dos animais de reposi¢cdo?
a) Propria haras

b) Propriedades vizinhas

¢) Outros Municipios e/ou Estados

9) Nas novas aquisi¢cdes oriundas de fora
utiliza-se:

a) Feiras ou exposicdes

b) Negocia¢Bes extra eventos

10) Quando importa animais realiza
quarentena?

a) Ndo

b) <1 més

c) >1més



11) Na aquisi¢cdo de animais realiza
exames?
a) Sim b) Nao

12) Realiza limpeza das instalagdes?
a) Ndo

b) Raramente

c¢) Periodicamente

12) Desinfeta as instalacdes?
a) Ndo

b) Desinfetantes fisicos

d) Desinfetantes quimicos

13) Realiza vazio sanitéario?
a) Nao
b) <15dias c¢)> 15 dias

14) Utiliza esterqueira?
a) Sim b) Nao

15) Qual o destino das fezes?
a) Comercializagéo
b) Utilizac&o na propria propriedade

16) Existe contaminagdo com fezes nos
alimentos fornecidos aos animais?
a) Sim b) Nao

17) Qual a taxa de mortalidade no plantel?
a) Ndo sabe

b) Abaixo de 10%

¢) Entre 10,1 e 50%

e) Acima de 50%

18) Existem animais com sintomas
reprodutivos?
a) Sim b) Nao

19) Ocorrem abortos?
a) Sim b) Nao

20) Qual o destino dos animais que
apresentaram estes distlrbios?

a) Descarte

b) Comércio

¢) Ainda estdo na propriedade

21) Os animais suspeitos de doencas
permanecem juntos ao restante do plantel?
a) Sim b) Nao

22) Os tratadores que lidam com estes
animais, cuidam do restante do plantel?
a) Sim b) Nao

MANEJO REPRODUTIVO

1) Qual o tipo de manejo reprodutivo do
rebanho?
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a) Monta natural
b) Inseminacdo artificial
¢) Os dois métodos

2) Utiliza sémen refrigerado?
a) Sim b) Nao

3) Utiliza animais de outra propriedade?
a) Sim b) Nao

4) Disponibiliza seus reprodutores para
outras propriedades?
a) Sim b) Nao

5) Comercializa sémen para outros haras?
a) Sim b) Nao

6) Houve casos de aborto na propriedade?
a) Ndo

b) Entre 1 a 10 casos

c) Entre 11 a 20 casos

d) Acima de 20 casos

7) Qual o periodo de ocorréncia dos
abortos?

a) Comeco

b) Meio

¢) Fim

8) Qual o destino dos produtos do aborto?
a) Consumido por outros animais

b) Queimado

¢) Enterrado

d) Descartados no ambiente

9) Introduziu matrizes no rebanho nos
altimos 5 anos?
a) Sim b) Néo

10) Introduziu reprodutores no rebanho nos
altimos 5 anos?
a) Sim b) Nao

11) Os potros consomem colostro?
a) Sim b) Nao

DADOS SOBRE A PRESENCA DE FELINOS
E CANINOS NA PROPRIEDADE

1) Quantos gatos domésticos existem na
propriedade?

a) Nao ha

b) <5

b)>5

2) Existe a circulacdo de cées a gatos na
propriedade?
a) Sim b) Nao

3) Ha circulacdo de animais silvestres?
a) Sim b) Nao



4) Qual a alimentacgéo dos gatos?
a) Racéo
b) Visceras de animais abatidos

5) Os gatos tém acesso a agua consumida
pelo plantel?
a) Sim b) Nao

7) Os gatos transitam nos depdsitos ou
fabricas de ragao e/ou feno?
a) Sim b) Nao

8) Os gatos se alimentam de restos
placentarios?

a) Sim b) Nao

9) Ha caes na propriedade?
a) Sim b) Nao

10) Quantos céaes?

a)<5b

b)>5

11) Os cées transitam na fabrica ou
depoésito de racdo e/ou feno?
a) Sim b) Nao

DADOS SOBRE A PRESENCA DE
ROEDORES NA PROPRIEDADE

1) E comum a presenca de ratos domésticos
e/ou silvestres na propriedade?
a) Sim b) Nao

2) Os ratos tém acesso & agua consumida
pelo plantel?
a) Sim b) Néao

3) Os ratos transitam nos depdsitos ou
fabricas de ragao e/ou feno?
a) Sim b) Nao

DADOS SOBRE A PRESENCA DE
MARCUPIAIS (CACACO) NA PROPRIEDADE

1) E comum a presenca de cagacos na
propriedade?
a) Sim b) Nao

2) Os cacgacos tém acesso aos cochos de
alimentacéo?
a) Sim b) Nao

3) Os cacacos transitam nos depdésitos ou
fabricas de racdo e/ou feno?
a) Sim b) Nao
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