Pesquisa Cientifica, Oportu‘nidades e Desafios.

ESTUDO DA PREVALENCIA DE INFECGAO CRONICA POR THEILERIA EQUI EM EQUINOS
ATENDIDOS NO HOSPITAL ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA DO CENTRO
UNIVERSITARIO DE ITAJUBA - FEPI

Igor Santos Freitas Y; Nydianne D’Angelis Rodrigues @; Lucymary Santana Lima ©); Inaia Roberta da
Silva ; Luan Gaviso Prado ©®

! Estudande de Graduacdo em Medicina Veterinaria do Centro Universitario de Itajuba — FEPI,

igor_freitassantos@outlook.com?® Estudante de Graduacdo em Medicina Veterinaria do Centro Universitario
de Itajuba — FEPI, nydianne.vet@gmail.com * Estudande de Graduacao em Medicina Veterinaria do Centro
Universitario de Itajubd — FEPI, lucymarysilva@gmail.com * Estudande de Graduacdo em Medicina
Veterinaria do Centro Universitario de Itajub4 — FEPI, inaia.roberta@outlook.com ° Professor, Mestre do
curso de Medicina Veterinaria do Centro Universitario de Itajuba — FEPI, luangprado@gmail.com

RESUMO

As piroplasmoses sdo um grande desafio na clinica médica de equideos, pois acomete uma grande parcela
da populacdo de animais destas espécies. S8o doencas causadas pelos agentes Babesia caballi e Theileria
equi. A forma aguda de ambas as doencas leva a um quadro de anemia hemolitica moderada a grave. A
Theileria equi permanece no organismo do hospedeiro durante toda a vida do mesmo apdés infecgéo inicial.
Os principais fatores de risco para ocorréncia desta afeccdo sdo contato prévio com carrapatos
transmissores das doencgas, treinamento intenso, internamentos em hospitais para tratamento das mais
diversas doencas que acometem o equideo. O diagnéstico é dado através de exame direto de esfregaco de
sangue periférico. Estudos apontam a pungdo esplénica como um método com maior sensibilidade na
deteccdo de animais cronicamente infectados por agentes da piroplasmose equina. O presente projeto tem
como objetivo realizar um levantamento da situacdo de infeccdo dos equideos da regido sul do estado de
Minas Gerais através da realizagdo de métodos diagndsticos moleculares e sorolégicos. Apesar do pequeno
ndmero de animais testados pelo método de puncéo esplénica foi possivel observar com esta pesquisa alta
porcentagem de equinos portando o agente, pois outros trabalhos também demostram altos indices de
parasitemia em animais cronicamente infectados.N&o foi possivel observar a presenca de Theileria equi nos
esfregacos sanguineos confeccionados de sangue total, sendo necessario a utilizacdo de outras técnicas
como PCR e/ou ELISA para encontrar o protozoario.
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causadoras de babesiose sdo Babesia caballi
INTRODUGCAO e Theileria equi (HOMER et al., 2000).
A doencga é caracterizada por febre, anemia,
depressao, ataxia, anorexia, fraqueza, epifora,
secrecao nasal mucoide, edema, ictericia e

A Babesiose equina é uma das mais
importantes  doencas  transmitidas  por
carrapatos e € endémica em paises da
Europa, Africa, Asia e Américas (SIGG et al.,
2010; ZOBBA et al.,, 2008). A doenca é
causada por hemoprotozoarios do género
Babesia e Theileria. No equino as espécies
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hemoglobindria (RONCATI, 2006). Os sinais
clinicos podem ser variaveis e inespecificos
(BASHIRUDDIN, CAMMA E REBELO, 1999).
As alteracbes hematoldgicas mais frequentes
sdo diminuicdo no numero de eritrécitos,
plaquetas e concentragdo de hemoglobina,
neutropenia e linfopenia, diminuicdo do
fibrinogénio plasmatico, ferro sérico, fosforo e
aumento de bilirrubina sérica (ZOBBA et al.,
2008).

InfecgBes por B. caballi chegam a 1% de
parasitemia, ja as infec¢des por T. equi podem
chegar até 7% de parasitemia, sendo
consideradas mais graves, levando o animal a
uma anemia grave e até ao 6bito. Em casos
graves de babesiose, além do tratamento
convencional com drogas babesicidas os
animais necessitam de tratamento suporte e
suplementagdo dietética para que possam
recuperar adequadamente (PIOTTO, 2009;
CARR e HOLCOMBE, 2009).

Algumas técnicas sao utilizadas para
identificacdo do parasita, sédo elas, puncao
esplénica, exame direto, ELISA e PCR.

A técnica de puncdo esplénica vem sendo
descrita e utilizada desde a década de 1950
em seres humanos para digndstico de
diferentes alteracbes hematologicas como
linfosarcoma, leucemias, policitemia vera,
doenca de Gaucher, entre outras
(CHATERJEA et al., 1952).

Segundo MIRANDA et al. (2014) o melhor
pontos para se realizar a puncdo em equideos
€ aproximadamente 10 centimetros abaixo dos
processos  transversos das  vértebras
lombares, no 17° espaco intercostal
esquerdo.O exame direto € considerado
padrdo ouro na rotina clinica como método de
diagnostico para hemoparasitoses. Para
realizacdo do método utiliza-se l&aminas de
esfregaco sanguineo coradas pela técnica de
Romanowsky modificado com o kit Panético
Rapido e sdo analisadas em microscopio
optico em 6leo de imerséo na objetiva de 1000
vezes, sendo visualizada incluséo
citoplasmatica de Theileria equi em heméacias
(FREITAS 2016). Segundo GAVIAO PRADO
(2014) devida a coleta pontual foi observado
baixa prevaléncia no exame direto.

De acordo com LEAL (2010) é uma técnica
rapida, de facil realizacdo e possui alta
especificidade, sendo possivel diferenciar
morfologicamente Theileria equi de Babesia
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caballi, porém a principal desvantagem é a
baixa sensibilidade em fases cronicas e
subclinica da infecgéo.

O teste de ELISA promove deteccdo de
antigeno e anticorpo a partir da imobilizacéo
de um dos reagente em fase soélida, enquanto
0 outro reagente pode se ligar a uma enzima,
com preservacdo tanto da atividade
enzimatica como da imunolégica. O grau de
pureza do antigeno e do anticorpo na fase
sélida sdo fatores importantes, pois quaisquer
alteracdes no material podem resultar em falso
positivo ou negativo (RONCATI 2006).
Segundo LEAL (2010) o ELISA detecta IgG,
imunoglobulina cujo a resposta ao antigeno &
mais especifica e duradoura, portanto em
casos onde o animal seja portador inaparente,
o titulo de anticorpos do tipo IgG contra
piroplasmose permanece por toda a vida.

O teste é utilizado como ferramenta para a
deteccdo de doenca aguda e latente,
principalmente com a utilizacdo de antigenos
recombinantes, entretanto, a despesa para a
producdo de antigenos recombinantes
aumenta o custo do teste de piroplasmose
equina (LEAL 2010).

De acordo com GAVIAO PRADO (2014) a
Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é
largamente empregada no diagnostico de
algumas doencas infecciosas por ser uma
técnica simples, rapida e totalmente
automatizada. As amostras podem ser obtidas
através de fluidos corporais ou por meio de
biépsia de tecidos.

A PCR é uma técnica que possui maior
sensibilidade do que métodos de diagndsticos
diretos como esfregacos sanguineos. Para
aumentar a sensibilidade do teste molecular,
pode ser utilizado uma segunda reacao que
utiliza o produto da primeira reagcdo. Essa
técnica é conhecida como nested PCR (nPCR)
(SILVEIRA 2012).

A partir de oligonucleotideos, conhecidos
como primers, a PCR sintetiza artificialmente,
através de reagfes enziméaticas, sequéncia de
Acidos Desoxirribonucleicos (DNA) (GAVIAO
PRADO 2014).

De acordo com RONCATI (2006) a PCR é
uma técnica para diagndstico de Theileria equi
por ser um exame altamente especifico,
entretanto, em animais que ndo apresentam
sinais clinicos da doenca, os resultados
podem ser falso-negativos devido a niveis
baixos da infec¢do, sendo necessario para
estes animais outros exames, como esfregaco



sanguineo ou o Teste de Fixacdo de
complemento.

O objetivo do trabalho ¢é realizar um
levantamento da situagdo de infeccdo dos
equideos da regido sul do estado de Minas
Gerais através da realizacdo de métodos
diagnosticos moleculares e soroldgicos.

MATERIAL E METODOS

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados
dois equinos sem raca definida, um macho e
uma fémea, foi realizado exame fisico dos
animais de acordo com Speirs (1997),
avaliando-se o estado geral do animal, escore
de condi¢do corporal, comportamento e o0s
indices paramétricos, temperatura retal (°C),
frequéncia cardiaca (bpm), pulso (bpm), tempo
de preenchimento capilar (segundos) e
frequéncia respiratéria (mpm). Em seguida,
foram realizados os exames de mucosas (oral,
nasal e ocular) e linfonodos (sub-
mandibulares, parotideos, cervical superficial e
sub-iliaco). Foram avaliados o0s sistemas
circulatorio, respiratério, digestivo, locomotor e
nervoso.

A avaliacéo clinica e a coleta do sangue total e
de sangue esplénico ocorreram  nas
dependéncias do Hospital Escola de Medicina
Veterinaria do Centro Universitario de Itajuba —
FEPI, 72 horas apds a internacéo, pois € o
tempo necessario para ocorrer parasitemia. Ja
as avaliacbes laboratoriais aconteceram nas
dependéncias do Hospital Escola de Medicina
Veterinaria do Centro Universitario de Itajuba —
FEPI.

A coleta de sangue esplénico foi feita apos
tricotomia e antissepsia cirirgica com lodo
Povidona todpico e alcool iodado. Foi realizado
a puncéo esplénica com agulha 30 mm X 0,8
mm e seringa estéril contendo ACD, no 17°
espaco intercostal do lado esquerdo do
animal. Apés a pungdo Foram confeccionados
esfregacos com o sangue esplénico e corados
pelo método de Romanowsky com o Kit
Pandtico Répido.

A coleta de sangue total foi realizada apés
antissepsia na regido da veia jugular externa
com algoddo embebido em 4&lcool 70%, a
venopunc¢do foi realizada com seringa estéril
de 10 ml e agulha estéril 30 mm X 0,8 mm. O
sangue foi armazenado em tubos acrescido
com EDTA.
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A partir do sangue do tubo contendo EDTA
foram confeccionadas laminas de esfregaco
sanguineo para analise microscopica.

RESULTADOS PARCIAIS

Apartir da avaliacdo microscépica dos
esfregacos sanguineos confeccionados com
sangue esplénico, foi possivel observar que
100% dos animais foram possitivos para
Theileria equi utilizando a técnica de pungao
esplénica. No entanto (FREITAS et al., 2016)
cita em seu trabalho que 80% dos equinos sédo
positivos para o agente utilizando a mesma
técnica.

Durante a avaliacdo das laminas
confeccionadas com sangue total, notou-se
que nao foi possivel observar protozoério no
interior das hemécias.

CONCLUSOES

Apesar do pequeno nuamero de animais
testados pelo método de punc¢éo esplénica foi
possivel observar com esta pesquisa alta
porcentagem de equinos portando o agente,
pois outros trabalhos também demostram altos
indices de parasitemia em  animais
cronicamente infectados.

N&o foi possivel observar a presenca de
Theileria equi nos esfregacos sanguineos
confeccionados de sangue total, sendo
necessario a utilizagdo de outras técnicas
como PCR elou ELISA para encontrar o
protozoario.
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