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RESUMO

STELMANN, Ulisses Jorge Pereira. Fatores associados a infeccdo por Sarcocystis
neurona, Neospora spp. e Toxoplasma gondii em equinos da microrregiio Serrana do
estado do Rio de Janeiro. 2014. 119p. Tese (Doutorado em Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo
em Agropecuaria). Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacao, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Dentre as enfermidades neuroldgicas que acometem equinos, a mieloencefalite por
protozoario (EPM) assume posicdo de destaque, sendo caracterizada pela infec¢ao do sistema
nervoso central (SNC). Inicialmente atribuida a Toxoplasma gondii, porém, sabe-se hoje que
Sarcocystis neurona € o principal agente etiolégico da enfermidade. Todavia, trabalhos
demonstraram a ocorréncia de sinais clinicos, semelhantes aqueles observados na EPM por S.
neurona, associados a forma neurologica da neosporose em equinos, que ¢ causada pelas
espécies, Neospora caninum e Neospora hughesi. O objetivo deste estudo foi determinar a
soroprevaléncia para S. neurona, Neospora spp. ¢ T. gondii, em equinos da microrregiao
Serrana do estado do Rio de Janeiro, constituida pelos municipios de Petropolis, Sdo José do
Vale do Rio Preto e Teresopolis, além de verificar os provaveis fatores associados a presenca
desses agentes etiologicos nas propriedades que participaram deste estudo transversal. Foram
selecionados, por conveniéncia, estabelecimentos agropecuarios com criagdo de equinos,
independentemente da idade, sexo e raga. A escolha dos animais foi realizada de forma nao
aleatoria. Participaram desse estudo 23 estabelecimentos agropecuarios com criagdo de
equinos, dos quais 19 pertenciam a Petropolis, trés a Teresopolis ¢ um ao municipio de Sao
José do Vale do Rio Preto. Foram coletadas amostras de sangue de 375 equinos, as quais
foram analisadas pela reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para deteccdo de
anticorpos contra os coccidios de interesse do estudo. Observou-se um baixo numero de
equinos sororreagentes aos trés protozoarios estudados, sendo 8,27% (31/375) dos equinos
positivos para S. neurona, 1, 87% (7/375) para o Neospora spp. e 2,13% (8/375) para T.
gondii. A infeccdo por S. neurona foi a mais prevalente e a que apresentou um nimero maior
de resultados com significancia estatistica dentre as variaveis pesquisadas. A infec¢do por
Neospora spp. esteve relacionada a propriedades com historico de abortamento e acesso de
gatos aos alimentos dos equinos. Nas condicdes deste estudo, nenhuma das variaveis
avaliadas mostrou-se estatisticamente significativa para a infec¢@o por 7. gondii. Mesmo em
presenga de condicodes favoraveis para a ocorréncia dos hospedeiros definitivos de S. neurona,
Neospora spp. e T. gondii, as condigdes higiénico-sanitarias dos animais e dos
estabelecimentos agropecuarios analisados contribuiram para uma baixa ocorréncia de
equinos sororreagentes aos trés agentes etiologicos pesquisados na microrregido Serrana do
estado do Rio de Janeiro.

Palavras-chave: Sarcocystis neurona. Neospora caninum. Neospora hughesi. Toxoplasma
gondii. Cavalos. Microrregido Serrana. Estado do Rio de Janeiro.



ABSTRACT

STELMANN, Ulisses Jorge Pereira. Associated factors with infection by Sarcocystis
neurona, Neospora spp. and Toxoplasma gondii in horses from Serrana microregion the
state of Rio de Janmeiro. 2014. 119p. Thesis (Doctorate in Science, Technology and
Innovation in Agriculture). Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacao, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Among the neurological diseases that affect horses, the protozoal myeloencephalitis (EPM)
takes an outstanding position, which is characterized by infection of the central nervous
system (CNS). The disease was initially attributed to Toxoplasma gondii, however, nowadays
it is known that Sarcocystis neurona is the major causing agent of this disease. In spite of this,
studies have shown the occurrence of clinical signs similar to those observed in the EPM by
S. neurona in the neosporosis associated with the neurological form in horses, which is caused
by the species Neospora caninum and Neospora hughesi. The aim of this study was to
determine the seroprevalence of S. neurona, Neospora spp. and T. gondii in horses from
Serrana microregion of the state of Rio de Janeiro, Brazil. This region is formed by the cities
of Petropolis, Sao José do Vale do Rio Preto and Teresopolis. In addition, were verified the
probable factors associated with the presence of these properties in the etiologic agents that
participated in this cross-sectional study. By convenience, were selected agricultural
establishments with equine breeding, regardless of age, sex and race. The choice of animals
was non-random. Participated in the study 23 agricultural establishments with horse breeding,
of which 19 belonged to Petropolis, three from Teresopolis, and one from municipality of Sao
José do Vale do Rio Preto. Blood samples were collected from 375 horses, which were
analyzed by indirect immunofluorescence assay (IFA) for antibodies against coccidia of
interest in the study. There was a small number of seropositive subjects at three equine
protozoal studied, 8.27% (31/375) of horses positive for S. neurona, 1.87% (7/375) on the
Neospora spp. and 2.13% (8/375) on T. gondii. In conclusion, S. neurona infection was the
most prevalent and presented a greater number of statistically significant results among the
variables studied. Infection with Neospora spp. was related to properties with a history of
abortion and those where the cats had access to horse’s food. In our study, none of the
evaluated variables was statistically significant for 7. gondii infection. Even in the presence of
favorable conditions for the occurrence of definitive hosts of S. neurona, Neospora spp. and
T. gondii, the sanitary conditions of animals and agricultural establishments analyzed
contributed to a low occurrence of seropositive horses for the three etiological agents
surveyed in the Serrana microregion of the state of Rio de Janeiro, Brazil.

Key words: Sarcocystis neurona. Neospora caninum. Neospora hughesi. Toxoplasma gondii.
Horses. Serrana microregion. State of Rio de Janeiro.



RESUMEN AMPLIADO

STELMANN, Ulisses Jorge Pereira. Los factores asociados con la infeccion por
Sarcocystis neurona, Neospora spp. y Toxoplasma gondii en los caballos de la
microregion Serrana del estado de Rio de Janeiro. 2014. 119p. Tesis (Doctorado en
Ciencia, Tecnologia e Innovacion Agropecuaria). Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacao,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

1 Introduccion

Entre las enfermedades neurologicas que afectan a los caballos, la mieloencefalitis por
protozoos (EPM) toma una posicién prominente y se caracteriza por la infeccion del sistema
nervioso central (SNC). Inicialmente atribuido a Toxoplasma gondii, sin embargo, se sabe
hoy que Sarcocystis neurona es el agente causal principal de la enfermedad. Sin embargo, los
estudios han demostrado la presencia de signos clinicos similares a los observados en el EPM
por S. neurona, la neosporosis asociados con la forma neurologica en los caballos, que es
causada por la especie de Neospora caninum y Neospora hughesi.

El objetivo de este estudio fue determinar la seroprevalencia de S. neurona, Neospora
spp. y T. gondii en los caballos de microregion Serrana del estado de Rio de Janeiro, ademas
de verificar los probables factores asociados a la presencia de estas propiedades en los agentes
etioldgicos que participaron en este estudio transversal.

2 Material y Métodos

Este estudio se desarrolld en la microregion Serrana del estado de Rio de Janeiro,
Brasil, que comprende las municipalidades de Petropolis, Sdo José¢ do Vale do Rio Preto y
Teresopolis. En comparaciéon con otras regiones del estado de Rio de Janeiro, la region
Serrana tiene el mas grande contingente de equinos del estado. La eleccion de esta micro-
region se justificada por el numero representativo de caballos y por tener numerosas
propiedades y los centros de entrenamiento de equino, con la creacion de diferentes razas y
utilizadas para diferentes actividades tales como: correr, saltar, montar a caballo, entre otros.
Para este estudio transversal fueron seleccionados por conveniencia, establecimientos
agricolas con creacion de equinos, independientemente de la edad, el sexo y la raza.

La eleccion de los animales no era el tipo al azar, es decir, que se utiliza equina
autorizada por los titulares y/o responsables del estudio y que las propiedades estaban
disponibles durante nuestra visita. Los participantes fueron 23 los establecimientos agricolas
con el establecimiento de los caballos, de los cuales 19 pertenecian a Petropolis, Teresopolis y
tres al municipio de Sdo José do Vale do Rio Preto. El célculo del nimero de muestras se
realizé utilizando el programa Epi Info® utilizando intervalo de confianza (IC) de 95%, se
encontr6é una “n” de 361,9, que se ajustd a 375 caballos.

La colecta de sangre venosa para pruebas de laboratorio se realizé por puncion de la
vena yugular utilizando agujas desechables 25 x 0,8 mm, con accesorios para la recoleccion
de vacio en el tubo siliconado desechable, debidamente identificado con una capacidad
maxima de 10 ml y activador de la coagulacion. El material se mantuvo en condiciones de
refrigeracion en una caja isotérmica con hielo, y después del final de las colecciones
transportadas al LCC-UFRRJ. A su llegada al laboratorio, después de la retraccion del
coagulo, las muestras fueron centrifugadas a 350 x g por un periodo de 10 minutos en una
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centrifuga refrigerada para la separacion del suero de la sangre y fue envasada en duplicado
en tubo Eppendorf de 2 ml, identificado y mantenido bajo -20 ° C hasta el momento del
analisis. Para la deteccion de anticuerpos contra S. neurona, Neospora spp. y T. gondii se
utiliz6 la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFA).

3 Resultados y Discusion

De 375 animales examinados por IFA, se observé un pequeiio numero de caballos
seropositivos a las tres protozoos estudiados, 8,27 % (31/ 375) de los caballos positivos para
S. neurona, 1, 87 % (7/ 375) para Neospora spp. y 2,13 % (8/ 375) para T. gondii. La
infeccion por S. neurona fue la més frecuente y que presenta un niamero elevado de resultados
estadisticamente significativas entre las variables estudiadas. La infeccion con Neospora spp.
estaba relacionada con las propiedades con antecedentes de aborto y el acceso a la
alimentacion de caballos gatos. En nuestro estudio, ninguna de las variables evaluadas fue
estadisticamente significativa para la infeccion por 7. gondii. Incluso en presencia de
condiciones favorables para la ocurrencia de los hospedadores definitivos de S. neurona ,
Neospora spp. y T. gondii, las condiciones sanitarias de los animales y los establecimientos
agricolas analizados contribuy6 a una baja incidencia de caballos seropositivos para los tres
agentes etiologicos encuestados en el micro Serrana del estado de Rio de Janeiro, Brasil.

4 Conclusion

Apesar de baja soroprovalencia encontrada en los equinos para S. neurona (8,27%), N.
caninum (1,87%) e T. gondii (2,13%) no impeden que haya infeccion para los equinos y
ademas de eso, la microregion posue factores epidemioldgicos que propician la manutencion
de infeccion por los agentes etiologicos. La observacion principal es la presencia de sus
huéspedes definitivos, que sin el debido manejo higiénicosanitario podria ocurrir un nimero
mas grande de animales sororreagentes en la microregion.

Palabras-clave: Sarcocystis neurona. Neospora caninum. Neospora hughesi. Toxoplasma
gondii. Caballos. Microregion Serrana. Estado de Rio de Janeiro.
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1 INTRODUCAO

Dentre as enfermidades neurologicas que acometem equinos, a mieloencefalite por
protozoario (EPM) assume posi¢do de destaque, sendo caracterizada pela infec¢do do sistema
nervoso central (SNC). Inicialmente atribuida a Toxoplasma gondii, porém, sabe-se hoje que
Sarcocystis neurona é o principal agente etiolégico da enfermidade. Todavia, trabalhos
demonstraram a ocorréncia de sinais clinicos, semelhantes aqueles observados na EPM por S.
neurona, associados a forma neurologica da neosporose em equinos, que ¢ causada pelas
espécies, Neospora caninum e Neospora hughesi.

Existe uma discordancia na literatura mundial a respeito das espécies de coccidios
responsaveis por essa enfermidade. No entanto, ha relatos demonstrando o envolvimento tanto
de S. neurona, quanto de Neospora spp. e T. gondii, como agentes etiologicos responsaveis
por manifestacdo clinica neuroldgica da EPM. Contudo, a escassez de informagdes impede a
determinacdo relevante das consequéncias da infec¢do tanto por Neospora spp., quanto por 7.
gondii em equinos, bem como na defini¢cdo se essas espécies estdo associadas ou ndo a EPM.

O Brasil possui 0 maior rebanho de equinos na América Latina e encontra-se na
terceira posicdo mundial. O efetivo de equinos ¢ da ordem de oito milhdes de cabegas,
somados aos muares ¢ asininos, movimentando cerca de 7,3 bilhdes, somente com a producao
de cavalos (IBGE, 2010).

O “Complexo do Agronegocio Cavalo” envolve mais de 30 segmentos distribuidos
entre insumos, criagdo ¢ destinagdo final e é responsavel pela geragdo de 3,2 milhdes de
empregos diretos e indiretos.

A exportagdo de cavalos vivos indica numeros significativos, a expansdo alcangou
524% entre os anos de 1997 e 2009, passando de US$ 702,8 mil para US$ 4,4 milhdes. O
Brasil é o oitavo maior exportador de carne equina e os principais paises importadores sdo:
Bélgica, Holanda, Italia, Japao e Franca (MAPA, 2013).

A maior populagdo brasileira de equinos concentra-se, principalmente, nas regides
Sudeste e Nordeste. Os estados de Minas Gerais, Bahia e Rio Grande do Sul, sdo os que
possuem os maiores efetivos de equinos. O estado do Rio de Janeiro, por sua vez, ocupa a
décima sexta posi¢do com aproximadamente 114.778 cabecas (IBGE, 2011; MAPA, 2013).

Levando em consideragdo o efetivo nacional de equinos, em especial a populagdo de
cavalos no estado do Rio de Janeiro, a importancia da EPM no contexto das doengas
neurolégicas em equinos e como fator limitante na criagdo dos mesmos, a alta prevaléncia de
animais sororreagentes no pais, para S. neurona, e o fato de que, no Brasil, a neosporose € a
toxoplasmose nao sdo incluidas rotineiramente no diagnostico diferencial da EPM, justifica-se
a realizacdo deste estudo.

O objetivo deste estudo foi determinar a soroprevaléncia para S. neurona, Neospora
spp. ¢ T. gondii, em equinos da microrregido Serrana do estado do Rio de Janeiro, constituida
pelos municipios de Petropolis, Sdo José do Vale do Rio Preto e Teresopolis, além de
verificar os provaveis fatores associados a presenga desses agentes etiologicos nas
propriedades que participaram do estudo.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1. Sarcocystis neurona e a Mieloncefalite por Protozoario
2.1.1 Histoérico

Em 1970, Rooney et al. descreveram pela primeira vez uma sindrome inicialmente
nomeada de “mielite-encefalite focal”, baseada em 52 casos de doenca neurologica em
equinos do Kentucky e Pensilvdnia, com maior incidéncia em cavalos jovens Puro Sangue
Inglés (PSI), que apresentavam ataxia espinhal progressiva de um ou mais membros.

A primeira descri¢do do protozoario causador da enfermidade foi realizada em 1974
por Cushick et al. que o identificaram como 7. gondii. No mesmo ano, Beech (1974)
denominou a enfermidade de “encefalomielite protozoaria equina”. Porém, dois anos mais
tarde, a denominacdo foi modificada para “mieloencefalite protozoaria equina” (EPM) por
Mayhew et al. (1976).

Concluiu-se, na década de 90, por Dubey et al. (1991), que o parasito seria uma
espécie do género Sarcocystis, assim sendo S. neurona foi proposta para o agente etioldgico
da EPM. No mesmo ano, Davis et al. (1991) isolaram, a partir do cultivo em células
monociticas de bovinos, S. neurona de dois cavalos na Califérnia, Estados Unidos da
América (EUA), confirmando este como o agente etioldgico causador da doenga.

2.1.2 Epidemiologia

A prevaléncia da EPM depende da distribuigdo geografica dos hospedeiros definitivos,
os gambas Didelphis virginiana (FENGER et al., 1995) e Didelphis albiventris (DUBEY et
al., 2001a,b), que se limitam as Américas do Norte e Central (Figura 1) e do Sul (Figura 2),
respectivamente. Quanto maior a populacdo de gambas numa determinada area, maiores serdo
os casos da doenga (MacKAY et al., 2000).

Além de ser considerado um sério problema de satide equina nas Américas, a EPM
tem sido apontada como uma questdo emergente nos paises importadores de cavalo desse
continente (PITEL et al., 2003a). Relatos de casos da enfermidade foram descritos no
hemisfério oriental (Europa, Africa do Sul e Asia), porém, em equinos oriundos do continente
Americano (MAYHEW; GREINER, 1986; RONEN, 1992; LAM et al.,, 1999). Uma
possibilidade de cavalos fora do continente Americano se infectarem seria através da ingestdo
de alimentos contaminados com esporocistos provenientes das Américas (PITEL et al., 2002;
2003a).

Outros equideos podem ser infectados por S. neurona, porém, apenas dois relatos de
doenca clinica foram descritos, um acometendo um poénei e outro acometendo uma zebra
(DUBEY; MILLER, 1986; MARSH et al., 2000). Nao ha relatos da enfermidade em asininos
e muares (BLOOD, RADOSTITS, 2002). A baixa ocorréncia de casos em outras espécies de
equideos sugere que existam diferengas quanto a resisténcia a infecgdo por S. neurona
(DUBEY et al., 2001a).

Nas Américas casos de EPM sao relatados (BOY et al., 1990; GRANSTROM et al.,
1992; MASRI et al., 1992; FENGER et al., 1997). Estudos sorologicos apontam, de acordo
com a regido geografica, graus variaveis de exposicdo dos equinos a S. neurona e atribuem
aos diferentes fatores climaticos como sendo os responsaveis por essa variagdo. Na América
do Norte, o efeito da sazonalidade pode ser observado principalmente durante o inverno,



quando o nimero de animais sororreagentes diminui em fung@o da reducdo de esporocistos
viaveis no ambiente devido a baixa temperatura (RICKARD et al., 2001).
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Figura 1. Area de ocorréncia de Didelphis virginiana na América do Norte e
Central. De acordo com IUCN (2013).
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Figura 2. Area de ocorréncia de Didelphis albiventris na América do Sul. De
acordo com IUCN (2013).



Nos EUA a soroprevaléncia para S. neurona difere em percentuais de soropositividade
em todo o pais, como por exemplo: 33,6% no Colorado (TILLOTSON et al., 1999), 45,3% na
Pensilvania (BENTZ et al., 1997), 45% em Oregon (BLYTHE et al., 1997), 53,6% em Ohio
(SAVILLE et al., 1997), 89,2% em Oklahoma (BENTZ et al., 2003) e 6,5% no Wyoming
(DUBEY et al., 2003a).

Yeargan et al. (2013) realizaram um estudo para avaliar a exposi¢do de cavalos do
estado de Durango, México, para S. neurona. Para isso, foram produzidas proteinas
recombinantes trivalentes deste parasito (rSnSAG2/4/3) para utilizacdo no ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Anticorpos para S. neurona foram detectados em 240 (48,5%) de
495 cavalos baseados na reatividade com o antigeno recombinante rSnSAG2/4/3.

Na América Central, em especial na Costa Rica, Dangoudoubiyam et al. (2011),
encontraram um percentual de soropositividade de 42,2% nos cavalos examinados.

Na América do Sul, a sorologia determinou exposicdo em 35,6% e 35,5% dos animais
estudados no Brasil e Argentina respectivamente (DUBEY et al., 1999a,b). Hoane et al.
(2006) realizaram um estudo com equinos de diversos estados brasileiros, sob diferentes
condi¢des de manejo, onde foi verificada a presencga de anticorpos em 69,6% desses animais.

Lins et al., (2012) com o objetivo de avaliar a ocorréncia de EPM nas regides da
Campanha e do sul do Rio Grande do Sul, realizaram um levantamento retrospectivo dos
casos clinicos de equinos com sintomatologia clinica neuroldgica, no Hospital de Clinicas
Veterinaria, da Universidade Federal de Pelotas durante o periodo compreendido entre os
anos de 1996 e 2006. Foi utilizado liquido cefalorraquidiano (LCR) para pesquisa de
anticorpos contra S. neurona através do Western blot (WB). No total, foram avaliados 61
cavalos das racas PSI, Crioula, Quarto de Milha, Andaluz e sem raga definida (SRD). Foram
encontrados 23 (37,7%) animais positivos, sendo 20 deles da raga PSI (86%) e apenas trés
(14%) de outras racgas.

Enquanto soroprevaléncia aumenta com a idade do cavalo (BENTZ et al., 1997,
BLYTHE et al., 1997; SAVILLE et al., 1997, TILLOTSON ect al., 1999; BENTZ et al., 2003,
LINS et al., 2012), cavalos jovens (1-5 anos) sdo realmente mais susceptiveis ao
desenvolvimento da doenca (BOY et al., 1990; SAVILLE et al., 2000; DUBEY et al., 2001a;
COHEN et al., 2007). Nao ha preferéncia quanto ao sexo (BLYTHE et al., 1997) e parece nao
existir predile¢do por raca, apesar dos cavalos das ragas PSI, Trotadores ¢ Quarto de Milha
apresentarem os maiores percentuais dos casos quando comparadas as demais ragas
(ROONEY et al., 1970; BOY et al., 1990; FAYER et al., 1990, LINS et al., 2012). Cavalos
desportistas, de competi¢cdes ou corrida, sdo mais susceptiveis para o desenvolvimento da
EPM, pois, s@o submetidos frequentemente a treinamentos intensos e muitas das vezes
extenuantes o que por sua vez, pode levar ao comprometimento do sistema imunolégico,
aumentando o risco de desenvolvimento da enfermidade (SAVILLE et al., 2000; COHEN et
al., 2007).

Quando comparado aos resultados observados na América do Norte, o Brasil possui
poucas informagdes referentes aos fatores de risco associados com a exposicdo ao agente
etiologico e/ou o desenvolvimento da enfermidade. Na América do Norte os principais fatores
de risco para a EPM sdo: idade, cirurgia, acidentes/lesdes, parto, proximidade geografica com
areas de ocorréncia do hospedeiro definitivo, estresse com viagens e competigoes, intensidade
de exercicio e fatores sazonais, principalmente na primavera, verdo e outono quando o
namero de casos aumenta (SAVILLE et al., 1999; 2000).



2.1.3 Desenvolvimento biolégico de Sarcocystis neurona

Os gambas das espécies D. virginiana ¢ D. albiventris sdo os hospedeiros definitivos
nas Américas do Norte e Central e do Sul, respectivamente (FENGER et al., 1995; DUBEY et
al., 2001a,b) e uma variedade de outros mamiferos como hospedeiros intermediarios,
incluindo guaxinins, lince canadense, tatus, gatos, mamiferos marinhos e gambas listrados;
além do péassaro tordo negro (FENGER et al., 1995; DUBEY, HAMIR, 2000; FOREST et al.,
2000; DUBEY et al., 2001a; DUBEY et al., 2003b; MANSFIELD et al., 2008; REIMANEK
et al., 2010).

No trato intestinal do hospedeiro intermediario, os esporocistos se rompem e liberam
0s esporozoitos infectantes que, por sua vez, penetram na mucosa intestinal, sendo
disseminados pelo sistema vascular, desenvolvendo-se intracelularmente nas varias células
endoteliais dos vasos sanguineos. Os esporozoitos, apos invasdo celular, se tornam
multinucleados, transformando-se em merontes, os quais produzem numerosos merozoitos. A
célula hospedeira se rompe culminando com a liberagdo merozoitos na luz do vaso sanguineo
(KISTHARDT; LINDSAY, 1997; FURR, 2006). Nas células endoteliais, ocorre outro ciclo
de desenvolvimento, a reprodugdo assexuada produzindo uma segunda geragdo de merozoitos
que penetram nas células musculares cardiacas e esqueléticas, transformando-se em
sarcocistos (cisto muscular) que contém inimeros bradizoitos.

A infec¢do do hospedeiro definitivo ocorre pela ingestio de carne contendo
sarcocistos. Os bradizoitos provenientes dos sarcocistos penetram na lamina propria do trato
intestinal onde se desenvolvem em micro ¢ macrogametdcitos (fase sexuada). O oocisto
esporula na lamina prépria no intestino delgado do hospedeiro definitivo, produzindo dois
esporocistos, cada um contendo quatro esporozoitos. Esses esporocistos sdo normalmente
observados nas fezes do hospedeiro definitivo (KISTHARDT; LINDSAY, 1997).

Considerando o fato de que ndo foram encontrados sarcocistos de S. neurona na
musculatura de cavalos e excluindo-se a possibilidade da transmissdo desse parasito para o
hospedeiro definitivo a partir da ingestdo da musculatura desses animais, 0s equinos sdo
considerados hospedeiros terminais (MacKAY, 1997; MacKAY et al., 2000; GRANSTROM;
SAVILLE, 2000; DUBEY et al., 2001a). No entanto, Mullaney et al. (2005) demonstraram
que os cavalos podem ser considerados hospedeiros intermediarios naturais da EPM, quando
observaram a presenca de sarcocistos de S. neurona na musculatura e merontes no cérebro de
um equino positivo para EPM, que havia sido eutanasiado.

2.1.4 Patogénese

A patogénese da EPM ndo ¢ inteiramente conhecida, assim como o mecanismo de
transporte de merozoitos para o SNC dos cavalos, ndo foi completamente determinado
(MacKAY et al., 2000). Sugere-se, como sendo um possivel mecanismo de transporte, que S.
neurona ultrapasse a BHE dentro de leucécitos. Uma vez no interior dos mesmos, eles nao
somente atingem o SNC como também escapam da ag@o dos anticorpos (FURR, 2006;
LINDSAY et al., 2006).

As lesOes associadas com a EPM estdo limitadas aos tecidos que compde o SNC
(BEECH, DODD, 1974; CUSICK et al., 1974; DUBEY et al., 1974). O tronco encefalico ¢ a
area do encéfalo mais frequentemente afetada, todavia, a maioria das lesdes ¢ encontrada na
medula espinhal (DUBEY et al., 2001a). Lesoes macroscopicas sdo comumente visiveis na
substancia cinzenta da medula espinhal (MacKAY et al., 2000), assim como as lesdes
caracteristicas da infeccdo sdo facilmente identificaveis através do exame histologico
(BEECH; DODD, 1974). Sdo caracterizadas por aéreas assimétricas multifocais com

5



hemorragia e inflamagdo do tipo ndo supurativa e areas de necrose. O processo inflamatdrio
tecidual ¢ extremamente varidavel apresentando envolvimento de diversos tipos celulares,
como por exemplo: linfocitos, neutréfilos, eosindfilos (DUBEY et al., 2001a).

Uma vez no SNC, S. neurona invade neuronios e células da glia, onde acontece uma
reproducdo assexuada adicional, cujo objetivo ¢ a formagdo de merontes, apds essa etapa
ocorre a ruptura das estruturas celulares e concomitante liberagdo de mais merozoitos, onde
por sua vez cada um deles pode repetir o mesmo processo merogdonico (SIMPSON,
MAYHEW, 1980; DUBEY et al, 2001a). Merontes e merozoitos podem ser também
localizados, além de neuronios e células da glia, em células mononucleares e talvez em outras
células neuronais (MacKAY et al, 2000; DUBEY et al., 2001a).

A infec¢do associada a reagdo inflamatoéria causa alteracdo na funcdo neuroldgica
normal, podendo ser observados sinais de fraqueza, atrofia muscular e déficits proprioceptivos
(BLOOD; RADOSTITS, 2002). A progressdo da doenca pode ser afetada por diversos
fatores, incluindo o niamero de protozoarios (SOFALY et al., 2002), localizagdo e extensdo da
lesio (DUBEY et al., 2001a), tempo decorrido da infeccdo até inicio do tratamento
(SAVILLE et al., 2000), bem como fatores estressantes durante a infeccdo (SAVILLE et al.,
2001).

2.1.5 Sinais clinicos

Apesar do grande numero de equinos soropositivos, apenas a minoria desenvolve
sinais clinicos da doenca (COHEN; MacKAY, 1997; MacKAY, 1997).

A evolucdo dos sinais clinicos varia de aguda a crénica, com aparecimento insidioso
de sinais focais ou multifocais de doenga neurologica envolvendo o cérebro, tronco encefalico
ou medula espinhal (DUBEY et al.,, 2001a). Os equinos acometidos frequentemente
apresentam progressdo gradual na gravidade e abrangéncia dos sinais clinicos, incluindo
ataxia. Contudo, em alguns casos, o aparecimento gradual pode dar lugar a uma exacerbagao
subita na severidade da doenga clinica, resultando em dectbito permanente (MacKAY, 1997;
MacKAY et al., 2000; REED, 2008).

Os sinais clinicos variam em funcdo da capacidade do parasito em infectar
aleatoriamente as substancias branca e cinzenta em multiplos locais no SNC. Os primeiros
sinais clinicos da doencga sdo tropegos frequentes e claudicagdes dos membros toracicos e/ou
pélvicos que aparecem de maneira inexplicavel e que podem ser facilmente confundidos com
claudicacdo de origem musculoesquelética (REED, 2008).

Diversos segmentos da medula espinhal e/ou do encéfalo podem estar envolvidos
simultaneamente, tornando a localizacdo das lesdes um desafio (FAYER et al., 1990). De
forma geral, ataxia assimétrica (incoordenacdo) com atrofia muscular focal sdo os sinais
clinicos classicos da EPM. A assimetria é uma das caracteristicas da doenca, embora déficits
simétricos possam ser encontrados em alguns pacientes (DUBEY et al., 2001a).

Os sinais clinicos da enfermidade vao variar em funcdo da area onde se localizam os
parasitos. Por exemplo, o envolvimento do cérebro pode causar depressdo, alteracoes
comportamentais e convulsdes. Lesdes no tronco encefalico e na medula espinhal podem
causar alteragdes locomotoras, incoordenacdo causada pelo envolvimento dos tratos
ascendentes e descendentes, e uma variedade de sinais clinicos atribuidos ao dano causado
nos nucleos dos nervos cranianos (DIVERS et al., 2000).

Entre os sinais de comprometimento da substancia cinzenta pode-se destacar atrofia
muscular focal e fraqueza muscular; os danos causados a substancia branca frequentemente
resultam em ataxia e paresia dos membros. Os sinais caracteristicos de envolvimento do
cérebro e tronco encefalico incluem depressdo, desvio de cabega, paralisia facial e
dificuldades de degluticdo. Entretanto, estes sinais ndo se limitam apenas a estas areas. As
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anormalidades no padrao da marcha sdo normalmente resultado de lesdes na medula espinhal
¢ variam em gravidade conforme a localizacdo e extens@o da lesdo tecidual (MacKAY et al.,
2000; DUBEY et al., 2001a).

Em raros casos de EPM com envolvimento encefalico, os sinais clinicos podem
incluir: ptose labial, palpebral ou da orelha, inclinacdo da cabega e atrofia da lingua e dos
musculos da mastigagdo, alteracdes de comportamento, cegueira e convulsdes (FURR et al.,
2002).

De forma geral, os sinais vitais nos equinos acometidos, se mantém dentro dos padroes
de normalidade e os animais permanecem alerta e responsivos. Apesar de incomum, alguns
animais com EPM podem apresentar depressdo e também perda de peso.

O exame neuroldgico normalmente revela ataxia assimétrica, fraqueza e espasticidade
envolvendo os quatro membros. Areas de hiporeflexia, hipoalgesia ou completa perda
sensorial estdo frequentemente presentes (MacKAY et al., 2000).

2.1.6 Diagnéstico

O diagnostico clinico da EPM continua sendo uma tarefa desafiadora para os médicos
veterinarios. Contudo, salienta-se a importancia da realizagdo criteriosa do exame clinico
neurologico, juntamente com exames diagnosticos complementares associados ao historico,
localizag@o anatomica da lesdo, evolugdo do caso clinico e exclusdo de outras enfermidades, o
que fornece suporte para progredir em direcdo a um diagndstico preciso e definitivo
(MacKAY et al., 2000; FURR et al., 2002).

O primeiro teste especifico de diagnodstico para EPM por S. neurona foi o WB. Esse
detecta a presenca de anticorpos especificos contra S. neurona, tanto no soro sanguineo
quanto no LCR (GRANSTROM, 1995). Foi estimado que a sensibilidade e especificidade
deste teste, no soro sanguineo de cavalos que manifestam sintomatologia clinica neurologica,
¢ de 80% e 38%, respectivamente, enquanto no LCR estima-se que a especificidade seja de
44% (DAFT etal., 2002).

Entretanto, cabe ressaltar que a presenga de anticorpos séricos indica apenas exposi¢ado
do cavalo ao parasito, ndao indicando enfermidade ativa, ou seja, doencga clinica. De maneira
contraria ao soro, a presenca de anticorpos especificos para S. neurona no LCR significa que
0 parasito ultrapassou a barreira hematoencefalica e é sugestivo de infecg@o ativa, porém ndo
¢ definitivo. Além disso, resultados falso-positivos tém sido amplamente descritos (DUBEY
et al., 2001a; FURR, 2006).

Diversos mecanismos podem gerar resultados falso-positivos, dentre eles destaca-se a
possibilidade de contaminagdo acidental da amostra de LCR com anticorpos provenientes do
sangue do animal a ser testado, caso positivo para o parasito em questdo. Deve-se considerar
também que qualquer condicdo do SNC que cause danos a BHE ou que conduza a
hemorragia, mesmo em pequenas propor¢des, pode, também, produzir tal resultado
(ANDREWS et al., 1995).

Estas constatagoes levaram ao desenvolvimento de técnicas para quantificar e
determinar se os anticorpos presentes no LCR s3o devido a contaminagdo pelo sangue
periférico ou se foram produzidos de forma enddgena no SNC, como por exemplo, o calculo
do quociente de albumina (QA) cuja fung@o ¢ tentar determinar a integridade da BHE por
meio da avaliacdo da propor¢do de albumina encontrada no LCR em relacdo a do soro
sanguineo (ANDREWS et al., 1995). Existem parametros normais do QA encontrados no
LCR de cavalos, com isso, se a concentracdo total de albumina no LCR e/ou o QA estio
elevados, ¢ sinal de aumento da permeabilidade da BHE ou contaminagdo sanguinea acidental
da amostra (DUBEY et al., 2001a ; FURR et al., 2002; FURR et al., 2011).



Alternativa, simples e de facil execugdo ¢ a contagem do niimero de células vermelhas
do sangue presentes na amostra de LCR a ser analisada. Valores maiores do que oito
eritrocitos/uL de LCR sdo suficientes para gerar resultados falso-positivos (MILLER et al.,
1999). Nao se recomenda testar amostras liquoricas com mais do que 50 hemacias/pL.
Entretanto, um resultado negativo nesta situacao tem valor. Amostras de LCR contendo até 50
hemacias/uL. podem ser analisadas, contudo os resultados devem ser interpretados com
cautela (FURR et al., 2002). Ainda, ndo se pode desprezar a possibilidade do anticorpo sérico
circulante atravessar a BHE intacta e saudavel conduzindo a presenca de anticorpos séricos na
amostra de LCR (FURR, 2002).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), por sua vez, vem sendo utilizada com
maior frequéncia, por ser mais rapida, menos dispendiosa e trabalhosa quando comparada ao
WB (DUARTE et al., 2003, 2004). Estima-se que a sensibilidade e especificidade da RIFI na
analise do LCR de cavalos naturalmente infectados sejam de 100% e 99%, respectivamente,
quando se utiliza cinco como ponto de corte (DUARTE et al., 2006). Além disso, esta técnica
tem se mostrado bastante confidvel, mesmo quando hd contaminacgao por sangue fazendo com
que a concentragao de células vermelhas no LCR alcance 10.000 hemécias/ pL (FINNO et al.,
2007a).

Outro teste diagnostico descrito para EPM ¢ o ELISA para deteccdo de anticorpos
especificos para a proteina snSAG-1 de S. neurona. Porém, o antigeno de superficie (SAG-1)
pode apresentar uma menor sensibilidade quando comparado a outros antigenos de superficie,
como o SAG-2, 3 ¢ 4, utilizados no teste. Isso pode ser explicado pelo fato de que o SAG-1
pode estar ausente em certos isolados de S. neurona na natureza (HOANE et al., 2005a,
JOHNSON et al., 2010).

A técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ especifica para o DNA do
parasito, confirmando a presenga de S. neurona no SNC. Apesar disso, a sensibilidade da
PCR para a EPM ¢ baixa devido ao fato do DNA do parasito poder ser rapidamente destruido
pela acdo das enzimas presentes no LCR ou pela escassez de DNA no mesmo (MARSH et al.,
1996; DUBEY et al., 2001a).

Para o diagnostico post-mortem de cavalos suspeitos de EPM, a histopatologia e a
imunoistoquimica (IHQ) podem ser utilizadas. A IHQ permite localizar componentes
tissulares ou celulares mediante a utilizacdo de anticorpos especificos o que aumenta a
sensibilidade quando comparada com a histopatologia convencional (TORRES et al., 1998).

2.1.7 Diagnosticos diferenciais

A EPM pode ser confundida com outras doencas que causam alteragdes neurologicas.
Portanto, ressalta-se a necessidade da execu¢do de um completo e minucioso exame clinico e
neurolégico para excluir outras condicdes e/ou enfermidades neurologicas (FURR et al.,
2002).

Uma vez que o exame fisico ¢ concluido, a utilizagdo de exames auxiliares torna-se
uma importante ferramenta para obten¢do de informagdes adicionais. Rotineiramente, realiza-
se coleta do LCR e suas andlises, assim como radiografias das vértebras cervicais. No caso do
exame radioldgico evidenciar compressao cervical, a mielografia deve ser considerada para se
fechar diagnostico (FURR, 2006).

De forma geral, os principais diagnoésticos diferenciais da EPM sdo: a mielopatia
estendtica cervical, mieloencefalopatia degenerativa equina, mieloencefalopatia com
neurite/vasculite causada pelo Herpesvirus equino do tipo 1 e trauma. Nos casos suspeitos de
EPM que apresentam somente déficits de pares de nervos cranianos, deve-se realizar o
diagnostico diferencial de sindrome da cauda equina, doenga das bolsas guturais, otite
média/interna e outras neuropatias periféricas, como o traumatiSmo craniano com
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comprometimento somente de nervos periféricos. Por outro lado, nos equinos que apresentam
sinais cerebrais, déficits dos nervos cranianos e¢/ou ataxia, deve-se considerar as encefalites
virais, bacterianas, leucoencefalomalacea, traumatismo craniano e encefalopatia
hepatica/urémica (MacKAY et al., 2000; DUBEY et al., 2001a).

Entre outras afeccdes que podem apresentar sintomatologia semelhante a EPM pode-
se destacar: doenga do neurénio motor, neoplasias da coluna vertebral e/ou da medula
espinhal, abscessos epidurais, encefalite viral do Nilo Ocidental, malformacdes vasculares,
traumas, abscessos cerebrais, migracdo de parasitos, epilepsia, linfossarcomas, botulismo,
entre outras (MacKAY et al., 2000; DUBEY et al., 2001a).

2.1.8 Tratamento

Posteriormente ao reconhecimento dos sinais clinicos neurologicos e da confirmagdo
laboratorial, o tratamento dos equinos com EPM, deve ser realizado o mais rapidamente
possivel. O tratamento tem por objetivo, além de eliminar os protozoarios, reduzir a
quantidade de lesdes do SNC, que podem ser permanentes, ¢ no caso de danos
demasiadamente severos, talvez seja necessario realizar a eutandsia do animal (DUBEY et al.,
2001a; MORLEY et al., 2001). O tratamento, apesar de oneroso, apresenta como vantagens a
recuperagdo de 70% a 75% dos cavalos doentes (DUBEY et al., 2001a; SAVILLE et al.,
2000).

Existem diversas opcdes de tratamentos disponiveis para EPM. O tratamento mais
comumente instituido ¢ o uso de inibidores da diidrofolato redutase, como a combinagdo de
pirimetamina (1,0mg/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 ou mais, ocorrendo com isso o bloqueio
sequencial do metabolismo do acido folico nos protozoarios. Porém, S. neurona ja tem
mostrado resisténcia a pirimetamina na auséncia de sulfas (FENGER et al., 1997; LINDSAY,
DUBEY, 1999; MacKAY et al., 2000; DUBEY et al., 2001a). O tratamento deve ser realizado
enquanto o LCR for positivo no WB e/ou os animais estiverem demonstrando sinais clinicos
e, descontinuado no caso contrario. Foram observadas algumas complicagdes como diarréia,
anemia e/ou leucopenia, principalmente quando a dose da pirimetamina ¢ duplicada
(FENGER et al., 1997; DUBEY et al., 2001a).

Atualmente existem novas drogas disponiveis para o tratamento dessa enfermidade
(MacKAY, 2006). Nos equinos que ndo respondem bem ao tratamento comumente instituido,
pode-se utilizar diclazuril (5,6mg/kg, por via oral, uma vez ao dia) ou toltrazuril (10mg/kg por
via oral, uma vez ao dia), ambos pertencentes ao grupo benzeno acetonitrila, por um periodo
de no minimo 28 dias (FENGER et al., 1997, GRANSTROM et al., 1997 ). O diclazuril ¢é
absorvido rapidamente e pode ser encontrado no soro uma hora apds o tratamento. O
toltrazuril, assim como o diclazuril, ¢ um coccidiostatico, sendo amplamente utilizado em
varias espécies. Seu mecanismo de agdo consiste em desestabilizar o metabolismo do parasito
e a sua divisdo celular, apresentando alta eficacia para o tratamento de EPM, boa absorcao
oral, razoavel tempo de eliminacdo (48-72h), boa solubilidade lipidica e boa absor¢do no LCR
(FURR, KENNEDY, 2000; LINDSAY, DUBEY, 2000).

Outro farmaco anticoccidiano utilizado para o tratamento da EPM, que tem se
mostrado seguro e com resultados clinicos favoraveis, trata-se do metabolito panozuril
(toltrazuril sulfona) administrado por via oral, uma vez por dia, durante 28 dias. Estudos tanto
in vitro quanto in vivo indicam que o ponazuril ¢ eficaz contra S. neurona (LINDSAY et al.,
2000; FRANKLIN et al., 2003).

Pode-se utilizar ainda, o nitazoxanide, administrado por via oral, durante 28 dias.
Possui amplo espectro de atividade contra bactérias, protozodrios e helmintos (LINDSAY et
al., 1998; MacKAY et al.,, 2000), incluindo a flora bacteriana natural do sistema
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gastrointestinal do cavalo. Por este motivo, cavalos tratados com esse farmaco devem ser
monitorados, pois o nitazoxanide pode provocar efeitos colaterais, como por exemplo, os de
origem gastrointestinal (MacKAY et al., 2000; JOHNSON, 2011). A dose sugerida para o
inicio do tratamento ¢ de 25mg/kg/dia durante os sete primeiros dias, aumentando para
50mg/kg/dia, totalizando 30 dias de tratamento (McCLURE, PALMA, 1999; DUBEY et al.,
2001a). O nitazoxanide ¢ bem absorvido pelo trato gastrointestinal dos equinos, rapidamente
disponibilizado aos tecidos e foi demonstrada sua eficacia em normalizar ou melhorar
substancialmente o estado neuroldgico de cavalos afetados pela EPM (McCLURE; PALMA,
1999; VATISTAS et al., 1999).

Em alguns casos, terapias adicionais sdo recomendadas para reduzir a inflamagdo e
minimizar os danos causados ao SNC (MacKAY, 1997). A terapia anti-inflamatoria ¢
indicada e pode-se fazer uso da fenilbutazona ou flunixina meglumina (1,1mg/Kg, por via
intravenosa, duas vezes ao dia) por trés a sete dias, assim como a adigdo de DMSO 1g/kg em
10% de solugdo (por via intravenosa ou por via oral) (FENGER et al., 1997; MacKAY et al.,
2000). O uso excessivo de corticoesterdides em equinos com suspeita de EPM pode agravar o
quadro clinico. Entretanto, uma ou duas doses de corticoesterdides podem ser administradas
para ajudar a reduzir os efeitos da inflamagdo em casos onde hd rapida progressio da
sintomatologia clinica (DUBEY et al., 2001a), associados a medicagdo antiprotozoaria.

A imunossupressdao ¢ fundamental para permitir que a infec¢do subclinica por S.
neurona evolua para a forma clinica. Visando manter a imunomodulagdo positiva,
estimulantes do sistema imunologico sdo indicados para cavalos com EPM (MacKAY, 2006).

Recomenda-se como tratamento suplementar a vitamina E, cujo objetivo € prevenir
novos danos oxidativos no SNC e promover a cura, o acido fdlico e a tiamina. Todavia, foi
demonstrado que além do tratamento suplementar mencionado, a sulfadiazina assim como a
pirimetamina, também ndo sdo aconselhaveis no caso de fémeas gestantes, devido ao risco de
deformidades congénitas e/ou abortamento (FENGER et al, 1997; MacKAY, 1997;
DUBEY et al., 2001a; MacKAY, 2006). Em equinos, a administracdo de acido f6lico
apresenta dois problemas em potencial, primeiro que o acido folico ¢ pobremente absorvido
no trato intestinal e segundo que a conversdo do folato para a forma ativa de tetrahidrofolato
requer dihidrofolato redutase, que ¢ inibida pelas drogas administradas durante o tratamento
(DUBEY et al., 2001a).

Além dos protocolos convencionais utilizados para o tratamento da EPM, a institui¢ao
do tratamento fisioterapéutico e da acupuntura, tem mostrado ser benéfico no
restabelecimento dos equinos acometidos por esta enfermidade. Uma vez que, se observa um
progresso muito mais rapido devido aos estimulos gerados e com isso a uma maior
neuroplasticidade, resultando na diminuicdo do grau de incoordenagdo desses animais, na
recuperacdo da propriocepcao, da fungdo motora normal e no desenvolvimento de musculos
atrofiados (STELMANN; AMORIM, 2010).

2.1.9 Prognéstico

O prognodstico de um cavalo diagnosticado com EPM depende da gravidade da
sintomatologia clinica neuroldgica, assim como da resposta ao tratamento instituido
(SAVILLE et al., 2000).

Com base nos estudos de eficacia de drogas e na experiéncia clinica ¢ razoavel esperar
que aproximadamente 60% dos cavalos, com grau moderado ou gravemente afetado, irdo
melhorar pelo menos um grau apos tratamento. Apenas 10% a 20% dos cavalos irdo se
recuperar completamente e de 10% a 20% dos cavalos tratados sofrerdo pelo menos uma
recaida. O prognoéstico para os cavalos levemente afetados € consideravelmente melhor,
principalmente se o tratamento ¢ iniciado imediatamente. Nestes casos pode-se esperar que,
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em média, pelo menos 80% dos cavalos tenham melhora e que ¢ 50% deles se recuperem
completamente, com baixa possibilidade de recidiva (MacKAY, 2006).

Cavalos tratados anteriormente sdo mais propensos a se recuperar completamente
(SAVILLE et al., 2000). Cavalos tratados sdo dez vezes mais propensos a melhorar do que os
cavalos deixados sem tratamento (MacKAY et al., 2000). Dentro de trés anos, apds a
interrupgdo do tratamento, estima-se que ocorra uma recaida em 10% dos cavalos (MacKAY,
2008).

2.1.10 Prevencio

A entrada de gambas nas propriedades rurais ¢ inevitavel. Porém, deve-se impedir que
os mesmos tenham acesso aos alimentos, haja vista que os gambas sdo onivoros, € agua
fornecida aos cavalos (SAVILLE et al., 2002). Os graos fornecidos na alimentacdo desses
animais devem ser conservados em recipientes fechados, ndo servindo como fonte de
alimentagdo, bem como o feno, que deve ser conservado em local adequado ¢ livre da
presenga de gambas. Deve-se controlar também a populagdo insetos e aves dentro das baias
dos animais (MacKAY et al., 2000; MacKAY, 2003,2006).

Manter a pastagem livre de animais mortos ¢ um método simples e muito vantajoso,
pelo fato de ser eficaz na interrupgdo do ciclo de vida de S. neurona. Entretanto, mesmo com
todos os cuidados, cabe ressaltar que a pastagem continua exposta a presenga de esporocistos
de S. neurona (SAVILLE et al., 2002).

Uma vacina a partir de merozoitos mortos de S. neurona foi produzida e o seu
protocolo vacinal constituia-se em duas aplicagdes com intervalo de 21 dias, seguida por
reforgos anuais. Como havia poucos dados que comprovavam a eficdcia da vacina em
prevenir a EPM (MARSH et al., 2004), em 2009 a mesma foi retirada do mercado.

Outra maneira proposta para a prevencdo da EPM, seria o uso diario de medicamentos
antiprotozoarios (DUBEY et al., 2001a; SAVILLE et al, 2002), como o diclauzuril e
panozuril que sdo drogas comumente utilizadas no tratamento da doenga (DUBEY et al.,
2001a; MacKAY, 2003). Entretanto, discute-se a viabilidade do tratamento em relagdo ao seu
custo, assim como ndo se sabe como a administracdo terapéutica dessas drogas poderia afetar
a resposta imunoldgica natural do cavalo contra S. neurona (MACKAY, 2006). Outra
alternativa seria a administracdo do ponazuril, 20mg/kg a cada sete dias ou durante periodos
de estresse, por mostrar resultados significativos na redug@o de anticorpos para S. neurona no
LCR de cavalos infectados (FURR et al., 2006; MacKAY, 2008).

2.2 O género Neospora e a Neosporose em Equinos
2.2.1 Histérico

Dubey e Porterfield (1990) assinalaram a presenga de taquizoitos de N. caninum no
pulmao de um feto equino abortado, através da técnica da IHQ. Trata-se do primeiro relato da
infeccdo por esse agente etiologico na espécie equina. Os achados desse estudo também
permitiram demonstrar a ocorréncia da transmissdo vertical de N. caninum, bem como, indicar
a sua relagdo com distarbios reprodutivos, principalmente o abortamento.

Anos mais tarde, Gray et al. (1996) descreveram a neosporose visceral em uma égua
com dez anos de idade que tinha perda de peso e anemia. As lesdes foram encontradas nos
linfonodos mesentéricos e intestino delgado e somente os estadios de taquizoitos de N.
caninum foram observados, ao utilizar a técnica de IHQ, na lamina prépria e submucosa do
intestino delgado. Provavelmente esse animal estava imunossuprimido facilitando assim o
desenvolvimento mais rapido e acentuado da enfermidade, bem como sua manifestacdo
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incomum. A localizagdo das lesdes indicava a possibilidade de uma recente infec¢@o por via
oral, ¢ com a administragdo de drogas imunossupressoras como a dexametasona, instituidas
na tentativa de se corrigir a perda de peso e anemia de causa desconhecida, tenha contribuido
para o desenvolvimento do processo infeccioso. Esse seria o unico relatado de neosporose
associado a enterite.

No mesmo ano, Daft et al. (1996) diagnosticaram neosporose, apds exame
necroscopico, em uma égua de 19 anos com historico de paralisia dos membros posteriores,
disfagia e comportamento anormal. Taquizoitos de N. caninum foram observados através da
IHQ no cérebro, medula espinhal e nervos periféricos. Cistos teciduais contendo bradizoitos
foram observados em secc¢des dos nervos periféricos indicando com isso que a infeccdo nao
era recente. A égua também apresentava sinais da doenga de Cushing que pode ter sido a
causa da reativacao da infeccdo latente por este agente etiologico.

O primeiro caso de neosporose equina neonatal, por N. caninum, foi descrito em um
potro da raca Quarto de Milha. A THQ revelou cistos teciduais no tdlamo, hipotalamo, cérebro
¢ ao redor da musculatura ocular. Lesdes também foram observadas no bago, figado,
linfonodos mesentéricos e coragdo, entretanto, os parasitos ndo foram encontrados. O potro
manifestava sinais neurologicos e distirbios visuais desde o nascimento e, por isso, a infecgdo
foi considerada por Lindsay et al. (1996) como congénita.

Em 1998, uma nova espécie de Neospora foi observada em um equino da raga Quarto
de Milha de 11 anos de idade, que tinha incoordena¢do moderada ha meses e, repentinamente,
desenvolveu incontinéncia e severa incoordenacdo. O animal apresentou positividade no LCR
para S. neurona pela técnica de WB, porém, ao exame microscopico de tecidos cerebrais e
medula espinhal, o parasito identificado era do género Neospora. Esta nova espécie foi
denominada de N. hughesi, devido as diferencas estruturais e moleculares em relagdo a
espécie ja conhecida, N. caninum (MARSH et al., 1998).

Também em 1998, Hamir et al. encontraram taquizoitos de N. caninum no cérebro e
medula espinhal em um cavalo de 20 anos que apresentava severa ataxia. O cavalo foi
positivo no LCR pela técnica de WB para S. neurona, mas foi negativo pela técnica da PCR
utilizando primers ou iniciadores especificos para esse parasito. A microscopia ¢ a IHQ
revelaram grandes grupos de taquizoitos de N. caninum associados a areas de inflamagao.
Situacdo que deixa duvida ou a possibilidade de haver lesdes associadas a ambos os agentes
etiologicos indicados no artigo em questao.

No ano seguinte, Cheadle et al. (1999) ao diagnosticar a neosporose em um
cavalo da raga Quarto de Milha de 13 anos de idade, descreveram como sinais clinicos ataxia
e fraqueza dos membros posteriores ha cinco meses. Ao submeter amostras de LCR desse
animal a técnica de WB, observaram que o mesmo era negativo para S. neurona e positivo
para Neospora, sendo assim, identificados mais tarde como N. hughesi, com base no perfil do
WB e da auséncia de reacdo com o anticorpo monoclonal 6C11 especifico para o antigeno
SAGI1 de N. caninum.

2.2.2 Epidemiologia

O diagnostico em animais infectados por espécies do género Neospora € a chave para
o entendimento da epidemiologia dessa enfermidade (HEMPHILL et al., 2000).

Tem-se observado o aumento de hospedeiros de N. caninum na fauna silvestre o que,
por sua vez, torna-se um entrave no controle da transmissdo deste parasito para os animais
domésticos, uma vez que algumas espécies de animais silvestres dividem o mesmo ambiente
com os domésticos (GONDIM, 2006; DUBEY et al., 2007). Costa et al. (2008) detectaram N.
caninum em galinhas, conferindo uma distribuicdo ainda mais ampla desse coccidio,
assumindo, possivelmente, importancia epidemiologica por serem consumidas a nivel
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mundial por diferentes espécies animais. Cades que ingeriram ovos embrionados de galinha
infectados experimentalmente com N. caninum eliminaram oocistos nas fezes, indicando com
isso a participagdo dessas aves na transmissao desse agente etioldgico, como também abrindo
possibilidades para outras espécies de aves assumirem a mesma fungdo (GONDIM, 2006;
FURUTA et al., 2007) na cadeia epidemiologica da neosporose. Algumas espécies de animais
marinhos também foram reportadas sendo exposta a infeccdo por N. caninum (DUBEY et al.,
2003b).

Outras vias, em potencial para infeccdo de N. caninum, devem ser consideradas.
Alguns estudos como os de Ortega-Mora et al. (2003) e Serrano-Martinez et al. (2007) t€m
demonstrado a presenca de DNA de N. caninum no s€men de touros da raca Holstein-Friesian
sororreagentes para esse agente, assim como, demonstrando que s€émen bovino contaminado
experimentalmente com taquizoitos de N. caninum induziu infec¢do nas novilhas e vacas
inseminadas. Outro estudo tem apontado a possibilidade da transmissao do parasito através da
ingestdo do colostro, haja vista que N. caninum foi encontrado no leite de vacas
sororreagentes (MOSKWA et al., 2007).

As duas espécies conhecidas que compdem o género Neospora, N. caninum ¢ N.
hughesi, foram identificadas infectando cavalos. Contudo, na maioria dos casos, assinala-se
N. hughesi como agente etiologico responsavel pela doenca neurologica em equinos
(LINDSAY, 2001). Embora a neosporose causada por N. caninum seja considerada uma
importante doenca que acomete o bovino e cdes de todo o mundo, pouco se sabe quanto a
patogenicidade e a infeccdo transplacentarias em equinos (PITEL et al., 2003b).

Nos EUA, Dubey et al. (1999c¢) ao realizar o primeiro levantamento soroldgico para N.
caninum em equinos destinados ao abate, pelo teste de aglutinacdo para Neospora (NAT)
onde foram analisadas 296 amostras de soro sanguineo. O resultado revelou 23,3% de
positividade (69/296) entre os animais amostrados.

No mesmo ano, porém no Alabama, Cheadle et al. (1999) pesquisaram anticorpos
contra Neospora sp. no soro sanguineo de 536 equinos submetidos ao exame de anemia
infecciosa equina e encontraram um grau de positividade de 11,5% (62/536) nas amostras
avaliadas por meio da RIFI.

Vardeleon et al. (2001) analisaram 208 amostras séricas de equinos provenientes de
cinco regides geograficas distintas, a citar: California, Florida, Missouri, Montana ¢ Nova
Zelandia, utilizando a RIFI e immunoblotting. Dos 208 equinos testados, 36 (17%) foram
soropositivos para N. hughesi pela RIFI e desses, apenas quatro (11%) tiveram reatividade
pelo immunoblotting contra N. hughesi. De forma geral, esse estudo aponta que apenas 2% de
todos os cavalos testados tiveram anticorpos contra Neospora através do immunoblotting
utilizado nesse estudo.

No ano de 2003, Dubey et al. (2003a) encontraram 31,1% de soroprevaléncia a N.
caninum quando se utilizou o NAT em 276 cavalos selvagens da regido central no Wyoming,
EUA.

Em 2007 na Califoérnia, trés casos de EPM associados a N. hughesi foram relatados.
Dentre eles, um equino da raga Apallosa de 24 anos e um quarto de milha de 16 anos, ambos
machos e uma potra de quatro meses da raca Percheron que manifestavam sintomatologia
clinica neurolégica. Todos foram sororreagentes para N. hughesi através da RIFI utilizando-se
640 como titulo para ponto de corte (FINNO et al., 2007b).

Nao havia confirmag@o de casos de EPM causadas pelas espécies de Neospora fora
dos EUA. Contudo, foi diagnosticado EPM por N. hughesi em um cavalo canadense de dez
anos de idade que apresentava entre outros sinais clinicos, ataxia como manifestacio
neuroldgica. As técnicas empregadas para o diagndstico foram a IHQ e a PCR (WOBESER et
al., 2009).

13



Em 2010 deu entrada na Universidade da California em Davis, nos EUA uma mula de
23 anos de idade com historico de anormalidade ocular e posteriormente apresentacdo de
manifestagdo neuroldgica caracterizada por paralisia do nervo facial direito, extensa area de
atrofia muscular simétrica na regido dos gliteos e ataxia assimétrica dos membros pélvicos.
Ap6s realizacdo do exame neurologico foi determinada a localizacdo neuroanatomica da lesdo
com o envolvimento multifocal do tronco encefalico. Foram realizados testes da RIFI em
amostras séricas e liquoricas, determinando-se a presenca de anticorpos contra N. hughesi em
ambas as amostras. Trata-se assim do primeiro caso de EPM por N. hughesi associado ao
estrabismo, defeitos oculo-motores e enoftalmia em equideos. Esse estudo ressaltou a
possibilidade de doenga concomitante com a EPM associada a N. hughesi e a doenca do
neur6nio motor em equinos, demonstrando anormalidades dos nervos cranianos, que se
pronuncia com atrofia muscular simétrica, anormalidades assimétricas da marcha e retinopatia
pigmentar (FINNO et al., 2010).

Yeargan et al. (2013) realizaram um estudo para avaliar a exposi¢do de cavalos do
estado de Durango, México para N. hughesi. Para isso, foi produzido proteina recombinante
de N. hughesi ({rNhSAGI) para utilizagdo no ELISA. Anticorpos contra o parasito foram
detectados em uma pequena proporcao desses cavalos. Apenas 15 (3,0%) dos 495 equinos
testados mostraram-se positivos com a técnica utilizada.

Na América do Sul, N. hughesi ainda nao foi isolada e, na maioria dos estudos de
soroprevaléncia e de diagnostico soroldgico, taquizoitos de N. caninum sdo utilizados como
antigenos, nao sendo possivel, portanto, a diferenciagdo das espécies de Neospora que estao
infectando os equinos, devido a existéncia de reagdo cruzada entre as duas espécies (DUBEY
et al., 1999a,b; PATITUCCI et al., 2004).

Dubey et al. (1999b) ao avaliar a prevaléncia de anticorpos contra N. caninum no soro
sanguineo de 76 equinos na Argentina, obtiveram 0% (0/76) de positividade pelo NAT. No
Chile, apesar de n3o haver evidéncias de infeccdo em equinos por Neospora, uma alta
frequéncia de anticorpos anti-N. caninum (47/145 — 32%) foi observada por Patittuci et al.
(2004) ao submeterem o soro sanguineo de 145 equinos ao NAT.

A verdadeira prevaléncia da infeccdo por Neospora spp. em cavalos no Brasil ¢
desconhecida, porém, estudos sorologicos tem sido realizados mais frequentemente. Em 1999,
Dubey et al. (1999a) pesquisaram anticorpos contra N. caninum no soro sanguineo de 101
cavalos oriundos de um centro de treinamento no Rio de Janeiro, do Jockey Club de Sao
Paulo e de um haras no Rio Grande do Sul. Nenhum dos equinos submetidos ao estudo foi
reagente pelo NAT (0/101 — 0%). Apesar disso, a prevaléncia de Neospora sp. observada em
éguas e potros pré-colostrais no estado do Parand foi de 30% a 47% e 22,2%,
respectivamente, através da RIFI (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006a).

Em outro estudo realizado com equinos oriundos de diversos estados brasileiros,
dentre eles: Sdo Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Parana, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Rondonia e Bahia, sob diferentes condigdoes de manejo,
foi verificada a presenga de anticorpos anti-NhSAG1 de N. hughesi em 2,5% (24/961) das
amostras analisadas por meio do ensaio imunoenzimatico (ELISA) (HOANE et al., 2006).

Um estudo sobre a associagdo entre a presenca de soro contra Neospora spp. € perda
fetal foi realizado utilizando a técnica da RIFI, em 1106 equinos oriundos de diferentes
municipios do estado de Sdo Paulo. A frequéncia de anticorpos contra Neospora spp. em
todos os cavalos foi de 10,3% de soropositividade (114/1106). Neste estudo foram utilizados
dois grupos, sendo um deles com éguas que apresentavam historico de distarbios
reprodutivos, assim como de machos que apresentavam contato direto com éguas que
apresentavam sinais de doenca reprodutiva e o outro com animais declarados sadios. Entre os
animais que pertenciam ao primeiro grupo mencionado, 15,4% (77/500) foram reagentes,
enquanto 6,1% (37/606) dos equinos que pertenciam ao grupo dos animas sadios mostraram-
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se positivos pela mesma técnica. Esse estudo sugere fortemente a associag@o entre a infec¢ao
por Neospora spp. e disturbios reprodutivos nessa espécie (VILLALOBOS et al., 20006).

Da mesma forma, Toscan et al. (2010) avaliaram a ocorréncia da infec¢do por
Neospora spp. em uma populacdo de 116 éguas da raga Crioula em idade reprodutiva,
independente de historico de problemas reprodutivos ou neuroldgicos, com o objetivo de
demonstrar a associagdo entre o status sorologico desses animais com os de suas crias. Para
isso, foram coletadas amostras sanguineas dos potros de éguas sabidamente positivas para
Neospora e de outras sorologicamente negativas, totalizando 24 amostras. A técnica
empregada foi a RIFI. Como resultado, encontrou-se 13,8% (16/116) de soropositividade
entre as éguas em idade reprodutiva do haras. Foi observado um resultado altamente positivo
entre o status sorologico das éguas e os de suas crias, encontrando-se um percentual de
soropositividade de 8,3% (1/12) nos descendentes das éguas soronegativas e de 66,7% (8/12)
nos potros de éguas sabidamente soropositivas. Estes dados revelam que as crias de éguas
soropositivas apresentam maior indice de soropositividade em relagdo as crias de éguas
soronegativas, provavelmente pela ocorréncia da infecc¢do transplacentaria.

Stelmann et al. (2011a) utilizando 26 amostras de soro sanguineo e de LCR de equinos
com historico de ataxia, pertencentes ao estado de Sdo Paulo, verificaram através da RIFI um
percentual de soroprevaléncia de 57,6% (15/26) para Neospora spp., enquanto nas amostras
liquéricas nao houve positividade.

Toscan et al. (2011) utilizaram 214 amostras de soro sanguineo, dos quais 91 animais
eram cavalos de carroga ¢ 123 cavalos da raga Crioula, todos os animais eram provenientes da
regido central do Rio Grande do Sul. Foram encontradas, através da RIFI, frequéncias de
anticorpos contra Neospora spp. de 15,9% (34/214) na populagdo total de equinos testados,
15,4% (14/91) nos cavalos carroceiros e de 16,3% (20/123) nos cavalos da raga Crioula. Por
meio dos resultados encontrados, este estudo sugere que a infecgcdo pelas espécies do género
Neospora esta presente igualmente em todas as populagdes de cavalos estudadas.

Também no Rio Grande do Sul, em especial no municipio de Santa Maria, Sangioni et
al. (2011) encontraram 15,4% (14/91) de soropositividade contra Neospora spp., adotando-se
a RIFI para analise das amostras de soro sanguineo dos equinos de tragdo que participaram do
estudo.

Com o objetivo de estabelecer a melhor dilui¢do do soro sanguineo para ser utilizado
na RIFI para avaliacdo da frequéncia de anticorpos contra Neospora spp. em amostras de
potros desprovidos de colostro, foram utilizados amostras de sangue de 203 neonatos
oriundos de Bagé- RS. As amostras foram testadas em diferentes diluigdes, 1:16 e 1:50. Das
203 amostras, 25,1% (51/203) foram positivas quando a diluicdo era 1:16 e 9,9% (20/203)
quando era 1:50. Este estudo mostra que em potros pré-colostrais a melhor diluicdo a ser
testada € a 1:16, pois apresenta maior sensibilidade com a técnica empregada, reduzindo
assim a frequéncia de falso-negativos (PIVOTO et al., 2012).

Em um estudo mais recente utilizando cavalos carroceiros da regido metropolitana de
Curitiba- PR demonstrou através da RIFI que dos 97 equinos testados, 14,4% (14/97) eram
positivos para Neospora sp. Este estudo aponta que cavalos carroceiros sdo mais susceptiveis
a exposi¢do de fezes de cdo contendo oocistos de Neospora sp. em ambientes urbanos e que
uma menor ocorréncia da enfermidade em caes nessas areas pode ter um impacto negativo
sobre o risco de infec¢do nesses cavalos (VILLALOBOS et al., 2012).

De forma geral, os trabalhos de soroprevaléncia indicam que os equinos das Américas
do Norte e do Sul sdo pouco infectados pelas espécies do género Neospora (HOANE et al.,
2005b, 2006). Sendo assim, mais informagdes sdo necessarias para se esclarecer o papel de
ambas as espécies de Neospora na epidemiologia dessa infecgdo em equinos (LOCATELLI-
DITTRICH et al., 2006b).
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Na América Central, em especial na Costa Rica, em um estudo realizado por
Dangoudoubiyam et al. (2011), amostras de soro sanguineo de 315 equinos foram analisadas
com o objetivo de verificar a presenca de anticorpos contra Neospora spp. utilizando antigeno
de superficie NhnSAGI através do ELISA. Os anticorpos foram encontrados em apenas 3,5%
dos 315 cavalos examinados.

Fora do continente americano, estudos demonstraram a presenga de anticorpos anti-
Neospora em equinos da Arabia Saudita, Suécia, Coréia do Sul, Turquia, Israel, Republica
Checa, Italia, Ird e Franca encontrando 10%, 1%, 2%, 9,3%, 11,9%, 24%, 28%, 30 a 32%,
50% e 23% de soroprevaléncia, respectivamente (PITEL et al., 2001; GUPTA et al., 2002;
CIARAMELLA et al., 2004; JAKUBEK et al., 2006; KIGLER et al., 2007; KILBAS et al.,
2008; BARTOVA et al, 2010; HOSSEINI et al., 2011; MORAVEII et al, 2011;
ABDULLAH, ALYOUSIF MOHAMED, 2013).

2.2.3 Particularidades moleculares das espécies de Neospora

Como as duas espécies do género Neospora compartilham os mesmos antigenos de
superficie (MARSH et al., 1996; BIORKMAN, UGGLA, 1999; VARDELEON et al., 2001),
os testes sorologicos tradicionalmente empregados, como o ensaio ELISA, a RIFI ¢ a
soroaglutinacdo, ndo sdo capazes de diferenciar N. caninum de N. hughesi (WALSH et al.,
2000), sendo comum a ocorréncia de reacdo cruzada entre essas espécies durante a aplicagao
destes testes (WALSH et al., 2000; PACKHAM et al., 2002). Contudo, a amplificagdo dos
genes das proteinas exclusivas de Neospora GRA6 ¢ GRA7 (proteinas granulares liberadas
apos a infecgdo e ruptura da célula hospedeira) das espécies N. caninum e N. hughesi forneceu
ferramentas para o desenvolvimento de anticorpos capazes de diferenciar estas duas espécies
(WALSH et al. 2001).

De acordo com estudos moleculares realizados com a espécie N. hughesi, ndo existem
diferengas entre as sequéncias do gene da pequena subunidade ribossomal do RNA de N.
hughesi e N. caninum. Entretanto, ao comparar a regido ITS-1 (primeiro espaco transcrito
interno) do DNA desses coccidios foi observada diferenca entre a sequéncia dos nucleotideos
de N. hughesi e N. caninum, revelando 98% de similaridade entre as espécies (MARSH et al.,
1998).

Os antigenos de superficie SAG1 e SRS2 dos taquizoitos das espécies de Neospora
sdo imunodominantes. Estudos revelaram que 94% da sequéncia de aminoacidos que
compdem o SAGI1 na espécie N. hughesi ¢ idéntica a sequéncia apresentada pelo SAGI1 da
espécie N. caninum, enquanto 91% da sequéncia de aminoacidos que compdem o SRS2 na
espécie N. hughesi € idéntica a sequéncia apresentada pelo SRS2 da espécie N. caninum
(MARSH et al., 1999).

2.2.4 Desenvolvimento biologico das espécies do género Neospora
2.2.4.1 Neospora caninum

Durante o seu ciclo de vida, N. caninum assume a forma das seguintes fases
evolutivas: taquizoitos, cistos contendo bradizoitos e oocistos contendo esporozoitos
(McALLISTER et al., 1998).

Foram comprovados, como hospedeiros intermediarios desta espécie: cdo, bovino,
ovino, raposa, guaxinin, antilope, equino, bufalo, cervideos, lhama, alpaca, rato marrom,
camundongo, rinoceronte, cabra e urso pardo (WOODS et al., 1994; DUBEY et al, 1996a,b;
KOYAMA et al., 2001; PETERS et al., 2001a; GONDIM et al., 2001; ALMERIA et al.,
2002; WILLIAMS et al., 2002; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003, 2004; HUANG et al.,
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2004; RODRIGUES et al., 2004; DUBEY et al., 2004; SERRANO-MARTINEZ et al., 2004;
SOLDATI et al., 2004; LEMBERGER et al., 2005; VIANNA et al., 2005; HUGHES et al,
2006; COBADIOVA et al., 2013).

Os hospedeiros definitivos reconhecidos sdo: cdo, coiote, dingo australiano e lobo
cinzento (McALLISTER et al., 1998; BASSO et al., 2001; GONDIM et al., 2004, KING et
al., 2010, DUBEY etal., 2011).

Quando o seu nucleo esta em posicdo central ou terminal, os taquizoitos apresentam
formato ovoide, redondo ou em meia-lua. Logo apés o contato com a célula hospedeira, os
taquizoitos penetram ativamente na célula, tornam-se intracelulares e ficam alojados no
vacuolo parasitoforo ou no citoplasma celular. Sua multiplicacdo ocorre rapidamente por
endodiogenia (DUBEY, LINDSAY, 1996).

Os bradizoitos representam a fase de multiplicacdo lenta e encontram-se em grande
nimero dentro de cistos teciduais (ANDREOTTI et al., 2003). Pensa-se que os taquizoitos
penetram nas células e se diferenciam em bradizoitos, provavelmente devido a uma alta na
imunidade e outros fatores fisiologicos, podendo, posteriormente, formar cistos teciduais.
Estes cistos podem permanecer no hospedeiro por varios anos sem causar qualquer
manifestagdo clinica (DAFT et al., 1996; LINDSAY et al., 1996; PETERS et al., 2001b).

Ao ingerirem os cistos de N. caninum os hospedeiros definitivos eliminam nas fezes
oocistos ndo esporulados apresentando um esporonte ou esporoblasto central. Estes oocistos
ndo sdo infectantes. Somente no meio ambiente ocorre a esporulagdo, quando sdo formados
dois esporocistos, com quatro esporozoitos em cada um (McALLISTER et al., 1998;
LINDSAY et al., 1999; SCHARES et al., 2001; DUBEY et al., 2002).

Mesmo conhecendo seu hospedeiro definitivo, ainda ndo estd claro como os equinos
se infectam com N. caninum (MARSH et al., 1998; McALLISTER et al., 1998; GONDIM et
al., 2004; HOANE et al., 2006).

De forma geral, a agressio celular e a ocorréncia da doengca dependem,
necessariamente, da capacidade de penetragdo e multiplicagdo dos taquizoitos nas células
hospedeiras, assim como a inibicdo da sua multiplicagdo depende do status imune do
hospedeiro (BUXTON et al., 2002).

2.2.4.2 Neospora hughesi

Ao contrario de N. caninum, informagdes a respeito da biologia do N. hughesi sdo
extremamente escassas. Sabidamente, N. hughesi assume apenas a forma das seguintes fases
evolutivas: taquizoitos e os cistos teciduais contendo os bradizoitos (DUBEY et al., 2001c¢).

A semelhangca de N. caninum, os taquizoitos também s3o a forma infectante,
penetrando ativamente na célula do hospedeiro vertebrado, onde se multiplicam por
endodiogenia. Os taquizoitos de N. hughesi também podem se diferenciar em bradizoitos que,
por sua vez, podem formar cistos teciduais (DUBEY et al., 2001c; PETERS et al., 2001b).

Estudos realizados anteriormente ndo conseguiram comprovar a presenca de oocistos
de N. hughesi nas fezes de cdes que ingeriram tecidos infectados de camundongos (WALSH
et al., 2000), ndo havendo certeza quanto ao hospedeiro intermediario, além de equinos, para
esta espécie de Neospora (HOANE et al. 2006). O hospedeiro definitivo para N. hughesi
também ndo foi identificado, portanto, permanece incerta a forma de exposi¢do dos cavalos a
este coccidio (DUBEY, 2003; HOANE et al., 2006). Acredita-se que a infeccdo nos cavalos
ocorra através da ingestdo de oocistos esporulados presentes as fezes do hospedeiro definitivo.
O periodo de incubacdo da doenga através da ingestdo de oocistos de N. hughesi ndo foi
estabelecido (WOBESER et al.; 2009).

Além dos cavalos, ndo ha relatos de doengas clinicas causadas por N. hughesi em
outras espécies animais (DUBEY, 2003).
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2.2.5 Vias de infeccdo e patogénese das espécies do género Neospora

Os mecanismos de infeccdo de N. caninum sdo a transmissdo congénita ou via
transplacentaria (vertical) e a infec¢do pos-natal (horizontal) (McALLISTER et al., 1998;
DIJKSTRA et al., 2001), ambas ja relatadas na espécie equina (ANDERSON et al., 2000;
LOCATELLI-DITTRICH, 2002).

A transmissdo horizontal de N. caninum para os hospedeiros intermediarios ocorre
apos a ingestdo de oocistos esporulados presentes no ambiente, enquanto que a transmissao
vertical se da pela invasdo do parasito nas células uterinas. A reativagdo de uma infec¢do
latente ¢ possivel e pode originar taquizoitos (ANDREOTTI et al., 2003).

A infeccdo congénita por N. caninum ja foi assinalada em fetos de equinos € em um
potro com um més de idade com cegueira congénita (DUBEY, PORTERFIELD, 1990;
LINDSAY et al., 1996; PRONOST et al., 1999; PITEL et al., 2003b). Anticorpos anti—N.
caninum foram encontrados em amostras séricas pré-colostrais de potros clinicamente sadios,
indicando que o parasito foi transmitido verticalmente (LOCATELLI-DITTRICH, et al.,
2006a). Da mesma forma, Pusterla et al. (2011) evidenciaram a transmissdo endogena, via
transplacentaria, de N. hughesi. Haja vista que a placenta das éguas ¢ do tipo epitélio corial
difusa, ndo permitindo a transferéncia de imunoglobulinas (Ig) maternas ao feto (LeBLANC,
1990). Desta forma, a presenca de IgG no soro de potros recém-nascidos, antes da ingestdao do
colostro, ¢ indicativa da exposi¢do intra-uterina ao antigeno ap6s o 180° dia de gestacdo
(COOK et al., 2001).

Para sobreviver, proliferar ¢ completar seu ciclo de vida, N. caninum deve penetrar
numa célula hospedeira viavel, pois, assim como outros parasitos do filo Apicomplexa, N.
caninum ¢ um protozodrio intracelular obrigatorio. A invasdo da célula hospedeira
compreende dois eventos distintos: adesdo a superficie celular e o processo de entrada na
célula (HEMPHIL, GOTTSTEIN, 1996).

Taquizoitos de N. caninum tém sido encontrados numa variedade de tecidos e tipos
celulares de animais infectados, ndo apresentando predile¢do por nenhum tipo celular
especifico. Podem infectar células nervosas, macrofagos, fibroblastos, células endoteliais,
miocitos, células epiteliais dos tibulos renais e hepatocitos (HEMPHILL et al., 1999;
ANDREOTTI et al., 2003). Estudos em equinos acometidos por neosporose assinalaram a
presenga de taquizoitos de N. caninum no intestino delgado, cérebro, corddao espinhal, nervos
periféricos de fetos abortados (DUBEY, PORTERFIELD, 1990; DAFT et al., 1996; GRAY et
al., 1996; LINDSAY et al., 1996; MARSH et al., 1996).

Dubey et al. (2001c) observaram taquizoitos de N. hughesi nas células musculares
cardiacas, cérebro, medula espinhal, macroéfagos, eosindfilos, neutrofilos, e, ocasionalmente,
linfécitos. Ndo foram observados em fibroblastos, células musculares, células endoteliais e
limen de vasos sanguineos.

Cistos teciduais de N. hughesi foram encontrados no SNC e retina. Ocasionalmente,
podem ser observados também nos nervos periféricos e musculo ocular de cavalos. Um potro
infectado congenitamente apresentou cistos teciduais de N. caninum no tdlamo e hipotalamo
(LINDSAY et al., 1996).

Oocistos de N. caninum ndo esporulados recém-eliminados das fezes do hospedeiro
definitivo contém um esporonte ou esporoblasto central e ndo sdo infectantes, esporulando no
ambiente e tornando-se aptos a infeccdo em até 24 horas apos a sua eliminagdo no meio
ambiente (LINDSAY et al.,, 1999). Os oocistos de N. hughesi ainda ndo foram isolados
(DUBEY etal., 2001c).
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2.2.6 Sinais clinicos

Os sinais clinicos de neosporose em equinos sdo cegueira, paralisia dos membros
pélvicos, comportamento bizarro, dificuldade de mastigagdo, incoordenagdo, ataxia, doengas
viscerais, doenca neonatal, abortamento e perda de peso (DAFT et al., 1996; WALSH et al.,
2000).

Existem relatos que indicam que N. caninum pode estar relacionado a mieloencefalite
em equinos, sendo incerto até o momento se € causa frequente ou rara de EPM. Contudo, N.
caninum ¢ frequentemente associado a disturbios reprodutivos (HAMIR et al., 1998).
Neospora hughesi, por outro lado, ¢ comumente associado a distirbios neurologicos e nao a
problemas de esfera reprodutiva (LINDSAY, 2001). Nos equinos infectados com N. hughesi
os sinais clinicos observados sdo ataxia dos membros pélvicos e, ocasionalmente, dos quatro
membros, além de dificuldade de deambulagdo acentuada quando o animal caminha com a
cabeca ereta ou em circulos (CHEADLE et al., 1999).

Nao existem estudos que avaliem a possibilidade de cavalos soropositivos para
espécies do género Neospora e clinicamente sadios, desenvolverem a doenga. Dentro deste
contexto, a possibilidade de uma infec¢do subclinica por Neospora, também deve ser
considerada (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006b).

2.2.7 Diagnostico

Para o correto diagndstico da neosporose equina deve-se considerar a infec¢do por M.
caninum e N. hughesi. Como na maioria dos relatos de isolamento do agente etiologico em
casos de neosporose em equinos N. hughesi tem sido o parasito identificado, sugere-se que a
doenca ¢ predominantemente causada por esta espécie (JAKUBEK et al., 2006).

Devido as estreitas similaridades morfologicas entre as espécies apicomplexas
causadoras dessa enfermidade, faz-se necessario a utilizagdo de provas confirmatorias para
obtencdo de um diagndstico preciso e definitivo, tais como IHQ ¢ a PCR (WOBESER et al.,
2009).

Em geral, o diagnéstico da neosporose ¢ baseado em testes parasitologicos e
sorologicos. Os métodos parasitologicos incluem o exame histopatologico, IHQ, o isolamento
do agente in vitro e/ou in vivo ¢ a deteccdo do parasito pela técnica da PCR. A confirmagio
laboratorial de neosporose deve ser realizada, preferencialmente, pelo diagndstico
parasitoldgico, com a deteccdo do agente etiologico nos tecidos pelos exames histopatologico
e IHQ, ou mesmo, pelo isolamento de fases do parasito mediante a inoculacdo de material
suspeito em cultivo celular ou animais de laboratério susceptiveis. (HEMPHILL et al., 2000;
PETERS et al., 2001Db).

O diagndstico sorologico se baseia na pesquisa de anticorpos especificos contra
antigenos de superficie dos taquizoitos de Neospora. (HEMPHILL et al., 2000; PETERS et
al., 2001b). A infecg@o por Neospora induz a produgdo de anticorpos, porém, ndo ¢ possivel
determinar, com base nesses exames, o inicio da infeccdo (McALLISTER et al., 2000). A
presenga de anticorpos indica apenas a exposi¢do ao parasito ou a presenca de antigenos de
outro agente passivel de reacdo cruzada. No entanto, ndo ¢ possivel atestar a presenca de uma
infecgdo ativa (VARDELEON et al., 2001).

Estudos tém sido desenvolvidos para identificagdo e caracterizagdo dos componentes
moleculares antigénicos especificos de N. caninum, com o objetivo de melhorar o diagnostico
sorologico e aumentar os conhecimentos relacionados com a biologia celular dos parasitos e
sua interacao com o hospedeiro (HEMPHILL et al., 1999). A RIFI, a soroaglutinagdo direta, o
ELISA e o WB, constituem os testes soroldgicos mais utilizados (HEMPHILL et al., 2000;
PETERS et al., 2001b; HOANE et al., 2006).
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O primeiro método sorologico aplicado em animais para o diagndstico de N. caninum
foi a RIFI, considerado método de referéncia (padrao ouro) (HEMPHILL et al., 2000). Esta
técnica ¢ altamente sensivel e capaz de identificar todas as amostras reagentes
(VARDELEON et al., 2001). A RIFI utiliza proteinas de superficie dos taquizoitos de N.
caninum ou N. hughesi como antigenos, sendo considerados positivos titulos séricos de 50 e
640 respectivamente (McDOLE, GAY, 2002; PACKHAN et al., 2002). Na deteccdo de
anticorpos anti-N. hughesi no LCR sugere-se cinco como ponto de corte (PACKHAN et al.,
2002). Na avaliacdo liquoérica, esta técnica tem se mostrado um teste bastante confidvel
mesmo quando a concentracdo de células vermelhas esta acima de 10.000/ pL em titulos <
320 (FINNO et al., 2007a). Cabe ressaltar ainda, que nenhuma reagdo cruzada entre os titulos
de anticorpos para S. neurona e N. hughesi ocorrerd por meio dessa técnica. Contudo essa
afirmacdo ndo se valida entre as espécies de Neospora (PACKHAN et al., 2002).

Quanto se compara a RIFI com ELISA, observa-se uma especificidade ligeiramente
superior, apesar de menor sensibilidade (PACKHAM et al., 1998). Contudo, devido a alta
sensibilidade e especificidade exibida pelo ELISA, quando se utiliza antigenos de superficie
recombinantes de N. hughesi (rNhSAG1) para deteccdo de anticorpos para essa mesma
espécie de Neospora, sugere-se que essa prova sorologica seja utilizada no diagnodstico dessa
infecgcdo em cavalos devido ao seu elevado potencial para deteccdo de anticorpos contra N.
hughesi (HOANE et al., 2005b).

O método WB, por sua vez, identifica reagdes antigeno-anticorpo direcionadas a
proteinas especificas para cada espécie de Neospora, sendo amplamente utilizado como teste
confirmatério para ambas as espécies de Neospora em muitas espécies animais. E um teste
altamente sensivel e especifico (89%) (DUBEY et al., 2001a; VARDELEON et al., 2001;
HOANE et al., 2006; JAKUBEK et al., 2006). Dos animais soropositivos para Neospora pelo
método da RIFI, nem todos irdo reagir com o antigeno de N. hughesi pela técnica de WB. E
importante ressaltar ainda que, em testes sorologicos, anticorpos contra N. hughesi
apresentam reacdo cruzada com N. caninum ¢ vice-versa (MARSH et al., 1996). Logo,
existem limitagdes no diagndstico que devem ser consideradas durante a realizacdo de estudos
epidemiologicos e de soroprevaléncia para Neospora na populacdo equina (GUPTA et al.,
2002).

As principais desvantagens da aplicacdo dos testes sorologicos sdo as diferentes
metodologias, titulagdes e critérios de interpretagdo dos resultados entre os diferentes
laboratorios. Outra limitagdo € a flutuacdo dos niveis de anticorpos durante a vida do animal,
principalmente devido a caracteristica de recrudescéncia da infeccdo (LOCATELLI-
DITTRICH, 2002).

Nos equinos com EPM causada por N. hughesi, o diagnostico pode ser confirmado
pelo isolamento in vitro e caracterizacdo molecular (regido ITS1) do parasito, que difere
geneticamente do N. caninum (MARSH et al., 1996; HAMIR et al., 1998).

Estudos envolvendo o diagnostico e diferenciagdo de N. caninum e N. hughesi sdo
necessarios para se conhecer as consequéncias da infec¢do por estes parasitos e avaliar o real
impacto na satde dos animais, fornecendo subsidios para a descoberta de novas ferramentas
terapéuticas e de controle das doencas neurologicas e neonatais.

A ocorréncia de abortamentos e mortalidade neonatal em equinos ¢ frequente, com
diagnostico, muitas das vezes, inconclusivo. Na maioria dos casos, a ocorréncia de traumas,
desequilibrios hormonais, agentes virais e¢ bacterianos sdo considerados no momento da
realizacdo do diagnostico, sem a inclusdo, entretanto, destes protozoarios. Pode-se dizer o
mesmo para as doengas neurologicas nesta espécie.

Informagdes a respeito das consequéncias da infecgdo tanto por N. caninum quanto por
N. hughesi em equinos ainda sdo limitadas. Possiveis explicagdes incluem a ndo inser¢do
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desses agentes no diagndstico e/ou menor infeccdo por estes parasitos em cavalos
(LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006b).

2.2.8 Tratamento

Estratégias eficazes para o controle e tratamento da neosporose em equinos nao foram
desenvolvidas. Varias drogas como decoquinato, depudecina, toltrazuril, ponazuril,
artemisinina e os extratos de ervas medicinais tém sido utilizados in vitro (cultivo celular) e in
vivo (camundongos) para o tratamento da neosporose. Entretanto, ndo hd comprovacdo da
eficacia terapéutica desses compostos (KWON et al., 2003). Ainda assim, equinos acometidos
pela doenga sdo tratados empiricamente com ponazuril (5 mg / kg, a cada 24 horas, durante 30
dias) e outras drogas antiprotozoarios comumente utilizadas para o tratamento da EPM por S.
neurona. Da mesma maneira que nos casos de EPM por S. neurona pode ser necessaria a
utilizacdo de anti-inflamatdrios ndo esteroides e esteroides durante o tratamento (FINNO et
al., 2007b).

2.2.9 Prevencao

Os aspectos relacionados aos fatores de risco a neosporose equina precisam ser
elucidados (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006b). De forma geral, a idade tem sido um
fator importante a ser considerado no desenvolvimento da neosporose em equinos. Equinos
mais velhos tem maior chance de desenvolver a enfermidade, haja vista que na maioria dos
relatos dessa doenga os animais apresentam 10 anos ou mais (GRAY et al., 1996; MARSH et
al., 1996; CHEADLE et al., 1999; FINNO et al., 2007b).

Outro aspecto a ser considerado e de fundamental importincia para o controle da
neosporose, ¢ o conhecimento das vias de infec¢do, assim como, do desenvolvimento
bioldgico dos parasitos que compde o gé€nero Neospora, a utilizagdo de ferramentas
diagnosticas eficientes para detecgdo de animais infectados, bem como o uso de uma vacina
eficiente na prevengdo da infeccdo, abortamento ou até mesmo no bloqueio da eliminagdo de
oocistos pelos hospedeiros definitivos (DUBEY et al.,, 2007). Entretanto, as vacinas
desenvolvidas contra neosporose em outra espécie animal ndo conferiram eficiente imunidade
contra abortamento (ROMERO et al., 2004 ; INNES et al., 2007).

No Brasil a ocorréncia de doengas neurologicas na espécie equina ¢ comum.
Entretanto, a neosporose ainda ndo ¢ incluida no diagnéstico (PACKHAM et al., 2002),
principalmente, devido ao desconhecimento das espécies do género Neospora como agentes
causadores de sintomatologia neurologica.

A caréncia de informacdes impede a determinagdo da relevincia desses agentes
etiolégicos em nosso meio, bem como na defini¢do se as duas espécies de Neospora sao
também responsaveis por causar ou ndo EPM.

2.3 Toxoplasma gondii e Toxoplasmose Equina
2.3.1 Historico

Em 1908, Nicolle e Manceaux relataram a presenga de um parasito em tecidos de um
roedor que estava sendo utilizado para pesquisa de leishmaniose, no laboratéorio de Charles
Nicolle no Instituto Pasteur em Tunis, na Tunisia, chamado Ctenodactylus gundi.
Inicialmente, Nicolle suspeitou tratar-se de uma forma particular de Leishmania
denominando-a Leishmania gondii. Entretanto, logo constataram que era um novo organismo,
sendo a espécie denominada, baseado em sua morfologia e hospedeiro, de 7. gondii (Nicolle e
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Manceaux, 1908). Ao mesmo tempo, no Brasil, o mesmo parasito foi assinalado por
Splendore (1908) em um coelho, sendo também equivocamente identificado como
Leishmania cuniculi.

McDonald et al. (1969/70) relataram clinicamente um caso de um equino que
apresentava ataxia, incoordenagdo motora e cegueira. Apos realizacdo de Sabin-Feldman dye
test (SFDT), o resultado encontrado foi positivo para 7. gondii.

Quatro anos depois, Cusick et al. (1974) descreveu a toxoplasmose em dois cavalos
que apresentavam sintomatologia clinica neuroldgica caracterizada por ataxia e incoordenacao
dos membros posteriores e apos exame histopatologico revelaram a presenca de 7. gondii no
tecido nervoso. No mesmo ano, Dubey (1974) descreveu o quadro clinico de quatro equinos,
suspeitos de toxoplasmose, que manifestavam principalmente incoordenacdo motora dos
membros posteriores, andar em circulo dentro da baia e cabega inclinada para um dos lados.
Ao exame histopatologico, foi verificada a presenca de um protozoario semelhante a T.
gondii.

A partir da observagdo de casos clinicos ocorridos no estado de Sao Paulo, em cavalos
da raga PSI que manifestavam sintomatologia clinica neuroldgica, caracterizada por
incoordenagdo motora, algumas vezes, associada ao andar em circulo no interior da baia,
abortamento, assim como irritabilidade excessiva, onde Macruz et al. (1975) suspeitaram de
toxoplasmose, uma vez que outras possiveis causas na época tinham sido eliminadas. Com
base nesses casos, esses mesmos autores resolveram realizar um inquérito soroldgico naqueles
animais clinicamente acometidos, para verificagdo de uma possivel alteragdo nos niveis
séricos de anticorpos contra 7. gondii, como também para averiguar se esse protozodrio foi
introduzido recentemente ou ndo, nessa populacdo de PSI. Os equinos que participaram do
estudo foram divididos em quatro diferentes grupos, sendo o primeiro constituido por 24
equinos, dos quais, dois deles manifestavam incoordenagdo motora dos membros anteriores e
22 dos membros posteriores, associados diretamente ao movimento de andar em circulos. O
segundo grupo era constituido por 23 éguas com histérico de pelo menos um abortamento. O
terceiro grupo possuia cinco cavalos que tinham irritabilidade excessiva e, por fim, o quarto
grupo se compunha de 25 animais clinicamente sadios, entre eles éguas sem histdrico de
abortamento. A técnica empregada para detec¢@o de anticorpos séricos contra 7. gondii foi o
SFDT. Como resultado, foi constatado que todos os animais com sintomatologia clinica, ou
seja, dos grupos um, dois e tré€s, foram positivos, enquanto que apenas um cavalo (1/25 - 5%)
do ultimo grupo foi positivo. A partir dos resultados encontrados, ainda esses mesmos autores
admitiram que a sintomatologia observada indicava estar associada a toxoplasmose, assim
como o fato de todos os animais doentes e apenas 5% dos ndo doentes apresentarem
anticorpos circulantes, sugerindo também tratar-se de uma doenga recentemente introduzida
nesse rebanho.

Sposito Filha et al. (1992) relataram resultados obtidos pela infec¢do experimental em
equinos com 7. gondii por via endovenosa, foi observado no 4° e 8° dias pos-infeccao (DPI)
ligeira elevacdo de temperatura e corrimento ocular do 10° ao 26° DPI. Os equinos inoculados
apresentaram baixos titulos de anticorpos contra 7. gondii através da técnica de
hemaglutinacdo indireta (HI). A parasitemia foi detectada entre o 6° € 0o 12° DPI. O parasito
ndo foi evidenciado nos cortes histologicos, tampouco reisolado. Contudo, o parasitismo
tecidual foi demonstrado através de sorologia positiva dos camundongos inoculados com
musculo diafragmatico, esquelético, esofago, figado, baco, rins, cérebro e linfonodos
mesentéricos.

De maneira semelhante Marques et al. (1998) inocularam por via oral oocistos
esporulados de 7. gondii em nove éguas prenhez. Os oocistos utilizados nesse estudo
experimental foram isolados de fezes de gatos experimentalmente infectados com cistos
procedentes de camundongos cronicamente infectados. Nas éguas experimentalmente
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infectadas, foram observados os seguintes sinais clinicos: secre¢do ocular mucosa e
corrimento nasal seroso, perda de apetite, prostracdo, diarreia, além de hipertermia e o inicio
da resposta imunolégica humoral ocorreu por volta do 10° DPI e titulos mais altos somente
foram encontrados ap6s o 20° DPI, através da RIFI.

Quase 20 anos depois, na década de 90, concluiu-se que o principal agente etiologico
responsavel pela manifestacdo clinica neurologica da EPM seria uma espécie do género
Sarcocystis, mais especificamente S. neurona e nao 1. gondii como se supunha previamente
(DAVIS etal., 1991; DUBEY et al.,1991).

2.3.2 Epidemiologia de Toxoplasma gondii em equinos

Toxoplasma gondii ¢ um dos parasitos mais bem estudados devido a sua importancia
em saude publica (DUBEY, 2008). Trata-se de um coccidio intracelular obrigatério, que
infecta naturalmente humanos, animais domésticos e silvestres, incluindo aqui, passaros e
algumas espécies de animais marinhos (DUBEY et al., 2003b). A toxoplasmose ¢ uma das
zoonoses mais cosmopolita, possui como hospedeiro definitivo felideos, haja vista que
somente nesses animais se da o ciclo sexuado do parasito, culminando com a eliminagdo de
oocistos no ambiente, que apos a esporulagdo se tornam infectantes (KAWAZOE, 2005).

Embora 7. gondii apresente ampla distribuicdo mundial e talvez seja o agente
etiologico com maior variedade de hospedeiros intermedidrios, até entdo ¢ o tnico
representante do género Toxoplasma (DUBEY, 2008).

Cavalos, dentre as espécies domésticas, estdo entre os animais mais resistentes a
infecg¢do para 7. gondii, assim como no desenvolvimento clinico da doenga (DUBEY, 1983;
DUBEY; JONES, 2008). Talvez por esse motivo, ndo exista nenhum relato confirmado de
toxoplasmose clinica em cavalos (DUBEY; BEATTIE, 1988).

No Brasil, a maioria dos trabalhos tem descrito resultados obtidos em inquéritos
sorologicos sobre a prevaléncia de anticorpos contra 7. gondii em equinos clinicamente sadios
e os resultados diferem de acordo com a regido estudada:

Gazeta et al. (1997) ao avaliar 430 equinos aparentemente sadios, oriundos de 12
municipios do estado do Rio de Janeiro, utilizando a RIFI, encontraram 4,42% (19/430) de
soropositividade nos cavalos testados. Enquanto que Vidotto et al. (1997) ao analisar através
da RIFI, 561 soros de equinos, provenientes de quatro estados, abatidos em um frigorifico no
municipio de Apucarana, Parand, observaram que 177 equinos (31,55% -177/561) foram
sororreagentes a 7. gondii. A soroprevaléncia encontrada nos de procedéncia do estado de Sao
Paulo foi de 21,90% (51/233), seguida por 41,22% (54/131) deles no Parana, 30% (36/120)
provenientes do estado de Mato Grosso e 46,75% (36/77) com procedéncia do Mato Grosso
do Sul. Também no Mato Grosso do Sul, Larangeira et al. (1985) observaram que dos 750
equinos examinados, 32,8% (246/750) foram reagentes a RIFI.

Dubey et al. (1999a) encontraram 15,8% (16/101) de soropositividade para anticorpos
contra 7. gondii em cavalos PSI do Brasil, por meio do teste de aglutinacdo modificada
(MAT). Usando esse mesmo teste sorologico, Dubey et al. (2003a) encontraram apenas um
cavalo soropositivo para 7. gondii em 276 cavalos selvagens da regido central do Wyoming,
EUA.

Em Minas Gerais, mais precisamente no municipio de Uberlandia por possuir um
grande nimero de equinos por rebanho, Naves et al. (2005) realizaram um estudo com o
objetivo de determinar a soroprevaléncia de 7. gondii em equinos da raca Mangalarga
Marchador; para tanto, foram utilizadas amostras de soro sanguineco de 117 animais,
escolhidos aleatoriamente em trés propriedades. A positividade encontrada, distribuida entre
as trés propriedades, foi de cinco (4,27%) animais positivos na A, quatro (3,41%) na B e seis
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(5,12%) na propriedade C, totalizando 15 animais soropositivos para T. gondii através da
RIFL

Um estudo sobre a toxoplasmose equina foi realizado em 15 fazendas no Pantanal
matogrossense, caracterizado como uma imensa area umida e com localizagdo na regido
central da América do Sul, mais precisamente no estado de Mato Grosso do Sul. A técnica
empregada foi a HI. Apenas dois equinos (1,33%) foram sororreagentes a 7. gondii (SILVA,
2005). Outro estudo realizado no mesmo estado, porém no municipio de Eldorado, onde
foram coletadas um total de 23 amostras de sangue de equideos procedentes de 20
propriedades desse municipio. Dessas 23 amostras analisadas, 14 (61%) foram positivas para
T. gondii através do teste da aglutinagdo direta (MARQUES et al., 2009).

Evers et al. (2012; 2013) encontraram 11,6% das amostras reagentes pela RIFI. Os 398
equinos eram procedentes de seis estados brasileiros (Parana, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Goias, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso) e foram abatidos em matadouros-frigorificos.
Além disso, foi realizado ensaio bioldgico em camundongos, dos quais 14 (3,5%) cérebros de
equinos testados foram positivivos pela RIFI, porém, quando se compara os resultados dos
soros de equideos e do ensaio biologico em camundongos, observaram positividade em 60
amostras analisadas, ou seja, 15% delas.

Locatelli-Dittrich et al. (2006a) realizaram um estudo em éguas e potros pré-colostrais
de uma fazenda do estado do Parand utilizando a RIFI como meio de diagnodstico. Os
resultados da investigagdo indicaram que tanto em 2003 quanto em 2004, das 36 éguas
testadas apenas 2,7% eram positivas para 7. gondii com ponto de corte de 1:50, porém quando
esse valor foi aumentado para 1:100, a soropositividade caiu para 0%, mesmo valor
encontrado para os potros pré-colostrais testados nesse estudo. Ao lado desse, Finger et al.
(2013) ao determinar a frequéncia de anticorpos anti-7. gondii em cavalos carroceiros da
regido metropolitana de Curitiba, no mesmo estado, observaram que somente 17% dos 100
animais rastreados pela RIFI foram positivos.

Costa et al. (1986) utilizando a RIFI para pesquisa de anticorpos contra 7. gondii em
900 soros de equinos pertencentes ao norte do estado de Sao Paulo, SP, detectaram 24,8% de
soropositividade entre os animais testados. Enquanto em um estudo realizado com equinos da
regido de Botucatu, SP foram analisadas 253 amostras de soro equino encaminhada
previamente para diagndstico de anemia infecciosa equina (AIE) no ano de 2007 obtendo-se
como resultado a comparagdo de duas técnicas de diagnostico: a técnica de aglutinacdo direta
modificada (MAD) e RIFI, onde a primeira apontou com 12,6% de positividade, enquanto
que a segunda teve como resultado apenas 5,9% dos animais examinados (CAMOSSI et al.,
2010).

Costa et al. (2012) ao realizarem um estudo com o objetivo de detectar a
soroprevaléncia de 7. gondii, através da RIFI, nos animais domésticos e silvestres de
Fernando de Noronha, estado de Pernambuco, encontraram um percentual de soropositividade
de 43,7% (7/16) nos cavalos que 1 residem.

Stelmann et al. (2011b) ao analisarem, através do MAT, 23 amostras séricas de
equinos com histérico de ataxia, pertencentes ao estado de Sdo Paulo, encontraram um
percentual de soropositividade de 34,78% (8/23) para a presenca de anticorpos contra 7.
gondii nos equinos testados.

Na regido Nordeste do Brasil, os poucos estudos epidemiologicos sobre a
toxoplasmose em equideos, restringem-se quase que exclusivamente a espécie equina, sendo
raros os trabalhos que incluem também asininos e muares. Entretanto, foi realizado um estudo
com 343 amostras de soro de equideos, procedentes dos municipios de Jacobina e Jequié, BA,
no periodo de outubro de 1997 a dezembro de 1999. Das 343 amostras testadas, cinco delas
(1,5%) foram positivas tanto pela RIFI quanto pelo MAD (MENDONCA et al., 2001). Ainda
na mesma regido, Oliveira et al. (2012) ao realizar um estudo epidemiolédgico da infec¢do por
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T. gondii em equideos de 26 propriedades da microrregido do Brejo Paraibano, PB,
ressaltaram que das 257 amostras de soro sanguineo, onde 204 eram de equinos, 46 de muares
¢ sete asininos, testadas pela RIFI, a prevaléncia encontrada foi de 8,3, 2,2 e 28,6% foram
positivos, respectivamente.

De Oliveira et al. (2013) ao investigarem a presenca de anticorpos para 7. gondii em
soro de mulas e burros, criados na regido Nordeste, onde utilizaram 483 amostras, das quais
395 eram de mulas e 88 de burros, provenientes de quatro estados: Pernambuco, Rio Grande
do Norte, Paraiba e Sergipe. Observaram que as frequéncias de soropositividade para mulas e
burros foram de 23,8 e 43,2% respectivamente. Dentre os quatro estados, Pernambuco foi o
que apresentou a maior prevaléncia de amostras positivas.

Fora do Brasil, tem-se observado também uma baixa prevaléncia de resposta a T.
gondii em equideos. Desta forma, a literatura assinala indices de soroprevaléncia de 6,9 a
10,0% nos EUA (AL-KHALIDI; DUBEY, 1979; DUBEY et al., 1999d), 11,8 a 22,9% na
india (CHHABRA; GAUTAM, 1980), 8,0% no Chile (URCELAY et al., 1982), 37,1% na
Nigéria (AGANGA et al., 1983), 6,7, 25 ¢ 27,1% na China (LING; WAN, 1984; MIAO et al.,
2013; YANG et al,, 2013), 6,1 a 24 ¢ 7,2 ¢ 36,9% na Turquia (ZEYBEK et al., 1998;
KARATEPE et al., 2010; GAZYAGCI et al., 2011), 13,1% na Argentina (DUBEY et al.,
1999b), 2,6% na Coréia do Sul (GUPTA et al., 2002), 23% na Repuiblica Checa (BARTOVA
et al, 2010), 0,5% a 1,0% na Suécia (JAKUBEK et al, 2006), 17,7% na Tunisia
(BOUGHATTAS et al., 2011), 72,2 e 57% no Iraque (ALSHAHERY; MANSOUR, 2012),
na Espanha em 10,8 nos equinos, 15,0 nas mulas ¢ 25,6% nos burros (BOCANEGRA et al.,
2012), 31,6% na Arabia Saudita (ALANAZI; ALYOUSIF, 2011), 16% em Nova Caled6nia
(ROQUEPLO et al., 2011) e 52,6% a 53,8% no Egito (SHAAPAN; GHAZY, 2007,
SHAAPAN et al.,, 2012). Um dos maiores problemas na comparagdo entre os diversos
percentuais encontrados para a positividade a 7. gondii seria os diversos testes soroldgicos
empregados, apesar disso, observa-se que ainda a sorologia em cavalos continua baixa na
maioria das regides estudadas, até o presente momento.

2.3.3. Ciclo biolégico e vias de infeccao de Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii ¢ um protozoario do Filo Apicomplexa, Classe Conoidasida,
Ordem Eucoccidiorida, Sub-Ordem FEimeriorina, Familia Sarcocystidae, ¢ Sub-Familia
Toxoplasmatinae (LEVINE et al., 1980). Trata-se de um coccidio heteroxeno facultativo, para
completar seu ciclo de vida depende de um hospedeiro definitivo, que sdo representados por
membros da familia Felidae e de um hospedeiro intermediario, que sd3o os animais
homeotérmicos, incluindo o homem e também o proprio hospedeiro definitivo (DUBEY;
BEATTIE, 1988; TENTER et al., 2000). Possui trés fases infectantes no seu ciclo de vida, sdo
elas: taquizoitos, bradizoitos nos cistos teciduais e esporozoitos nos oocistos esporulados
(HILL et al., 2005).

Os taquizoitos, anteriormente denominados de trofozoitos, representam a fase de
multiplicacdo rapida. Estes adentram as células hospedeiras por penetragdo ativa. Ja no
ambiente intracelular, o taquizoito assume formato ovoide, permanecendo dentro de um
vacuolo parasitoforo, onde fica protegido dos mecanismos de defesa do hospedeiro. Sua
multiplicagdo se dd por um processo rapido e assexuado, denominado de endodiogenia, no
qual um parasito gera duas progénies, repetidamente, at¢ que a célula hospedeira fique
repleta, resultando no rompimento desta, quando entdo sdo capazes de infectar células
vizinhas, disseminando-se pelo corpo do hospedeiro via corrente sanguinea e linfatica
(GOLDMAN et al., 1958; HILL et al., 2005; DUBEY; BEATTIE, 1988).

Apbs poucas divisdes, 7. gondii formam cistos teciduais, que permanecem
intracelulares. Tais cistos possuem uma parede fina e eldstica e podem abrigar centenas de
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bradizoitos de 7. gondii, em formato de meia lua, que representam a fase de multiplicagao
lenta. Estes diferem dos taquizoitos principalmente quanto a localizacdo do nucleo (central
nos taquizoitos e deslocado para a extremidade posterior nos bradizoitos) (HILL et al., 2005).
Os cistos teciduais podem ser observados em diversos orgdos, incluindo pulmdes, figado e
rins, contudo, ¢ mais prevalente em tecidos musculares e nervosos, incluindo musculo
esquelético e cardiaco, e cérebro e olhos respectivamente. Estes cistos podem persistir por
toda a vida do hospedeiro, tendo sua importancia evidenciada devido a possibilidade dos
hospedeiros definitivos se infectarem através da ingestdo de carne contendo cistos viaveis
(BLACK; BOOTHROYD, 2000; HILL et al., 2005).

Posteriormente a ingestdo pelos felideos, os hospedeiros definitivos de 7. gondii, a
parede do cisto tecidual ¢ dissolvida por enzimas proteoliticas presentes no estomago e
intestino delgado, liberando os bradizoitos, os quais penetram nas cé¢lulas epiteliais do
intestino delgado, dando inicio ao desenvolvimento de inumeros ciclos de reprodugdo
assexuada e sexuada, num processo conhecido como ciclo enteroepitelial constituido por
merogonias sucessivas e gametogonia (DUBEY; FRENKEL, 1972). Os organismos liberados
deste ciclo, chamados agora de merozoitos, dardo origem a merozoitos ou no final do
processo merogonico (=esquizogdnico) aos microgametocitos com numerosos microgametas
¢ aos macrogametocitos com somente um macrogameta, processo este, conhecido como
gametogonia. Os microgametas (moveis e flagelados) saem da célula epitelial e fecundam o
macrogameta (imével) dentro de outro enterdcito. Apds a fertilizagdo, inicia-se a formacao de
uma parede externa dupla ao redor do zigoto formado, dando origem ao oocisto ndo
esporulado. As células epiteliais infectadas se rompem, liberando os oocistos maduros no
limen intestinal, possibilitando acesso ao ambiente através das fezes de felideo (HILL et al,
2005; COSTA et al., 2008; DUBEY, 2009). Nos felideos também ocorre disseminagdo de
taquizoitos pelo corpo, com a formacao de cistos teciduais, podendo estes também atuar como
hospedeiro intermediario de 7. gondii (TENTER et al., 2000).

Resultante da reproducdo sexuada ocorrida no hospedeiro, o oocisto representa a
ultima fase do ciclo de vida de T. gondii. Nas fezes frescas, os oocistos encontram-se ndo
esporulados, estddio no qual ndo sdo infectantes, porém tornam-se infectantes apds a
esporulacdo com a formagdo de esporozoitos, que ocorre somente no ambiente, entre um a
cinco dias da eliminagdo fecal, dependendo das condigdes de aeragdo e temperatura (HILL et
al., 2005).

Os felideos liberam oocistos apds o consumo de qualquer forma infectante do parasito
(DUBEY; FRENKEL, 1972, 1976; DUBEY, 1996, 2002), o que interfere no periodo pré-
patente e na frequéncia de liberacdo dos oocistos pelo hospedeiro definitivo. Dubey (1996)
observou que apo6s a ingestdo de cistos teciduais, o periodo pré-patente varia entre trés e dez
dias, aumentando para 18 ou mais dias quando o in6cuo é composto de taquizoitos ou
oocistos, independente do numero de organismos ingeridos. Em sua maioria, gatos
alimentados com cistos teciduais liberam oocistos nas fezes, enquanto menos da metade dos
gatos alimentados com taquizoitos ou oocistos o fazem (DUBEY; FRENKEL, 1976). Assim
sendo, o processo por carnivorismo favorece a eliminagdo mais rapida de oocistos nas fezes
de felinos, onde se pode considerar que esta seja a via epidemiologica mais importante.

Os hospedeiros intermediarios se infectam, naturalmente, através da ingestdo de cistos
presentes na carne crua ou mal cozida, como também em alimentos contaminados com
oocistos (MORENO et al., 2007).

Por serem herbivoros, a infeccdo nos equinos ocorre, provavelmente, pela ingestdo ou
inalacdo de oocistos de 7. gondii, presentes nos alimentos ou em camas contaminadas
(SILVA; LANGONI, 2000).
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A transmissdo transplacentdria de 7. gondii em equinos experimentalmente infectados
com oocistos esporulados por via oral foi demonstrada por Marques et al. (1995) e por ser
unica citag@o deve ser confirmada conforme Dubey (2010).

2.3.4 Sinais clinicos da infeccfo por Toxoplasma gondii em equinos

A toxoplasmose, particularmente em equinos, esta associada a distirbios nervosos e
do aparelho locomotor (DUBEY et al, 1974; BEECH; DOOD, 1974; BEECH, 1974).
Contudo, sinais oculares classicos como a coroidorretinite t€m sido observado (DUBEY;
BEATTIE, 1988). Alguns estudos t€ém também demonstrado a presenca de anticorpos contra
T. gondii e de cistos teciduais e as manifestagdes clinicas foram caracterizadas por
irritabilidade, incoordenagcdo motora, alteracdes nervosas e/ou oftalmicas e abortamento
(MACRUZ et al., 1975; TURNER; SAVVA, 1990, 1991, 1992). Outros sinais clinicos foram
também relatados, incluindo hipertermia, perda de apetite, prostracdo, diarreia, secre¢do
ocular e corrimento nasal seroso (MARQUES et al., 1998).

Apesar de alguns hospedeiros desenvolverem toxoplasmose clinica, se desconhece o
motivo pelo qual a maioria permanece assintomatica (DUBEY, 2008). Os relatos de casos de
toxoplasmose fatal em cavalos no Reino Unido, através da detec¢do de DNA de 7. gondii
(TURNER; SAVVA, 1990, 1991, 1992), necessitam de confirmag¢do histopatoldgica
(DUBEY, 2010). Contudo, nos ultimos 20 anos foi demonstrado que dois coccidios
morfologicamente semelhantes a 7. gondii como, S. neurona ¢ Neospora spp., tém causado
doenga clinica nesses animais (DUBEY et al., 2001a; DUBEY, 2010) dificultando com isso a
determinagdo precisa do envolvimento desse agente etioldogico em equinos com
sintomatologia neurologica.

2.3.5 Diagnostico de Toxoplasma gondii e da toxoplasmose equina

No hospedeiro, apos a infeccdo e multiplicacdo de T. gondii na porta de entrada, este
coccidio se dissemina através das vias sanguineas e linfaticas no organismo animal. A partir
deste momento, inicia-se 0 mecanismo de resposta imune com a producdo de anticorpos
especificos e desenvolvimento de resposta celular. As imunoglobulinas IgM, IgA e IgE,
aparecem no inicio da infecgdo e podem ser detectadas por meio de técnicas soroldgicas, apos
infec¢do aguda, dentro de oito a doze dias (CAMARGO, 2001).

Com a evolugdo da infeccdo, observa-se niveis crescentes de IgG quando comparados
aos de IgM, que estdo presentes em baixos titulos, enquanto os anticorpos das classes IgA e
IgE tornam-se ausentes. Este quadro sorolégico, por sua vez, pode dar lugar a infecgdo do tipo
latente, na qual se observa titulos baixos de IgG com alta avidez, enquanto as demais classes
de anticorpos podem estar ausentes. De acordo com o status imunoldgico do hospedeiro, este
periodo de transicdo sorologica pode sofrer variacdo de semanas a meses (FERREIRA;
AVILA, 2001).

Somente taquizoitos intracelulares e bradizoitos persistem durante a fase cronica da
infeccdo, sendo estes os responsaveis pela manutencdo de titulos soroldgicos que podem
perdurar por toda a vida do hospedeiro (KAWAZOE, 2005).

A deteccdo de anticorpos contra 7. gondii sdo a base dos testes soroldgicos
classicamente empregados no diagndstico da toxoplasmose (CONTRERAS et al., 2000).

Para o diagnostico da toxoplasmose, foi desenvolvido por Albert Sabin e Harry
Feldman em 1948, um teste soroldgico denominado de Sabin-Feldman dye test (SFDT), e
talvez tenha sido o maior avango no campo da toxoplasmose. O SFDT ¢ um teste
extremamente sensivel e especifico, sem evidéncias de falsos resultados em humanos.
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A capacidade de identificar infecgdes por 7. gondii baseado em testes soroldgicos
simples, abriram as portas para estudos epidemioldgicos extensivos sobre a incidéncia da
infeccdo por este coccidio. Este teste, mesmo apds cinquenta anos, € considerado um teste de
referéncia (REITER-OWONA et al., 1999).

Em 1968, Remington et al. primeiramente, propuseram a utilidade da deteccdo de
anticorpos do tipo IgM no corddo umbilical ou soro de lactentes para o diagnéstico de
toxoplasmose congénita, devido a incapacidade desses anticorpos atravessarem a barreira
placentaria, ao contrario do que ocorre com os anticorpos do tipo IgG. No ano seguinte,
Remington (1969) modificou o teste da RIFI, assim como ELISA, para detec¢do de IgM no
corddo umbilical. Desmonts et al. (1981), modificaram a detec¢do de I[gM a partir do ELISA,
combinando-o com o teste de aglutinacdo (IgM — ISAGA), eliminando-se a necessidade da
utilizacdo de conjugados enzimaticos.

O diagnostico soroldgico da toxoplasmose, tanto em humanos quanto em animais, foi
facilitado com o desenvolvimento do teste de aglutinacdo direta (DAT). Este ndo necessita de
nenhum equipamento sofisticado, tampouco conjugados. Foi inicialmente desenvolvido por
Fulton em 1965 e aprimorado por Desmonts ¢ Remington em 1980. Sendo, posteriormente, a
denominacgdo do teste modificada, por Dubey ¢ Desmonts em 1987, para teste de aglutinagdo
modificada (MAT). O MAT tem sido utilizado extensivamente para o diagndstico de
toxoplasmose nos animais (DUBEY et al., 1997).

A detec¢do do DNA de 7. gondii a partir de um tUnico taquizoito foi relatada pela
primeira vez por Burg et al. (1989), através da técnica da PCR. Esta técnica também tem
demonstrado muita utilidade no diagndstico de toxoplasmose clinica.

Devido a possibilidade de manifestagdo de quadros clinicos semelhantes a outras
enfermidades, dificultando com isso a implantacdo de medidas de tratamento e controle,
Vidotto (1992) enfatiza a importancia do diagndstico laboratorial da toxoplasmose, tanto nos
animais domésticos e silvestres, como nos humanos.

Via de regra, o diagndstico da toxoplasmose ¢ baseado em testes parasitologicos e
sorologicos. Os métodos parasitologicos incluem a inoculagdo em camundongos, isolamento
do agente in vitro e/ou in vivo, IHQ e a detec¢do do parasito pela técnica da PCR (COSTA et
al., 2008).

Para avaliacdo da infecgdo toxoplasmica em equinos, diversas provas sorologicas tém
sido empregadas. No entanto, permanece desconhecida a prova diagnoéstica de eleicdo, devido
ao fato da especificidade e sensibilidade, de qualquer um dos testes utilizados, ndo ter sido
determinado. Pensa-se que isso ocorra devido ao menor nimero de estudos nessa espécie
quando comparada as demais espécies domésticas (CAMOSSI et al., 2010).

Atualmente, destacam-se o MAT, assim como a RIFI (CAMOSSI et al., 2010).
Segundo o método proposto por Desmonts e Remington (1980) o MAT ¢é um teste
macroscopico e que tem sido largamente utilizado e legitimado para diferentes espécies
animais (SILVA et al., 2002), devido principalmente a facilidade de execug¢do, além disso,
quando comparado a outras técnicas de diagndstico, apresenta alta sensibilidade e
especificidade na deteccao de anticorpos contra 7. gondii (MARCA et al., 1996).

A RIFI ¢ a técnica usualmente empregada para detec¢do de anticorpos contra 7.
gondii, entretanto, necessita de reagentes espécie-especificos, microscopio para fluorescéncia
e treinamento técnico para correta leitura e interpretacdo das laminas sensibilizadas
(VIDOTTO etal., 1990; GARCIA et al., 1999).

Dubey et al. (1985) assinala que no MAT encontra-se um numero maior de resultados
positivos, como também os titulos mostram-se suavemente maiores, quando comparada a
RIFI. Isso ocorre, provavelmente, devido aos diferentes subtipos de IgG detectados em cada
teste sorologico.
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Ambas as técnicas apresentam elevada sensibilidade e especificidade, porém o MAT
ndo requer a utilizacdo de equipamentos sofisticados, sendo, portanto uma técnica de facil
aplicagdo, custo reduzido ¢ de grande utilidade em pesquisas sorologicas (DESMONDS;
REMINGTON, 1980; CAMOSSI et al., 2010). Além disso, pode ser realizada em qualquer
espécie animal, apresenta praticidade e viabilidade para se testar menor numero de amostras e
facilidade de leitura, como também a técnica pode ser empregada em amostras recentemente
autolisadas, ao contrario do que acontece na RIFI (SEEFELDT et al., 1989).

Outro teste que alguns autores utilizam ¢ o ELISA, devido a facilidade de automacao,
esse teste ¢ considerado como sendo a opg¢do mais pratica. No entanto, faz-se necessario
melhores estudos a respeito dos procedimentos e da padronizacdo dos antigenos utilizados
(DUBEY et al., 1995).

O SFDT ¢ considerado um teste classico, apesar de ndo diferenciar anticorpos IgG de
IgM. Apresenta alta sensibilidade e especificidade, porém como exige taquizoitos vivos como
antigenos, ¢ um teste oneroso, trabalhoso e demorado, além de oferecer risco biologico ao
operador (CAMARGQO, 2001).

2.3.6 Tratamento da infeccao por Toxoplasma gondii

De forma geral, a maioria dos estudos sobre drogas anti-protozoarios sdo realizados
visando o tratamento de humanos. No caso dos equinos, essas pesquisas sdo direcionadas
contra o protozoario S. neurona, pelo fato de ser o principal agente etioldogico causador da
mieloencefalite protozoaria. No entanto, cabe ressaltar que estas drogas também podem ser
efetivas para o tratamento da toxoplasmose em equinos.

As sulfonamidas e pirimetamina sdo drogas amplamente utilizadas no tratamento da
toxoplasmose. Elas agem sinergicamente através do bloqueio da vai metabolica envolvendo o
acido p-aminobenzoico e o ciclo do acido folico-folinico, respectivamente (EYES;
COLEMAN, 1953; SABIN; WARREN, 1942; NEVES, 2003).

Todas as sulfonamidas comumente utilizadas como a sulfadiazina, sulfametazina e
sulfamerazina, sdo eficazes no tratamento da toxoplasmose. Principalmente quando
administradas na fase aguda, haja vista que essas drogas tém demonstrado pouco efeito na
infec¢do subclinica (BEVERLEY, 1958).

Drogas como espiramicina, piretrexin, roxitromicina, clindamicina, ciclosporina A,
atovaquona, ponazuril, entre outras, tém sido eficazes nas infecgdes experimentais em animais
e/ou em cultura de células. Entretanto, quando comparada a sulfadiazina e a piremetamina, a
espiramicina possui menor eficacia contra 7. gondii (MITCHELL et al., 2006).

Panozuril, nitazoxanide e diclauzuril, também podem ser utilizadas no tratamento
dessa afeccdo em cavalos (MacKAY, 20006).

No que diz respeito ao tratamento da toxoplasmose em equinos ¢ a novas alternativas
terapéuticas contra o protozoario 7. gondii, pouco progresso tem sido observado nos ultimos
50 anos com o objetivo de substituir o tratamento convencional, que consiste na utilizagdo da
sulfadiazina e pirimetamina (DUBEY, 2010).

2.3.7 Prevencio e controle da infeccio por Toxoplasma gondii

O numero de gatos presentes nas propriedades onde existam criagdes de animais deve
ser reduzido visando diminuir a possibilidade de infec¢do, e como alternativa para esse
controle, a esterilizagdo desses animais ¢ recomendada na populacdo felina das fazendas.

Os gatos nunca devem ser alimentados com carne crua, visceras ou 0ssos, ¢ esfor¢os
devem ser realizados para manté-los dentro de casa para que se possa impedir a caca.
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Outra acdo importante ¢ o correto descarte de membranas fetais e/ou fetos abortados,
devendo ser retirados do ambiente por pessoas usando luvas de protecdo e devidamente
incineradas ou enterradas, evitando com isso a infec¢do pelos gatos e possivelmente por
outros animais da propriedade (DUBEY, 2010).

Além disso, deve-se atentar também para o controle de artrépodes no ambiente, como
moscas e baratas, pois, os mesmos podem assumir a fun¢do de vetores mecanicos, carreando
oocistos (PIZZI1, 1997).

Por ser considerada uma importante zoonose de saude publica e uma das zoonoses
mais difundidas a nivel mundial, faz-se necessario o estabelecimento de estratégias de
controle, manejo e profilaxia em relagdo a infeccdo por 7. gondii em equinos. Além disso,
sugere-se a realizacdo de novos estudos com o intuito de se padronizar os testes diagndsticos
utilizados na deteccdo de 7. gondii, como também na definicdo de titulo sorologico
significativo para esta espécie. Com isso, além da sanidade do rebanho equino, os riscos de
contaminagdo para humanos diminuirdo (NAVES et al., 2005; KAWAZOE, 2005; CAMOSSI et
al., 2010).

Outro aspecto importante a ser considerado é o fato de que os equideos estabelecem uma
importante via de transmissdo para animais de zoologico, em especial, os felideos silvestres,
que s@o hospedeiros definitivos de 7. gondii. Muitas das vezes, esses felideos sdo alimentados
com carne equina, culminando com a possivel eliminacdo de oocistos no meio ambiente,
através de suas fezes, favorecendo o ciclo de vida e a persisténcia do parasito no ambiente
(MENDONCA et al., 2001) e a probabilidade de infectar vertebrados domésticos e silvestres,
inclusive humanos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica na Pesquisa (COMEP) da
UFRRYJ, sob protocolo 005706/12 (Anexo 1).

3.2 Local de Coletas das Amostras

O estado do Rio de Janeiro ¢ constituido por 92 municipios e esta dividido
territorialmente em oito regides geograficas, de acordo com a Fundacdo Centro Estadual de
Estatisticas, Pesquisas e Formacdo de Servidores Publicos do Rio de Janeiro. Sdo elas: regido
Metropolitana, Noroeste Fluminense, Norte Fluminense, Serrana, Baixadas Litoraneas, Médio
Paraiba, Centro-Sul Fluminense e Costa Verde (Figura 3) (CEPERJ, 2011).

Estado do Rio de Janeiro
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Figura 3. Mapa do estado do Rio de Janeiro com suas divisdes regionais (CEPERIJ, 2011).

Na Regido Serrana sdo incluidos 14 municipios, tais como: Bom Jardim, Cantagalo,
Carmo, Cordeiro, Duas Barras, Macuco, Nova Friburgo, Petropolis, Santa Maria Madalena,
Sdo José do Vale do Rio Preto, Sdo Sebastido do Alto, Sumidouro, Teresopolis e Trajano de
Moraes (CEPERJ, 2011).

O estudo transversal foi desenvolvido na microrregido Serrana do estado do Rio de
Janeiro, composta pelos municipios de Petropolis (Latitude: 22° 30' 17" Sul; Longitude: 43°
10" 56" Oeste), Sao Jos¢ do Vale do Rio Preto (Latitude: 22° 9' 11" Sul; Longitude: 42° 55'

31



31" Oeste) e Teresopolis (Latitude: 22° 24' 44" Sul; Longitude: 42° 57' 59" Oeste) (CEPERJ,
2011) (Figura 4).

Quando comparada as demais regides do estado do Rio de Janeiro, a regido Serrana ¢ a
que possui maior contingente equino (IBGE, 2010). A escolha da microrregido Serrana
justificou-se pelo niimero representativo de equinos e por possuir inimeros haras e centros de
treinamento desses animais, com criacdo de diferentes racas e utilizacdo para atividades
distintas, como por exemplo: corrida, salto, montaria, entre outras.

1 - Petropolis
02 - S0 Jose do Vale do Rio Preto
03 - Teresdpolis

Figura 4. Mapa da Microrregido Serrana do estado do Rio de Janeiro com seus respectivos
municipios. (1) Petropolis, (2) Sdo José do Vale do Rio Preto, (3) Teresopolis
(CEPERJ, 2011).

3.3 Escolha das Propriedades e dos Animais

Para este estudo transversal foram selecionados, por conveniéncia, estabelecimentos
agropecuarios com criagdo de equinos, independentemente da idade, sexo e raga.

A escolha dos animais foi realizada de forma ndo aleatodria, ou seja, foram utilizados
equinos autorizados pelos proprietarios e/ou responsaveis para participar do estudo e que se
encontravam disponiveis nas propriedades durante a nossa visita.

Participaram desse estudo 23 estabelecimentos agropecuarios com criagdo de equinos,
dos quais 19 pertenciam a Petropolis, trés a Teresopolis € um ao municipio de Sao José do
Vale do Rio Preto.

3.4 Calculo para o Tamanho das Amostras

Com base nos dados do censo pecuario realizado nos municipios que compde a
microrregido Serrana do estado do Rio de Janeiro no ano de 2010, pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2010), o calculo do nimero de amostras (n) foi realizado com
auxilio do programa Epi Info® (http://wwwn.cdc.gov/epiinfo/).

Dos 4.560 equinos pertencentes ao municipio de Petrépolis, foram coletadas 270
amostras de sangue, em S3o José do Vale do Rio Preto dos 630 equinos que compde o
municipio, foram coletadas 40 amostras, enquanto no municipio de Teresopolis o numero
total de amostras coletadas foram 65 de 1.003 cavalos, perfazendo um percentual de 72%,
10,67% e 17,33%, respectivamente, por municipio.

Utilizando-se intervalo de confianga (CI) de 95% encontrou-se um “n” de 362,
ajustando-se para 375 equinos.
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3.5 Questionarios

Proprietarios, funcionarios ou médicos veterinarios, responsaveis pelas propriedades
tomaram ciéncia do propdsito da nossa visita. ApoOs autorizagdo, foram aplicados
questionarios (Anexos 2 e 3) com intuito de avaliar o perfil dos animais e manejo da
propriedade, assim como, verificar os provaveis fatores associados aos agentes etiologicos de
interesse do estudo: S. neurona, Neospora spp. e T. gondii.

3.6 Coleta das Amostras de Sangue e Obtencio do Soro Sanguineo

A coleta de sangue venoso para realizagdo dos testes laboratoriais foi realizada, no
periodo compreendido entre os anos de 2011 e 2013, por pun¢do da veia jugular externa
utilizando-se agulhas descartaveis 25 x 0,8 mm, com dispositivo para coleta a vacuo' em tubo
siliconizado descartavel’, devidamente identificado, com capacidade maxima de 10mL e
ativador de coagulagdo.

O sangue, até o seu processamento, era mantido em refrigeragdo em caixa isotérmica
contendo gelo.

Ao chegar ao laboratério’, apos a retracdo do coagulo, as amostras eram centrifugadas
a 350 x g por 10 minutos em uma centrifuga refrigerada®, para a separagéo do soro sanguineo
e este acondicionado em duplicata, em tubos do tipo Eppendorf de 2,0 mL, identificados e
mantidos sob a temperatura de —20°C até o momento da realizagdo das analises.

3.7 Exame Sorolégico

Para deteccdo dos anticorpos contra S. neurona, T. gondii e Neospora spp., foi
utilizada a prova soroldgica denominada de RIFI, conforme o descrito por Camargo et al.
(1974).

Utilizou-se conjugado comercial anti-IgG equino, diluido 1: 600, preparado em
solucdo de azul de Evans, previamente diluido 1:5 em SST pH 7,2. Em microplacas,
seguindo-se protocolo, foram diluidos Sul. de cada amostra de soro em solugdo salina
tamponada (SST) pH 7,2, cujo volume foi mensurado de acordo com o ponto de corte
estipulado para cada agente, ou seja, 245 ul, 95 uL e 75 pL para Neospora spp., S. neurona e
T. gondii, respectivamente, incluindo-se os soros controles positivos e negativos.

Para Neospora spp. o ponto de corte utilizado foi > 1: 50 (Cheadle et al., 1999), para S.
neurona foi > 1: 20 (Duarte et al., 2003) e para 7. gondii foi > 1: 16 (Larangeira et al., 1985).

As laminas usadas foram previamente sensibilizadas com as seguintes cepas de acordo
com o agente pesquisado: RH de 7. gondii, N Clde N. caninum e SN37R de S. neurona.

Para a titulacdo das amostras positivas, foram testadas dilui¢gdes ao dobro. Nos casos
de ocorréncia de reacdo na ultima diluicdo testada, as amostras foram submetidas a novas
diluigdes, para obter o titulo final. Considerando-se como positivas as diluigdes que
apresentassem mais de 50% dos taquizoitos/merozoitos brilhando sob microscopia de
imunofluorescéncia’ em objetiva de 40X e que a fluorescéncia era total ao redor da superficie
dos mesmos. Soros que determinassem auséncia de fluorescéncia ou apenas fluorescéncia na

! Vacutainer, Becton Dickinson Industrias Cirtrgicas Ltda.

2 Labor Import Comercial Importadora Exportadora Ltda.

? Laboratério de Coccidios e Coccidioses (LCC), Anexo I do Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRYJ).

4 Modelo BPR 6000 (DAMON/IEC Division, Massassuchetts, EUA).

> Microscopio Zeiss SH250 - Carl Zeiss®, Alemanha.
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regido apical dos taquizoitos/merozoitos, conhecido como fluorescéncia polar, ou que
determinassem fluorescéncia parcial na superficie dos parasitos foram considerados
negativos.

O titulo final foi obtido como a maior diluicdo do soro em que ainda houve
fluorescéncia completa na borda de pelo menos 50% dos taquizoitos/merozoitos.

Para a pesquisa de anticorpos contra 7. gondii e Neospora spp., a RIFI foi realizada no
Laboratério de Zoonoses, Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica, Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho (UNESP), Campus Botucatu, SP. Enquanto que, para deteccdo de anticorpos
contra S. meurona a mesma técnica foi realizada no Laboratério de Diagnostico das
Parasitoses dos Animais (LDPA), Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal
da Bahia (UFBA), Campus Ondina, Salvador, BA.

3.8 Analise dos Dados Obtidos

As associagOes entre os resultados da pesquisa de anticorpos contra S. neurona,
Neospora spp. e T. gondii e os dados epidemiologicos referentes aos animais estudados
(variaveis relacionadas a vacinagdo, estrutura das propriedades, manejo, presenca de outros
hospedeiros, e ocorréncia de abortos e sinais clinicos) foram analisadas pelos testes de Qui-
quadrado (Xz) ou Exato de Fisher (TRIOLA, 2005). Todas as analises foram realizadas
utilizando-se os programas Epi Info 3.5.1 e BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).
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4 RESULTADOS

4.1 Frequéncias dos Agentes Etiologicos Encontrados em Equinos Sororreagentes da
Microrregiao Serrana do Estado do Rio de Janeiro

Das 375 amostras de soro sanguineo testadas, foi encontrado nos estabelecimentos
agropecuarios com criacao de equinos da microrregido serrana do estado do Rio de Janeiro
que participaram deste estudo, um numero baixo de animais sororreagentes para os trés
agentes coccidios de interesse do estudo, pesquisados através da RIFI.

A maior frequéncia encontrada de equinos sororreagentes foi para S. neurona, seguida
de T. gondii e Neospora spp., conforme pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia encontrada para os trés agentes etioldgicos pesquisados
através da RIFI em equinos da microrregido Serrana, RJ.

Animais
Agente Etiologico N Positivos (%)
Toxoplasma gondii 375 8(2,13)
Neospora spp. 375 7 (1,87)
Sarcocystis neurona 375 31 (8,27)
TOTAL 375 46 (12,27)

Legenda: N: nimero de animais amostrados

4.2 Frequéncias de Titulos Soroldgicos Para os Trés Agentes Etiologicos Pesquisados

A maior frequéncia observada para S. neurona foi o titulo 20 (14/31), enquanto 100%
dos equinos reagentes para T. gondii (8/375) e Neospora spp. (7/375) obtiveram como titulo
final 16 e 50, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncias de titulos soroldgicos para os trés agentes etiologicos

pesquisados.

Agente Titulos Frequéncia Porcentagem (%)
Toxoplasma gondii 16 8 100,00
Neospora spp. 50 7 100,00

20 14 45,16

40 4 12,90
Sarcocystis neurona 60 2 6,45

80 8 25,81

160 3 9,68

4.3 Sarcocystis neurona em Equinos
4.3.1 Frequéncias observadas nos municipios e propriedades para Sarcocystis neurona

Ao analisar individualmente os municipios, Petropolis apresentou 6,13% (23/375) dos
animais soropositivos, em S@o José do Vale do Rio Preto foram encontrados 2,13% (8/375)
deles, enquanto 0% de soropositividade foi encontrado nos equinos que fizeram parte deste
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estudo ¢ que pertenciam ao municipio de Teresopolis. Os valores encontrados foram
considerados significativos (Tabela 3) nesses municipios, tornando essa microrregiao
importante quanto a presenca desse agente etiologico.

Tabela 3. Associacdo entre a presenca de equinos sororreagentes a Sarcocystis neurona e
cada municipio da microrregido Serrana, RJ.

., a Variavel (%); d
Variavel N RIFI 1C95%¢ p
Petropolis 270 23 (6,13%)" 8,5; 5,8-12,5
Sao José do Vale do 0 10l
Municipios  Rio Preto 40 8 (2,13%) 20,0; 10,6-34,9 <0,01
Teresopolis 65 0 (0%) 0,0; 0,0-0,0
Total 375 31 (8,27%)

Legenda: * Numero de animais positivos (Titulo > 20) baseado na variavel estudada; ° Frequéncia de
positivos em relagdo ao numero total de equinos amostrados; © Frequéncia de positivos baseada na
variavel estudada, com intervalo de confianga de 95% ¢ valor de P para 0=5, pelo teste de Qui-
Quadrado.

A analise dos 23 estabelecimentos agropecudrios que participaram do estudo indicou
que dez (43,47%) deles possuiam equinos soropositivos para S. neurona e se localizavam no
municipio de Petropolis, que 4,34% (1/23) dos animais reagentes eram provenientes do
municipio de Sdo José do vale do Rio Preto, enquanto Teresopolis ndo apresentou nenhuma
positividade para este coccidio.

Apesar de ndo haver resultados significativos entre as propriedades, dos 31 cavalos
soropositivos para S. neurona, oito deles foram da mesma propriedade localizada no
municipio de Sdo Jos¢ do Vale do Rio Preto, 23 eram provenientes de propriedades
localizadas no municipio de Petropolis, sendo 10 desses animais pertencentes ao mesmo
haras, quatro eram de outro haras e os nove equinos restantes localizavam-se em diferentes
propriedades do municipio.

Foi observada a relag@o significativa entre o nimero de moradores € o numero de
equinos sororreagentes para S. neurona nos estabelecimentos que participaram deste estudo
(Tabela 4).

Tabela 4. Associacdo entre a presenca de equinos sororreagentes a Sarcocystis
neurona € o numero de moradores nas propriedades visitadas na
microrregido Serrana, RJ.

Varidveis N RIFI* Va{gg},ﬁf?’); pe
0-3 104 21,9066

Quantidade 4-6 12 13 11,6:69-189 0,02
> 6 159 16 10,1;6,3-15,7

Legenda: * Numero de animais positivos (Titulo > 20) baseado na variavel estudada; ° Frequéncia
de positivos baseada na variavel estudada, com intervalo de confianga de 95%; ° valor
de P para a=5 pelo teste de Qui-Quadrado.
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4.3.2 Caracteristicas dos equinos sororreagentes a Sarcocystis neurona da microrregiao
serrana do estado do Rio de Janeiro

Com relagdo niimero de equinos sororreagentes ¢ o niumero total de equinos de uma
propriedade, observou-se que nas propriedades que possuiam um nimero maior de equinos,
maior foi a soroprevaléncia encontrada (Tabela 5).

Tabela 5. Associacdo entre a presenca de equinos sororreagentes a Sarcocystis
neurona ¢ o numero total de equinos nas propriedades visitadas na
microrregido Serrana, RJ.

Variavel N  RIFP Vafgg(lyg%); P
0-10 41 2 49:1,5-162

Totalde equinos ) 4, 93 7 7,5;3,8-14,7
31-50 103 3 2,9;1,1-8,2 <0.01°
> 50 123 18 14,6;9,522,0

Legenda: * Numero de animais positivos (Titulo > 20) baseado na varidvel estudada; ° Frequéncia
de positivos baseada na variavel estudada, com intervalo de confianga de 95%; © valor
de P para a=5 pelo teste de Qui-Quadrado.

4.3.3 Fatores relativos ao manejo e a presenca de equinos sororreagentes a Sarcocystis
neurona na microrregiao serrana do estado do Rio de Janeiro

Com relagdo ao material utilizado na construgdo das baias dos equinos, foi encontrado
que instalagdes de madeira apresentaram 2,2 vezes mais chances de contribuir para que os
equinos deste estudo se infectem por S. neurona (Tabela 6).

Tabela 6. Associacdo entre ¢ a presenga de equinos sororreagentes para Sarcocystis neurona
e o material utilizado nas constru¢cdes nas propriedades visitadas na microrregiao

Serrana, RJ.
ol a Variavel (%); c d
Variaveis N RIFI 1C95% ® OR P
Madeira 70 10 14,3; 8,0-24.,4
Instalagdes 2,2 (1,0-5,0) 0,04

Alvenaria 305 21 6,9; 4,6-10,3

Legenda: * Numero de animais positivos (Titulo > 20) baseado na variavel estudada; ° Frequéncia de
positivos baseada na variavel estudada, com intervalo de confianga de 95%; € Odds ratio; 4 valor de
P para o=5 pelo teste Exato de Fisher.

Neste estudo, tanto a disponibilidade de agua natural quanto a de pogo artesiano
ofereceram risco aos equinos, indicando haver 2,7 vezes mais chances de ocorrer infec¢do por
S. neurona, quando comparadas aquelas que ndo disponibilizavam de pelo menos uma dessas
fontes (Tabela 7).
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Da mesma forma, quanto ao alimento oferecido, foi observado que nas propriedades
que fornecem feno aos cavalos existem 2,3 vezes mais chances desses animais se infectarem
por S. neurona quando comparado aquele onde esse alimento ndo era ofertado (Tabela 7).

Tabela 7. Associagdo entre a presenca de equinos sororreagentes a Sarcocystis neurona € as
variaveis relacionadas ao manejo nas propriedades visitadas na microrregido Serrana,

RJ.
cr . a Variavel (%); 0/ ¢
Variaveis N  RIFI 1C95% OR (1C95%) P
Feno Sim 172 20 11,6:7,7-17.3
oferecido 2.3 (1,1-4.9) 0,02
Nio 203 11 54:3,1-9.4
Aouamatural ST 55 9  164;89-283
difuonw; 2,7 (1,2-6,1) 0,02
P Nio 320 2 6,9; 4,6-10,2
Poco artesiang SI™ 55 9  164;89-283
disg onivel 2,7(1,2-6,1) 0,02
P Nio 320 2 6,9; 4,6-10,2

Legenda: * Namero de animais positivos (Titulo > 20) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; 4 valor
de P para a=5 pelo teste Exato de Fisher.

O numero de cles e gatos nas propriedades também foi significativo, assim como as
variaveis do acesso dos cdes e gatos com a agua de bebida e com a alimentagdo dos equinos
(Tabela 8). A frequéncia de contato com os gatos também mostrou-se significativa (Tabela 8).
Os resultados demostram que propriedades onde cdes t€ém acesso a dgua dos equinos possuem
3,8 vezes mais chances desses animais virem a se infectar por S. neurona, trés vezes mais
chances quando os gatos tem acesso a agua, 5,6 vezes mais chances quando os cdes da
propriedade tem acesso ao alimento e 3,1 vezes mais chances quando o gato tem acesso aos
alimentos dos equinos (Tabela 8).

Nas propriedades onde os cdes sdo alimentados com ragdo os resultados foram
significativos (Tabela 8).

A variavel presenga de gamba na propriedade também revelou resultado significativo
(Tabela 8).

Tabela 8. Associacdo entre a presenca de equinos sororreagentes a Sarcocystis neurona € as
variaveis relacionadas a presenga de outros hospedeiros nas propriedades visitadas na
microrregido Serrana, RJ (continua).

Variavel (%);

. r a 0 c
Variavel N  RIFI 1C95%" OR (IC95%) P
0-3 189 5 2,6;1,2-6,0
Quantos 4-6 109 16 14,7;93-225 . <0,01°
cacs/
>6 7710 13,0;73-223
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Tabela 8. Continuacio.

Variavel (%);

e a 0 C
Variavel N  RIFI 1C95%" OR (IC95%) P
0-3 258 13 5,0; 3,0-8,4
Quantos 4-6 40 8  20,0;10,6-34,9 ; <0,01°
gatos?
>6 77 10 13,0; 7,3-22.,3
Sem 183 10 5,5:3,0-9,8
A s contato
Frequéncia
de contato Esporadico 50 8 16,0; 8,4-28,6 - 0,05°
com gatos
Frequente 142 13 9,2;5,5-15,0
Cies com Sim 187 24 12,8; 8,8—18,4
acesso a 3,8 (1,6-9,1) 0,05°
agua? Nio 188 7 3,7; 1,8-7,5
Gatos com Sim 127 18 14,2;9,2-21,3
acesso a 3,0 (1,4-6,3) <0,01°
agua? Nio 248 13 5.2;3,1-8,8
Cies com Sim 192 26 13,5;9,4-19,1
acesso aos 5,6 (2,1-14,9) <0,01°
alimentos? Nao 183 5 2,7;1,2-6,2
Gatos com Sim 147 20 13,6; 9,0-20,1
acesso aos 3,1 (1,4-6,7) <0,01"
alimentos? Nao 228 11 4.8;2,7-8,4
. Sim 340 31 9,1;6,5-12,7
Racao aos
~ - f
caes Niio 350 0.0: 0,0-0,0 0,04
Sim 308 31 10,1; 7,2-14,0
Gambas? - <0,01"
Nio 67 0 0,0; 0,0-0,0

Legenda: * Niimero de animais positivos (Titulo > 20) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas varidveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; ¢ valor
de P para a=5; ° Teste de Qui-Quadrado; " Teste Exato de Fisher.

4.3.4 Doenca clinica

Nas propriedades onde houve relato de caso de “bambeira”, denominagao vulgarmente
utilizada para designar a EPM, o risco da infecgdo nos equinos apresentou-se 2,1 vezes maior
quando comparadas aquelas sem histérico da doenga (Tabela 9).

Outras informagdes sobre as variaveis estudadas podem ser observadas nos anexos 4 a
9.
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Tabela 9. Associagdo entre a presenca de equinos sororreagentes a Sarcocystis neurona € o
historico de doenga clinica nas propriedades visitadas na microrregido Serrana, RJ.

Variavel (%);

Variavel N RIFI OR (IC95%)¢ P

1C95%"
Sim 120 15 12,5; 7,8-19.,6
“Bambeira” 2,1 (1,0-4,5) 0,04
Nio 255 16 6,3;3,9-10,0

Legenda: * Numero de animais positivos (Titulo > 20) baseado na variavel estudada; ° Frequéncia de
animais positivos baseada na variavel estudada (intervalo de confianga = 95%); ° OR: Odds ratio;
4 valor de P para a=5 pelo Teste Exato de Fisher.

4.4 Neospora spp. em Equinos

O acesso dos gatos aos alimentos dos equinos nas instalagdes das propriedades que
participaram deste estudo mostrou-se significativa com 2,1 vezes mais chances de ocorrer
infeccdo por Neospora spp. (Tabela 10). Assim como as propriedades com historico de
abortamento apresentaram 7,5 vezes mais chances da infec¢do ocorrer entre os animais
(Tabela 10).

Outras variaveis, porém nao significativas, podem ser observadas nos anexos 10 a 15.

Tabela 10. Associagcdo entre equinos sororreagentes a Neospora spp. € as variaveis
relacionadas ao acesso de gatos aos alimentos dos equinos e histérico de abortamento
nas propriedades visitadas na microrregido Serrana, RJ.

Variavel (%);

.7 a 0/ \¢

Variavel N RIFI 1C95%" OR (IC95%) P!

Gatos com .

ACESSO 208 Sim 147 4 2,7;1,1-6,8

alimentos? 2,1(0,5-9.5) <0,01
Nao 228 3 1,3; 0,5-3,8

Aborto .

(propriedade) Sim 206 6 3,6; 1,4-6,2 7.5 (0,9-633) 0.03
Nao 169 1 0,6; 0,1-3,2

Legenda: * Namero de animais positivos (Titulo > 50) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
animais positivos baseada nas varidveis estudadas (intervalo de confianga = 95%); ¢ OR: Odds
ratio; ¢ valor de P para o = 5 pelo Teste Exato de Fisher.

4.5 Toxoplasma gondii em Equinos

Nas condigoes deste estudo, nenhuma das variaveis avaliadas (Anexos 16 a 21)
mostrou-se estatisticamente significativa para este protozoario.
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5 DISCUSSAO
5.1 Sarcocystis neurona

A baixa frequéncia encontrada nos equinos deste estudo (8,27% - 31/375) pode estar
associada as condigdes higiénico-sanitarias das propriedades, mesmo ndo tendo havido
resultado estatisticamente significativo quando este aspecto foi avaliado; assim como pela
presenga de outros animais, como caes e gatos, que afugentam os gambas das instalacdes
onde os cavalos s@o criados, diminuindo assim o contato desses marsupiais com a alimentac¢ao
dos equinos e, por conseguinte os riscos da pré-exposicao a S. neurona.

O resultado mais proximo ao encontrado neste estudo foi assinalado por Dubey et al.
(2003a) em cavalos no Wyoming, EUA, onde foi encontrado 6,5% de soropositividade para S.
neurona, porém, o levantamento naquela regido foi feito com o SAT.

Via de regra, a prevaléncia de S. neurona depende da distribuicdo geografica dos
hospedeiros definitivos, no caso gambas das espécies D. virginiana (FENGER et al., 1995)
nas Américas do Norte ¢ Central ¢ D. albiventris (DUBEY et al., 2001a,b) na América do
Sul. Portanto, quanto maior a populacdo de gambas numa determinada area, maiores serdo os
casos da doenca (MacKAY et al.,, 2000) ou mesmo, maiores indices de soroprevaléncia
poderao ser encontrados.

Pelo fato das propriedades localizadas no municipio de Teresopolis, que participaram
desse estudo, ndo apresentarem nenhum equino soropositivo, pode-se supor que as condig¢des
ambientais ndo sejam favordveis para disseminagdo de S. neurona, o que se comprova com o
resultado encontrado (0%) ou que esteja relacionado ao manejo nessas propriedades, que
pudesse criar condigdes desfavoraveis a permanéncia do hospedeiro definitivo, o gamba, nas
instalagdes, diminuindo as chances de contaminacdo por esporocistos de S. neurona.

A idade dos animais sororreagentes dos estabelecimentos agropecuarios estudados ndo
foi significativa. Todavia, deve ser considerado que quanto mais tempo o animal permanecer
numa regido endémica, maiores serdo as chances de adquirir a infec¢do. Saville et al. (1999),
indicaram que a infec¢do e o desenvolvimento da doenca causada por S. neurona ocorra com
maior frequéncia em animais mais velhos, pois 0os mesmos tem maior probabilidade de entrar
em contato com o agente etioldgico com o passar dos anos. Contudo, neste estudo a maior
concentragdo de animais reagentes se enquadrava na faixa etaria maior que cinco e menor ou
igual a dez anos, o que estd de acordo com os resultados obtidos por Bentz et al. (1997),
Blythe et al. (1997), Saville et al. (1997), Tillotson et al. (1999), Bentz et al. (2003) e Lins et
al. (2012), onde apontaram que a soroprevaléncia aumenta com a idade dos animais.

Quanto ao sexo dos 375 cavalos testados, 186 deles eram machos ¢ 189 fémeas, dos
quais 17 machos e 14 fémeas foram sororeagentes, corroborando com o resultado obtido por
Blythe et al., 1997 onde indicaram ndo haver preferéncia quanto ao sexo para infecg¢do por S.
neurona. Entretanto, neste estudo os equinos machos t€m 1,3 vezes mais chances de se
infectarem por S. neurona quando comparado as fémeas.

Quanto a raca dos animais estudados, ndo existiram diferengas significativas entre esse
pardmetro e a soropositividade para S. neurona. Diferentemente dos resultados observados
por Rooney et al. (1970), Boy et al. (1990), Fayer et al. (1990) e Lins et al. (2012). De acordo
com esses autores, a maior ocorréncia ¢ encontrada em animais de racga pura, atribuindo-se,
provavelmente, ao sistema de criacdo desses animais.

Com relagdo ao material utilizado na construgdo das baias dos equinos, foi encontrado
que instalagdes de madeira apresentaram 2,2 vezes mais chances de contribuir para que os
equinos deste estudo se infectem por S. neurona. Pelo fato do gamba da espécie D. albiventris
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ser sinantropico, as constru¢des rurais destinadas ao abrigo e/ou criagdo de animais acabam
por favorecer sua presenga. Assim como o numero de moradores nesses estabelecimentos
mostrou-se um fator importante para a infeccdo dos equinos, haja vista a possibilidade da
presenga e/ou criacdo de outros animais pelos mesmos, criando condi¢cdes favoraveis a
permanéncia do hospedeiro definitivo nesses estabelecimentos, pela disponibilidade de
abrigo, agua e alimentos.

Neste estudo, tanto a disponibilidade de agua natural quanto a de pogo artesiano
ofereceram risco aos equinos, indicando haver 2,7 vezes mais chances de ocorrer infec¢do por
S. neurona, quando comparadas aquelas que ndo disponibilizavam de pelo menos uma dessas
fontes. A importancia desses resultados esta no fato da contaminacdo da agua por fezes de
gamba poder existir, tornando-se uma fonte de infeccdo no momento em que 0s equinos
buscam agua para se saciarem, independentemente de ser de fonte natural ou de pocos
artesianos.

O numero de cles e gatos nas propriedades também foi significativo, assim como as
variaveis do acesso dos cdes e gatos com a agua de bebida e com a alimentagdo dos equinos.
A frequéncia de contato com os gatos também mostrou-se significativa. Talvez pela
xenosmofilia, habito de rolar na terra ou ingerir fezes, pode haver carreamento no pelame de
esporocistos de S. neurona e, por conseguinte contaminar a comida dos cavalos. Da mesma
maneira, ocorreu com a presenga de gatos, que assim como os cdes, podem ter entrado em
contato com as fezes de gambas positivas ao dormirem no solo contaminado, facilitando
assim a aderéncia de esporocistos aos pelos e por consequéncia o seu transporte de uma baia
para outra na mesma propriedade ou contaminando a alimentacdo dos equinos ao deitarem
sobre a mesma. Situagdo esta assinalada para 7. gondii em pelos de animais por Frenkel e
Parker (1996).

Nas propriedades onde os cdes sdo alimentados com ragdo os resultados também
foram significativos. Como mencionado anteriormente, esse tipo de alimentagdo atrai a
presenca de gambds para as instalacdes dos equinos, culminando com a liberagdo de fezes
pelo hospedeiro definitivo, contaminando ndo apenas o solo, mas também o pelo dos caes
e/ou gatos presentes na propriedade, pelo habito da xenosmofilia e por fim aumentado o risco
de ingestdo desses esporocistos pelos equinos, devido ao contato com esses animais.

A variavel presenga de gamba na propriedade revelou, resultado significativo. Este
marsupial ¢ o tnico hospedeiro definitivo para S. neurona, em especial D. albiventris na
América do Sul (DUBEY et al., 2001a,b), e por este motivo € o unico capaz de eliminar junto
com suas fezes esporocistos viaveis, sendo o responsavel pela infeccdo de S. neurona nos
equinos e pelo desenvolvimento da EPM nessa espécie.

Nas propriedades onde houve relato de caso de “bambeira”, denominagdo vulgarmente
utilizada para designar a EPM, o risco da infec¢do nos equinos apresentou-se 2,1 vezes maior
quando comparadas aquelas sem historico da doenca. Evidentemente, as propriedades com
relatos da enfermidade possuiam gambas e talvez onde o manejo seja inadequado para o
controle desses animais e prevencdo da infeccdo nos equinos por S. neurona, aumentando
com isso as chances de novos casos ocorrerem.

Salienta-se que apesar da baixa soroprevaléncia para S. neurona encontrada nos
equinos testados, este agente etioldgico existe na regido e a presenca do seu hospedeiro
definitivo mostrou-se significativo na microrregido Serrana do estado do Rio de Janeiro.

Outras informagdes sobre as variaveis estudadas podem ser observadas nos anexos 4 a
9.
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5.2 Neospora spp.

Quanto as espécies do género Neospora, outros trabalhos realizados a nivel mundial
apontam diferentes graus de soroprevaléncia, observando-se, frequentemente, baixos graus de
soropositividade na espécie equina, como observado no presente estudo (1,87% - 7/375).
Resultado semelhante ao encontrado na Coréia do Sul (2%) (GUPTA et al., 2002) a partir da
mesma técnica e com o mesmo ponto de corte adotado.

Na América do Norte, Cheadle et al. (1999) utilizaram a mesma técnica e ponto de
corte deste trabalho, para pesquisa de anticorpos anti-Neospora sp. e encontraram resultado
superior, obtendo-se 11,5% de soropositividade nos equinos testados. Da mesma forma que
Vardeleon et al. (2001) ao analisarem 208 amostras séricas de equinos provenientes de cinco
regides geograficas distintas, a citar: California, Florida, Missouri, Montana nos EUA e Nova
Zelandia, encontraram 17% (36/208) dos cavalos soropositivos para N. hughesi também
através da RIFI, porém, utilizando como ponto de corte o titulo 320.

Cabe ressaltar que na América do Sul, N. hughesi ainda ndo foi isolada e, na maioria
dos estudos de soroprevaléncia e de diagndstico soroldgico, taquizoitos de N. caninum sdo
utilizados como antigenos, ndo sendo possivel, portanto, a diferenciacdo das espécies de
Neospora que estdo infectando os equinos, devido a existéncia de reagdo cruzada entre as
duas espécies (DUBEY et al., 1999a,b; PATITUCCI et al., 2004).

A verdadeira prevaléncia da infeccdo por Neospora spp. em cavalos no Brasil ¢
desconhecida e as pesquisas insuficientes, porém, os estudos disponiveis t€m apontado
indices bastantes diversificados. Em sua maioria, estudos que utilizam a RIFI adotando-se
como ponto de corte o titulo 50, como no caso do presente estudo, revelam baixa prevaléncia
no que tange a presenca de anticorpos contra Neospora spp.. Dentre eles, podemos citar: no
estado do Parana a prevaléncia de Neospora sp. foi de 30, 47 e 22,2%, respectivamente em
periodos diferentes (LOCATELLI-DITTRICH et al, 2006a). No estudo realizado por
Villalobos et al. (2006) utilizando equinos oriundos de diferentes municipios do estado de Sao
Paulo a soroprevaléncia observada para Neospora spp. nesses animais foi de 10,3%
(114/1106). Stelmann et al. (2011a) utilizando 26 amostras de soro sanguineo de equinos com
historico de ataxia, pertencentes ao estado de Sao Paulo, verificaram um percentual de
soropositividade de 57,6% (15/26) para N. caninum. Enquanto no mesmo ano, Toscan et al.
(2011) encontraram anticorpos contra Neospora spp. em 15,9% (34/214) na populagio total
de equinos avaliados no Rio Grande do Sul. Também no Rio Grande do Sul, em especial no
municipio de Santa Maria, Sangioni et al. (2011) encontraram 15,4% (14/91) de
soropositividade contra Neospora spp. no soro sanguineo dos equinos que participaram do
estudo. Em um estudo mais recente, utilizando cavalos carroceiros da regido metropolitana de
Curitiba- PR, Villalobos et al. (2012) encontraram 14,4% (14/97) soropositividade entre os
animais testados para Neospora sp..

Outros estudos nacionais, utilizando provas sorologicas diferentes ao deste trabalho,
foram realizados e os percentuais de soropositividade encontrados também foram baixos: 0%
de soropositividade contra N. caninum em equinos do Brasil (DUBEY et al., 1999a), 2,5%
para a presenga de anticorpos anti-NhSAGI1 de N. hughesi em equinos oriundos de diversos
estados brasileiros, dentre eles: Sdo Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina, Rio Grande do Sul,
Parana, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Rondonia e Bahia (HOANE et al., 2006).

O resultado encontrado neste trabalho, quanto a presenga de anticorpos contra N.
caninum (1,87%) nos equinos testados, esta de acordo com as consideragdes de Hoane et al.
(2005b,2006), onde dizem que, de forma geral, os trabalhos de soroprevaléncia indicam que
os equinos das Américas do Norte e do Sul sdo pouco infectados pelas espécies do género
Neospora. Haja vista, também, os resultados encontrados na maioria dos estudos citados.
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Sendo assim, mais informagdes sdo necessarias para se esclarecer o papel de ambas as
espécies de Neospora na epidemiologia dessa infec¢do em equinos (LOCATELLI-DITTRICH
et al., 2006b).

Os principais entraves dos testes soroldgicos para diagndstico da neosporose sdo as
diferentes metodologias, titulagdes e critérios de interpretagdo dos resultados entre os
diferentes laboratorios. Outras limitagdes s@o as flutuagdes dos niveis de anticorpos durante a
vida do animal, pela caracteristica de recrudescéncia da infeccdo (LOCATELLI-DITTRICH,
2002). Além desses, deve-se considerar, também, com relagdo a valores percentuais
discrepantes encontrados na literatura consultada, que os mesmos podem estar relacionados
com a prova sorologica emprega, podendo haver variagdo entre os valores de sensibilidade e
especificidade, com o tamanho da amostra, assim como aos fatores de risco predisponentes a
populacdo estudada, os quais por sua vez, podem alterar os resultados.

Quando se utiliza a RIFI nas triagens soroldgicas para a neosporose, utilizando-se
como ponto de corte o titulo 50, como realizado neste estudo, observa-se o aumento da
sensibilidade do teste e, como vantagem, confere-se maior capacidade de deteccdo de animais
infectados ou potencialmente infectados; porém a possibilidade de ocorrerem resultados
falsos positivos devido a reacdo cruzada deve ser considerada (VARDELEON et al., 2001;
LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006).

No diagnoéstico da neosporose equina deve ser considerada a infeccdo por Neospora
caninum e N. hughesi. Como na maioria dos isolados de Neospora em equinos ¢ identificada
a espécie N. hughesi, sugere-se que a neosporose equina ¢ predominantemente causada por
esta espécie, entretanto, a real importancia de ambas as espécies ¢ desconhecida (JAKUBEK
et al., 2000).

Deve-se ressaltar, baseando-se nas diferengas de proteinas dos espagos internos
transcritos (ITS1) do DNA e na morfologia dos cistos teciduais em relacdo a N. caninum, que
N. hughesi apresenta alto grau de similaridade antigénica com N. caninum, com nimero
suficiente de antigenos em comum para que os anticorpos anti-N. hughesi apresentem reacao
cruzada com N. caninum nos testes sorologicos (MARSH etal, 1998; WALSH et al., 2000;
PACKHAM et al., 2002). A diferenciacdo entre a resposta soroldgica para os dois agentes em
questdo somente serd possivel a partir da realizagdo de testes que empreguem antigenos
monoclonais especificos para cada uma das espécies. Como, neste estudo, foi utilizado
anticorpos policlonais, ou seja, anticorpos que possuem marcadores de superficie
inespecificos entre as espécies do género Neospora, ndo foi possivel estabelecer qual das
espécies reagiu frente ao soro dos animais positivos quanto a técnica empregada. Em
contrapartida, se fossem utilizados anticorpos monoclonais para deteccdo de N. hughesi,
talvez fosse possivel encontrar outros percentuais.

Os equinos que participaram deste estudo estavam higidos, no momento da coleta,
porém, ainda ndo existem estudos que avaliem a possibilidade de cavalos soropositivos para
espécies do género Neospora e clinicamente sadios, desenvolverem a doenga. Dentro deste
contexto, a possibilidade de uma infec¢do subclinica por este agente etiologico, também deve
ser considerada (LOCATELLI-DITTRICH et al.,, 2006b). Entretanto, relatos em outras
espécies indicaram que em condi¢des de imunomodulacdo negativa, como por exemplo, no
caso de longos periodos de administracdo de glicocorticoides ou mesmo, a presenca de
infeccOes oportunistas pode promover o desenvolvimento da neosporose (DUBEY;
LINDSAY, 1996). Consideragdo essas que podem ocorrem principalmente em animais
sororreagentes sobre pressao de um fator predisponente como o ja mencionado acima.

Os sinais clinicos de neosporose em equinos sdo cegueira, paralisia dos membros
pélvicos, comportamento bizarro, dificuldade de mastigagdo, incoordenagdo, ataxia, doengas
viscerais, doenga neonatal, abortamento ¢ perda de peso (DAFT et al., 1996; WALSH et al.,
2000). Sinais estes, que ndo foram observados nos animais estudados nesta microrregiao.
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Nao existem estudos que avaliem a possibilidade de cavalos soropositivos para
espécies do gé€nero Neospora e clinicamente sadios, desenvolverem a doenga. Dentro deste
contexto, a possibilidade de uma infec¢do subclinica por Neospora, também deve ser
considerada (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006b). Conforme observado neste estudo,
apesar de nao haver relatos de animais doentes nas propriedades estudadas.

De acordo com Hamir et al. (1998) e Lindsay (2001), a infec¢@o por N. caninum esta
frequentemente associada a distarbios reprodutivos, enquanto aquela causada por N. hughesi €
comumente associada a distirbios neurologicos e ndo de esfera reprodutiva, como casos de
abortamentos. Esta ultima afirmativa pode ser considerada como significante, pois houve 7,5
vezes mais chance de ocorréncia da infeccdo por este coccidio nas propriedades que
apresentavam histérico de abortamento, visitadas nessa microrregido. Cabe ressaltar que
mesmo ndo sendo diagnosticada sorologicamente N. hughesi nesta microrregido, deve-se
levar em considerac@o a presenca de animais sororreagentes para esta espécie de Neospora.

Curioso notar que a associa¢do entre a presenca, quantidade e nimero de cées, ndo
foram estatisticamente significativos nas propriedades com presenca de anticorpos para N.
caninum nos animais amostrados, mesmo o cdo sendo hospedeiro definitivo para este
protozoario e, por conseguinte capaz de liberar oocistos em suas fezes contribuindo para
contaminagdo ¢ manutengdo do parasita no ambiente.

Todavia, o acesso dos gatos aos alimentos dos equinos nas instalagdes das
propriedades que participaram deste estudo mostrou-se significativa com 2,1 vezes mais
chances de ocorrer infec¢do por Neospora spp.. Mesmo ndao sendo os gatos hospedeiros
definitivos deste agente etioldgico, suspeita-se que possa haver a possibilidade de
transmissdo, principalmente de oocistos esporulados através de xenosmofilia (FRENKEL;
PARKER, 1996) pelo habito desses animais deitarem no feno ou no cocho da ragdo, apds
terem tomado banho de terra contaminada com fezes de cdes. Cabe ressaltar que, apesar da
baixa soroprevaléncia contra Neospora spp., este agente etiologico estd presente na regido,
assim como o cdo, fazia-se presente nas propriedades onde existiam equinos sororreagentes
(Figura 5).

Outras variaveis, porém nao significativas, podem ser observadas nos anexos 10 a 15.

Figura 5. Presenca de cdes nas instalacdes de uma propriedade que possuia equinos reagentes
a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para anticorpos contra Neospora

Spp.
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5.3 Toxoplasma gondii

A baixa prevaléncia encontrada para 7. gondii (2,13% - 8/375) pode ser explicada,
possivelmente, pelo fato dos cavalos, dentre os animais domésticos, serem os mais resistentes
a infecgdo por esse protozoario, assim como ao desenvolvimento clinico da doenca (DUBEY,
1983; DUBEY; JONES, 2008). Outra possibilidade a ser considerada, seria a condi¢ao
ambiental desfavoravel para a disseminag@o do agente etiologico de acordo com Mendonga et
al. (2001). Ou devido as condigcdes higiénico sanitarias das propriedades serem
suficientemente adequadas, impedindo com isso a disseminagdo de 7. gondii.

Na maioria dos trabalhos realizados em outros paises, também se observa uma baixa
prevaléncia para 7. gondii entre os equideos, porém, com resultados superiores ao encontrado
neste trabalho. A literatura mundial aponta diferentes graus de soroprevaléncia, com uma
variag@o de 0,5% a mais de 70% (AL-KHALIDI; DUBEY, 1979; CHHABRA; GAUTAM,
1980; URCELAY et al., 1982; AGANGA et al., 1983; LING; WAN, 1984; ZEYBEK et al.,
1998; DUBEY et al., 1999a,b,c; GUPTA et al., 2002; SHAAPAN; GHAZY, 2007; MIAO et
al., 2013; JAKUBEK et al., 2006; BARTOVA et al, 2010; KARATEPE et al., 2010;
ALANAZI; ALYOUSIF , 2011; BOUGHATTAS et al., 2011; GAZYAGCI et al., 2011;
ROQUEPLO et al., 2011; ALSHAHERY; MANSOUR, 2012; BOCANEGRA et al., 2012;
SHAAPAN et al., 2012). Esses valores discrepantes podem ser justificados pelo ponto de
corte estipulado, pela técnica diagnostica empregada, assim como a regido geografica
estudada e fatores de risco inerentes as mesmas.

No Brasil, os resultados obtidos em investigagdes sorologicas sobre a prevaléncia de
anticorpos contra 7. gondii em equinos também demonstram uma variagdo consideravel entre
eles, os quais diferem principalmente de acordo com a regido estudada.

A semelhanca dos resultados encontrados neste trabalho, Locatelli-Dittrich et al.
(2006a) ao realizarem um estudo em éguas e potros pré-colostrais de uma fazenda do estado
do Parand, também utilizando a RIFI como meio de diagndstico, indicaram que tanto em 2003
quanto em 2004, das 36 éguas testadas apenas 2,7% eram positivas para 7. gondii, porém
diferentemente desse trabalho, o ponto de corte utilizado foi de 1:50 e quando esse valor foi
aumentado para 1:100, a soropositividade caiu para 0%, mesmo valor encontrado para os
potros pré-colostrais testados no referido estudo.

Por outro lado, alguns trabalhos indicam resultados de soroprevaléncia superiores ao
encontrado nesse estudo, utilizando a mesma técnica (RIFI) e ponto de corte (1:16). Como por
exemplo, o realizado por Costa et al. (1986) ao pesquisarem anticorpos contra 7. gondii em
900 soros de equinos, provenientes do norte do estado de Sdo Paulo, onde encontraram 24,8%
deles reagindo positivamente. Gazeta et al. (1997) ao avaliarem 430 equinos aparentemente
sadios, oriundos de 12 municipios do estado do Rio de Janeiro, encontraram 4,42% (19/430)
de soropositividade nos cavalos. Enquanto que Vidotto et al. (1997) ao analisarem 561 soros
de equinos, provenientes de quatro estados, abatidos em um frigorifico no municipio de
Apucarana, Parand, observaram que 177 equinos (31,55% -177/561) foram sororreagentes a
T. gondii. A soroprevaléncia encontrada nos cavalos procedentes do estado de Sao Paulo foi
de 21,90% (51/233), seguida por 41,22% (54/131) daqueles do Parana, 30% nos (36/120)
provenientes do estado de Mato Grosso e 46,75% (36/77) com procedéncia do Mato Grosso
do Sul. Também no Mato Grosso do Sul, Larangeira et al. (1985) observaram que dos 750
equinos examinados, 32,8% (246/750) foram sororreagentes.

Naves et al. (2005) ao realizarem um estudo com o objetivo de determinar a
soroprevaléncia de 7. gondii em equinos da raca Mangalarga Marchador; para tanto, foram
utilizadas amostras de soro sanguineo de 117 animais, escolhidos aleatoriamente em trés
propriedades. A positividade encontrada, distribuida entre as trés propriedades, foi de cinco
(4,27%) animais positivos na A, quatro (3,41%) na B e seis (5,12%) na propriedade C,
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totalizando 15 animais soropositivos para 7. gondii. Camossi et al. (2010) ao realizarem um
inquérito soroldégico em equinos da regido de Botucatu, SP, encontraram 5,9% de
soropositividade para 7. gondii entre as 253 amostras testadas.

Como diversas provas soroldgicas tém sido empregadas para avaliagdo da infec¢ao por
T. gondii em equinos, permanece desconhecida a prova diagnostica de elei¢do, devido ao fato
da especificidade e sensibilidade, de qualquer um dos testes utilizados, ndo terem sido
determinadas. Indicando que isso ocorre devido ao menor niimero de estudos nessa espécie
quando comparada as demais espécies domésticas (CAMOSSI et al., 2010). Talvez por este
motivo alguns resultados discrepantes sejam encontrados na literatura nacional e internacional
citada nesse estudo, os quais podem ser explicados principalmente pelo ponto de corte
preconizado, além da técnica diagndstica empregada. Apesar disso, observa-se que a
sorologia, em cavalos, continua baixa na maioria das regides estudadas, até o presente
momento.

Quanto aos titulos soroldgicos encontrados na RIFI para 7. gondii, oito (100%) foram
positivos na dilui¢do 1:16. Entretanto, se o ponto de corte estipulado fosse 64, ao invés de
2,13%, seria encontrado 0% de soropositividade como resultado final para esses equinos.
Desta maneira, quando se utiliza como ponto de corte a diluigdo 1:64 na RIFI, a positividade
se aproxima de uma maneira mais fidedigna daquelas obtidas em outros trabalhos, sejam eles
nacionais ou internacionais (MENDONCA et al., 2001).

Apesar de nenhuma das varidveis aqui avaliadas (Anexos 16 a 21) ter sido
significativa, a presenga de gatos foi observada nas instalacdes de algumas propriedades que
participaram deste estudo, demonstrando contato frequente ou iminente com o0s equinos
(Figuras 6 e 7), assim como em contato com a alimenta¢do dos equinos.

Entretanto, o nimero de gatos presentes nas propriedades onde existam criagdes de
equinos deve ser controlado objetivando-se diminuir a presen¢a e/ou manuten¢do do agente
etiolégico no ambiente e a partir disso reduzir as chances de infec¢do para os equinos e/ou
animais de produgdo. Outra a¢do importante ¢ o correto descarte de membranas fetais e/ou
fetos abortados, devendo ser retirados do ambiente por pessoas usando luvas de protecdo e
devidamente incineradas ou enterradas, evitando com isso a infec¢do pelos gatos e
possivelmente por outros animais da propriedade (DUBEY, 2010).

Figura 6. Presenca de gatos nos corredores das instalagdes em dois haras com equinos
soropositivos para Toxoplasma gondii, pertencentes ao municipio de Petropolis,
RIJ.
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Figura 7. Presenca de gatos no deposito de racdo de um dos haras com equinos soropositivos
para Toxoplasma gondii, pertencentes ao municipio de Petropolis, RJ.

Outro aspecto importante a ser considerado ¢ o fato de que os equideos estabelecem uma
importante via de transmissdo para animais de zooldgico, em especial, os felideos silvestres,
que sdo hospedeiros definitivos de 7. gondii. Muitas das vezes, esses felideos sdo alimentados
com carne equina, culminando com a possivel eliminagdo de oocistos no meio ambiente,
através de suas fezes, favorecendo o ciclo de vida e a persisténcia do parasito no ambiente
(MENDONCA et al., 2001) e a probabilidade de infectar vertebrados domésticos e silvestres,
inclusive humanos. Esta afirmativa ndo seria valida para este tipo de criacdo, a menos que os
cavalos que venham a 6bito ou que sejam eutanasiados sejam utilizados na alimentagdo de
carnivoros da propriedade, ou seja, as visceras ¢ musculatura sejam doadas para alimentar
animais selvagens, principalmente felideos. Ressalta-se que, apesar da baixa frequéncia de
equinos sororreagentes a 7. gondii nas propriedades estudadas, ndo se pode descartar o fato de
que possa haver infec¢do por este agente etiologico.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados observados nos estabelecimentos agropecudrios com criagdo
de equinos participantes deste estudo, localizados na microrregido Serrana do estado do Rio
de Janeiro, pode-se concluir que:

Houve exposicdo dos equinos avaliados a S. neurona, Neospora spp. e T. gondii
indicando a presenca desses agentes etioldgicos na microrregido ¢ o risco de infecgdo aos
equinos ali criados.

Nas condig¢des deste estudo, entre os agentes etiologicos pesquisados, a infec¢io por S.
neurona foi a mais prevalente nos equinos testados.

Nas condig¢des deste estudo nenhuma das varidveis analisadas foi significativa para a
infecgdo por T. gondii.

Mesmo em presenca de condicdes favoraveis para a ocorréncia dos hospedeiros
definitivos de S. neurona, N. caninum e T. gondii, as condi¢cdes higié€nico-sanitarias dos
animais e dos estabelecimentos agropecuarios analisados contribuiram para uma baixa
ocorréncia de equinos sororreagentes aos trés agentes etioldgicos pesquisados na microrregiao
Serrana do estado do Rio de Janeiro.
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8 ANEXOS

Anexo 1. Protocolo Comissdo de Etica na Pesquisa da UFRRJ /COMEP.

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
PRO-REITORLA DE PESQUISA E POS-GRADUACAQ
COMISSAO DE ETICA NA PESQUISA DA UFRRJ / COMEP

Protocole N® 257/2012

PARECER

O Projete de Pesguisa intitulado “Agemdes Fliclogicos da Mieloencefalite
Protozadria Egiing na Microrregido Serrama do Estado do Rio de Janeive” sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Carlos Wilson Gomes Lopes do Departamento de
Parasitologia Animal do Imstituto de Veterimaria, processo 23083 .005370&/2012-3Z,
atende a0s principios bisicos para pesquisa envolvendo o uso de amimais ¢ estd de
acordo com os principios éticos e do bem estar animal estando de acordo com a

Resolugio 714 de 20/06/2002 do CFMV.

UFRR], 22/10/2012

Lﬂl’«d\” df_}ckr\,.u__ — E'u. _ L"l‘--—-h__

Profa. Dra. Aurea Echevarria Neves Lima
Pri-reitora de Pesquisa e Pos-graduagio
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Anexo 2. Questionario Epidemiologico Aplicado Durante as Visitas as Propriedades do
Municipio de Petropolis, Sdo José do Vale do Rio Preto e Teresopolis, que Compde a
Microrregido Serrana do Estado do Rio de Janeiro.
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i/ F - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA ANIMAL

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA,
TECNOLOGIA E INOVACAO EM AGROPECUARIA

Questionario epidemiologico aplicado durante as visitas as propriedades
do municipio de Petropolis, Sdo José do Vale do Rio Preto e Teresopolis, que
compOe a microrregido Serrana do estado do Rio de Janeiro.

1. IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE

N° Nome:

Proprietario: Telefone: e-mail:

Municipio:

Tipo de Propriedade: () Centro Hipico ( )Haras ( ) Rancho

2. PARTE FiSICA
2.1. Tamanho em hectares:

2.2. Apresenta benfeitorias?

() Sim. Quais? ( ) Nao

2.3. Material utilizado na construc¢ao:

2.4. Apresenta residéncia(s)?

() Sim. Quantas? ( ) Nao
2.5. Apresenta funcionario(s) remunerado(s)?

() Sim. Quantos? ( ) Nao
2.6. Apresenta morador(es)?

() Sim. Quantos? ( ) Nao
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3. MANEJO

3.1. Numero total de equinos:

3.2. Dispoe de assisténcia veterinaria?
() Sim ( )Nao
3.3. Qual raca predominante dos equinos?

() Mangalarga Marchador () Quarto de Milha () Puro Sangue Inglés

() Brasileiro de Hipismo () Sem raga definida (SRD) () Outras. Quais?

3.4. Os equinos da propriedade sao vacinados contra:

() Raiva () Influenza () Rinopneumonite
() Leptospirose () Encefalomielite () Tétano

3.5. Os animais se alimentam de:

() Pastagem () Feno () Concentrado
3.6. Existe criacao de outros animais no mesmo ambiente?

() Sim. Quais? ( ) Nao

3.7. A propriedade dispoe de poc¢o artesiano?

() Sim ( )Niao

3.8. A propriedade dispoe de fontes de Agua natural (rio, acude, lago, etc)?
() Sim () Nio

3.9. Qual o tipo de reproducio (monta)?

() Natural () Ambas

() Inseminagdo artificial () Transferéncia de embrides

3.10. O manejo dos animais € considerado:
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() Excelente () Satisfatorio

( )Bom () Ruim

3.11. A condicio higiénico-sanitaria da propriedade é considerada:
() Excelente () Satisfatoria

( )Boa () Ruim
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4. QUESTIONAMENTOS REFERENTES A NEOSPOROSE EQUINA,
TOXOPLASMOSE EQUINA E A EPM CAUSADA POR Sarcocystis

neurona.

4.1. Residem cies na propriedade?

() Sim. Qual e quantos? ( ) Nao

4.2. Residem gatos na propriedade?

() Sim. Quantos? ( ) Nao

4.3. Frequéncia de contato dos cies com os equinos?

() esporadico () frequente () ndo existe
4.4. Frequéncia de contato dos gatos com os equinos?

() esporadico () frequente () ndo existe
4.5. Os cies tém acesso a fonte de agua?

() Sim () Nio

4.6. Os gatos tém acesso a fonte de agua?

() Sim () Nio

4.7. Os caes tém acesso a alimentagio dos equinos?

() Sim () Nio

4.8. Os gatos tém acesso a alimentacdo dos equinos?

( ) Sim ( ) Nao

4.9. Qual o tipo de alimentacao é fornecida aos caes?

() ragao comercial () comida caseira ( ) Ambas
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4.10. Qual o tipo de alimentacio é fornecida aos gatos?

() racgdo comercial () comida caseira () Ambas
4.11. Existem roedores na propriedade?

() Sim ( ) Nio

4.12. Ja observou o cao/gato comendo placenta e ou restos fetais?

() Sim () Nio

4.13. Ja foi observada a presenca de canideos silvestres na propriedade?
() Sim Quais? ( )Nao

() Cachorro domato () Cachorro Vinagre
() Lobo guara () Guaxinin

() Outros. Qual(is)?

4.14. Ja foi observada a presenca de felideos silvestres na propriedade?
() Sim ( ) Nio

4.15. Propriedade apresenta casos de aborto?

() Sim ( ) Nao

4.16. Ja foi observada a presenca de gambas na propriedade?

() Sim () Nio

4.17. Algum equino da propriedade ja manifestou bambeira?

() Sim

( ) Nao
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Anexo 3. Ficha individual dos equinos participantes do estudo.
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10.

SO O o

o UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA ANIMAL - DPA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA,
TECNOLOGIA E INOVACAO EM AGROPECUARIA

Ficha individual dos equinos participantes do estudo

Propriedade:

Numero de Identificacao do animal :

Nome:

Idade:

Sexo:
() Macho

Raca:

() Mangalarga Marchador
() Quarto de Milha

() Puro Sangue Inglés

Procedéncia
() Propriedade
() Vizinhanga
() Municipio

() Fémea

() Brasileiro de Hipismo () Outra. Qual?
() Sem raca definida

() Outros. Quais?

Animal ja apresentou aborto?

() Sim. Quantos?

( ) Nao

Ja apresentou EPM/Bambeira?

() Sim

) Raiva

) Leptospirose

) Influenza

) Encefalomielite
) Rinopneumonite
) Tétano

A~ AN AN AN AN~

O animal é vacinado contra:

( ) Nao
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Anexo 4. Associagdo entre a presenga de equinos sororreagentes a Sarcocystis neurona
¢ as variaveis epidemiologicas estudadas nas propriedades visitadas na microrregido
Serrana, RJ.

. r 2 Variavel (%); 0/ \¢
Variavel N RIFI 1C95%" OR (IC95%)¢ P*
Macho 186 17 9,1;5,8-14,2
Sexo 1,3(0,6-2,6)  0,34°
Fémea 189 14 7,4;4,5-12,0
Pura 348 30 8,6;6,1-12,0
Raca 2,4(0,3-18,7)  0,32°
SRD 27 1 3,7;0,9-18.3
<1 ano 47 3 6,4;2,3-17,2
1 <n<5anos 117 11 9,4; 5,4-16,1 _
Idade - 0,73'
5<n<10 anos 144 12 8,3;4,9-14,0
> 10 anos 45 2 44;1,4-14,8
Petropolis 270 23 8,5; 5,8-12,5
Municipio 320 Jos¢ do Vale do 40 8 20,0;10,6-34,9 - <0,01°
Rio Preto
Teresopolis 65 0 0,0; 0,0-0,0
Centro hipico 23 4 17,4; 7,1-37,4
Propriedade = Haras 337 27 8,0;5,6-11,4 - 0,14f
Rancho 15 0 0,0; 0,0-0,0
<20.000 m* 77 10 13,0; 7,2-22,3
Tamanho da  20-000 <n <50.000 m> 90 9 10,0; 5,4-17,3 .
. - 0,18
propriedade 50,000 <n< 100.000 m*> 62 5 8,1;3,6-17.6
>100.000 m? 146 7 4,8;2,4-9.6
Procedéncia  Sim 292l sl 0 04200 0510
(regido Serrana)
Nio 116 10 8,6;4,8-15.2
A . Sim 87 8 9,2;4,8-17,1
Procedéncia 1,2 (0,5-2,7) 0,43°
(indeterminada)
Nio 288 23 8,0;5,4-11,7

Legenda: * Numero de animais positivos (Titulo > 20) baseado na variavel estudada; ° Frequéncia de
positivos baseada na variavel estudada, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; d
valor de P para a=>5; ° Teste Exato de Fisher; T Teste de Qui-Quadrado.
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Anexo 5. Associagdo entre a presenga de equinos sororreagentes a Sarcocystis neurona
¢ as variaveis relacionadas a vacinagdo nas propriedades visitadas na microrregido

Serrana, RJ.
. r 2 Variavel (%); o/ \¢

Variavel N  RIFI 1C95%. OR (IC95%) P
Sim 352 30 8,5;6,0-11,9

Raiva 1,5(0,2-12,9) 0,52
Nao 8 1 12,5;2,8-48,2
Sim 60 2 3,3;1,0-11,3

Leptospirose 3,1(0,7-13,4) 0,08
Nio 300 29 9,7, 6,8-13,5
Sim 282 21 7.4;49-11,1

Influenza 1,8 (0,8-4,1) 0,11
Nao 78 10 12,8; 7,2-22,0
Sim 66 2 3,0;0,9-104

Encefalite 3,5(0,8-15,1) 0,06
Nio 294 29 9,9; 7,0~13,8
Sim 60 2 3,3;1,0-11,3

Rinotraqueite 3,1 (0,7-13,4) 0,08
Nio 300 29 9,7, 6,8-13,5
Sim 282 21 7.4;49-11,1

Tétano 1,8 (0,84,1) 0,10
Nao 78 10 12,8; 7,2-22,0

Legenda: * Niimero de animais positivos (Titulo > 20) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; d
valor de P para o=>5 pelo Teste Exato de Fisher.
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Anexo 6. Associagdo entre a presenga de equinos sororreagentes a Sarcocystis neurona
e as variaveis relacionadas a estrutura das propriedades visitadas na microrregido
Serrana, RJ.

. r 2 Variavel (%); o/ \¢
Variavel N  RIFI 1C95%." OR (IC95%) P
Alvenaria 305 21 6,9;4,6-10,3
Material construgio 2.2 (1,0-5,0) 0,04°
Madeira 70 10 14,3; 8,0-24,4
Sim 360 31 8,6; 6,1-12,0
Possui residéncia? - 0,27¢
Nao 15 0 0,0; 0,0-0,0
0-3 281 23 8,2;5,5-12,0
Quantidade 4-6 78 8  10,3;53-19,0 - 0,40°
(residéncia)
>6 16 0 0,0; 0,0-0,0
tidad 0-3 191 14 7,3;4,4-11,9
Quantidade 13(0,6-27)  031°
(funcionarios)
4-6 184 17 9,2;5,9-14,3
Sim 345 30 8,7, 6,2-12,2
Possui moradores? 2,8 (0,4-21,0) 0,27°
Nao 30 1 3,3;0,8-16,7
0-3 104 2 1,9; 0,6-6,7
Quantidade 4-6 112 13 11,6;6,9-18,9 - 0,02°
(moradores)
>6 159 16 10,1; 6,3-15,7
0-10 41 2 4,9;1,5-16,2
11-30 93 7 71,5; 3,8-14,7
Total de equinos - <0,01°
31-50 103 3 2,9;1,1-8,2
> 50 123 18 14,6; 9,5-22,0
Sim 309 25 8,1;5,6-11,7
Assisténcia veterinaria 1,1 (0,4-2,9) 0,47°
Nao 66 6 9,1;4,3-18,7

Legenda: * Nimero de animais positivos (Titulo > 20) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; ¢ Odds ratio; d
valor de P para o=35; © Teste Exato de Fisher; " Teste de Qui-Quadrado.
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Anexo 7. Associagdo entre a presenga de equinos sororreagentes a Sarcocystis neurona
¢ as variaveis relacionadas ao manejo nas propriedades visitadas na microrregido

Serrana, RJ.

., a Variavel (%); 0/ \¢
Variavel N  RIFI 1C95%%" OR (IC95%) P
Feno oferecido .

Sim 172 20 11,6;7,7-17,3
2,3(1,1-4,9)  0,02°
Nao 203 11 5,4;3,1-94
Cocriagao .
Sim 211 20 9,5; 6,2-14,2
1,5 (0,7-3,1) 0,22°
Nao 164 11 6,7;3,8-11,6
. Sim
Agua n,atural 55 9 16,4; 8,9-28,3 2.7 (1.2-6,1) 0.02
disponivel
Nao 320 22 6,9; 4,6-10,2
] Sim
Pg(;o a,rtes1ano 55 9 16,4; 8,9-28.3 2,7 (1,2-6,1) 0.02
disponivel
Nao 320 22 6,9; 4,6-10,2
Reprodugdo (natural) .
im 346 30 8,7, 6,2-12,1
2,7 (0,4-20,2) 0,28°
Nio 29 1 3,4;0,8-17,2
Reproducio . )
(inseminagdio Sim 192 13 6,8;4,0-11,2 .
artificial) 0,7 (0,3-1,4) 0,19
Nio 183 18 9,8;6,3-15,0
Reprodugio . )
(transferéncia de Sim 162 11 6.8;3,9-11.8 .
embrido) 0,7 (0,3-1,5) 0,24
Nao 213 20 9,4; 6,2-14,1
Manejo Excelente 127 11 8,7; 4,9-14,9
Bom 160 14 8,8;5,3-14,2
- 0,89"
Satisfatorio 83 6 7,2; 3,4-14,9
Ruim 5 0 0,0; 0,0-0,0
Condigao higiénico-  pycelente 66 1 1,504-80
sanitaria
Boa 118 13 11,0; 6,6-18,0 _
- 0,12
Satisfatoria 186 17 9,1;5,8-14,2
Ruim 5 0 0,0; 0,0-0,0

Legenda: * Niimero de animais positivos (Titulo > 20) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; d
valor de P para a=5; ¢ Teste Exato de Fisher; f Teste de Qui-Quadrado.
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Anexo 8. Associagdo entre a presenga de equinos sororreagentes a Sarcocystis neurona
e as variaveis relacionadas a outros hospedeiros nas propriedades visitadas na
microrregido Serrana, RJ (continua).

Variavel (%);

.z a 0/ \¢
Varidvel N  RIFI 1C95%." OR (IC95%)° P*
Sim 343 31 9,0; 6,4—-12,6
Presenga de cées? - 0,06°
Nao 32 0 0,0; 0,0-0,0
0-3 189 5 2,6; 1,2-6,0
Quantos caes? 4-6 109 16 14,7; 9,3-22,5 - <O,Olf
>6 77 10 13,0; 7,3-22,3
Sim 207 21 10,1; 6,7-15,0
Presenga de gatos? 1,8(0,8-3,9) 0,10°
Nao 168 10 6,0; 3,3-10,6
0-3 258 13 5,0; 3,0-8,4
Quantos gatos? 4-6 40 8 20,0;10,6-34.,9 - <O,Olf
>6 77 10 13,0; 7,3-22,3
Sem contato 32 0 0,0; 0,0-0,0
Frequéncia de Esporadico 18 0 0,0; 0,0-0,0 - 0,07"
contato com cées
Frequente 325 31 8,5;6,8-13,2
Sem contato 183 10 5,5;3,0-9,8
Frequéncia de Esporadico 50 8  16,0;84-28,6 - 0,05
contato com gatos
Frequente 142 13 9,2; 5,5-15,0
ca . Sim 187 24 12,8; 8,8—18,4
( aesqcom acesso a 38(1.6-9.1)  <0.01°
agua’ .
Nao 188 7 3,7, 1,8-7,5
G . Sim 127 18 142;92-213
‘ atos com acesso a 3,0 (1,4-6,3) <0.01°
agua’ .
Nao 248 13 5,2;3,1-8,8
Ca Sim 192 26 13,5;9,4-19,1
des com acesso aos 56(2,1-14,9) <0,01°
alimentos?
Nao 183 5 2,7, 1,2-6,2

Legenda: * Nimero de animais positivos (Titulo > 20) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; d
valor de P para o=35; © Teste Exato de Fisher; P Teste de Qui-Quadrado.
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Anexo 8. Continuacéo.

Variavel (%);

.z a 0/ \¢
Variavel N  RIFI 1C95%." OR (IC95%) P
G Sim 147 20 13,6 Z’OOI

gtos com acesso aos 5 3,1 (1,4-6,7) <0,01¢
alimentos?
Nao 228 11 4.8;2,7-8,4
Sim 340 31 9,1; 6,5-12,7
Racgao aos caes - 0,04°
Nao 35 0 0,0; 0,0-0,0
Comid . Sim 12 1 8,3; 1,9-36,0
‘omida caseira aos 1.0 (0,1-8.1) 0,65°
caes?
Nao 363 30 8,3;5,9-11,6
Sim 207 21 10,1; 6,8-15,0
Ragdo aos gatos 1,8 (0,8-3,9) 1,00°
Nao 168 10 6,0; 3,3-10,6
. . Sim 15 0 0,0; 0,0-0,0
Comida caseira aos } 027
gatos? N ’
Nao 360 31 8,6; 6,1-12,0
p d Sim 328 28 8,5;6,0-12,1
resena de 1,4(0,4-4,7)  0,44°
roedores? .
Nao 47 3 6,4;2,3-17,2
ca Sim 42 6 14,3;6,8-27,9
aes coem 2,1(0,8-53)  0,12°
placenta? .
Nao 333 25 7,5;5,1-10,9
G Sim 23 4 17,4;,7,1-37,4
atos comem 25(0.8-80)  0,11°
placenta? .
Nao 352 27 7,7;5,3-10,9
Sim 272 23 8,5;5,7-12,4
Canideos silvestres? 1,1 (0,5-2,5) 0,51°
Nao 103 8 7,8;4,0-14,6
Sim 24 1 42:1,0-20,4
Felideos silvestres? 0,5 (0,1-3.6) 0,39°
Nao 351 30 8,5;6,1-11,9
Sim 308 31 10,1;7,2-14,0
Gambas? - <0,01°
Nao 67 0 0,0; 0,0-0,0

Legenda: * Namero de animais positivos (Titulo > 20) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; d
valor de P para a=5; ® Teste Exato de Fisher; T Teste de Qui-Quadrado.
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Anexo 9. Associagdo entre a presenga de equinos sororreagentes a Sarcocystis neurona
¢ as varidveis relacionadas ao histérico de abortamento ¢ de doenga clinica nas
propriedades visitadas na microrregido Serrana, RJ.

., 2 Variavel (%); 0/ \¢
Variavel N  RIFI 1C95%." OR (IC95%) P
G Sim 8 0 0,0; 0,0-0,0

estaptes na ) 0.50
propriedade N
Nao 367 31 8.4;6,0-11,7
Sim 1 0 0,0; 0,0-0,0
Abortamento
. - 0,92
(animal) .
Nao 374 31 8,3; 5,9-11,5
Ab ‘ Sim 206 13 6,3; 3,7-10,5
ortamento 0,6 (0,3-1,2) 0,09
(propriedade) .
Nao 169 18 10,7;6,9-16,2
Sim 120 15 12,5;7,8-19,6
“Bambeira” 2,1 (1,04,5) 0,04
Nao 255 16 6,3;3,9-10,0

Legenda: * Namero de animais positivos (Titulo > 20) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas varidveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; ¢ Odds ratio; d
valor de P para a=>5 pelo Teste Exato de Fisher.
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Anexo 10. Associagdo entre a presencga de equinos sororreagentes & Neospora spp. € as
varidveis epidemiologicas estudadas nas propriedades visitadas na microrregido

Serrana, RJ.
L, a  Variavel (%); 0/ \¢
Varidvel N RIFI 1C95%" OR (IC95%) P
Macho 186 2 1,1; 0,3-3,8
Sexo 2,5(0,5-13,0)  023°
Fémea 189 5 2,6; 1,2-6,0
Pura 348 7 2,0; 1,0-4,1
Raca - 0,59¢
SRD 27 0 0,0; 0,0-0,0
<1 ano 47 1 2,1; 0,5-11,1
1 <n<5anos 117 0 0,0; 0,0-0,0
Idade - 037"
5<n <10 anos 144 4 2,8;1,1-6,9
> 10 anos 45 1 2,2;0,5-11,5
Petropolis 270 7 2,6;1,3-5,2
Municipio S0 Jos¢ do Valedo 0  0,0;0,0-0,0 - 0,25
Rio Preto
Teresopolis 65 0 0,0; 0,0-0,0
Centro hipico 23 1 4,3;1,0-21,1
Propriedade Haras 337 6 1,8; 0,8-3,8 - 0,58f
Rancho 15 0 0,0; 0,0-0,0
<20.000 m* 77 2 2,6;0,8-9,0
20.000 < n < 50.000 m> 90 0 0,0; 0,0-0,0
Tamanho da 0.46"
iedad i ’
PIOPHIECACE  50.000 <n< 100.000m> 62 2 3,2;1,0-11,0
>100.000 m* 146 3 2,1;0,8-5,8
dénci Sim 259 5 1,9; 0,8-12,1
Procedéncia 1L1(02-59) 0,63
(regido Serrana) -
Nio 116 2 1,7; 0,5-6,0
p dénci Sim 87 2 2,3;0,7-8,0
>rocedéncia 1,3 (0,2-7,0) 0,51°
(indeterminada) N
Nao 288 5 1,7; 0,8-4.,0

Legenda: * Nimero de animais positivos (Titulo > 50) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; ¢ Odds ratio; d
valor de P para o=35; ° Teste Exato de Fisher; P Teste de Qui-Quadrado.
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Anexo 11. Associagdo entre a presencga de equinos sororreagentes & Neospora spp. € as
varidveis relacionadas a vacinacdo nas propriedades visitadas na microrregido Serrana,
RIJ.

. r 2 Variavel (%); 0/ \¢

Variavel N RIFI 1C95%." OR (IC95%) P
Sim 352 7 2,0;1,0-4,0

Raiva - 0,85
Nio 8 0 0,0; 0,0-0,0
Sim 60 1 1,7, 0,4-8,8

Leptospirose 0,8 (0,1-7,0) 0,67
Nio 300 6 2,0;0,9-43
Sim 282 5 1,8; 0,8-4,1

Influenza 0,7 (0,1-3,6) 0,47
Nio 78 2 2,6;0,8-8,8
Sim 66 1 1,5; 0,4-8,0

Encefalite 0,7 (0,1-6,2) 0,62
Nao 294 6 2,0;1,0-4,4
Sim 60 1 1,7, 0,4-8,8

Rinotraqueite 0,8 (0,1-7,0) 0,67
Nio 300 6 2,0;0,9-43
Sim 282 5 1,8; 0,8-4,1

Tétano 0,7 (0,1-3,6) 0,47
Nio 78 2 2,6;0,8-8,8

Legenda: * Niimero de animais positivos (Titulo > 50) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; d
valor de P para o=>5 pelo Teste Exato de Fisher.
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Anexo 12. Associagdo entre a presencga de equinos sororreagentes & Neospora spp. € as
varidveis relacionadas a estrutura das propriedades visitadas na microrregido Serrana,
RIJ.

Variavel (%);

.z a 0/\C
Variavel N RIFI 1C95%% OR (IC95%) P
Alvenaria 305 5 1,6; 0,7-3,8
Material constru¢io 0,6 (0,1-3,0) 0,39°
Madeira 70 2 2,9;0,9-9,8
Sim 360 7 1,9; 1,0-4,0
Possui residéncia? - 0,75°
Nao 15 0 0,0; 0,0-0,0
0-3 281 5 1,8; 0,8—4,1
Quantidade 4-6 78 2 260888 ; 0,77"
(residéncia)
>6 16 0 0,0; 0,0-0,0
tidad 0-3 191 2 1,0; 0,3-3,7
Quantidade 04(0,1-2,0) 0,21
(funcionarios)
4-6 184 5 2,7;1,2-6,2
Sim 345 7 2,0; 1,0-4,1
Possui moradores? - 0,56°
Nao 30 0 0,0; 0,0-0,0
0-3 104 1 1,0; 0,2-5,2
Quantidade 4_6 112 3 2,7:1,0-7,6 - 0,65"
(moradores)
>6 159 3 1,9; 0,7-5,4
0-10 41 1 2,4;0,6-12,6
11-30 93 1 1,1; 0,3-5,8
Total de equinos - 0,80"
31-50 103 3 2,9;1,1-8,2
>50 123 2 1,6; 0,5-5,7
Assisténci Sim 309 5 1,6; 0,7-3,7
ssistencia 0,5(0,1-2,8) 036
veterinaria
Nao 66 2 3,0; 0,9-10,4

Legenda: * Nimero de animais positivos (Titulo > 50) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; d
valor de P para o=35; © Teste Exato de Fisher; " Teste de Qui-Quadrado.
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Anexo 13. Associagdo entre a presenga de equinos sororreagentes a Neospora spp. € as
varidveis relacionadas ao manejo nas propriedades visitadas na microrregiao Serrana, RJ.

. r 2 Variavel (%); 0/ \C d
Variavel N RIFI 1C95%" OR (IC95%) )4
Sim 172 4 2,3; 1,0-5,8
Feno oferecido 1,6 (0,4-7,2) 0,41°
Nio 203 3 1,5, 0,5-4,2
Sim 211 3 1,4; 0,5-4,1
Cocriagdo 0,6 (0,1-2,6) 0,36°
Nio 164 4 2,4;1,0-6,1
Sim 320 7 2,2;1,1-4,4
Agua natural disponivel - 0,33°
Nio 55 0 0,0; 0,0-0,0
. Sim 55 0 0,0; 0,0-0,0
Pogo artesiano ¢
. , - 0,33
disponivel .
Nao 320 7 2,2; 1,144
Sim 346 7 2,0; 1,0-4,1
Reprodugio (natural) - 0,57°
Nao 29 0 0,0; 0,0-0,0
Reproduca Sim 192 5 2,6;1,2-5,9
eprodugao - 2,4(0,5-12,6) 024
(inseminagdo artificial) .
Nio 183 2 1,1, 0,3-3,9
Reproduqﬁo Sim 162 3 1,9; 0,7-5,3
(transferéncia de 1,0 (0,2-4,5) 0,64°
embrido) Nio 213 4 1,9; 0,8-4,7
Excelente 127 3 2.4; 0,9-6,7
Bom 160 2 1,3; 0,4-4,4 )
Manejo - 0,86"
Satisfatorio 83 2 2,4;0,7-8,3
Ruim 5 0 0,0; 0,0-0,0
Excelente 66 1 1,5; 0,4-8,0
Condigdo higiénico- Boa 118 2 1,7:0,5-5,9 ] 097
sanitaria Satisfatoria 186 4 22,09-54 ’
Ruim 5 0 0,0; 0,0-0,0

Legenda: * Numero de animais positivos (Titulo > 50) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; ° Odds ratio; 4 valor
de P para a=5; © Teste Exato de Fisher; T Teste de Qui-Quadrado.
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Anexo 14. Associacdo entre a presenca de equinos sororreagentes a Neospora spp. € as
variaveis relacionadas a outros hospedeiros nas propriedades visitadas na microrregido
Serrana, RJ (continua).

‘s 2 Variavel (%); o/ ¢ d

Variavel N RIFI 1C95%" OR (IC95%) )4
Sim 343 7 2,0; 1,0-4,2

Presenca de cies? - 0,53°
Nao 32 0 0,0; 0,0-0,0
0-3 189 4 2,1;0,9-5,3

Quantos caes? 4-6 109 1 0,9; 0,2-5,0 - 0,66f
>6 77 2 2,6; 0,8-9,0
Sim 207 5 2,4; 1,1-5,5

Presenga de gatos? 2,0(0,4-10,7)  0,32°
Nao 168 2 1,2; 0,442
0-3 258 5 1,9; 0,944

Quantos gatos? 4-6 40 0 0,0;0,0-00 ; 0,61
>6 77 2 2,6; 0,8-9,0

Sem contato 32 0 0,0; 0,0-0,0

Frequéncia de contato

4 Esporadico 18 0 0,0; 0,0-0,0 - 0,58"
com caes

Frequente 325 7 2,2;1,1-44

Sem contato 183 2 1,1; 0,3-3,9

Frequéncia de contato

Esporadico 50 0 0,0; 0,0-0,0 - 0,16"
com gatos

Frequente 142 5 3,5;1,6-8,0

Sim 187 3 1,6; 0,6-4.,6

Cées com acesso a

PRI 0,8(0,2-3,4)  0,50°
agua! Nio 188 4 2,1;0,9-5.3

\ Sim 127 2 1,6; 0,5-5,5
Gatos com acesso a 0,8 (0,2-4,1) 0.56°

agua? Nio 248 5 2,0; 0,9-4,6

C?les com acesso aos Sim 192 > 26, 1159 2,4 (0,5-12,6) 0,24°
alimentos? Nio 183 2 1,1; 0,3-3,9 s ’ ’
Gatos com acesso aos Sim 147 4 27 L1768 ¢
alimentos? Nao 228 3 1,3;0,5-3,8 2O =001

Legenda: * Nimero de animais positivos (Titulo > 50) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; d
valor de P para o=5; ¢ Teste Exato de Fisher; f Teste de Qui-Quadrado.



Anexo 14. Continuagao.

.. 2 Variavel (%); o/ \¢ d
Variavel N RIFI 1C95%" OR (IC95%) )4
Sim 340 7 2,1;1,0-4,2
Racdo aos cies - 0,50°
Nao 35 0 0,0; 0,0-0,0
. . Sim 12 0 0,0; 0,0-0,0
Comida caseira aos ¢
~ - 0,79
caes?
Nao 363 7 1,9; 1,0-3,9
Sim 207 5 2,4;1,1-5,5
Ragio aos gatos 2,0 (0,4-10,7) 0,32°
Nao 168 2 1,2;0,4-4,2
. . Sim 15 0 0,0; 0,0-0,0
Comida caseira aos e
- 0,75
gatos? N
Nao 360 7 1,9;1,0-4,0
p d Sim 328 5 1,5;0,7-3,5
resenga de 0,4(0,1-1,8)  021°
roedores? .
Nao 47 2 43;1,3-14,2
ca Sim 42 1 2,4;0,6-12,3
des comem 1,3(02-11,3) 0,57
placenta? .
Nao 333 6 1,8; 0,9-3,9
Gat Sim 23 1 4.3;1,0-21,1
atos comem 2,6(0,3-22,7)  0,36°
placenta? N
Nao 352 6 1,7, 0,8-3,7
Sim 272 7 2,6; 1,3-5,2
Canideos silvestres? - 0,10°
Nao 103 0 0,0; 0,0-0,0
Sim 24 0 0,0; 0,0-0,0
Felideos silvestres? - 0,63¢
Nao 351 7 2,0; 1,0-4,0
Sim 100 2 2,0; 0,6-7,0
Outros hospedeiros? 1,1 (0,2-5,8) 0,60°
Nao 275 5 1,8;0,8-4,2
Sim 308 7 2,3;1,1-4,6
Gambas? - 0,25°¢
Nao 67 0 0,0; 0,0-0,0

Legenda: * Numero de animais positivos (Titulo > 50) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; d
valor de P para o=5; ® Teste Exato de Fisher; T Teste de Qui-Quadrado.



Anexo 15. Associagdo entre a presenca de equinos sororreagentes a Neospora spp. € as
variaveis relacionadas ao historico de abortamento ¢ de doenca clinica nas propriedades
visitadas na microrregido Serrana, RJ.

Variavel (%);

Variavel N RIFI* 1C95%, OR (IC95%)° P
Gestantes na .
propriedade Sim 8 0 0,0; 0,0-0,0
- 0,86
Nio 367 7 1,9;0,9-3,9
Aborto (animal) .
Sim 1 0 0,0; 0,0-0,0
- 0,98
Nio 374 7 1,9;0,9-3,8
Aborto (propriedade) Sim 206 . 36 14-62
7,5 (0,9-63,3) 0,03
Nio 169 1 0,6; 0,1-3,2
“Bambeira” .
Sim 120 3 2,5, 0,9-7,1
1,6 (0,4-7,3) 0,40
Nio 255 4 1,6;0,6-40

Legenda: * Numero de animais positivos (Titulo > 50) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; d

valor de P para =5 pelo Teste Exato de Fisher.
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Anexo 16. Associacdo entre a presenga de equinos sororreagentes a Toxoplasma gondii € as

varidveis epidemioldgicas estudadas nas propriedades visitadas na microrregido Serrana, RJ.

. x 2 Variavel (%); o/ \C d
Variavel N RIFI 1C95%" OR (IC95%) )4
Macho 186 4 2,1, 0,9-5.4
Sexo 1,0 (0,2-4,0) 0,63°
Fémea 189 4 2,2;0,9-53
Pura 348 6 1,7, 0,8-3,7
Raga 0,2 (0,0-1,1) 0,11°
SRD 27 2 7.4;2,3-23,5
<1 ano 47 0 0,0; 0,0-0,0
1 <n<5anos 117 5 3,4;1,4-84
Idade - 0,29"
5<n <10 anos 144 3 1,4,0,4-49
> 10 anos 45 0 0,0; 0,0-0,0
Petropolis 270 8 3,0; 1,5-5,7
Municipio Saolosé doValedo 4y o 90,0000 - 0,201
Rio Preto
Teresopolis 65 0 0,0; 0,0-0,0
Centro hipico 23 0 0,0; 0,0-0,0
Propriedade Haras 337 8 2,4;1,2-4,6 - 0,63f
Rancho 15 0 0,0; 0,0-0,0
<20.000 m* 77 3 3,9; 1,4-10,8
20.000 < n < 50.000m> 90 1 1,1, 0,3-6,0
Tamanho da 0.64"
iedad: ) ’
PIOPHEEATE 50,000 <n< 100.000m> 62 1 1,6;04-85
>100.000 m’ 146 3 2,1,0,7-5,8
denci Sim 259 5 1,9; 0,844
Procedéncia 07(02-32) 047
(regido Serrana) -
Niao 116 3 2,6; 0,9-7,3
Procedénci Sim 87 3 34;1,2-9,6
(indeterminada) 20(05-86) 028
Nio 288 5 1,7, 0,8-4,0

Legenda: * Nimero de animais positivos (Titulo > 16) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; ¢ Odds ratio; d

valor de P para a=>5; ° Teste Exato de Fisher; T Teste de Qui-Quadrado.

Anexo 17. Associacdo entre a presenca de equinos sororreagentes a Toxoplasma gondii
e as variaveis relacionadas a vacina¢do nas propriedades visitadas na microrregido

Serrana, RJ.
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Variavel (%);

Variavel N RIF® OR (IC95%)" P

1C95%"
Raiva .
Sim 352 8 2,3;1,2-4,4
- 0,83
Nio 8 0 0,0; 0,0-0,0
Leptospirose .
Sim 60 1 1,7, 0,4-8,8
0,7 (0,1-5,9) 0,60
Nao 300 7 2,3;1,2-4,7
Influenza .
Sim 282 5 1,8; 0,8-4,1
0,4 (0,1-1,9) 0,24
Nao 78 3 3,8;1,4-10,7
Encefalite .
Sim 66 1 1,5; 0,4-8.0
0,6 (0,1-5,2) 0,55
Nao 294 7 2,4;1,2-4,8
Rinotraqueite .
Sim 60 1 1,7, 0,4-8.8
0,7(0,1-5,9) 0,60
Nao 300 7 2,3;1,2-4,7
Tétano .
Sim 282 5 1,8; 0,8-4,1
0,4 (0,1-1,9) 0,24
Nio 78 3 3,8; 1,4-10,7

Legenda: * Numero de animais positivos (Titulo > 16) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; ¢ Odds ratio; d
valor de P para a=>5 pelo Teste Exato de Fisher.



Anexo 18. Associacdo entre a presenca de equinos sororreagentes a Toxoplasma gondii

e as variaveis relacionadas a estrutura das propriedades visitadas na microrregido
Serrana, RJ.

‘s 2 Variavel (%); o/ ¢ d
Variavel N RIFI 1C95%" OR (IC95%) P
Alvenaria 305 7 2,3;1,1-4,7
Material construgdo 1,6 (0,2-13,4) 0,54°
Madeira 70 1 1,4; 0,3-7,6
Sim 360 8 2,2;12-43
Possui residéncia? - 0,72¢
Nao 15 0 0,0; 0,0-0,0
0-3 281 6 2,1;1,0-4,6
Quantidade 4-6 78 2 26,0888 - 0,81°
(residéncia)
>6 16 0 0,0; 0,0-0,0
idad 0-3 191 2 1,0; 0,3-3,7
Quantidade 03(0,1-1,6)  0,13°
(funcionarios)
4-6 184 6 3,3;1,5-6,9
Sim 345 8 2,3;1,2-4,5
Possui moradores? - 0,51°
Nao 30 0 0,0; 0,0-0,0
0-3 104 1 1,0; 0,2-5,2
Quantidade 4-6 112 3 2,7;1,0-7,6 - 0,621
(moradores)
>6 159 4 2,5;1,0-6,3
0-10 41 2 49;1,5-16,2
11-30 93 0 0,0; 0,0-0,0
Total de equinos - 025"
31-50 103 2 1,9; 0,6-6,8
> 50 123 4 3,3; 1,3-8,0
Assisténci Sim 309 5 1,6; 0,7-3,7
ssistencia 0,3(0,1-1,5  0,15°
veterinaria
Nao 66 3 4,5;1,6-12,5

Legenda: * Ntmero de animais positivos (Titulo > 16) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; d
valor de P para o=5; ® Teste Exato de Fisher; T Teste de Qui-Quadrado.



Anexo 19. Associacdo entre a presenca de equinos sororreagentes a Toxoplasma gondii
e as varidveis relacionadas ao manejo nas propriedades visitadas na microrregido

Serrana, RJ.
‘s 2 Variavel (%); o/ ¢ d

Variavel N RIFI 1C95%" OR (IC95%) )4
Sim 172 4 2,3;1,0-5,8

Feno oferecido 1,2 (0,3-4,8) 0,54°
Nao 203 4 2,0;0,8-4,9
Sim 211 5 2,4;1,0-5,4

Cocriagdo 1,3 (0,3-5,5) 0,51°
Nao 164 3 1,8, 0,7-5,2

, Sim 320 8 2,5;1,3-4,8

Agua natural i 0.28°

disponivel . 8
Nao 55 0 0,0; 0,0-0,0

. Sim 55 0 0,0; 0,0-0,0

Pocgo artesiano ) 0.28°

disponivel . ’
Nio 320 8 2,5;1,3-4,8
Sim 346 7 2,0; 1,0-4,1

Reprodugao (natural) 0,6 (0,1-4,9) 0,48°
Nio 29 1 3.4;0,8-17,2

Reprodugio Sim 192 5 2,6; 1,2-59

(inseminagdo 1,6 (0,4-6,8) 0,39°

artificial) Nzo 183 3 1,6; 0,6-4,7

Reprodugéo Sim 162 4 2.5:1,0-6,2

(transferéncia de 1,3 (0,3-5,4) 0,48°

embrido) Nio 213 4 1,9; 0,8-4,7
Excelente 127 4 3,1;1,3-7,8
Bom 160 1 0,6; 0,2-3.4

Manejo - 0,34"
Satisfatorio 83 3 3,6; 1,3-10,1
Ruim 5 0 0,0; 0,0-0,0
Excelente 66 1 1,5; 0,4-8,0

Condicao higiénico- Boa 118 1 0.8;0,2-4,6 i 0.53"

sanitaria Satisfatéria 186 6 32,1568 ’
Ruim 5 0 0,0; 0,0-0,0

Legenda: * Numero de animais positivos (Titulo > 16) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; d
valor de P para o=5; ¢ Teste Exato de Fisher; f Teste de Qui-Quadrado.

Anexo 20. Associacdo entre a presenca de equinos sororreagentes a Toxoplasma gondii
e as variaveis relacionadas a outros hospedeiros nas propriedades visitadas na
microrregido Serrana, RJ (continua).
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Variavel (%);

d

ez a 0/ \C
Variavel N RIFI 1C95%" OR (IC95%) P
Sim 343 8 2,3;1,2-4,5
Presenca de cies? - 0,49°
Nao 32 0 0,0; 0,0-0,0
0-3 189 4 2,1;0,9-5,3
Quantos cies? 4-6 109 1 090250 - 0,38"
>6 77 3 3,9;1,4-10,8
Sim 207 5 2.4;1,1-5,5
Presenca de gatos? 1,4 (0,3-5,8) 0,48°
Nao 168 3 1,8; 0,6-5,1
0-3 258 5 1,9;0,8-4,4
Quantos gatos? 4-6 40 0 0,0; 0,0-0,0 - 0,36f
>6 77 3 3,9; 1,4-10,8
Sem contato 32 0 0,0; 0,0-0,0
Frequéncia de Esporadico 18 1 5613260 - 0,43
contato com caes
Frequente 325 7 2,2;1,1-4,4
Sem contato 183 3 1,6; 0,6-4,7
Frequéncia de Esporadico 50 0  0,0;00-0,0 - 0,27
contato com gatos
Frequente 142 5 3,5;1,6-8,0
Cies com acesso a Sim 187 4 2.1;0.9-5.4
PR 1,0(02-4,1)  0,64°
gua: Néo 188 4 2,1;0,9-5,3
Gatos com acesso a Sim 127 3 2:4;09-6,7
10 1,2 (0,3-5,0) 0,55°
agua? ~ .
Nao 248 5 2,0; 0,9-4.,6
Caes com acesso aos Sim 192 4 2,1,08-5.2
li t0s? 0,9 (0,2-3,9) 0,61°
almentos: Néo 183 4 2,2;0,9-5,5
Gatos com acesso Sim 147 4 27;1,1-6,8
aos alimentos? 1,6 (0,4-6,4) 0,39°
0s alimentos: Néo 228 4 1,8;0,7-4,4

Legenda: * Numero de animais positivos (Titulo > 16) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; d
valor de P para o=5; ¢ Teste Exato de Fisher; f Teste de Qui-Quadrado.
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Anexo 20. Continuagao.

Variavel (%);

Variavel N RIFP* 1C95%, OR (IC95%)¢ P
Racgdo aos caes .
Sim 340 7 2,1;1,0-4,2
0,7 (0,1-6,0) 0,55°
Nao 35 1 0,0; 0,0-0,0
Comida caseira aos .
cies? Sim 12 1 8,3; 1,9-36,0
4,6 (0,5-40,9) 0,23°
Nao 363 7 1,9; 1,0-3,9
Racdo aos gatos .
Sim 207 5 24;1,1-5,5
1,4 (0,3-5,8) 0,48°
Nao 168 3 1,8; 0,6-5,1
Comida caseira aos .
gatos? Sim 15 0 0,0; 0,0-0,0
- 0,71°
Nao 360 8 2,2;1,2-4,3
Presenga de roedores? .
Sim 328 7 2,1;1,1-4,3
1,0 (0,1-8,3) 0,66°
Nao 47 1 2,1;0,5-11,1
Cées comem placenta? .
Sim 42 1 2,4;0,6-12,3
1,1(0,1-9,5) 0,62°
Nao 333 7 2,1;1,0-4,3
Gatos comem placenta? .
Sim 23 0 0,0; 0,0-0,0
- 0,60°
Nao 352 8 2,3;1,2-44
Canideos silvestres? .
Sim 272 8 2,9; 1,5-5,7
- 0,07°
Nao 103 0 0,0; 0,0-0,0
Felideos silvestres? .
Sim 24 0 0,0; 0,0-0,0
- 0,59°
Nao 351 8 2,3;1,2-44
Gambas? .
Sim 308 7 2,3;1,1-4,6
1,5 (0,2-12,7) 0,57°
Nao 67 1 1,5; 0,4-7,9

Legenda: * Numero de animais positivos (Titulo > 16) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; d
valor de P para o=5; ¢ Teste Exato de Fisher; f Teste de Qui-Quadrado.

102



Anexo 21. Associacdo entre a presenca de equinos sororreagentes a Toxoplasma gondii
e as variaveis relacionadas ao historico de abortamento ¢ de doenga clinica nas
propriedades visitadas na microrregido Serrana, RJ.

Variavel (%);

.z a 0/ \¢ d
Variavel N RIFI 1C95%" OR (IC95%) P
Gestant Sim 8 0 0,0; 0,0-0,0

estantes na i 0.84
propriedade .
Nao 367 8 2,2;1,1-4,2
Sim 1 0 0,0; 0,0-0,0
Aborto (animal) - 0,98
Nao 374 8 2,1;1,1-4,2
Sim 206 5 2,4;1,1-5,6
Aborto (propriedade) 2,1(0,5-8,8) 0,26
Nao 169 3 1,8; 0,6-5,1
Sim 120 7 5,8;2,9-11,6
“Bambeira” 1,5 (0,2-12,7) 0,57
Nao 255 1 0,4;0,0-2,2

Legenda: * Numero de animais positivos (Titulo > 16) baseado nas variaveis estudadas; ° Frequéncia de
positivos baseada nas variaveis estudadas, com intervalo de confianga de 95%; © Odds ratio; d

valor de P para =5 pelo Teste Exato de Fisher.
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Anexo 22. STELMANN, U. J. P.; ULLMANN, L. S.; LANGONI, H.; AMORIM, R. M.
Equine Neosporosis: Search for Antibodies in Cerebrospinal Fluid and Sera from Animals
with History of Ataxia. Revista Brasileira de Medicina Veterinaria, v. 33, n. 2, p. 99-102,
2011.
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EQUINE NEOSPOROSIS: SEARCH FOR ANTIBODIES IN
CEREBROSPINAL FLUID AND SERA FROM ANIMALS WITH
HISTORY OF ATAXIA*

NEOSPOROSE EQUINA: PESQUISA DE ANTICORPOS NO LIQUIDO
CEFALORRAQUIDIANO E SORO SANGUINEQ DE ANIMAIS COM
HISTORIC(Q DE ATAXIA

Ulisses Jorge Pereira Stelmann', Leila Sabrina Ullmann?, Hélio Langoni”
e Rogério Martins Amorim®

ABSTRACT. Steimann ULLP, Ullmann L.S., Langoni H. & Amorim R.M. [Equine
neosporosis: search for antibodies in cerebrospinal fluid and sera from animals
with histery of ataxia]. Neosporose equina: pesquisa de anticorpos no liquide
cefalorraguidiano e soro sanguineo de animais com histérico de ataxia. Revista Brasileiva
de Medicing Veierindria, 33(2):99-102, 2011. Programa de Pds-Graduagio em
Medicina Veterinaria. Departamento de Climca Veterinaria. Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Campus
de Botucatu, Distrito de Rubifio Jinior, s/n, Botucatu, 18.618-970, SP. Brasil. E-mail;
stelmann.ppgctia@gmail.com

Equine neosporosis is caused by the protozoans Neospora caninum and N. hughesi,
Its clinical signs include hindlimb paralysis, incoordination, ataxia, and abortion. Serum
and cerebrospinal fluid (CSF) samples were collected from 38 equines with history of
ataxia for indirect fluorescent antibody test (IFAT) in order to detect antibodies to V.
canintm. Of the tested serum samples 15/26 (57.6%) were positive, whereas all CFS
samples were negative. These seronegative CFS samples suggest that V. caminum has
no relation to the manifestation of the neurological clinical signs of ataxia,

KEY WORDS. Neospara caninum, Neospara nghesi, equine, cercbrospinal fluid, serum, Indirect
fluorescent antibady test (IFAT).

RESUMO. A neosporose equina € causada pelos pro-
tozodrios Neospora caninum e N. hughesi. Os sinais
clinicos sdo, entre outros, paralisia dos membros poste-
riores, incoordenagiio, ataxia e aborto. Amostras de soro
ede liquido cefalorraquidiano (LCR) foram coletadas
de 38 equinos com historico de ataxia. Para pesquisa

imunofluorescéncia indireta (RIFT). Das amostras desoro
testadas neste grupo de equinos, 15/26 (57,6%) mos-
traram-se posilivas, enquanto que as amostras de LCR
foram negativas, Os resultados negativos, nas amostras
de LCR, sugerem que N. canipum nio teve relacio
com a manifestacio dos sinais clinicos neurolégicos de
ataxia,

de anticorpos anti-N. caninum foi utilizada a reacio de
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Uligses Jorge Pereira Stelmann et al,

PALAVRAS-CHAVE. Neospora caninum, Neospora hughesi,
equing, Liquido cefalorraquidianc , soro, Reacio de Imunoflu-
orescéncia indireta.

INTRODUCTION

MNeosporosis is a disease that affects different animal
species including equines (Lindsay etal. 1996, Daft etal.
1996). In the latter, it is caused by the protozoans Neospo-
ra caninem and Neospora hughesi, obligate intracellular
parasites presenting many features still under epidemiologi-
cal study (Hoane et al. 2006, Locatelli-Dittrich et al. 2006).
Clinical signs include blindness, weight loss, hindlimb
paralysis, unesual behavior, chewing difficulty, mcoordination,
ataxia, and abortion (Walsh etal. 2000). Neaspora cani-
numn is offen associated with cases ofabortion and stillbirths,
while V. hughesi is related to the onset of neurological di-
sease such as myeloencephalitis, which can also be cansed
by Sarcocystis neurona (Duarte et al. 2004). However,
the presentation forms of V. hughesi in equines, as well as
its definitive and intermediate hosts, remainunknown (Hoane
etal. 2006).

Neospora hughesi has not been isolated in South
America and most studies on seroprevalence have used
N caninum tachyzoites as antigen, not allowing the
differentiation among the Nepspora specics that infect
equines (Dubey et al. 1999a.b, Patitucci et al, 2004,
Locatelli-Dittrich et al. 2006). Dubey et al. (1999a) in-
vestigated 101 English Thoroughbred horses in Brazil
for the presence of serum antibodies to S, newrona,
Toxoplasma gondii, and . caninum. Only anti-S.
newrona and 77 gondii antibodies were detected in 36
and 16 animals, respectively.

There is scarce information 1o evaluate the seropreva-
lence of Neospora spp. in equines worldwide; however,
antibodies have been detected in populations from different
states of the United States with 10.0% (Mcdole & Gay
2002), 11.5% (Cheadle et al. 1999), 17.0% (Vardeleon et
al. 2001), and 21.3% seroprevalence (Dubey et al, 1999b).
Considering other countries, the reported values are (%6 in
Brazil (Dubey et al. 1999a)and in Argentina (Dubey et al.
1999¢), 23.0% in France, (Pitcl etal. 2001), and 2.0%in
South Korea (Gupta et al. 2002).

Considening the lack of information about the importan-
ce of Neospora spp. infection in equines and the non-
melusion ofneosporosis in the differential diagnosis of equine
protozoal myeloencephalitis (EPM), the main neurological
disease affecting equines in the Americas, this study aimed
to evatuate the frequency of serum antibodies to Neospora
caninm, besides a possible association between the pre-
sence of anti-N, caninum antibodies in CSF and
propricceptive ataxia in the horse group analyzed, since

moststudies have been using serum instead of CSF samples
to detect antibodies to V. caninm.

MATERIALAND METHODS

Twenty-six serum and cerebrospinal fluid (CSF)
samples were collected from equines with history of ata-
xia, independently ofbreed, gender and age. All animals
belonged to properties in the State of 330 Paulo, Brazil.

Indirect fluorescent antibody test (IFAT ) was carried
outaccordingto Dubey et al. (1988). Slides were previously
sensitized with Neospora canineen tachyzoites NC-1 strain
leept in cultivation of Vero cells in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% fetal bovine serum.

First, C5F and serum samples were selected by adopting
as eutoftpoint a titer of 2 in sterile phosphate buffered saline
(PBS) pH 7.2 (0.0084M Na2HPPO4, 0.14MNaCl),
added of 1% bovine serum albumin, Each slide received
serum and CSF positive and negative samples as control,
at the same dilution as that of the tested samples (1:2).
Reactions in which total fluorescence was surmounding the
surface ofiachyzoites were considered positive, according
to Paré etal. (1995). The sera considered reagent {titer>2)
were twofold diluted until 1:64(1:2, 1:4, 1:8, 1:16,1:64) in
orderto detect the highest dilution still presenting fluores-
cence signal.

Descriptive statistics was used to analyze the results,

RESULTS AND DISCUSSION

[FAT was the serological diagnostic test chosen for this
study since it is considered the standard test for the canine
species, which is most frequently used in works with the
investigated agent (Bjorkman & Uggla 1999). According
to Vardeleon et al. (2001), IFAT identifies all reagent
samples and is considered highly sensitive. Antigens can be
obtamed from N, caninim strains 1solated from dogs and
catile, and slight antigenic variations among the isolates do
not affect the test efficacy (Bjerkas et al. 1994).

Of the serum samples tested in this group of equines,
15/26 (57.6%) were seropositive, whereas all CSF
samples were negative, Althoush a positive serum sample
was used as control for CSF in IFAT due to the lack of
a CSF sample positive to Neospora caninum, the
reaction was initiated at a very low dilution (1:2) inan
attempt to detect samples with lower titers. The test
quality can also be assured by using an anti-antibody
linked to a fluorescein (conjugate) for serum samples,
with 57.6% positivity, confirming the quality of bothused
material and chosen technique. Considering that there
was no reagent sample in the first dilution (1;2), all CSF
samples were believed to be negative to N. caninum
antibodies.
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Equine neozporosis: search for antibodies in cerebrospinal fluid and sem from animals with bistory of atasia

In the diagnosis of equine neosporosis, infections by
N caninum and V. hughesi must be considered, As
the main Neospora isolated from equines is V. hughesi,
it can be inferred that this species is the predominant
causal agent of equing neosporosis; however, the relative
importance of both species remains unknown (Jakubelk
et al, 2006). Based on differences in proteins of the
internal transcribed spacer regions (ITS1) of DNA and
on the morphology of tissue cysts, there is a high degree
of antigenic similarity between N. hughesi and N. cani-
e, and their number of common antigens is sufficient
for anti-N. hughesi antibodies to cross-react to N. ca-
ninum in serological tests (Marsh etal 1998, Walsh et
al. 2000, Packham et al. 2002). DifTerentiation between
the serological responses to both agents will only be
possible if tests using monoclonal antigens specific for
each species are employed.

The choice of TFAT, used in this study, 1s also justified by
the adequate specificity in ifs interpretation since a positive
diagnosis is identified when there is total fluorescence from
thewholeexternal surface of the tachyzoite fixed in the slide,
whereas partial fluorescence, probably due to cross-reaction
to other coccidia, is discarded. In addition, [FAT allows
result comparison since most researchers use this same
technique to diagnose necsporosis in equines.

The presence of antibodies to Neospora spp. in CSF is
by Neospora and respective diagnostic tests are scarce;
besides, a titer for M. hughesi in CSF samples must be
established (Packham et al. 2002, Jakubek et al. 2006).

The obtained results (57,6% seroprevalence) suggest
these equines were exposed to N. caninum, which does
not indicate, however, an active infection {Vardeleon et
al. 2001).

As a cross-reaction between N. eaninum and N,
hughesi may oceur, it is impossible to identify which of
these species is responsible for the infection (Walsh et
al. 2000,

Itis clear that there was no infection by M. caninum in
the central nervous system (CNS) since there was nopositive
CSF sample_which justifies the present findings. Thus. in
this group of equines the protozoan N. caninum has no
refation to the clinical newrological manifestations of ataxia,
Further studies must be carried out to better understand the

epidemiological aspects of neosporosis in equine species.
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ANTICORPOS CONTRA Toxoplasma gondii EM EQUINOS
COM HISTORICO DE ATAXIA*

ANTIBODIES AGAINST Toxoplasma gondii IN HORSES WITH
HISTORY OF ATAXIA

Ulisses Jorge Pereira Stelmann', Rodrigo Costa da Silva?, Hélio Langoni®, Alexandre
Secorum Borges® and Rogério Martins Amorim®

ABSTRACT. Sielmann U.LP, Silva R.C., Langoni H., Borges A.S. & Amo-
rim R.M. [Antibodies against Toxoplasma gondii in horses with history of
ataxial. Anticorpos contra Toxoplasma gondii em equinos com historico de ata-
xia. Revista Brasileira de Medicina Veterindria, 32(4):200-202, 2011. Progra-
ma de Pés-Graduagio em Medicina Veterindria, Departamento de Clinica Veterindria,
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista Jalio
de Mesquita Filho, Campus de Botucaty, Distrito de Rubifio Jinior, s/n, Botucatu, SP
18618-970, Brasil. E-mail: stelmann ppgetia@gmail com

The frequency of antibodies in blood serum and cerebrospinal fluid against Toxo-
plasma gondii in horses with a history of ataxia from the state of Sav Paulo, Brazil
was carried out Modified agglutination test was used to determine antibodies against
T gondii, considering as positive samples with titers = 2. Of the blood samples tested,
only 8 of 23 (34.78%) were positive, while CSF samples were negative when used the
same technique, According to the negative results obtained for CSF, we concluded that
T’ gondii was not the etiological agent of the my¢loencephalitis in studied horses with
neurological manifestation of ataxia, while the blood serological results indicated a
previously exposure to T. gondii.
KEY WORDS. Toxoplasmosis, Toxoplasma gondit, ataxia, cerebrospinal fluid, horses.

RESUMO. Foi realizado o teste para verificagio da
frequéncia de anticorpos no soro sanguineo e no li-
quido cefalorraquidiano (LCR) contra Toxeplasma
gondii em equinos com histdria de ataxia, no Estado
de Sio Paulo, Brasil. O teste de aglutinaciio modi-
ficada (TAM) foi usado para determinar a presenga
de anticorpos contra T gondii, considerando como
amosiras positivas aquelas com titulo = 2. Das
amostras de sangue examinadas, apenas 8 das 23

(34,78%) foram positivas; enguanto as amostras de
LCR foram negativas quando a mesma técnica foi
usada. De acordo com os resultados negativos en-
contrados no LCR, pode se concluir que o T, gondii
ndo foi o agente etioldgico da Mieloencefalite nos
cavalos estudados com manifestacio clinica neuro-
légica de ataxia. Entretanto, os resultados sorologi-
cos indicaram gue houve uma exposigiio prévia ao
T gondii.
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PALAVRAS-CHAVE. Toxoplasmose, Toxoplasme gondii,
ataxia, liguido cefalorraquidisno, cavalos.

INTRODUCAO

Os equideos, dentre as cspécies domesticas, es-
tdo entre o8 animais mais resistentes 4 infecgiio por
T gondii, podendo, entretanto, apresentar sintomas
clinicos caracterizados por hiperirritabilidade, inco-
ordenagiio motora, distirbios oculares e aborto (Tur-
ner & Savva 1991). Tem-se observado, de forma
geral, uma baixa prevaléncia da toxoplasmose em
equideos, quando comparada com outfras espécies
domésticas. Desta forma, a literatura assinala indi-
ces de soroprevaléncia de 6.9% a 10,0% nos EUA
(Al-Khalidi & Dubey 1979, Dubey et al. 1999a),
11,8% a 22,9% na India (Chhabra & Gautam 1980),
8,0% no Chile (Urcelay et al. 1982), 37,1% na Ni-
géria (Aganga et al. 1983), 6,7% na China (Ling &
Wan 1984), 6,1% a 24% na Turquia (Zeybek et al.
1998) e 13,1% na Arpentina (Dubey et al. 1999b).
No Brasil, a maioria dos trabalhos descreve resulta-
dos obtidos em inquéritos sorolégicos sobre a pre-
valéncia de anticorpos contra T gendii em equinos
clinicamente sadios (Larangeira et al. 1985, Costa
et al. 1986, Spdsito Filha et al. 1986) e os resultados
diferem de acordo com & regidio estudada: 21,4% a
32,8% de sororreagentes em Mato Grosso do Sul
(Larangeira et al. 1985, Vidotto et al. 1997), 24.8%
a 41,5% em S&o Paulo (Costa et al. 1986, Vidotto
et al. 1997), 17,4% no Rio Grande do Sul (Spésito
Filha et al. 1986), 4,4% no Rio de Janeiro (Gazeta
et al. 1997), 13,7% em Mato Grosso (Vidotto et al.
1997) e 12,1% a 23 4% no Parana (Vidotio et al.
1997, Garcia et al. 1999), Os poucos estudos epi-
demioldgicos sobre a toxoplasmose em equideos,
restringem-se quase que exclusivamente & espécie
equina, sendo raros os trabalhos que incluem tam-
bém os asininos ¢ muares. Entretanto, foi realiza-
do um estudo utilizando 343 amostras de soro de
equideos, procedentes dos municipios de Jacobina
¢ Jequié, Estado da Bahia, no periodo de outubro
de 1997 a dezembro de 1999, e os resuitados obti-
dos assinalam que os asininos sdo to resistentes 4
infecgio por T gondii quanto os equinos. Embora
nenhuma amostra de muar tenha reagido positiva-
mente, o nimero de soros testados nio permite uma
avaliaglio estatistica para este dado (Mendonga et
al. 2001),

Utilizando amostras de soro sanguineo ¢ de li-
quide cefalorraquidiano (LCR), o presente trabalho
teve por objetivo determinar a frequéncia de anti-

p———e

corpos contra T gondii em equinos com historico
de ataxia, sinal clinico neuroldgico comumente as-
sociado & mieloencefalite por protozoario.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas amostras séricas e liqudricas
de 37 equinos, independentemente da raga, sexo e
idade, que possuiam historico de ataxia, de acor-
do com as fichas de exame clinico. Todos os ani-
mais eram pertencentes a propricdades do Estado
de Sdo Paulo e foram previamente atendidos pelo
Servigo de Clinica de Grandes Animais do Hospital
Veterindrio da Faculdade de Medicina Veteriniria
e Zootecnia, UNESP/Botucatu, Desses equinos, 10
possuiam amostras de LCR e soro sanguineo, 14
apenas amostras de LCR e 13 apenas amostras de
soro sanguineo, totalizando 47 amostras.

A coleta das amostras de sangue foi realizada
mediante punglio da veia jugular, com sistema de
coleta a vicuo e agulha 25 x 8 mm, apds assepsia
local com ilcool 1odado. acondicionadas em tubos
sem anticoagulante e centrifugadas a 700 G, duran-
te 10 mimitos, para obtengio do soro, que por sua
vez foram armazenadas em microtubos de 1,5 mL,
identificados e conpelados a -20°C até a realizagio
das andélises soroldgicas. Para a coleta das amostras
do LCR, através da puncéo da cisterna lombo-sacra
ot miagna, os animais foram previamenie subme-
tidos & sedagio com xilazina a 10%, seguindo-se
com a administragdo da acepromazina como me-
dicaciio pré-anestésica. Para indugio ¢ manutengfio
anestésica, foram utilizados tiopental e halotano,
respectivamente. Apos assepsia do local de pungiio,
foram obtidos 10 ml de LCR, utilizando-se agulhas
espinhal 180 x12 para colheita na cisterna lombo-
-sacra e 100 x10 para a magna. As aliquotas de LCR
foram armazenadas em microtubos, e conservados
gob refrigeracio a temperatura de -20°C até o pro-
cessamento.

Para a pesquisa de anticorpos contra T. gon-
dii, utilizou-se o teste de aglutinagio modificada
(TAM), scgundo Desmonts & Remington 1980,
considerando-se como positivas as amostras com ti-
tulo = 2. Utilizou-se estatistica descritiva para and-
lise dos resultados.

RESULTADO E DISCUSSAO

Dias amostras testadas, 8 de 23 (34,78%) amos-
tras de soro sanguineo foram positivas. Enguanto as
amostras de LCR apresentaram, em sua totalidade,
resultado negativo com a téenica empregada.
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A baixa prevaléncia de animais sororreagentes
encontrada no presente estudo estd de acordo com a
maioria dos trabalhos realizados em outros paises,
para equideos (Al-Khalidi & Dubey 1979, Chhabra
& Gautam 1980, Urcelay et al. 1982, Ling & Wan
1984, Zeybek et al. 1998, Dubey ¢t al, 1999a b).

Alguns resultados discrepantes encontrados em
trabalhos nacionais podem ser explicados, em par-
te, pela técnica utilizada e, principalmente, pelo
ponto de corte estipulado (Mendonga et al. 2001).
Utilizou-se 0 TAM para 2 pesquisa de anticorpos
contra T. gondii, considerando-se como positivas as
amostras com titulo = 2. O TAM & um método de
custo baixo e ficil execugdo ¢ dispensa o uso de
microscopios ou conjugados, sendo de grande uti-
lidade nos estudos epidemiolégicos (Desmonts &
Remington 1980).

Muitas doengas em equinos podem resultar em
ataxia, como toxoplasmose, mieloencefalite por
protozodrio, herpesvirus do tipo 1, mieloencefalo-
patia, mieloencefalopatia degenerativa, malforma-
¢iio vertebral cervical, Sindrome de Wobbler, trau-
ma, neoplasia, abscessos vetebrais, entre outras.

De acordo com os resultados negativos encontra-
dos nas amostras de LCR, conclui-se que T, gondii
ndo foi o agente etioldgico responsdvel pelo sinal
clinico neuroldgico de ataxia encontrados nos cava-
los do presente estudo.

Quando ndo existe contaminagio do LCR com an-
ticorpos séricos no momento da coleta, o que pode-
ria levar a um resultado falso positivo, a presenga de
anticorpos no liquor contra T, gondii € essencial para
confirmar a participagio do agente etioldgico nesses
casos. Enquanto que os resultados soroldgicos indica-
ram que houve uma exposicio prévia ao I gondit.
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DERMOID CYST IN SHEEP - A CASE REPORT*
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ABSTRACT. Stelmann U.J.P, Silva A.A, Souza B.G., Oliveira G.F.. Mello
E.B.ER.B, Souza G.C.J. & Hess T.M. Dermoid cyst in sheep - A Case Report.
[Cisto dermdéide em ovino - Relato de Caso]. Revista Brasileira de Medicina Vete-
rindrig, 34(2):127-130, 2012. Programa de Pés-Graduagiio em Ciéncia, Tecnologia
¢ Inovagio em Agropecudria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR 4635,
Km 7, Seropédica, RI 23890-000, Brasil. E-mail: stelmann.ppgctia@gmail.com

A dermoid cyst is a non-necoplasic, benign dermatologic injury. This article descri-
bes the finding of a dermoid cyst that was surgically extracted in & nine months aged
ewe, The patient was admitted to the Large Animal Veterinary Hospital Department at
the Federal Rural of Rio de Janeiro University, with a history of a non-healing wound
that also contained fur. The ewe was referred to the surgical service and the histopatho-
logic analysis of the lesion revealed a structure lined by stratified epithelium containing
hair follicles, sudoriparous and sebaceous glands, which are conclusive for a dermoid
cyst diagnosis.

KEY WORDS, Dermoid cyst, epidermoid cyst, cutancous cyst, schaccous glands, sheep,

RESUMO. O Ciste dermoéide € uma lesdo derma-
toldgica, de cardter ndo-neoplisico, evolugdio len-
ta ¢ desenvolvimento benigno. Este artigo discorre
sobre os achados clinicos e histopatologicos de um
caso de cisto dermoide em uma ovelha de nove me-
ses de idade. Como principais sinais clinicos o ani-
mal apresentava claudicacdo do membro anterior
esquerdo ¢ uma ferida com aproximadamente um
més de evolugio na porgio distal do mesmo mem-
bro, por ende promiam-se pélos. O ovino foi enca-
minhado & cirurgia e o0 exame histopatolégico reve-
lou uma estrutura revestida por epitélio estratificado

contendo folicules pilosos e glindulas sebdaceas e
sudoriparas, compativel com o diagnostico de cisto
dermoide.

PALAVRAS-CHAVE. Cisto dermdide, cisto epidermdide, cis-
to cutiineo, glindula sebacea, ovino,

INTRODUCTION
Dermoid cyst is a rare non-neoplasic skin abnor-
mality that is characterized by a focal duplication
of the whole dermatologic structure, including skin
and associated structures (Freitas et al. 2005), Ma-
croscopically they are similar to follicular cysts and
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can oceur in isolated form or in groups, in dermic or
subcutaneous area (Gross et al. 1992). A small pore
can connect the interior of the cyst to the cutaneous
surface and hair can protrude from that opening
(Hargis et al, 1977).

It is believed that these cysts originate from an
incarceration and subsequent growth of embrionary
epithelial cells during the closure of the neural mbe,
and therefore most of these lesions occur along
the median line (Muiioz et al. 2007, Menditti et al.
2008). However there are reports of acquired der-
moid cysts, secondary to traumatic epithelial dis-
locations (Hillyer et al. 2003). The increased size
of the cyst occurs due to normal cell desquamation
within the cyst cavity leading to secondary signs re-
lated to the compression of adjacent structures (La-
razidis et al, 2007),

Dermoid cysts are well documented in humans
however less common among animal species
(Sarrafzadeh-Rezaei et al. 2007). It is most com-
mon among dogs (Hargis et al. 1977, Liptak et al.
2000), however less common among cats and bovi-
nes (Henderson et al. 1993, Baird et al. 1993), and
less frequent among horses (Scott & Miller 2003,
Mundz et al. 2007) and goats (Gamlem & Crawford
1997},

The following case is the clinical and histopa-
thologic deseription of 2 dermoid cyst in a sheep,
treated by surgical excision.

HISTORICAL FINDINGS

A Santa Ignez nine month ewe was referred to
the Large Animal Hospital of the Federal Rural
University of Rio de Janeiro. The owner brought
her in due to a non healing lesion at the distal aspect
of the left front leg.

During the physical exam the ewe was alert, in
a good condition score, and weighed 30 kg, Cli-
nical parameters: heart and respiratory frequency,
mucous membrane color, capillary refill time, rectal
temperature and ruminal motility were all normal,

The presence of a foreign body was suspected in
the lesion, The area was shaved and cleaned with
povidone-iodine solution at 10%. Five to 10 ml of
a 0.9% saline were infused into the lesion through a
sterile urethral catheter connected to a sterile syrin-
ge, The remaining fluid in the cavity was aspirated
manually. An ultra sound of the region was perfor-
med and no connection to any tissues was found.

A treatment was prescribed to the owner consis-
ting of local cleaning with topical Povinyl iodive

pyrrolidone solution at 10% and clorhexiding, with
cotton gauze and antibiotic therapy consisting of
bezatin penicillin (40.000 TU/kg q 48 hs IM. for 4
times). Also, 5000 [U of tetanus anti toxin were ad-
ministered intra muscularly.

After three months the owner returned with the
ewe to the Hospital. The ewe still had the lesion and
presented a grade | lameness from the affected limb.
According to the owner two months after the hea-
ling of the initial lesion another lesion appeared and
the animal became lame. A new clinical exam was
performed and no alterations in the clinical parame-
ters were observed. A grade I lameness was obser-
ved from the same limb. The lesion had a diameter
of | cm, and was 5 cm deep, and a swollen area
was found around the lesion. The lesion was similar
to the initial one and there was a mucous secretion
coming from the lesion and hair protruding out of
the opening.

Cleaning of the lesion was performed as for the
first time and hair was recovered from the cavity
lavage. The clinical diagnosis indicated the presen-
ce of a dermoid cyst and the animal was referred to
surgery.

The animal was contained and sedated with
xylazine 2% (0.5 mg/kg, IM)} and maintained on left
lateral decubit. Shaving and asepsis of the surgical
area was done and local anesthesia was applied by
the administration of 5 ml of 2% lydocaine.

Initially a skin and subcutaneous fusiform inci-
sion was done around the lesion and a tubular struc-
ture was visualized. Tissue was separaied along its
tract and a saccular structure with onc cm of dia-
meter with hardened consistency was revealed. The
procedure was completed with the excision of the
tissue mass and its transfer to a container with for-
malin at 10%. The incision was flushed with sterile
saline solution and reduced by suture with chromic
catgut (#0). Skin suture was performed by separa-
ted stitches with nylon suture (#0). The collected
material was sent to the department of Pathology of
the Sdo Paulo State University, Botucatu, Brazil, for
histopathologic analysis.

Histopathologic analysis revealed a central area
composed of hair and keratin, resulting from des-
quamation of pavement stratified epithelium where
hair follicles and sebaceous glands were presented.
Around the hair follicles sudoriparous glands were
found on a conjunctive stroma that contained a lym-
phocytic infilrate. No signs of malignancy were
found. Diagnosis was of a dermoid cyst (Figura 1).
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gure 1. Dermoid cyst wall composed ufad snt
ephithelium filled with keratin where secondary hair follicles
and sebaceous glands appear.

After surgery parenteral antibiotics were admi-
nistered (Benzatin penicilin 40.000 TU/kg q 48 hs
IM) and non-steroidal anti-inflammatory drug (flu-
nixin, 1.1 mg/kg bid, IM). The cleaning of the inci-
sion consisted of local irrigation with a topical iodi-
ne-povidone solution at 10% and the application of
an antibiotic cream (neomicin and bacitracin). The
animal was kept at the Hospital for two weeks until
complete healing of the incision.

DISCUSSION

A dermoid cyst is characterized by the presen-
ce of sebaceous and sudoriparous glands and/or
hair follicles (D’antonio et al, 2000, Akao et al.
2003, Pereira et al. 2008). Differential diagnosis
include: infundibular or epidermoid cyst, sarcdi-
de and collagenolytic granuloma (Hillyer et al.
2003). The diagnosis of the excised structure was
based upon the current description of dermoid cyst
in the literature. The finding of sebaceous glands
on the epithelial covering the cyst was an confir-
malion evidence for the diagnosis (Takeda et al.
2003, Mufioz et al. 2007, Sarrafzadeh-Rezaei et al,
2007).

Dermoid cysts may have a congenital or acqui-
red origin (Hillyer et al. 2003, Mufioz et al. 2007).
In humans dermoid cysis may develop in 5 months
after a traumatic lesion of the skin (Tulvatana et al.
2005) suggesting that acquired cysts may have a
fast development rate. In the current case, the des-
cription given by the owner was not conclusive to
determine the origin of the cyst. The age of the ewe
can point to a congenital origin, However an ac-
quired cyst cannot be discharged although a recent
trauma had not occurred. There is the possibility

that the ewe had a non observed injury, since it is
maintained in a semi-intensive management.

The site of dermoid cysts varies among species.
In humans cerebral (Akhaddar et al. 2002), spinal
medullar (Nishie et al. 2003), ovarian (Ferrari et al.
2003), penian (Yoshiaki et al. 2003), lingual (Milam
et al. 2003), orbital (Colombo et al. 2000, Abou-
-Rayyah et al. 2002, Perry & Tuthill 2003), mandi-
bular (Takeda et al. 2003), and cervical cysts (Pryor
et al. 2005) have been described. In dogs and cats
the cerebral and medullar cysts are the most com-
monly found (Sarrafzadeh-Rezaei et al. 2007). A
single report found a dermoid cyst on the tongue of
a dog (Liptak et al. 2000). In equines dermoid cysts
occur most frequently in the median dorsal line,
more precisely in the lumbar and thoracic regions
(Pascoe & Knottenbelt 1999, Scott & Miller 2003).
In retrospective studies of equine dermoid cysts all
described horses had their lesions on the dorsal me-
dial line (Abraham 1995, Hillyer et al. 2003, Pascoe
1981). In bovines dermoid cysts occur in the ocu-
lar and periocular regions (Akhaddar et al. 2002,
Ashkan et al. 2002).

The indicated treatment is the surgical removal
of the dermoid cyst (Hillyer et al. 2003, Mufioz
et al. 2007). During the dissection of the cyst, the
structure should be left intact, because its identifi-
cation urms to be difficult in an event of its rupture.
It is also important to remove the whaole cyst due to
the chance of reoccurrence (Mufioz et al. 2007).

CONCLUSION

The dermoid cyst although benign should not be
underestimated. Tt is always important perform di-
fferential diagnosis clinically or pathologically. Di-
fferentiation between dermoid cysts and epidermoid
cysts need to be done and clinical and histopatholo-
gic characteristics may lead to wrong diagnosis. In
the current case the lesion characteristics as well as
the histopathelogic findings were conclusive for the
diagnosis. Treatment is simple and well established
and involves carcful dissection, which prevents re-
oceurrénce.
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