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RESUMO

Este estudo teve como objectivo averiguar a presenca de cavalos
portadores de T. equi em duas ilhas do arquipélago dos Acores. Para tal foram
utilizados o cELISA e o nested-PCR.

Foram colhidas 26 amostras na ilha Graciosa e 53 na ilha Terceira. Das
amostras colhidas na ilha Terceira, 21 pertencem a populacéo do Pénei da ilha
Terceira, sendo que as restantes amostras colhidas nas duas ilhas sao de
cavalos importados do exterior do arquipélago ou descendentes destes. Foram
ainda colhidas 162 amostras no continente portugués.

Analisando a totalidade das amostras colhidas nos Acores, 7,6% dos
animais apresentaram resultado positivo unicamente para o cELISA e 15,2%
foram apenas positivos para o nested-PCR, 3,8% foram positivas para ambos
os testes e 73,4% foram negativas para ambos os testes. Verificou-se ainda
gue todos os animais da populacdo do Poénei da Terceira apresentaram
resultados negativos para ambos os testes. Das amostras colhidas no
continente portugués, 7,4% foram positivas unicamente para cELISA e 11,7%
positivas apenas para nested-PCR, 18,5% foram positivas para ambos os
métodos e 62,4% foram negativas para ambos os métodos.

Este é o primeiro estudo a utilizar técnicas moleculares na diagnose de
infecgbes por T. equi em cavalos nos Agores e 0 primeiro a registar cavalos

portadores do parasita no arquipélago.

Palavras chave: Theileria equi; Acores; CELISA; Nested-PCR.



ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the presence of carrier
horses with T. equi in two islands of the Azorean archipelago. For such, cELISA
and nested-PCR were used.

Twenty six samples were collected in Graciosa island and 53 in
Terceira island. From the samples collected in Terceira island, 21 belong to the
Ponei da ilha Terceira population. The remaining samples, of both islands, are
from horses that were imported from outside of the archipelago, or are
descendant from them. There were also collected 162 samples from the
Portugal mainland.

From the analysis of all the samples from the Azores, 7,6% of the
animals were positive exclusively for cELISA and 15,2% were positive
exclusively for nested-PCR. For both tests, 3,8% of the samples were positive
and 73,4% were negative. It was also observed that all the animals from the
Ponei da ilha Terceira population were negative for both tests. From the
samples of the mainland, 7,4% were positive exclusively for cELISA and 11,7%
were positive exclusively for nested-PCR. For both tests, 18,5% were positive
and 62,4% were negative.

In Azores, this is the first study using molecular techniques on the
diagnosis of infections by T. equi in horses in Azores and the first to report

carrier horses with the parasite in the archipelago.

Keywords: Theileria equi; Azores; cELISA; Nested-PCR



ABREVIATURAS UTILIZADAS

ADN - acido desoxirribonucleico
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1. OBJECTIVOS

Dado o impacto que infeccbes por T. equi tém no maneio,
desempenho, movimentacdo e consequente comercializacdo de equinos,
pretendeu-se neste estudo:

— Estabelecer e adaptar, as nossas condigbes laboratoriais, métodos
de diagnose molecular.

— Averiguar a existéncia de animais portadores do protozoario T. equi
no arquipélago dos Acores, nomeadamente nas ilhas Terceira e Graciosa.

— Fazer um estudo preliminar da prevaléncia do parasita nas ilhas

Terceira e Graciosa.



2. INTRODUCAO

Desde had muito que os equinos sao utilizados nas mais diversas
actividades em todo o mundo, auxiliando o Homem no seu contexto social,
trabalho e lazer, embora actualmente a sua utilizacdo seja maioritariamente
para a pratica desportiva. Deste modo, um bom maneio alimentar, treino fisico
e estado sanitario dos animais revestem-se de grande importancia (Piotto,
2009).

A piroplasmose equina, também conhecida como febre biliar, € uma
doenca causada por duas espécies diferentes de protozoarios intra-
eritrocitarios, Babesia caballi (Nuttall e Strickland, 1910) e Babesia equi
(Laveran, 1901). Recentemente, Babesia equi foi reclassificada em Theileria
equi (Melhorn e Schein, 1998). Em concordancia com estes factos, sera
utilizado neste trabalho a nomina Theileria equi. Estes parasitas sao
transmitidos principalmente pelas carracas, podendo também ser transmitidos
através de sangue contaminado ou por infeccBes intra-uterinas, podendo
infectar cavalos, mulas, burros e zebras (de Waal e van Heerden, 2004).

A infeccdo por estes protozoarios pode evoluir de forma aguda, sub-
aguda ou cronica, sendo caracterizada por sinais como febre, por vezes
intermitente, anemia progressiva, ictericia, hepatomegélia e esplenomegalia.
(Ali et al., 1996). A infeccdo sem ocorréncia de sinais clinicos também pode
ocorrer (Phipps e Otter, 2004). Devido ao carécter persistente da infeccdo, o
estado de portador da infeccdo por T. equi € considerado como sendo para
toda a vida, enquanto, animais portadores de B. caballi podem sé-lo até quatro

anos (de Waal e van Heerden, 2004). Cavalos que recuperem da forma aguda



da infeccdo podem permanecer como fonte de parasitas para a carraca, que ira
transmitir a doenga a outros animais susceptiveis (Heim et al., 2007).

Esta doenca tem grande impacto a nivel econémico, pois cavalos com
anticorpos anti-B. caballi e T. equi estdo impedidos de entrar em muitos paises
(Knowles, 1996), sendo que ambos os parasitas podem ser encontrados em
areas tropicais e sub-tropicais, assim como em zonas de clima temperado
(Bruning, 1996), nomeadamente Portugal continental (de Waal e van Heerden,
2004). No Acores, ndo existem registos de casos de piroplasmose equina,
como sublinhado pelo médico veterinario Miguel Balacé Amaral (Coelho, 2008).
No entanto, a entrada de animais no arquipélago provenientes de areas onde o
parasita € endémico, nomeadamente Portugal continental, € significativa.
Assim, a possibilidade da existéncia de animais portadores de T. equi no
arquipélago ndo pode ser posta de parte, e deve ser seguida com a devida
atencdo. Para tal, a utilizacdo de testes especificos e sensiveis para a
deteccdo de B. caballi e T. equi é essencial para evitar a entrada de animais

portadores em regides livres destes parasitas (Jaffer et al., 2009).

2.1. IMPORTANCIA ECONOMICA DA PIROPLASMOSE EQUINA

Os animais portadores dos parasitas T. equi e B. caballi assumem, a
nivel global, uma posicado de destaque, pois a sua introducdo em areas livres
destes parasitas representa um sério risco de infeccdo dos animais ai
existentes. Deste modo, paises livres de piroplasmose equina restringem a
importacdo de animais provenientes de paises endémicos (Rhalem et al.,

2001).



As implicacbes econdmicas relacionadas com a piroplasmose equina
incluem restricbes impostas a exportacdo ou participacdo em eventos
desportivos internacionais, os custos do tratamento, especialmente de casos
agudos, os abortos, a perda de performance e a taxa de mortalidade (Rego,
2008). No que se refere as limitacdes impostas ao comeércio, estas reflectem-se
sobretudo em paises tradicionalmente produtores e exportadores de cavalos,
como é o caso de Portugal. A piroplasmose equina € uma das principais razées
pela qual é impedida a importacdo de equinos provenientes de Portugal para
paises indemnes da doenca, inviabilizando inumeras oportunidades de
negocio. Por este motivo, o controlo desta doenca representaria um papel
importante na abertura do mercado internacional para a industria equina

nacional (Rego, 2008).

2.2. ETIOLOGIA

Ambos os parasitas, Babesia caballi e Babesia equi, pertencem ao filo
Apicomplexa (Ali et al.,1996), tendo o protozoario B. equi sido recentemente
reclassificado em T. equi (Melhorn e Schein, 1998). Caracteristicas como
esquizogonia preé-eritrocitaria nos linfocitos do hospedeiro vertebrado,
ocorréncia de transmisséo transestadial com esporogonia no vector, tal como
em Theileria spp., auséncia de desenvolvimento nos ovarios da carragca e
transmissdo transovarica tipica de Babesia spp., levaram a esta alteracdo
taxonomica. Além disso, a analise molecular da pequena subunidade do ARN
ribossomal indica que T. equi € filogeneticamente mais proxima da familia

Theilleriidae do que da familia Babesiidae (Donnellan, 2006).



O exame microscopico de esfregacos sanguineos corados, de
hospedeiros vertebrados infectados, mostra que algumas das espécies de
Babesia (figura 1) e Theileria (figura 2) apresentam uma forma de péra
caracteristica no interior dos eritrécitos. Esta observacdo conduziu ao uso do

nome “piroplasma” para descrever ambos o0s géneros (Rego, 2008).
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Figura 1 — Esfregago sanguineo de equino infectado com Babesia caballi (adaptado
de Piotto, 2009).

Figura 2 — Esfregago sanguineo de equino infectado comTheileria equi (adaptado de
Piotto, 2009).



2.2.1. CICLO DE VIDA DE T. EQUI

O ciclo de vida tipico dos Apicomplexa € caracterizado por trés
estadios de reproducao: (i) gamogonia — formacédo e fusdo de gametas no
intestino da carraca; (i) esporogonia — reproducdo assexuada nas glandulas
salivares do hospedeiro invertebrado, e (iii) merogonia — reproducdo assexuada
no hospedeiro vertebrado (Homer et al., 2000).

Os parasitas do género Theileria possuem um ciclo de vida complexo,
envolvendo estadios de desenvolvimento morfologicamente distintos no
hospedeiro vector e no mamifero hospedeiro (Rolao, 2004).

O parasita T. equi estd presente nos linfocitos e nos eritrocitos do
hospedeiro vertebrado e é transmitido pela picada da carraca (i.e. o seu vector
de transmissao) (Melhorn e Schein, 1998).

O esporozoito constitui o estadio final do desenvolvimento dos
parasitas de Theileria spp. dentro das células das glandulas salivares da
carracga, e € transmitido ao hospedeiro vertebrado quando o referido vector se
alimenta. Quando uma carragca adulta infectada se liga ao hospedeiro, séo
necessarios trés a quatro dias de alimentacdo para que se complete a
maturacdo dos parasitas dentro das glandulas salivares da carraca e o0s
esporozoitos maduros sejam libertados (Roléao, 2004).

Em contraste com B. caballi, T. equi multiplica-se inicialmente nos
linfécitos e s6 depois nos eritrécitos. Apos inoculacdo dos esporozoitos pela
carraca, estes invadem inicialmente os linfécitos. Nestes, desenvolvem-se
inicialmente esquizontes caracteristicos, na forma de macrosquizontes, que

mais tarde se diferenciam em microsquizontes. Os microsquizontes contém

10



grande numero de merozoitos que sdo libertados depois da destruicdo da
célula hospedeira, penetrando os eritrocitos (Ali et al., 1996).

T. equi invade os linfécitos in vitro e in vivo. Os esporozoitos alojam-se
directamente no citoplasma da célula hospedeira, juntando-se para formar um
meronte. Os merontes passam por repetidas divisées nucleares mitéticas, e a
diferenciacdo dos merozoitos inicia-se em varios locais pelo aparecimento de
uma dupla membrana sob a membrana celular. O desenvolvimento dos
merozoitos de T. equi estd completo ao nono dia apos a sua inoculagao in vitro,
ou nos 12 a 15 dias apos a fixacdo das carragcas ao hospedeiro (i.e. in vivo). Os
merozoitos maduros ocupam a maior parte da célula hospedeira, que pode
romper-se, libertando-os (Ali et al., 1996). Estes merozoitos tém um tamanho
que varia entre 1,5 a 2 ym e vao invadir os eritrocitos do hospedeiro, iniciando
a sua reproducéo por fissdo binaria. Os estadios intra-eritrocitarios do parasita
provavelmente incluem trofozoitos, formas em divisdo e merozoitos (de Waal e
van Heerden, 2004; Melhorn e Schein, 1998).

Os trofozoitos de T. equi assumem varias formas, entre as quais
arredondada, oval, eliptica ou fusiforme, podendo ter um didmetro de até 3 pym.
Os merozoitos podem apresentar-se nos eritrocitos na forma de dois ou quatro
parasitas piriformes. Nos casos de quatro parasitas, estes formam um arranjo
conhecido como “Cruz de Malta” (figura 3), formacéo tipica de T. equi nos
eritrocitos (de Waal e van Heerden, 2004). A parasitémia varia normalmente

entre 1 e 5%, podendo atingir 80% dos eritrécitos (Melhorn e Schein, 1998).

11



ApOs a ruptura dos eritrocitos, oS merozoitos eritrocitarios invadem
outros eritrocitos, onde outra fase de reproducdo assexuada tem inicio

(Melhorn e Schein, 1998).

Figura 3 — Esfregago sanguineo com coloracao de Giemsa, com a formagéo tipica da
“Cruz de Malta” (cabeca da seta) por T. equi nos eritrécitos (adaptado de Melhorn e Schein,
1998).

A carraca torna-se infectada quando ingere sangue com células
contendo piroplasmas, que devem ser considerados como gametdécitos, dando-
se inicio ao processo de gametogénese no vector (Bhoora, 2009; Uilenberg,
2006). Os gametdcitos sofrem alteracbes morfolégicas no intestino da carraca
e desenvolvem-se em “ray bodies”. Dois “ray bodies” (i.e. gametas) fundem-se
formando zigotos méveis (Bhoora, 2009; Melhorn e Schein, 1998). Os zigotos
imaturos de Theileria spp. ndo se multiplicam, evoluindo no intestino da carraga
de onde se libertam como ooquinetes. Estes invadem a hemolinfa da carraca,

dirigindo-se para as glandulas salivares (Uilenberg, 2006) (figura 4).
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Figura 4 — Diagrama representativo do ciclo de vida de T. equi. 1: esporozoito
injectado junto com a saliva; 2: macrosquizonte; 3: microsquizonte; 4: merozoito; 5: eritrécito
mostrando a formacao tipica da “Cruz de Malta” e gametécito; 6: gametdcito; 7-10: formacao de
“ray-bodies” a partir dos gametdcitos; 11: fusdo dos gametas; 12: zgoto; 13-
16:desenvolvimento do ooquinete; 17: ooquinetes em crescimento originando esporontes
multinucleados; 18: divisdo dos esporontes multinucleados em pequenos esporoblastos, que
posteriormente originam esporozoitos. G: gametécito; IV: vacuolo interno; M: merozoito; N:
ndcleo; NH: nlcleo da célula hospedeira; S: esporozoito; SB: esporoblasto; SP: esporonte ST:

esquizonte (adaptado de Melhorn e Schein, 1998).
13



Quando o proximo estadio do vector se fixa hum novo hospedeiro,
ocorre a esporogonia e maturacdo dos esporozoitos nas glandulas salivares, e
a transmissao ocorre através da injeccdo de saliva infectada. Este processo
denomina-se transmissao transestadial. Quando a larva se infecta, a ninfa é
infecciosa e, quando a ninfa é infectada, a carraca adulta é infecciosa. Larvas

recém eclodidas ndo tém capacidade infecciosa (Uilenberg, 2006).

2.3. EPIDEMIOLOGIA

A piroplasmose equina esta disseminada por grande parte da Europa,
Ameérica Central e do Sul, Asia e Africa (Bashiruddin et al., 1999; Bhoora et al.,
2010a; Boldbaatar, et al., 2005; Camacho, et al., 2005; Heim, et al., 2007;
Heuchert et al., 1999; Jaffer et al., 2009; Kouam et al., 2010; Moretti et al.,
2009; Oncel et al., 2007; Rampersad et al., 2003; Salim et al., 2008; Shkap et
al., 1998; Sigg et al., 2010; Xu et al., 2003), estando o seu estabelecimento
fortemente dependente da distribuicdo do vector. O parasita T. equi € 0 mais
comum a nivel mundial enquanto B. caballi, se presente, € normalmente
diagnosticado como uma infec¢cdo mista com T. equi (Battsetseg et al., 2002;
Bhoora, 2009).

Alguns paises encontram-se livres da doenga, nomeadamente Canada,
Nova Zelandia, Japdo, Reino Unido, Irlanda e Holanda (Bhoora, 2009).
Contudo, o vector existe em muitos destes paises e, por conseguinte, a
introducdo de animais portadores nestas areas pode conduzir a propagacao
epizootica da doenca, justificando-se assim todas as restrices a importacéo de

equideos impostas internacionalmente (Rego, 2008). Em alguns casos (e.g.
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Australia e EUA) houve a introducdo do parasita T. equi através de cavalos
infectados, mas por falta de vector apropriado ou por accdo de campanhas
agressivas de erradicacdo e controlo dos vectores, a infeccdo permaneceu
localizada (de Waal e van Heerden, 2004).

Em Portugal € conhecida a presenca dos parasitas responsaveis pela
piroplasmose equina (de Waal e van Heerden, 2004; Phipps e Otter, 2004). Em
Portugal continental foram feitos alguns levantamentos epidemioldgicos na
regido do Ribatejo, através do teste de Fixacdo do Complemento (FC), onde se
verificou que os valores de prevaléncia para T. equi se situam nos 45,3%
(Serra et al., 1993, citado por Rego, 2008) na regido do Alentejo, através do
teste de imunofluorescéncia indirecta de anticorpos (IFl) observou-se uma
percentagem de infeccao de 85,1% para T. equi (Malta, 2001, citado por Rego,
2008), nos Acores nao sao conhecidos registos de animais infectados com B.
caballi e T.equi.

Poldros nascidos em &reas endémicas normalmente recebem
anticorpos maternos contra T. equi e B. caballi através do colostro, decaindo
para niveis indetectaveis por volta dos quatro a cinco meses de idade (Donnelly
et al., 1982). Tal como acontece com os vitelos, os poldros encontram-se
protegidos de infec¢cbes por Babesia spp., através de imunidade passiva,
durante os primeiros seis a nove meses de vida. As infecgcbes que ocorram
durante este periodo irdo causar imunidade, sem ocorréncia de sinais de
desenvolvimento da doenca, sendo criada uma situacdo de estabilidade
endémica. Por outro lado, uma situacao de instabilidade endémica desenvolve-

se guando, devido a exposi¢cOes pouco frequentes, alguns animais nao séo
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infectados por um periodo consideravel (provavelmente mais de 12 meses)
apos o nascimento, estando posteriormente totalmente susceptiveis (de Waal e
van Heerden, 2004).

A ocorréncia de piroplasmose equina coincide com a actividade
sazonal do estadio adulto da carraca e, por conseguinte, os casos clinicos séo
encontrados com maior frequéncia durante os meses de Verdo (de Waal e van
Heerden, 2004).

As reagudizacdes de situacBes cronicas ocorrem principalmente em
animais mantidos sob regime de estabulacdo, raramente atingindo animais
criados a campo. Nas areas endémicas, o retorno a fase aguda de animais que
apresentem infeccado latente, particularmente entre os animais adultos, esta
normalmente associada a alguma forma de stress, tal como esfor¢o fisico,
parto, restricdo alimentar ou a presenca de uma outra doenca, bem como
quando sujeitos a imunossupressao por farmacos ou processo patolégico
imunossupressor (Rego, 2008).

Os cavalos parecem ser mais susceptiveis a infeccdo do que as mulas
e 0s burros, e 0s animais adultos sdo mais susceptiveis que 0s animais mais
jovens (Rhalem et al.,, 2001). A taxa de mortalidade é elevada em cavalos
susceptiveis quando estes sao introduzidos em areas endémicas (Knowles et

al., 1991a; Rhalem et al., 2001).
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2.4. TRANSMISSAO

2.4.1. VECTOR BIOLOGICO

As infeccdes por T. equi sao transmitidas principalmente pela acgéo de
carracas (Phipps e Otter, 2004), estando descritas como vectores de
transmissdo espécies dos géneros Boophilus, Dermacentor, Hyalomma e
Rhipicephalus (Ikadai et al., 2007).

Em Portugal continental, e em particular nos Acores, é conhecida a
presenca de espécies potencialmente transmissoras da infeccao,
nomeadamente Dermacentor marginatus, Hyalomma marginatum marginatum,
Hyalomma lusitanicum, Rhipicephalus sanguineus, Rhipicephalus bursa e

Rhipicephalus turanicus (Borges et al., 2010).

2.4.2. TRANSMISSAO MECANICA

Uma caracteristica da infeccéo por T. equi é que pode ser transmitida a
animais susceptiveis por sangue contaminado, quando injectado por via
intravenosa, intramuscular ou subcutdnea (de Waal e van Heerden, 2004),
tendo ja sido documentada a transmissao de piroplasmose equina atraves do
uso de agulhas hipodérmicas em equinos no Reino Unido (Gerstenberg et al.,

1999, citado por Phipps e Otter, 2004).

2.4.3. TRANSMISSAO INTRA-UTERINA
Em éguas prenhas, a infeccdo do feto em qualquer periodo da

gestacao, particularmente com T. equi, bem como a falha reprodutiva devido a
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infeccbes intra-uterinas, € bastante comum. Normalmente a infeccao resulta
em aborto, com o feto a demonstrar lesdes caracteristicas de piroplasmose
equina. No entanto podem nascer poldros infectados, apresentando sinais da
doenca ou desenvolvendo esses sinais apenas apos alguns dias. Devido a
natureza persistente da infeccdo por T. equi, uma égua portadora pode
produzir, aleatoriamente, mais de um feto infectado durante toda a sua vida
reprodutiva. Os fetos também podem ser infectados por T. equi sem
desenvolverem a doenca, nascendo como portadores do parasita (de Waal e
van Heerden, 2004).

Phipps e Otter (2004) descreveram a infeccdo por T. equi em dois
animais nascidos no Reino Unido, descendentes de uma égua portadora da
infeccdo importada de Portugal, onde o parasita € endeme. Ambos os animais,
com idades de dois e cinco anos, apresentaram resultados positivos para T.
equi pelos testes FC e IFI, tendo sido também demonstrada a presenca do
parasita através de esfregaco sanguineo nos dois animais. No entanto, 0s
animais eram saudaveis. Os autores concluiram que a via mais provavel de
transmissédo da infeccao parece ter sido por via transplacentaria.

A transmisséo transplacentaria tem sido sugerida como resultado de
uma placentacdo anormal, permitindo a mistura de sangue materno e fetal
(Erbsloh, 1975; du Plessis e Basson, 1966, citados por Allsopp et al., 2007). No
entanto, Allsoop et al. (2007), através da utilizacdo de sondas de ADN,
sugerem que a transmisséo de T. equi surge em gestacdes com placentagéo
normal, pelo que a hipdtese de transferéncia de parasitas durante a quebra

natural da placenta, que ocorre como resultado de um parto normal, também
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ndo pode ser deixada de parte. Os mesmos autores referem que, se o
mecanismo de transmissao estiver correcto, sera impossivel impedir a infeccao
dos fetos no utero, sugerindo que a infec¢cdo congénita por T. equi em poldros

descendentes de éguas portadoras € uma ocorréncia relativamente normal.

2.5. PATOGENESE

Embora se conheca pouco sobre a patogénese das infeccbes por B.
caballi e T. equi, acredita-se que estes parasitas tém uma patogénese
semelhante a de outras espécies de Babesia e Theileria (de Waal e van
Heerden, 2004).

O desenvolvimento progressivo de anemia € tipico de infec¢des por T.
equi. Os picos de parasitémia sdo acompanhados por diversos graus de
trombocitopénia, hipofosfatémia, hipossiderémia, bem como bilirrubinémia.
Embora a patogénese da anemia ndo esteja completamente elucidada, a
hipofosfatémia pode desempenhar um papel importante. Os parasitas dos
géneros Babesia e Theileria dependem dos eritrécitos para o seu fornecimento
de energia e o0 aumento da utilizacdo de fosforo por parte dos globulos
vermelhos pode ser responsavel pelo desenvolvimento de um estado
hipofosfatéemico. Esta situacdo pode contribuir para a maior fragilidade dos
eritrocitos parasitados (Bhoora, 2009; de Waal e van Heerden, 2004; Rego,

2008).
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2.6. SINTOMATOLOGIA

A maioria dos casos clinicos € causada por T. equi, enquanto as
infecgdes por B. caballi tendem a ser clinicamente inaparentes e raramente s&o
responsaveis por anemia grave ou por outros sinais tipicos de Babesiose (Ali et
al., 1996).

O periodo de incubacgéo da infecgcdo pelo parasita T. equi varia entre 12
e 19 dias, enquanto para B. caballi varia entre 10 a 30 dias (Ali et al., 1996).

Os casos agudos séo caracterizados por febre, normalmente acima de
40 °C, graus variaveis de anorexia e frequéncias respiratéria e cardiaca
elevadas. A febre é normalmente acompanhada de sudacédo, congestdo das
membranas mucosas e taquicardia. As fezes apresentam-se usualmente
menores e mais secas que o normal, com uma coloragédo verde-amarelada (de
Waal e van Heerden, 2004).

Os casos sub-agudos demonstram graus variaveis de anorexia, perda
de peso, temperatura rectal elevada ou normal e frequéncias respiratoria e
cardiaca elevadas. As membranas mucosas podem apresentar petéquias ou
equimoses. Os animais infectados podem apresentar situagées de impactacéo,
que poderdo ser seguidas de diarreia. A urina apresenta-se geralmente
descolorada como resultado dos pigmentos de hemoglobina e bilis, e o baco
aumentado (de Waal e van Heerden, 2004).

Apesar da gravidade da forma aguda, a maioria dos animais
desenvolve a forma cronica da doenca, podendo apresentar reagudizacdoes em
circunstancias que determinem uma diminuicdo na taxa de anticorpos, como

situacbes associadas a stress (Rego, 2008). A forma cronica da infeccéo
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geralmente apresenta sinais clinicos inespecificos, como inapténcia moderada,
perda de peso e queda na performance dos animais. O baco encontra-se
normalmente aumentado (de Waal e van Heerden, 2004).

Na sequéncia da infeccdo por piroplasmose equina podem surgir
complicacbes secundarias, tais como falha renal aguda, pneumonia, célica,
enterites, laminites, infertilidade e abortos. Raramente, podem ocorrer formas
super agudas da doenca conduzindo a morte dos animais 24 a 48 horas apos 0

inicio da sintomatologia (Bhoora, 2009).

2.7. TRATAMENTO

O tratamento da piroplasmose equina baseia-se no uso de drogas que
combatam a fase aguda da doenca, mas sabe-se que as drogas utilizadas
causam varios graus de toxicidade ao hospedeiro, dependendo principalmente
das doses administradas (Rego, 2008). Os parasitas T. equi sdo geralmente
mais resistentes ao tratamento do que os parasitas B. caballi (Kutscha, 2008).

Um grande namero de farmacos tem sido utilizado no tratamento de T.
equi. E conhecida a eficacia de derivados de acridina (e.g. euflavina) contra
este protozoario, enquanto as tetraciclinas e seus derivados sao menos
eficientes (Kutscha, 2008). Resultados preliminares indicam que parvaguone,
uma droga anti-Theileria, pode ser eficaz no tratamento da infec¢do por T. equi
em cavalos, embora ndo elimine as infec¢des (de Waal e van Heerden, 2004).
Diamidinas aromaticas e compostos relacionados, incluindo diaceturato de
diminazeno, diisetionato de amicarbalide e dipropionato de imidocarb, mostram

ser das drogas mais eficazes no tratamento de piroplasmose equina (Kutscha,

21



2008). No entanto, nenhuma das drogas disponiveis € 100% eficaz na
erradicacado da infeccdo por T. equi, sendo que normalmente as dosagens
necessarias sdo toxicas para os animais.

A gravidade da doenca e o0 sucesso do tratamento podem também
depender da estirpe do protozoario e da susceptibilidade do animal infectado
(Bruning, 1996).

Dependendo da gravidade do caso, € por vezes necessaria terapia de
suporte, podendo incluir infusbes de fluidos e/ou sangue, bem como
administracdo de vitaminas, antibioticos, fosfolipidos essenciais e laxantes.
InfusBes de solucdes electroliticas podem também ser indicadas (Kutscha,
2008).

A erradicacdo quimica €é raramente recomendada em zonas
endémicas, contudo pode ser indicada para cavalos que estdo para ser
transportados de um pais endémico para outro, livre da doenca (Kutscha,
2008). Actualmente ndo estao disponiveis vacinas, por isso todos 0os animais
susceptiveis introduzidos em areas endémicas devem ser observados

cuidadosamente e tratados, se necessario (de Waal e van Heerden, 2004).

2.8. CONTROLO E PREVENCAO

Pelo facto dos agentes responsaveis pela piroplasmose equina serem
transmitidos por carracas, o seu controlo € uma medida preventiva vital. O
namero de carragas pode ser reduzido com aplicacdes regulares de sprays ou
banhos acaricidas aos animais, bem como a aplicacdo de sprays em areas de

erva e arbustos que tenham sido cortados (Rego, 2008).
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O corte de areas de arbusto e ervas longas, utilizadas pelo vector
biolégico em busca de hospedeiro, ao remover a vegetacdo em excesso vai
auxiliar o programa de controlo global, reduzindo o potencial reprodutivo das
carracas, bem como aumentando a eficacia da aplicacdo de um spray quimico
(Rego, 2008).

O controlo da entrada de animais domésticos e selvagens, incluindo
roedores, nas cavalaricas, € também um aspecto importante no controlo das
carracas, pois estes animais podem transportar consigo vectores com
capacidade de transmissado dos agentes da piroplasmose equina (Rego, 2008).

Assim sendo, o método mais fiavel no controlo da piroplasmose equina
continua a ser a prevencao da entrada de animais infectados, assegurando que
0S equinos provenientes de paises endémicos sejam sujeitos a uma verificacao

cuidada e que se encontram livres de carracas (Rego, 2008).

2.9. DIAGNOSTICO

Varias técnicas tém sido desenvolvidas para o diagnéstico da
piroplasmose equina. Estas incluem deteccéo e diferenciacdo de protozoérios
com base nos sinais clinicos, observacdo de esfregacos sanguineos, métodos
serologicos e moleculares, técnicas baseadas na cultura de células in vitro,
xenodiagndstico e inoculacdo de sangue em animais susceptiveis.

Um diagndstico correcto do parasita especifico envolvido na
piroplasmose equina é essencial, pois o protozoario T. equi induz infec¢bes de
maior severidade e é mais resistente aos tratamentos do que B. caballi (Moretti

et al., 2009).
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Os sinais clinicos de piroplasmose equina, especialmente em areas
endémicas, sdo inespecificos e facilmente confundidos com outras doencas,
sendo também possivel a ocorréncia de infeccbes mistas de T. equi e B.
caballi. Desta forma, torna-se impossivel a diferenciagdo da doenca causada
por estes dois protozoarios tendo por base apenas os sinais clinicos (de Waal,

1992; Bhoora, 2009; Moretti et al., 2009).

2.9.1. ESFREGACO SANGUINEO

A identificacdo de parasitas (e.g. T. equi e B. caballi) em esfregacos
sanguineos constitui o diagnéstico definitivo em equinos, embora esta técnica
apresente certas limitacdes, particularmente durante a fase crénica da
infeccdo, devido as baixas parasitémias (Alhassan et al., 2007a).

A deteccdo de piroplasmose equina por esfregaco fino, corado com
solucdo de Giemsa, é o melhor método de diagndstico in loco, pois € um
método relativamente barato e transportavel/movel, sendo uma boa escolha em
casos agudos da doenca (Bose et al., 1995). A precisdo do diagndstico baseia-
se na formacdo e qualificagdo do operador, sendo por vezes dificil a
identificacdo de B. caballi e T. equi em infecgbes mistas. Um bom operador
consegue examinar, no maximo, 100 a 150 esfregacos por dia (Bbse et al.,
1995), sendo por isso numa técnica relativamente laboriosa quando é
necessario analisar um grande niumero de amostras (Kim et al., 2008).

Contudo, mesmo em casos clinicos agudos de B. caballi e T. equi, a

parasitémia é muito baixa. Para B. caballi, a parasitémia varia entre 0,1 e 10%,
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enquanto para T. equi pode exceder os 20%, situando-se normalmente entre 1
e 5% (Ali et al., 1996).

A vantagem dos esfregacos finos € proporcionar uma boa imagem dos
detalhes morfologicos dos parasitas e ser a unica técnica microscopica que
permite a identificacdo das espécies (Bose et al., 1995). A identificacdo de
animais portadores, através da analise microscopica de esfregacos
sanguineos, torna-se nao so dificil como também pouco precisa (de Waal e van
Heerden, 2004). Assim sendo, um resultado negativo obtido pelo exame

microscépico ndo exclui a presenca da infeccdo (Ali et al., 1996).

2.9.2. CULTURA IN VITRO

Os avancos registados nas técnicas de cultura in vitro dos agentes
responsaveis pela piroplasmose equina permitiram aos investigadores
identificar T. equi e B. caballi em animais com resultados negativos por analise
microscoépica e seroldgica (de Waal e van Heerden, 2004).

A técnica de cultura in vitro tem maior sensibilidade para T. equi que
para B. caballi. Este facto deve-se provavelmente aos parasitas de T. equi se
propagarem mais rapidamente que os parasitas de B. caballi, o que também
explica a maior prevaléncia e patogenicidade do protozoario T. equi em areas
endémicas (Alhassan et al., 2007b).

Esta metodologia exige um nivel tecnologico elevado e pessoal
qualificado, podendo apenas ser testadas amostras de sangue fresco. O tempo
necessario para a obtencao de resultados é longo e o numero de amostras

analisadas é baixo, limitando a sua aplicacdo como teste de diagndstico.
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Contudo, esta técnica pode ser aplicada para a certificacdo de animais de alto
valor, quando estes se destinam a exportacdo, validacdo de soros para
controlo de testes serologicos e para a avaliacdo de testes em que se detecta
directamente o parasita (Bhoora, 2009; Bose et al., 1995). A cultura in vitro é
um dos métodos mais especificos para a deteccdo directa dos protozoarios T.
equi e B. caballi, especialmente em infec¢des sub-clinicas e cronicas (Alhassan

et al., 2007b).

2.9.3.XENODIAGNOSTICO

Nesta técnica, uma carraca especifica, livre de doenca, € alimentada
num animal suspeito, podendo o parasita ser seguidamente identificado na
prépria carraca ou num animal susceptivel, ap0s ter sido permitido que a

carraca se alimente no mesmo (de Waal e van Heerden, 2004).

2.9.4. INOCULAQAO DE SANGUE EM ANIMAIS SUSCEPTIVEIS

Embora se trate de um procedimento incobmodo e dispendioso, a
inoculacdo de sangue infectado (500 ml) em animais susceptiveis, de
preferéncia esplectomizados, foi um método muito utilizado no passado, e
serviu para identificar infeccbes latentes. Posteriormente, é essencial que o
animal seja mantido sob observacao constante na procura de sinais clinicos da
doenca, sendo o diagndstico confirmado pela presenca de parasitas nos

eritrécitos do mesmo (de Waal e van Heerden, 2004; Bose et al., 1995).
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2.9.5. METODOS SEROLOGICOS

2.9.5.1. Teste de Fixacdo do Complemento (FC)

O teste de FC foi desenvolvido por Hirato et al. (1945), e aceite como
teste oficial para a piroplasmose equina pelo Departamento Americano de
Agricultura em 1969 (Briining, 1996).

O principio de funcionamento do teste baseia-se na fixacdo do
complemento durante a reaccéo entre o antigénio especifico e o anticorpo. Se
a reaccdo € realizada na presenca de uma quantidade conhecida de
complemento e a quantidade nao fixada € detectada, através de uma reaccao
antigénio-anticorpo em separado, € possivel obter uma medida de actividade
de fixacdo do complemento no soro original (Briining, 1996).

Esta técnica possui algumas limitacdes, como ndo detectar infeccbes
latentes (Ikadai et al., 2000). Além disso, esta metodologia ndo permite testar
soros com actividade anti-complementar ou soros que produzam reac¢des com
proteinas eritrocitarias normais. Também, soros com anticorpos da subclasse
IgG(T) de resposta secundaria, que ndo fixam o complemento pela via classica,
podem resultar em falsos negativos (Kappmeyer et al., 1999; Katz et al., 2000).
Outra lacuna € a producdo do antigénio, pois este € produzido em cavalos
infectados experimentalmente e esplectomizados (Bruning, 1996; Ikadai et al.,

2000).
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2.9.5.2. Teste de Imunofluorescéncia Indirecta de Anticorpos (IFI)

Neste teste, os antigénios do parasita sdo imobilizados numa lamina
onde irdo reagir com o0 soro teste. Os anticorpos séo visualizados sob luz UV,
depois da adicdo e ligacdo de um anticorpo secundario marcado com
fluoresceina (Bruining, 1996).

Em varios estudos, o teste FC tem sido substituido pelo IFI (Rhalem et
al., 2001), tendo sido demonstrada a maior sensibilidade deste em relagcdo ao
teste FC (Briining, 1996; Huang et al., 2006; Ogunremi et al., 2008). Por outro
lado, 0 soro mantém-se positivo mais tempo para o teste IFI do que para o
teste FC (Bruning, 1996; Huang et al., 2006).

Os problemas associados ao teste IFI incluem reaccdes cruzadas, alto
custo do antigénio e impraticabilidade da analise de um grande numero de
amostras. Além disso, a avaliacdo da fluorescéncia é subjectiva, sendo facil
reconhecer resultados positivos fortes, enquanto a diferenciacdo entre
reaccoes positivas fracas e reac¢des negativas pode ser dificil, o que torna a
padronizacdo do teste dificil (Bhoora, 2009; Bose et al., 1995; Huang et al.,

2006; Moretti et al., 2009).

2.9.5.3. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Os primeiros ELISAs a serem desenvolvidos para diagnose de
piroplasmose equina mostraram ter maior sensibilidade em compara¢gédo com o
teste FC, mas reaccdes cruzadas entre B. caballi e T. equi impediram a
utilizacdo deste teste para diagnostico diferencial (Bhoora, 2009; Brining,

1996).
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Com o objectivo de ultrapassar as deficiéncias dos varios testes
serolégicos, foi desenvolvido um ELISA de competi¢cdo (CELISA) para T. equi e
B. caballi. Este teste detecta anticorpos contra T. equi e B. caballi em soros de
equinos utilizando antigénios recombinantes derivados das proteinas — Equine
Merozoit Antigen-1 (EMA-1) para T. equi, e Rhoptry-Associated Protein-1
(RAP-1) para B. caballi — e anticorpos monoclonais especificos — MAb
36/133.47 para T. equi e MAb 79/17.18.5 para B. caballi (Knowles et al., 1991b;
Kappmeyer et al., 1999; Knowles et al., 1992). Os anticorpos do soro a ser
testado competem com 0s anticorpos monoclonais para o epitopo da proteina
recombinante do parasita, sendo que uma fraca producdo de cor indica uma
amostra positiva (Kutscha, 2008).

A performance do cELISA depende da imunodominéancia, estrutura e
conservacdo do epitopo reconhecido, quer pelo anticorpo monoclonal
36/133.97, quer pelos anticorpos equinos anti-EMA-1. EMA-1 é uma proteina
imunodominante expressa durante o estadio intra-eritrocitario do parasita T.
equi (Cunha et al., 2002). As proteinas de superficie do merozoito participam
no reconhecimento, ligacdo e penetracdo do parasita nos eritrocitos (Knowles
et al., 1991a), tendo j& sido demonstrada a eficacia do cELISA na deteccado de
anticorpos em cavalos de diferentes regides geograficas (Knowles et al.,
1991b). Xuan et al. (2001) reportaram um alto grau de homologia entre as
sequéncias de aminoacidos do gene EMA-1 de 19 estirpes de T. equi oriundas
de varios paises.

O formato do cELISA permite superar os problemas inerentes ao teste

FC. Em contraste com este e com o teste IFI, o cELISA permite a testagem de
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soros sem diluigdo, maximizando assim a sensibilidade do teste (Kappmeyer et
al., 1999). O teste cELISA provou ser superior ao teste FC na deteccao de
animais infectados a longo termo com T. equi e B. caballi. Além disso, este
teste mostrou ter maior especificidade para os dois parasitas quando
comparado com ELISAs indirectos (Kappmeyer et al., 1999; Shkap et al.,
1998).

A utilizacdo de antigénios recombinantes evita a necessidade de se
infectarem cavalos e facilita a padronizacdo do teste (Bruning, 1996;
Kappmeyer et al., 1999). Por outro lado, o cELISA permite uma leitura objectiva
e automatica dos resultados (Katz et al., 2000).

Actualmente, o teste FC tem sido substituido pelo teste IFI e cCELISA
para a deteccdo de piroplasmose equina (Ogunremi et al., 2008; Jaffer et al.,
2009), tendo o cELISA sido utilizado em vérios paises na deteccdo de
anticorpos especificos anti-T. equi (Jaffer et al., 2009; Knowles et al., 1991b;

Piotto, 2009; Sevinc et al., 2008).

2.9.6. METODOS MOLECULARES

2.9.6.1. Sondas de ADN

As sondas de ADN podem ser usadas na deteccao de ADN de
parasitas em sangue, tecidos e em carragas. O ADN é extraido de uma
amostra sanguinea sendo hibridado com uma sonda de ADN marcada,
especifica para o parasita (Posnett et al., 1991).

Foram descritas sondas de ADN para a deteccao de B. caballie T. equi

(Posnett e Ambrosio, 1989; Posnett e Ambrosio, 1991). Embora estas sondas
30



fossem capazes de detectar parasitas em animais portadores, a sua
sensibilidade teria de ser aumentada para poderem ser utilizadas para
certificacdo de animais livres de parasitas (Bhoora, 2009). Aumentos de
sensibilidade na deteccdo de B. caballi, através de sondas de ADN, foram
conseguidos com a conjugacao de sondas de ADN marcadas com biotina com
a Reaccdo em Cadeia da Polimerase (PCR) seguida de Southern Blot
(Sahagun-Ruiz et al., 1997).

Comparando com as técnicas microscopicas, as sondas de ADN séo
caras, requerem equipamento especial e 0 seu processamento é lento. A
sensibilidade deste método estad limitada pela quantidade de ADN alvo

presente na amostra (Bose et al., 1995).

2.9.6.2. Reaccdo em Cadeia da Polimerase — PCR

A Reaccdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction —
PCR), tem sido aplicada na deteccdo de varias espécies de Babesia e
Theileria, tendo sido atribuida maior sensibilidade e especificidade quando
comparada com os métodos serolégicos (Bhoora et al., 2009).

Esta técnica € usada para amplificar sequéncias de ADN especificas
do parasita. Inicialmente, ADN total, do hospedeiro e do parasita € extraido,
sendo o ADN do parasita usado como molde para a reac¢ao de PCR. Primers
especificos para B. caballi e T. equi sdo necessarios para testar a presenca de
ADN destes parasitas. Em seguida, a confirmacdo da presenca de ADN
amplificado € feita através de uma electroforese em gel de agarose (Kutscha,

2008).
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Um teste baseado na PCR, tendo como gene alvo o 16S ARN
ribossomal, foi desenvolvido para a deteccao especifica de B. caballi e T. equi,
com uma parasitémia detectada de aproximadamente 0,000083% para T. equi
(Bashiruddin et al., 1999).

Em comparacdo com as sondas de ADN, a PCR demonstra maior
sensibilidade e especificidade na deteccdo de parasitas sanguineos. Testes
baseados na PCR para a deteccdo de Babesia spp. apresentam uma
sensibilidade 100 a 1000 vezes superior aos limites de deteccdo por
microscopia (Nicolaiewsky et al., 2001).

Vérias variacfes da técnica base da PCR tém sido descritas, entre elas
o nested-PCR. Esta modificagdo veio aumentar a sensibilidade e especificidade
da reacgdo de PCR convencional, pois utiliza dois pares de primers. Um par
externo, que gera um produto de PCR normal, e um par que hibrida no interior
do produto do par externo, gerando um produto de PCR mais pequeno
(Niccholl, 2008; Rampersad et al., 2003). A deteccdo de T. equi por nested-
PCR tem-se baseado na ampliacédo de regifes dos genes EMA-1 (Battsetseg et
al., 2002; Nicolaiewsky et al., 2001) e 18S ARN ribossomal (Rampersad et al.,
2003).

Nicolaewisky et al. (2001) descreveram um limite de deteccdo, num
nested-PCR, de seis células infectadas com T. equi em 108 eritrécitos equinos,
0 equivalente a uma parasitémia de 0.000006%. A capacidade do nested-PCR
em diagnosticar infec¢des sub-clinicas € significativa e pode contribuir para o
controlo da exportacdo de animais infectados, bem como para a determinacgéo

da eficiéncia dos tratamentos meédicos (Rampersad et al., 2003).
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Devido a sensibilidade dos testes baseados na PCR, e particularmente
o nested-PCR, a ocorréncia de falsos positivos devido a contaminagbes é
possivel (Bose et al., 1995; Rampersad et al., 2003).

Quando se pretende detectar infeccbes mistas ou identificar novos
genatipos, a reaccdo de PCR apresenta algumas limitacdes, pois € necessario
realizar varias reaccbes em separado (Gubbels et al., 1999). Mais
recentemente, um multiplex PCR foi desenvolvido para simultaneamente

detectar B. caballi e T. equi em cavalos infectados (Alhassan et al., 2005).

2.9.6.3. Reverse Line Blot Hybridization — RBL

O Reverse Line Blot Hybridization (RBL) baseia-se na hibridacéo entre
produtos de PCR e sondas especificas imobilizadas numa membrana (Gubbels
et al., 1999).

Esta técnica provou ser altamente sensivel e especifica quando
aplicada no diagnostico de piroplasmose equina em cavalos, sendo um
poderoso método na deteccéo de infec¢des sub-clinicas. Além disso, permite o
diagnostico de infeccbes mistas e a identificacdo de novos genoétipos de

Theileria e Babesia (Nagore et al., 2004).

2.9.6.4. PCR quantitativa em Tempo Real — PCR-qRT

A técnica da PCR quantitativa em Tempo Real (quantitative Real-time
PCR — PCR-gRT), é uma alternativa a PCR convencional, que utiliza um
sistema de deteccdo de fluorescéncia para a medicdo em tempo real dos

produtos amplificados durante toda a reaccédo, o que possibilita a quantificacdo
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da carga infecciosa de uma amostra (Kim et al.,, 2008). A deteccdo e
quantificacdo do produto de PCR ocorrem num Unico processo, eliminando a
necessidade de manipulacdo de produtos de PCR, reduzindo o risco de
contaminacgéo (Bhoora, 2009).

Tanto o gene 18S ARN ribossomal como o EMA-1 tém sido utilizados
como genes alvo de testes baseados na PCR-gRT para detecgédo de T. equi
em cavalos (Bhoora et al.,, 2010b; Heim et al.,, 2007; Kim et al., 2008). Um
multiplex PCR-gRT foi j& descrito para detectar infec¢ces mistas de B. caballi e

T. equi em cavalos (Heim et al., 2007).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. AMOSTRAGEM

Foram colhidas amostras de sangue da veia jugular de 241 equinos, 98
machos e 143 fémeas, de varias idades. Destas amostras, 162 foram colhidas
no continente portugués e 79 no arquipélago dos Acores, sendo 26 da ilha
Graciosa e 53 da ilha Terceira. As amostras dos Acores provém de animais
directamente importados ou descendente destes, a excepcdo de um grupo de
21 animais da ilha Terceira, pertencentes a populacdo do Poénei da ilha
Terceira. Os animais apresentavam-se aparentemente saudaveis, ndo se
conhecendo dados sobre o seu historial clinico ou de qualquer tratamento

prévio.

3.2. COLHEITA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue, com volume de cerca de 5 ml, foram colhidas
apos assepsia local (alcool a 96%), por puncao da veia jugular. Foram colhidos
dois tubos (BD Vacutainer®) de sangue por animal, um tubo com anti-
coagulante (EDTA) e um tubo sem anti-coagulante. Apés a colheita sanguinea
as amostras foram acondicionadas a 4 °C, sendo transportadas para o Centro
de Biotecnologia dos Acores, na Universidade dos Acores, no mais curto
espaco de tempo possivel.

No laboratério, e apés a retraccdo do coagulo, as amostras de sangue
em tubos sem anti-coagulante foram centrifugadas a 4000 rpm durante 15

minutos para uma melhor separacdo do soro. O soro foi transferido, com o
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auxilio de pipetas de Pasteur, para tubos de 2 ml e imediatamente armazenado
a -20 °C. O soro foi utilizado na realizacdo do cELISA.

O sangue colhido em tubos com anticoagulante foi sujeito a extraccao
de ADN a fim de se proceder ao diagnéstico de T. equi por nested-PCR. A
extraccdo de ADN foi adaptada da metodologia proposta por Bashiruddin et al.
(1999). De cada amostra, 200 pl de sangue foram colocados num microtubo de
1,5 ml, adicionando-se cinco volumes de solucdo TE (10 mM Tris-HCI, pH 7,4;
1 mM EDTA) e seguidamente centrifugado a 14000 g durante dois minutos. O
sobrenadante foi rejeitado e o sedimento resultante foi lavado por mais trés
vezes com solucdo TE, removendo-se o0 sobrenadante a cada lavagem. Ao fim
das lavagens o sedimento foi ressuspendido em 200 pl de agua ultrapura
estéril. As amostras foram incubadas a 37 °C durante uma hora com 5 ul de
proteinase K (20 mg/ml), 20 pl de SDS a 10% e 20 pl de N-lauryl-sarcosine a
10%. Ap6s este periodo, foram adicionados 250 ul de Fenol:Cloroférmio:Alcool
Isoamilico (PCI) na proporcéao de 25:24:1. As amostras foram agitadas durante
aproximadamente trés minutos e seguidamente centrifugadas a 13000 rpm
durante 15 minutos. Para a precipitacdo de ADN, a fase aquosa foi transferida
para um novo microtubo e adicionados dois volumes de etanol absoluto. O
ADN ficou a precipitar durante a noite a -20 °C. O precipitado de ADN foi
centrifugado a 13000 rpm durante dois minutos e o sobrenadante rejeitado. O
sedimento foi lavado com élcool a 70% durante 15 minutos, seguindo-se uma
centrifugac&o a 13000 rpm durante dois minutos. O sobrenadante foi retirado e

o0 sedimento deixado a secar ao ar durante uma hora. Por fim o sedimento foi
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ressuspendido em 20 ul de agua ultrapura esterilizada e armazenado a 4 °C

para posterior utilizacao.

3.3. CELISA

Todos os 241 soros armazenados foram testados para deteccdo de
anticorpos anti-T. equi por cELISA, tendo para o efeito sido utilizado o teste
comercial “Babesia Equi Antibody Test Kit” (VMRD Inc), de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Todas as amostras de soro foram testadas em duplicado e em cada
microplaca de 96 alvéolos foram utilizados, em triplicado, controlos positivos e
negativos fornecidos com o Kit.

Resumidamente, os antigénios recombinantes estdo imobilizados em
cada poco da placa (figura 5a). Os anticorpos presentes no soro a ser testado
ligam-se aos antigénios recombinantes imobilizados na placa (figura 5b) e
inibem a ligagdo do anticorpo monoclonal primario ao antigénio recombinante
(figura 5c). A ligacdo do anticorpo monoclonal primario ao antigénio
recombinante imobilizado na placa é detectada pela ligacdo do anticorpo
secundario marcado com uma peroxidase (figura 5d). A presenca do anticorpo
secundario marcado é quantificada pela adicdo de um substrato e subsequente
producdo de cor (figura 5e). Uma cor forte (azul escuro) indica pouca ou
nenhuma inibicdo na ligacdo do anticorpo monoclonal primario e
consequentemente auséncia de anticorpos no soro testado. Uma cor fraca

(azul claro), produzida pela inibicdo da ligagdo do anticorpo monoclonal
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primario ao antigénio recombinante imobilizado na placa, indica a presenca de
anticorpos anti-T. equi, sendo o animal considerado positivo. Assim, o resultado
do teste cELISA é sinalizado pela producdo de cor apdés a adicdo de um
substrato e a sua medicdo € feita através da leitura da densidade 6ptica no
comprimento de onda 630 nm.

Apés a leitura, a densidade Optica obtida € usada no célculo da
percentagem de inibicdo através da seguinte féormula matematica:

% de Inibicdo = 100 — [(Densidade o6ptica da amostra x 100) + (Média
da densidade éptica dos controlos negativos)]

A intensidade da coloracdo obtida € inversamente proporcional a
presenca de anticorpos, ou seja, qguanto mais anticorpos o soro a testar tiver,
menor sera a densidade Optica produzida. Os soros séo considerados positivos
se a percentagem de inibicdo for igual ou superior a 40%, e negativos se a
percentagem de inibicado for inferior a 40% (figura 5f). Os controlos positivos
deverédo produzir uma percentagem de inibicdo superior a 40% para que o teste
seja valido.

Cada microplaca, contendo as amostras e 0S respectivos controlos
negativos e positivos, foi submetida a leitura da densidade Optica utilizando o

leitor de microplacas (Thermo, MultisKkan EX).
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Figura 5 — Sequéncia de eventos no teste cELISA em amostras positivas e negativas.
(a) Antigénio imobilizado na placa. (b) Amostra positiva com ligagdo dos anticorpos do soro
testado ao antigénio e amostra negativa sem ligacdo. (c) Inibicdo da ligacdo do anticorpo
monoclonal primério ao antigénio pelo soro teste positivo e ligacdo do anticorpo monoclonal
primario ao antigénio imobilizado na amostra negativa. (d) Ndo ocorre ligacdo do anticorpo
secundario marcado com a enzima ao anticorpo do soro teste positivo, mas sim ao anticorpo
monoclonal primario que nao sofreu inibicdo e ligou-se ao antigénio imobilizado na amostra
negativa. (e) A adicdo do substrato na amostra positiva ndo provoca alteracdo na coloracdo e a
sua adicdo na amostra negativa apresenta consumo pela enzima, sinalizando a presenca da
ligagdo do anticorpo monoclonal primario e ndo de anticorpos presentes no soro teste
caracterizando a amostra negativa. (f) Representacdo esquematica da escala de cor de acordo

com a inibicdo (adaptado de Piotto, 2009).
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3.4. NESTED-PCR

Em todas as 241 amostras de ADN obtidas testou-se a presenca do
parasita T. equi por nested-PCR. A metodologia seguida foi baseada no
descrito por Battsetseg et al. (2002), com algumas modificagdes resultantes de
um processo de optimizacdo prévio. Para a deteccdo de ADN de T. equi
utilizaram-se dois pares de primers, um externo e outro interno, tendo como
alvo o gene EMA-1. Na primeira reacc¢éo foi utilizado o primer senso EMA-5 (5'-
TCGACTTCCAGTTGGAGTCC-3'), e o0 primer anti-senso EMA-6 (5-
AGCTCGACCCACTTATCACC-3", que amplificam um fragmento de 260 pb, na
segunda ampliacdo (nested-PCR), foi utilizado o primer senso EMA-7 (5'-
ATTGACCACGTCACCATCGA-3), e o primer anti-senso EMA-8 (5'-
GTCCTTCTTGAGAACGAGGT-3"), produzindo um fragmento de 219 pb. Para
um volume final de 25 pl, foram adicionados 13,5 ul de agua ultrapura
esterilizada, 2,5 yl de 10x PCR Gold Buffer, 1,5 ul de Mgcl, a 25 mM, 0,5 ul de
dNTPs a 10 mM cada, 2,5 yl de cada um dos primers EMA-5 e EMA-6 a 10
pmol/ul, 0,25 pl de Amplitag Gold® (Applied Biosystems) e 2 pyl de ADN. Na
segunda reaccéo (nested), utilizaram-se 2 pl dos produtos da primeira reacgao
de PCR e 2,5 pl de cada um dos primers EMA-7 e EMA-8 a 10 pmol/ul, sendo
que o0s restantes componentes e as suas quantidades foram iguais. As
amostras foram amplificadas no termociclador (UNO II, Biometra®) com as
seguintes condic¢des: activacéo inicial da enzima a 95°C durante 10 minutos,
seguidos de 40 ciclos, de 94 °C durante um minuto para desnaturacdo, 64 °C
durante um minuto para hibridagao dos primers, 72 °C durante um minuto para

amplificacéo, seguindo-se 72 °C durante 5 minutos para extensao final, no final
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os produtos foram mantidos a 4 °C. Em todas a reaccoes foi utilizado ADN de
um controlo positivo (cavalo infectado experimentalmente com T. equi) e de um
controlo negativo (cavalo negativo) gentilmente cedidos pelo Doutor Donald
Knowles (Animal Disease Research Unit, Agricultural Research Service, US
Department of Agriculture). Simultaneamente, foram feitas reac¢cdes em branco
para monitorizacéo de possiveis contaminacdes.

Os produtos das reaccbes de PCR, foram submetidos a uma
electroforese em gel de agarose a 2% em tampao TAE (40 mM Tris-base;1mM
EDTA, pH 8,0; 20 mM &cido acético glacial) durante 70 minutos a 100 Volts. O
gel foi corado com brometo de etidio e os produtos foram visualizados sobre

luz ultravioleta e fotografados.

3.4.1. SEQUENCIACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Para confirmar a especificidade dos fragmentos obtidos nas reacc¢des
de PCR, foram sequenciados os fragmentos com o tamanho esperado
resultantes da primeira reaccao (260 pb) e da segunda reacc¢ao (219 pb). Para
as reaccdes onde s6 houve amplificacdo do fragmento com o tamanho
esperado, procedeu-se a precipitacdo dos produtos de PCR com trés volumes
de etanol a 100% e estes foram ressuspensos em 10 pl de agua ultrapura
esterilizada. Nas reac¢cfOes onde foram visualizadas bandas inespecificas, estas
foram extraidas directamente do gel pelo “QIAEX Il Gel Extraction Kit”
(Quiagen®), de acordo com as instru¢des do fabricante. Em ambos os casos, a

quantidade de ADN foi estimada por electroforese em gel de agarose a 2%. Foi
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também sequenciado um fragmento, com aproximadamente 390 pb,
amplificado no controlo negativo e em algumas amostras.

Para sequenciacdo dos fragmentos foi utilizado o “dRhodamine
Terminater Cycle sequencing Kit” (Applied Biosystems®). Para um volume final
de 10 pl utilizou-se &gua ultrapura esterilizada, 4 pl de premix, 2 pl de primer a
10 pmol/ul e 0,5 yl de produto de PCR. Cada fragmento foi sequenciado nos
dois sentidos com 0s primers senso e anti-senso respectivos.

Os produtos finais foram analisados em sequenciador automatico (ABI
Prism™ 310 Genetic Analyser; PE Applied Biosystems), tendo sido feita a
procura de homologias em sequéncias depositadas no GeneBank com o

programa BLASTN.

42



4. RESULTADOS

Na totalidade das 241 amostras analisadas, 82 (34%) amostras
apresentaram resultado positivo para pelo menos um dos métodos, enquanto
159 (66%) foram negativas para ambos os métodos (figura 6a). Trinta e trés
(13,7%) amostras apresentaram resultado positivo para ambos os métodos,
tendo 31 (12,9%) registado resultado positivo apenas para o nested-PCR e 18
(7,4%) unicamente para o cELISA (figura 6b).

Do total das amostras analisadas pelo teste cELISA obteve-se uma
inibicdo igual ou superior a 40% em 51 (21,2%) amostras, inferido-se daqui que
190 (78,8%) amostras ndo apresentaram anticorpos anti-T. equi (figura 6b).
Nas amostras colhidas no continente portugués, 42 (25,9%) amostras foram
positivas, enquanto 120 (74,1%) foram negativas. Dos animais da ilha
Graciosa, 2 (7,7%) foram positivos e 24 (92,3%) negativos, enquanto para a
ilha Terceira, 7 (13,2%) dos animais apresentaram resultado positivo e 46
(86,8%) resultado negativo (figura 7).

Pelo teste molecular (nested-PCR), foi detectada a presenca de ADN
de T. equi em 64 (26,6%) dos 241 animais analisados, sendo os restantes 177
(73,4%) negativos (figura 6b). Das amostras colhidas no continente portugués,
49 (30,2%) foram positivas sendo as restantes 113 (69,8%) negativas. Em 8
(30,8%) das amostras colhidas na ilha Graciosa foi detectado ADN do parasita,
nao tendo sido amplificado ADN nas restantes 18 (69,2%) amostras. Na ilha
Terceira, 7 (13,2%) das amostras apresentaram resultado positivo, enquanto as

restantes 46 (86,8%) foram consideradas negativas (Figura 7).
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Figura 6 — Resultados da diagnose de T. equi nas 241 amostras pelos métodos
nested-PCR e cELISA. (a) amostras positivas para pelo menos um método e negativas para
ambos os métodos. (b) amostras positivas para ambos os métodos; amostras positivas apenas
para nested-PCR; amostras positivas apenas para cELISA; amostras negativas para cELISA e

amostras negativas para nested-PCR.

Na amostragem feita na ilha Terceira, 21 das 53 amostras pertencem a
animais da populacdo do Poénei da ilha Terceira, tendo-se obtido um resultado
negativo simultaneamente para o CELISA e para o nested-PCR, para a

totalidade destes animais.
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Figura 7 — Resultados da diagnose de T. equi por cELISA e nested-PCR nas
diferentes regides geograficas.

Das amostras colhidas no continente portugués, 12 (7,4%) foram
positivas unicamente para o CELISA e 19 (11,7%) positivas apenas para o
nested-PCR, 30 (18,5%) foram positivas para ambos os métodos e 101
(62,4%) foram negativas para ambos os métodos (figura 8).

No conjunto das amostras colhidas nos Acores, 6 (7,6%) foram
positivas apenas para o CELISA e 12 (15,2%) positivas unicamente para o
nested-PCR, 3 (3,8%) foram positivas para ambos os métodos e 58 (73,4%)

foram negativas em simultdneo para ambos os métodos (figura 9).
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¥ Positivo para ambos
0s métodos

¥ Positivo apenas para
cELISA

M Positivos apenas
paranested-PCR

M Negativo para ambos
0s métodos

Figura 8 — Distribuicdo dos resultados da diagnose de T. equi por cELISA e nested-

PCR no total das 162 amostras do continente portugués.

i Positivo para ambos
os métodos

H Positivo apenas para
cELISA

i Positivo apenas para
nested-PCR

H Negativo para ambos
os métodos

Figura 9 — Distribuicdo dos resultados da diagnose de T. equi por cELISA e nested-

PCR no total das 79 amostras dos Acores.

Das amostras colhidas na ilha Graciosa, 18 (69,2%) apresentaram

resultado negativo para ambos os métodos, 2 (7,7%) foram positivas para os
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dois métodos e 6 (23,1%) foram positivas unicamente para o nested-PCR.

Nenhuma amostra foi positiva apenas para o cELISA (figura 10).

M Positivo para ambos
os métodos

H Positivo apenas para
nested-PCR

H Negativo para ambos
os métodos

Figura 10 — Distribuicdo dos resultados da diagnose de T. equi por cELISA e nested-

PCR no total das 26 amostras da ilha Graciosa.

Relativamente as amostras provenientes da ilha Terceira, 40 (75,5%)
foram negativas para ambos os métodos, enquanto apenas uma amostra
(1,9%) foi positiva para ambos os métodos, 6 (11,3%) apresentaram resultado
positivo apenas para o nested-PCR e 6 (11,3%) foram positivas unicamente

para o CELISA (figura 11).
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M Positivo para ambos
0s métodos

¥ Positivo apenas para
cELISA

M Positivos apenas
paranested-PCR

H Negativo para ambos
0s métodos

Figura 11 — Distribuicdo dos resultados da diagnose de T. equi por CELISA e nested-

PCR no total das 58 amostras da ilha Terceira.

Alguns dos fragmentos, com o tamanho esperado de 260 pb para a
primeira reacgdo (figura 12) e 219 pb para o nested-PCR (figura 13), foram
sequenciados e comparados com a sequéncia GeneBank L13784 (figura 14).
Todos os fragmentos sequenciados apresentaram 100% de homologia com a
sequéncia referéncia. Foi também sequenciado o fragmento com o tamanho
aproximado de 390 pb (figura 12), amplificado no controlo negativo (cavalo néo
infectado) e em algumas amostras. Este fragmento mostrou possuir homologia
com a sequéncia depositada no GeneBank: XM _001916336.1, “Predicted:
Equus caballus similar to ral guanine nucleotide dissociation stimulator

(LOC100068547), mRNA”.
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Figura 12 — Fragmento com 260 pb (seta branca) da primeira reaccdo de PCR e
fragmento inespecifico com aproximadamente 390 pb (seta encarnada). MM: 1 Kb plus leader
DNA (Fermentas); P: controlo positivo (cavalo experimentalmente infectado com T. equi);
Linhas 1-4 e 11:. amostras negativas; linhas 5-10: amostras positivas; N: controlo negativo

(cavalo néo infectado); B: branco (todos os componentes da reac¢cdo sem ADN).

MM P1 2 3 45 6 7 8 910 11 N B1B2

Figura 13 — Fragmento do nested-PCR com 219 pb (seta). MM: 1 Kb plus leader DNA
(Fermentas); P: controlo positivo (cavalo experimentalmente infectado com T. equi); Linhas 1-4:
amostras negativas; linhas 5-11: amostras positivas; N: controlo negativo (cavalo n&o

infectado); B1: branco (todos os componentes da reac¢do mais 2 pl do branco da primeira
reaccao); B2: branco (todos os componentes da reac¢cdo sem ADN).
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L13784
Amostra 187

L13784
Amostra 187

L13784
Amostra 187

L13784
Amostra 187

121
121

181
181

241
241

301
301

attgaccacg tcaccatcga caagcagtce gaggagcaca tegtctacac tgctcatgag

attyaccacg tcaccatcga caagcagtce gaggagceaca tegtctacac tgctcatgag

goctatgcag ttgagaaggt caaggaaggc gactccgtea tcaagacctttgacttgaag

ggctatgcag ttgagaaggt caaggaaggc gactcegtca tcaagacctt tgacttgaag

gaacaaaccc caaagactgt cgtcaggcac atcaaggaca acaagccata cotcgtcate

gaacaaaccc caaagactgt cgtcaggcac atcaaggaca acaagccata cgtcgtcate

gccgttgagt ccgoecttca cotogttctc aagaaggac

gcecgttgagt ccgoecttca cotoottctc aagaaggac

Figura 14 — Alinhamento da sequéncia de nucleétidos de um fragmento de 219 pb de

uma das amostras analisadas com um segmento da sequéncia do gene EMA-1 do protozoario

T. equi, depositada no GeneBank com a referéncia L13784. Neste alinhamento pode-se

verificar que as sequéncias apresentam 100% de homologia.
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5. DISCUSSAO

Devido ao movimento internacional de equinos ligado a competicdes
desportivas, a piroplasmose equina assume uma posi¢cao de destaque a nivel
mundial, sendo que alguns paises impdem fortes restricbes a importacao, a fim
de impedirem a entrada de cavalos portadores da doenca. Através deste
intenso transito de equinos a nivel global, a doenca disseminou-se a partir de
regides tropicais e sub-tropicais, onde é endémica, para regides de clima mais
temperado. Por esta razdo, testes especificos e sensiveis para a deteccdo de
T. equi sdo de grande importancia (Bhoora et al., 2010b; Jaffer et al., 2009).

Os sinais clinicos sao, frequentemente, variaveis e inespecificos, sendo
a doenca facilmente confundida com outras doencas, tornando o diagndstico
dificil. Cavalos que recuperem da fase aguda da infeccdo por T. equi
permanecem portadores do parasita, tornando-se potenciais focos de
disseminacdo da doenca para areas indemnes, se ndo forem detectados
aguando da sua importacao (Alhassan et al., 2005; Brining et al., 1999).

Vérios testes serologicos tém sido desenvolvidos para deteccdo de
anticorpos especificos contra T. equi, nomeadamente, teste FC, IFl e CELISA,
sendo que actualmente estes séo os testes adoptados internacionalmente para
certificacdo de equinos (Briining et al., 1996). O cELISA, utilizando proteinas
recombinantes, mostrou possuir maior especificidade quando comparado com
os testes FC e IFI (Sevinic et al., 2008).

O valor do diagnéstico pelos métodos serolégicos é, no entanto,
limitado pela impossibilidade de diagnosticar infeccbes pré-patentes, pela

persisténcia de titulos de anticorpos ap0s a recuperacdo maternal ou
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quimioterapia, bem como a dificuldade na interpretacdo de baixos titulos.
Resultados altamente positivos fornecem um diagnostico definitivo, enquanto
resultados serolégicos negativos ndo excluem a infeccdo, e os titulos de
anticorpos ndo tém relacéo directa com a parasitémia (Ali, 1996). Actualmente
o teste FC tem sido substituido pelos testes IFI e cELISA (Ogunremi et al.,
2008).

Testes baseados em técnicas moleculares tém sido aplicados na
deteccdo de T. equi, apresentando maior especificidade e sensibilidade em
relacdo aos testes seroldgicos, detectando ADN dos parasitas em amostras
com uma parasitémia muito baixa (Bhoora et al., 2010a).

Assim, em muitas situacdes, a combinacdo de testes serologicos e
moleculares apresenta-se como uma ferramenta mais objectiva na deteccao de
cavalos infectados com T. equi (Moretti et al., 2009; Salim et al., 2008).

Neste estudo utilizou-se a conjugacédo de dois métodos para deteccao
de T. equi em cavalos presentes em duas ilhas acorianas (ilhas Terceira e
Graciosa) e em Portugal continental. Para tal, utilizou-se a combinacéo de um
teste molecular (nested-PCR), para deteccdo de ADN do parasita e um
serolégico (CELISA), para deteccao de anticorpos anti-Theileria.

Os controlos positivos utilizados no cELISA produziram uma inibigéo na
ligagdo do anticorpo monoclonal priméario superior a 40%, enquanto 0s
controlos negativos produziram inibicdo inferior a 40%. O cELISA foi capaz de
detectar a presenca de anticorpos em amostras do continente portugués e das

ilhas Graciosa e Terceira.
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Devido a sensibilidade da PCR, em particular o nested-PCR, existe
sempre a possibilidade da ocorréncia de falsos positivos devido a
contaminagdes. Em todos os casos, quer os controlos em branco quer os
controlos negativos (cavalo ndo infectado), apresentaram-se negativos,
indicando que as reaccdes positivas ndo resultaram de contaminacdes. Para
além disso, todos os produtos positivos (fragmentos com 219 pb e 260 pb)
sequenciados apresentaram 100% homologia com a sequéncia referéncia,
demonstrando a especificidade dos produtos obtidos. Foi amplificado ADN de
T. equi no controlo positivo, em amostras do continente portugués e das ilhas
Graciosa e Terceira.

Todas as amostras pertencentes aos animais da populacdo do Pdnei
da ilha Terceira apresentaram resultado negativo para ambos os métodos.
Estes animais sdo descendentes de um pequeno numero de individuos, que
vivem ha varios séculos em regime nao estabulado na ilha Terceira, sujeitos as
condigbes edafo-climaticas da ilha bem como a possiveis vectores de
transmissao do parasita. Assim, das amostras colhidas nos Acgores, 0S casos
de animais portadores do protozoario T. equi concentraram-se nos animais
vindos do exterior dos Acores ou descendentes destes. O facto de estes
animais apresentarem resultado negativo para os dois testes utilizados podera
dever-se a uma reduzida exposicao destes animais ao parasita, ou a eventuais
resisténcias dos individuos desta populacéo.

Num estudo realizado na Turquia, foi detectada uma taxa de infeccao
por piroplasmose equina pelo teste cELISA em cavalos Arabes superior a

encontrada em cavalos Puro Sangue Inglés. Os resultados tornam-se dificeis
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de interpretar pois o nimero de animais analisados da raca Arabe foi reduzido,
e no conhecimento dos autores ndo é conhecida qualquer predisposicdo dos
animais desta racga para a infeccao por estes parasitas (Sevinc et al., 2008).

T. equi tem como vector biologico a carraga, estando descritas como
vectores de transmissdo espécies dos géneros Boophilus, Dermacentor,
Hyalomma e Rhipicephalus (lkadai et al., 2007). No presente estudo,
aparentemente ndo foram observados carracas a parasitar os cavalos na altura
da colheita sanguinea, contudo, é conhecida a presenca de espécies
potencialmente transmissoras da infeccdo, nomeadamente na ilha Terceira
(Borges et al., 2010). Tornam-se assim necessarios estudos tendo em vista
uma melhor compreensdo da dinamica dos vectores envolvidos na
piroplasmose equina no arquipélago dos Acores. Alteracdes climaticas e
ecologicas em potenciais habitats da carraca, o0 aumento das populacdes do
vector e do hospedeiro e a frequente mobilidade dos equinos pode, com o
tempo, levar a um aumento no numero de infec¢cdes por Theileria spp. na
populacao equina (Sigg et al.,2010).

A suspeita de transmissdo transplacental de T. equi em equinos foi
recentemente confirmada por Allsopp et al. (2007) com recurso a sondas de
ADN, pelo que existe a possibilidade de nascimento de animais nos Agores
portadores da infeccédo, quando filhos de éguas portadoras.

Sera importante salientar que este estudo podera nao reflectir a situcao
epidemioldgica real, quer no arquipélago dos Acores quer no continente

portugués. Nos Acores, seria pertinente levar a cabo um levantamento
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epidemioldgico, envolvendo um maior nimero de animais e abrangendo todas
as ilhas do arquipélago.

Da observacdo dos resultados (241 amostras), verifica-se que o
nested-PCR detectou um maior nUmero de amostras positivas (64 amostras)
quando comparado com o cELISA (51 amostras). E de salientar que os primers
do nested-PCR utilizados neste trabalho ndo sdao completamente especificos,
como ficou demonstrado pela ampliacdo de fragmentos inespecificos, o que
poderd originar situacdes de competicdo entre o ADN do parasita e o ADN
genomico, originando falsos negativos. Deste modo, sera importante repensar
a sequéncia dos primers de modo a conferir-lhes maior especificidade.

O periodo pré-patente para infecgbes por T. equi varia entre 12 e 14
dias (Melhorn e Schein, 1998), sendo que o momento da colheita da amostra
sanguinea é critico na deteccdo de parasitas em circulagdo na corrente
sanguinea. A ocorréncia de amostras negativas para cCELISA e positivas para
nested-PCR pode ser explicada pela detec¢do de ADN do parasita em animais
recentemente infectados, antes do desenvolvimento de anticorpos (Bhoora et
al., 2010b; Jaffer et al., 2009). Allsopp et al. (2007) reportaram a deteccdo de
ADN de T. equi em fetos com menos de quatro meses de gestacéo, indicando
que a transmissdo transplacentaria ocorreu antes do suficiente
desenvolvimento do sistema imunitario, ndo permitindo o reconhecimento
destes parasitas como estranhos. Assim sendo, 0s parasitas, ja presentes no
organismo, serdo reconhecidos como parte integrante deste pelo neonato.
Diferencas antigénicas nos parasitas transmitidos na subsequente infeccao

natural irdo induzir, entdo, uma resposta imunitaria em animais infectados
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congenitamente. Poldros nascidos de éguas portadoras de T. equi em areas
endémicas normalmente adquirem anticorpos maternais via colostro, que
podem ser detectados até aos cinco meses de vida (Donnelly et al., 1982).

Cavalos infectados por T. equi, permanecerdao portadores da infecgéo
para toda a vida (de Waal e van Heerden, 2004). Assim, cavalos que sejam
positivos pelo teste cELISA deveriam sé-lo também para o nested-PCR, a
menos que a parasitémia esteja abaixo do limite de deteccdo do teste em
especifico. A ocorréncia de variacbes na sequéncia do gene alvo, neste caso
no gene EMA-1, ou existéncia de inibidores da reaccdo de PCR, podem
também inviabilizar a deteccdo do ADN do parasita por nested-PCR (Allsopp et
al., 2007; Bhoora, 2009; Bhoora, et al., 2010b).

Num estudo de campo realizado na Africa do Sul, foi detectada uma
taxa de infeccdo por T. equi em 83% das amostras pelo teste IFI, enquanto
pelo teste RBL, foi detectado ADN do parasita em 73% das amostras (Bhoora,
et al., 2010b). A RBL é uma técnica altamente especifica e sensivel, com uma
sensibilidade comparavel ao nested-PCR (Nagore et al., 2004).

Analisando a totalidade das amostras colhidas nos Acores, 6 (7,6%)
animais apresentaram resultado positivo exclusivamente para o0 CELISA,
enquanto 12 (15,2%) foram apenas positivas para o nested-PCR. Para ambos
os testes, 3 (3,8%) animais apresentaram resultado positivo.

Este estudo, no conhecimento do autor, € o primeiro a utilizar técnicas
moleculares para a deteccdo de T. equi em equinos nos Acgores, sendo
também a primeira vez que sédo detectados cavalos portadores do parasita no

arquipélago.
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Com base nos resultados deste estudo, torna-se evidente a
necessidade de repensar a gestdo do movimento de equinos no arquipélago,
nao sO a nivel da entrada de animais exteriores a regido, mas também no
transito inter-ilhas. O recurso a periodos de quarentena, verificacdo cuidada da
presenca de carragas e utilizagdo em simultaneo do cELISA e nested-PCR sé&o
medidas a ter em conta, huma estratégia de condicionamento da entrada de
animais portadores de T. equi nos Acores, bem como no controlo da doenca a

nivel interno.
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