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This research was performed to study the prevalence of antibodies against Babesia equi in horses of the northern
region of Rio Grande do Sul state, using ELISA and indirect immunofluorescence antibody test (IFA). The total
sera sample was 380, this number was considered as statistically representative of the population, as determined by
mathematical model. The prevalence of B. equi was 31.6% and 35.8% by ELISA and IFA, respectively. The
concordance between the assays was 0.87 (indices kappa), which is considered an optimal result. The results did
not show any significant statistical difference (P<0.05) between sex, age and horses breed. The results of this study
allowed the characterization of the northern region of Rio Grande do Sul as an instable enzootic area for B. equi,
which indicates a potential risk of economic losses caused by babesiosis outbreaks, especially for sensible horses
from non enzootic areas or even born is the studied region.
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RESUMO

O trabalho teve por objetivo estudar a prevaléncia de Babesia
equi em equideos da regido Norte do Estado do Rio Grande
do Sul que compreende 31 municipios. Coletaram-se 380
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amostras de sangue, nimero estatisticamente representativo
para a populacéo de equinos em estudo, as que foram analisa-
das por meio do teste de ELISA e pela reacdo de imunofluo-
rescéncia indireta (RIFI). Do total das amostras, 31,6% e
35,8% foram positivas para B. equi ao teste de ELISA e RIFI,
respectivamente, sendo que a concordancia entre os testes foi
considerada 6tima, através do indice Kappa de 0,87. Néo foi
constatada nenhuma diferenca significativa (P<0,05) entre
sexo, raca e faixa etaria dos equinos. De acordo com o pre-
sente estudo, a regido Norte do Estado do Rio Grande do Sul
é, portanto, caracterizada como uma area de instabilidade
enzodtica para B. equi, oferecendo riscos reais de ocorréncia
e perdas econdmicas causadas por surtos de babesiose causa-
da por B. equi, especialmente em animais sensiveis, proce-
dentes de &reas indenes ou mesmo entre animais nascidos
naquela regido.

PALAVRAS-CHAVE: Babesia equi, soroprevaléncia, eqliino,
babesiose, ELISA, RIFI
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INTRODUCAO

As babesioses equinas sdo doencas causadas por protozo-
arios de localizagdo intra-eritrocitica denominados Babesia
equi e B. caballi, apresentando como caracteristicas clinicas
comuns febre, anemia, ictericia, hemoglobindria e fraqueza.
Quando néo diagnosticadas e tratadas de forma eficaz podem
levar os animais & morte. Em condi¢des naturais, esses proto-
zodrios sdo transmitidos por carrapatos dos géneros Derma-
centor, Hyalomma e Rhipicephalus (HOLBROOK et al., 1968;
THOMPSON, 1969).

A distribuicdo geogréfica das espécies de Babesia que
infectam os eqiiideos € semelhante, ocorrendo especialmente
nas regides tropicais e subtropicais do mundo bem como, em
algumas areas de clima temperado (HOLBROOK, 1969;
FRERICHS etal., 1969; FRIEDHOFF et al., 1990; PFEIFER
BARBOSA et al.,1992). Estudos soroepidemiolégicos, tém
revelado alta prevaléncia de B. equi e B. caballi nas popula-
cBes de eqiinos e zebras na Africa (DE WALL et al., 1988).
Na Europa, B. equi e B. caballi ja foram descritas na Franca,
Bélgica, Espanha e Itdlia (CORDEIRO del CAMPILLO et
al., 1974; FRIEDHOFF et al., 1990). Alemanha, Austria, Su-
ica e a Gra-Bretanha sdo consideradas regides livres
(FRIEDHOFF et al., 1990). Nos paises asiaticos, B. equi e B.
caballi tém sido registradas de forma enzodtica, principal-
mente na China e Coréia, com excecao da regido da Sibéria,
onde esses protozoarios ndo tém sido relatados (XUAN et al.,
2002).

Nas Américas, as duas formas de babesioses se manifes-
tam enzooticamente em quase todos os paises da América
Latina, exceto as regifes do Sul do Chile e Argentina
(FRIEDHOFF et al., 1990). O Canada e os Estados Unidos
da Ameérica sdo considerados paises livres de B. equi e B.
caballi, com excecdo do Estado da Flérida (HOLBROOK,
1969) reconhecida como area de instabilidade enzootica.

No Brasil, a babesiose equina por B. equi foi descrita pela
primeira vez por Carini (1910) através do diagnostico clinico
e laboratorial em animais no Estado de S&o Paulo. Essa mes-
ma espécie de protozoario foi também diagnosticada em ca-
valos de corrida, com quadro agudo de babesiose (GUIMA-
RAES et al., 1950).

Estudos soroepidemioldgicos para B. equi realizados por
Tenter e Friedhoff (1986), demonstraram elevada prevaléncia
soroldgica dessas espécies ao examinarem soros de animais
dos Estados do Espirito Santo e Rio de Janeiro. Desde entéo,
varios estudos soroldgicos foram realizados com o intuito de
caracterizar a ocorréncia das babesioses equinas nas diversas
regides do pais, confirmando a existénca de elevadas preva-
I&ncias de B. equi e B. caballi nos Estados do Rio de Janeiro
(PFEIFER BARBOSA et al., 1995; BITTENCOURT et al.,
1997; BOTTEON et al., 2002), Minas Gerais (RIBEIRO;
LIMA, 1989), Goias (LINHARES, 1994), Rio Grande do Sul
(CUNHAZetal., 1996) e S&o Paulo (HEUCHERT et al., 1999;
XUAN et al., 2001), indicando que estas regides do Brasil
sdo de estabilidade enzodtica para essas espécies do género
Babesia.

Golynski et al.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a soropre-
valéncia de B. equi na regido Norte do Estado do Rio Grande
do Sul.

MATERIAL E METODOS

A regido Norte do Estado do Rio Grande do Sul abrange
31 municipios e apresenta area territorial de 5.729,9
quilometros quadrados. As amostras foram coletadas em pro-
priedades rurais escolhidas ao acaso, com base nos dados
obtidos pelo Orgéo Estadual de Inspetoria Veterinaria do Es-
tado do Rio Grande do Sul, sendo referentes as propriedades
com equinos em cada municipio (n=31) da regido estudada.

Para o calculo do tamanho da amostra estudada empre-
gou-se a formula n= p(1-p)(1,96/A)?, segundo Sampaio (1998),
baseando-se em uma estimativa de 57% de prevaléncia de B.
equi (CUNHA et al., 1996) e admitindo-se um erro de 5%,
obtendo-se assim amostragem de 380 animais, que foram se-
lecionados por meio de uma amostra estratificada.

Foram coletados de cada animal, 10 ml de sangue da veia
jugular por meio do sistema a vacuo. As amostras foram iden-
tificadas e mantidas refrigeradas a 4°C até a retracdo do coé-
gulo. Apds retragdo, as amostras de sangue foram centrifuga-
das a 3000 rpm por 5 minutos para a separa¢do dos soros 0S
que foram armazenados a temperatura de -20°C até o mo-
mento do teste soroldgico.

O antigeno de B. equi, utilizado no teste de imunofluores-
céncia indireta foi obtido de equino com infeccdo natural e
aguda por B. equi, sendo utilizados como controles positivos
e negativos, amostras cedidas pelo laboratério de
Imunoparasitologia do Departamento de Parasitologia Vete-
rinaria da FCAV-UNESP/Jaboticabal-SP. Utilizou-se anti-1gG
de equino conjugado ao isotiocianato de fluoresceina diluido
em 1:100 (KPL 02-21-06) em solucéo de PBS, contendo azul
de Evans 1mg%. As amostras de soros foram testadas na
diluicdo 1:80 e a leitura dos resultados realizada em micros-
copio equipado para fluorescéncia (Olympus, BX 51) com
aumento de 400X (BALDANI, 2004).

O teste ELISA foi realizado no laborat6rio Departamento
de Patologia Animal, FCAV-UNESP/Jaboticabal,SP, confor-
me técnica descrita por Baldani et al. (2004). A leitura da rea-
¢éo foi realizada em um leitor de microplacas (Dynex
Technology) a um comprimento de ondas de 405 nm. O ponto
de corte do teste de ELISA correspondeu a duas vezes e meia
o0 valor médio das densidades Oticas dos soros de referéncia
negativos.

Para verificar a associagdo entre as variaveis estudadas
foi utilizado o teste estatistico do Qui-Quadrado (x?).

RESULTADQOS

Das 380 amostras estudadas, 120 (31,6%) foram conside-
radas positivas para B. equi pelo teste de ELISA e 136 delas
positivas pela RIFI (35,8%) (Tabela 1). Houve concordancia
considerada 6tima entre 0 ELISA e a RIFI conforme indicado
pelo coeficiente Kappa de 0,87 (0,81-0,99). Em consideragédo
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Tabela 1. Prevaléncia de Babesia equi de acordo com ao sexo
dos eqinos pela reacdo de ELISA e Imunofluorescéncia In-
direta (RIFI), em equinos da regido Norte do Estado do Rio
Grande do Sul.

Sexo ELISA RIFI Prevaléncia (%)

Positivo Negativo Positivo Negativo ELISA RIFI

Macho 62 136 73 125 31,3 36,9
Fémea 58 124 63 119 319 346
Total 120 260 136 244 316 358

a0 sexo dos animais foram testadas 198 amostras de machos e
182 de fémeas, dentre as 198 amostras de machos, 62 delas
(31,3%) foram consideradas positivas para B. equi por meio
do teste ELISA e 73 (36,9%) positivas pela RIFI. Entre as
182 amostras de fémeas, 58 (31,9%) foram consideradas po-
sitivas pelo teste ELISA e 63 (34,6%) positivas pela RIFI
(Tabela 1).

Considerando as racas dos equiinos estudados foram cole-
tadas 274 amostras de equinos mesticos; 86 da raca Crioulo e
20 equinos das racas PSI, Mangalarga e Quarto e Milha que
foram agrupados. As prevaléncias encontradas para as ragas
foram de 30,7%, para mesticos; 34,9% para crioulo e de 30,0%
para as outras racas no teste de ELISA e pela RIFI as preva-
Iéncias observadas foram de 35,8%; 36,1% e 35,0% respecti-
vamente para mesticos, crioulo e outras ragas (Tabela 2). Ain-
da, considerando as faixas etarias dos animais estudados, 22
equinos tinham a idade igual ou inferior a cinco anos, 180
tinham idade superior a cinco anos e igual ou inferiores a dez
anos e outros 178 tinham idade superior a dez anos.

As prevaléncias observadas para as faixas etarias foram
de 27,3% entre os equiinos com idade igual ou inferior a cinco
anos; 30,0% entre os equinos com idade superior a cinco anos

Tabela 2. Prevaléncia de Babesia equi de acordo com as ra-
¢as pelareacéo de ELISA e Imunofluorescéncia Indireta (RIFI),
em equinos da regido Norte do Estado do Rio Grande do Sul.

Sexo  Equinos Positivos Equinos Negativos Prevaléncia (%)

ELISA RIFI ELISA RIFI ELISA RIFI
Mesticos 84 98 190 176 30,7 35,8
Crioulo 30 31 56 55 34,9 36,1
Outras 06 07 14 13 30,0 35,0
Total 120 136 260 244 31,6 35,8

Tabela 3. Prevaléncia de Babesia equi de acordo com a faixa
etaria pela reacdo de ELISA e Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI), em equinos da regido Norte do Estado do Rio Grande
do Sul.

Faixa  Equinos Positivos Equinos Negativos Prevaléncia (%)

etaria ELISA RIFI ELISA RIFI ELISA _RIFI
d’5 06 08 16 14 27,3 36,4
>5d"10 52 61 128 112 30,0 35,3
10> 62 67 116 118 33,5 36,2
Total 120 136 260 244 31,6 35,8

e igual ou inferior a dez anos e 33,5% entre 0s animais com
idade superior a dez anos de idade pelo teste ELISA. De acor-
do com os resultados obtidos pela RIFI as prevaléncias ob-
servadas foram de 36,4%; 35,3% e de 36,2%, respectivamen-
te, (Tabela 3). Estatiscamente ndo foram observadas diferen-
cas significativas entre os sexos, racas e faixas etarias dos
eqliinos estudados.

DISCUSSAO

As prevaléncias de B. equi de 31,6% observadas através
do ELISA e de 35,8% encontrada pela RIFI diferem dos re-
sultados obtidos por Cunha et al. (1996) que encontraram uma
prevaléncia de 57,8% ao testar 133 soros de equinos do Jo-
quei Clube de Pelotas e em dois Haras da Zona Sul Rio Gran-
de do Sul, avaliados através da RIFI, bem como dos resulta-
dos de Souza et al. (2000) que observaram uma prevaléncia
de 50,3% para B. equi em eqiinos de diferentes idades, sexos
e racas do Planalto Catarinense no Estado de Santa Catarina.
Os dados obtidos na presente pesquisa quando comparados
com os resultados observados em outras regides do Brasil
demostram que os valores sdo muito diferentes dos valores
referidos para o Estado do Rio de Janeiro, conforme por
Pfeiffer Barbosa et al. (1995) ao estudarem eqinos criados a
campo em ltaguai, RJ reportaram prevaléncia de B. equi em
100% dos animais estudados. Também Bittencourt et al. (1997)
encontraram prevaléncia de 84,6% pela TFC para B. equi em
eqliinos do municipio de Seropédica, RJ. Mais recentemente,
Botteon et al. (2002) observaram soroprevaléncia de 89,58%,
87,8% e 45,2% para B. equi em equinos mantidos em siste-
mas de producdo extensivo, semi-extensivo e confinado na
regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro. No Estado
de Minas Gerais, Ribeiro e Lima (1989) também observaram
prevaléncia de 92,8%. As elevadas prevaléncias observadas
por diferentes autores realizados nos Estados do Rio de Ja-
neiro e Minas Gerais possibilitam classificar essas areas como
areas de estabilidade enzodtica para B. equi.

As diferencas observadas nos percentuais de prevaléncia
entre a regido sudeste e a regido estudada, estdo relacionadas
a menor distribuicdo dos carrapatos vetores nas regifes mais
ao sul do Brasil onde fatores climéticos como temperatura,
umidade relativa, altitude e indices pluviométricos elevados
influenciam o habitat das principais espécies que parasitam
equideos: Anocentor nitens e Amblyomma cajennense, em-
bora frequentemente encontrados parasitando equideos no
Brasil, experimentalmente nenhum resultado positivo foi re-
velado no envolvimento dessas espécies de carrapatos na trans-
missdo bioldgica de B. equi. (DENNIG, 1988). Estudos de-
monstram que Boophilus microplus é transmissor experimen-
tal de B. equi em eqiinos (GUIMARAES et al., 1998; UETI,
et al., 2005; FERNANDES et al., 2006ab). Os resultados ob-
servados podem explicar a presenca da babesiose equina por
B. equi em locais onde B. microplus é a espécie de carrapato
predominantemente encontrada parasitando os eqliideos, como
foi reforcado pelos resultados obtidos no Estado do Rio Grande
do Sul (FREIRE, 1972; CUNHA et al., 1996).
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O Brasil apesar de ser conhecido como um pais enzodtico
para B. equi, no entanto, existem algumas regides incluindo a
do presente estudo que, em funcdo de suas condigGes
edafocliméticas, ndo favorecem o desenvolvimento de B. mi-
croplus durante todo o ano e, dessa forma, de acordo com
conceitos de Mahoney e Ross (1972), podem ser considera-
das regiGes de instabilidade enzoodtica para B. equi.

Heuchert et al. (1999) realizaram um estudo soroepidemi-
ologico para B. equi e B. caballi em diferentes propriedades
no Estado de S&o Paulo, e observaram uma prevaléncia para
B. equi de 49,2% para equinos machos e de 36,0% para po-
tros até seis meses de idade. O estudo evidenciou que em pro-
priedades cujos equinos ndo apresentavam contatos direto ou
indireto com bovinos, somente 17,5% dos animais estavam
infectados com B. equi e 89,5% com B. caballi, e que apenas
a espécie A. nitens foi observada nesses equiinos. Nas propri-
edades que havia o contato direto ou indireto com bovinos,
89,5% dos eqliinos estavam infectados por B. equi sendo ob-
servado também a infestacdo por B. microplus sobre o0s equii-
nos por eles estudados, o que também foi observado no pre-
sente estudo.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos na presente pesquisa permitem ca-
racterizar a regido Norte do Estado do Rio Grande do Sul
como area de instabilidade enzodtica para B. equi, oferecen-
do assim, riscos reais de ocorréncia e perdas econdémicas cau-
sadas por surtos de babesiose causada por B. equi, especial-
mente em animais sensiveis, procedentes de areas indenes ou
mesmo entre animais nascidos naquela regiéo.
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