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The aim of this study was to demonstrate, through nested PCR (nPCR) method, the occurrence of congenital
babesiosis in two foals born of carrier mares. All mares were positive for T. equi based in visualization of
intraerytrocytic parasites in blood smears, in indirect fluorescent antibody test (IFAT) and nPCR reactions. Just one
mare was nPCR-positive for B. caballi. After the birth, all foals presented nPCR-positive for T. equi, while just one
foal presented nPCR-positive for B. caballi. The present study prove the occurrence of congenital babesiosis in
new-born foals, however, new studies are necessary to elucidate if the infection occur for transplacental transmission

or in parturition moment.
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi demonstrar através da técnica de
nested-PCR (nPCR) a ocorréncia de babesiose congénita em
dois potros nascidos de éguas portadoras. Todas as éguas fo-
ram positivas para T. equi baseado na visualiza¢éo de formas
intraeritrociticas em esfregacos de sangue, nas reagdes de imu-
nofluorescéncia indireta (RIFI) e nPCR. Apenas uma égua foi
positiva na nPCR para B. caballi. Ap6s o nascimento todos 0s
potros se apresentaram positivos na nPCR para T. equi, enquanto
que apenas um deles apresentou reacéo positiva para B. caballi.
O presente estudo comprova a ocorréncia de babesiose congé-
nita em potros recém-nascidos, no entanto, S&o necessarios es-
tudos que permitam elucidar se a infecgéo ocorre por transmis-
sdo transplacentéria ou no momento do parto.
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As babesioses dos eqiiinos, também conhecida como febre
biliar ou piroplasmose equina, sdo doengas causadas por proto-
zoarios intraeritrociticos denominados Theileria equi (Laveran,
1901) Mehlhorn e Schein 1998 e Babesia caballi (Nuttall;
Strickland, 1912). Animais infectados podem apresentar sinais
clinicos de febre, anemia, ictericia, hemoglobindria, fraqueza e
morte ou mesmo infec¢des subclinicas.

A transmissao bioldgica das espécies de babesia ocorre pela
picada de carrapatos infectados, que inoculam esporozoitos,
estagio infectante, nos hospedeiros através da saliva
(UILENBERG, 2006). Dentre os carrapatos envolvidos na trans-
missdo dos agentes das babesioses estdo os dos géneros Der-
macentor, Hyalomma e Rhipicephalus (THOMPSON, 1969).
No Brasil, as espécies de carrapatos envolvidos na transmissao
de T. equi e B. caballi s&o Rhipicephalus (Boophilus) micro-
plus (GUIMARAES et al., 1998) e Dermacentor (Anocentor)
nitens (MUJICA, 2002), respectivamente.

Além da transmissdo biologica por carrapatos, ambos 0s
parasitos podem ser transmitidos de forma iatrogéncia ou aci-
dental, através de sangue infectado. Dessa forma, fomites con-
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taminados e picadas de dipteros hematéfagos sdo incriminados
como possiveis vias de infecgdo (GERSTENBERG et al., 1998),
porém, ndo ha confirmacéo cientifica do papel de dipteros he-
mat6fagos na transmissao dos agentes das babesioses (PHIPPS;
OTTER, 2004). A transmissao transplacentaria foi anteriormente
sugerida com base em observacdes de fetos abortados, infecta-
dos com T. equi (DU PLESSIS; BASSON, 1966) e em casos
clinicos de babesiose em neonatos (DONATIEN et al., 1924;
GUIMARAES et al., 1954; ERBSLOH, 1975). No entanto,
somente foi comprovada recentemente por Phipps e Otter (2004)
e Allslop et al. (2007).

O objetivo desse estudo foi demonstrar através da técnica
de nested-PCR (nPCR) a ocorréncia de babesiose congénita
em dois potros nascidos de éguas portadoras, no municipio
de Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil. Assim, foram utiliza-
das duas éguas mesticas, portadoras de T. equi, baseado na
visualizacdo de formas intraeritrociticas do parasito em
esfregaco de sangue, na técnica da reacdo de imunofluores-
céncia indireta (RIFI) e nPCR. Apenas uma das éguas apre-
sentou reagdo positiva na nPCR para B. caballi. Ambas eram
provenientes de pastagens infestadas por R. (B.) microplus,
D. (A)) nitens e Amblyomma sp. Dois meses anteriores a data
prevista para o parto, as éguas foram mantidas em baias indi-
viduais, isoladas e submetidas, diariamente, a inspecao visual
e manual quanto a presenca de estagios de carrapatos. Sema-
nalmente, as éguas foram banhadas com solugéo carrapaticida
a base de cipermetrina 15% até o momento do parto. Durante
todo o periodo as éguas receberam dieta a base de ragdo con-
centrada comercial e feno de capim Coastcross procedente
de areas livres de carrapatos. As medidas profilaticas descri-
tas acima foram realizadas, a fim de eliminar qualquer possi-
bilidade dos potros se infestarem com carrapatos.

As amostras de sangue dos potros foram colhidas no ma-
ximo 12 horas apds o parto, por venopungao jugular em tubo
do tipo vacutanier com anticoagulante EDTA. Posteriormen-
te, parte de cada amostra de sangue foi acondicionada em
eppendorf de 1,5 mL e mantidas em frizer a -20°C até a extra-
cao de DNA. Para extracdo, utilizou-se o Kit Easy-DNA™
(Invitrogen®), seguindo as recomendacgoes do fabricante. Foi
utilizada a técnica de nPCR para amplificagdo do gene ema-1
de T. equi realizada segundo metodologia descrita por
Nicolaiewsky et al. (2001), utilizando os primers EMAE-F e
EMAE-R na primeira reacdo e os primers EMAI-F e EMAI-
R na segunda reagdo . Quatro primers foram utilizados na
nPCR para amplificacdo do gene BC48, especifico para B.
caballi. Na primeira reacéo, utilizaram-se os primers BC48F1
e BC48R3 (IKADAI et al., 1999) e na segunda reagdo 0s
primers BC48F11 e BC48R31 (BATTSETSEG et al., 2001).
Os produtos finais das reac6es foram submetidos a eletrofo-
rese em gel de agarose 1,5% com tampdao TAE, corados com
brometo de etidio e visualizados e fotografados em
transiluminador de luz ultravioleta (BIO RAD).

Apos a realizagdo da nPCR, os potros neonatos apresen-
taram-se positivos para T. equi com amplificacdo do fragmento
do gene ema-1 com 102 pb, especifico para T. equi (Figura
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1). No presente estudo, é praticamente impossivel que outra
forma de infeccdo se ndo a congénita tenha ocorrido. 1sso se
justifica pelo fato de as coletas terem sido realizadas até 12
horas p6s-parto, uma vez que 0s carrapatos transmissores so-
mente se tornam infectivos alguns dias apos a fixagao no hos-
pedeiro, devido a maturacao dos esporozoitos (UILENBERG
et al., 2006) . Além disso, ndo houve qualquer parasitismo
por carrapatos nos neonatos apds o nascimento.

A transmissao transplacentaria de T. equi foi sugerida por
Du Plessis e Basson (1966) e Erbsloh (1975) como resultado
de placentacdo anormal, que permitiria a mistura entre o san-
gue materno e fetal. Ainda sugeriram que casos de
eritroblastose fetal reversa poderiam permitir a passagem do
parasito através da placenta. Na Inglaterra, Phipps e Otter
(2004) demonstraram infeccdo por T. equi em dois potros,
através da visualizacdo do parasito em esfregaco de sangue e
presenca de anticorpos anti-T. equi pela reacdo de fixagdo do
complemento e RIFI. Segundo os autores, a rota mais prova-
vel da transmissdo foi a transplacentaria, porém, os potros
tinham dois e cinco anos de idade, fato que torna os resulta-
dos do presente estudo mais fidedignos.

Recentemente, Allslop et al. (2007) determinaram, através
da técnica da PCR, que a transmissdo transplacentaria de T.

<—102 pb

Figura 1. Nested-PCR para amplificagdo do DNA de Theileria equi isola-
do do sangue de equinos utilizando a sequéncia do gene ema-1 com
102 pb e primers externos EMAE-F e EMAE-R e primers internos EMAI-
F e EMAI-R. M: Marcador de DNA 1 Kb plus; 1: Sangue de equino
sabidamente infectado (controle positivo); 2: Sangue de equino néo-
infectado (controle negativo); 3 e 5: nPCR com DNA das éguas; 4 e 6:
nPCR com DNA dos potros neonatos. O comprimento dos pares de
bases representado pelo tamanho do marcador € mostrado a direita.
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equi pode ocorrer no inicio do desenvolvimento fetal, aos qua-
tro meses de gestacdo e em prenhezes onde a placentacao é
normal. Segundo estes autores, tal mecanismo de transmisséo
pode ser especifico da fisiologia gestacional eqiiina. O feto
equino utiliza como fonte de nutrientes, inicialmente, o conteu-
do do saco vitelinico (nutricdo embridnica) e posteriormente,
uma mistura de secre¢@es de glandulas uterinas, células epiteliais
descamadas e eritrécitos de origem materna (nutricdo
histotréfica). Além de servirem como fonte de ferro, os eritro-
citos maternos parasitados por T. equi podem ultrapassar a pla-
centa em desenvolvimento e infectar o feto. Baseado nesse
mecanismo é possivel também que B. caballi possa infectar o
feto. No presente estudo, um dos potros, também foi positivo
nanPCR para B. caballi. Devido a falta de registros na literatu-
ra que comprove a possibilidade de transmissao transplacentaria
de B. caballi e, por utilizar somente dois animais no presente
estudo, ndo se pode afirmar que essa espécie de hemoparasito
possa ser transmitida através da placenta. Segundo De Waal e
Heerden (2004), B. caballi apresenta baixa parasitemia, o que
dificulta a possibilidade de infeccéo via placenta. A infeccéo,
nesse caso, pode ter ocorrido pelo contato do potro com o san-
gue materno no momento do parto, uma vez que resultados
falso-positivos na nPCR sdo improvaveis.

O presente estudo é o primeiro relato no Brasil que com-
prova, através de técnica molecular, a ocorréncia de babesiose
congénita em potros neonatos. No entanto, sdo necessarios
novos estudos no sentido de elucidar se a infeccdo ocorre por
transmisséo transplacentaria ou no momento do parto, além
de estabelecer o papel da infecgdo congénita na cadeia epide-
mioldgica das babesioses eqlina.
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