Universidade
Estadual de LondRina

THALLITHA SAMIH WISCHRAL JAYME VIEIRA

SOROEPIDEMIOLOGIA DA PIROPLASMOSE EQUINA EM
EQUINOS DE ASSENTAMENTO RURAL E CARROCEIROS
EM REGIOES DO PARANA

Londrina
2013



THALLITHA SAMIH WISCHRAL JAYME VIEIRA

SOROEPIDEMIOLOGIA DA PIROPLASMOSE EQUINA EM
EQUINOS DE ASSENTAMENTO RURAL E CARROCEIROS
EM REGIOES DO PARANA

Dissertacdo apresentada para a obtencao do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal (Area de Concentragdo:
Sanidade Animal) da Universidade Estadual de
Londrina.

Orientador: Prof. Dr. Odilon Vidotto

Londrina
2013



Catalogacao elaborada pela Divisdo de Processos Técnicosda Biblioteca Central da
Universidade Estadual de Londrina.

Dados I nter nacionais de Catalogacéo -na-Publicacéo (CIP)

V658s Vieira, Thalitha Samih Wischral Jayme.
Soroepidemiol ogia da piroplasmose eguina em equinos de assentamento rura
e carroceiros em regides do Parana / Thallitha Samih Wischral Jayme Vieira
— Londrina, 2013.
65f. :il.

Orientador: Odilon Vidotto.

Dissertacéo (Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade Estadua de Londrina,
Centro de Ciéncias Agréarias, Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal,
2013.

Inclui bibliografia.

1. Cavalo— Doengas — Teses. 2. Babesiose em cavalo — Teses. 3. Protozool ogia
veterinaria— Teses. 4. Doengas transmitidas por carrapato — Teses. |. Vidotto, Odilon.
Il. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Agrarias. Programa
de Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal. I11. Titulo.

CDU 619:636.1




THALLITHA SAMIH WISCHRAL JAYME VIEIRA

SOROEPIDEMIOLOGIA DA PIROPLASMOSE EQUINA EM EQUINOS
DE ASSENTAMENTO RURAL E CARROCEIROS EM REGIOES DO
PARANA

Dissertacdo apresentada para a obtencao do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal (Area de Concentragdo:
Sanidade Animal) da Universidade Estadual de
Londrina.

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Odilon Vidotto
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dr®. Roberta Lemos Freire
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dr. Selwyn Arlington Headley
Universidade Norte do Parana — UNOPAR

Londrina, 22 de fevereiro de 2013.



O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Protozoologia, Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva, Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial para a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncia Animal pelo
Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal (Area de Concentracdo: Sanidade Animal),

sob orientacdo do Prof. Dr. Odilon Vidotto.

Os recursos financeiros para o desenvolvimento do projeto foram obtidos junto as
agéncias e 6rgédos de fomento a pesquisa, abaixo relacionados:
1. CNPq: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico / MCT

2. FAP/PR: Fundacdo Araucaria de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e

Tecnoldgico do Parana / SETI



DEDICO

A minha filha Jalia
A0 meu esposo Rafael

Ao0s meus pais Sergio e Lilliam



AGRADECIMENTOS

A Deus, por sua constante presenca, sempre me iluminando na direcéo correta.

Ao meu amado esposo Rafael Vieira, que me incentivou a seguir esse caminho com
muito companheirismo e dedicacdo. Agradeco por estarmos sempre juntos divindo momentos
de indecisdo, agustias e vitdrias. Sem vocé nada disso seria possivel. Amo muito vocé.

A minha filha Julia Jayme, que tanto se conformou com minha auséncia no deccorrer
de todo o percurso. Agradego por seu amor, compreensao e paciéncia.

A0s meus pais, responsaveis por minha formacéo profissional e meu carater. Agradeco
por terem me mostrado os valores da vida.

A minha irma Jamilah e meus padrinhos Rose e Amaral por estarem presentes em
todas as minhas conquistas.

Ao meu orientador professor Dr. Odilon Vidotto, pelos ensinamentos e oportunidade
de realizar este trabalho e, principalmente, pela confianca depositada em mim.

Ao professor Dr. Alexander Biondo, pelos grandes conselhos, amizade e preocupagao
com minha familia.

Ao meu segundo pai professor Dr. Antonio Carlos Faria dos Reis, pelo enorme
carinho e apoio profissional.

Aos meus sogros Luiz Carlos e Marilene, cunhada Bérbara Vieira (a mais linda cunha
do meu core), sobrinha Gabriela Magalhdes, tia Maria e Mila pelo apoio, preocupagéo e
torcida.

As minhas amigas: Ana Claudia Gritz, Renata Tissi, Camila Marcon, Fernanda Ferraz
e Patricia Mara, que mesmo muito longe continuam torcendo por mim e que sempre estardo
No meu coracéao.

A professora Dra. Daisy Pontes-Netto, por ter me lancando desafios necessarios a
minha formacéo profissional.

Aos meus colegas de Laboratério: Denise Nascimento, Jonatas Almeida, Aldair
Matos, Dennys Higashi, Daniel Belussi e Rafaela Buosi, pela ajuda para concretizar este
trabalho.

A todos aqueles que direta ou indiretamente tenham colaborado e apoiado para a
realizacdo deste trabalho.



RESUMO

VIEIRA, T.S\W.J. Soroepidemiologia da piroplasmose equina em equinos de
assentamento rural e carroceiros em regides do Parana. 2013. 65f. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncia Animal, Area de Concentragdo: Sanidade Animal) - Universidade Estadual de
Londrina, Londrina. 2013.

A piroplasmose equina € causada por Theileria equi e Babesia caballi, que séo
importantes hemoprotozoarios transmitidos por carrapatos, e causam impacto mundial na
indUstria equina. A enfermidade pode ocorrer de forma aguda, subaguda ou cronica. A
infeccdo subclinica é frequente em areas endémicas e 0s animais que se recuperam da
infeccdo primaria usualmente tornam-se portadores e atuam como disseminadores da doenca.
Devido a importancia dos cavalos ha manutencao da piroplasmose equina, bem como o risco
de introducdo de tais organismos em zonas livres da enfemidade, o objetivo do presente
estudo foi detectar anticorpos contra T. equi e B. caballi em popula¢des de cavalos expostos a
picadas de carrapatos na regido norte e centro-sul do estado do Parana, sul do Brasil. Assim,
198 amostras de soro de cavalos de diferentes racas, idades e sexos foram analisadas
utilizando-se kit comercial de ELISA de competigdo (CELISA). Na regido norte, foram
coletadas amostras de sangue de 32 cavalos de uma assentamento rural e de 24 cavalos de
carroceiros da cidade de Londrina. Na regido centro-sul, foram coletadas 142 amostras de
sangue de cavalos de carroceiros: Colombo (n = 48), Pinhais (n = 76) e Curitiba (n = 18). Um
total de 193/198 (97,5%) cavalos foram soropositivos para pelo menos um piroplasma.
Anticorpos anti-T. equi foram encontrados em 155/198 (78,3%) cavalos, 137/198 (69,2%)
foram soropositivos para B. caballi e 99/198 (50,0%) para ambos patdgenos. Cavalos que
vivem em Colombo e Londrina apresentaram mais chances de serem soropositivos para T.
equi que aqueles que vivem em Curitiba (p < 0,05). Além disso, cavalos > 10 anos e 5-10
anos apresentaram mais chance de serem seropositivos para T. equi do que aqueles <5 anos (p
<0,05). Nao foi observada associacdo significativa entre sexo ou presenca de carrapatos, e
soropositividade para T. equi (p > 0,05). Concluindo, a alta soroprevaléncia de T. equi e B.
caballi encontrada reforca a importancia de programas de vigilancia ativa em areas

endémicas, uma vez que estes cavalos podem atuar como carreadores desses piroplasmas.

Palavras-chave: Equinos, babesiose, Babesia caballi, Theileria equi, CELISA, coinfeccéo



ABSTRACT

VIEIRA, T.S.W.J. Seroepidemiology of equine piroplasmosis in horses from a rural
settlement and cart horses in regions of Parand State. 2013. 65p. Dissertation (Marter’s
Degree in Animal Science) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2013.

Equine piroplasmosis is caused by Theileria equi and Babesia caballi, which are
important tick-borne hemoprotozoan, and cause impact to the equine industry worldwide.
The disease can occur as an acute, subacute or chronic forms. Subclinical infection is
common in endemic areas and animals that recover from primary infection usually become
carriers and act as disseminate the disease. Due to the importance of horses in the
maintenance of equine piroplasmosis, as well as the risk of introduction of these organisms
into diseases-free areas, the aim of the present study was to detect antibodies against T. equi
and B. caballi in a horse population highly exposed to tick bites in north and south-central
region of Parand State, southern Brazil. Thus, serum samples from 198 horse from different
breeds, ages, and gender were analyzed by using a commercial competitive ELISA (CELISA)
kit. In the north region, blood samples were collected from 32 horses from a rural settlement
and 24 carthorses from Londrina city. In the south-central region, 142 blood samples from
cart horses from: Colombo (n=48), Pinhais (n=76), and Curitiba city (n=18) were collected. A
total of 193/198 (97.5%) horses were seropositive for at least one piroplasm. Antibodies anti-
T. equi were found in 155/198 horses (78.3%), 137/198 (69.2%) were seropositives for B.
caballi and 99/198 (50%) for both pathogens. Horses living in Colombo and Londrina were
more likely to be seropositive for T. equi than those living in Curitiba (p < 0.05). In addition,
horses >10 years and 5-10 years were more likely to be seropositive for T. equi than those <5
years (p < 0.05). No significant association was found between gender or presence of ticks,
and seropositivity to T. equi (p > 0.05). In conclusion, the high seroprevalence of B. caballi
and T. equi found reinforce the importance of active surveillance programs in endemic areas,

since these horses may act as carriers of these piroplasms.

Keywords: Equine, babesiosis, Babesia caballi, Theileria equi, CELISA, coinfection
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1. INTRODUCAO
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INTRODUCAO

A piroplasmose ou babesiose é uma enfermidade causada por protozoarios de
multiplicacdo intra-eritrocitaria do género Babesia spp. Desde a descoberta do género no final
do século XIX, varias espécies tém sido descritas em animais domésticos e silvestres e
ocasionalmente no homem, com diversas espécies de carrapatos atuando como vetores
(VIDOTTO etal., 1997; CHAUVIN, et al., 2009).

Em equideos, Babesia equi e Babesia caballi sdo os agentes etiolégicos da
piroplasmose. Entretanto, devido a diferencas baseadas no modo de transmissao e nas células
de multiplicacdo dentro do hospedeiro, foi proposta a reclassificdo de B. equi no género
Theileria e esta recebeu a nomenclatura de Theileria equi (MEHLHORN & SCHEIN, 1998).

A doenca pode se apresentar de forma aguda a crbnica e 0s animais que Se recuperam
tornam-se portadores. As manifestacBes clinicas mais graves sdo observadas na infeccdo por
T. equi, que incluem anemia, hemoglobindria, ictericia e variam em severidade dependendo
do grau de hemolise (KNOWLES JR. et al., 1991; ROTHSCHILD; KNOWLES, 2007). Em
animais imunossuprimidos ou expostos a estresse ocorre reagudizacdo da doenca e 0s equinos
podem apresentar sinais clinicos (CUNHA et al., 1998; BOTTEON et al., 2005).

A América do Sul é considerada endémica para a doenca e a soroprevalencia varia de
22,1 (NIZOLI et al., 2008) a 100% para T. equi (BALDANI et al., 2010) e 21,6 (KERBER et
al., 2009) a 70.6% para B. caballi (MUJICA et al., 2011). No Brasil, os carrapatos vetores da
babesiose equina sdo Dermacentor (Anocenter) nitens (BORGES et al., 2000;
ROTHSCHILD; KNOWLES, 2007) e Riphicephalus (Boophilus) microplus (BATTSETSEG
et al., 2002; UETI et al., 2008), porém acredita-se que Amblyomma cajennense também esteja

envolvido na transmissdo (KERBER et al., 2009).
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A importancia dos equinos no Brasil é decorrente das varias funcdes desempenhadas
por esta espécie, tanto em areas rurais como urbanas. Selecionado para auxilio da conducéo
do gado em fazendas (MOTA et al.,, 2006) e esportes hipicos, principalmente para
competicdes de salto, enduro e corridas, sua utilidade vem sendo aprimorada (SILVA et al.,
2009). Dentre os grandes prejuizos causados pela babesiose, destaca-se a diminuicdo de
desempenho e mortalidade dos animais, com consequente perda financeira (FRIEDHOFF et
al., 1990). As maiores perdas econbmicas e sanitarias sdo relacionadas a transferéncia de
animais de areas livres ou de instabilidade enzootica para regides endémicas e a introducao de
equinos carreadores em areas com vetores competentetes (SANTOS et al., 2011).

No Brasil poucos estudos envolvendo T. equi e B. caballi foram realizados e inexistem
dados sobre a piroplasmose equina no estado do Parana. Além disso, a abordagem na maioria
das pesquisas epidemioldgicas efetuadas até hoje, ocorreram com equinos de alto valor
financeiro, ndo sendo conhecido o comportamento desses patdgenos em equinos de

carroceiros.
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2. INTRODUCAO GERAL
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PIROPLASMOSE

A piroplasmose ou babesiose equina, causada por hemoprotozoarios das espécies
Babesia caballi e Theileria equi (anteriormente Babesia equi) (NUTALL; STRICKLAND,
1912), esté associada a distribui¢do dos carrapatos vetores, sendo endémica na maioria das
regides tropicais, subtropicais e algumas regides temperadas (ABUTARBUSH et al., 2012). A
enfermidade acomete mundialmente equinos, asininos, muares e zebras e pode ocorrer de
forma aguda, subaguda ou cronica (KUMAR et al., 2008). A severidade dos sinais clinicos é
variavel, porém nas regides endémicas a doenca é frequentemente subclinica e os animais que
se recuperam de uma infeccdo priméaria podem tornar-se carreadores por um longo periodo
(GARCIA-BOCANEGRA et al., 2012). Assim, o prejuizo acarretado é relacionado tanto a
patogenia da doenga como ao impacto econdémico, devido aos custos com tratamento e a

restricdo do comeércio internacional dos animais soropositivos (FRIEDHOFF et al., 1990).

Etiologia

Anteriormente as espécies envolvidas na piroplasmose equina foram classificadas
exclusivamente como membros do género Babesia (B. equi e B.caballi), filo Apicomplexa e
familia Piroplasmidae (URQUHART et al., 1990). B. caballi, inserida no grupo das "grandes
babesias", € conhecida como verdadeira babesia, pois sua replicacdo ocorre exclusivamente
dentro de eritrocitos. Apesar de B. equi anteriormente ser conhecida como "pequena babesia”,
estudos recentes baseados em diferencas bioldgicas desta espécie, como multiplicacdo
priméria em linfocitos, auséncia de transmissdo transovariana nos carrapatos e similaridades
com membros do género Theileria, sugeriram sua reclassificagdo taxonémica como T. equi
(MEHLHORN & SCHEIN, 1998). Entretanto, andlises filogenéticas, utilizando subunidade

de RNA ribossomal (rRNA) e proteinas de superficie de protozoarios de ambas familias,
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indicam que T. equi pode representar um grupo distinto tanto de Babesia como de Theileria
(KAPPMEYER et al., 1993; ALLSOPP et al., 1994; KATZER et al., 1998). Atualmente,
foram identificados 50 genes que podem ser Uteis para a classificacao filogenética definitiva

de T. equi (KAPPMEYER et al. 2012), assim, sua classificacdo permanece em discusséo.

Ciclo

O ciclo biolégico da B. caballi € comum a maioria das espécies de Babesia e
compreende trés fases: esquizogonia, gametogonia e esporogonia. Na esquizogonia, 0S
esporozoitos (forma infectante) inoculados por carrapatos ixodideos durante o repasto
sanguineo, invadem os eritrécitos e denvolvem-se em trofozoitos, os quais dividem-se por
fissdo binaria gerando dois merozoitos piriformes que medem de 2 a 5 um. Apoés
multiplicacdo e destruicdo eritrocitaria, os merozoitos livres no plasma invadem novos
eritrocitos (URQUHART et al., 1990). As fases de gametogonia e esporogonia ocorrem no
interior do carrapato e iniciam ap0s a ingestdo dos eritrocitos infectados. A gametogonia
ocorre no intestino com a multiplicacdo dos gametas para a formacdo de micro e
macrogametas que se fundem originando os zigotos. No interior dos zigotos formam-se o
cinetos, que sdo transportados através da hemolinfa e penetram nas glandulas salivares dos
carrapatos originando os esporoblastos e, por fim, os esporozoitos que serdo inoculados no
hospedeiro (ROTHSCHILD; KNOWLES, 2007).

O ciclo de T. equi apresenta um estagio adicional, o qual inclui a invasdo inicial dos
linfocitos pelos esporozoitos formando macro e microesquizontes que evoluem para
merozoitos (Figura 1). A esquizogonia intra-eritrocitaria ocorre apdés a liberacdo dos
merozoitos que desenvolvem organismos piriformes de 2 a 3 um e podem formar uma
estrutura tipica conhecida como “Cruz de Malta” (SCHEIN et al., 1981; FRIEDHOFF et al.,

1990). O ciclo do parasito no carrapato € limitado a uma geragéo, fazendo com que equinos
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portadores sejam o reservatorio da infeccdo e os responsaveis pela manutencdo de uma area
endémica.

O periodo de incubacado é de 12 a 19 dias quando causado por T. equi e de 10 a 30 dias
quando causado por B. caballi (ALLSOPP et al., 1994). A parasitemia normalmente néo
excede a 1% de eritrocitos parasitados no caso de B. caballi e dificilmente causa 6bito dos
animais (ROTHSCHILD; KNOWLES, 2007). No caso de T. equi a parasitemia pode variar de

7% a 80% de eritrdcitos infectados (KERBER et al., 1999).

a Esporozoito
Esporozoitos [ N

s éH Microesquizonte
Linféc
, @,

Macroesquizonte

Cineto —— =7 os sl ESQUIZOgONIA
4.»" N & ”

Eritrocitos

Microgameta

4

Corpos raiados

Macrogameta

Microgamonte

Figura 1. Ciclo biolégico de Theileria equi. ' (Adaptada de ROTHSCHILD; KNOWLES,

2007).

Transmissao

T. equi e B. caballi sdo transmitidas naturalmente através de carrapatos pertencentes a
familia Ixodidae por aproximadamente 14 espécies dos géneros Dermacentor, Rhipicephalus
e Hyalomma (MUJICA et al., 2011). T. equi e B. caballi compartilham muitos dos mesmos
vetores e frequentemente equinos sdo co-infectados, porém algumas espécies de carrapatos

'O ciclo de Babesia caballi é similar exceto pelo estagio pré-eritrociario em linfécitos
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podem transmitir B. caballi por via transestadial e transovariana. Entretanto, os equinos séo
0s Unicos portadores de T. equi e sua transmissdo ocorre somente via transestadial
(ROTHSCHILD; KNOWLES, 2007).

No Brasil, B. caballi e T. equi sdo transmitidas pelos carrapatos das espécies
Anocentor nitens (BORGES et al., 2000) e Riphicephalus microplus (BATTSETSEG et al.,
2002), respectivamente. Estudos soroepidemiologicos sugerem o envolvimento de Amblyoma
cajennense na transmissdo de T. equi (KERBER et al., 2009), contudo, esta transmissao nédo
foi comprovada em estudos experimentais (RIBEIRO et al., 2011). Foi relatada a transmissédo
de T. equi pelo A. cajennense em equinos do estado do Texas, EUA (SCOLES et al., 2011).

Carrapatos da espécie R. microplus podem se infectar por T. equi em cavalos
portadores com baixa parasitemia e transmiti-los a cavalos suscetiveis. Nos vetores, a
transmissdo de T. equi é transestadial, ndo ocorrendo transmissdo transovariana (UET]I et al.,
2008). T. equi pode também ser transmitida iatrogenicamente por fémites ou transmissao
transplacentaria (DE WALL, 1992; ALLSOPP et al., 2007). A transmissao de B. caballi pelo
carrapato A. nitens ocorre pelas vias transovariana transestadial (FRIEDHOFF & SOULE,
1996; SCHWINT et al., 2006).

Estudos epidemiologicos em criacBes de equinos revelaram elevada infestagdo pelos
carrapatos A. nitens, A. cajennense e R. microplus (LABRUNA et al., 2001). Além disso, altas
prevaléncias de T. equi tém sido associadas com a cria¢do conjunta de equinos e bovinos,

devido a presenca do R. microplus (KERBER et al., 1999; HEUCHERT et al., 1999).

Epidemiologia
Vaérios estudos tém sido conduzidos a fim de elucidar a distribuicdo, transmissao e a

prevaléncia da piroplamose equina, porém os resultados variam de acordo com tipo e tamanho
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da amostra, fatores regionais e teste diagndstico utilizado, assim, os dados devem ser
cuidadosamente interpretados.

A distribuicdo geogréafica e a prevaléncia de B. caballi e T. equi € determinada pela
distribuicdo dos carrapatos vetores (KNOWLES JR et al.,, 1992). As duas espécies sdo
endémicas na maioria das regides tropicais e subtropicais, incluindo partes da Africa, Oriente
Médio, Asia, América Central, América do Sul (exceto sul da Argentina e Chile) e em menor
grau em algumas regides temperadas, como partes da Europa (FRIEDHOFF & SOULE,
1996). Poucos paises, como Australia, Nova Zelandia, Canada, Japdo sdo considerados livres
da doenca. A piroplamose equina foi erradicada dos Estados Unidos na década de 1980,
poucos casos foram relatados desde entdo, mas o risco de se tornar endémica é constante
devido a existéncia dos carrapatos vetores (OIE, 2008). Scoles et al., 201, descreveram a
ocorréncia de um surto de T. equi no Texas e 75.8% dos equinos testados foram considerados
positivos . Para impedir a entrada de animais soropositivos sdo mantidas rigorosas medidas de
controle, como uso de testes de diagnostico, controle de carrapatos e quarentena (OIE, 2008).

Estudos prévios relatam que a soroprevaléncia para T. equi € maior do que para B.
caballi. Assim, utilizando diferentes métodos soroldgicos, anticorpos contra T. equi e B.
caballi foram detectados, respectivamente, em 21,6% e 54,1% equinos em Israel
(STEINMAN et al., 2012), 45,2% e 27,4% no México (CANTU-MARTINEZ et al., 2012),
14,6% e 0% na Jordania (ABUTARBUSH et al., 2012), 50,3% e 70,6% na Venezuela
(MUJICA et al., 2011), 8.2% e 0,3% na Itadlia (GRANDI et al., 2011), 56,1% e 13,2% na
Espanha (GARCIA-BOCANEGRA et al., 2012), e 40% e 24,3% na China (XUAN et al.,
2002).

No Brasil, a maioria dos estudos abordam a soroepidemiologia de T. equi e
demostraram soropositividade em 73.6% a 100% de equinos avaliados no Rio de Janeiro

(BARBOSA et al., 1995; BITTENCOURT, MASSARD, 1997; BOTTEON et al., 2002;
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SANTOS et al.,, 2011), 22,1% a 57.89 no Rio Grande do Sul (CUNHA et al., 1996;
GOLYNSKI et al., 2008; N1ZOLI et al., 2008), 50,38% em Santa Catarina, 60.6% em Minas
Gerais (RIBEIRO et al., 1999) e 100% em S&o Paulo (BALDANI et al., 2010). Outra
pesquisa conduzida em S&o Paulo e Mato Grosso do Sul demonstraram que 81% dos
equinos avaliados foram soropositivos para T. equi e 90% para B. caballi (XUAN et al.,
2001), porém quando avaliado equinos somente do estado de Sdo Paulo anticorpos contra T.
equi foram encontrados em 21,6 a 28,5% dos equinos e 54,1 a 68,2% soropositivos para B.

caballi (HEUCHERT et al., 1999; KERBER et al., 1999; KERBER et al., 2009).

Patogenia

A enfermidade pode causar anemia, hemoglobindria, ictericia, e estes sinais variam em
severidade dependendo do grau de hemolise, sendo mais grave na infeccdo por T. equi. Na
fase aguda da doenca, 0s equinos suscetiveis, apresentam picos febris intermitentes, anemia,
petéquias de mucosas, hemoglobindria e ictericia, e em geral, 0s animais recuperam-se e
permanecem portadores deste hemoparasita (KNOWLES JR. et al., 1991; ROTHSCHILD;
KNOWLES, 2007).

Na fase cronica, a parasitemia é baixa e ndo hé alteracédo significativa do hematdcrito.
Os sinais clinicos sdo inespecificos e podem incluir inapeténcia, perda de peso e queda no
desempenho fisico e reprodutivo. A producdo de anticorpos é idade dependente, ou seja,
equinos mais velhos apresentam uma resposta soroldgica mais rapida e com titulos mais altos
(REHBEIN; HEIDRICH-JOSWIG, 1983). Entretanto, animais submetidos a imunossupressao
podem apresentar reagudizacdo da doenca e apresentar sinais clinicos (CUNHA et al., 1997;
BOTTEON et al., 2005).

A infeccdo por B. caballi é pouco estavel e acredita-se que seja auto limitante com

duracdo de até quatro anos apds seu inicio. Ja nas infeccBes por T. equi, 0s animais
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provavelmente permanecem com o0 agente durante toda vida. Dessa forma, os animais
representam um risco potencial da manutencdo e disseminacdo dos parasitos (DE WALL,

VAN HEERDEN, 1994).

Diagnostico

O diagndstico € comumente realizado pela pesquisa dos piroplasmas no exame do
esfregaco sanguineo de rotina utilizando coloracdes do tipo Romanowsky (Giemsa, May-
Grunwald-Giemsa, Wright, Wright-Giemsa e Panoptico Rapido) (BOSE et al., 1995). Apesar
desta técnica ser confirmatoria e ser rotina clinico-laboratorial no Brasil, a citologia de
esfregaco sanguineo apresenta baixa sensibilidade, o que a torna ineficaz na fase crénica da
enfermidade, quando os animais geralmente apresentam baixas parasitemias (DE WALL et
al., 1987; CUNHA et al., 1998). Assim, a detec¢do de anticorpos especificos representa o
parametro mais confiavel para o diagndstico, porém, em potros deve ser cautelosa, pois
anticorpos maternais persistem de um a cinco meses para T. equi e de um a quatro meses para
B. caballi (HEUCHERT et al., 1999).

A utilizacdo de testes soroldgicos para o diagnostico de T. equi baseia-se no fato de
que o titulo de anticorpos especificos é diretamente relacionado com a multiplicacdo do
parasita, mesmo durante baixas parasitemias (CUNHA et al., 1998), porém apresentam
algumas limitagfes (ROTHSCHILD; KNOWLES, 2007).

O teste de fixagdo de complemento (TFC) era considerado como o método de
referéncia para a detecgdo de anticorpos anti-T. equi (FRERICHS et al., 1969; JOYNER et al.,
1981). No entanto, o TFC resulta em um grande namero de falsos negativos (HEUCHERT et
al., 1999), pois sua sensibilidade € limitada quando o titulo de anticorpos é baixo ou quando
anticorpos com atividade anticomplemento estdo presentes no soro (KNOWLES JR et al.,

1992).
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A IFI (Imunofluorescéncia Indireta) é sensivel e especifica na deteccdo de anticorpos
anti-T. equi (CALLOW et al., 1979; DONNELLY et al., 1980; KUTTLER et al., 1988;
CUNHA et al, 1996). Este método tem sido amplamente utilizado em estudos
epidemioldgicos e em casos onde outros testes sdo inconclusivos. No entanto, a necessidade
de reproducdo de altas parasitemias em cavalos esplenectomizados para a preparacdo de
antigenos e a leitura subjetiva e demorada dos resultados limitam sua padronizacéo e uso em
larga escala (SHKAP et al., 1998).

Testes imunoenzimaticos sdo facilmente padronizaveis e adequados para uso como
rotina (XUAN et al., 2001). Entretanto, testes de ELISA para o diagnostico de T. equi tém
apresentado limitada sensibilidade e alguns apresentam reacdes cruzadas com B. caballi
(WEILAND, 1986; SCHELP et al., 1995). A baixa sensibilidade e especificidade destes testes
tém sido atribuida principalmente ao uso de antigenos ndo purificados. Na tentativa de
contornar estes problemas, testes de ELISA competitivo (CELISA) utilizando antigenos
recombinantes (EMA-1 para T. equi e RAP-1 para B. caballi) e anticorpos monoclonais
especificos (MAb 36/133.97 para T. equi e MADb 79/17.18.5 para B. caballi) foram
desenvolvidos (KNOWLES JR et al., 1991; KAPPMEYER et al., 1999; CUNHA et al., 2002)
e atualmente sdo recomendados como métodos de diagndstico definitivo para piroplasmose
equina pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE, 2008).

Métodos moleculares (PCR, nested-PCR e PCR em tempo real) tém se mostrado uma
ferramenta Util para a deteccdo do DNA de B. caballi e T. equi em amostras de sangue de
equinos (NICOLAIEWSKY et al., 2001; RAMPERSAD et al.,, 2003; ALHASSAN et al.,
2005), e apresentam maior sensibilidade e especificidade que os métodos soroldgicos. Estas
técnicas, no entanto, por envolverem equipamentos e pessoal especializados ndo sdo

rotineiramente utilizadas em muitos laboratérios de diagndstico.
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OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
e Estudar aspectos epidemiolégicos da piroplasmose em equinos do estado do

Parana.

3.2. Objetivos especificos
e Determinar a ocorréncia de anticorpos contra Theileria equi e Babesia caballi em
equinos de um assentamento rural da regido norte e carroceiros das regides norte e
centro-sul utilizando um teste comercial de ELISA de competicdo (CELISA);
e Avaliar associacdo entre soropositividade para T. equi e B. caballi e variaveis de

exposicao;
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4.1. Seroepidemiological survey of equine piroplasmosis in horses from rural and urban
areas of Parana State, southern Brazil.

Artigo submetido ao periddico Ticks and Tick-borne diseases
Abstract

The aim of the present study was to evaluate seroepidemiological data of Babesia caballi and
Theileria equi in horses from a rural area (RA) and cart horses from urban areas (UA) of
Parana State, southern Brazil. A total of 198 horses, including 32 from RA and 166 from UA
(Colombo, n=48, Pinhais,n=76, Londrina, n=24, and Curitiba, n=18) were sampled and tested
using a commercial competitive inhibition ELISA (CELISA) test. One hundred ninety-three
out of 198 (97.5%) horses were seropositive for at least one piroplasm. Antibodies for T. equi
were found in 155/198 horses (78.3%), for B. caballi in 137/198 (69.2%) and for both in
99/198 (50.0%) horses. Horses living in Londrina and Colombo were more likely to be
seropositive to T. equi than those living in Curitiba (p<0.05). Horses older than 10 years and
5-10 years were more likely to be seropositive for T. equi than those younger than 5 years
(p<0.05). No significant association was found between gender or presence of ticks and
seropositivity to T. equi (p>0.05). In conclusion, the high seroprevalence of B. caballi and T.
equi found herein emphasized that active surveillance programs are crucial for monitoring
animal health status, since particularly cart horses might act as urban disseminators of these

piroplasms.

Keywords: Theileria equi, Babesia caballi, equine babesiosis, equine theileriosis, CELISA,

co-infection

Introduction
Equine piroplamosis (EP), caused by Theileria equi and Babesia caballi, is an important tick-

borne disease which affects equids worldwide and cause significant impact to the equine
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industry (Kerber et al., 2009; Mujica et al., 2011; Abutarbush et al., 2012; Rhalem et al.,
2012; Short et al., 2012). The severity of clinical signs varies and might include fever, weight
loss, anemia, hemoglobinuria, and jaundice in susceptible horses (Shein, 1988). Horses
infected by B. caballi might spontaneously clear the organism, while this fact does not occur
with T. equi organisms (De Waal et al., 1994). In endemic areas, horses with subclinical or
those recovery from primary infection may become life-long carriers (De Waal, 1992), and
thus, represent a risk of introduction of these organisms into disease-free areas. Alternatively,
carrier horses may provide possibilities for these parasites to adapt and develop to new hosts,
due to changes in distribution, population dynamics of ticks and their vertebrate host contact
(Chauvin et al., 2009).

In Brazil, B. caballi is transmitted mainly by Anocentor nitens ticks (Roby et al.,
1963), whereas T. equi is transmitted by Riphicephalus (Boophilus) microplus (Battseg et al.,
2002). In addition, evidences suggest that Amblyomma cajennense ticks are associated with T.
equi infection in this country (Kerber et al., 2009). Serological surveys for T. equi and B.
caballi have been conducted in horses from different countries with seroprevalence data,
ranging, respectively, 21.6 and 54.1% in Israel (Steinman et al., 2012), 45.2 and 27.4% in
Mexico (Canti-Martinez et al., 2012), 8.2% and 0.3% in Italy (Grandi et al., 2011), 50.3 and
70.6% in Venezuela (Mujica et al., 2011) and 100% (Santos et al., 2011) and 90% (Xuan et
al., 2001) in Brazil. However, seroprevalence data for both agents of EP in Brazil are still
scarce and limited to few regions of the country (Heuchert et al., 1999; Xuan et al., 2001,
Heim et. al., 2007; Kerber et. al., 2009). Thus, according to recommendations to identify EP
carriers adopted by the World Organization for Animal Health (OIE, 2008), a commercial
competitive enzime-linked immunoabsorbent assay (CELISA) was used in the present study to

determine the seroepidemiological data of T. equi and B. caballi, and possible associations
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with presence of ticks, age and gender of horses from a rural settlement and cart horses from

urban areas of Parana State, southern Brazil.

Material and Methods
The study was approved by the Ethics Committee in Animal Experimentation
and Animal Welfare at Universidade Estadual de Londrina (number 34/2011) and

Universidade Federal do Parana (number 027/2010), Parana State, Brazil.

Study Design

The study was carried out in five cities located in two regions (northern and south-
central) of Parana State, southern Brazil (Fig. 1).

In the northern region of Parand, a rural settlement situated in Alvorada do Sul
city(22° 54' 34.4" S 51° 13' 49.1" W), and an urban area of Londrina city(23° 08' 47" S e 51°
19' 11" W) were used. Both regions are subtropical climate, with rainfall throughout the year,
but with a tendency of concentrating rains during the summer months and an average
temperature of 25°C (INMET, 2011). The rural settlement is subdivided in 60 homesteads
with an approximate area of 12 hectares each, totalizing 786 hectares. The area also comprises
20% of a native forest having a diverse fauna. In the urban area selected, cart horses live, rest,
and graze next to an abandoned square, covered by a mixed overgrowth pasture composed by
grass and undesired plants (bushes, scrubs) and a large number of ticks can be found
throughout the year.

In the south-central region of Parana, three urban areas were studied: Curitiba (25° 25'
A7" S 49° 16" 19" 0), Colombo (25°17'31"”S,49°13'26" W), and Pinhais
(25°26"41" S49° 11' 33" W). These cities are included in an extension project entitled 'Cart

Horses' which target education activities for the prevention and control of zoonotic diseases.
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These horses are used to pull carts and move around daily in the cities with their owners to
collect recycling materials.

The sampling period was chosen based on the seasonal dynamics of adult Amblyomma
ticks (Toledo et al., 2008). Thus, samples were collected during the early of the spring and to
late of the summer, with the exception of samples from Curitiba, which were collected in the

autumn.

Samples

A total of 198 blood samples were collected from apparently healthy horses from
different breeds, ages, and gender. In the northern region, a total population from a rural
settlement were collected, totalizing 32 horses, and 24 cart horses were sampled from
Londrina which . In the south-central region, 142 horses from urban areas: 48 from Colombo,
76 from Pinhais and 18 from Curitiba were sampled.

During the sampling, owners responded to an epidemiological questionnaire
addressing: breed, age, gender, and presence of ticks. The age of the horses was stratified into
groups of < 5 years, 5 —10 years and > 10 years (Abutarbush et al., 2012). From the total of
198 sampled horses, 108 were males and 90 females. Breeds included Appaloosa (1), Arabian
(1), Crioulo (8), Mangalarga (13), Quarter Horse (2), Thoroughbred (2) and mixed breed
(171) horses.

Blood samples (10 mL) were collected by venipuncture of jugular vein using a sterile
vacuum tubes containing serum separator gel (BD, Vacutainer®, USA) and kept at room
temperature (25°C) until visible clot retraction, centrifuged at 1500 g for 5 min and serum

separated and stored at —20°C until serological analyses.
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Detection of antibodies against Theileria equi and Babesia caballi

All 198 serum samples of horses were tested for T. equi and B. caballi using the
commercial cELISA (VRMD Inc®, Pullman, WA, USA), which uses soluble antigens of T.
equi and B. caballi. Optical density was measured using a wavelength of 630 nm and samples

showing a percentage of inhibition > 40% were considered positive.

Statistical analysis

The Chi-square and/or Fisher’s exact test was used for independent variables to
determine the association between individual factors with seropositivity to T. equi and B.
caballi. Odds ratio (OR), 95% confidence interval and P values were calculated separately for
each variable. Results were considered significantly different when p < 0.05. Data were

compiled and analyzed in Epi Info" Software (version 3.5.3).

Results

A total of 193/198 (97.5%; 95% CI, 94.2 - 99.2%) horses were seropositive for at least
one EP agent. Antibodies anti-T. equi and anti-B. caballi were found in 155/198 (78.3%; 95%
Cl: 71.9-83.8%) and 137/198 (69.2%; 95% CI: 62.3-75.5%) horses, respectively. Ninety-nine
out of 198 (50.0%; 95% CI: 42.8-57.2%) horses were seropositive for both hemoparasites.
Antibodies against T. equi were found in 27/32 (84.4%; 95% CI: 67.2 - 94.7%)of horses from
RA, 22/24 (91.7%; 95% CI: 73.0 - 99.0%) from Londrina, 42/48 (87.5%; 95% CI: 74.8 -
95.3%) from Colombo, 53/76 (69.7%; 95% CI. 58.1 - 79.8) from Pinhais and 11/18 (61.1%;
95% CI: 35.7 - 82.7%) from Curitiba

Antibodies against B. caballi were found in 17/32 (53.1%; 95% CI: 34.7 — 70.9%) of
horses from RA, 21/24 (87.5%; 95% CI: 67.6-97.3%) from Londrina, 32/48 (66.7; 95% CI:

51.6 -79.6%) from Colombo, 53/76 (69.7%; 95%CI: 58.1 - 79.8%) from Pinhais and 14/18
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(77.8%; 95% CI: 52.4 -93.6%) from Curitiba. Sixty-two of the 198 (31.3%; 95% CI; 24.9 -
38.3%) horses showed the presence of ticks. In addition, horses living in Londrina showed the
highest percentage of tick infestation (100%) compared with Curitiba (27.8%) (p < 0.005).
The seroprevalence of T. equi and B. caballi in horses within each variable studied are
summarized in Table 1. Analyzing T. equi seropositive horses, it was observed that those
living in Londrina and Colombo were 7 (95% CI: 1.24 - 39.49; p = 0.0221) and 4.45 times
(95% CI: 1.24 - 15.97; p = 0.0232), respectively, more likely to be serologically positive to T.
equi than horses living in Curitiba. Horses > 10 years (p = 0.0329) and those 5 to 10 years (p
= 0.0014) were associated with seropositivity to T. equi. No significant association was found
between gender (p = 0.0970) or the presence of ticks (p = 0.8749) and seropositivity for
T.equi. Additionally, horses > 10 years (p = 0.0118) and presence of ticks (p = 0.0428) were

associated with seropositivity for B. caballi.

Discussion

Serological data on EP from Brazil have been focused on horse populations used for
equestrian sports (Cunha et al., 1996), haras (Kerber et al., 2009), national or international
trade (Ribeiro et al., 1999), and farmer horses (Souza et al., 2000; Golynski et al., 2008). This
is the first study to determine seroepidemiological data on EP in cart horses in Brazil, and
provides insight into the epidemiology and distribution of T. equi and B. caballi in four urban
areas and one rural area of Parana State, southern Brazil. Horses selected for this study are
overexposed to ticks and move around daily with their owners collecting recycling materials,
which might increase the dissemination of these pathogens.

In this study, 97.5% of horses were seropositive for at least one EP agent. In Brazil,
few serological surveys have investigated both agents, and showed seroprevalence data

ranging from 21.6 and 54.1% (Kerber et al., 2009), 81 and 90% (Xuan et al., 2001), and 28.5
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and 68.2% (Heuchert et al., 1999) for T. equi and B. caballi, respectively. Moreover, it was
observed that horses living in Londrina (OR= 7.00) and Colombo (OR = 4.45) were more
likely to be seropositive for T. equi than those living in Curitiba city. Besides a higher
percentage of tick infestation has been found in horses from Londrina than those from
Curitiba (p < 0.05), which may explain the seroprevalence difference, association between
seropositivity to T. equi and presence of ticks was not observed (p = 0.0970). In addition,
horses >10 years, and those 5 to 10 years of age were more likely to be seropositive for T.
equi than those <5 years. Previous studies have not found association between age and
seropositivity to T. equi (Golynski et al., 2008; Grandi et al., 2011; Santos et al., 2011;
Abutarbush et al., 2012). The differences found might be due to climatic variation, horse
population studied, and diagnostic test used.

Herein, 69.2% of horses were seropositive for B. caballi. In a study conducted in
horses from stud farms in the State of S8o Paulo, southeast Brazil, 69.6% were seropositive
for B. caballi using the same cELISA method (Kerber et al., 2009). Both data are in
disagreement to a previous study, which suggested that seroprevalence of B. caballi declines
from the northern to southern Brazil, due to the biology of A. nitens ticks (Heuchert et al.,
1999). In addition, it was found an association between seropositivity to B. caballi and
presence of ticks (p = 0.0428). Moreover, horses >10 years of age were 0.37 times less likely
to be seropositive for B. caballi than those <5 years. Corroborating with a previous study
which found a decrease in seroprevalece of horses between 11 and 16 years old.(Avarzed et
al. 1997). Other study has not found association between age and seropositivity to B. caballi
(Garcia-Bocanegra et al., 2012). Besides this later study have used the same diagnostic
method, mule and donkeys were also evaluated, and animals were divided in different age

classes (< 5 years, 5-14 years, > 14 years), which might explain the difference found.
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The overall seropositivity to T. equi (78.3%) was higher than those to B. caballi
(69.2%), in agreement to data reported by others, which tested horses from Minas Gerais
State, southeast Brazil (Heim et al., 2007). However, in horses from Curitiba city the
seroprevalence to B. caballi (77.8%) was higher than to T. equi (61.1%). In general, previous
studies have also reported higher number of B. caballi seropositive horses (Heuchert et al.,
1999; Xuan et al. 2001; Kerber et al.,, 2009). Differences found might be due to the
distribution and exposition of competent tick vectors, or simply by fact that in some regions
B. caballi is more frequent than T. equi (Mujica et al., 2011). Moreover, 50% of horses were
seropositive to both piroplasms, showing that in endemic areas horses must be tested for both
of EP agents.

In conclusion, a elevated seroprevalence of T. equi and B. caballi was found in rural
and cart horses from Parana State, southern Brazil. Our findings indicates that active
surveillance programs are crucial for monitoring animal health status, since particularly cart

horses might act as urban disseminators of these piroplasms.
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Fig. 1. Geographical location used in the study: Alvorada do Sul county, Londrina, Colombo,
Pinhais, Curitiba, State of Parand, southern Brazil, 2011.
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5. CONCLUSOES
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CONCLUSOES

Uma alta soroprevaléncia para Theileria equi e Babesia caballi foi encontrada em
cavalos de area rural e cavalos de carroceiros do Parana.

Equinos residentes nas cidades de Londrina e Colombo apresentaram mais chance de
serem soropositivos para T. equi do que aqueles da cidade de Curitiba.

Foi observada uma associacdo positiva entre presenca de carrapatos e anticorpos
contra B. caballi.

Equinos maiores que 5 anos apresentaram maior chance de serem soropositivos para
T. equi

Equinos maiores que 10 anos apresentaram menor soroprevaléncia para Babesia
caballi

50 % da populacdo testada foi soropositiva para T.equi e B. caballi, assim, em regides

endémicas ambos agentes devem ser testados.
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ANEXO A

Universidade
Estadual de Londrina

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

OF. CIRC. CEEA N° 34/2011 Londrina, 03 de junho de 2011
Prezado Pesquisador

O CEEA/UEL, reunido aos 12 de abril do ano corrente, avaliou o projeto de pesquisa
intitulado "Epidemiologia de patégenos das Familias Rickettsiaceae, Anaplasmataceae,
Babesidae, Spirochactaceac e Mycoplasmataceae em carrapatos da Familia Ixodidae, animais ¢
humanos em assentamentos rurais e dreas urbanas da Regido Norte do Estado do Parana".
registrado no CEEA sob o n°® 23/11. pesquisa do Centro de Ciéncias Agrarias, desenvolvido sob sua
responsabilidade. Esclarecidos os aspectos metodologicos solicitados, o projeto esta aprovado para
execugdo entendendo-se que os principios ¢éticos postulados pelo Colégio Brasilciro de
Experimentagdo Animal estao respeitados.

Serdo utilizadas amostras de sangue de 100 cdes e 40 eqiiinos da area rurai ¢ 384 caes
de arca urbana, divididos em 2 grupos. com total de 324 animais com procedéncia de assentamentos
rurais e area urbanas da Regido Norte do Estado do Parana. Serfio coletados amostras de sangue ¢
carrapatos dos animais nas propriedades dos respectivos assentamentos. As amostras serdo enviadas
ao Laboratério de Protozoologia Veterinaria da UEL para processamento. Scrad realizada a

“ identificagdo das espécies de carrapatos. pesquisa de infecgdo por rickettsias do grupo da febre
maculosa ¢ outros agentes (teste da Hemofilina para rickettsias do grupo da febre maculosa. PCR dos
carrapatos para Rickettsias do grupo febre maculosa, Borrelia SP, Anasplasma SP, Ehrlichia SP,
Babesia sp, Mycoplasma sp), pesquisa de anticorpos anti-rickeltsias do grupo febre maculosa, anti-
Borrelia burgdorferi, anti-Anaplasma phagocytophilum, anit-Ehrlichia sp e anti-Babesia sp. pesquisa
de Leishmania sp (pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp, PCR para Leishmania sp). O projeto

esta previsto para ser desenvolvido entre o segundo semestre de 2011 ¢ segundo semestre de 2013..

Ilmo. Sr.

Prof. Dr. Odilon Vidotto

Coordenador do Projeto

Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva

Centro de Ciéncias Agrarias

Com cépia para Sr* Egle Maria de Sousa (Chefe da DCAIPROPPG).



Universidade
Estadual de Londrina

Cumpre orientar que caso se pretendam quaisquer alteragdes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagio do CEEA/UEL anteriormente
a execugdio das modificagdes.

Sem mais para 0 momento, subscrevo-me,
Cordialmente,

X

gm\ WPM b
Profa. MmanS 1ane Batista de Souza
Coordenadora do CEEA/UEL
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ANEXO B
Koo gh Universidade Federal do Parana
~~~~~~ wareen Setor de Ciéncias Agrérias
UFPR Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA SCA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo no. 027/2010, referente ao projeto “Leptospirose em cavalos de tragdo
na regido metropolitana de Curitiba-PR”, sob a responsabilidade de Mariane Angelica
Pommerening Finger foi apresentado, foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Setor de Ciéncias Agrarias, em reunido realizada dia 23 de Agosto de 2010. Este certificado expira
em 23 de agosto de 2011.

CERTIFICATE

We certify that the protocol number 027/2010, regarding the project “Leptospirosis in cart horses
from Curitiba arounds”, in charge of Mariane Angelica Pommerening Finger, in the terms it was
presented, was approved by the Animal Use Ethics Committee of the Agricultural Sciences Campus
of the Universidade Federal do Parana (Federal University of the State of Parana, Southern Brazil)
during session on August 2010. This certificate expires on August, 2011.

Curitiba, 23 de agosto de 2010.

/
— in : /}_ 1:/%
Geféﬂ&b"Ca?nﬁlo Alberton atrick Schmidt

Presidente Vice-Presidente

Comissdo de Etica no Uso de Animais
Setor de Ciéncias Agrarias
Universidade Federal do Parana.
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PROTOCOLO THEILERIA EQUI

ANEXO C
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PROTOCOLO BABESIA CABALLI

ANEXO D
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APENDICES
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APENDICE A: Questionarios Epidemioldgicos

PROJETO ASSENTAMENTO
Laboratorio de Protozoologia Veterinaria— CCA/DMVP — UEL

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO - EQUINOS

Cidade: Propriedade n°

Data: / /

Proprietario: Fone:

N° 1) Nome: 2) ldade: 3)Sexo: ()M ()F

4) Quanto tempo mora no assentamento?

5) Visita area de mata ciliar: ( ) Sim () Néo

6) Presenca carrapatos: ( ) Sim ( ) Néo

7) Epoca do ano que aparecem: () primavera — ( ) verdo — ( ) outono —( ) inverno
( ) ano todo

8) Controle de carrapatos: ( ) Sim ( ) Ndo 8.1) Qual produto?

9) Frequéncia controle carrapatos: ( ) Semestral ( ) Anual
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UFPR
FICHA DE CADASTRO PROJETO CARROCEIROS

SOBRE O PROPRIETARIO Ne: /.
Nome:

Endereco: N°:
Complemento: Bairro:
Cidade: E dono da carroca: [ ] sim [ _]ndo
Telefone: () [] proéprio [_p/
recados

E dono do animal: [_] sim[_Jndo Qtos cavalos tem? Qtas horas o animal trabalha p/ dia?
Percurso: Peso da carga:
Qtas cargas por dia: Qto recebe pela carga: R$ Carroca: [_|1 eixo [ ]2 eixos

Como adquiriu o animal:

Usa as fezes como adubo? [_]sim [ ]ndo Se sim, trata as fezes [ ]sim [_|ndo Qual?

Se houver um programa de assisténcia veterinaria, levaria seu animal? [_]sim [_|n4o

Se houver curso de casqueamento, o Sr. Participaria? [_]sim [_]n&o

Qual o maior problema enfrentado pelo Sr. no municipio?

SOBRE O ANIMAL

Nome do animal: Raca:

Sexo: [_] fémea [_] macho Macho: [ ]castrado [ Jinteiro Fémea: [_]fi prenhe [ Jprenhe [ ]
lactente

Idade aproximada: Peso: Altura: Pulso: [ ] fraco [_]normal [_]
forte
FC: bpm FR: mpm TPC: seg. Temperatura: °C

Desidrataco: [_|Jnormal [ ]leve [ Jmoderada [ ]grave

Mucosas: [_]roseas [_]palida [_Jictérica [ ]congesta [_Joutro:

Escore nutricional: [_]caquético [_Jmagro [_]normal [_Jobeso [_Joutro:

Presenca de ectoparasitos: [ ] sim [ ] ndo  Quais: Coletados:[_]sim [_]
n&o

Casco: [_Jnormal [ Jachinelado [_Jencastelado [ Jrachaduras [ Joutros:

Lesdes de pele: [_]sim [_]n&o Onde: Quais:

Vermifugo:[_]sim [_]n&o Principio: Vacina:[_]sim [_]ndo Qual:
Ectoparasiticida: [_]sim [_]ndo Qual a freqiiéncia: Qual medicamento:

Durante o trabalho: se alimenta: [_]sim [_]ndo bebe agua: [_]sim [_]n&o Qto:

Alimentagdo: [_Jpasto [ ]capim picado [_]farelo de trigo [_]milho [_]Jracdo [ ]sal [_Joutros:

Casqueamento: [_]sim [_]ndo Freqiiéncia: Quem faz: [_Jproprietario [_]ferrador [ Joutros

Onde fica a noite: [ ]baia [ Jamarrado [ ]solto [ Joutros:

Teve alguma doenga: [_]sim [_]n&o Qual: Qdo:
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Sangramento nasal: [_]sim [_]n&o Se sim, durante o trabalho: [_]sim [_]no

EXAMES COMPLEMENTARES

Hemograma: [_] sim [_] ndo Hematdcrito: PPT: Fibrinogénio:

Urinalise: [_] sim [_] ndo Coproparasitoldgico: [ ] sim [ ] ndo OPG:

Coprocultura: [_]sim [_] ndo
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APENDICE B: Mapas
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Mapa 1. Soroprevaléncia de Theileria equi por municipio



