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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo comparar os testes de reacdo em cadeia da polimerase aninhada
(nested-PCR) e imunofluorescéncia indireta (RIFI) na deteccdo de Babesia equi em eqlinos da
raca PSI (Puro Sangue Inglés). Os testes foram realizados em amostras de sangue de 108 eqiinos. A
concordancia entre os testes foi de 87,0 % e observou-se alta associa¢do entre as técnicas (y? =
37,9; p< 0,001). Nas amostras em que ndo houve concordancia (13 % dos animais), 3 foram
positivas na técnica de nested-PCR e negativas na técnica RIFI e 11 foram negativas na técnica de
nested-PCR e positivas para RIFI. Novos estudos precisam ser desenvolvidos para esclarecer alguns

*Académico(a) do Curso de Medicina Veterinéria — Bolsista ~ 3Professor do Curso de Medicina Veterinaria/ULBRA -
PROICT/ULBRA Laboratério de Diagnéstico Molecular/ULBRA

’Departamento de Veterinaria Preventiva, Faculdade de  “Professor do Curso de Biologia/ULBRA
Veterinaria, UFPEL, Cap&o do Leéo SProfessor - orientador do Curso de Medicina Veterinaria/ULBRA



aspectos relacionados ao diagndstico da B. equi. Entretanto, a boa associa¢do obtida entre o0s testes
de nested-PCR e RIFI permite concluir que a nested-PCR pode ser uma ferramenta eficiente no
diagnéstico e no controle da dissemina¢do da babesiose equina.
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ABSTRACT

This study aimed the comparison between the nested polimerase chain reaction (nested-PCR) and
indirect fluorescent antibody test (IFA) for the detection of Babesia equi in English Thoroughbred horses.
The tests had been carried in blood samples of 108 equines. The concordance between the tests was 87 %
and it was observed a good association between the techniques (2 = 37.9; p<< 0.001). In the samples
with disagreement between the tests (13% of the analysed animals), 3 were positive for the nested-PCR
technique and negative for the IFA tests and 11 were negative for nested-PCR tests and positives for IFA
tests. New studies should be performed to clarify some aspects related to the diagnosis of the B. equi.
However, the good association observed between the nested-PCR and IFA tests allows to conclude that
nested-PCR can be an efficient tool in the diagnosis and the control of the dissemination of equine babesiosis.
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INTRODUCAO

A babesiose tem sido citada como a principal
parasitose eqliina devido aos danos diretos (per-
das de performance, mortalidade) e indiretos (im-
pedimento para comercializa¢do, viagem para o
exterior) causados a sanidade animal
(FRIEDHOFF, 1990). A doenca € causada por dois
agentes etioldgicos classificados como
hematozoéarios do género Babesia: B. equi e B.
caballi, tendo como vetores de transmissdo os car-
rapatos, podendo também ser transmitida por agu-
Ihas contaminadas com sangue de animais porta-
dores, picadas de moscas ou mosquitos
(KNOWLES & UNISS-FLOID, 1983). A doenca
caracteriza-se por apresentar uma forma aguda com
o0 desenvolvimento de anemia hemolitica progres-
siva e uma forma cronica na qual os animais tor-

nam-se portadores muitas vezes assintomaticos
(KNOWLES et al., 1980). Em cavalos atletas da
raca PSI (Puro Sangue Inglés), a B. equi tem se
constituido no principal patdgeno relacionado a
babesiose, ja que o estresse provocado pelos trei-
namentos induz ao aumento da parasitemia em
animais com infecgOes latentes, pois 0 baco pode
abrigar eritrcitos parasitados com babésia e para-
sitas livres em namero elevado (ZWART &
BROCKLESBY, 1979). Nos periodos de treinamen-
to 0 baco se contrai liberando uma grande quanti-
dade de eritrocitos, plaquetas e leucdcitos para a
circulacdo (SMITH et al., 1989), resultando em
estados anemiantes que diminuem o rendimento
dos animais (IBANEZ et al., 1979). Nestes casos, 0
diagndstico da infeccdo por este parasita é essen-
cial no manejo adequado dos animais para uma
melhor performance atlética.
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Até recentemente, a técnica laboratorial mais
utilizada para deteccdo da infeccdo era a
visualizacdo microscopica dos parasitos em
esfregacos sanguiineos corados. Devido a baixa
sensibilidade deste método, testes imunoldgicos
indiretos tém sido incorporados com sucesso na
rotina de laboratorios veterinarios. Entre estes
testes destaca-se a reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), descrita pela primeira vez para o
diagnéstico de B. equi por CALLOW et al. (1979).
Em estudo recente também foi descrito o desen-
volvimento de técnica baseada na reacdo em ca-
deia da polimerase (PCR) que permite a detec¢do
direta de B. equi com maior sensibilidade,
especificidade e rapidez (NICOLAIEWSKY et al.,
2001; BATTSETSEG et al., 2002). O presente
estudo comparou o teste de reacdo em cadeia da
polimerase aninhada (nested-PCR) com RIFI na
deteccdo de B. equi em equinos PSI.

MATERIAL E METODOS

Os testes de RIFI para deteccdo de anticorpos
anti-B.equi foram realizadas no Laboratério de Do-
encas Parasitarias da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), utilizan-
do amostras de soro de 108 equinos procedentes de
um haras da regido sul do estado do Rio Grande do

Sul. O titulo de 1:80 foi padronizado como o limite
de positividade para o teste. Para a reacdo da nested-
PCR, o DNA foi extraido a partir de uma amostra
de 100 wl de sangue, dos mesmos 108 eqiiinos utili-
zados no testes de RIFI, usando o método padréo
fenol - cloroférmio e precipitacdo com etanol
(SAMBROOK & RUSSELL, 2001).

O gene EMA-1 (KAPPMEVYER et al., 1993) que
codifica o antigeno do merozoito de B. equi (EMA-
1; KNOWLES et al., 1991) foi escolhido como se-
guéncia alvo para a construcdo dos iniciadores
(primers) e estabelecimento da técnica de PCR para
a deteccdo molecular. Dois pares de iniciadores fo-
ram definidos para a PCR: EMA-1F/EMA-2R, am-
plificando um fragmento de 396 pares de bases (pb)
e EMA-3F/EMA-4R, amplificando um fragmento
de 102 pb, interno ao fragmento de 396 pb
(NICOLAIEWSKY etal., 2001). O Quadro 1 apre-
senta a sequiéncia de oligonucleotideos iniciadores
utilizados e 0 tamanho dos fragmentos esperados nas
amplificacBes parciais do gene. Os testes de nested-
PCR foram realizados nas condi¢des de amplifica-
cao definidas por NICOLAIEWSKY et al. (2001).
Os produtos da reacao de amplificagdo foram anali-
sados através de eletroforese em gel de poliacrilamida
12,5%, corado com nitrato de prata. A confirmacédo
do tamanho do fragmento foi realizada através da
comparacao com uma escada alélica de 50 pares de
bases (Amersham Biosciences).

Quadro 1 - Sequéncia dos iniciadores utilizados para detecgéo de B. equi.

Iniciadores Seqliéncia de Nucleotideos Fragmento Esperado
EMA-1F 5’- CCGCCCTTCACCTCGTTCTCAA -3’ 396 ob
EMA-2R 5’- CTCCAGTTCCTACGGCGGCTCT -3’ P
EMA-3F 5’- CCGTCTCCGTTGACTTGGCCG -3’ 102 bb
EMA-4R 5’- TCCGAGGTCCGTTCGCGCAGG -3’ P
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RESULTADOS E
DISCUSSAO

Os testes diretos (nested-PCR) e indiretos
(RIFI) para deteccdo de B. equi foram realizados
em amostras de sangue de 108 eqinos PSI. Os
resultados sdo mostrados no Quadro 2. A concor-
dancia entre os testes foi de 87,0 % e observou-
se alta associagdo entre as técnicas (x2= 37,9;
p<< 0,001). A sensibilidade e a especificidade da
técnica da nested-PCR para a amplificacdo do
gene EMA-1 de B. equi foram as mesmas obtidas
por NICOLAIEWSKY et al. (2001). A técnica de
RIFI para o sorodiagnéstico foi padronizada de
acordo com CUNHA (1993), sendo utilizados
antigenos especificos de B. equi, possibilitando
descartar a hipotese de haver reacdo cruzada com
soros de animais infectados com B. caballi.

Em 3 animais os resultados da técnica de
nested-PCR foram positivos e os resultados de
RIFI negativos, podendo-se supor que estes ani-
mais tenham sofrido uma infeccéo recente nao
tendo havido o tempo necessario para o orga-
nismo montar uma resposta imune a infeccdo.
WEILAND (1986) observou que cavalos artifi-
cialmente infectados com B. equi e B. caballi
demoravam de 3 a 20 dias para produzirem
anticorpos detectaveis. Em 11 animais foram
observados resultados positivos para RIFI e ne-

gativos para a técnica de nested-PCR, poden-
do-se supor que estes animais poderiam nao es-
tar mais na fase aguda da infec¢do ou ainda
apresentavam anticorpos maternos, ja que
anticorpos maternos anti-B. equi podem perma-
necer na circulacdo por até 4 meses ap6s a in-
feccdo (DONNELLY et al., 1982). Além disso,
guanto a sensibilidade a agentes terapéuticos,
a B. equi é considerada uma das mais resistentes
a babesicidas (KUTTLER et al., 1987; SCHEIN,
1988) e ndo existem no mercado drogas dispo-
niveis que oferecam eficacia plenamente
satisfatoria na esterilizacdo quimica do parasi-
ta, 0 que resulta em um grande percentual de
eqliinos tratados que, deixam de apresentar
sintomatologia clinica, mas que ainda seguem
portadores da infeccdo em niveis de parasitemia
baixa (DE WALL, 1992), inferiores a sensibili-
dade da técnica da PCR, impedindo a detec¢édo
direta do parasita. Novos estudos precisam ser
desenvolvidos para esclarecer alguns aspectos
problematicos relacionados ao diagnostico da B.
equi, tais como aqueles observados nos animais
gue apresentaram resultados discordantes en-
tre os testes. Entretanto, a boa associacdo obti-
da entre o teste de nested-PCR em comparacéo
com a RIFI, nos permite concluir que a nested-
PCR pode ser uma eficiente ferramenta no di-
agnostico e no controle da disseminacédo da
babesiose eqliina.

Quadro 2 - Resultados dos testes de RIFI e Nested-PCR.

RIFI
Testes/Resultados Total
Positivo Negativo
Positivo 13 3 16
NESTED-PCR
Negativo 11 81 92
Total 24 84 108
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