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RESUMO

Objetivou-se através deste estudo determinar a frequéncia e a titulagdo de soros de equideos reagentes e ndo
reagentes aos antigenos para Leishmania sp. em equideos destinados ao abate em um frigorifico no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil. Além disso, foi avaliada a influéncia de dois fatores de risco para Leishmania em equideos:
sexo e altitude. Participaram do estudo 351 equinos e 3 muares, sendo colhidas amostras de sangue de todos os
animais. Foi utilizada a reag@o de imunofluorescéncia indireta para diagnostico soroldgico de Leishmania sp. em
todos os equideos. Para avaliar a influéncia dos fatores de risco testados foi utilizado o teste do Qui-quadrado com
correc¢do de Yates através do Programa Biostat 5.0. Em 14,12% (50/354) dos equideos, seus anticorpos reagiram
ao antigeno de Leishmania sp., sendo que na titulagdo o resultado foi: 35 animais com titulos de 1:40, 10 com
titulos de 1:80, 4 com titulos de 1:160 e 1 com titulos de 1:320. Nenhum dos dois fatores de risco avaliados foram
significativos. A exposi¢do destes equideos a Leishmania sp. sugere a presencga de vetores infectados (Lutzomyia
sp.) na regido, o que pode representar problemas de satide publica e na medicina veterindria, ja que tanto animais
domésticos quanto os humanos podem adquirir esta doenca.
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ABSTRACT

This study aimed to determine the frequency and antibody titres of Leishmania sp. in equines destined for slaughter
in a slaughterhouse in the state of Rio Grande do Sul, Brazil. Additionally, the influence of two risk factors for
leishmania infection in equines was evaluated: sex and altitude. Blood samples were collected from a total of 351
horses and 3 mules. The indirect immunofluorescent test was used for serological diagnosis of Leishmania spp. in
all equids. The influence of the risk factors was assessed by the chi-square test with Yates correction using the
statistical software Biostat 5.0. In 14.12% (50/354) of the equines, their antibodies reacted to the Leishmania sp.
antigen. The following endpoint titers were determined: 35 animals with titers of 1:40, 10 with titers of 1:80, 4
with titers of 1:160, and 1 with titers of 1:320. Neither of the two risk factors studied were significant. Exposure
of equidae to Leishmania spp suggests the presence of infected vectors (Lutzomyia sp.) in the region, which may
pose a public health and veterinary medicine problem, since they may transmit the disease both to animals and
humans.

Keywords: Parasite, diagnosis, IFA.

INTRODUCAO

A Leishmania sp. ¢ um protozodrio de importancia na medicina veterindria e saude
publica, que pertence ao filo Euglenozoa, classe Kinetoplastea e familia Trypanosomatidae e
possui como hospedeiros intermedidrios os seres humanos, caes e outras espécies de mamiferos
(MONTEIRO et al., 2017; TAYLOR et al., 2017). Estudos mostram que os equideos também
sao hospedeiros intermedidrios deste protozoario (STEVERDING et al., 2017; BENASSI et
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al.,2018; COSTA et al.,2021). No Brasil, os principais vetores associados a transmissao desse
parasito sdo o Lutzomyia longipalpis e L. cruzi (BENASSI et al., 2018).

A leishmaniose ¢ uma doenga de grande importancia na satide publica por ser uma
zoonose. Esta doenga possui 3 formas conhecidas sendo elas a visceral, cutanea e mucocutanea,
Estima-se que ocorra cerca de 700.000 a 1.000.000 de casos anualmente no mundo, em 2020 o
Brasil apresentou mais de 97% dos casos de Leishmaniose Visceral (WHO, 2022). Os equinos
podem atuar como hospedeiros intermediarios desta doenca (BRASIL, 2007), por isso a
importancia da realizacdo de um estudo soroldgico nesta espécie (EVERS et al., 2017) pois
uma area que possui um equino soropositivo pode ser indicativa da presenga da doenga na
localidade em outras espécies animais (ESCOBAR et al., 2019).

As manifestagdes clinicas da leishmaniose em equideos geralmente sdo caracterizadas
por baixa condi¢do corporal, ulcera circular com borda bem definida e lesdes nodulares ou
papulares unicas ou maultiplas na cabeca, nos membros ou nas regides axilar e inguinal
(SOARES et al., 2013; GAMA et al.,2014). Essas lesdes, unicas ou multiplas tendem, no geral,
a ulcerar (MHADHBI e SASSI, 2020).

No Brasil, estudos de soro prevaléncia em equinos através da reagdo de
imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para anticorpos anti Leishmania sp. foram realizados em
animais oriundos de um frigorifico no Parand (EVERS et al., 2017), no estado do Maranhao
(FERREIRA et al., 2018), Sao Paulo (VILLALOBOS et al., 2010; BENASSI et al., 2018) e
Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2017). Enquanto no exterior ja foram identificados equideos
soropositivos através da RIFI na Itdlia (NARDONI et al., 2019) e Tunisia (DRISSI ez al., 2018).

E importante destacar que o estudo de anticorpos anti-Leishmania sp. em equideos
pode indicar a presenga destes parasitas no ambiente humano (EVERS et al., 2017) ja que os
equideos podem ser considerados possiveis reservatorios deste parasito (BENASSI et al.,
2018). Diante do exposto, objetivou-se com a realizagcdo deste estudo determinar a frequéncia
de equideos destinados ao abate no Rio Grande do Sul soropositivos para Leishmania sp.

MATERIAL E METODOS

Coleta de sangue

O estudo foi realizado em um frigorifico sob Inspecdo Federal localizado no Estado
do Rio Grande do Sul, no Sul do Brasil, nos periodos de julho de 2016 e marco de 2017. Foram
coletados, em tubos sem anticoagulante, 10mL de sangue de 354 equideos (351 equinos e 3
muares), provenientes de 33 cidades das 7 mesorregides do estado do Rio Grande do Sul, sendo
que desses equideos 182 eram fémeas e os outros 172 eram machos.

Todas as amostras foram mantidas em refrigeracdo até o seu processamento. O sangue
foi centrifugado a 1000g e o soro de cada amostra foi aliquotado e acondicionado em tubos tipo
eppendorf de 2,0mL, identificados e armazenados a -20 °C para a sorologia. Este projeto teve
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UESC) - Protocolo n° 020/13.

Reacio de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para Leishmania sp.
Para realiza¢do da sorologia para pesquisa de anticorpos contra Leishmania sp. foi
utilizada a RIFI, considerando como ponto de corte a dilui¢do para equinos de 1:40 para
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Leishmania sp. (SOARES et al.,2013; BENASSI et al., 2018). As laminas foram sensibilizadas
com promastigotas da cepa de Leishmania, sendo utilizado o conjugado anti-IgG equino
(Sigma, F7759). A leitura das reacdes foi realizada em microscopio de epifluorescéncia com
aumento de 400X, considerando-se como positiva a reagdo em que mais de 50% dos taquizoitos
apresentarem fluorescéncia periférica total. Os controles positivos e negativos para Leishmania
sp. foram provenientes do Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria (INIAV) de
Oeiras, Portugal. Embora ndo houvesse controles positivos de equinos, o antigeno foi testado
com soros positivos e negativos de um cdo soropositivo e outro cdo soronegativo para
Leishmania sp. As amostras positivas foram, posteriormente, tituladas em dilui¢des seriadas.

Analise Estatistica

Os dados foram tabulados para a realizagdo de uma andlise descritiva com distribui¢do
de frequéncias relativas e absolutas dos equideos reagentes e ndo reagentes ao antigeno de
Leishmania sp. Além disso, também foi realizado o teste do Qui-quadrado com corregao de
Yates através do Programa Biostat 5.0 para avaliar a associacdo estatistica com os potenciais
fatores de risco sexo e altitude. Com o resultado obtido neste estudo foi realizada uma analise
espacial na qual foi utilizado um arquivo shapefile da malha geografica do estado do Rio
Grande Sul encontrado no site do IBGE. Para a execugdo desta analise utilizou-se o software
livre Qgis versdo 2.18. Para a formatacdo da andlise deste estudo o Qgis foi alimentado com
dados de uma planilha oriunda de um arquivo em Excel (AYRES, 2007; QGIS, 2022;
SAMPAIQO, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em 14,12% (50/354) dos equideos estudados, seus anticorpos reagiram ao antigeno de
Leishmania sp., sendo que na titulagdo o resultado foi 35 animais com titulos de 1:40; 10 com
titulos de 1:80; 4 com titulos de 1:160 e 1 com titulos de 1:320, como pode ser observado na
Tab. 01.

Tabela 01: Soro prevaléncia e titulagdo de equinos reagentes € ndo reagentes a antigenos de
Leishmania sp. na RIFI.

Reagentes Nao Reagentes

Titula¢do | n° (%) n° (%)
1:40 35 9,887 304 85,875
1:80 10 2,824
1:160 4 1,129
1:320 1 0,002
Total 50 | 14,124 | 304 85,875

Destes equinos reagentes, 5,08% (18/354) eram machos e 9,03% (32/154) eram
fémeas, como pode ser observado na Tab. 02. Porém, ¢ importante salientar que os 3 muares

Recebido: mai./2023.
Publicado: jun./2024. 73



Ciéncia Animal, v.34, n.2, p.71-79, abr./jun., 2024.

utilizados neste estudo foram ndo reagentes, sendo que os 50 animais reagentes eram todos
equinos.

Tabela 02: Analise de qui-quadrado referente ao sexo e altitude de equinos destinados ao abate
na cidade de Sao Gabriel, Rio Grande do Sul, reagentes e ndo reagentes a antigeno de
Leishmania através da RIFI.

Variavel Reagentes | (%) Nao Reagente (%) Qui-quadrado
SEXO
Macho 18/172 10,47 154/172 89,53 3,69
Fémea 32/182 17,58 150/182 82,42
ALTITUDE
<200 metros 22/188 11,70 166/188 88,3
>200 metros 28/164 17,06 138/164 84,14 1,93

A porcentagem de equinos reagentes ao antigeno da Leishmania sp. encontrado neste
estudo esta abaixo dos 46% descrito por Evers et al. (2017) e 40% descrito por Villalobos et al.
(2010). Evers et al. (2017) realizaram o seu estudo em animais oriundos das regides centro-
oeste, sudeste e sul do Brasil, sendo as regides centro-oeste e sul as que tiveram a maior
porcentagem de animais reagentes, enquanto Villalobos et al. (2010) realizaram o seu estudo
no estado de Sao Paulo, no qual o mesmo relata que a exposicao a este parasito ¢ comum, pois
os equinos vivem em uma area endémica. Ferreira ef al. (2018) obteve 13% de equinos
reagentes a RIFI no estado do Maranhdo, sendo um valor semelhante ao encontrado neste
estudo.

Logo, neste estudo foram identificados equinos reagentes ao antigeno de Leishmania
sp. oriundos de frigorificos o que corrobora com outros estudos (EVERS et al., 2017,
PRADELLA et al., 2020). Neste frigorifico onde o estudo foi realizado tivemos equinos
oriundos de 34 cidades diferentes, onde teve pelo menos um equino reagente em 19 cidades
destas, sendo elas: Alegrete, Acegud, Amaral Ferrador, Bom Jesus, Bossoroca, Cachoeira do
Sul, Cangucgu, Pedras Altas, Pelotas, Piratini, Rosario do Sul, Santa Maria, Santa Vitoria do
Palmar, Santana do Livramento, S3o Francisco de Paula, Sao Gabriel, Sao Sepé, Uruguaiana e
Vacaria. Como pode ser observado na Fig. 01.

Além disso ¢ importante destacar que Escobar et al., (2019) realizaram um estudo na
cidade de Uruguaiana no Rio Grande do Sul em que foram encontrados equinos infectados pela
Leishmania infantum sp. em dareas de transmissdo de leishmaniose visceral canina,
demonstrando que as outras areas em que tivemos equinos reagentes neste estudo podem
também ser areas de transmissdo para leishmaniose, pois os equinos podem atuar como
hospedeiros intermediarios desta doenga (BRASIL, 2007).
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Figura 01: Distribui¢do espacial de equideos reagentes e nido reagentes para antigenos de
Leishmania no estado do Rio Grande do Sul.

Neste estudo ndo houve diferenca entre equinos machos e fémeas reagentes ao
antigeno de Leishmania sp. na RIFI, o que corrobora com outros estudos (CAMOSSI et al.,
2010; LOPES et al., 2013; GAZZONIS et al., 2020). Também nao foi encontrada diferenca
entre equinos oriundos de cidades com altitudes acima e abaixo de 200 metros de altitude que
foram reagentes e nao reagentes ao antigeno da Leishmania sp. na RIFI. Este resultado difere
do que foi encontrado na Italia por GAZZONIS et al. (2020), que constataram uma maioria de
equinos soronegativos em cidades abaixo de 200 metros de altitude. Isto pode ser explicado
devido a uma maior abundancia de vetores da Leishmania sp. em cidades acima de 200 metros
de altitude (BONGIORNO et al., 2003), porém em um estudo realizado no Brasil, o vetor foi
encontrado em altitudes bastante diversificadas (MARCONDES et al., 1998), o que pode ter
contribuido para um resultado diferente.

A presenca de equinos reagentes ao antigeno da Leishmania sp. pode ocorrer tanto em
equinos que residem em areas urbanas e periurbanas, devido a presenca do mosquito proximo
de locais que residem caes (ESCOBAR et al., 2019), quanto em equinos que residem proximos
da fauna silvestre, pois cavalos podem ser fonte de alimento para flebotomineos em ambiente
peridoméstico (PRADELLA et al., 2021). Além disso, a degradacdo da mata nativa, alta
umidade, introducao de novas culturas e monoculturas, densidade e disponibilidade de matéria
organica sdo fatores de risco para a presenca deste mosquito em dareas peri-domésticas
(FOLLADOR et al., 1999; VEDOVELLO FILHO et al., 2008).

Estes equideos nao demonstraram sinais clinicos aparentes sugestivos da presencga da
Leishmania sp. No entanto, apenas a clinica ndo ¢ suficiente para descartar a presenga do
parasito no equideo, pois através de técnicas soroldgicas associadas com técnicas moleculares
jé foi possivel identificar a presenga deste parasito em equinos que nio apresentavam sinais
clinicos (BENASSI et al., 2018). Cavalos podem apresentar respostas imunologicas humorais
e celulares eficientes contra este parasito, impedindo assim o aparecimento da forma clinica
desta doenca (FERNANDEZ-BELLON et al., 2006).

Recebido: mai./2023.
Publicado: jun./2024. 75



Ciéncia Animal, v.34, n.2, p.71-79, abr./jun., 2024.

Mesmo quando o equino apresenta os sinais clinicos da leishmaniose podem ser
confundidos com outras dermatoses o que acaba dificultando a possiblidade de um diagnostico
clinico (LIMEIRA et al., 2019). Logo, estes animais, apresentando ou nao sinais clinicos,
podem agir como reservatorios atraindo flebotomineos capazes de se infectarem com o sangue
dos equinos contendo o parasito (BENASSI et al., 2018.; VEDOVELLO FILHO et al., 2008;
TRUPPEL et al., 2014), podendo posteriormente transmitir este parasito para outras espécies
animais e seres humanos (PRADELLA et al.,2022; SILVA et al.,2018; VEDOVELLO FILHO
et al., 2008).

CONCLUSOES

A existéncia de varios equideos sororeagentes ao antigeno da Leishmania sp. em
diversas localidades do Rio Grande do Sul sugere que o vetor infectado com este parasito
provavelmente estd presente nestes locais, o que pode refletir em problemas na medicina
veterinaria e na saude publica ja que outras espécies animais € humanos também compartilham
0 mesmo espaco que estes equideos.
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