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RESUMO

ROIER, Erica Cristina Rocha. Neorickettsia risticii: aspectos clinicos, hematolégicos,
sorolégicos e moleculares em equinos na microrregiao de Itaguai, Rio de Janeiro. 2011.
43p. Tese. (Doutorado em Ciéncias Veterindrias). Instituto de Veterindria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

O presente estudo teve por objetivo avaliar a prevaléncia de anticorpos contra Neorickettsia
risticii em equinos na microrregido de Itaguai-RJ, demonstrar os possiveis fatores associados
e identificar o agente através de técnicas moleculares. O estudo foi conduzido nos municipios
de Seropédica, Itaguai e Mangaratiba, estado do Rio de Janeiro. As 350 amostras de sangue
foram obtidas por conveniéncia, das propriedades de criacdo de equinos pertencentes a regifo.
O teste soroldgico foi realizado através da Reacado de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para
N. risticii, sendo consideradas positivas amostras com titulo > 1:50. Para avaliag@o dos fatores
de risco associados a presenca de anticorpos de N. risticii, aplicou-se um questiondrio
epidemiolégico com os proprietirios e/ou responsdveis dos animais, destacando
caracteristicas da propriedade e manejo dos animais. Realizou-se hemograma e avaliacdo
clinica de todos os animais. As andlises moleculares através da técnica de Real Time PCR
foram realizadas a partir de capa leucocitédria. A prevaléncia de anticorpos anti-N. risticii em
equinos da microrregido de Itaguai foi de 26,3% (92/350) pela RIFI. As frequéncias de
anticorpos IgG anti-N. risticii foram 52,2% (48/92) para titulagdes de 1:50, zero para
titulagdes de 1:100, 13% (12/92) para titulos de 1:200, 28,3% (26/92) para titulos de 1:400 e
6,5% (6/92) para titulos de 1:800. A idade e o nivel de qualidade das propriedades
apresentaram associacio (p<0,05) com a soropositividade dos equinos para N. risticii. Nao foi
detectado o DNA de N. risticii nas amostras do presente estudo. Também ndo foram
evidenciadas alteracdes significativas na avaliacdo clinica dos animais, em relacdo a
soropositividade para o agente. Apesar de haver associac¢do (p<0,05) entre a soropositividade
dos animais e alteracdes no leucograma dos animais negativos, estas alteracdes nao estiveram
fora dos limites de referéncia para a espécie animal avaliada. A existéncia de equinos
soropositivos para N. risticii indica a circula¢do desse agente na microrregido de Itaguai.

Palavras chaves: Neorickettsia risticii, Erliquiose Monocitica Equina, Equinos,
Epidemiologia.



ABSTRACT

ROIER, Erica Cristina Rocha. Neorickettsia risticii: clinical, hematological, serological and
molecular techniques in horses in the microregion of Itaguai, Rio de Janeiro. 2011. 43p.
Tesis. (Doctor in Veterinary Science). Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

This study aimed to evaluate the prevalence of antibodies against Neorickettsia risticii in
horses in the microregion of Itaguai RJ, show possible associated factors and identify the
agent by molecular techniques. The study was conducted in the districts of Seropédica, Itaguai
and Mangaratiba, Rio de Janeiro. The 350 blood samples were obtained by convenience from
horse properties belonging to the region. Serologic testing was performed by
Immunofluorescence Assay (IFAI) for N. risticii, being considered positive samples titer >
1:50. To evaluate risk factors associated with the presence of antibodies to N. risticii an
epidemiological questionnaire was applied to the owners or guardians of animals, which
aimed especially farm characteristics and management of animals. Hematological and clinical
evaluation was performed for all animals. Molecular analysis by a Real Time PCR was
performed from leukocyte cover. The prevalence of antibodies anti-N.risticii in horses of the
region of Itaguai was 26.3% (92/350). The frequencies of IgG anti-N.rristicii were 52.2%
(48/92) for titers of 1:50, zero for titers of 1:100, 13% (12/92) for titles of 1:200, 28.3%
(26/92) for evidence of 1:400 and 6.5% (6 / 92) for titles of 1:800. The age and quality level
of the properties were associated (p <0.05) with horses seropositivity for N. risticii. DNA
from N. risticii was not detectable in samples of this study. Also no significant changes in the
clinical evaluation of animals was found in relation to seropositivity for the agent. Despite
showing association (p <0.05) between the seropositivity of the animals and changes in white
blood cell of negative animals, these changes were not outside reference limits for the species
evaluated. The existence of horses seropositive for N. risticii indicates the presence of this
agent in the microregion of Itaguai.

Key words: Neorickettsia risticii, Ehrlichiosis Monocytic Equine, Horses, Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

O género Neorickettsia pertence a familia Anaplasmataceae que estd incluida na
ordem Rickettsiales (DUMLER et al., 2001). Neorickettsia risticii, uma bactéria que possui
afinidade por mondcitos (RIKIHISA et al., 1985), é agente da Erliquiose Monocitica Equina
EME, doenca infecciosa ndo contagiosa, que em equinos causa doenga severa, onde os
animais podem apresentar depressio, febre, anorexia, diarréia aquosa, célica e laminite.

A EME foi descrita pela primeira vez em 1979, no estado de Maryland, Estados
Unidos, em pastagens ao longo do rio Potomac, sendo por este motivo conhecida como
“Febre do Cavalo do Potomac” (Potomac Horse Fever) (RIKIHISA; PERRY, 1985). A EME
ja foi descrita em nos EUA, Uruguai, Brasil e em alguns paises da Europa, onde apresenta
tendéncia sazonal e endémica, com pico de ocorréncia nos meses mais quentes do ano e em
regides alagadicas.

A EME € uma doenca economicamente importante devido a taxas de morbidade e
mortalidade significativas em populacdes de equinos, principalmente animais provenientes de
dreas livres introduzidos em dreas endémicas.

No Brasil ndo existem dados de soroprevaléncia para EME, somente evidéncias
soroldgica e molecular no Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, respectivamente. Nos EUA a
soroprevaléncia varia de 7,5% a 76% dependendo da regido e da época do ano (ATVILL et
al., 1996).

O primeiro relato de evidéncia soroldgica da EME no estado do Rio de Janeiro foi
comunicado por Ferrdo et al. (2007), em amostras de animais provenientes das regides
metropolitana e serrana do estado.

O diagnéstico da EME ¢é realizado através da sintomatologia clinica e de testes
laboratoriais, entre eles testes sorolégicos como reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI),
ensaio imunoenzimdtico (ELISA), cELISA e western immunoblotting que sdo utilizados para
a deteccdo de anticorpos anti-N. risticii (HOLLAND et al., 1985; DUTTA et al., 1985).

Virios estudos indicam a RIFI como um teste de escolha para o diagnéstico de N.
risticii, tanto pela sua praticidade quanto pela sua especificidade (DUTTA et al., 1987,
HOLLAND et al., 1985; RIKIHISA; PERRY, 1985).

O presente estudo teve por objetivos avaliar a prevaléncia de anticorpos IgG anti-N.
risticii em equinos na microrregido de Itaguai, além de identificar possiveis fatores associados
a positividade para N. risticii, como sexo, idade, raca, presenca ou auséncia de dreas alagadas
e caramujos nas propriedades, tipo de acesso a pastagem, nivel de qualidade da propriedade,
utilizacdo dos animais, assim como parametros clinicos e hematolégicos dos equinos
avaliados; e identificar o agente através de técnicas moleculares.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Histoérico

O primeiro relato da Erliquiose Monocitica Equina (EME) na América do Sul foi em
1948 no Uruguai, onde estudando outra doenca de cavalos, a anemia infecciosa equina,
pesquisadores verificaram o potencial infeccioso de uma “diarréia endémica” e sua
capacidade de transmissdo entre equinos e asininos através de transfusio sanguinea. Desde
entdo, no sul do Brasil e Uruguai, a EME vem sendo reconhecida como um importante
problema para equinos em dreas proximas a lagos e rios. Entre 1939 e 1941, em uma fazenda
no Uruguai, 55 cavalos vieram a 6bito com sinais clinicos desta “diarréia endémica”, sendo
que 17 destes equinos eram nativos da regido e 38 importados. Isto sugere um grave problema
em relacdo a introdu¢do de animais provenientes de dreas livres da doenga em regides
endémicas para EME (CASSAMAGNAGHI; CASSAMAGNAGHI, 1948 apud DUTRA et
al., 2001).

A “Febre do Cavalo do Potomac” (Potomac Horse Fever) foi reconhecida inicialmente
em 1979, ao longo do rio Potomac, no Condado de Montgomery, Maryland, EUA
(KNOWLES et al., 1983). Entre 1979 e 1984 foram relatados 402 casos clinicos e destes 107
animais morreram com sinais clinicos caracteristicos desta doenca em Maryland. Outros focos
foram observados na Virginia e na Pensilvdnia, além de casos esporddicos que foram
detectados em outros 29 estados americanos (ROBL, 1985). A partir da identificacdo da
doenca (KNOWLES et al., 1983) e sua reproducdo através da administracdo de sangue total
de equinos com sinais clinicos em equinos sadios (WHITLOCK et al., 1984), a evidéncia
sorolégica de uma riquetsia envolvida (JENNY, 1984) foi seguida pela evidéncia
microscopica de um organismo riquetsial localizado na parede do célon maior de equinos
(RIKIHISA; PERRY et al., 1985). Apds a confirmagdo desses achados o novo organismo
descoberto foi denominado Ehrlichia risticii por Holland et al. (1985) e renomeado
Neorickettsia risticii (DUMLER et al., 2001).

O termo Erliquiose Monocitica Equina (EME) foi proposto por Holland et al. (1985)
para substituir “Febre do Cavalo do Potomac” devido a ocorréncia da doenca em outras areas
dos EUA e para distinguir de outra erliquiose equina causada por Amnaplasma
phagocytophilum (=Ehrlichia equi), a Erliquiose Granulocitica Equina (EGE).

O género Neorickettsia pertence a familia Anaplasmataceae que estd incluida na
ordem Rickettsiales (DUMLER et al., 2001). Atualmente existem trés espécies reconhecidas:
N. ristcii, N. sennetsu e N. helminthoeca, que parasitam tanto trematédeos quanto mamiferos.

Nos mamiferos, essas bactérias sdo encontradas no interior de vactolos no citoplasma,
principalmente em mondcitos no sangue e em macréfagos nos tecidos. N. helminthoeca € o
agente da “intoxicacdo pelo salmio” em canideos domésticos e silvestres, que pode também
acometer humanos (RIKIHISA et al., 1991). N. sennetsu € o agente da Erliquiose Humana no
Japdo e em outras partes da Asia e N. risticii é o agente da Erliquiose Monocitica Equina
(EME). Ocorre imunidade cruzada entre esses trés agentes, sendo que a inoculagdo de N.
sennetsu confere protecdo contra EME em equinos (RIKIHISA; JTANG, 1988; RIKIHISA,
2004).

2.2 Posicao Taxonomica

Dominio Eubacteria (Haeckel, 1894) C.R. Woese et al., 1990
Filo Proteobacteria Garrity et al., 2005

Classe Alphaproteobacteria Garrity et al., 2006

Ordem Rickettsiales (Gieszczykiewicz, 1939) Dumler et al., 2001
Familia Anaplasmataceae (Philip, 1957) Dumler et al., 2001
Género Neorickettsia Pretzman et al., 1995

Espécie Neorickettsia risticii (Holland., 1985) Dumler et al., 2001



2.3 Epidemiologia
2.3.1 Distribuicao Geografica e Soroprevaléncia

No Brasil a EME foi diagnosticada em 1998 em propriedades localizadas proximas a
Lagoa Mirim e Mangueira, ao sul do Rio Grande do Sul, onde Dutra et al. (2001)
investigaram uma doenga que ocorria hd mais de 100 anos, localmente chamada “churrido
equino”, caracterizada por uma diarréia endémica de equinos. Foi entdo estabelecido que esta
“diarréia” era de fato Erliquiose Monocitica Equina, possivelmente veiculada na regido
estudada por caramujos do género Pomacea spp.

Os casos clinicos de EME evidenciados no Rio Grande do Sul ocorreram no periodo
mais quente do ano, com a concentragdo dos casos nos meses de novembro a janeiro. As
propriedades apresentavam caracteristicas geogrdficas semelhantes, sendo compostas de
campos e areas alagadicas. Essas evidéncias sugerem que a EME apresente no Sul do Brasil
um carater endémico e sazonal como € descrita nos Estados Unidos (COIMBRA et al., 2006).

A prevaléncia da EME nos Estados Unidos é bastante varidvel sendo detectada em
vdrios estados americanos, existindo uma relacdo com localizacdo geografica e sazonalidade.
Os casos clinicos e a prevaléncia soroldgica exibem uma tendéncia sazonal, com picos
ocorrendo em julho, agosto e setembro (PALMER et al., 1986)

No estado de Illinois a soroprevaléncia para N. risticii demonstrou tendéncia sazonal,
variando de 16% em junho a 62% no més de agosto em cavalos aparentemente saudédveis
(GOETZ et al., 1989).

Em Nova York, num estudo com 2579 equinos foi obtida prevaléncia de 86% de
anticorpos anti-N. risticii em regides proximas ao Rio Hudson em animais sem sintomatologia
clinica caracteristica de EME (ATWILL et al., 1992). Nos estados de Minnesota e Ohio, as
taxas de prevaléncia anuais foram de 26,6% e 20% respectivamente, com maiores
prevaléncias obtidas nos meses de julho e agosto (OLCHOWY et. al., 1990; RIKIHISA et al.,
1990).

Gordon et al. (1988) realizaram uma investigacdo epidemioldgica em duas fazendas,
localizadas numa area de Ohio com histérico de trés mortes de equinos por EME, com énfase
no papel de artrépodes, aves e pequenos mamiferos como possiveis reservatérios para N.
risticii. Dos 37 animais testados pela RIFI, 24 (64,9%) foram positivos para N. risticii. Dos
demais animais avaliados como possiveis reservatorios, as aves foram todas negativas e dos
mamiferos avaliados, somente o Peromyscus spp foi positivo para N. risticii pela técnica da
RIFI, podendo atuar como reservatério na regiao estudada.

Atualmente, é conhecida a evidéncia soroldgica de N. risticii em 43 estados dos
Estados Unidos, duas provincias (Ontdrio e Saskatchewan) no Canadd, Francga, Itdlia,
Venezuela, fndia, Australia, Uruguai e Brasil (PALMER et al., 1986; BREIDER; HENTON,
1987; DUTRA et al., 2001; FERRAO et al., 2007).

2.4 Agente
2.4.1 Bacteriologia

Os membros do género Neorickettsia sdo bactérias intracelulares obrigatérias com
tropismo por células hematopoiéticas, que pertencem a subdivisdo das a-Proteobactérias. Sdo
células cocoides ou pleomorficas que residem em vactolos citoplasmaticos no interior de
macréfagos e células epiteliais glandulares intestinais de caes, equinos, morcegos € humanos.
Sdo bactérias gram negativas, sem motilidade, que se multiplicam por divisdo bindria e
formam agregados dentro dos vacuolos, apresentando morfologicamente caracteristicas de
morula (RIKIHISA, 2004).

N. risticii ¢ um pequeno coco que tende a ocupar um dos lados do citoplasma, ao invés
de ser simétrica ou uniformemente distribuida. E um organismo que geralmente exibe uma
forma arredondada, mas em cultivo celular pode assumir um formato mais alongado, além de
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assumir uma colora¢do que varia do azul escuro ao roxo com o corante de Romanowsky
(RIKIHISA, 2004).

N. risticii ocorre em pelo menos duas formas distintas: pequenos organismos multiplos
(0,2 a 0,4 pm) formando um agregado (mdrula) envolvido pela membrana do hospedeiro
(moérulas) e formas grandes (0,8 a 1,5 um) individualmente envolvidas pela membrana do
hospedeiro (RIKIHISA et al., 1985).

2.4.2 Metabolismo de N. risticii

A atividade metabdlica de N. risticii € semelhante a de outros membros da familia
Rickettsiae. Realiza metabolismo aerdbico, nao utiliza glicose, possui excelente atividade em
pH de 7,2 a 8,0, que declina rapidamente em pH inferior a 7,0. Pode usar glutamina ou
glutamato para gerar trifosfato de adenosina, preferencialmente glutamina devido a sua
melhor penetracdo no fagossomo em relacdo ao glutamato, possibilitando assim a melhor
expressao da sua atividade metabdlica (WEISS et al., 1988).

2.5 Patogenia

N. risticii infecta mondcitos e possui afinidade por células da parede intestinal,
especialmente ceco e c6lon maior de equinos, mas pode ser encontrada ocasionalmente no
jejuno e cdlon menor, em macréfagos e na cripta das glandulas intestinais (OLIVER;
STAMPFLI, 2006).

O periodo de incubagdo é de aproximadamente 1 a 3 semanas (WHITLOCK et al.,
1984) . E possivel isolar N. risticii em mondcitos de sangue periférico de equinos 6 a 11 dias
apés a ingestdo de insetos aqudticos adultos que contenham trematddeos infectados pelo
parasito (MOTT et al, 2002), e a parasitemia persiste por 1 a 2 semanas apds o
desaparecimento dos sintomas clinicos (RIKIHISA et al., 1993).

N. risticii persiste por um longo periodo de tempo nas células da parede intestinal de
equinos clinicamente recuperados da doenca, ja tendo sido reisolada de células intestinais dois
meses apos a infec¢io experimental (RIKIHISA, 2004).

A diarréia aquosa é causada por uma reducdo no transporte de sédio e cloreto, o que
reduz a reabsorcdo de dgua, principalmente no célon maior e menor. As células do epitélio
intestinal infectadas por N. risticii perdem as microvilosidades, o que contribui para alteracdes
no transporte de eletrélitos e na reabsorc¢do de dgua (RIKIHISA et al., 1992).

Células hospedeiras infectadas com N. risticii sofrem lise celular somente quando seu
citoplasma estd completamente preenchido por organismos infecciosos. Além da lise celular a
liberag@o de N. risticii parece ocorrer também por exocitose através da fusdo da membrana de
inclusdo do fagossomo com a membrana plasmatica. No epitélio intestinal estes organismos
parecem ser transmitidos entre as células por uma exocitose acoplada em uma célula e uma
endocitose na célula adjacente, o que ocorre devido a disposicdo das células do epitélio
intestinal em uma monocamada conectadas por juncgdes intercelulares (RIKIHISA, 2004).

Ao contrdrio de outras bactérias gram negativas, N. risticii ndo promove ativacio de
macréfagos in vitro, induz somente a produgdo de baixos niveis de fator de necrose tumoral e
de prostaglandina E, pelos macréfagos. Por outro lado, os macréfagos infectados produzem
grandes quantidades de Interleucina-1, o que pode estar diretamente relacionado com a
patogenia da doenca (VAN HEECKEREN et al., 1993). Esta diferengca pode ser ocasionada
devido a falta de lipopolissacarideos de N. risticii, que em geral, ndo produz uma reacio
inflamatéria significativa nos tecidos dos animais afetados (RIKIHISA et al., 1985)

Animais que se recuperam da doenca clinica desenvolvem uma imunidade de no
minimo 20 meses (MESSICK; RIKIHISA, 1994). Esta protecio parece ser devido a resposta
imune humoral e mediada por células que N. risticii desencadeia, induzindo a producgdo de



anticorpos especificos tanto em infeccdes naturais quanto experimentais, independente da
presenca de sinais clinicos.

Poucos dias apds a infeccdo ocorre uma resposta mediada por IgM que dura no
maximo 2 meses (PRETZMAN et al., 1987).

Existem trés mecanismos de neutralizagdo de anticorpos. No primeiro mecanismo os
anticorpos bloqueiam a ligacdo de N. risticii ao receptor especifico. No segundo mecanismo o
anticorpo inibe diretamente o metabolismo erliquial, e o terceiro mecanismo € anticorpo-
dependente mediado pela citotoxidade celular.

2.5.2 Transmissao
2.5.2.1 Modo de transmissao

O modo de transmiss@o de N. risticii, seus vetores e sua manuten¢do na natureza ainda
ndo estdo completamente elucidados. Estudos experimentais demonstraram que a EME pode
ser transmitida via transfusdo sanguinea, sendo que os equinos também sdo sensiveis a
infeccdo pelas vias subcutinea, intradérmica e oral (HOLLAND et al., 1985; DUTTA et al.,
1988; PALMER; BENSON, 1998).

Devido a semelhanca genética com riquetsias de transmissdo oral (Neorickettsia
sennetsu € N. helminthoeca), foi sugerido que a N. risticii acompanha o padrdo de transmissao
oral, intermediado por trematédeos aqudticos (RIKIHISA, 1998; BARLOUGH et al., 1998;
PUSTERLA et al., 2000a; KANTER et al., 2000).

Diversos estudos relacionam a transmissdo de N. risticii ao ciclo bioldgico de
trematédeos de ambiente aqudtico veiculados por caramujos de diferentes espécies
(BARLOUGH et al.,1998; PUSTERLA et al., 2000a; KANTER et al., 2000; MOTT et al.,
2002) e por larvas aqudticas de insetos adultos que realizam a postura préximo ou na
superficie da 4gua (MOTT et al., 2002; CHAE et al., 2000).

A detec¢do de N. risticii nas fezes de equinos infectados através do método de
separacdo imunomagnético e PCR (BISWAS et al.,, 1994) reforca a idéia do padrdao de
transmissdo oral, possivelmente com um hospedeiro intermedidrio envolvido. Dessa forma, o
agente pode estar relacionado as fases de vida do trematédeo, que para o fechamento de seu
ciclo biolégico necessita de hospedeiros intermedidrios, onde se desenvolvem as fases
imaturas, e de um hospedeiro definitivo, que alberga o parasita adulto. O ciclo bioldgico de
um trematédeo pode ser composto de um ou mais hospedeiros intermedidrios,
compreendendo moluscos e/ou insetos, € um animal vertebrado como hospedeiro definitivo
(OLSEN, 1974).

Foi demonstrado que N. risticii presente em trematodeos provenientes de caramujos
pode infectar camundongos por inoculagdo intraperitoneal (KANTER et al., 2000) e equinos
por via subcutdnea (PUSTERLA et al., 2000b) e por via oral (MADIGAN et al., 2000; MOTT
et al., 2002).

N. risticii pode ser transmitida por via transplacentdria, além disso, este agente pode
induzir abortos, reabsorcao fetal ou malformacgoes (DAWSON et al., 1987).

A infec¢do experimental de N. risticii obtida através de cultivo celular ou de sangue de
equinos infectados revela que cdes, gatos, camundongos e primatas ndo-humanos podem ser
infectados, porém somente camundongos e gatos desenvolvem sinais clinicos significativos
(DAWSON et al., 1988; RISTIC et al., 1988).

2.5.2.2 Possiveis vetores

N. risticii ja foi identificada nas fases de cercdrias e metacercarias presentes nos
hospedeiros intermedidrios, moluscos e insetos, bem como em trematddeos adultos de aves e
morcegos (CHAE et al., 2000; GIBSON et al., 2005; COIMBRA et al., 2005) .



Coimbra et al. (2005) em um estudo realizado no Rio Grande do Sul verificaram que a
N. risticii é veiculada nesta regido por caramujos do género Heleobia que vivem em canais de
irrigacdo e rios da regido que abrigam trematddeos infectados. Estes moluscos sao
abundantemente encontrados em plantas aqudticas e sao amplamente distribuidos na regiao
costeira do Rio Grande do Sul. Neste estudo N. risticii foi detectada, através de Nested PCR,
em 13,33% das amostras de caramujos do género Heleobia, provenientes de propriedades
com histéria de ocorréncia da EME.

Nos Estados Unidos, Barlough et al. (1998) identificaram DNA de N. risticii em
cercdrias virguladas oriundas de caramujos operculados de dgua doce (Pleuroceridae: Juga
spp.), coletados em pastagens de uma area endémica para EME no norte da Califérnia. Nesta
mesma regido, Reubel et al. (1998) identificaram o DNA deste agente em cercdrias obtidas de
Juga yrekaensis. Outros estudos identificaram DNA em fases larvais de um trematédeo nao
identificado isolado de caramujos operculados da familia Pleuroceridae Elimia livescens em
Ohio utilizando um primer especifico para o gene 16S (KANTER et al., 2000) e Elimia
virginica na Pensilvania (MOTT et al., 2002).

2.5.2.2.1 Carrapatos

Estudos baseados na natureza ndo contagiosa e sazonal da EME sugerem o
envolvimento de um artrépode vetor. Apds a identificacio do agente da EME como uma
riquetsia do género Ehrlichia, o foco foi imediatamente voltado para os carrapatos como
potenciais vetores. Muitas doencas riquetsiais e todos os membros do género Ehrlichia que
possuem vetor conhecido, sdo transmitidos por carrapatos (WEISS; MULDER, 1984).

Espécies de carrapatos transmissores de doencgas riquetsiais e bacterianas, presentes
em 4reas endémicas de EME sdo Dermacentor variabilis, Amblyomma americanum,
Dermacentor albipictus, Ixodes scapularis e Rhipicephalus sanguineus (HAHN et al.,1990).

Estudos da dindmica populacional de Dermacentor variabilis em areas de intensa
ocorréncia de EME e o fato deste carrapato ser o vetor da “Febre Maculosa das Montanhas
Rochosas” no leste e sudeste dos EUA, tornaram esta espécie o principal candidato a vetor da
EME nestas regidoes (FLETCHER, 1987).

Dermacentor variabilis é um carrapato comumente encontrado em equinos em areas
com histérico de EME, entretanto ndo foi verificada soroconversao ou manifestacdo clinica de
EME em equinos de areas livres parasitados por D. variabilis coletados de uma 4rea endémica
para EME. Ap0s isso, ninfas de D. variabilis foram alimentadas em camundongos infectados
com N. risticii, e ap6s a muda foram alimentadas em equinos e camundongos de uma area
sem relatos de EME. Nenhum dos animais apresentou soroconversdo ou doenca clinica
(SCHMIDTMANN et al., 1988).

Hahn et al. (1990) ndo observaram soroconversdo ou doenga clinica em equinos
quando avaliaram a habilidade de carrapatos Dermacentor variabilis, Rhipicephalus
sanguineus, Amblyomma americanum e Ixodes scapularis em transmitir EME.

Outros vetores ja foram investigados como Stomoxys calcitrans (BURG et al., 1990),
tabanideos e mosquitos (GORDON et al., 1988), e Pulgas Ctenocephalides felis (LAPPIN et
al., 2006), entretanto nao foi obtida confirmacao de seu envolvimento no ciclo de N. risticii.

2.5.2.2.2 Morcegos
Num estudo realizado na Pensilvania, espécies de trematddeos Acanthatrium
oregonense isolados de morcegos Eptesicus fuscus continham DNA de N. risticii. Além disso,

figado e bago de E. fuscus e Myotis lucifugus também foram positivos para DNA de N. risticii
(GIBSON et al., 2005).



2.5.4 Sintomatologia clinica e achados hematologicos

Os sinais clinicos sao bastante varidveis e incluem inicio sibito, febre, depressao,
anorexia, reducdo dos borborigmos intestinais, edema subcutdneo nos membros e no abdome,
desidratacdo, laminite e diarréia. A diarréia pode ser leve ou severa e ocorre em 10% a 30%
dos casos, podendo ser também transitéria, persistente ou ndo ocorrer. Laminite ocorre em
15% a 25% e dor abdominal severa em aproximadamente 5% a 10% dos animais acometidos.

Os achados laboratoriais s@o leucopenia com desvio a esquerda inicial (< 5000
células/ul) seguida por uma leucocitose rebote (>14.000 células/ul), aumento na concentracio
de proteina plasmatica, aumento do hematdcrito e trombocitopenia (RIKIHISA, 2004).

Em infeccdes experimentais a primeira observacdo é o aumento da temperatura retal 9
a 14 dias ap6s inoculacdo, que geralmente permanece até a morte do animal ou até a resolucio
dos sinais clinicos. Além disso, anorexia, depressdo, perda de peso, taquipnéia, congestao de
membranas mucosas e diarréia aquosa também sdo verificados em infec¢des experimentais
(RIKIHISA; PERRY, 1985; BURG et al., 1990).

2.6 Diagnostico

Devido a patogenicidade de N. risticii o diagndstico precoce da EME é de extrema
importincia para a instituicdo de medidas terapéuticas especificas, pois os sinais clinicos
podem mimetizar outras doencas de equinos que cursam com desordens abdominais e diarréia
(BISWAS et al., 1994). Além disso, devido ao curto periodo de incubacdo da doenca, a
maioria dos equinos demonstra os primeiros sinais clinicos da infec¢do ao mesmo tempo em
que desenvolvem os primeiros titulos detectdveis (MADIGAN et al., 1989)

O diagnéstico definitivo ante mortem de infeccdo por N. risticii requer uma
combinagdo de sinais clinicos, testes sorolégicos e detec¢do do agente. O diagndstico
diferencial inclui salmonelose, diarréia clostridial, arterite viral equina e {leo paralitico
secunddrio a deslocamento ou obstru¢do (LONG, 2003).

A deteccdo do agente pode ser realizada de trés formas: identificacdo de mérulas em
mondcitos durante a fase aguda da doenca, isolamento do organismo a partir de capa
leucocitaria e PCR da capa leucocitdria ou de fezes (RISTIC et al., 1986; BISWAS et al.,
1994; BARLOUGH et al., 1998).

O diagnéstico através da identificacdo de N. risticii em esfregacos sanguineos é
bastante limitado, podendo ser realizado somente na fase aguda da doenca, além disso,
somente alguns mondcitos estio infectados e com poucos organismos durante a fase aguda da
infeccdo (RIKIHISA, 2004).

Tanto a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (RISTIC et al., 1986) quanto a
Reacdo Imunoenzimatica (ELISA) (DUTTA et al., 1987; PRETZMAN et al., 1987) sdo testes
para deteccdo de anticorpos anti- N. risticii, entretanto alguns laboratérios consideram a RIFI
como um teste mais confiavel (LONG, 2003).

Apesar de um titulo de anticorpos estar presente no curso da doenca clinica, é dificil
diferenciar titulagdes derivadas de infeccdo recente, de pds vacinal ou exposi¢ido prévia
(RISTIC et al., 1986).

2.6.1 Diagnéstico sorologico

Todos os membros do género Ehrlichia induzem resposta imune especifica humoral.
N. risticii induz producdo de anticorpos especificos, em infeccdes naturais e experimentais,
com ou sem presenca de sinais clinicos. Poucos dias ap6és a infeccdo ocorre uma resposta de
IgM, que dura menos de dois meses (RIKIHISA, 2004). Um resposta do tipo IgG, detectavel
através da RIFI, ocorre 9 a 12 dias ap6s a infec¢do (RISTIC et al., 1986), com pico médximo
ao redor de 25 dias (DUTTA et al., 1998), e que dura no minimo vinte meses (MESSICK et
al., 1994).



A resposta soroldgica ocorre em todos os animais expostos a N. risticii, independente
da producdo ou ndo de doenca clinica, por isso 0s testes soroldgicos isoladamente, sem
histérico dos animais, fornecem informagdes limitadas para o diagndstico da doenca
(RIKIHISA, 2004).

O diagnéstico sorolégico de infeccdes por Ehrlichia spp. € realizada principalmente
através da RIFI (RIKIHISA, 2004). Diversos estudos utilizam este teste para o diagndstico
sorolégico de N. risticii (GORDON et al., 1988; GOETZ et al., 1989; OLCHOWY et al,,
1990; RIKIHISA et al., 1990; KIPER et al., 1992). Madigan et al. (1995) comparando a RIFI
com dois outros testes diagnodsticos, ELISA e Western Immunoblot, verificaram uma alta taxa
de falso-positivos na RIFI, entretanto sugeriram que este achado pudesse ser em decorréncia
da rotina vacinal para N. risticii nos animais avaliados. Segundo Ristic et al. (1986) a RIFI
constitui um método eficiente para detec¢do de anticorpos contra N. risticii (RISTIC et al.,
1986).

O titulo de corte para o resultado soroldgico positivo varia de acordo com o
laboratdrio, entretanto quanto maior o titulo, maior € a correlacio com a doenca clinica
(RIKIHISA, 2004). A chance de equinos sauddveis exibirem titulos de 1:40 ou menores &
semelhante a de equinos doentes nas fases iniciais, finais da doenga ou com baixos niveis de
infec¢do por N. risticii. Além disso, existe a possibilidade de reacdo cruzada com outros
microrganismos. Devido a isso, quanto maior o titulo apresentado pelo animal, mais confidvel
¢ o diagnostico soroldgico (RIKIHISA et al., 1990).

2.6.2 Cultivo celular

N. risticii € normalmente isolada em linhagens celulares de histicitos de linfoma
humano (células U-937 e LH-60) (RIKIHISA; PERRY, 1985), mondcitos de cao DH-82
(HOLLAND et al., 1985) e células de camundongos P388D; (DUTTA et al., 1985).

2.6.3 Diagnéstico molecular

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), Nested PCR e Real Time PCR sio técnicas
moleculares utilizadas para o diagndstico, tanto de infec¢des naturais quanto de infeccdes
experimentais, entretanto sdo dispendiosos e podem ser mais demorados que o diagndstico
sorolégico. Resultados negativos através de técnicas moleculares ndo indicam
necessariamente que nio hd infec¢do (RIKIHISA, 2004)

2.7 Tratamento e Prevenciao

Em estudos in vitro N. risticii é sensivel a oxitetraciclina, doxiciclina e
demeclociclina, porém € resistente a eritromicina e dcido nalidixico. A oxitetraciclina e a
doxiciclina corrigem a febre e outros sinais clinicos da EME em 24 a 48 horas, apesar da
doxiciclina experimentalmente em camundongos ser mais eficaz que a oxitetraciclina, esta
dltima € mais utilizada em equinos, pois a doxiciclina intravenosa possui efeitos toxicos
(RIKIHISA; JIANG, 1988).

Devido a semelhanga da sintomatologia clinica da EME e da salmonelose, em alguns
casos a oxitetraciclina ndo € utilizada, pois € contra-indicada nos casos de salmonelose, o que
dificulta a corre¢do dos sintomas (CRAWFORD; DILBECK, 1988).

Segundo Rikihisa et al. (2004) a ingestdo de trematddeos infectados € a principal fonte
de transmissdo em circunstancias naturais. Moluscos aquaticos (DUTRA et al., 2001; CHAE
et al., 2002; PARK et al., 2003; COIMBRA et al., 2005), insetos aquiticos (MADIGAN et al.,
2000; WILSON et al., 2006), morcegos (GIBSON et al., 2005) e passaros (PUSTERLA et al.,
2003) podem albergar esses trematédeos infectados com N. risticii, o que dificulta o controle
dos vetores em condi¢des naturais. Segundo Long (2003) limitar o acesso a pastos com fontes



de 4dgua é um ponto importante do controle da EME, mesmo que este acesso seja limitado
somente nos meses de maior incidéncia de casos da doenca.

A vacinacao, realizada em dreas endémicas para EME nos EUA, ¢ feita duas vezes ao
ano, uma no inicio do periodo critico para ocorréncia da doenga e outro no final deste periodo.
Comercialmente existem trés tipos de vacinas preparadas a partir de cultivo celular de N.
risticii inativado, entretanto os titulos obtidos apds a vacinacdo sdo menores e com duragdo
menor que aqueles obtidos em infeccdes naturais (RIKIHISA, 2004). Todas as vacinas
comerciais sdo produzidas a partir de uma cepa de N. risticii isolada de um equino com
doenga clinica proveniente de Maryland em 1984 (Isolado Illinois) (DUTTA et al., 1998).

Diversos estudos relatam falhas na protecio obtida a partir da vacinagdo (MOTT et al.,,
1997; DUTTA et al., 1998). Avaliando 20 equinos clinicamente positivos para EME,
Vemulapalli et al. (1995) verificaram que destes animais 16 eram vacinados para EME com
vacinas comerciais. Essa falha vacinal pode ser devido as variagdes antigénicas de N. risticii.
Apesar desta falha na protec@o vacinal, nas areas endémicas dos EUA para EME a vacinacdo
¢ recomendada.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Caracteristicas do Local de Estudo

O estudo foi realizado em propriedades equestres da microrregidao de Itaguai da
mesorregido metropolitana do Rio de Janeiro, composta por trés municipios:

e [taguai: 22°51°08°’ latitude Sul; 43°46°31° longitude Oeste; altitude: 13 metros.

e Mangaratiba: 22°57' 36" latitude Sul; 44°02'27°" longitude Oeste; altitude 18 metros.

e Seropédica: 22°44°38”’ latitude Sul; 43°42°27"° longitude Oeste; altitude 26 metros.

O clima da microrregido de Itaguai € caracterizado como tropical com estagdo seca e
chuvas no verdo (Aw) segundo classificagdo de Kdppen-Geiger (PEEL et al., 2007).

Os trés municipios possuem dreas em hectare bastante semelhante, conforme demonstrado
no Quadro 1.

Quadro 1. Area dos municipios e populacio de equinos da microrregido de Itaguai do estado
do Rio de Janeiro.

. . Area Populacao

Municipio (ha)* Equinos*

Seropédica 28.379 794 (2006)

Itaguai 27.156 490 (2009)

Mangaratiba 35.165 140 (2009)
Total 90.700 1.424

*Fonte: IBGE, 2010.

3.2 - Tamanho da Amostra

Devido a inexisténcia de dados referentes a prevaléncia desta doenca no Brasil, foi
realizado um estudo piloto com 100 animais da microrregido de Itaguai, com o objetivo de
nortear a definicao do tamanho da amostra a ser estudada. Neste estudo piloto a prevaléncia
de anticorpos anti-N. risticii obtida foi de 26%.

Para a determinacdo do tamanho da amostra foi estabelecido o grau de confianca de
95%, prevaléncia obtida no estudo piloto de 26% e margem de erro admitida de 5%. O
nimero minimo de amostras individuais de soro estabelecidas para coleta na microrregido foi
de 296 amostras, segundo a equacdo descrita por Sampaio (2002) a seguir:



n=1 96%13%21&@)
d
onde: n = tamanho da amostra; P, = prevaléncia esperada; d’= precisdo absoluta desejada.

A coleta de amostra dos 350 animais foi realizada por conveniéncia. As propriedades
foram visitadas e, apds consentimento do proprietdrio ou responsavel, as amostras foram
coletadas. Em situagdes em que o nimero de equinos da propriedade foi inferior a 10 a coleta
foi realizada de todos os animais. Por outro lado, quando o nimero de animais foi superior a
10 foram coletas amostras de 10% da populacdo total de equinos da propriedade.

As coletas foram realizadas na microrregido de Itaguai no periodo de janeiro a maio de
2009, nas quais 350 equinos foram examinados e posteriormente submetidos a coleta de
sangue. Dos 350 animais examinados da microrregido de Itaguai, 116 eram do municipio de
Itaguai, 90 de Mangaratiba e 144 de Seropédica.

Em cada local de coleta a altitude foi registrada e os pontos georreferenciados com a
utilizagdo de receptores Global Positioning System (GPS). O sistema de referéncia utilizado
foi South American Datum 1969 (SAD69). Para a geragdo do mapa de localizagdo da drea do
estudo utilizou-se o software ARC GIS® 9 da ESRI (Figura 1).

SEROPEDICA

UF.Rural.RJ

Pos-Graduagao
Ciéncias Veterinarias

ITAGUAI

@ PONTOS DE AMOSTRAGEM

MANGARATIBA

= Microrregigo Itaguai

N

A

GCS - SAD69

Figura 1. Detalhamento dos pontos de coleta na Microrregido de Itaguai, RJ (em maior
escala). Localizacdo da microrregido de Itaguai, na mesorregido metropolitana do Rio de
Janeiro (em menor escala).

3.3 - Questionarios

Antes da colheita de sangue dos animais, os proprietarios ou funciondrios responséveis
foram informados sobre o estudo, sua importancia e que suas propriedades foram escolhidas
para a realizacdo do estudo. Apds autorizagdo, foi aplicado um questiondrio (Anexo A) com o
objetivo de avaliar os possiveis fatores associados (sexo, idade, raga, municipio de coleta,
atividade dos equinos, origem, presenca de caramujo, qualidade da propriedade, acesso a
pastagem e tipo de drea) com o resultado positivo na RIFI para N. risticii.
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As propriedades foram classificadas em quatro categorias com base em diferentes

caracteristicas relacionadas a estrutura da propriedade e ao manejo dos animais:

e Nivel 6timo: animais criados em baias e piquetes que recebiam alimentagdo composta
de volumoso desidratado (feno) e racdo. H4 vacinacdo, controle de ecto e
endoparasitas de forma sistematica e assisténcia veterindria constante.

e Nivel bom: idem anterior, exceto pela alimentacio que ji incluia forrageiras
provenientes de capineira, e a vacinagdo, controle de ecto e endoparasitas ndo eram
feitos de forma sistematica.

e Nivel razodvel: animais criados em baias e a pasto, havia controle esporddico de ecto e
endoparasitos e a assisténcia veterindria era esporadica.

e Nivel ruim: animais criados principalmente a pasto, ndo havia controle sistematico de
ecto e endoparasitas e ndo havia assisténcia veterindria.

3.4 Avaliacao Clinica
Antes da colheita de sangue, os animais foram submetidos a um exame clinico completo
(SPEIRS, 1999) com o objetivo de identificar possiveis alteragdes. Esse exame foi composto
das seguintes varidveis:
® Frequéncia cardiaca: mensurada através de estetoscopio na drea pré-cordial durante 60
segundos (Valores normais: 30-40 bpm);
® Frequéncia respiratéria: mensurada observando-se os movimentos do gradil costal
durante 60 segundo (Valores normais: 18-20 rpm).
e Coloracdo de mucosas: inspe¢do visual
e TPC (Tempo de Preenchimento Capilar): mensurado apds pressdo digital na mucosa
oral (1 a 2 segundos).
e Temperatura corporal: aferida através de termdmetro clinico inserido no reto do
animal durante 1 minuto (Valor normal: 38,0 + 1,0°C).
e Motilidade Intestinal: com auxilio de estetoscOpio na fossa paralombar esquerda e
direita, progredindo ventralmente.
e Tugor cutaneo: através de prega de pele realizada na regido da escipula.

3.5 Coleta de Sangue

De cada animal foram coletados 10 ml de sangue sem anticoagulante e 5 ml em tubos
contendo EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético), através da punc¢do da veia jugular, com
auxilio de vacuntainer. Nos tubos sem anticoagulante, apds a retragdo do codgulo, o soro foi
centrifugado a 6000 rpm por 5 minutos, sendo retirados 2 mL com auxilio de uma pipeta
automdtica e armazenados em microtubos devidamente identificados e mantidos a
temperatura de -20°C até o momento do teste sorolégico.

Dos tubos com anticoagulante uma aliquota de sangue foi utilizada para a realizagdo
dos hemogramas e o restante foi centrifugado durante 10 minutos a 3000 rpm para promover a
separacdo dos elementos do sangue. Apds a centrifugacdo, o plasma foi descartado e a capa
leucocitdria coletada e acondicionada em recipientes estéreis, contendo 2 mL de PBS (pH
7,2), mantidos a -20°C até o momento dos ensaios moleculares.

3.6 Analises Hematoldgicas

As anélises hematol6gicas foram realizadas na Estacdo Experimental de Pesquisa
Parasitolégica W.O. NEITZ do Departamento de Parasitologia Animal — Instituto de
Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de janeiro.
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Os exames foram feitos em contador automitico de células'. Os parametros
hematolégicos avaliados foram: volume globular (VG), hemoglobina (Hb), hematimetria
(He), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), nimero de plaquetas, volume
plaquetirio médio, leucometria global, nimero de linfocitos, mondcitos e granulécitos.

A concentracdo de solidos totais e fibrinogénio sérico foi realizada por refratometria
(COLES, 1986).

3.7 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A RIFI foi realizada empregando-se o kit comercial®, seguindo as recomendagdes do
fabricante. Foram preparadas diluicdes de 1:50 em salina tamponada (PBS) para todos os
soros a serem testados com o objetivo de realizar uma triagem. Em cada cavidade das laminas
foram pipetados 10ul de cada soro diluido, incluidos em todas as ldminas um controle
negativo e um controle positivo. Em seguida, as 1dminas foram incubadas em camara tmida
por 30 minutos a 37 + 0,5°C, e submetidas a trés lavagens por imersdo de cinco minutos cada
em PBS. Apds secagem a temperatura ambiente, as cavidades das laminas foram recobertas
com 10 pl de conjugado (anti-IgG de equino conjugado ao isotiocianato de fluoresceina) e
repetiu-se a incubacdo em camara Umida por 30 minutos na mesma temperatura. Seguiu-se a
lavagem das laminas como descrito anteriormente, e apds secagem, as laminas foram
montadas com laminula, utilizando-se 2-3 gotas de glicerina tamponada e, posteriormente
observadas em microscépio equipado com fluorescéncia.

Os soros positivos na diluicio de 1:50 foram titulados até ndo apresentarem mais
fluorescéncia (dltima diluicdo).

3.8 Real Time PCR (q-PCR)
3.8.1 Extracao de DNA a partir de amostras de sangue e Real Time PCR .

A extracio de DNA total a partir de 70 pl de capa leucocitdria foi realizada
empregando-se o kit comercial’ seguindo as recomendacdes do fabricante. A amostra foi
colocada em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml onde foi adicionado 50ul de solucdo A
(solucdo de lise). Em seguida a mistura foi homogeneizada em vortex durante intervalos de 1
segundo, até a obtencdo de uma amostra bem dispersa. Apds esta etapa, seguiu-se incubacio a
65°C por 10 minutos, adicdo de 20 pl de solucdo B, e homogeneizacdo em vortex até o
precipitado mover-se livremente no tubo e a amostra estar uniformemente viscosa (10 seg-
Imin). Apds a obtencdo desta amostra viscosa, foram adicionados 70 pl de cloroférmio e a
mistura agitada em vortex até a viscosidade decrescer e a mistura apresentar-se homogénea
(10 seg-1 min). Seguiu-se centrifugagcdo a 14.500 rpm por 10 minutos a 4°C para separar as
fases e formar a interface. A fase aquosa (sobrenadante) foi transferida para um novo tubo de
microcentrifuga, onde foram adicionados 445 pl de tampdo TE, 5 pl de glicogénio e 1 ml de
etanol 100% (-20°C). Essa mistura foi homogeneizada por inversio e incubada em gelo por
30 minutos. Apds a incubacdo, o material foi centrifugado a 14.500 rpm durante3-5 minutos a
4°C e, o etanol removido com auxilio de uma pipeta Pasteur. Este processo foi repetido por
mais duas vezes e entdo o material foi seco a temperatura ambiente por 5 minutos. Para
finalizar o processo de extracio de DNA a partir de capa leucocitiria, o pellet foi
ressuspendido em 10 pl de tampao TE e armazenado em microtubos a -80°C até a realizagdo
do qPCR.

" (ABC Vet®, Horiba ABX)
2 Smartvet™ Neorickettsia risticii Equine IFA (VMRD®)

3 Easy-DNA"" Kit for Genomic DNA Isolation (Invitrogen®)
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3.8.2 Obtenciao do controle positivo

O controle positivo foi obtido a partir de cultura de célula DH 82 infectadas com N.
risticii, fixadas em laminas de vidro preparadas para imunofluorescéncia indireta (Fuller
Laboratories, CA, USA). A extracdo de DNA foi realizada utilizando o DNeasy Tissue Kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA), conforme recomendacdes do fabricante.

3.8.3 Real Time PCR (qPCR)

As amostras de DNA dos equinos foram submetidas a amplificacio especifica de um
fragmento de 85bp do gene 16S rRNA para espécie N. risticii. Para esta andlise utilizou-se os
primers 133f (5’-GTTATTCCCTACTACCAGGCAAGTTC-3’) e 54r (5-AACGGAAT
CAGGGCTGCTT-3") (PUSTERLA et al.,, 2000c). O mix de cada reacdo foi de 12uL
contendo: 6uL Power SYBR® Green PCR Master Mix (1X), 0,9uM de cada oligonucleotideo
iniciador e 3uL (90ng) de DNA total. O programa de amplificagdo apresentou um passo de
desnaturagdo inicial a 95°C por 10 minutos e 40 ciclos com a seguinte programacdo:
desnaturagdo a 95°C por 15 segundos e anelamento-extensdo a 60°C por 1 minuto. Apds a
amplificacdo, uma curva de dissociacdo dos fragmentos amplificados foi obtida para
visualizacdo da especificidade da amplificacdo. As amostras foram consideradas positivas
com cycle threshold (Cr) inferior a 35 ciclos € com o produto amplificado com a mesma
temperatura de dissociacdo do controle positivo.

3.9 Analise Estatistica

A prevaléncia de anticorpos anti-N. risticii nos animais avaliados nas diferentes
categorias foi calculada e, possiveis diferencas foram avaliadas através do teste de Qui-
quadrado (xz) em nivel de 5% de significancia (AYRES et al., 2007).

Os dados hematoldgicos que apresentaram distribuicdo normal foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e quando significativas as médias foram analisadas pelo Teste
F em nivel de 5% de significancia. Os dados hematolégicos ndo paramétricos foram
submetidos ao teste Mann-Whitney em nivel de 5% de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A frequéncia de anticorpos IgG anti-N. risticii em equinos na microrregido de Itaguai
foi de 26,3% (92/350), com titulos variando de 1:50 a 1:800. As prevaléncias obtidas na
titulacdo de anticorpos foram: 13,7% (48/350) para os animais com titulo de 1:50, 3,4%
(12/350) para equinos com titulo de 1:200, 7,4% (26/350) no titulo de 1:400 e 1,7% (6/350)
em equinos com titulo de 1:800, conforme demonstrado na Tabela 1.

Os resultados soroldgicos observados no presente estudo indicam a possivel circulacio
de N. risticii na microrregido de Itaguai, uma vez os animais nos avaliados houve a presenca
de titulos de 1:400 e 1:800, apesar dos animais ndo apresentavam alteracdes clinicas
compativeis nem histérico para EME, isso refor¢a a possibilidade de N. risticii circular na
populagdo avaliada. Segundo Rikihisa et al. (1990) quanto maior for a titulacdo de anticorpos
anti- N. risticii em equinos, mais confidvel e especifico é o diagndstico soroldgico. Neste
estudo.

Tabela 1. Frequéncia de anticorpos anti-Neorickettsia risticii nas titulacdes de 1:50, 1:100,
1:200, 1:400 e 1:800 em equinos através da técnica de Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) na microrregido de Itaguai.

Neorickettsia risticii

Titulo Frequéncia absoluta Frequéncia relativa Prevaléncia
(n=350) (%) (%)
1:50 48 52,2 13,7
1:100 0 0,0 0,0
1:200 12 13,0 3,4
1:400 26 28,3 7,4
1:800 6 6,5 1,7
Total 92 100,0 26,3

Possivelmente, essa enfermidade ocorre em outras regides do territério nacional com
caracteristicas semelhantes a regido estudada. No Brasil, até o presente momento, ndo foram
realizados inquéritos soroepidemiolégicos para este agente. Entretanto, alguns estudos foram
realizados para avaliar a ocorréncia da enfermidade no pafs, tanto na regido Sul, no estado do
Rio Grande do Sul, quanto na regido Sudeste, no estado do Rio de Janeiro (COIMBRA, et. al.
1999, 2003; FERRAO et al. 2007.) Evidéncias sorolégicas para N. risticii também foram
observadas em equinos, nos Estados Unidos, Canadd, Franca, Itdlia, Venezuela, india e
Australia (PALMER et al., 1986; BREIDER; HENTON, 1987).

Pesquisas demonstraram que nos EUA a prevaléncia de anticorpos anti-N. risticii varia
de 7,5% a 76% dependendo da regido, da época do ano e da populacdo de equinos estudada
(ATVILL et al., 1996; KIPPER et al.,1992; GORDON et al., 1988; GOETZ et al., 1989). A
taxa de prevaléncia de 26,3% observada no presente estudo foi semelhantes a obtida por
Olchowy et al. (1990), os quais avaliaram 2.549 equinos no estado de Minnesota e obtiveram
uma prevaléncia de 26,6% de anticorpos anti-N. risticii, considerando os animais positivos,
aqueles que apresentaram titulos iguais ou maiores que 1:80 através da RIFI. Semelhante
resultado foi também observado por Crawford e Dilbeck (1988), em estudo realizado em
Washington, com 27,4% de soropositividade ao agente em questio e por Goetz et al., (1989)
que observaram soroprevaléncia em 16,75% dos equinos em Illinois, com titulos na RIFI que
variaram de 1:10 até 1:640, com 14% de animais positivos na menor dilui¢io e 2,2% na maior
diluicao.
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Outras pesquisas desenvolvidas nos EUA demonstraram prevaléncia de anticorpos
anti- N. risticii semelhantes em diferentes estados americanos. Kiper et al. (1992) observaram
16% de soropositividade nos equinos do estado do Colorado e Madigan et al. (1995), 15,9%
na Califérnia. A prevaléncia da EME varia em fun¢do da drea estudada e também com a
presenca de sinais clinicos compativeis com a doenca. Gordon et al.(1988) realizaram um
estudo no estado de Ohio, em duas propriedades com histérico de animais positivos ao agente,
e observaram 64,9% de soropositividade. Esses dados nos permitem sugerir que estudos em
dreas ja consideradas como endémicas e utilizando amostragens de animais com sinais
clinicos compativeis com EME, exibem prevaléncias superiores a grupos de animais
aparentemente saudaveis.

Muitos estudos consideram a RIFI como um teste eficiente, sensivel e especifico para
o diagnéstico soroldgico de N. risticii, sendo desta forma utilizada em estudos
soroepidemioldgicos (RISTIC et al., 1986; RIKIHISA; PERRY, 1985). Contudo, a relacio da
dilui¢do estabelecida como ponto de corte para a RIFI é bastante discutida (GORDON et al.,
1988; RIKIHISA et al., 1990; OLCHOWY et al., 1990). Muitos trabalhos consideram animais
com titulos de 1:40 como sendo positivos para N. risticii (KIPER et al., 1992), enquanto
outros estudos consideram que titulos entre 1:10 e 1:40 possuem relevancia epidemioldgica
quando adicionados ao histérico do animal e avaliagao clinica (GOETZ et al., 1989).

No presente estudo, a coleta das amostras foi realizada por conveni€ncia, em uma
populagdo de equinos aparentemente sauddveis. Rikihisa et al. (1990) em um estudo
avaliando animais Puro Sangue de dois hipédromos em Ohio obtiveram uma prevaléncia de
19% em animais sem sinais clinicos de EME, no entanto Gordon et al. (1988) observaram
uma taxa de prevaléncia de 64,9% em equinos com sinais clinicos sugestivos de EME. No
Brasil, Ferrdo et al. (2007) observaram 79% de animais positivos através da RIFI, numa
amostra de 19 equinos provenientes das regides metropolitana e serrana do estado do Rio de
Janeiro com sintomas clinicos compativeis com EME. Esses achados sugerem que
prevaléncias maiores para N. risticii sdo obtidas em populacdes de animais com sintomas
clinicos de EME quando comparadas com populac¢des de animais aparentemente saudaveis.

Numa pesquisa avaliando um surto de EME numa propriedade no Rio Grande do Sul,
Coimbra et al. (2006) verificaram que numa populagdo de 50 animais, 13 (26%) apresentavam
evidéncias clinicas da doenga. Dos animais acometidos sete foram avaliados através da
técnica de PCR, resultando em trés amostras positivas para N. risticii. Apesar desses 50
equinos serem provenientes de uma propriedade com histérico clinico de EME, a prevaléncia
obtida por esses pesquisadores € bastante semelhante a verificada neste estudo. Esse fato pode
ser atribuido ao baixo niimero de animais utilizado por Coimbra et al. (2006) em comparagdo
a amostragem do presente estudo.

Da mesma forma, em um estudo conduzido numa propriedade no Uruguai, 11/12
equinos com sinais clinicos compativeis com EME foram positivos na RIFI, com titulos que
variaram de 1:40 a 1:320 ao longo de quatro anos. De 140 cavalos nativos desta mesma
propriedade 21 (15%) exibiram sinais clinicos compativeis com a EME e destes 57% (12/21)
vieram a ébito em um periodo de 10 anos. Ainda nesta mesma propriedade 35,3% (12/34) dos
animais introduzidos de outra regido apresentaram sinais clinicos e destes 66,7% (8/12)
vieram a obito em trés anos (DUTRA et al., 2001) . Esses dados reforcam a existéncia na
EME no sul do Brasil, Uruguai e no Rio de janeiro, através de evidéncias clinicas, soroldgicas
e moleculares da doenca.

No presente estudo foram coletadas amostras em 31 propriedades nos trés municipios
que compde a microrregido de Itaguai. Em Mangaratiba 100% (5/5) das propriedades tiveram
pelo menos um animal positivo na RIFI para N. risticii, enquanto em Itaguai este percentual
foi de 80% (8/10) e em Seropédica 68,8% (11/16).
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Entre os municipios que compde a microrregido de Itaguai, ndo houve associacdo em
relacdo a positividade para N. risticii. No municipio de Seropédica a prevaléncia obtida foi de
23,6%, em Itaguai 27,6% e Mangaratiba 28,9%. Desta forma, as diferentes caracteristicas
geograficas e climdticas observadas entre esses municipios ndo promoveram associagdo entre
o municipio e a soropositividade dos animais estudados (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia de anticorpos anti-Neorickettsia risticii nas titulagdes de 1:50, 1:100,
1:200, 1:400 e 1:800 em equinos através da técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) em funcdo do municipio avaliado.

Municipio N Positivos Titulo
1:50 1:100 1:200 1:400 1:800
Seropédica 144 34*(23,6%)  18(52,9%) 0(0,0%) 4(11,8%)  11(32,4%) 1(2,9%)
Itaguaf 116 32*(27,6%)  15(469%) 0(0,0%) 5 (15,6%) 8 (25,0%) 4(12,5%)
Mangaratiba 90 26°(28,9%)  15(57,7%) 0(0,0%) 3 (11,5%) 7 (26,9%) 1(3,8%)
Total 350 92(26,3%) 48 (52,2%) 0(0,0%) 12 (13,0%) 26 (28,3%) 6 (6,5%)

* Valores nas colunas, seguidos de letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado e/ou
pelo teste Exato Fisher a 5% de significancia (p>0,05).

Em relacdo ao sexo, a amostra avaliada foi composta por 43,4% (152/350) de fémeas e
56,6% (198/350) de machos. Entre as fémeas foi verificada uma frequéncia de anticorpos
anti-N. risticii de 30,3% (46/152) e entre os machos de 23,2% (46/198), sem haver associacio
entre sexo e soropositividade (p>0,05). As frequéncias de animais soropositivos nas titulagdes
de 1:50, 1:110. 1:200, 1:400 e 1:800 em relagdo ao sexo estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Frequéncia de anticorpos anti-Neorickettsia risticii nas titulagdes de 1:50, 1:100,
1:200, 1:400 e 1:800 em equinos através da técnica de Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) em funcéo do sexo.

Titulo
Sexo N Positivos
1:50 1:100 1:200 1:400 1:800
Fémea 152 46" (30,3%) 22 (47,8%) 0(0,0%) 8 (17,4%) 12 (26,1%) 4 (8,7%)
Macho 198 46" (23,2%) 26 (56,5%) 0(0,0%) 4 (8,7%) 14 (30,4%) 2 (4,3%)

Total 350 92 (26,3%) 48 (52,2%) 0 (0,0%) 12 (13,0%) 26 (28,3%) 6 (6,5%)

* Valores nas colunas, seguidos de letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado e/ou
pelo teste Exato Fisher a 5% de significancia (p>0,05).

Segundo Rikihisa et al. (1990), Goetz et al. (1989) e Olchowy et al. (1990) a varidvel
sexo ndo interferiu na positividade dos animais de forma significativa. Entretanto, Atwill et al.
(1992) observaram diferenca estatistica nesta varidvel, onde as fémeas exibiram uma chance
2,7 vezes maior de possuirem titulos positivos que os machos.

Em relacdo a idade dos animais, no presente trabalho houve associagdo entre esta
varidvel e soropositividade (p<0,05) para N. risticii. Além disso, observou-se que a frequéncia
de anticorpos anti-N. risticii tende a aumentar nas faixas etdrias superiores, em que os animais
com idade superior a 10 anos apresentaram maior prevaléncia (33,7%, 33/98) em relacdo as
demais faixas etdrias, onde foram observadas prevaléncias de 26,7% (23/86) e de 26,9%
(36/134) para animais ente 1 e 5 anos e entre 5 e 10 anos, respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 4. Frequéncia de anticorpos anti-Neorickettsia risticii nas titulagdes de 1:50, 1:100,
1:200, 1:400 e 1:800 em equinos através da técnica de Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) em funcao da idade.

Faixas o Titulo

. N Positivos
Etarias 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800
<1 ano 32 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)

>1-5anos 86  23%(26,7%) 17(73.9%)  0(0,0%) 1 (4,3%) 4 (17,4%) 1 (4,3%)
>5-10anos 134 36" (26,9%) 15(41,7%)  0(0,0%)  6(16,7%) 12(33,3%) 3 (8,3%)
>10anos 98  33*(33,7%) 16(48,5%)  0(0,0%)  5(15.2%) 10 (30,3%) 2 (6,1%)

Total 350 92 (26,3%) 48 (52,2%)  0(0,0%) 12(13,0%) 26(28,3%)  6(6,5%)

* Valores nas colunas, seguidos de letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado e/ou
pelo teste Exato Fisher a 5% de significancia (p>0,05).

Estes resultado sdo compativeis aqueles reportados por Madigan et al. (1989), num
levantamento epidemioldgico realizado na Califérnia, onde a maior prevaléncia de anticorpos
foi verificada em animais mais velhos, e por Atwill et al. (1992) que verificaram maior
soropositividade em animais com idade superior a 10 anos, sendo o pico de anticorpos aos 12
anos de idade. Em doengas transmitidas por vetores, essa tendéncia é facilmente explicada
pelo aumento da probabilidade do hospedeiro encontrar o vetor infectado pela N. risticii ao
longo do tempo. E importante ressaltar que todos os animais com idade inferior a um ano
apresentaram resultado negativo na sorologia para N. risticii, fato que pode ser atribuido ao
fato destes animais passarem a maior parte do tempo até os seis meses de vida mamando e
pouco pastarem ou até beberem 4dgua no pasto. Este achado é compativel com o estudo
realizado por Dutra et al. (2001) no Uruguai, onde durante 10 anos, numa populacido de 140
animais nativos (nascidos e criados na propriedade) ocorreram 21 casos clinicos da doenca e
todos os animais acometidos tinham idade superior a um ano. Em outros estudos que
envolvem avaliacdo epidemiolégica, a idade minima dos animais incluidos no estudo foi
superior a seis meses € em alguns casos, com a condi¢do de ja terem sido desmamados
(OLCHOWY et al., 1990; KIPER et al., 1992; GOETZ et al., 1989) devido a possivel
transferéncia de anticorpos anti-N. risticii via colostro (DAWSON et al., 1987).

Com relacdo a raga dos equinos avaliados no estudo, ndo houve associacio entre esta
variavel e a frequéncia de anticorpos anti-N.risticii. Nos equinos sem raga definida (SRD)
28,4% (33/116) foram positivos, nos animais das ragas Mangalarga Machador, Puro Sangue
Inglés e Quarto de Milha 21,1% (27/128), 30,9% (17/55) e 31,6% (6/19) foram positivos,
respectivamente. Nos animais agrupados em outras racas houve 28,1% (9/32) de animais
positivos (Tabela 5).
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Tabela 5. Frequéncia de anticorpos anti-Neorickettsia risticii nas titulagdes de 1:50, 1:100,
1:200, 1:400 e 1:800 em equinos através da técnica de Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) em funcao da raca.

. Titulo
Ragas N Positivos 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800
SRD' 116 33°(28.4%)  14(424%)  0(00%)  5(152%)  11(333%) 3 (9,1%)
MM® 128 27°(211%)  15(55.6%)  0(0.0%) 2 (7.4%) 8(29.6%) 2 (7.4%)

PSP 55 17°(30,9%) 8 (47,1%) 0 (0,0%) 3 (17,6%) 5(294%)  1(5.9%)
QM* 19 6 (31,6%) 4(66,7%) 0 (0,0%) 1(16,7%) 1(16,7%)  0(0,0%)
OR’ 32 9°(28,1%) 7(77,8%) 0 (0,0%) 1(11,1%) 1(11,1%)  0(0,0%)

Total 350  92(26,3%) 48 (52,2%) 0 (0,0%) 12 (13,0%) 26 (28,3%) 6 (6,5%)

* Valores nas colunas, seguidos de letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado e/ou
pelo teste Exato Fisher a 5% de significancia (p>0,05). 'Sem Raca Definida; 2Mangalarga Marchador; *Puro
Sangue Inglés; *Quarto de Milha; *Outras Racas sem expressao numérica na amostragem.

Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos na literatura, onde a raca dos animais
avaliados ndo mostrou associagdo com a prevaléncia de anticorpos anti-N. risticii (KIPER et
al., 1992; GOETZ et al., 1989). Apesar de ndo haver diferenca estatistica entre as ragas e a
soropositividade, uma maior prevaléncia foi observada nos animais da raca Quarto de Milha
(31,6%) e Puro Sangue Inglés (30,9%). Em relagcdo aos animais da raca PSI, esse resultado
pode estar associado a origem dos animais, que na maioria ou até mesmo na sua totalidade sao
provenientes do sul do Brasil, onde estdo localizados os principais haras de criacdo de PSI,
regido aonde a EME vem sendo reconhecida como um problema hd mais de 100 anos. O
primeiro diagndstico no Brasil ocorreu no Rio Grande do Sul em 1998 (COIMBRA et al.,
2003), entretanto os poucos estudos no sul do Brasil sdo realizados em cavalos da raga
Crioula no Rio Grande do Sul, indicando que a doenca também pode ser um sério problema
para os animais da raca PSI. Dentre os animais da raca Quarto de Milha soropositivos para N.
risticii, a maioria € utilizada para esporte, principalmente provas de tambor e baliza. Na regido
do estudo é frequente que esses animais nadem em lagoas e agudes préximos a propriedade
como parte do seu treinamento. Esse acesso a locais onde existem fontes de dgua ¢é
considerado por Long (2003) como um ponto importante na infec¢do por N. risticii.

Nao houve associacdo (p>0,05) entre o tipo de drea predominante na propriedade e a
prevaléncia para anticorpos anti-N. risticii nos animais avaliados no estudo (Tabela 6). A
frequéncia de anticorpos nos animais provenientes de propriedades que possuem rios, riachos
ou acudes na sua extensdo foi de 24,2% (15/62), nos animais oriundos de propriedades com
dreas alagadas foi de 28,5% (73/256) e de equinos oriundos de propriedades com drea
predominantemente seca 12,5% (4/32). Segundo alguns autores o acesso a rios, lagoas e
acudes, € um fator de risco para a contaminacdo com o agente da EME, que pode ser
veiculado no ambiente por moluscos e insetos aquiticos (PUSTERLA et al., 2000;
COIMBRA et al., 2005). A chance de entrar em contato com o vetor é um possivel fator de
risco (KIPER et al., 1992), sendo assim equinos que t€ém acesso a pastagens que contenham
rios, lagos ou lagoas apresentam maior probabilidade de exibirem titulos sorolégicos elevados
para N. risticii. (PERRY et al., 1986; OLCHOWY et al,, 1990). Devido a semelhanca
genética com outras riquetsias de transmissdo oral, foi sugerido que a N. risticii acompanha
este padrio de transmissdo, possivelmente intermediada por trematédeos albergados por
moluscos e insetos de ambiente aquitico (BARLOUGH et al., 1998; RIKIHISA et al., 1998;
COIMBRA et al., 2005).
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Tabela 6. Frequéncia de anticorpos anti-Neorickettsia risticii nas titulagcdes de 1:50, 1:100,
1:200, 1:400 e 1:800 em equinos através da técnica de Reag¢do de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) em funcao do tipo de area.

. Titulo
Area N Positivos
1:50 1:100 1:200 1:400 1:800
Rios/Riachos/ a
Acude 62 15 (24,2%) 4 (26,7%) 0 (0,0%) 4 (26,7%) 5 (33,3%) 2 (13,3%)
Areas alagadas 256 73" (28,5%) 44 (60,3%) 0 (0,0%) 7 (9,6%) 18 (24,7%) 4 (5,5%)
Seca 32 4" (12,5%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(25,0%) 3(75,0%) 0° (0,0%)

Total 350 92(26,3%) 48 (522%) 0(0,0%) 12 (13,0%) 26(283%) 6 (6,5%)

* Valores nas colunas, seguidos de letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado e/ou
pelo teste Exato Fisher a 5% de significancia (p>0,05).

Nao houve associagdo entre soropositividade para N. risticii e a presenga de caramujo
no pasto (p>0,05). A prevaléncia obtida em animais que viviam em propriedades com a
presenca de caramujos foi de 32,4% (24/74) e para aqueles de propriedades sem caramujos foi
de 24,6% (68/276), conforme demonstrado na Tabela 7.

Tabela 7. Frequéncia de anticorpos anti-Neorickettsia risticii nas titulagdes de 1:50, 1:100,
1:200, 1:400 e 1:800 em equinos através da técnica de Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) em funcdo da presenga ou auséncia de caramujos.

Titulo
1:50 1:100 1:200 1:400 1:800
Presente 74 24" (32,4%) 9 (37,5%) 0 (0,0%) 6 (25,0%) 9(37,5%) 0 (0,0%)
Ausente 276 68 (24,6%) 39 (57,4%)  0(0,0%) 6 (8,8%) 17 (25,0%) 6 (8,8%)
Total 350 92(26,3%) 48 (522%)  0(0,0%)  12(13,0%) 26(28,3%) 6(6,5%)

* Valores nas colunas, seguidos de letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado e/ou
pelo teste Exato Fisher em nivel de 5% de significancia (p>0,05).

Caramujos N Positivos

A identificacio do DNA de N. risticii em caramujos ou trematddeos por eles
albergados em dreas com incidéncia clinica, soroldgica e/ou molecular de EME, sugere
importante papel desses moluscos na transmissao natural da doenga (COIMBRA et al., 2005;
PUSTERLA et al., 2000; DUTRA et al., 2001; PARK et al., 2003). O fato de ndo haver
associacdo entre esta varidvel e a positividade dos animais no presente trabalho pode ser
devido a baixa taxa de infec¢do natural por N. risticii nos trematédeos que infectam
caramujos. Em estudo realizado na Coréia do Sul, Park et al. (2003) verificaram que dos 3219
caramujos avaliados apenas 77 albergavam trematédeos infectados por N. risticii, uma taxa de
infecc@o natural de 2,39%. Outro fator importante é o tamanho dos caramujos incriminados
como vetores de N. risticii. Os principais moluscos que atuam como possiveis vetores sdo do
género Heleobia no Brasil (COIMBRA et al., 2005), Juga yrekaensis nos EUA (MOTT et al.,
1997; BARLOUGH et al., 1998) e Semisulcospira libertina e Radix auricularia coreana na
Coréia (PARK et al., 2003). Todos esses caramujos sao pequenos, tendo em média 0,5 cm de
comprimento, o que dificulta a sua visualizagdo. No presente estudo a varidvel (presenca ou
auséncia de caramujos) foi verificada através do questiondrio inferido aos responsdveis pelos
animais. A dificuldade de visualizagdo desses caramujos pode ter interferido na real situacéo
em relacdo a presencga ou auséncia desses moluscos nas propriedades avaliadas.

Nao houve associacio (p>0,05) em funcdo da acessibilidade a pastagem e
soropositividade dos animais, conforme demonstrado na Tabela 8. Porém observa-se uma
tendéncia de aumento na frequéncia de anticorpos para os equinos que possuem acesso ao
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pasto, seja integral com prevaléncia de 27,7% (18/65) ou parcial com prevaléncia de 27,1%
(62/228), em relacdo aos animais que ndo tem acesso a pasto onde a prevaléncia foi de 21,1%
(12/57). Essa tendéncia sugere uma relagdo entre acesso a pastagem, principalmente aquelas
que contenham fontes de dgua e frequéncia de anticorpos anti-N. risticii.

Tabela 8. Frequéncia de anticorpos anti-Neorickettsia risticii nas titulagdes de 1:50, 1:100,
1:200, 1:400 e 1:800 em equinos através da técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) em funcdo da frequéncia de acesso dos animais a pastagem.

Acesso a . Titulo
N Positivos
pastagem 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800
Acesz‘;;r;zgral 65  18'(27,7%) 10(55,6%) 0(0,0) 2(11,1%)  6(333%)  0(0,0%)
Sem;;:tffo O 57 12°QLI%)  00,0%) 00,00 517%)  541,7%)  2(16,7%)
Acessgiiflal A0 208 62°(27,1%)  38(613%) 0(0,0)  5(8,1%) 15 (24,2%)  4(6,5%)
Total 350 92(26,3%) 48 (522%) 0(0,0) 12(13,0%) 26 (28,3%)  6(6,5%)

* Valores nas colunas, seguidos de letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado e/ou
pelo teste Exato Fisher a 5% de significancia (p>0,05).

Na regido estudada é comum o fornecimento aos animais com e sem acesso a
pastagem, de capim-angola (Brachiaria purpurascens), uma forrageira que se desenvolve em
areas alagadas (BODDAN, 1977), que justifica a ndo associacdo entre esta varidvel e a
soropositividade para N. risticii, sugerindo que para estes animais 0 acesso ao vetor possa ser
através do volumoso proveniente do pasto e fornecido na baia.

No presente estudo somente 2% (7/350) dos animais era criado somente com feno e
racdo, sem acesso a capim procedente de capineira ou de pasto. Destes animais alimentados
somente com volumoso desidratado, nenhum foi positivo para N. risticii, fato que reforca a
hipétese de uma possivel infeccio com o agente da EME em equinos que possuiam acesso ao
pasto ou que recebiam forrageiras oriundas do pasto.

O nivel de qualidade das criacdes de equinos na regido estudada variou bastante. Foi
verificada associagdo (p<0,05) entre a situa¢do da propriedade e a soropositividade para N.
risticii. Observou-se que nas propriedades classificadas como Boa a prevaléncia de anticorpos
anti-N. risticii foi de 22,9% (33/144), enquanto nas propriedades classificadas como Razodvel
e Ruim a frequéncia de anticorpos foi de 22,4% (265/116) e 36,7% (33/90), respectivamente.
Os resultados da frequéncia de anticorpos anti-N. risticii em funcdo da situacdo da
propriedade e demais titulagdes estdo listadas na Tabela 9.

Tabela 9. Frequéncia de anticorpos anti-Neorickettsia risticii nas titulagdes de 1:50, 1:100,
1:200, 1:400 e 1:800 em equinos através da técnica de Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) em funcdo do nivel de qualidade da propriedade.

Titulo
Propriedades N Positivos
1:50 1:100 1:200 1:400 1:800
Boa 144 33" (22,9%) 18 (54,5%) 0(0,0%) 5(10,4%) 7 (6,9%) 3(2,1%)
Razodvel 116 26" (22,4%) 11 (42,3%)  0(0,0%) 3(12,9%) 9 (10,3%) 3(2,6%)
Ruim 90  33%(36,7%) 19 (57,6%) 0(0,0%) 4 (15,6%) 10 (11,1%) 0 (0,0%)
Total 350 92 (26,3%) 48 (52,2%) 0 (0,0) 12 (13,0%) 26 (28,3%) 6 (6,5%)

* Valores nas colunas, seguidos de letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado e/ou
pelo teste Exato Fisher a 5% de significancia (p>0,05).
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A prevaléncia de anticorpos verificada nas propriedades de situagcdo ruim (36,7%)
diferiu estatisticamente das propriedades que apresentavam situagdo boa (22,9%) ou razodvel
(21,6%). De acordo com a estratificacio das propriedades em fun¢do da situacdo, foram
consideradas de nivel ruim aquelas onde os animais eram criados com acesso integral ao
pasto, o que reforca os resultados obtidos na tabela 8, onde este grupo de animais apresentou a
maior prevaléncia de anticorpos (27,7%). Além disso, na maioria das propriedades de nivel
ruim o capim nao € proveniente de capineira e sim de outros locais, como regides proximas a
lagoas e estradas. Isso reforca a hip6tese de que animais que pastam proximos a regides que
contenham lagos, lagoas ou acudes, ou mesmo que recebam capim proveniente de regides
alagadas possuem uma maior probabilidade de exibirem titulos para EME.

Nao houve associacdo (p>0,05) entre a finalidade de criagdo dos animais e a
frequéncia de anticorpos para N. risticii, conforme demonstrado na Tabela 10. A maior
frequéncia de anticorpos contra N. risticii foi verificado nos equinos de trabalho com 32,3%
(21/65) de soropositivos. Nas demais categorias representadas por animais utilizados para
Reprodugdo, Esporte, Passeio e Exposi¢do a frequéncia de anticorpos foi de 28,6% (22/77),
28% (30/107), 22,2% (16/72) e 18,2% (2/11), respectivamente.

Tabela 10. Frequéncia de anticorpos anti-Neorickettsia risticii nas titulacdes de 1:50, 1:100,
1:200, 1:400 e 1:800 em equinos através da técnica de Reag¢do de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) em funcao da utilizagdo dos animais.

Titulo

Utilizacao N Positivos
1:50 1:100 1:200 1:400 1:800

Trabalho 65 21* (32,3%) 11 (52,4%)  0(0,0%) 4 (19,0%) 6 (28,6%) 0 (0,0%)
Reprodugdo 77 22°(28,6%) 12 (54,5%)  0(0,0%) 2 (9,1%) 6 (27,3%) 2 (9,1%)

Esporte 107 30°(28,0%)  12(40,0%) 0(0,0%)  5(167%)  9(30,0%) 4(133%)
Passeio 72 16 (222%)  11(68,8%)  0(0,0%) 1 (6,3%) 4(250%)  0(0,0%)
Exposicio 11 22(182%)  1(50,0%) 0(0,0%)  0(0,0%) 1(50,0%) 0 (0,0%)
Indefinidos* 18 1 (5,6%) 15,6%)  0(0,0%)  0(0,0%) 0(0,0%)  0(0,0%)

Total 350 92 (26,3%) 48 (52,2%) 0 (0,0%) 12 (13,0%) 26 (28,3%)  6(6,5%)

* Valores nas colunas, seguidos de letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado e/ou
pelo teste Exato Fisher em nivel de 5% de significancia (p>0,05). *Animais jovens, sem definicdo para
utilizacdo no momento da coleta; ndo sendo, portanto inclusos na andlise estatistica.

Os estudos relacionados com o agente da EME se concentram nos Estados Unidos, e
na sua maioria sio realizados com animais de ragas Puro Sangue, principalmente de corrida.
No nosso estudo, apesar de ndo haver associacdo entre a utilizacdo dos animais e a
soropositividade, as maiores prevaléncias observadas foram para os animais utilizados para
trabalho (32,3%), para reproducio (28,6%) e para o esporte (28,0%). Os animais de trabalho
em geral recebem um tratamento bdasico, e quando ndo estdo sendo utilizados ficam na sua
maioria soltos a pasto. A categoria de animais utilizados para reprodugdo é representada
principalmente por éguas utilizadas como receptoras de embrides. Essas éguas receptoras sdo
manejadas diariamente somente no periodo da transferéncia dos embrides, no restante do ano
sdo mantidas predominante em piquetes ou a pasto. Esse fato pode ser responsivel por uma
prevaléncia maior nesses dois grupos de animais, sugerindo mais uma vez que o contato com
0 vetor possa acontecer principalmente em pastos onde ha presenca de fontes de dgua, sejam
correntes ou paradas. Na categoria dos animais de esporte a maior parte era composta por
equinos de pdlo, sendo estes na maioria da raca PSI provenientes do sul do Brasil, drea onde a
EME ¢ reconhecidamente um problema (DUTRA et al, 2001). Uma das menores
prevaléncias observadas foi nos animais utilizados para exposicao (18,2%) fato que pode ser
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devido ao manejo desses animais, que passam a maior parte do tempo em baias ou soltos em
piquetes proximos a drea central da propriedade, sendo manejados de forma criteriosa e didria.
Segundo Kipper et al. (1992) a estabulagcdo promove um “efeito protetor” reduzindo o risco de
exposicdo ao agente da doenca, pela limitacdo de contato com o vetor. A menor prevaléncia
observada foi nos animais onde a utilizacdo ainda era indefinida até o momento das coletas
(5,6%, 1/18), categoria composta principalmente por potros com idade inferior a um ano,
sendo que o Unico animal positivo nesta categoria tinha idade de 1,3 anos. Este dado é
semelhante aos obtidos por Dutra et al. (2001) onde ndo foi observada evidéncia clinica em
nenhum animal com idade inferior a um ano de idade numa avaliacdo retrospectiva de 10 anos
em uma propriedade com histérico de EME. Nao houve associagdo entre a origem dos
animais e a soropositividade (p>0,05), sendo a prevaléncia de anticorpos anti-N. risticii para
animais nascidos na propriedade de 25,6% (34/133) e para animais nascidos fora da
propriedade de 26,7% (58/217), conforme Tabela 11.

Tabela 11. Frequéncia de anticorpos anti-Neorickettsia risticii nas titulacdes de 1:50, 1:100,
1:200, 1:400 e 1:800 em equinos através da técnica de Reag¢do de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) em func¢do da origem dos animais.

Titulo
1:50 1:100 1:200 1:400 1:800

Origem N Positivos

Nascidos na
propriedade
Nascido Fora
da 217 58"(26,7%) 31 (53,4%) 0 (0,0%) 7 (12,1%) 14 (24,1%) 6 (10,3%)
propriedade
Total 350 92 (26,3%) 48 (52,2%) 0 (0,0%) 12 (13,0%) 26 (28,3%) 6 (6,5%)

* Valores nas colunas, seguidos de letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado e/ou
pelo teste Exato Fisher a 5% de significancia (p>0,05).

133 34%(25,6%) 17 (50,0%) 0(0,0%) 5 (14,7%) 12 (35,3%) 0 (0,0%)

A introducdo de animais em &4reas endémicas foi caracterizada como um sério
problema por Dutra et al. (2001) no Uruguai e no extremo sul do Brasil, onde verificou-se que
de 34 animais provenientes de uma 4rea ndo endémica para EME introduzidos numa fazenda
considerada endémica para a doenga, 11 desenvolveram sinais clinicos caracteristicos da
doenga, e destes 11 animais acometidos 8 vieram a 6bito num periodo de 3 anos. Isso sugere o
desenvolvimento de uma imunidade protetora em animais nativos de regides endémicas na
drea avaliada por estes pesquisadores. Neste estudo ndo houve associacdo entre a varidvel
nascido ou ndo na propriedade, o que pode ser devido ao fato da maior parte dos animais
serem oriundos do préprio Rio de Janeiro, o que nos sugere que o agente circule em outras
regides do estado além da avaliada neste estudo.

Dos 350 animais utilizados no presente estudo, 40 tinham sua origem desconhecida
pelo responsével, 301 eram de origem nacional e nove importados, sendo dois da Argentina e
sete do Uruguai. Dos 301 animais nacionais, 249 eram do préprio estado do Rio de janeiro, 29
de Sao Paulo, 18 do Rio Grande do Sul e os outros seis de Minas Gerais, Mato Grosso e
Parand. Nos animais nacionais, a maior prevaléncia de anticorpos foi verificada naqueles
animais oriundos de Sdo Paulo, estado tradicional em esportes equestres como pdlo e corrida,
com frequéncia de 46,4% (13/29). Seguido pelo Rio de janeiro com 24,9% (62/249) e pelo
Rio Grande do Sul com 16,7% (3/18). Nos dois animais importados da Argentina, um era
positivo, e dos sete do Uruguai, dois foram positivos.

A avaliacdo dos parametros clinicos € uma importante ferramenta para verificar a
higidez dos animais incluidos no estudo, além de possibilitar a identificacio de sinais clinicos
caracteristicos da EME, como depressdo, anorexia, diminui¢cdo dos borborigmos intestinais,
aumento da temperatura corporal, edema ventral e de membros, desidratacdo e diarréia
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(DUTTA et al., 1985; MULVILLE, 1991; DUTRA et al., 2001). As frequéncias de anticorpos
em funcido dos parimetros clinicos encontradas no presente estudo estio demonstradas na
Tabela 12.

Tabela 12. Frequéncia de anticorpos anti-Neorickettsia risticii nas titulacdes de 1:50, 1:100,
1:200, 1:400 e 1:800 em equinos através da técnica de Reag@o de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) em funcdo dos parAmetros clinicos dos animais.

Parametro N Positivos Titulacio
Clinico 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800
Frequéncia Cardiaca
Normal 306 83 (27,1%) 44(53.0%) 0(0,0%) 11(133%) 23(27,7%) 5 (6,0%)
Aumentada 44 9°(20,5%) 4(444%)  0(0,0%) 1(11,1%) 3(333%) 1(11,1%)
Total 350 92(263%) 48(522%) 0(0,0%) 12(13,0%) 26(283%) 6 (6,5%)
Frequéncia Respiratéria
Normal 335 88%(26,3%) 45(51,1%) 0(0,0%) 12 (13,6%) 25(28,4%) 6 (6,8%)
Aumentada 15  4°(26,7%)  3(20,0%)  0(0,0%) 0 (0,0%) 16,7%)  0(0,0%)
Total 350 92(263%) 48(522%) 0(0,0%) 12(13,0%) 26(283%) 6 (6,5%)
Temperatura
Normal 325 88 (27,1%) 44(50,0%) 0 (0,0%) 12(13,6)  26(29,5%) 6 (6,8%)
Aumentada 25 4°(16,0%)  4(100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0(0,0%)  0(0.0%)
Total 350 92(263%) 48(522%) 0(0,0%) 12(13,0%) 26(283%) 6 (6,5%)

Mucosa Oral

Normocorada 338 90" (26,6%) 48 (53,3%)  0(0,0%) 12 (13,3%) 24 (26,7%)  6(6,7%)
Hipocorada 12 2" (16,7%) 0 (0,0%) 0(0,0%) 0 (0,0%) 2 (16,7%) 0 (0,0%)

Total 350 92(26,3%) 48(52,2%) 0 (0,0%) 12 (13,0%) 26 (28,3%) 6 (6,5%)

Mucosa Ocular

Normocorada 338 O0° (26,6%) 48 (53,3%)  0(0,0%) 12 (13,3%) 24 (26,7%) 6 (6,7%)
Hipocorada 12 2°(167%)  0(00%)  0(0,0%)  0(0,0%)  2(167%) 0(0,0%)

Total 350 92 (26,3%) 48 (52,2%) 0 (0,0%) 12 (13,0%) 26(28,3%) 6 (6,5%)
Motilidade
Normal 341 88 (25,8%) 45 (51,1%) 0 (0,0%) 12 (13,6%) 25(28,4%) 6 (6,8%)

Aumentada* 4 1 (25,0%) 1(100,0%)  0(0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Diminuida * 5 3 (60,0%) 2 (60,0%) 0(0,0%) 0 (0,0%) 1 (33,3%) 0 (0,0%)

Total 350  92(26,3%) 48(522%)  0(0,0%) 12 (13,0%) 26(28,3%) 6 (6,5%)

Tugor cutaneo
Normal 312 87°(27,9%) 45(51,7%)  0(0,0%) 12 (13,8%) 25(28,7%) 5 (5,7%)
Diminuido 38 5* (13,2%) 3 (60,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(20,0%) 1(20,0%)
Total 350  92(26,3%) 48 (52,2%)  0(0,0%) 12 (13,0%) 26 (28,3%) 6 (6,5%)

*Valores nas colunas, seguidos de letras mintsculas iguais, nio diferem entre si pelo teste Qui-quadrado e/ou
pelo teste Exato Fisher em nivel de 5% de confianga (p>0,05). *Nao foram realizadas andlises estatisticas nestas
varidveis devido ao nimero amostral e/ou limitagdes referentes ao teste estatistico.

Do total de 350 animais, 306 apresentaram frequéncia cardiaca (FC) dentro da faixa de
normalidade para a espécie, e 44 apresentaram FC acima desta faixa (28-44 bpm/minuto). O
aumento da FC pode ser um indicativo de estresse, exercicio, dor, febre, hipovolemia, anemia
grave, infeccdo ou choque (REED; BAYLY, 2000). Nos animais avaliados neste estudo a
frequéncia cardiaca aumentada em 44/350 animais ndo deve ser considerada como um
indicativo de alteracdo sistémica grave, podendo ser atribuida a estresse devido a manipulacio
no momento da coleta ou ao exame ter sido realizado pouco tempo apds exercicio. Destes
animais com FC acima da normalidade, 20,5% (9/44) foram positivos na RIFI, e destes
apenas um animal com titulo de 1:800, o que nos sugere que na maioria dos casos esta
alteracdo seja fisiolégica. Da mesma forma, a frequéncia respiratéria aumentada em 15/350
animais pode ser somente uma alteracido fisioldgica, atribuida ao estresse, exercicio ou
temperatura ambiente elevada.
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Em relagdo a temperatura corporal (TC), dos 350 animais avaliados no estudo, 325
apresentaram TC dentro dos parAmetros normais (37,0 — 39,0°C) para a espécie e 25
apresentaram valores acima da normalidade, com maior valor de 40,3°C. Dos animais com
temperatura elevada 16% (4/25) foram positivos na sorologia para N. risticii. O aumento da
temperatura corporal estd entre os sinais clinicos caracteristicos da fase aguda da EME
(DUTTA et al., 1985; MULVILLE, 1991; DUTRA et al., 2001). Entretanto, segundo Speirs
(1999) a temperatura pode sofrer um aumento de até 2,5°C em consequéncia de atividade
fisica e de até 1,5°C em condi¢des de temperatura e umidade elevadas. Sendo assim, este
aumento da temperatura nos animais negativos na RIFI pode ser explicado pelo fato de alguns
animais terem sido examinados logo ao chegarem, muitas vezes apds algum exercicio, ou
devido a temperatura e umidade elevadas, uma vez que as coletas foram feitas nos meses mais
quentes do ano.

Dos 350 animais avaliados, 12 apresentaram mucosas oral e ocular hipocoradas, e
16,7% (2/12) foram positivos na RIFI. Mucosas com coloragcdo pédlida pode ser reflexo de
uma alimentacdo deficiente ou devido a infestacdes por ecto e endoparasitas. No nosso
estudo, 206/350 animais eram provenientes de propriedades com nivel ruim ou razodvel, onde
o controle de ecto e endoparasitos era realizado esporadicamente ou em infestacdes macigas.
Parasitoses associadas a alimentacdo com forrageiras de ma qualidade podem estar
relacionados a hipocoloragdao de mucosas nesses animais.

O aumento ou redu¢do da motilidade intestinal pode estar associado a alimentacdo. No
periodo pds prandial hd um aumento fisioldégico dos movimentos intestinais, ao passo que em
periodos de jejum esta motilidade sofre uma redugdo (SPEIRS, 1999). Dos 350 animais
utilizados no estudo, quatro equinos apresentavam motilidade aumentada e cinco motilidade
diminuida, podendo esta alteracdo ser em decorréncia da presenca ou ndo de alimentacdo
préxima ao momento do exame clinico.

Trinta e oito animais dos 350 avaliados exibiram tugor cutdneo diminuido, de modo
que esta alteracdo pode ser um indicativo de desidratacdo ou ser fisioldgica em animais mais
velhos, onde a elasticidade da pele diminui. No presente estudo, onde as coletas foram
realizadas nos meses mais quentes do ano, a idade dos animais associada a ingestdo de
quantidades inadequadas de 4dgua para repor de forma eficiente as perdas da transpiragdo, o
que podem explicar essa alteragdo.

Os valores da avaliacdo hematoldgica dos animais positivos e negativos na RIFI para
N. risticii estdo demonstrados na Tabela 13.

Tabela 13. Eritrograma, leucograma, s6lidos totais e fibrinogénio de equinos soropositivos e
soronegativos para Neorickettsia risticii através da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI).

Intervalo de
Variacao Limites de
Variacao***

Parametros Resultado N Média DP EP Sig.

Inferior  Superior

Serie Vermelha

CI0%mmy  Pogive 9 70 13 o1 41 1a 80113 050
Ni i 258 11,12 1,8 0,1 3,3 15,4

HB (g/dL)* P(‘:sgiatliti/\cl)o 92 11,2* 1,7 0,2 7,2 14,7 10,6 -18,9 0.54

R A T
N i 258 44.7* 4,7 0,3 33,0 62,0

veM (fm3) Poesgiztlitil\(,)o 92 45,7 34 0,4 35,0 55,0 38-49 0.32
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Negativo 258 15,8% 1,6 0,1 11,8 20,9

HCM 15-1 2
M®P2 v 92  161* 12 01 121 20,3 >-19 026
Negativo 258 35.4° 2,5 0,2 17,0 65.4
CHCM (g/dL 37-40 0,28
AL p itivo 92  351° 13 01 25,8 37,2
Série Branca
LEUC Negativo 258 10,7 3,1 02 4.1 25
53-138 0,02
(x10°/mm’)**  Positivo 92 9,9 28 03 43 20,1
LINF Negativo 258 3,0° 1,5 0,1 0,9 10,8 11-57 0.01
(x10’/mm®)  Positivo 92 25 10 01 1,0 6,1 S ’
Negati 258 0,7 03 00 0,2 2,6
MON egativo ) 01-0,6 003
(x10°/mm”) Positivo 92 0,6 02 00 0,2 1,7
GRAN Negativo 258 7,0° 20 0,1 2,8 16,8
2,7-97 0722
(x10*mm’)**  Positivo 92 68 22 02 2.9 16,4
Outros Valores
PLAQ Negativo 258  146,2* 51,3 32 54,0 361,0
46-194 0,57
(x10’ mm’)  Positivo 92 140,1° 42,7 45 52,0 2460
Negativo 258  6,4° 04 00 52 8,1
MP 3 -
v () Positivo 92 6,5 0,4 0,0 5,5 7,6 56-83 0,95
Negativo 258  7.4° 06 00 5,6 92
PPT (g/dL 52-7 0,12
(g/dL) Positivo 92 7,5° 07 0,1 6,0 8,8 2-79 ’
Negativo 258 3275 1590 99  100,0 800
FIB (mg/dL ’ ’ X ’ 100-400 0,79
(mg/dL) — p Sitivo 92 3261° 1413 147  100,0 600

*Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si através do teste F, quando os dados
foram paramétricos, Mann-Whitney quando nio paramétrico (p>0,05). HEM: hemdcias; HB: hemoglobina; VG:
volume globular; VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular médio; CHCM:
concentragdo de hemoglobina corpuscular médio; LEUC: leucdcitos; LINF: linfécitos; MON: mondcitos;
GRAN: granuldcitos. PLAQ: plaquetas; MPV: volume plaquetdrio médio; PPT: solidos totais; FIB: fibrinogénio;
N: nimero de equinos; DP: desvio padrao; EP: erro padrdo; Sig.: Valor de significancia; *Dados paramétricos;
**Dados transformados; ***(SHALM, 2010).

Das varidveis hematoldgicas analisadas, somente foi verificada associacdo entre a
positividade dos animais na RIFI e os valores de leucécitos (p=0,02), linfécitos (p=0,01) e
mondcitos (p=0,03). Em relacdo aos valores de leucécitos foi observado nos animais
soropositivos valores médios um pouco abaixo dos animais negativos. Apesar de existir
associacdo entre positividade e leucometria, os valores médios mantiveram-se dentro da
normalidade para a espécie, segundo Shalm et al. (2010).

Leucopenia com desvio a esquerda e leucocitose rebote sio alteragdes hematoldgicas
marcantes na EME. Alteracdes na concentragdo de proteinas plasmadticas, aumento do
hematdcrito e trombocitopenia também podem ser observadas durante o curso clinico da
doenca (DUTTA et al., 1985; ZIMMER et al., 1987; HELLER et al., 2004; OLIVER et al.,
2006 ).

No presente estudo observou-se uma ligeira reducdo no nimero de leucécitos dos
animais positivos, conforme referenciado na literatura (DUTTA et al., 1985; ZIMMER et al.,
1987; HELLER et al., 2004). Dutta et al. (1985) realizaram infec¢do experimental em dois
animais e as observagdes ao longo de quase dois meses revelaram alteragdes na contagem
total de leucdcitos em apenas dois dias, obtendo o menor valor de leucécito (5.000/mm3) na
fase aguda da doenca 14 dia pés infeccdo e o maior valor (13.800/mm”) 20 dias apés a
inoculacdo. Entretanto, no presente estudo avaliando os animais soropositivos na RIFI nao
foram observadas as demais alteracdes hematoldgicas citadas na literatura.

Os menores valores médios de linfécitos observados no grupo de animais
soropositivos (2,4 x10*/mm’) em relagdo aos soronegativos (3,0 x10*/mm?) provavelmente
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tém origem fisiolégica, uma vez que estdo dentro dos valores de referéncia para espécie.
Entretanto, Smith (1993) cita como causas de linfopenia em equinos o estresse, administragcdo
de corticosterdides exdgenos, infeccdes virais, enfermidades riquetsiais e desnutricdo, entre
outros fatores.

Em relacdo aos sdlidos totais, apesar de ndo haver associac@o entre esta varidvel e a
soropositividade, os animais soropositivos (7,6 g/dl) apresentaram média superior aos
soronegativos (7,4 g/dl). Contudo os valores foram mantidos dentro da faixa de normalidade.
Segundo Smith (1993), causas comuns de hiperproteinemia em equinos incluem desidratagdo
e “Febre Equina do Potomac”. Zimmer et al. (1997) em estudo envolvendo infeccdo
experimental, verificaram hiperproteinemia no periodo apds o aparecimento da febre nos
animais estudados. Embora, no presente estudo os animais soropositivos tenham exibido valor
médio de solidos totais superior aos soronegativos, esses se mantiveram na normalidade e o
grupo de animais avaliados era aparentemente sauddvel, enquanto Zimmer et al. (1997)
avaliaram animais na fase aguda da doenca decorrente de infeccao experimental.

O indice hematolégico VCM (Volume Corpuscular Médio) é reflexo do diametro
médio do eritrécito. No presente estudo, o VCM dos animais soropositivos foi superior (46,8
fm3) ao VCM dos soronegativos (44,7 fm3). Segundo Smith (1993), um VCM aumentado &
indicativo de anemia regenerativa, visto que os eritrdcitos imaturos sao maiores que OS
maturos. Contudo, os valores de hematdcrito de ambos os grupos avaliados apresentaram
valores médios abaixo da faixa de normalidade, sendo de 31,5% nos animais negativos e
32,2% nos positivos, sem associa¢do (p>0,05) com a soropositividade. A anemia é um achado
comum nas apresentacdes clinicas da EME (ZIMMER et al., 1987), entretanto os achados no
presente estudo ndao podem ser atribuidos somente a positividade, pois o grupo de animais
soronegativos também apresentou valores abaixo dos limites de referéncia. Acredita-se que
este achado pode estar relacionado a auséncia de valores de referéncia de eritrograma e
leucograma especificos para equinos na regido estudada. Sabe-se que fatores climéticos,
nutricionais e genéticos podem interferir nos padrdes normais dos animais, sem significar
alteracdes fisioldgicas.

Todas as amostras avaliadas no presente estudo através do Real Time PCR (qPCR)
foram negativas. Esse fato pode ser atribuido ao curto periodo de circulacdo do agente de 10 a
15 dias (RIKIHISA et al., 1993; MOTT et al. 1997). Além disso, a maioria dos estudos onde
as andlises moleculares foram positivas sdo decorrentes de infec¢do experimental, utilizando
cultivo celular, sangue total de animais durante o curso clinico da EME ou pela administracao
via oral de trematddeos infectados com N. ristcii (BISWAS et al., 1991; DUTTA et al., 1985;
MOTT et al., 2002), enquanto no nosso estudo as amostras foram provenientes de animais
aparentemente saudaveis.

Ressalta-se o funcionamento adequado da reacdo do gPCR por meio da utilizagdo do
controle positivo de N. ristcii em todas as reagdes, o que pode ser demonstrado através da
curva de dissociagdo deste controle positivo (Figura 2).
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Figura 2. Curva de dissociacdo do controle positivo de N. ristcii utilizado na reacdo de qPCR.
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5 CONCLUSOES

A prevaléncia de 26,6% para anticorpos IgG anti-Neorickettsia risticii em equinos na
microrregido de Itaguai evidencia a circulacio deste agente na regido estudada.

A idade é um fator associado com a soropositividade para N. risticii, pois nos animais
com menos de 1 ano nenhum foi positivo para N. risticii na RIFI.

O nivel de qualidade da propriedade € um fator associado com a soropositividade para
N. risticii, onde as propriedades com nivel ruim apresentam maior soropositividade diferindo
estatisticamente das propriedades com nivel razodvel e bom.

A soropositividade para N. risticii independe do sexo, da raga, do tipo de drea da
propriedade, da presenga de caramujos, da frequéncia de acesso 4 pastagem e da origem dos
animais.

Os pardmetros hematoldgicos leucdcitos, linfécitos, e mondcitos sdo fatores
associados com a soropositividade para N. risticii, entretanto os valores médios mantiveram-
se dentro dos limites de referéncia para a espécie.

As varidveis clinicas frequéncias cardiaca e respiratéria, motilidade intestinal,
coloragdo de mucosas, tempo de preenchimento capilar, temperatura corporal e tugor cutdneo
ndo sdo fatores associados com a soropositividade dos animais para N. risticii.
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7 ANEXOS
ANEXO A: Questiondrio Epidemioldgico

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA ) )
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

QUESTIONARIO (AO RESPONSA VEL PELOS ANIMAIS)
INFORMACOES GERAIS SOBRE A PROPRIEDADE

Data: / /

1. Dados gerais:
Nome da propriedade:
Municipio de localizagéo:
Coordenadas :

2. Areada propriedade
Total: ha ou alqueires

3. Localizacio dos animais
( )séembaias ( )séem piquetes ( )sépasto ( ) baias e piquetes
() baias e pasto () baias, piquetes e pasto

Possui equinos na mesma pastagem de outros animais que nio sejam equinos?
) Sim ( ) Né&o Quais ?

— a

5. Alimentacdo dos animais
( )capim ( )feno ( )ragéo

6. Origem do capim
() capineira ( )pasto Outro:

7. Cama das baias:
( )serragem ( )areiaecarvdo ( )nenhuma ( ) outro

8. Principal forrageira do pasto:
() Capim gordura ( ) Capim elefante ( )Pangola ( ) Tifton ( ) Coast cross
( )Napier ( ) Alfafa ( ) Capimnativo ( ) Outros:
9. Caracteristicas das areas de pasto
( )seca ( )poucas areas alagadas ( ) muitas areas alagas ( )rios ( )lagos

10. Presenca de caramujos nos pastos
( )sim ( )ndo qual época do ano
() aquatico ( ) terrestre

11. Os animais apresentam infestacdes por carrapatos
( )sim ( )ndo qual época do ano
Meétodo de controle

12. Usa produtos carrapaticidas?
() sim ( ) ndo

13. Se usa, com que frequéncia é ou sao usado(s) o(s) produto(s)?
( )2x/més ( ) 1x/més ( )3 a4 x/ano ( )acada 6 meses ( ) Ix/ano
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() outro:
14. Tipo de equipamento utilizado para aplicacao do carrapaticida?
Banheiros () Bomba costal ( ) Pour-on ( ) Bomba mecanica ( )

15. Quantos animais vocé banha com 20 litros (volume de uma bomba costal) do carrapaticida diluido?

16. Como vocé escolha a dose utilizada em cada animal ?
() Consulta o rétulo () Consulta o Veterinario () Consulta de outros criadores
() Consulta os vendedores de lojas de produtos veterinarios
() outros

17. Qual a procedéncia da agua que é fornecida aos animais?
( ) Empresade Agua ( )Acude ( ) Canalizacdo de cérregos e riachos
( ) outra

18. Numero de divisdes do pasto (piquetes):

19. Utiliza limpeza de pasto
( )sim ( )ndo periodicidade: _ método:
20. Quem cuida do(s) animais?
Veterinario: () Agronomo () Zootecnista () Técnico agricola ( ) Outro ( )

21. Ha quanto tempo existe a criacido? -

22. Percentual de animais nascidos na propriedade

23. Abriga animais de outras propriedades?

( )sim ( ) ndo
Ficam em dreas separadas?
( )sim ( )ndo

24. Qual a época mais propicia ao aparecimento de doencas?
( )verdao ( )outono ( )inverno ( ) primavera

25. Quais doencas ja ocorreram na propriedade?
( ) Babesiose ( )Cdlica ( )Diarréia ( ) Aparelho Locomotor
( ) outra

26. Quais doencas consideram mais importantes

27. Qual o tratamento utilizado para as doencas?

28. Quantos animais morreram nos ultimos anos?

29. Caso tenha morrido, quais foram as causas?
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INFORMACOES SOBRE O ANIMAL

Propriedade: Regido: Data:_ /_
1. Nome:

2.Sexo: ( ) Macho ( ) Fémea

3. Idade: ______ 4.Raca:

5. Origem do animal
() nascido na propriedade ( )externa Procedéncia

6. Ha quanto tempo o animal esta na propriedade?
( )menosde 1 mé&s ( )de 1l mésaseis meses ( )acima de 6 meses
7. Utilizacao do animal
() Passeio () Reprodugdo ( ) Esporte ( ) Exposi¢do ( ) outra

8. Alguma doenca atual?

( )sim ( )nao Qual?
9. Este animal esta tomando algum medicamento ou tomou ha pouco tempo ?
( )Sim ( ) Nao Caso esteja, qual? ( ) Imizol ( ) Antibidticos qual?

Outros () quais?

EXAME CLINICO:
FC:

FR:

Motilidade Intestinal:
Temperatura: _____
Mucosa oral:
Mucosa Ocular:
TPC: -
Tugor Cutaneo:
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ANEXO B: Gréficos dos parametros hematoldgicos
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Resultados da RIFI

Figura 1: Numero médio de leucdcitos (A), linfécitos (B), granulécitos (C) e mondcitos (D),
seguido dos valores limites de normalidade (méximo e minimo), em equinos soronegativos e
soropositivos para Neorickettsia risticii em titulacdes de 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800.
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N° de Hemacias (x106/ mms)

—— Volume Globular (%)
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Resultados da RIFI Resultados da RIFI

Figura 2: Percentual do volume globular, nimero médio de hemacias (A) e concentragdo de
hemoglobina (C), seguido dos valores limites de normalidade (miximo e minimo), em

equinos soronegativos e soropositivos para Neorickettsia risticii em titulagdes de 1:50, 1:100,
1:200, 1:400 e 1:800.
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—+— Solidos totais (g/dL) —+— Fibrinogénio (mg/dL)
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Figura 3: Valores de so6lidos totais plasmaticos (A) e de fibrinogénio (B), seguido dos valores
limites de normalidade (mdximo e minimo), em equinos soronegativos e soropositivos para
Neorickettsia risticii em titulacdes de 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800.
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ANEXO C: Protocolo de extracdo de DNA de N. risticii a partir de cultivo de células DH82
fixadas em laminas preparadas para Imunofluorescéncia com auxilio do kit de extracdo de
DNA (DNeasy Tissue Kit, Qiagen, Valencia, CA, USA).

1- Remova as células fixadas na lamina com o auxilio de uma agulha 21 x 0,8mm estéril.

2- Em ambiente fechado, lave cada pog¢o da ldmina com 8uL de tampdao PBS (KCl 2,7mM,
KH2PO4 1,47mM, NaCl 136,89mM, Na2HPO4 8,1mM, pH 7,4) e coloque a suspensdao em
um microtubo de 1,5 mL. Todos os pogos das laminas deverdo ser lavados até um volume
maximo de 200uL.

3- Ao tubo de 1,5mL contendo a suspensdo de celular, adicione 20uL de proteinase K.
Misture no vortex por 10s e incube a 56 °C por 25 minutos. (Obs: Esse tempo pode ser
prorrogado até as células estarem completamente lisadas)

4- Vortex por 15 s. Adicione 200uL de tampdao AL na amostra. Misture vigorosamente no
vortex. Em seguida adicione 200uL de etanol 100%. Misture novamente no vortex
vigorosamente.

5- Pipete a mistura em uma coluna (DNeasy mini spin) acoplada em um microtubo coletor de
2,0mL. Centrifugue a 6000xg por 1 minuto. Discarte o tubo coletor jutamente com o liquido.
6- Coloque a coluna em um novo microtubo coletor de 2,0mL. Adicione na coluna 500 uL do
tampao AW1. Centrifugue por 1 minuto a 6000xg. Discarte o tubo coletor jutamente com o
liquido.

7- Coloque a coluna em um novo microtubo coletor de 2,0mL. Adicione na coluna 500 uL do
tampdo AW?2. Centrifugue por 3 minutos a 20.000xg. Discarte o tubo coletor jutamente com o
liquido.

8- Transfira a coluna para um novo microtubo do tipo eppendorf de 1,5mL e adicione 50 uL.
do tampdo AE para a eluicdo. Incube por 3 minutos a temperatura ambiente. Centrifugue por
1 minuto a 6000xg.

9- Repita o passo 8 duas vezes.

10- Faca aliquotas das amostras de DNA e congele a -200C até o momento das andlises
moleculares.
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