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RESUMO GERAL

SANTOS, Tiago Marques dos. Agentes da theileriose e da anaplasmose granulocitica em
equideos de microrregioes do estado do Rio de Janeiro. 2011. 90p. Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterindrias). Instituto de Veterindria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Este trabalho foi realizado nas microrregides de Itaguai e Serrana no estado do Rio de Janeiro
para estudar os agentes da theileriose e da anaplasmose granulocitica equina. Amostras de soro e
sangue foram submetidas a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR) e a andlise hematoldgica. A prevaléncia geral para 7. equi
foi de 81,09% (n=579), com maior prevaléncia (p<0,05) para microrregido de Itaguai (85,43%),
quando comparado a Serrana (76,92%). A regido, altitude, nivel da propriedade e origem dos
equinos foram associados (p<0,05) com a soropositividade para 7. equi. Equinos criados na
microrregido de Itaguai apresentaram 11% mais chance (RP=1,11; p=0,003) de terem contato
com 7. equi comparado aqueles criados na microrregido Serrana. Além disso, quando sdo criados
a altitudes abaixo de 500m apresentaram 10% de chance a mais abaixo de 500m (RP=1.10;
p=0,014) de se tornarem soropositivos. Equinos criados em propriedades de nivel ruim (RP=1,13;
p=0,018) e nascidos na propriedade (RP=1,10; p=0,008) apresentaram mais chance de terem
contato com 7. equi. A frequéncia de equinos soropositivos para A. phagocytophilum foi de 17%
(n=17) das amostras examinadas no municipio de Seropédica. Apenas a idade apresentou
associacdo (p=0,044) com a soropositividade dos equinos para A. phagocytophilum. Das 350
amostras avaliadas pela RT-PCR, 0,86% (n=3) apresentaram amplificacdo especifica para o gene
msp2. As amostras positivas apresentaram valores médios do Cr de 35,09+1,48 ciclos e de Ty, de
78,56+0,53°C, semelhante a do controle positivo, de 78,45+0,32°C. As microrregides de Itaguai e
Serrana sdo endémicas para theileriose equina e de estabilidade enzodtica para T. equi. Apenas 0s
fatores relacionados a drea de coleta influenciam a soropositividade dos equinos para 7. equi nas
microrregides estudadas. A presenca de anticorpos anti-A. phagocytophilum e a evidéncia
molecular da infeccdo por esse agente em equinos do municipio de Seropédica, no estado do Rio
de Janeiro, sugere a circulacdo de A. phagocytophilum nessa regido.

Palavras-chave: Equideos, Theileria equi, Anaplasma phagocytophilum, Epidemiologia,
Diagnéstico sorolégico e molecular.



ABSTRACT GENERAL

SANTOS, Tiago Marques dos. Agents of theileriosis and granulocytic anaplasmosis in equids
of microregions in the State of Rio de Janeiro. 2011. 90p. Tesis (Doctor in Veterinary
Science). Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2011.

This study was carried out in the microregions of Itaguai and Serrana, State of Rio de Janeiro in
order to study of granulocytic anaplasmosis and theileriosis equine agents. Blood and serum
samples were subjected to indirect fluorescent antibody test (IFAT), real time polymerase chain
reaction (RT-PCR) and hematological analysis. The overall prevalence for 7. equi was 81.09%
(n=579), with higher prevalence (p<0.05) for Itaguai microregion (85.43%), when compared to
Serrana (76.92%). The region, altitude, level of farm and origin of horses were associated
(p<0.05) with seropositivity for 7. equi. Horses reared in the Itaguai microregion had 11% more
likely (PR=1.11, p=0.003) of having contact with 7. equi compared to those reared in the Serrana
microregion. Moreover, when are raired at altitudes below 500m showed 10% chance less
(PR=1.10; p=0,014) of becoming seropositive. Horses reared in poor level farms (PR=1.13,
p=0.018) and born on the farm (PR=1.10, p=0.008) showed more chance of having contact with
T. equi. The main ticks found attached in horses were Amblyomma cajennense and Dermacentor
(Anocentor) nitens. The frequency of seropositive horses for A. phagocytophilum was 17%
(n=17) of the samples tested in the Seropédica county. No association (p>0.05) was observed
among the studied factors and seropositivity of horses to A. phagocytophilum. Of 350 samples
tested by RT-PCR, 0.86% (n=3) showed specific amplification for msp2 gene. The positive
samples showed average Cr value of 35.09+1.48 cycles and Ty, of 78.56+0.53°C, similar to the
positive control, 78.45+0.32°C. The Itaguai and Serrana microregions are endemic for equine
theileriosis and of enzootic stability for 7. equi. Only factors related to collection area influenced
the seropositivity of horses for 7. equi in the microregions studied. The presence of anti-A.
phagocytophilum antibodies and molecular evidence of infection by this pathogen in horses of
Seropédica municipality in the Rio de Janeiro state, suggests the circulation of A.
phagocytophilum in this region.

Key words: Equids, Theileria equi, Anaplasma phagocytophilum, Epidemiology, Sorological
and molecular diagnosis.
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1 INTRODUCAO GERAL

Theileriose equina € uma doenga causada por protozodrio de localizac¢do intra-eritrocitica
denominado Theileria equi. Equinos infectados por esse agente podem desenvolver sinais
clinicos de febre, anemia, ictericia, hemoglobintiria e fraqueza. Quando nao diagnosticada e
tratada de forma eficaz pode levar os animais a morte. O principal vetor de 7. equi no Brasil € o
carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus. No entanto, a transmissao pode ocorrer de forma
iatrogénica e por infeccdo congénita. Theileriose equina é endémica em diferentes regides do
Brasil e sua importancia estd relacionada a dispersdo de 7. equi para dreas livres, através do
comércio e movimentacdo de animais durante as competicdes esportivas, operagdes militares,
leildes e exposicdes de animais portadores. Alguns paises considerados livres da doencga, em
muitos casos, ndo estao livres dos carrapatos vetores, portanto, a entrada de um equino portador
de T. equi pode acarretar infeccdo aguda em outros animais. Além disso, theileriose equina
apresenta elevada morbidade, o que reflete em diminuicdo do potencial atlético, gastos com
medicamentos, abortos e mortalidade, além da possivel introdu¢do de animais susceptiveis em
area enzodtica.

A anaplasmose granulocitica equina (AGE) € causada por Anaplasma phagocytophilum,
um cocobacilo gram-negativo, com tropismo por células granulociticas, como neutréfilos e
eosinofilos. Essa doenca foi relatada pela primeira vez no estado da Califérnia, Estados Unidos
(GRIBBLE et al., 1969) e posteriormente foi registrada em vdrios paises da Europa e Asia e,
recentemente, a infeccdo em equinos foi registra na Guatemala. Além de equinos, A.
phagocytophilum pode infectar, cdes, bovinos, ovinos, gatos, animais selvagens, pequenos
roedores € o homem, os quais podem servir como reservatorio. Esse agente é transmitido
transestadialmente por carrapatos do complexo Ixodes persulcatus, além de outros do gé€nero
Ixodes. Equinos acometidos com AGE podem apresentar alteragdes clinicas e hematoldgicas
incluindo febre alta, anorexia, depressiao, edema de membros, relutancia em se locomover, ataxia,
petéquias, ictericia, anemia, trombocitopenia, leucopenia e presenca de corpusculos de inclusdao
(mérula) no citoplasma de neutréfilos e eosindfilos. A severidade da infec¢ao € influenciada por
diversos fatores, como a variante de A. phagocytophilum envolvida, outras infeccdes
concomitantes, idade, estado imune e condi¢ao geral do hospedeiro, bem como fatores climéticos
e de manejo dos animais.

A possibilidade de co-infeccao de 7. equi com outros agentes deve ser considerada,
principalmente com Babesia caballi e também com A. phagocytophilum. A co-infec¢do com B.
caballi tem sido registrada em diferentes estudos realizados no Brasil e no mundo. Recentemente,
evidéncia soroldgica de infec¢ao por A. phagocytophilum em equinos foi registrado no estado de
Sao Paulo, Brasil. No entanto, no Brasil, AGE ndo € frequentemente incluida no diagndstico
diferencial de theileriose ou babesiose equina e de outras doengas como anemia infecciosa equina
e leptospirose. Desta forma, cria-se a necessidade de estudos que comprovem a existéncia desta
enfermidade entre a populacdo de equinos e que fornecam dados que possam ser utilizados na
rotina de diagndstico clinico-laboratorial e em estudos futuros.

O diagndéstico de theileriose equina e AGE pode ser realizado através de métodos diretos e
indiretos. O diagnéstico direto pode ser realizado pela visualizacdo do parasito através de
microscopia optica em esfregaco de sangue corado ou através da detec¢cdo do DNA gendmico do
parasito por métodos moleculares. Outros métodos sdo os soroldgicos, dos quais a reacdo de
imunofluoscéncia indireta (RIFI), o ensaio enzimatico de imuno-adsor¢do (ELISA) e o teste de



fixacdo do complemento (TFC) sdo os mais utilizados. Todos possuem vantagens e desvantagens
e devem ser utilizados de maneira racional para que o diagndstico seja 0 mais preciso possivel.

O presente estudo teve os seguintes objetivos: determinar a prevaléncia de 7. equi em
equideos das microrregides de Itaguai e Serrana no estado do Rio de Janeiro, através da RIFI;
caracterizar as microrregides como de estabilidade ou instabilidade enzodtica para T. equi,
identificar fatores associados (espécies de equinos, regido de coleta, sexo, idade, altitude,
atividade dos equinos, origem, parasitismo por carrapatos e dipteros) a soropositividade dos
equideos para 7. equi; determinar a frequéncia de equideos soropositivos para A.
phagocytophilum no municipio de Seropédica, Rio de Janeiro, através da RIFI e identificar
fatores associados (sexo, idade, atividade dos equinos, parasitismo por carrapatos e
soropositividade para 7. equi) a soropositividade para este agente; identificar alteracdes
hematoldgicas em equideos soropositivos para A. phagocytophilum; e avaliar a ocorréncia de A.
phagocytophilum em equideos da microrregido de Itaguai através da PCR em tempo real.



CAPITULO I

FATORES ASSOCIADOS A,Theileria equi EM EQUIDEOS DAS
MICRORREGIOES DE ITAGUAI E SERRANA NO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO



RESUMO

SANTOS, Tiago Marques dos. Fatores associados a Theileria equi em equideos das
microrregioes de Itaguai e Serrana no estado do Rio de Janeiro. 2011. 41p. Tese (Doutorado
em Ciéncias Veterindrias). Instituto de Veterindria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Este trabalho foi realizado nas microrregides de Itaguai e Serrana no estado do Rio de Janeiro
com o objetivo de determinar a prevaléncia de Theileria equi através da reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e identificar fatores associados a soropositividade dos
equideos. Um total de 714 amostras de sangue de equideos das microrregides de Itaguai (n=350)
e Serrana (n=364) foram coletadas e o soro utilizado para detec¢ao de anticorpos anti-7. equi. A
diferenca das prevaléncias entre as microrregides e a associagdo dos fatores (espécies, regido de
coleta, sexo, idade, altitude, atividade, origem, parasitismo por carrapatos € por Stomoxys
calcitrans) com a presenca de anticorpos anti-7. equi foi avaliada através do teste de Qui-
quadrado em nivel de 5% de significincia. A razdo de prevaléncia (RP) foi calculada para os
fatores que apresentaram associacdo através do programa Bioestat 4.0. A prevaléncia de
anticorpos anti-7. equi em ambas as microrregides foi de 81,09% (n=579). No entanto, a
microrregido de Itaguai apresentou prevaléncia para T. equi superior (p<0,05) a observada na
microrregido Serrana, com 85,43% (n=299) e 76,92% (n=280) dos equinos soropositivos,
respectivamente. A regido, altitude, nivel da propriedade e origem dos equinos foram associados
(p<0,05) com a soropositividade para 7. equi. Equinos criados na microrregido de Itaguai
(RP=1,11; p=0,003) e em altitudes abaixo de 500m (RP=1.10; p=0,014) apresentaram maior
chance de se tornarem soropositivos para 7. equi. Além disso, quando sdo criados em
propriedades de nivel ruim (RP=1,13; p=0,018) e nascidos na propriedade (RP=1,10; p=0,008)
apresentaram mais chance de terem contato com 7. equi. A espécie, o sexo, a idade, a atividade, o
sistema de criacdo, o contato com bovinos e o parasitismo por carrapatos e por S. calcitrans nao
apresentaram associacdo (p>0,05) com a soropositividade dos equinos para 7. equi. As espécies
de carrapatos encontradas parasitando os equideos foram Amblyomma cajennense e Dermacentor
(Anocentor) nitens, as quais foram mais prevalentes na microrregiao de Itaguai quando
comparado a microrregido Serrana. Em ambas as microrregides, A. cajennense apresentou maior
distribuicdo quando comparado a D. nitens. O parasitismo por S. calcitrans foi mais prevalente
em equideos da microrregido Serrana, 24,9% (n=178), quando comparado aos da microrregido de
Itaguai, 15,5% (n=110). As microrregides de Itaguai e Serrana sdo endémicas para theileriose
equina e de estabilidade enzodtica para T. equi. Apenas os fatores relacionados a drea de coleta
influenciam a soropositividade dos equinos para 7. equi na area estudada.

Palavras-chave: Equinos, Theileriose equina, Epidemiologia.



ABSTRACT

SANTOS, Tiago Marques dos. Factors associated to Theileria equi in equids of Itaguai and
Serrana microregions in the State of Rio de Janeiro. 2011. 41p. Tesis (Doctor in Veterinary
Science). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2011.

This study was carried out in Itaguai and Serrana microregions in the State of Rio de Janeiro and
aimed to determine the prevalence of Theileria equi by indirect antibody fluorescent test (IFAT)
and to identify factors associated to seropositivity of equids. An overall of 714 blood samples of
equine from Itaguai (n=350) and Serrana (n=364) microregions were collected and sera samples
were used for detecting anti-7. equi antibodies. The difference in prevalence between
microregions and the factors associated (species, region, sex, age, altitude, activity, origin, ticks
and Stomoxys calcitrans parasitism) with presence of anti-7. equi antibodies were evaluated using
the Chi-square and Fisher’s exact test at 5% significance. The prevalence ratio (PR) was
calculated for the associated factors using the BioStat 4.0. The prevalence of anti-7. equi
antibodies in both microregions was 81.09% (n=579). However, Itaguai microregion
demonstrated higher prevalence for 7. equi (p<0.05) when compared to Serrana microregion,
once 85.43% (n=299) and 76.92% (n=280) of horses were seropositive, respectively. The region,
altitude, level of farm and origin of horses were associated (p<0.05) with seropositivity for 7.
equi. Horses reared at Itaguai microregion (PR=1.11, p=0.003) and in altitudes below 500m
(PR=1.10; p=0,014) showed more likely to become seropositive for T. equi. Furthermore, when
reared in poor level farms (PR=1.13, p=0.018) and born on the farm (PR=1.10, p=0.008) horses
showed more likely of having contact with 7. equi. The species, sex, age, activity, breed system,
contact with cattle and ticks and S. calcitrans parasitism showed no association (p>0.05) with
seropositivity of horses for 7. equi. The main tick species found parasitizing horses were
Amblyomma cajennense and Dermacentor (Anocentor) nitens, which were more prevalent in the
Itaguai microregion compared to Serrana. In both microregions, A. cajennense showed greater
distribution when compared to D. nitens. The parasitism by S. calcitrans was more prevalent in
horses in the Serrana microregion, 24.9% (n=178), compared to Itaguai, 15.5% (n=110). The
microregions studied are endemic for equine theileriosis and considered enzootic stability for 7.
equi. Only factors related to collection area influenced the seropositivity of horses for 7. equi in
the microregions studied.

Key words: Horses, Equine theileriosis, Epidemiology.



1 INTRODUCAO

Theileriose equina, também conhecida como piroplasmose equina, € uma doenga causada
por Theileria equi, um parasito intra-eritrocitico que infecta equideos. Esse agente € transmitido
biologicamente por carrapatos ixodideos dos géneros Dermacentor, Hyalomma e Rhipicephalus
(THOMPSON, 1969). No Brasil, T. equi é transmitido transestadialmente e intra-estadialmente
por Rhipicephalus (Boophilus) microplus (GUIMARAES et al., 1998; UETI et al., 2005, 2008).
Além da forma bioldgica, T. equi pode ser transmitida iatrogenicamente através de sangue
infectado (TENTER; FRIEDHOFF, 1986), pela via transplacentaria (ALLSLOP et al., 2007) e de
forma congénita (PHIPPS; OTTER, 2004; SANTOS et al., 2008).

Em equideos, os principais sinais clinicos de theileriose sao febre, hemolise intravascular,
anemia, ictericia, hemiglobintria, edema de membros, depressdo e em alguns casos pode ocorrer
a morte (DE WALL, 1992). A gravidade dos sinais clinicos € varidvel, e em muitos casos a
recuperagdo espontanea pode ocorrer sem sinais clinicos evidentes, especialmente em dareas
endémicas (RIBEIRO et al., 1995).

A importancia econdmica da theileriose equina estd relacionada na dispersdao do agente
etiolédgico para dreas livres, através do comércio e movimentacdo de equinos durante as
competicdes esportivas, operacdes militares, leildes e exposicoes de animais portadores
(FRIEDHOFF, 1990). Alguns paises considerados livres da doenga, em muitos casos, ndo estao
livres dos carrapatos vetores, portanto a entrada de um animal positivo crOnico pode acarretar
infec¢do aguda. O maior impacto econdmico se reflete na morbidade, diminuicdo do potencial
atlético, gastos com medicamentos, abortos e mortalidade, além da possivel introducdo de
animais susceptiveis em area enzodtica (BOTTEON et al., 2005).

A doenga é amplamente distribuida pelo mundo e apresenta carater endémico em muitas
regides de clima tropical e subtropical (DE WAAL, 1992). Essa distribui¢do estd intimamente
relacionada a dreas de maior concentracdo dos carrapatos vetores (FRIEDHOFF, 1988). No
Brasil, theileriose equina é endémica e a identificacdo de fatores de risco e/ou associados a
infec¢do com T. equi pode ter papel importante na adocao de medidas de controle. Além disso,
pode sugerir evidéncias epidemioldgicas sobre os mecanismos pelos quais 7. equi se dissemina
na populagdo de hospedeiros.

Estudos tem demonstrado associa¢do da infestacio por carrapatos (KERBER et al., 2009),
idade (RIBEIRO et al., 1999; RUEGG et al., 2007; KOUAM et al., 2010), sistema de criac@o
BOTTEON et al., 2002; MORETTI et al., 2010), atividade, 4rea geogréfica, periodo do ano e
categorias (SHKAP et al., 1998; RUEGG et al., 2007; KOUAM et al., 2010; MORETTI et al.,
2010) com a infeccao por 7. equi. No entanto, outros fatores podem estar associados a infeccao,
pois as caracteristicas epidemiolégicas da doenca podem diferir entre regides.

O presente estudo teve como objetivos determinar a prevaléncia de 7. equi em equideos
das microrregides de Itaguai e Serrana no estado do Rio de Janeiro, através da RIFI, caracterizar
as microrregides como de estabilidade ou instabilidade enzoética para 7. equi e identificar fatores
associados (espécies de equinos, regido de coleta, sexo, idade, altitude, atividade dos equinos,
origem, parasitismo por carrapatos e dipteros) a soropositividade dos equideos para 7. equi.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Evolucao historica de Babesia equi para Theileria equi

A descricdo do género Babesia se iniciou com Babés em1888. Este autor descobriu
microrganismos em eritrécitos de bovinos na Roménia e associou-os com hemoglobintria bovina
ou febre das “dguas vermelhas”. Posteriormente, Babés também encontrou organismos similares
em eritrécitos de ovinos. Em 1893 o agente da febre do Texas dos bovinos nos EUA recebeu o
nome de Pyrosoma bigeminum e mostrou ser transmitido por carrapato (SMITH; KILBORNE,
1893). Este parece ter sido o primeiro relato de transmissdo de um protozodrio por um artrépode.
Naquele mesmo ano, Starcovici (1893) propos a criacdo do género Babesia em homenagem a
Babés por ter sido o primeiro a ter visualizado estes hemoparasitos. Como o género Pyrosoma foi
pré-ocupado, Babesia passou a ser o0 nome correto para o género. Alguns outros nomes foram
propostos desde entdo, como Piroplasma o mais conhecido. O nome “piroplasma” se origina pelo
fato dos parasitos, apds sua multiplicagdo, adquirem formas semelhantes a péra.

A doencga em equinos foi descrita, primeiramente, por Theiler (1901) e Laveran (1901).
Estes autores examinaram esfregacos de sangue capilar de equinos da Africa do Sul e
caracterizaram o agente etioldgico como Piroplasma equi. No ano seguinte, THEILER (1902)
comprovou a existéncia da diferenca etioldgica entre a febre biliar, causada por virus e
piroplasmose equina, causada por protozodrios. Em 1910, Nutall e Strickland propuseram a
designacdo de Nuttalia equi para o protozodrio descrito como P. equi, em funcdo das
caracteristicas morfoldgicas do parasito serem diferentes das demais espécies do género
Piroplasma, até entdo conhecidas. Entretanto, trabalhos posteriores de nomenclatura e sistemédtica
classificaram as espécies desse parasito dentro do género Babesia. O termo piroplasmose,
origindrio do género Piroplasma, € atualmente considerado sinonimia.

A posicao sistematica de B. equi no género Babesia foi questionada por vérios estudos, os
quais apontaram diferencas desta espécie com as demais do género. E sabidamente conhecido
que parasitos do género Babesia sdo transmitidos transestadialmente, no entanto, transmissao
transovariana nao foi ainda relatada para B. equi (SIGRIST, 1983). Além dessa diferenca, B. equi
realiza esquizogonia em linfécitos (SCHEIN et al., 1981), o que ndo se observa para outras
espécies do género Babesia. E finalmente, apresenta resisténcia aos compostos babesicidas, o que
sugere um metabolismo distinto (MEHLHORN; SCHEIN, 1984). Inicialmente, B. equi foi
classificada como espécie de Babesia com estigios intralinfociticos (MEHLHORN; SCHEIN,
1993). No entanto, B. equi ja era denominada de Theileria equi por Uilenberg, (1986), sendo
finalmente alocada no género Theileria por Mehlhorn e Schein (1998).

2.2 Classificacao de Theileria equi
e Reino: Protista;
Sub-reino: Protozoa Goldfuss, 1818;
Filo: Apicomplexa Levine, 1970;
Classe: Sporozoea Leuckart, 1879;
Sub-classe: Piroplasmea Levine, 1961;
Ordem: Piroplasmida Wenyon, 1926;
Familia: Theileriidae Du Toit, 1918;
Género: Theileria Bettencourt, 1907,
Espécie: Theileria equi (ILAVERAN, 1901) Mehlhorn e Schein, 1998.



2.3 Morfologia e ciclo biolégico de Theileria equi

O ciclo bioldgico de T. equi sera descrito conforme Mehlhorn e Schein (1998).

Esquizogonia — ap0Os a inoculagdo através da saliva do carrapato, os esporozoitos de
formato ovéide ou fusiformes, medindo de 3 a 4 x 1 a 2um, penetram em linfécitos do
hospedeiro vertebrado, onde ocorre a formacdo de macro e micro-esquizontes, os quais dardo
origem a cerca de 200 merozoitos por célula infectada. Os merozoitos medindo de 1,5 a 2um
penetram nos eritrdcitos, arredondam e iniciam a reprodugdo assexuada por divisdo bindria.
Desse processo de reprodugdo originam os estdgios eritrociticos piriformes, medindo de 2 a 3um
de comprimento. Em vérios eritrocitos, a divisdo assexuada da origem a quatro formas piriformes
medindo cerca de 2um de comprimento e aparecendo juntas como uma “cruz de malta”. Apds a
ruptura dos eritrdcitos, os merozoitos penetram em outros eritrocitos, se tornam esféricos e inicia
outra fase de reproducdo assexuada. No entanto, alguns dessas formas que penetraram nos
eritrocitos se tornam esféricas/ovoides, atingindo um diadmetro de cerca de 2 a 3um. Sao formas
semelhantes as observadas em parasitos da maldria e sdo chamados de gamontes.

Gamogonia — apds a ingestao dos gamontes pelos carrapatos eles persistem inalterados no
intestino do carrapato durante os primeiros 12 dias. Por volta de 48 a 72 horas apds a infestacdao
dos carrapatos estes gamontes crescem rapidamente, alcancando didmetros de cerca de 3 a 4um.
Muitos, ou talvez, todos os gamontes, iniciam a reproducdo nuclear e formacdo de sali€ncias,
semelhante a corpos radiados. Esse estdgio multinuclear, com cerca de 5 a 6um de comprimento,
que se divide em estdgios mononucleares, medindo de 2 a 3um de comprimento, sdo chamados
de microgamontes, os quais dardo origem aos microgametas. Simultaneamente, alguns estagios
esféricos inalterados, em forma de anel, medindo de 1,5 a 2,5um dardo origem aos
macrogamontes e consecutivamente aos macrogametas. Os micro e macrogametas formam
conglomeragdes, se fundem para formar os zigotos. Essas formas esféricas sao visualizadas entre
0 4° e 6° dia ap6s a infestacdo de carrapatos, apds a coloracdo com o Giemsa, com tamanho que
varia de 4 a 6um. Dentro dos zigotos se forma um Unico cineto medindo cerca de 14um de
comprimento, chegando a uma largura de 4 a 7um em sua extremidade anterior. Entre o 5° e 7°
dia da infestacdo, alguns desses cinetos sdo vistos livres na hemolinfa do carrapato, considerando
que o carrapato termina sua alimentacao entre o 6° e 9° dias apds a infestacao.

Esporogonia — a penetragdo dos cinetos nas células da glandula salivar do carrapato se
inicia, principalmente, entre o 7° e 8° dia apds a infestacdo. Inicialmente, grandes massas
esporogdnicas multinucleares (esporontes) se formam no interior das células hospedeiras
hipertrofiadas. Esses esporontes se dividem em varios esporoblastos multinucleares esféricos,
com 6 a 15um de didmetro, na periferia dos quais os esporozoitos de formato ovéide a fusiformes
se formam. Esse desenvolvimento se completa entre o 6° e 24° dia apds o ingurgitamento do
carrapato. O tamanho dos esporozoitos varia conforme a espécie de carrapato. Esporozoitos
encontrados em carrapatos do género Hyalomma sao maiores do que aqueles observados em R.
(B.) microplus (MOLTMANN et al., 1983; GUIMARAES et al., 1998a).

2.4 Epidemiologia
2.4.1 Transmissao de Theileria equi

A transmissao bioldgica de 7. equi ocorre de forma transestadial pela picada de carrapatos
infectados com esse agente, os quais inoculam esporozoitos, estdgio infectante de 7. equi, nos
hospedeiros através da saliva (UILENBERG, 2006). Dentre os carrapatos envolvidos na
transmissdo de 7. equi estdo os dos géneros Dermacentor, Hyalomma e Rhipicephalus
(THOMPSON, 1969). Nos EUA e Brasil, R. (B.) microplus € a espécies de carrapato envolvida
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na transmissio de 7. equi (GUIMARAES et al., 1998b; UETI et al., 2005). Ninfas de R. (B.)
microplus se infectam com 7. equi durante a alimentagdo em um equino com infeccdo aguda ou
cronica e, apds a mudanca de estdgio e migracdo para um novo hospedeiro, podem transmitir 7.
equi a equinos livres do parasito (UETI et al., 2005). Segundo esses autores, a parasitemia
durante o periodo de alimentagdo do carrapato no hospedeiro influencia a eficiéncia da infeccao
do vetor. No entanto, carrapatos infectados em condicdes de baixas parasitemias como ocorrem
em equinos portadores, desenvolvem niveis elevados de infeccdo por formas evolutivas de 7.
equi na glandula salivar (UETTI etal., 2008). Isso indica que a replicagdo no carrapato compensa
qualquer diferenca inicial na dose infectante e excede o limiar para transmissao.

Além da transmissdo transestadial, Ueti et al., (2008) relataram a capacidade de machos
de R. (B.) microplus transmitirem 7. equi intra-estadialmente, a partir de equinos com infecc¢do
aguda e cronica. O comportamento alimentar e de busca por hospedeiro de machos adultos de R.
(B.) microplus justificam a importancia da transmissao intra-estadial de 7. equi (LABRUNA et
al., 2001). Embora R. (B.) microplus seja um carrapato monoxeno, onde larvas, ninfas e adultos
podem ingurgitarem e mudarem de estigio em um unico hospedeiro, os machos adultos
alimentam intermitentemente com movimentos entre hospedeiros em busca de fémeas de
carrapatos.

A transmissdo transovariana, comum em espécies do género Babesia, ndo foi confirmada
para T. equi. Estudos sugerem a possibilidade desta forma de transmissao, uma vez que o DNA
de T. equi foi detectado em ovos provenientes de fémeas de R. (B.) microplus infectadas
(BATTSETSEG et al., 2002; UETI et al., 2008). Embora a infeccio dos ovos de R. (B.)
microplus foi observada, nao houve transmissdo por qualquer um dos estagios evolutivos (larvas,
ninfas e adultos) da geracdo subsequente. Segundo Ueti et al. (2008), isso nao reflete a falta de
aquisicdo inicial de 7. equi pelas fémeas adultas de R. (B.) microplus ou a falha na passagem
transovariana, ja que mais de 10.000 larvas de carrapatos derivadas de ovos positivos na PCR nao
foram capazes de transmitir 7. equi.

Além da transmissdo bioldgica por carrapatos, 7. equi pode ser transmitido de forma
iatrogéncia ou acidental, através de sangue infectado. Dessa forma, fomites contaminados e
picadas de dipteros hematdfagos sdo incriminados como possiveis vias de infeccdo
(GERSTENBERG et al., 1998), porém, ndo hd confirmacdo cientifica do papel de dipteros
hemat6fagos na transmissdo deste hemoparasito (FRIEDHOFF, 1988). A transmissdao
transplacentdria foi anteriormente sugerida com base em observacdes de fetos abortados,
infectados com 7. equi (DU PLESSIS; BASSON, 1966) e em casos clinicos de babesiose em
neonatos (DONATIEN et al., 1924; GUIMARAES et al., 1954; ERBSLOH, 1975).
Recentemente, a infeccdo transplacentdria ou congénita por 7. equi foi observada por Phipps e
Otter (2004), Allslop et al. (2007) e Santos et al. (2008). No entanto, ndo foi constatada por
(KUMAR et al., 2008). Admitindo-se a possibilidade dessa forma de infec¢io, novos estudos sao
necessarios no sentido de estabelecer o papel da infeccdo congénita na cadeia epidemioldgica da
theileriose equina.

2.4.2 Distribuicao geografica de Theileria equi

Theileriose equina é uma doenca cosmopolita, comum em &reas tropicais e subtropicais
do mundo, bem como em algumas regides de clima temperado (DE WAAL, 1992). A ampla
distribuicao geografica desta doenca estd intimamente relacionada as dreas de maior concentracao
de seus vetores (FRIEDHOFF, 1988).

Na Europa, T. equi foi registrada em vdrios paises, nos quais o0 agente apresenta
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distribuicdo conforme a regido estudada. Na regido Sul da Itdlia, Mancianti et al. (2000)
registraram prevaléncia de anticorpos anti-7. equi em 19% (n=84) dos equinos avaliados pela
RIFI, nos quais foram evidenciados sinais clinicos sugestivos de theileriose. Nesta mesma regido,
resultados semelhantes ja haviam sido observados por Savini et al. (1997). Recentemente, na
regido Central e Norte da Itdlia, Moretti et al. (2010) registraram prevaléncia de anticorpos anti-T7.
equi em 12% (n=51) dos equinos, através da RIFI. Nesse estudo, o DNA de Theileria sp. foi
detectado em 9,4% (n=39) dos equinos. Na Espanha, o primeiro caso de theileriose equina foi
registrado por Cordeiro Dell Campillo et al. (1974). A partir dai, outros estudos foram
desenvolvidos na regido Sul da Espanha, nos quais foram registrados frequéncia de anticorpos
anti-7. equi superiores a 60% (HABELLA et al., 1989; COLETO, 1999). Mais recentemente, na
regido Noroeste da Espanha, Camacho et al. (2005) registraram 40% (n=24) de soropositividade
para T. equi em equinos. Na Alemanha, Boch (1985) registrou prevaléncia de anticorpos anti-T7.
equi em 5,6% (n=18) dos equinos avaliados pela RIFI. Na Suica, o primeiro caso autdctone de
theileriose equina foi descrito por Gottstein et al. (1994) citado por Sigg et al. (2010).
Recentemente, estudo realizado na Suica registrou soroprevaléncia para 7. equi em 4,4% (n=4) e
em 1,7% (n=26) dos equinos, respectivamente, nascidos naquele pais e nos importados de paises
como Alemanha, Franga, Espanha, Portugal, Austria, Itdlia, Hungria, Reptblica Checa, Polonia,
Bélgica, Holanda, Dinamarca e Irlanda (SIGG et al., 2010). Na Grécia, Kouam et al. (2010)
observaram prevaléncia para T. equi em 11% (n=60) dos equideos avaliados pela cELISA. Na
Turquia, Oncel et al. (2007) encontraram 25% (n=27) das amostras de equinos soropositivas para
T. equi quando testadas pela RIFI. Posteriormente, Sevinic et al. (2008) registraram prevaléncia
de anticorpos anti-7. equi em 17,7% (n=85) dos equinos testados pelo cELISA.

A Asia, com excecdo da Sibéria, é enzodtica para T. equi (FRIEDHOFF, 1988). A
infeccdo € comum na China e na Coréia. O Japdo é considerado drea livre da doenca, uma vez
que theileriose clinica nao foi registrado no pais. No entanto, Ikadai et al. (2002) analisaram 2019
soros de equinos do Japdo, entre 1971-1973, e detectaram 2,2% (n=44) de amostras positivas
para T. equi pelo ELISA. Esses autores sugerem que outros estudos sejam conduzidos para
avaliar a populacao mais recente de equinos daquele pais, uma vez que, grande nimero de
equinos tem sido importado de paises onde a doenca é endémica e existem os carrapatos vetores
(YOSHIHARA, 1997). Na provincia de Xinjiang, na China, Xuan et al. (2002) registraram 40%
(n=28) de equinos soropositivos para 7. equi. Posteriormente, Huang et al. (2003) detectaram
47,6% (n=30) de equinos soropositivos para T. equi na provincia de Jilin, através do Western-
blotting. Ainda no continente asidtico, Xuan et al. (2001a) analisaram amostras de soros de
equinos da Mongodlia e registraram 90% (n=36) de positividade para T. equi pela aglutinacdo em
latex. Prevaléncias semelhantes foram relatadas por Avarzed et al. (1997) através da RIFI, com
88,2% de animais soropositivos para 7. equi. Posteriormente, Boldbaatar et al. (2005) realizaram
estudo epidemioldgico em diferentes regides da Mongodlia e detectaram prevaléncia de 72,8%
(n=185) de equinos soropositivos para 7. equi utilizando antigeno recombinante no ELISA.
Nesse mesmo ano, o DNA de T. equi foi detectado em 25,6% (n=10) das amostras de equino
testadas pelo método da PCR multiplex (ALHASAN et al., 2005). Recentemente, Riiegg et al.,
(2007) registraram prevaléncia de 7. equi em 66,5% (n=328) e 78,8% (n=393 ) dos equinos
avaliados através da PCR e RIFI, respectivamente. Na regido norte de Israel, Shkap et al. (1998),
registraram prevaléncia de 7. equi em 33,7% (n=122) dos equinos pelo cELISA.

Na Africa, estudos soro-epidemiolégicos tém evidenciado alta prevaléncia de theileriose
em equideos, inclusive em zebras (RETIEF, 1964; DE WAAL et al., 1988; FRIEDHOFF et al.,
1990). Littlejohn e Walker (1979) verificaram que a taxa de incidéncia anual da piroplasmose
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equina é de 1,88% no Zimbabwe e Africa do Sul, no entanto, é provéavel que modificacdes nessa
taxa de incidéncia tenham ocorrido até o momento. Em estudo realizado por Gummow et al.
(1996) no norte e leste da Provincia do Cabo, Africa do Sul, examinaram 176 amostras de soro de
equinos Puro Sangue através da RIFI e encontraram prevaléncia de anticorpos anti-7. equi que
variaram de 41 a 61 % em trés distritos estudados. Amostras de soro de equinos do nordeste da
Provincia de Free State foram testadas pela RIFI e apresentaram 97,3% (n=90) de positividade
para T. equi (MOTLOANG et al., 2008). No entanto, em apenas 5,4% (n=5) das amostras
detectou-se o DNA de T. equi. Recentemente, na Africa do Sul, Bhoora et al. (2010) detectaram o
DNA de T. equi em 80% (n=33) das amostras de equinos analisadas pelo PCR em tempo real,
sendo que 83% (n=34) dos equinos apresentaram anticorpos anti-7. equi quando analisadas pela
RIFL

Na América do norte, os EUA e Canad4 sao considerados livres de 7. equi, com excecao
do estado da Florida (HOLBROOK, 1969). Acredita-se que 7. equi foi introduzido na Flérida por
volta de 1958 quando cerca de 50 equinos foram importados de Cuba, no entanto, em funcao das
medidas de quarentena a doenca permaneceu localizada (SIPPEL et al., 1962).

Na América Latina, a theileriose equina é enzodtica, com exce¢do das regides do sul do
Chile e Argentina (FRIEDHOFF et al., 1990). Diversos estudos sorolégicos anti-7. equi foram
realizados em equinos da Argentina (DURRIEU; CIPOCELLI, 1972; BAKOS, 1981; COLMAN
et al., 1982; AGUIRRE et al., 2004), Porto Rico (HOLBROOK et al., 1972), Peru (CARPIO,
1972), Chile (URCELAY et al., 1973; RUDOLPH et al., 1975;), Colombia (TENTER et al.,
1988) e Guatemala (TEGLAS et al., 2005).

No Brasil, a theileriose equina foi descrita pela primeira vez por Carini (1910) em equinos
no Estado de Sao Paulo através do diagndstico clinico e laboratorial. Posteriormente, ainda em
Sdo Paulo, a doenca foi novamente registrada em animais de corrida com quadro agudo de
theileriose (GUIMARAES et al., 1950). No Rio de Janeiro, o primeiro caso clinico da doenca foi
registrado por Dupont e Barreiros Terra (1952) através dos sinais clinicos e visualizagdo do
parasito em esfregaco de sangue corado pelo Leishmann. A partir do registro da doenca no Brasil,
varios estudos soro-epidemiolégicos foram realizados em diferentes regides do pais. A primeira
deteccdo de anticorpos anti-7. equi, no Brasil, foi registrada por Tenter e Friedhoff (1986) apds
testarem 25 amostras de soros procedentes de equinos do Rio de Janeiro através do TFC e da
RIFI e observaram, respectivamente, 68% (n=17) e 72% (n=18) de equinos positivos para T.
equi.

No Rio de Janeiro, em estudo realizado na UFRRJ, municipio de Seropédica, Pfeifer
Barbosa et al. (1995) utilizaram a RIFI como método de diagndstico e detectaram frequéncia de
90,6% (n=110) e 100% (n=121) de equideos soropositivos para 7. equi, respectivamente, nos
meses de abril e outubro de 1991. Na regido Fluminense, municipio de Itaguai, atualmente
pertencente a microrregido de Itaguai, Bittencourt e Massard (1997) observaram prevaléncia de
84,6% (n=66) para T. equi pelo TFC. Posteriormente, Botteon et al. (2002) observaram
prevaléncia de 73,6% (n=89) de positividade em equinos criados em municipios da regido
Metropolitana do Rio de janeiro sob diferentes sistemas de criagdo, no entanto, utilizaram a RIFI
como método de diagndstico. No ano seguinte, Mesquita Neto (2003) observou prevaléncia de T.
equi em 90,2% (n=74) em equinos de uso militar no Regimento Escola de Cavalaria do Exército
Brasileiro. Nesse mesmo ano, Laranjeira (2003) observou prevaléncia de 93,2% (n=233) em
equinos de diferentes regides do estado do Rio de Janeiro.

Em estudo realizado por Da Costa Pereira et al. (2004) avaliaram amostras de equinos
Puro Sangue Inglés (PSI), mantidos temporariamente no Jockey Club do Rio de Janeiro, através
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do TFC e registraram anticorpos anti-7. equi em 18,1% (n=40) dos equinos. Posteriormente, Da
Costa Pereira et al. (2005) examinaram equinos PSI de trés estabelecimentos equestres
localizados nos municipios de Petrépolis, Teresépolis e Nova Friburgo pelo TFC e observaram
21% (n=52) de positividade para 7. equi. Também estudando a prevaléncia de 7. equi em equinos
da raca PSI procedentes de um estabelecimento esportivo localizado no municipio de Nova
Friburgo, Rio de Janeiro, Da Costa Pereira et al. (2007) utilizaram o TFC e observaram
soropositividade em 5,6% (n=4) dos equinos avaliados durante trés anos consecutivos.
Recentemente, Santos et al. (2009) detectaram reacdo positiva para 7. equi em 74,7 (n=59),
60,8% (n=48) e em 75,9% (n=60) das amostras de equinos de diferentes municipios da regido
Metropolitana do Rio de Janeiro testadas, respectivamente, pela RIFI, TFC e pelo ELISA.

Em Minas Gerais, Ribeiro e Lima (1989) registraram prevaléncia de 80,1% (n=245) de
anticorpos anti-7. equi em equinos através da RIFI. Em outro estudo, Ribeiro et al. (1999)
detectaram anticorpos anti-7. equi em 60,6% (n=242) dos equinos abatidos em dois matadouros
nos municipios de Campo Belo e Araguari no estado de Minas Gerais.

Em Sao Paulo, Heuchert et al. (1999) testaram 752 amostras de soros coletadas de 140
equinos pela RIFI e pelo TFC, das quais encontraram prevaléncia de anticorpos anti-7. equi em
29,8% (n=224) e 17,6% (n=132), respectivamente. Posteriormente, na regido nordeste do estado
de Sdo Paulo, Baldani et al. (2004) observaram prevaléncia de anticorpos anti-7. equi em
aproximadamente 75% (n=68) dos equinos. Recentemente, Kerber et al. (2009) utilizaram o TFC
e o ELISA competitivo (cELISA) e observaram prevaléncia de anticorpos anti-7. equi,
respectivamente, em 28,5% (n=166) e em 26,6% (n=155) dos equinos de 40 propriedades
situadas em diferentes municipios do estado de Sao Paulo.

Segundo Linhares (1994), a microrregido de Goiania, Goids apresenta estabilidade
enzodtica para 7T. equi, uma vez que registrou prevaléncia de anticorpos anti-7. equi em 94,7%
(n=485) dos equinos examinados pela RIFI naquela regidao. Adicionalmente, Xuan et al. (2001b)
examinaram soros de equinos provenientes dos Estados de Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul pelo
teste de aglutinacdo em latex e encontram 81% (n=38) de positividade para 7. equi.

Outros estudos foram realizados com amostras de diferentes estados do Brasil. Dentre
eles, Kerber et al. (1999) analisaram amostras de soro de equinos provenientes dos estados de
Minas Gerais, Sdo Paulo, Paranid, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul. Através do TFC
registraram prevaléncia para T. equi em 42,5% (n=195) e em 18,4% (n=48) dos equinos,
respectivamente, em dreas tropicais e subtropicais. Mais recentemente, Heim et al. (2007)
examinaram amostras de equinos provenientes de Minas Gerais, Sao Paulo, Goids e Bahia, que
foram abatidos em um matadouro localizado no municipio de Araguari, estado de Minas Gerais.
Nesse estudo, a prevaléncia observada pela RIFI foi de 91% (n=443) para T. equi, além disso, o
DNA de T. equi foi detectado em 59,7% (n=291) dos equinos através do PCR multiplex em
tempo real.

A regido Sul do Brasil também é considerada endémica para 7. equi, como observado em
diversos estudos. No Sul do Estado do Rio Grande do Sul, Cunha et al. (1996) testaram amostras
de soros de equinos do Jockey Club de Pelotas e de dois haras da regido pela RIFI e observaram
prevaléncia de 57,9% (n=77) de anticorpos anti-7. equi. Nessa mesma regido, Nizoli et al. (2008)
observaram prevaléncia de anticorpos anti-7. equi em 22,1% (n=25) dos equinos criados no
municipio de Bajé quando testados pela RIFI. Esses autores também detectaram o DNA de T.
equi em 15% (n=17) dos equinos avaliados através da PCR nested. Estudo realizado por
Golynski et al. (2008) demonstrou que 35,8% (n=136) e 31,6% (n=120) dos equinos avaliados
na regido norte do estado do Rio Grande do Sul apresentavam anticorpos anti-7. equi,
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respectivamente, pela RIFI e ELISA. No estado de Santa Catarina, Souza et al. (2000)
observaram, através da RIFI, prevaléncia de anticorpos anti-7. equi em 50,4% (n=200) dos
equinos nascidos e criados no Planalto Catarinense.

2.4.3 Fatores associados a infec¢ao por Theileria equi

A identificacdo de fatores de risco e/ou associados a infec¢do com 7. equi pode auxiliar na
adocdo de medidas especificas de prevengdo e controle, as quais minimizariam a introdug¢io ou
dispersdao deste hemoparasito entre diferentes regides. Além disso, pode sugerir evidéncias
epidemioldgicas sobre os mecanismos pelos quais 7. equi se dissemina na populacdo de
hospedeiros.

A distribui¢do de theileriose equina estd associada com a presencga dos carrapatos vetores
(DE WALL, 1992). A prevaléncia de anticorpos anti-7. equi apresentou associacdo (p<0,0001)
com equinos criados em dreas tropicais e subtropicais e com a ado¢do ou ndo de medidas para o
controle de carrapatos em propriedades (KERBER et al., 1999). Segundo esses autores, a falta do
controle de carrapatos demonstrou ser um fator de risco para soropositividade anti-7. equi
(OR=10,6). Equinos criados nessas condicdes apresentaram 52,5% de probabilidade de serem
soropositivos para 7. equi, no entanto, o controle de carrapatos reduziu essa probabilidade para
9,4%. Recentemente, Kerber et al. (2009) observaram que a presenca de a0 menos um equino
positivo para 7. equi em uma propriedade, pelo TFC e cELISA, esta associado (p<0,001) com o
alto nivel de infestacdo por Dermacentor (Anocentor) nitens € Amblyomma cajennense (mais que
10 carrapatos adultos por animal). Nesse mesmo estudo, somente o alto nivel de infestacdo por A.
cajennense apresentou associacao (p=0,0001) com mais que 30% dos equinos positivos para 7.
equi. A presenca de R. (B.) microplus nao mostrou associacdo (p>0,20) com nenhum resultado
sorolégico para T. equi. A associacdo observada entre a presenga de equinos positivos para 7.
equi e a infestagcdo por A. cajennense € uma surpresa, uma vez que este carrapato nao demonstrou
ser um vetor competente deste agente (DENNING, 1988). No entanto, Riiegg et al. (2007) ndo
observaram associacdo (p>0,05) da proporcao de equinos soropositivos pela RIFI com a
infestac@o por carrapatos.

Diversos estudos t€ém demonstrado associagdo (p<0,05) da idade dos equinos com a
soropositividade para 7. equi (RIBEIRO et al., 1999; RUEGG et al., 2007; KOUAM et al., 2010).
Equinos com idade acima de cinco anos apresentaram 2,24 vezes mais chance de terem contato
com 7. equi quando comparado aos animais mais jovens (KOUAM et al., 2010). No entanto,
outros estudos ndo registraram associacdo (p>0,05) da idade com a frequéncia de equinos
soropositivos para T. equi (SHKAP et al., 1998; SOUSA et al., 2000; BOTTEON et al., 2002;
KARATEPE et al., 2009; MORETTTI et al., 2010).

Em relagdao ao sexo dos equinos, também existem resultados discordantes na literatura.
Estudos relatam que o sexo dos equinos ndo apresenta associagdo (p>0,05) com a infec¢do ou
presenca de anticorpos anti-7. equi (SHKAP et al., 1998; SOUZA et al., 2000; BOTTEON et al.,
2002; KOUAM et al., 2010). Por outro lado, fraca associacdo (p<0,047; OR=1,498) foi
observada, onde as fémeas apresentaram maior frequéncia de anticorpos anti-7. equi quando
comparada aos machos, pela RIFI (MORETTI et al., 2010).

O sistema de criagdo dos equinos também demonstra associagdo com a soropositividade
para T. equi. Equinos criados em sistema confinado apresentam menor (p<0,05) frequéncia de
anticorpos anti-7. equi quando comparado aqueles criados em sistema semiconfinado e extensivo,
respectivamente, com 45,2% (n=19); 87,1% (n=27) e 89,6% (n=43) de animais soropositivos
(BOTTEON et al., 2002). Recentemente, Moretti et al. (2010) também demonstraram associacao
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(p<0,01; OR=2,44) com o sistema de cria¢ao. Nesse estudo, equinos criados a pasto apresentaram
maior probabilidade de serem infectados.

Outros fatores que apresentam associacdo (p<0,05) com a resposta soroldgica para 7. equi
sdo: a atividade dos equinos (esporte, passeio, trabalho), a localizacio das propriedades, o
periodo do ano; as espécies (equinos, muares e pdneis) e as categorias (garanhdes, éguas e
equinos castrados) (SHKAP et al., 1998; RUEGG et al., 2007; KOUAM et al., 2010; MORETTI
et al., 2010).

2.5 Patogenia
2.5.1 Sinais clinicos de theileriose equina

Theileriose equina é uma doenga que acomete os equideos (equinos, jumentos, muares e
zebras), a qual pode assumir cardter agudo, subagudo ou cronico. O periodo de incubagdo varia
de dois a dez dias até 21 dias, dependendo do carrapato vetor (MEHLHORN; SCHEIN. 1998).
Embora os sinais clinicos de theileriose equina sejam varidveis, os mais frequentemente
observados em casos agudos sdo febre (>40°C), acompanhada de transpiracdo; anemia; mucosas
hipocoradas a ictérica, e algumas vezes hemorrigicas; taquicardia; depressdo; fraqueza; anorexia;
desidratacdo; edema; lacrimejamento; aumento do tempo de preenchimento capilar e
hemoglobintria (DE WALL, 1992; HAILAT et al., 1997; AMBAWAT et al., 1999; ZOBBA et
al., 2008; ALSAAD, 2010).

Em casos subagudos, 0s animais apresentam graus variados de anorexia, mal-estar, perda
de peso, temperatura corporal elevada ou até mesmo normal, pulso e frequéncia respiratéria
aumentada (DE WALL, 1992). Este mesmo autor relata que a febre em casos de theileriose
subaguda €, as vezes, intermitente. A coloracdo das mucosas varia de rosa palido ou amarelo
palido a amarela brilhante. Petéquias ou equimoses também podem ser visualizadas nas mucosas.
Os equinos podem apresentar sinais de codlica tais como bater a pata, olhar para o flanco e
permanecerem deitados (HAILAT et al., 1997). Pode ocorrer constipagdo e, frequentemente €
seguido por diarréia. A urina apresenta coloracdo que varia de amarelo-escuro a castanho, mas
em alguns casos a urina apresenta coloracao marrom avermelhada como resultado dos pigmentos
de hemoglobina e de bilirrubina (TAYLOR et al., 1969). Casos nio tratados ou negligenciados de
theileriose equina podem se tornarem graves com quadro de anemia e fraqueza generalizada.
Pode ocorrer edema da parte distal dos membros, no entanto, ndo se observa edema de cabeca e
da regido peitoral e abdominal (SIPPEL et al., 1962). Segundo De Wall (1992) infeccdes
simultaneas por virus e helmintos podem explicar alguns sinais clinicos atipicos observados
algumas vezes.

Theileriose equina na sua forma cronica normalmente se apresenta com uma histéria de
sinais clinicos inespecificos como inapeténcia, queda de desempenho e redu¢do na massa
corporal (DE WALL, 1992; HAILAT et al., 1997).

A infecc@o por T. equi em éguas portadoras é apontada como a causa mais comum de
aborto em equinos (DE WALL, 1992). Fetos abortados mostram lesdes caracteristicas de
theileriose equina (ALLSOPP et al., 2007) e assume-se que, uma vez que 7. equi atravessa a
barreira placentéria e infecta o feto, ou ocorre o aborto ou o potro nasce com theileriose neonatal.
Theileriose neonatal em potros € caracterizada por fraqueza ao nascer ou apatia, seguido do
desenvolvimento de anemia, ictericia grave e mal-estar logo apds, ou antes, da ingestdo do
colostro (ERBSLOH, 1975). Potros acometidos se tornam progressivamente letdrgicos e, por fim,
sdo incapazes de permanecerem em pé ou de amamentarem. Febre geralmente estd presente e
petéquias podem ser visualizadas nas mucosas. Alguns potros se apresentam aparentemente
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normais ao nascimento, mas sinais clinicos sdo observados cerca de dois a trés dias apds o
nascimento.

2.5.2 Alteracoes hematoldgicas e patologicas em infeccao por Theileria equi

Os estudos demonstram haver reducdo no numero de hemdcias, de plaquetas, na
concentracdo de hemoglobina e no volume globular em equinos infectados por 7. equi (DE
WALL et al., 1987; HAILAT et al., 1997; CUNHA et al., 1998; ZOBBA et al., 2008). A anemia,
caracteristico de theileriose equina, € do tipo normocitica e normocromica (ALSAAD, 2010).
Esse mesmo autor também observou reducdo no tempo de coagulacdo sanguinea, tempo de
protrombina e tromboplastina parcial ativada em potros com theileriose aguda.

Infecgdes agudas sdo caracterizadas por neutropenia e linfocitopenia, no entanto pode-se
observar pancitopenia, leucopenia, anemia e trombocitopenia, ou somente trombocitopenia com
moderada redug¢do na concentracdo de hemoglobina e até mesmo parametros hematolégicos
dentro da normalidade (ZOBBA et al., 2008). No entanto, ha aumento no nimero de leucdcitos
como resultado do aumento dos linfécitos em equinos com infec¢ao aguda (HAILAT et a., 1997).

Observa-se reducio no nivel plasmético de fibrinogénio, na concentragdo de ions ferro e
fosforo, além de hiperbilirrubinemia, hipoalbuminemia e alteracdo no perfil hepatico com
aumento na atividade da alanina-aminotransferase (ALT) e aspartato-aminotransferase (ALT)
(TAYLOR et al., 1969; HAILAT et al., 1997; ZOBBA et al., 2008).

AlteracOes patoldgicas graves incluem anemia, ictericia, edema do tecido subcutineo e
subseroso, graus variados de emaciacao, hepato e esplenmegalia, rins aumentado com coloragao
vermelho-amarronzado, ascite, hidrotérax e hidropericirdio com hemorragias no epi e
endocardio, congestdo e edema dos pulmdes e aumento de linfonodos (DE WALL, 1992;
HAILAT et al., 1997).

Exames histopatoldgicos revelam congestio e edema dos pulmdes, degeneracdo
centrolobular do figado e necrose do tipo coagulativa com estase biliar, bem como nefrose
caracterizada por degeneracdo hidrépica e gordurosa do epitélio tubular renal. Observa-se
também evidente proliferacio de células do sistema mononuclear fagocitirio no figado, rins,
pulmdes e linfonodos (DE WALL, 1992; HAILAT et al., 1997). Também foi descrito a presenca
de trombos nos vasos sanguineos do figado e pulmdes (MAHONEY et al., 1977; HAILAT et al.,
1997).

2.6 Diagnostico de theileriose equina
2.6.1 Exame microscépico de esfregaco de sangue

Theileriose equina € uma doenca extremamente importante, tanto mundialmente quanto
no Brasil, uma vez que as condi¢des epidemioldgicas para a disseminagdo de 7. equi s@o
amplamente favordveis no Brasil. O maior impacto econdmico se reflete na morbidade,
diminui¢do do potencial atlético, gastos com medicamentos, abortos e mortalidade, além da
possivel introdu¢do de animais susceptiveis em drea enzodtica ou de animais portadores em areas
livres (DE WALL, 1992; BOTTEON et al., 2005).

Dessa forma, o diagndstico e identificacdo do agente sdo extremamente importantes nao
somente para a ado¢do de medidas de controle adequadas, mas também para a realizacdo de
estudos epidemioldgicos envolvendo 7. equi. O diagndstico é baseado no exame clinico, em
exames laboratoriais, na epidemiologia do(s) carrapato(s) vetor(s) naquela regido e pesquisa
parasitoldgica direta. Além disso, o diagnodstico indireto € muito utilizado e se baseia na deteccdo
de anticorpos especificos contra 7. equi (BRUNNING, 1996).
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A pesquisa parasitoldgica direta, realizada por meio do exame de esfregaco sanguineo em
microscopia Optica e visualizagdo do parasito dentro das hemadcias, constituem-se no método mais
antigo e mais rotineiramente utilizado para o diagndstico de theileriose equina. Esse método é
altamente eficaz durante a fase aguda da doenga, no entanto, na fase cronica, na qual equinos sao
portadores de 7. equi a visualizagdo do agente € dificil (SHEIN, 1988). Assim, esse método €
altamente especifico, no entanto, apresenta baixa sensibilidade quando comparado aos demais
testes.

Outro método de deteccdo direta do parasito, o cultivo in vitro de T. equi, pode ser
considerado como uma alternativa complementar aos métodos soroldgicos utilizados para o
diagnéstico dessa doenga, uma vez que permite identificar o parasito, especialmente em equinos
assintomdticos e com baixa parasitemia (ZWEYGARTH et al., 1997; HOLMAN et al.,1998).
Constitui-se num método altamente sensivel que pode ser usado para avaliar os efeitos do
tratamento quimioterdpico e para isolar amostras a campo para posterior caracterizacao.
Entretanto, uma das desvantagens € o tempo requerido para a execu¢do da técnica, sendo
necessdrio o minimo de 15 dias para o diagndstico. De acordo com Zweygarth (1995), € possivel
detectar parasitos de 7. equi ja no segundo dia apds o inicio do cultivo, mesmo em animais
portadores e com parasitemias inferiores a 0,1% ou 0,2%. A confirmagao de portadores cronicos
de T. equi também pode ser realizada com eficiéncia pelo cultivo in vitro em animais sem
antecedentes de theileriose clinica ou exposi¢@o ao parasita (HOLMAN et al., 1998). Zweygarth
et al. (1997) demonstraram resultado positivo para 7. equi, ao teste de cultivo, em 60% (n=36) de
amostras negativas ao exame microscopico.

2.6.2 Métodos sorologicos

A identificacdo direta de 7. equi por exame microscopico de esfregaco de sangue é
importante somente durante a fase aguda da doenca na qual hé parasitemia em nivel facilmente
detectdvel. Durante a fase latente da infec¢do a visualizagdo do parasito € dificil e, o resultado
negativo obtido pelo exame microscépico ndo exclui a possibilidade de infeccao (ALI et al.,
1996). Em fun¢do da baixa sensibilidade do diagndstico baseado no exame microscépico em
esfregaco de sangue, varios métodos sorolégicos sdo utilizados para o diagndstico de theileriose
equina como o TFC, a RIFI e o ELISA. Esses métodos sio muito utilizados em estudos
epidemioldgicos, devido possuirem elevada sensibilidade e especificidade. Além disso, sdo
indicados como método de avaliacdo de programas de controle, resposta a testes de vacinagdo e
de medicamentos (WEILAND, 1986).

O TFC foi o primeiro teste sorolégico aplicado para deteccao de anticorpos anti-7. equi e,
desde 1969, tem sido considerado o teste oficial para o diagnostico da piroplasmose equina pelo
“United States Departament of Agriculture” (USDA) (FRIEDHOFF, 1982). Entretanto, a
Organizagdo Internacional de Epizootias (OIE) determinou que a RIFI ou mesmo o ELISA
podem ser utilizados em substituicdo ao TFC. De acordo com Soule et al. (1984) e Briining
(1996), o TFC nao detecta infec¢des cronicas e pode apresentar resultados falso-negativos. Isso
se deve a presenca de IgG(T), a qual nao fixa complemento e é bastante encontrada em equinos
(MCGUIRE et al., 1971). Experimentalmente, anticorpos fixadores do complemento ndo sio
detectados com menos de quatro semanas apds a inoculagdo (KUTTLER et al., 1986).

A RIFI é amplamente utilizada em estudos soro-epidemioldgico, uma vez que apresenta
maior sensibilidade e especificidade na detec¢do de anticorpos anti-7. equi quando comparada ao
TFC (DONNELLY et al., 1980; BALDANI et al., 2007). Embora a RIFI seja mais sensivel que o
TFC e raramente ocorram resultados falso-negativos (TENTER; FRIEDHOFF, 1986), a
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padronizacdo ¢é dificil, considerando a subjetividade do leitor em avaliar os resultados
(BRUNING, 1996).

Segundo Briining (1996), o primeiro método ELISA para diagnéstico de T. equi foi
desenvolvido por Go6tz (1982). Naquela ocasido, o método apresentou maior sensibilidade quando
comparado ao TFC, no entanto, baixa especificidade, evidenciada pela presengca de reacdo
cruzada entre 7. equi e Babesia caballi. Resultados semelhantes foram observados
posteriormente por outros autores (BOSE; PEYMANN, 1994). Segundo esses autores, a baixa
especificidade foi atribuida ao uso de antigenos brutos nos testes, principalmente eritrocitos
infectados com ambos os piroplasmaideos de equinos. No entanto, varios estudos que buscam
identificar antigenos recombinantes que possam ser utilizados para aumentar a especificidade do
método ELISA ja foram desenvolvidos (KNOWLES et al.,1991a; BRUNING et al., 1997;
TANAKA et al., 1999; XUAN et al., 2001b,c; HIRATA et al., 2002, HIRATA et al., 2003;
HUANG et al., 2006) e, provavelmente, novos serdo realizados. Outra técnica, a de Western
Blotting, tem sido utilizada como confirmatéria do ELISA, uma vez que apresenta elevada
especificidade (PFEIFER BARBOSA et al., 1995).

2.6.3 Métodos moleculares

Levando em consideracio a baixa sensibilidade do exame microscopico de esfregaco de
sangue, principalmente na fase latente da doenca, e a limitacdo dos métodos soroldgicos por
detectarem apenas anticorpos e/ou a possibilidade de reagdes cruzadas com outros agentes, a
utiliza¢do dos métodos moleculares como ferramenta de diagndstico assume grande importancia.

Segundo Hodgkinson (2006), o estimulo para o desenvolvimento de uma ferramenta
molecular utilizada para deteccao da infec¢do de equinos por piroplasmas foi a incapacidade das
técnicas existentes, incluindo métodos hematoldgicos e imunolégicos, em detectar com precisdo a
infec¢do em equinos exportados para dreas livres da doencga.

Os primeiros passos para desenvolver um teste molecular no inicio da década de 90
contaram com sondas de DNA espécies-especificas, desenhadas para detectar parasitos em
amostras de sangue de animais experimentalmente e naturalmente infectados e em animais
portadores (POSNETT; AMBROSIO, 1989; POSNETT et al., 1991). No entanto, as técnicas
baseadas na hibridizacdo através de sondas de DNA foram substituidas pela PCR, uma vez que
essa apresenta maior especificidade e menor custo quando comparado a hibridizacdo (OHTA et
al., 1995).

Virios estudos, até entdo, tém utilizados a ferramenta molecular de diagndstico, baseado
na PCR, para a detec¢cdo do DNA de piroplasmas (FAHRIMAL et al., 1992; FIGUEROA et al.,
1993; CALDER et al 1996; BASHIRUDDIN et al., 1999). A sensibilidade desse método para
deteccdo do DNA de 7. equi tem mostrado ser superior aquela apresentada pelos métodos de
deteccdo em exame microscopico de esfregaco de sangue corado ou até mesmo por sondas de
DNA (RAMPERSAD et al., 2003; NICOLAIEWSKY et al., 2001; BASHIRUDDIN et al., 1999).
No entanto, esses métodos ainda sdo relativamente demorados e requerem procedimentos um
pouco complexos, como a nested PCR e/ou a hibridizac¢ao para alcangar maior sensibilidade.

Portanto, ha a necessidade de desenvolver técnicas mais simples, com base na PCR, que
possam ser apropriadoas para o uso no diagndstico de rotina. Dessa forma, estudos mais recentes
tem desenvolvido novos métodos moleculares de diagndstico como a PCR multiplex
(ALHASSAN et al., 2005) e a PCR em tempo real utilizando o sistema TagMan (KIM et al.,
2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descricao da regiao estudada

O estudo foi realizado em duas microrregides da mesorregido metropolitana do Rio de
Janeiro (Figura 1).

e Microrregiao de Itaguai (Municipios de Itaguai, Mangaratiba e Seropédica)

Itaguai: 22°51°08”’ latitude Sul; 43°46°31°” longitude Oeste; altitude: 13 metros.

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

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

O clima da microrregidao de Itaguai é caracterizado como tropical com esta¢do seca e
chuvas no verdo (Aw) segundo classificacdo de Koppen-Geiger (PEEL et al., 2007). Este clima
apresenta temperatura média do més mais frio do ano >18°C e temperatura média maxima acima
de 25°C. Estacdo de inverno bem definida.

® Microrregiao Serrana (Municipios de Petrépolis e Teresépolis)

Petrépolis: 22°30°18’’ latitude Sul; 43°10°44”” longitude Oeste; altitude: 809 metros.

Teresopolis: 22°24°43’1atitude Sul; 42°57°57” longitude Oeste; altitude: 910 metros.

O clima da microrregido Serrana € considerado temperado imido com inverno seco e
verdo temperado (Cwb) segundo classificagdo de Koppen-Geiger (PIEEL et al., 2007). Também
se encontra a denominagdo de clima tropical de altitude. Este clima apresenta temperatura média
nos trés meses mais frios do ano de 10°C e nos meses mais quentes acima de 22°C. A temperatura
média anual € de 18°C. As estagdes de verao e inverno sdo bem definidas.

3.2 Estudo epidemiologico e amostragem

O estudo epidemiolégico foi do tipo transversal. Para a determinacdo do tamanho da
amostra utilizou-se a prevaléncia esperada para 7. equi de 80%, com base em estudos realizados
na regido metropolitana do Rio de Janeiro (PFEIFER BARBOSA et al., 1995; BITTENCOURT;
MASSARD, 1997; BOTTEON et al., 2002; MESQUITA NETO, 2003; LARANJEIRA, 2003). O
grau de confianca utilizado foi de 95% e margem de erro admitida de 5%. O nimero minimo de
amostras individuais de soro estabelecidas para coleta, em cada microrregido, foi de 246
amostras, segundo a equagao descrita por Sampaio (2002) a seguir:

n=1,96" X Pesp (1= Pesy)
d
onde: n = tamanho da amostra; P, = prevaléncia esperada; d’= precisdo absoluta desejada.

Apoés a determinacdo do nimero minimo de amostras a serem coletadas, a selecdo das
propriedades foi realizada por conveniéncia ndo probabilistica. Apds o consentimento do
proprietirio ou responsdvel, as amostras foram coletadas ao acaso. Em situagdes em que o
numero de equinos foi inferior a 10, a coleta foi realizada de todos os animais. Por outro lado,
quando o nimero de animais foi superior a 10 a coleta se restringiu a 10% da populacido de
equinos.
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Figura 1. Localizacdo geografica das coletas de dados (pontos em verde) nas microrregioes de
Itaguai, com os municipios de Itaguai, Mangaratiba e Seropédica; e Serrana com os municipios
de Petrépolis e Teresépolis, no estado do Rio de Janeiro.

As coletas foram realizadas nas microrregides de Itaguai e Serrana, no periodo de janeiro a
maio de 2009. Para que a amostragem nas microrregides fosse melhor distribuida, foram
coletadas amostras de 714 equideos (equinos e muares) em 80 propriedades (31 localizadas na
microrregido de Itaguai e 49 localizadas na microrregido Serrana). Inicialmente, todos os animais
foram examinados e posteriormente submetidos a coleta de sangue e carrapatos, quando
presentes. Dos 714 animais examinados, 364 pertenceram a microrregido Serrana [Petrépolis
(n=192) e Teresépolis (n=172)] e 350 a microrregidao de Itaguai [Itaguai (n=116); Mangaratiba
(n=90) e Seropédica (n=144)]. Em cada local de coleta a altitude foi registrada e os pontos
georreferenciados com a utilizagdo de receptores de Sistema de Posicionamento Global (GPS). O
sistema de referéncia utilizado foi South American Datum 1969 (SADG69). Para a geracdao do

mapa de localizac@o da drea do estudo utilizou-se o software ARC GIS® 9 da ESRI (Figura 1).

3.3 Questionario epidemioldgico

Antes da coleta de material dos equinos os proprietdrios ou funciondrios responsadveis
foram informados sobre o estudo, sua importancia e se a coleta de sangue e carrapatos dos
equinos poderia realizada. Apds autorizacdo, foi aplicado um questiondrio (Anexo) com o
objetivo de avaliar os possiveis fatores associados (espécies de equinos, regido de coleta, sexo,
idade, altitude, atividade dos equinos, origem, parasitismo por carrapatos e dipteros) com a
presenca de anticorpos anti-7. equi.
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3.4 Coleta de sangue e carrapatos

De cada animal foram coletadas amostras de sangue, através da puncdo da veia jugular,
utilizando o sistema a vicuo. As amostras foram coletadas em um tubo de 10mL sem
anticoagulante. Os tubos contendo as amostras de sangue foram devidamente identificados e
mantidos refrigerados a 4°C até serem conduzidos ao Laboratério de Hemoparasitos e Vetores,
situado na Estacdo para Pesquisa Parasitologica W.O. NEITZ, pertencente ao Departamento de
Parasitologia Animal/ Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
situada entre os paralelos 22°41° 22°45’ de latitude sul e os meridianos 43°38° 43°42° de
longitude oeste de Greenwich. No laboratério, os tubos foram centrifugados a 6000 x g por 10
minutos para separa¢do do codgulo e obten¢do do soro. Em seguida, aproximadamente 1,0mL de
soro foram acondicionados em microtubos de polipropileno de 1,5mL, devidamente identificados
e mantidos a temperatura de -20°C até a realizacdo do diagndstico soroldgico.

Todos os animais foram inspecionados visualmente por todo o corpo, com énfase na
regido do pavilhdo auricular, da cabeca, do pescocgo, do peitoral, das axilas, inguinal e por fim,
embaixo da cauda, para identificacdo de animais infestados por carrapatos. Naqueles animais
parasitados, o grau de infestacdo por cada espécie de carrapato foi categorizado segundo Teglas
et al. (2005). Equinos ndo parasitados, com infestacdo leve (1 a 20 carrapatos por animal),
moderada (21 a 50 carrapatos por animal) e intensa (acima de 50 carrapatos por animal).
Posteriormente, foram coletados carrapatos de cada animal e armazenados em dlcool isopropilico
para identificacdo de adultos em nivel de espécie por meio de chave dicotdmica apropriada
(BARROS-BATTESTT et al., 2006). Além disso, a infestagdo por dipteros foi registrada.

3.5 Reacao de imunofluorescéncia indireta

O substrato antigénico utilizado na RIFI foi gentilmente cedido pelo Laboratério de
Imunoparasitologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria da Universidade Estadual
Paulista. O antigeno foi composta da amostra Jaboticabal de 7. equi (Acesso no GenBank n°.
AF255730) (BALDANI et al., 2007). Resumidamente, as hemdcias foram lavadas com solugdo
salina estéril a 0,85% e a papa de hemdcias resultante foi ajustada para a obtencdo de uma
concentracdo aproximada de 30 hemécias parasitadas por campo. Apds secagem em temperatura
ambiente, as laminas contendo o extrato antigénico foram armazenadas a -20°C, até o momento
do uso. Para realizac@o do teste, as 1aminas contendo o extrato antigénico foram incubadas com
cada soro teste, diluido 1:80, em camara imida a 37°C por 45 minutos. Apds trés lavagens em
solugdo salina tamponada (PBS), as laminas foram incubadas com anti-imunoglobulina G de
equino conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (Sigma-Aldrich®) na diluicio 1:32 e
observadas em microscopio equipado para fluorescéncia (Hund Wetzlar, modelo H600/12,
Alemanha ). Foram consideradas positivas as amostras de soro que apresentaram fluorescéncia
especifica para 7. equi na dilui¢do de 1:80 (Figura 2).

Foi utilizado como controle negativo da RIFI soro proveniente de equino livre de infec¢ao
por T. equi e B. caballi, confirmado pelo resultado negativo através da RIFI e pelo exame
microscopico de esfregaco sanguineo. Como controle positivo, utilizou-se soro de equino
experimentalmente infectado com a amostra Jaboticabal de 7. equi.
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Figura 2. Reagdo de imunofluorescéncia indireta. Soro controle negativo (a) e amostra de soro
equino demonstrando fluorescéncia especifica para Theileria equi na diluicao de 1:80 (b).

3.6 Analises estatisticas

Para a anélise estatistica dos dados, os animais foram agrupados nas seguintes categorias:
area de coleta (microrregides e seus municipios); altitude (<500m, >500<800m e >800 a 1004m);
espécies (equina e muar), sexo, faixa etaria (<6 meses, 6-12 meses, 1-3 anos, 3-5 anos, 5-10 anos
e >10 anos); atividade (esporte, exposi¢do, passeio, trabalho, reprodugdo e potros com atividade
nao determinada); sistema de criacdo (confinado, semiconfinado e extensivo); contato com
bovinos (ausente ou presente) e origem (interna ou externa a propriedade). Além dessas
categorias, as propriedades foram agrupadas em quatro niveis com base em diferentes
caracteristicas relacionadas a estrutura da propriedade e ao manejo sanitario dos animais, como se
segue: Nivel 6timo (animais criados em baias e piquetes, recebem alimentagdo composta de
volumoso e racdo, existe controle de carrapatos sistemdtico, os animais nao apresentam
infestacdo por carrapatos e hd assisténcia veterindria constante); Nivel bom (idem anterior, exceto
que o controle de carrapato ndo € sistemdtico e os animais apresentam infestacao por carrapatos);
nivel razoavel (animais criados em baias e a pasto, hd controle esporddico de carrapatos e animais
apresentam infestagdo por carrapatos, a assisténcia veterindria também € esporddica); e nivel ruim
(animais criados apenas a pasto, ndo ha controle de carrapatos, animais apresentam infestacoes
por carrapatos e nao ha assisténcia veterindria).

A prevaléncia de anticorpos anti-7. equi nas diferentes microrregides e a frequéncia de
animais soropositivos nas demais categorias foram calculadas e, possiveis diferencas foram
avaliadas através do teste de Qui-quadrado (XZ) e Exato de Fisher em nivel de 5% de
significancia. A razao de prevaléncia (RP) foi calculada para os fatores que apresentaram
associacdo (p<0,05) com a presenca de anticorpos anti-7. equi através do programa Bioestat 4.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A prevaléncia de anticorpos anti-7. equi em equideos das microrregides Serrana e de
Itaguai no estado do Rio de Janeiro bem como os fatores relacionados a drea de coleta estdao
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Prevaléncia de anticorpos anti-7. equi em equideos das microrregides Serrana e de
Itaguai no estado do Rio de Janeiro e fatores relacionados com a area de coleta.

Theileria equi

Fator N N % Valor de p
Prevaléncia 714 579 81,09
Microrregiao
Serrana 364 280 76,92° 0.005
Itaguai 350 299 85,43" ’
Municipio
Itaguai 116 104 89,66"
Seropédica 144 123 85,42
Mangaratiba 90 72 80,00" 0,021
Petrépolis 192 147 76,55"
Teres6polis 172 133 77,33°
Altitude (m)
<500 352 300 85,23"
500<800 163 125 76,69 0,021
800<1004 199 154 77,39°
Nivel da propriedade
Otimo 127 97 76,382
Bom 270 210 77,78
Razodvel 134 114 85,07 0,038
Ruim 183 158 86,34"

*Valores, seguidos de letras iguais, nas categorias, ndo diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado a 5% de
significAncia. N: nimero de animais examinados pela RIFI; n: nimero de animais soropositivos.

Através da RIFI observou prevaléncia de anticorpos anti-7. equi em 81,09% (n=579) dos
equideos examinados em ambas as microrregides. Das 80 propriedades selecionadas para coleta,
apenas em duas localizadas na microrregido Serrana, os equinos examinados ndo apresentaram
sorologia positiva para T. equi. A area de coleta, incluindo as microrregides com seus respectivos
municipios, apresentaram associagdo com a frequéncia de anticorpos anti-7. equi. A microrregiao
de Itaguai apresentou prevaléncia de T. equi superior (p<0,05) a observada na microrregiao
Serrana, com 85,43% (n=299) e 76,92% (n=280) dos equinos soropositivos, respectivamente.
Nenhuma diferenca na frequéncia de animais soropositivos para 7. equi foi observada entre os
municipios, quando avaliados dentro das microrregides. A RP obtida através da andlise
univariada dos fatores que apresentaram associacdo (Tabela 4) revelou que equinos criados na
microrregido de Itaguai, e seus respectivos municipios, apresentaram 11% mais chance
(RP=1,11; p=0,003) de terem contato com 7. equi quando comparado aqueles criados na
microrregido Serrana.
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A prevaléncia de 7. equi observada no presente estudo reforca os resultados de estudos
anteriores que theileriose equina é endémica nos municipios pertencentes a mesorregiao
Metropolitana do Rio de Janeiro (PFEIFER BARBOSA et al.,, 1995; BITTENCOURT;
MASSARD, 1997; BOTTEON et al., 2002; MESQUITA NETO, 2003; LARANIJEIRA, 2003).
Nesses estudos a prevaléncia de 7. equi variou de 73,6 a 100% de positividade, o que pode ser
justificado pela diferenga no nimero de animais examinados e o teste soroldgico utilizado para
diagnostico. Poucos estudos sobre theileriose equina foram realizados na regido Serrana do
estado do Rio de Janeiro. Da Costa Pereira et al. (2005) observaram 21% (n=52) de positividade
para T. equi, pelo TFC, em equinos da raga PSI em trés estabelecimentos esportivos localizados
nos municipios de Petrépolis, Teresopolis e Nova Friburgo. Posteriormente, equinos PSI de um
estabelecimento esportivo de Nova Friburgo foram examinados pelo TFC e observaram 5,6%
(n=4) de positividade para 7. equi em trés anos consecutivos (DA COSTA PEREIRA et al.,
2007). Nesses dois estudos, a frequéncia de equinos positivos para 7. equi estd bem abaixo da
observada pelo presente estudo na microrregidao Serrana. Essa discordancia pode ser justificada
pelo baixo nimero de animais utilizados nestes estudos, pela restricio do estudo a
estabelecimentos equestres sem abrangéncia para toda a regido Serrana e também pela utilizagdao
do TFC como método de diagndstico. Segundo Tenter e Friedhoff (1986) e Briining (1996), o
TFC é menos sensivel que a RIFI e pode apresentar resultados falso-negativos em infeccoes
cronicas por 7. equi.

Estudos realizados em outros estados brasileiros observaram prevaléncia de 7. equi
semelhante a do presente estudo, com destaque para Minas Gerais (RIBEIRO; LIMA, 1989), Sao
Paulo (BALDANI et al., 2004), Goias (LINHARES, 1994) e aos estudos envolvendo mais de um
estado (XUAN et al., 2001b; HEIM et al., 2007). No entanto, quando se compara os resultados do
presente estudo com aqueles observados na regido sul do Brasil (CUNHA et al., 1996; SOUZA et
al., 2000; NIZOLI et al., 2008; GOLYNSKI et al., 2008), observa-se maior prevaléncia para 7.
equi nesse estudo. Essa diferenca estd relacionada a influéncia do clima da regido sul no ciclo
bioldgico de R. (B.) microplus. Em estudo realizado por Brun et al. (1987), observaram trés
geracdes de R. (B.) microplus por ano no municipio de Pelotas/RS. Diferente do observado na
regido sudeste, na qual observou-se quatro geracdes desse carrapato por ano (MAGALHAES;
LIMA, 1991).

A altitude também foi um fator que apresentou associagdo com a soropositividade dos
equinos para 7. equi (p=0,021). Os equinos criados a altitude inferior a 500m apresentaram maior
frequéncia de anticorpos anti-7. equi quando comparado aqueles criados em altitude de
500<800m e de 800<1004m, com 85,23% (n=300), 76,69% (n=125) e 77,39% (n=154) de
animais soropositivos, respectivamente (Tabela 1). Dessa forma, equinos criados a altitudes
acima de 500m apresentaram 10% de chance a menos (RP=0,90; p<0,05) de se tornarem
soropositivos (Tabela 4). Isso demonstra que o aumento da altitude reduz a possibilidade de
infec¢do dos equinos.

O nivel das propriedades mostrou estar associado (p=0,038) com a positividade dos
equinos para 7. equi. Equinos criados em propriedades consideradas de nivel 6timo e bom
apresentaram menor (p<0,05) frequéncia de animais soropositivos quando comparados aqueles
criados em propriedades de nivel razodvel e ruim, respectivamente, com 76,38% (n=97), 77,78%
(n=210), 85,07% (n=114) e 86,34% (n158) de animais positivos. Com base nesses resultados,
equinos criados em propriedades consideradas de nivel ruim apresentaram 13% mais chance
(RP=1,13; p=0,018) de terem contato com 7. equi quando comparado aqueles criados em
propriedades de nivel razodvel, bom ou 6timo (Tabela 4).
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A prevaléncia de anticorpos anti-7. equi em equideos das microrregides Serrana e de

Itaguai no estado do Rio de Janeiro e os fatores relacionados aos animais podem ser observados
na Tabela 2.

Tabela 2. Prevaléncia de anticorpos anti-7. equi em equideos nas microrregides Serrana e de
Itaguai do estado do Rio de Janeiro e fatores relacionados aos animais.

Theileria equi

Fator N Valor de p
n %o

Prevaléncia 714 579 81,09
Espécie

Equina 702 569 84,05°

Muar 12 10 83,30" 0,432
Sexo

Macho 416 334 80,29° 0.581

Fémea 298 245 82,217 ’
Faixa etaria

<6 meses 30 27 90,00"

6-12 meses 32 28 87,50%

1-3 anos 85 70 82,35%

3-5 anos 92 73 79,35% 0,166

5-10 anos 276 211 76,45°

>10 anos 199 170 85,43"
Atividade

Esporte 279 229 82,08"

Exposicdo 47 40 85,11°

Passeio 146 111 76,03%

Trabalho 111 87 78,38 0,375

Reproducio 108 92 85,19°

ND (Potro) 23 20 86,96°
Sistema de criaciao

Confinado 52 38 73,08"

Semiconfinado 498 405 81,33% 0.279

Extensivo 164 136 82,93% ’
Contato com bovinos

Nao 521 427 81,96°

.Slm 193 152 78,76 0,388
Origem

Interna 218 189 86,70"

Externa 496 390 78,63° 0,015

*Valores, seguidos de letras iguais, nas categorias, ndo diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado a 5% de
significdncia. N: nimero de animais examinados pela RIFI; n: nimero de animais soropositivos; ND: ndo
determinada.

Nao houve associagcdo entre a sorologia e as espécies avaliadas, com 81,1% (n=569) e
83,3% (n=10) de soropositividade observada para equinos e muares, respectivamente. Devido ao
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pequeno nimero de mulas examinados, comparado ao de equinos, o resultado observado no
presente estudo ndo pode ser generalizado até que um nimero maior desses animais seja incluido
em estudos futuros.

O sexo dos animais ndo apresentou associacdo com a frequéncia de anticorpos anti-7. equi
(Tabela 2). Esse resultado corrobora os ja descritos na literatura (SHKAP et al., 1998; SOUZA et
al., 2000; BOTTEON et al., 2002; KOUAM et al., 2010). No entanto, fraca associagcdo (p<0,047;
OR=1,498) foi observada por Moretti et al. (2010). Nesse estudo os animais foram examinados
pela RIFI e as fémeas apresentaram maior frequéncia de anticorpos anti-7. equi quando
comparada aos machos, semelhante ao observado no presente estudo, porém, sem haver qualquer
associacao.

Anticorpos anti-7. equi foram detectados em todas as faixas etdrias avaliadas e nenhuma
associacdo com a positividade dos equinos foi observada. Os potros com idade inferior a seis
meses foram os que apresentaram maior frequéncia de anticorpos anti-7. equi quando comparado
aos animais com idade superior. Isso pode ser justificado, pelo menos em parte, pela presenga de
anticorpos de origem materna, os quais podem persistir por trés a cinco meses (DONNELLY et
al., 1982; HEUCHERT et al., 1999). Animais com faixa etdria de seis a 12 meses apresentaram
87,5% (n=28) de soropositividade para T. equi. Considerando a auséncia de anticorpos de origem
materna nesse grupo, pode-se sugerir que a primeira infec¢do por 7. equi ocorreu nessa faixa
etiria ou mesmo antes, quando ainda estava presente a imunidade passiva. A partir dai, a
frequéncia de anticorpos manteve-se praticamente uniforme com aumento ndo significativo nos
animais com idade acima de dez anos, 85,42% (n=170). Isso pode explicar a auséncia de sinais
clinicos de theileriose equina nos animais examinados, j4 que uma vez infectados com 7. equi
permanecem portadores durante toda vida (FRIEDOFF, 1988; DE WALL, 1992) e sao
reservatérios importantes de infeccdo para carrapatos vetores (UETI et al., 2008). A
soropositividade acima de 75% observada em animais na faixa etdria de seis a 12 meses
caracteriza as microrregioes estudadas como de estabilidade enzodtica para 7. equi (MAHONEY;
ROSS, 1972). A auséncia de associagdo da idade com a soropositividade dos animais para T equi,
observada no presente estudo, corrobora os resultados encontrados por outros autores (SHKAP et
al., 1998; SOUSA et al., 2000; BOTTEON et al., 2002; KARATEPE et al., 2009; MORETTI et
al., 2010). No entanto, discorda de outros (RIBEIRO et al., 1999; RUEGG et al., 2007; KOUAM
et al., 2010). Essa discordancia de resultados pode ser justificada, pelo menos em parte, pelas
diversas formas de categoriza¢do da idade constatadas na literatura acima citada. Além disso, a
associacdo da idade com a positividade dos animais para 7. equi descrita na literatura pode ter
ocorrido devido ao nimero reduzido de animais em algumas categorias, fator que é determinante
para anélise dos dados.

A atividade, o sistema de criacdo dos equinos e o contato deles com bovinos ndo
apresentaram associacdo com a frequéncia de anticorpos anti-7. equi (Tabela 2). No entanto,
observou-se aumento ndo significativo na soropositividade para 7. equi nos animais utilizados em
exposicoes, 85,1% (n=40), naqueles utilizados para reproducdo, 85,19% (n=92), em esportes,
82,08% (n=229) e em potros com atividade ainda ndo definida, 86,96% (n=20), quando
comparados com os utilizados para passeio e trabalho. Os maiores percentuais observados em
animais que participam de exposicoes e de modalidades esportivas se justificam, tanto pelo
estresse causado no treinamento para as provas quanto no deslocamento para competi¢des
(HAILAT et al., 1997). Ja naqueles destinados a reproducdo, a justificativa pode ser a maior
exposicao desses animais a infestacdes por carrapatos, uma vez que sdo criados, em sua maioria,
no sistema semiconfinado ou extensivo.
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Mesmo nao havendo diferenga em relacdo ao sistema de criagdo, também observou
tendéncia de aumento na positividade dos equinos criados no sistema semiconfinado e extensivo
quando comparado aos criados confinado, com 81,33% (n=405), 82,93% (n=136) e 73,08%
(n=38), respectivamente. Isso se justifica pelo fato de 75,6% (n=124) e 13,9% (n=69) dos animais
criados, respectivamente, no sistema extensivo e semiconfinado terem maior contato com
bovinos (dados ndo mostrados) e consequentemente com R. (B.) microplus. Esse carrapato € o
unico vetor bioldgico conhecido capaz de transmitir 7. equi, tanto pela forma transestadial como
intra-estadial, no Brasil e nos EUA (GUIMARAES et al., 1998b; UETI et al., 2005, 2008). A
importancia do contato de equinos com bovinos esta relacionado a dependéncia existente entre o
parasitismo por R. (B.) microplus em equinos e a presenca de bovinos na mesma drea
(LABRUNA et al., 2001). No entanto, o contato de equinos com bovinos ndo apresentou
associagdo com a soropositividade para 7. equi, provavelmente, em funcio da drea estudada ser
de estabilidade enzodtica para esse agente. Além disso, outras formas de transmissdo sao
possiveis, como através de fOmites contaminados, de forma congénita ou transplacentaria
(PHIPPS; OTTER, 2004; ALLSLOP et al., 2007; SANTOS et al., 2008) e ainda pela picadas de
dipteros hematéfagos (GERSTENBERG et al., 1998), porém, sem confirmacdo. Resultados
semelhantes foram observados por Botteon et al. (2002), uma vez que esses autores observaram
89,58% (n=43) e 87,09% (n=27) de soropositividade para 7. equi para equinos criados,
respectivamente, no sistema extensivo e semiconfinado. No entanto, observaram diferenca
(p<0,05) na soropositividade quando compararam aos equinos confinados, com 45,24% (n=19).
Essa diferenca ndo foi observada no presente estudo, o que pode ter sido influenciado pelo
nimero reduzido de animais avaliados nesse grupo (n=52) quando comparado aos demais.

A origem dos equinos apresentou associacdo (p=0,015) com a soropositividade para T.
equi. Equinos nascidos na propriedade apresentaram frequéncia de anticorpos anti-7. equi
superior a observada naqueles de origem externa, com 86,7% (n=189) e 78,63% (n=390),
respectivamente (Tabela 2). A RP demonstrou que os animais nascidos na propriedade
apresentaram 10% de chance a mais (RP=1,10; p=0,008) de se tornarem soropositivos para 7.
equi quando comparados aos de origem externa, ou seja, introduzidos na propriedade. Essa
diferenca pode representar caracteristicas particulares das propriedades estudadas como, por
exemplo, medidas adotadas para o controle de carrapatos ou outras que possam oferecer risco de
infeccdo dos animais. Como se trata de uma area endémica para theileriose equina e de
estabilidade enzodtica para T. equi, equinos introduzidos de outras regides ou até mesmo paises
podem ainda ndo terem sido infectados.

Os carrapatos coletados parasitando os equinos foram identificados como sendo das
espécies A. cajennense, D. (A.) nitens e R. (B.) microplus. Essa tltima espécie foi encontrada
somente em dois equinos e nao foi incluida na andlise. Primeiramente, avaliou-se a positividade
dos equinos para 7. equi em fungdo da presenca ou ndo de ao menos uma das espécies acima
parasitando os equinos. O parasitismo foi observado em 82,54% (n=279) dos animais, no entanto,
nao houve associagdo com a soropositividade (Tabela 3). Posteriormente, a positividade dos
equinos foi avaliada em fung¢do do grau de infestacdo por A. cajennense e por D. nitens,
separadamente, e nenhuma associa¢io (p>0,05) também foi observada. Em ambas as situacdes,
percebe-se aumento nao significativo na frequéncia de animais soropositivos a medida que o grau
de infestacdo pelos carrapatos se intensifica. Infestagcdo de moderada a intensa, por D. nitens e A.
cajennense foi observada, respectivamente, em 17,09% (n=122) e em 14,16% (n=101) dos
animais soropositivos para 7. equi.
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Tabela 3. Prevaléncia de anticorpos anti-7. equi em equideos nas microrregides Serrana e de
Itaguai do estado do Rio de Janeiro e fatores relacionados ao parasitismo por carrapatos e
Stomoxys calcitrans.

Theileria equi

Fator N Valor de p
n %0
Prevaléncia 714 579 81,09
Carrapatos
Ausente 376 300 79,79:‘1 0.399
Presente 338 279 82,54 ’
Grau de infestacao (Amblyomma
cajennense)
Ausente 376 300 79,79*
Leve 220 178 80,91*
Moderada 76 65 85,53 0.576
Intensa 42 36 85,71%
Grau de infestacio (Dermacentor
nitens)
Ausente 487 391 80,29°
Leve 78 66 84,62"
Moderada 97 82 84,54% 0,536
Intensa 52 40 76,92%
Stomoxys calcitrans
Ausente 425 343 80,71% 0.824
Presente 289 236 81,67% ’

*Valores, seguidos de letras iguais, nas categorias, ndo diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado a 5% de
significAncia. N: nimero de animais examinados pela RIFI; n: nimero de animais soropositivos.

A constatacdo do parasitismo pelas trés espécies de carrapatos no presente estudo
corrobora os resultados observados em estudos realizados no Brasil (BORGES; LEITE, 1998;
PFEIFER et al., 1992; LINHARES, 1994; HEUCHERT et al., 1999; LABRUNA et al., 2001; DA
COSTA PEREIRA et al., 2005; KERBER et al., 2009). Diferente do observado no presente
estudo, houve associacdo (p<0,001) da positividade para 7. equi, pelo TFC e cELISA, com o
baixo nivel de infestacdo por D. nitens (menos de dez carrapatos por animal) e com o alto nivel
de infestac@o por A. cajennense (mais que 10 carrapatos adultos por animal) (KERBER et al.,
2009). Essa discordancia pode ser justificada pela diferente categorizacdo do grau de infestacao
realizada por esses autores, a qual foi composta de apenas trés graus de parasitismo, além da
andlise ter sido agrupada por propriedades e ndo por animal, como no presente estudo. Além
disso, D. nitens e A. cajennense nao sao capazes de transmitir 7. equi (DENNING, 1988), o que
justifica a auséncia de associagdo com a soropositividade dos equinos observada no presente
estudo e no estudo realizado por Riiegg et al. (2007).

Além do parasitismo por carrapatos, 81,67% (n=236) dos animais estavam sendo
parasitados por Stomoxys calcitrans. No entanto, ndo houve associa¢do da frequéncia de
anticorpos anti-7. equi com o parasitismo por essa mosca. Dipteros hematéfagos sao
incriminados como possiveis vetores mecanicos de 7. equi (GERSTENBERG et al., 1998),
porém, sem nenhuma confirmacdo cientifica, o que provavelmente justifica a auséncia de
associacdo observado no presente estudo.
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Tabela 4. Razao de prevaléncia (RP) entre a frequéncia de anticorpos anti-Theileria equi através
da RIFI e fatores associados a soropositividade dos equinos.

Theileria equi Valor de

Fator N RP ICa95%
n Yo

Microrregiao

Serrana 364 280 76,92 1 0.003

Itaguai 350 299 85,43 1,11 1,03a1,19 ’
Municipio

Petrépolis 192 147 76,55 1

Teresopolis 172 133 77,33 1,01 0,90a1,13 0,481

Itaguai 116 104 89,66 1,17 1,06 a 1,29 0,003

Seropédica 144 123 85,42 1,12 1,01 a 1,24 0,030

Mangaratiba 90 72 80,00 1,04 0,92a1,19 0,311
Altitude (m)

<500 352 300 85,23 1

500<800 163 125 76,69 0,90 0,82 a 0,99 0,012

800<1004 199 154 77,39 0,91 0,83 a 0,99 0,014
Nivel da propriedade

Otimo 127 97 76,38 1

Bom 270 210 77,78 1,02 091al,l4 0,428

Razoavel 134 114 85,07 1,11 0,99 a 1,26 0,052

Ruim 183 158 86,34 1,13 1,01 a 1,27 0,018
Origem

Externa 496 390 78,63 1 0.008

Interna 218 189 86,70 1,10 1,03a1,18 ’

N: nimero de animais examinados pela RIFI; n: nimero de animais soropositivos; IC: intervalo de confianga.

Exceto a origem dos animais, os fatores que influenciaram significativamente a
soropositividade dos equinos para 7. equi foram aqueles relacionados com a drea de coleta. Isso
demonstra claramente que as microrregides de Itaguai e Serrana apresentam caracteristicas
edafocliméticas distintas, as quais estariam influenciando na epidemiologia da theileriose equina
nessas regides.

Com base nessa observagdo, as microrregioes foram avaliadas em fun¢do da presenca ou
auséncia de carrapatos e S. calcitrans parasitando os animais, bem como do grau de infestacdo
por carrapatos nos animais examinados. Na Figura 3 observa-se que o nimero de animais
infestados por pelo menos uma das espécies de carrapatos, ou A. cajennense ou D. (A.) nitens, foi
maior na microrregido de Itaguai, 35,2% (n=251), quando comparado com a microrregiao
Serrana, 12,2% (n=87). Mesmo nao havendo associacdo da soropositividade dos animais com a
presenca de carrapato, observa-se claramente que a microrregido de Itaguai possui caracteristicas
que permitem melhores condi¢cdes para a manutencdo da populacao de carrapatos.

Posteriormente, o grau de infestacdo dos equinos por A. cajennense foi avaliado nas duas
microrregides (Figura 4). Observou-se maior nimero de equinos da microrregido Serrana nao
infestados por A. cajennense quando comparado aos da microrregido de Itaguai, com,
respectivamente, 38,8% (n=277) e 13,9% (n=99) de animais examinados. Além disso, um
nimero maior de animais da microrregido de Itaguai apresentou grau de infestacdo mais elevado
do que o observado nos equinos da microrregido Serrana.

28



300
270
240
210
180
150
120

90

60

30

Numero de equideosinfestados (n=714)

38,8%

35,2% O Ausente

E Presente

13,9%

12,2%

Itaguai Serrana

Figura 3. Ndmero de equideos infestados por Amblyomma cajennense e/ou Dermacentor
(Anocentor) nitens nas microrregioes de Itaguai e Serrana do estado do Rio de Janeiro.
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Figura 4. Nimero de equideos infestados e grau de infestagdo por Amblyomma cajennense nas
microrregides de Itaguai e Serrana do estado do Rio de Janeiro.
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Resultado muito semelhante ao observado para A. cajennense também foi constatado para
D. (A.) nitens (Figura 5). No entanto, pode-se observar que o nimero de animais ndo parasitados
por D. (A.) nitens foi maior que o observado por A. cajennense, em ambas as microrregioes. A
distribuicdo dos animais em fun¢do do grau de infestacdo também foi semelhante, exceto os
12,5% (n=89) de animais da microrregido de Itaguai com grau de infestacio moderado.
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Figura 5. Numero de equideos infestados e grau de infestacdo por Dermacentor (Anocentor)
nitens nas microrregides de Itaguai e Serrana do estado do Rio de Janeiro.

A infestagdo por S. calcitrans foi mais evidente nos animais da microrregido Serrana
quando comparado aos da microrregido de Itaguai, com, respectivamente, 24,9% (n=178) e
15,5% (n=110) dos animais infestados (Figura 6). Isso se justifica pela grande quantidade de
matéria organica que € utilizada em hortaligas, cultura caracteristica do municipio de Teres6polis,
ambiente favoravel ao desenvolvimento das fases larvares de S. calcitrans (COOK et al., 1999).
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Figura 6. Nimero de equideos infestados por Stomoxys calcitrans nas microrregides de Itaguai e
Serrana do estado do Rio de Janeiro.

Esses resultados demonstram maior distribuicdo de A. cajennense nas microrregides
estudadas, o que justifica 0 maior nimero de animais infestados por esse carrapato em ambas as
regides, quando comparado com a infestagdo por D. (A.) nitens. Segundo Kerber et al. (2009), a
associacdo estatistica entre a abundancia de A. cajennense e a presenca de mais que 30% dos
equinos positivos para 7. equi sugere que esse carrapato poderia atuar como vetor desse agente
em condi¢Oes naturais. Segundo esses autores, essa indicacdo epidemioldgica estd reforcada pelo
fato dos equinos examinados serem jovens, com idade entre seis e 24 meses, nunca terem saido
da 4rea da propriedade e nunca terem recebido transfusdo de sangue ou plasma. Além disso,
nenhuma das fazendas tinha bovinos hé pelo menos 36 meses, periodo superior ao da idade dos
equinos examinados. Essa observacdo ndo pode ser aplicada ao presente estudo, uma vez que
muito dos animais examinados aqui apresentam idade superior a 24 meses. Além disso, muitos
equinos ja sairam da drea da propriedade por algum motivo. No entanto, ndo se pode descartar a
possibilidade de A. cajennense e, até mesmo D. (A.) nitens € S. calcitrans, atuarem como vetor de
T. equi, o que justificaria, pelo menos em parte, a condicdo de estabilidade enzodtica das
microrregides estudadas.
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5 CONCLUSOES

A prevaléncia de 7. equi é maior na microrregido de Itaguai quando comparada a
microrregido Serrana. No entanto, ambas as microrregioes sdo endémicas para theileriose equina
e consideradas de estabilidade enzooética para 7. equi.

Equinos criados na microrregidao Serrana, em altitudes abaixo de 500 metros, em
propriedades consideradas de nivel ruim e que sdo de origem interna (nascidos na propriedade)
apresentam maior chance de serem infectados por 7. equi. Isso demonstra que apenas os fatores
relacionados a drea de coleta influenciam a soropositividade dos equinos para 7. equi nas
microrregides estudadas.

Nas microrregides de Itaguai e Serrana a espécie animal, o sexo, a idade, a atividade dos
equinos, o sistema de cria¢do, o contato dos equinos com bovinos e a infestacdo por carrapatos
ndo apresentam associagdo com a soropositividade para 7. equi.

Amblyomma cajennense esta mais amplamente distribuido nas microrregidoes Serrana e de
Itaguai, quando comparado com D. (A.) nitens. No entanto, ambos 0s carrapatos sao responsaveis
por infestagdes de moderadas a intensas em equinos, principalmente na microrregido de Itaguai.
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CAPITULO II

EVIDENCIA SOROLOGICA E MOLECULAR DE Anaplasma
phagocytophilum EM EQUINOS DA MICRORREGIAO DE ITAGUAI NO
ESTADO DO RIO DE JANEIRO
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RESUMO

SANTOS, Tiago Marques dos. Evidéncia sorolégica e molecular de Anaplasma
phagocytophilum em equinos da microrregiao de Itaguai no estado do Rio de Janeiro. 2011.
39p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterindrias). Instituto de Veterindria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Este trabalho teve como objetivo determinar a frequéncia de equinos soropositivos para
Anaplasma phagocytophilum no municipio de Seropédica, Rio de Janeiro, através da reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e identificar fatores associados a soropositividade, alteracdes
hematoldgicas em equinos soropositivos para A. phagocytophilum e avaliar a ocorréncia de A.
phagocytophilum em equinos da microrregido de Itaguai através da reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR). Amostras de soro provenientes de 100 equinos do
municipio de Seropédica foram testadas pela RIFI para deteccdo de anticorpos IgG anti-A.
phagocytophilum. A associacao dos fatores (sexo, idade, atividade e parasitismo por carrapatos)
com a presenga de anticorpos anti-A. phagocytophilum foi avaliada através do teste de Qui-
quadrado em nivel de 5% de significancia. Um total de 350 amostras de capa leucocitaria,
provenientes da coleta do sangue de equinos da microrregido de Itaguai foram submetidas a
extracdo de DNA. Posteriormente, as amostras de DNA foram submetidas a RT-PCR pelo
sistema SYBR Green para amplificacdo de um fragmento de 122pb do gene msp2. Amostras que
apresentaram limiar de detec¢do (Cr) inferior a 35 ciclos e temperatura de dissociagao (Ty,)
proximas as dos controles positivo foram consideradas positivas. Os produtos amplificados na
RT-PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, corados e visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta. A frequéncia de equinos soropositivos para A.
phagocytophilum foi de 17% (n=17) das amostras examinadas no municipio de Seropédica.
Apenas a idade apresentou associacdo (p=0,044) com a soropositividade dos equinos para A.
phagocytophilum. Nao se observou evidéncia de alteracOes nos parametros hematoldgicos em
funcdo da soropositividade dos equinos para A. phagocytophilum. Das 350 amostras avaliadas
pela RT-PCR, 0,86% (n=3) apresentaram amplificacdo especifica para o gene msp2. As amostras
positivas apresentaram valores médios do Cr de 35,09+1,48 ciclos e de T, de 78,56+0,53°C,
semelhante a do controle positivo, de 78,45+0,32°C. Todas as amostras positivas apresentaram
bandas de amplificacdo em gel de agarose com tamanho esperado de 122pb do gene msp2. A
presenca de anticorpos anti-A. phagocytophilum e a evidéncia molecular da infec¢cdo por esse
agente em equinos do municipio de Seropédica, no estado do Rio de Janeiro, sugere a circulacao
de A. phagocytophilum nessa regido.

Palavras-chave: Equinos, Anaplasmose granulocitica equina, Diagndstico sorolégico e
molecular.
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ABSTRACT

SANTOS, Tiago Marques dos. Serological and molecular evidence of Anaplasma
phagocytophilum in horses of Itaguai microregion in Rio de Janeiro state. 2011. 39p. Tesis
(Doctor in Veterinary Science). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

This study was carried out to determine the frequency of horses seropositive for Anaplasma
phagocytophilum in the Seropédica municipality, Rio de Janeiro, by indirect fluorescent antibody
test (IFAT) and to identify factors associated to seropositivity, hematological changes in horses
seropositive for A. phagocytophilum and evaluate the occurrence of this agent in horses of Itaguai
microregion by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR). Serum samples from 100 horses
of Seropédica municipality were tested by IFAT for detection of IgG anti-A. phagocytophilum
antibodies. The association of factors (sex, age, activity and ticks parasitism) with seropositive
horses was assessed using the Chi-square test at 5% significance. An overall of 350 samples of
buffy coats, from the collection of the blood of horses of Itaguai microregion was submitted to
DNA extraction. Subsequently, the DNA samples were tested in the RT-PCR using SYBR Green
system for amplifying a fragment of 122bp from the msp2 gene. Samples that showed cycle
threshold (Cr) less than 35 cycles and dissociation temperature (T,) approaching those of
positive controls were considered positive. The products amplified by RT-PCR were subjected to
2% agarose gel electrophoresis, stained and viewed on an ultraviolet transilluminator. The
frequency of seropositive horses for A. phagocytophilum was 17% (n=17) of the samples tested
in the Seropédica county. Only age was associated (p = 0.044) with seropositivity of horses to A.
phagocytophilum. There was no evidence of changes in hematological parameters due to
seropositivity of horses to A. phagocytophilum. Of 350 samples tested by RT-PCR, 0.86% (n=3)
showed specific amplification for msp2 gene. The positive samples showed average Cr value of
35.09+1.48 cycles and Ty, of 78.56+0.53°C, similar to the positive control, 78.45+0.32°C. All the
positive samples showed amplification bands in agarose gel with the expected size of 122bp from
de msp2gene. The presence of anti-A. phagocytophilum antibodies and molecular evidence of
infection by this pathogen in horses of the municipality of Seropédica in Rio de Janeiro state,
suggests the circulation of A. phagocytophilum in this region.

Key words: Horses, Equine granulocytic anaplasmosis, Serological and molecular diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A anaplasmose granulocitica equina (AGE) é causada por A. phagocytophilum, um
cocobacilo gram-negativo, com tropismo por células granulociticas, como neutréfilos e
eosindfilos (MADIGAN; GRIBBLE, 1987). A espécie A. phagocytophilum é transmitida
transestadialmente por carrapatos do género Ixodes. As principais espécies capazes de transmitir
o agente sdo Ixodes pacificus e I. scapularis nos Estados Unidos (RICHTER et al., 1996;
PUSTELA, et al., 2002), I. ricinus na Europa (MAcLEOD; GORDON, 1993) e I. persulcatus e 1.
ovatus na Asia (ALEKSEEYV et al., 1998; OHASHI et al., 2005). Esta bactéria infecta equinos,
ruminantes, caes, gatos, pequenos roedores, cervideos e humanos. Nos EUA, a doencga ocorre
principalmente nas estagdes de outono, inverno e primavera, com a maior incidéncia em marco
(MADIGAN; GRIBBLE, 1987). A ocorréncia sazonal de infec¢des por A. phagocytophilum
correlaciona com a ocorréncia dos carrapatos vetores (VREDEVOE et al., 1999).

Equinos com AGE podem apresentar sinais clinicos e alteragdes hematoldgicas incluindo
febre alta, anorexia, depressdao, edema de membros, relutincia em se locomover, ataxia,
petéquias, ictericia, anemia, trombocitopenia, leucopenia e presenca de corpusculos de inclusdao
(mérula) no citoplasma de neutréfilos e eosindfilos (GRIBBLE, 1969; MADIGAN; GRIBLLE,
1987). A severidade da infeccdo € influenciada por diversos fatores, como a variante de A.
phagocytophilum envolvida, outras infec¢des concomitantes, idade, estado imune e condicdo
geral do hospedeiro, bem como fatores climéticos e de manejo dos animais (STUEN, 2007). No
entanto, em grande parte dos casos, a doenga em equinos apresenta cardter autolimitante.

O diagndstico de AGE € baseado nos achados clinicos e laboratoriais, além de outros
fatores como infestacdo por carrapatos, periodo do ano e localizacdo geografica (RIKIHISA,
1991). Os testes para o diagndstico laboratorial incluem hemograma, exame microscopico de
esfregaco de sangue ou de capa leucocitdria corado com o Giemsa para pesquisa de corpusculos
de inclusdo em neutréfilos e eosindfilos, pesquisa de anticorpos da classe 1gG através da reacdao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio enzimdtico de imuno-adsor¢cdo (ELISA) e
métodos moleculares baseados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (MADIGAN et al.,
1995).

Essa doenca foi relatada pela primeira vez em equinos na Califérnia (GRIBBLE, 1969), e
posteriormente foi registrada em paises da Europa e Asia, onde possui cardter endémico. No
Brasil, a presencga de anticorpos anti-A. phagocytophilum foram registrados em equinos no estado
de Sao Paulo (SALVAGNI et al., 2010) e o DNA desse agente foi detectado em cades do
municipio de Seropédica, no estado do Rio de Janeiro (SANTOS et al., 2011 — artigo aceito). A
caréncia de estudos relacionados a A. phagocytophilum no Brasil justifica a importancia do
presente trabalho, uma vez que esse agente, além de infectar uma variedade de espécies de
animais domésticos e selvagens, também infecta humanos.

O presente estudo tem como objetivos determinar frequéncia de equideos soropositivos
para A. phagocytophilum no municipio de Seropédica, Rio de Janeiro, através da RIFI; identificar
fatores associados (sexo, idade, atividade dos equinos, parasitismo por carrapatos e
soropositividade para 7. equi) a soropositividade dos equideos para este agente; identificar
alteracdoes hematoldgicas em equideos soropositivos para A. phagocytophilum; e avaliar a
ocorréncia de A. phagocytophilum em equideos da microrregido de Itaguai através da PCR em
tempo real.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Evolucao histérica de Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma phagocytophilum foi nomeado por Dumler et al. (2001) substituindo as
espécies de bactérias granulociticas, Ehrlichia phagocytophila, Ehrlichia equi e o agente da
erliquiose granulocitica humana, apds a re-organizacdo das familias Rickettsiaceae e
Anaplasmataceae na ordem Rickettsiales.

Ehrlichia phagocytophila (=A. phagocytophilum), agente causador da febre transmitida
por carrapatos (FTC) em bovinos, ovinos e caprinos foi descrita por Gordon et al. (1940).
Inicialmente recebeu o nome de Rickettsia phagocytophila (FOGGIE, 1949 apud FOGGIE,
1951), em seguida foi renomeado como Cytoecetes phagocytophila (FOGGIE, 1962) para refletir
sua predilecdo por granuldcitos e sua semelhanga morfolégica com Cytoecetes microti
(TYZZER, 1938). Posteriormente, foi incluida na tribo Ehrlichieae da ordem Rickettsiales, como
uma espécie separada, E. phagocytophila (RISTIC; HUXSOLL, 1984). O primeiro caso
reconhecido de FTC como uma doenca distinta transmitida por carrapatos ocorreu na Escdcia,
oito anos antes de sua descricdo (MAcCLEOD, 1932). Posteriormente, novos casos de FTC em
bovinos, ovinos e caprinos foram descritos em outras partes do Reino Unido (HUDSON, 1950),
Irlanda (COLLINS, et al., 1970), Escandindvia (OVERAS, 1962; TUOMI, 1967a) e outras partes
da Europa (BOOL; REINDERS, 1964; HINAIDY, 1973; PFISTER et al., 1987; JUSTE et
al.,1989).

A erliquiose granulocitica equina (EGE), causada por E. equi, atualmente anaplasmose
granulocitica equina (AGE) foi primeiramente reconhecida como uma doenca de equinos na
Califérnia (GRIBBLE, 1969) e, em seguida, foi registrada no Colorado, Illinois, Flérida e New
Jersey (MADIGAN, 1987). Na Europa, casos de AGE foram registrados no Reino Unido,
Dinamarca, Suécia, Suica e na Franca (BJOERSDORFF, 1999; KORBUTIAK; SNEIDERS,
1994; BERMANN et al., 2002).

A anaplasmose granulocitica canina (AGC) causada por A. phagocytophilum também foi
inicialmente reconhecida nos EUA (MADEWELL; GRIBBLE, 1982), antes de sua descri¢do na
Europa. Até a descoberta da anaplasmose granulocitica humana (AGH), a qual foi originalmente
descrita como erliquiose granulocitica humana (EGH) nos EUA (CHEN et al., 1994), pensava-se
que a doenca era limitada aos animais domésticos e reservatorios de vida livre (OGDEN,
1998a,b). O reconhecimento que AGH ¢é causada por um agente etioldgico semelhante ao agente
causador da FTC em ruminantes, da AGE e que ambos apresentam habilidade de invadir e
replicar dentro de neutréfilos fez com que grande nimero de informagdes relacionadas a biologia
molecular e patobiologia desses organismos fossem produzidas. Isto culminou na denominagdao
de todas as trés espécies como variantes de A. phagocytophilum (DUMLER et al., 2001) baseado
em suas similaridades genética e antigénica, predilecdo por granulécitos e morfologia
semelhante. No entanto, a cepa que causa FTC em ruminantes na Europa difere daquela que
causa AGH nos EUA e partes da Europa no que se referem a sua distribui¢do, hospedeiros,
manifestacdes clinicas e gravidade da doenca. Nos EUA, ruminantes domésticos parecem nao ser
susceptiveis a infec¢do com A. phagocytophilum (PUSTERLA et al., 2001) enquanto na Europa
FTC € uma doenca comum de ruminantes (WOLDEHIWET, 1983).
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2.2 Classificacao de Anaplasma phagocytophilum
e Dominio — Bactéria (Haeckel, 1894) C.R. Woese et al. 1990;
Filo — Proteobacteria Garrity et al., 2005;
Classe — Alphaproteobacteria Garrity et al., 2006;
Ordem — Rickettsiales Gieszczykiewicz, 1939;
Familia — Anaplasmataceae Philip 1957;
Género — Anaplasma Theiler, 1910;
Espécie — Anaplasma phagocytophilum (Foggie, 1949) Dumler et al., 2001.

2.3 Morfologia e aspectos biolégicos de Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma phagocytophilum € uma bactéria gram-negativa, no entanto, nao se cora bem
com o Gram. Esse agente € melhor visualizado apds coloracao com Giemsa, Leishman ou outros
corantes diferenciais (FOGGIE, 1951). No citoplasma dos granuldcitos os organismos estdo
presentes como macrocoldnias (moérulas) em vacuiolos intracitoplasmaticos, ambos com tamanhos
que variam entre 1,5 a 6,0um de diametro (FOGGIE, 1951; POPOV et al., 1998). A.
phagocytophilum € pleomorfico, mas usualmente apresenta morfologia que pode variar de
cocotide a elipsoidal. Algumas das bactérias se apresentam como estruturas pequenas e densas
enquanto outras sdo corpusculos grandes e menos densos (TUOMI; VONBONSDORFF, 1966;
WOLDEHIWET; SCOTT, 1982a). Ambas as formas se dividem por fissdo bindria e estruturas
“fantasmas” podem estar presentes (WOLDEHIWET; SCOTT, 1982a).

Os agentes das variantes de AGH e AGE sdo cultivadas em células da linhagem
promielocitica humana (HL-60) (GOODMAN et al., 1996), células de linhagens de carrapatos
(IDES e ISE6) derivadas de embridcitos de Ixodes scapularis (MUNDERLOH et al., 1996, 1999)
e em células endoteliais de capilares humanos, macacos e bovinos (MUNDERLOH et al., 2004).
Variantes de FTC s@o bem cultivadas em linhagens de células de carrapatos (WOLDEHIWET et
al., 2002; WOLDEHIWET; HORROCKS, 2005).

2.4 Diversidade antigénica de Anaplasma phagocytophilum

Estudos anteriores sobre protecdo cruzada usando isolados de A. phagocytophilum de
ovinos e bovinos sugerem elevado grau de diversidade antigénica entre esses isolados (FOGGIE,
1951; TUOMI, 1967c). Apdés demonstrar que animais afetados nao resistem a desafios
sequenciais com vdrias cepas heter6logas, cada uma causando uma reacdo, Tuomi (1967c)
concluiu que a elevada heterogeneidade imunolégica observada entre cepas de A.
phagocytophilum, aleatoriamente isoladas, parece ndo ser comparada com quaisquer outras
espécies de microrganismos.

Apesar das aparentes diferencas entre cepas de A. phagocytophilum observadas em
estudos de protecdo imunoldgica, houve poucas tentativas de diferenciacdo antigénica ou
genética. Woldehiwet e Scott (1982a) usaram titulos de anticorpos de ovinos experimentalmente
infectados com antigenos homoélogos e heterdlogos derivados de granuldcitos ovino infectado
para diferenciar a cepa “Old Sourhope” de outras cepas. Por outro lado, Zhi et al. (1997) usaram
andlises SDS-PAGE e Western-blotting para demonstrar diferencas nas principais proteinas
antigénicas em seis cepas de A. phagocytophilum isoladas de sangue humano em células HL-60.

Outros estudos sobre prote¢do cruzada usando A. phagocytophilum isolados de bovinos,
ovinos e caprinos indicaram que a infec¢do com um isolado bovino nio confere protecdo contra o
desafio com um isolado ovino (FOGGIE; ALLISON, 1960). Além disso, isolados finlandeses de
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bovinos ndo conferem prote¢do contra isolados escoceses de ovinos e vice versa (TUOMI,
1967c¢).

Existem poucas informagdes sobre os efeitos da protecdo cruzada de A. phagocytophilum
de origem humana, no entanto, Barlough et al. (1995) mostraram que equinos infectados com
uma variante humana de A. phagocytophilum ficaram protegidos contra o desafio com uma
variante capaz de causar AGE, o que suporta a visdo que variantes que causam AGH em
humanos e AGE em equinos sdo antigenicamente similares, se ndo idénticas. Por outro lado,
Massung et al. (2005) sugeriram que o veado da cauda branca abriga variantes de AGH nao
associada com infeccdo humana, mas que estas variantes conferem protecdo contra aquelas que
causam infec¢do em humanos.

As evidéncias de mudangas sequenciais em algumas das proteinas de superficie principal
(M SP) de Anaplasma spp. durante o periodo de bacteremia (FRENCH et al., 1999; ZHI et
al., 1999) poderiam justificar a diversidade antigénica observada entre animais e humanos. No
entanto, ainda € necessdrio estabelecer os mecanismos de variagdo antigénica envolvidos em
infecc¢des por A. phagocytophilum.

2.5 Variacao genética de Anaplasma phagocytophilum

A diferenciacdo das variantes que causam FTC e AGH ou outras variantes de A.
phagocytophilum, requer o sequenciamento de fragmentos amplificados do gene 16S rRNA, onde
variantes de FTC diferiram de variantes de AGE/AGH em trés posi¢coes (CHEN et al., 1994). A
presenca de pequenas diferencas nas sequéncias do gene 16S rRNA té€m sido usadas para
identificar variantes de A. phagocytophilum que infectam humanos (AP-ha), cujo reservatério da
infec¢cdo mostrou ser o camundongo da pata branca, além de outras variantes (AP-1), a qual foi
mantida em veado da cauda branca e parece ndo infectar humanos (BELONGIA et al., 1997;
MASSUNG et al., 2002, 2003, 2005). Segundo esses estudos, variantes de AGH causando
doenca humana nos EUA tiveram sequéncias do gene 16S rRNA idénticas. Cinco variantes de A.
phagocytophilum com diferencas nas sequéncias do gene 16S rRNA foram recentemente
reportadas em caes (POITOUT et al., 2005). Algumas dessas variantes estiveram presentes nos
mesmos cdes a0 mesmo tempo, mas a capacidade dessas variantes de causar AGH ndo foi
investigada. Uma variante foi idéntica as variantes de AGE e AGH, no entanto, todas as variantes
isoladas de caes foram diferentes da variante de FTC norueguesa (STUEN et al., 2002).

Outras diferencas nas sequéncias entre isolados de A. phagocytophilum foram descritas
utilizando o gene que codifica a proteina de choque térmico (groESL) (POLIN et al.,2004).
Estudos mais recentes indicam que variantes que infectam ruminantes na Europa poderiam ser
diferenciadas de variantes que infectam equinos, cdes e humanos por sequenciamento do gene
msp4, um dos genes que codifica proteinas de superficie principal (DE LA FUENTE et al., 2005).

2.6 Epidemiologia
2.6.1 Hospedeiros e reservatorios de Anaplasma phagocytophilum

Os hospedeiros de A. phagocytophilum parecem variar conforme as regides geograficas.
Este comportamento também foi observado para a incidéncia e gravidade da doenca em
diferentes hospedeiros. Esta variacdlo é em grande parte ditada pela variante de A.
phagocytophilum, pelos hospedeiros acidentais e os reservatorios nos quais elas estdao adaptadas e
a capacidade de transmissdo dos vetores presentes em uma determinada drea (TUOMI, 1967c;
OGDEN et al., 2002b; TEGLAS; FOLEY, 2006).
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Muitos surtos de FTC ocorrem entre rebanhos de bovinos e ovinos imediatamente apds
eles serem introduzidos em pastagens infestadas com carrapatos, porém, surtos isolados foram
descritos em caprinos (GRAY et al., 1988). Entre ruminantes de vida livre no Reino Unido, A.
phagocytophilum foi detectado em caprinos selvagens (Capra hircus) (FOSTER; GREIG, 1969)
e em cervideos como Cervus elaphus, Dama dama e Capreolus capreolus (McDIARMID, 1965;
ALBERDI et al., 2000). A. phagocytophilum também foi detectado em uma variedade de
cervideos incluindo C. capreolus, Alces alces e Rupicapra rupicapra na Noruega (STUEN et al.,
2001; JENKINS et al., 2001), Eslovénia (PETROVEC et al., 2002), Suica (LIZ et al., 2002) e
Austria (POLIN et al., 2004).

Até o reconhecimento que roedores de vida livre s@o reservatorios de A. phagocytophilum,
pensava-se que a bactéria era mantida em carrapatos, através do ciclo bioldégico em ruminantes.
Isso resultaria em infeccdo persistente de ruminantes domésticos e de vida livre, os quais
serviriam de fontes continuas de transmissdo, uma vez que nenhuma transmissdo transovariana
foi ainda demonstrada (MAcLEOD, 1936). A comprovagdo que alguns roedores, incluindo
Apodemus sylvaticus, A. flavicollis, Microtus agrestis e Clethrinomyces glareolus sao
hospedeiros competentes de A. phagocytophilum (OGDEN et al., 1998a; LIZ et al., 2000;
BROWN et al., 2003, 2006) sugere que eles também podem ser importantes reservatdrios da
infeccao.

Nos EUA, os principais reservatérios de variantes de AGH sdo os hospedeiros
vertebrados de I. scapularis, os quais incluem as espécies P. leucopus, Odocoileus virginianus,
Sciurus carolinensis e Procyon lotor (BELONGIA et al., 1997; NICHOLSON et al., 1998;
STAFFORD et al., 1999; LEVIN; FISH, 2001; LEVIN et al., 2002; DUGAN et al., 2006). Além
desses, hospedeiros vertebrados de 1. spinipalpis, os quais incluem os roedores Neotoma spp., P.
maniculatus, M. ochrogaster, Tamias spp. € Spermophilus lateralis também sdo infectados com
variantes de AGH (NICHOLSON et al., 1999; ZEIDNER et al., 2000; DENATALE et al., 2002;
MASSUNG et al., 2005). No oeste dos EUA destaca-se N. fuscipes e S. griseus, nos quais se
observou infeccdo cronica (FOLEY et al.,2002). Na costa norte dos EUA e Serra Nevada na
Califérnia, varios roedores incluindo Peromyscus spp. € Tamias spp., tem demonstrado altos
niveis de infec¢do por A. phagocytophilum (FOLEY et al., 2004). Recentemente, no sul dos
EUA, espécies de pequenos mamiferos, principalmente roedores, como N. fuscipes, Sciurus spp.,
Tamias spp., além de P. boylii e Reithrodontomys megalotis foram caracterizados como
reservatorios de A. phagocytophilum (FOLEY et al., 2008). Segundo esses autores, muitas
espécies de roedores, tais como Peromyscus spp. € Microtus californicus, somente contribuem
para a ecologia de anaplasmose granulocitica através da manutencdo de carrapatos. Outros
roedores, incluindo Sciurus spp. € Neotoma spp., além de manter a populacao de carrapatos, eles
também sao portadores de A. phagocytophilum.

O papel dos péassaros como potenciais reservatorios de A. phagocytophilum nio esti
claramente estabelecido. No entanto, um relato nos EUA sugere que Turdus migratorius e
Catharus fuscescens podem ser reservatdrios desta bactéria através do parasitismo de larvas de L.
scapularis infectadas com A. phagocytophilum (DANIELS et al., 2002). Em outro estudo, ninfas
de I ricinus que alimentaram em pdssaros migratérios na Suécia se infectaram com A.
phagocytophulum (BJOERSDORFF et al.,, 2001). Desta forma, se pdassaros sdao hospedeiros
competentes de A. phagocytophilum, eles podem ter um importante papel na dispersao de
carrapatos infectados.

Além de roedores e cervideos, ovinos, bovinos e equinos podem ser considerados
reservatorios de A. phagocytophilum na natureza.
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2.6.2 Vetores de Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma phagocytophilum é transmitido transestadialmente por carrapatos do género
Ixodes. Na Europa, o principal vetor de A. phagocytophilum é I. ricinus. Apds a descricdao de
FTC em bovinos, estudos foram desenvolvidos para estabelecer os métodos de transmissdo de A.
phagocytophilum. Estes estudos concluiram que o agente causador de FTC era transmitido
transestadialmente por 1. ricinus e que o agente ¢ mantido em carrapatos infectados durante um
ano, até a alimentacdo em um novo hospedeiro (MACLEOD; GORDON, 1933; MACLEQOD,
1936). Outros estudos detectaram a presenga de A. phagocytophilum em I. persulcatus em regides
Balticas da Riussia (ALEKSEEV et al., 2001) e na regido da China, onde a doenga de Lyme ¢é
endémica (CAO et a., 2000). A. phagocytophilum pode sobreviver no carrapato apds a mudanga
de estdgio e infectar novos hospedeiros, no entanto, a transmissao vertical mostrou-se nao existir
(MACLEQD, 1936; OGDEN et al., 2002a). A prevaléncia da infeccdo em I. ricinus pode variar
de uma regido geogrifica para outra (VON STEDINGK et al., 1997, GUY et al., 1998;
ALBERDI et al., 1998) e conforme os estagios de desenvolvimento, com maior taxa de infec¢cdo
observada em ninfas quando comparado a carrapatos adultos e larvas. A eficiéncia da transmissao
pode ser influenciada por outros fatores incluindo co-alimentacdo, densidade de carrapatos e a
resposta imunoldgica dos hospedeiros mamiferos contra os carrapatos (OGDEN et al., 2002a).

No hemisfério norte, os carrapatos pertencentes ao complexo Ixodes persulcatus, sao os
responsaveis por transmitir A. phagocytophilum. Ixodes scapularis transmite variantes de AGH
no leste dos EUA (TELFORE et al., 1996; LEVIN; FISH, 2001). Variantes de AGE sao
transmitidas por 1. pacificus, o principal vetor na Califérnia e oeste dos EUA (RICHTER et al.,
1996; BARLOUGH et al., 1996, 1997) e por 1. persulcatus e I. ovatus na Asia (ALEKSEEV et
al., 1998; OHASHI et al., 2005). Além desses, outros carrapatos foram associados a infec¢do com
A. phagocytophilum em dareas da Inglaterra, onde 1. ricinus nio estd presente. Isso sugere que,
possivelmente Haemaphysalis punctata (MACLEOD, 1962) e I. trianguliceps (OGDEN et al.,
1998a; BOWN et al, 2003) podem ter um papel importante na transmissio de A.
phagpcytophilum. Outros autores relataram a associa¢do de Riphicephalus sanguineus na Itdlia
(ALBERTI et al., 2005), de Dermacentor (Anocentor) nitens na Guatemala (TEGLAS et al.,
2005) e de Amblyomma cajennense e Amblyomma sp. no Brasil (SALVAGNI et al., 2010) com o
diagndstico molecular e sorolégico para A. phagocytophilum.

Nos EUA, a ocorréncia de AGE € mais elevada, principalmente, nas estagdes de outono,
inverno e primavera, com a maior incidéncia em mar¢o (MADIGAN; GRIBBLE, 1987). Essa
ocorréncia sazonal de infeccdes por A. phagocytophilum esta correlaciona com a ocorréncia dos
carrapatos vetores (VREDEVOE et al., 1999).

2.7 Locais primarios de multiplicacao

Os estédgios iniciais da patogénese de A. phagocytophilum em seus hospedeiros mamiferos
necessita ser melhor estudado, uma vez que nao € estabelecido se a bactéria replica na derme,
apos a picada do carrapato, antes do desenvolvimento da bacteremia, a qual ocorre quatro a sete
dias apds a infecgdo (FRANZEN et al., 2005; WOLDEHIWET, 2010). At¢ mesmo quando
animais susceptiveis sdo inoculados com sangue infectado, a bacteremia ndo é detectada por até
72 a 96 horas. Parece entdo que A. phagocytophilum permanece em niveis ndo detectdveis no
sangue ou replica em outras células, antes de desenvolver a bacteremia.

Segundo Walker e Dumler (1996), variantes de AGH provavelmente infectam precursores
mieldides na medula 6ssea ao invés de neutréfilos maduros. No entanto, nenhuma evidéncia de
infeccdo em neutréfilos imaturos no sangue periférico de ovinos infectados com A.
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phagocytophilum foi observada (WOLDEHIWET; SCOTT, 1982c). Quando ovinos infectados
com variantes de FTC foram tratados com dexametasona, durante o pico da bacteremia, a
propor¢ao de granuldcitos circulantes elevou cerca de 90% dentro de duas horas, no entanto, a
percentagem de neutréfilos infectados foi reduzida. Isto sugere que neutrdfilos imaturos
mobilizados da reserva da medula 6ssea ndo sao infectados antes de chegar ao sangue periférico.

Estudos mais recentes in vitro mostraram que células do endotélio vascular podem
suportar o desenvolvimento de variantes de AGH (MUNDERLOGH et al., 2004). Assim, caso
essas células sejam infectadas in vivo, elas podem ter papel importante na patogé€nese da
anaplasmose granulocitica como células hospedeiras ou como células apresentadoras de
antigenos. Além disso, podem influenciar a resposta inflamatéria pelo aumento da
permeabilidade vascular, seguida da passagem de leucécitos e a producdo de quimocinas, de
moléculas de adesina e citocinas pro-inflamatérias (CINES et al., 1998).

2.8 Bacteremia e sinais clinicos de anaplasmose granulocitica equina

Os neutréfilos e os eosindfilos sdo as principais células infectadas por A.
phagocytophilum durante o periodo de bacteremia (GRIBBLE, 1969; STANNARD et al., 1969;
MANDIGAN, 1993). No entanto, os mondcitos podem ser ocasionalmente infectados no fim da
bacteremia primdria em ruminantes (WOLDEHIWET, 1987a). Durante o pico da bacteremia em
equinos, cerca de 30% dos granuldcitos, principalmente neutréfilos, sdo infectados (STANNARD
et al., 1969). Em outro estudo, o percentual de neutréfilos infectados variou de 0,5 a 16% em
funcdo do tempo apés a infecgio e entre os equinos (FRANZEN et al., 2005).

Em bovinos, equinos e ovinos infectados com A. phagpcytophilum, o periodo de
bacteremia é acompanhado de febre alta, que normalmente dura cerca de sete dias, mas pode
permanecer por periodos mais longos (TUOMI, 1967a; GRIBBLE, 1969; WOLDEHIWET,
1987a). A febre em bovinos, ovinos e equinos pode ser superior a 40°C, e alcanca seu pico dois a
trés dias apds o inicio da deteccao de A. phagocytophilum na corrente sanguinea (FOGGIE, 1951;
WOLDEHIWET, 1987a; FRANZEN et al., 2005). Reacdes febris secunddrias podem também
ocorrer duas a quatro semanas apds a primeira.

Equinos naturalmente infectados por A. phagocytophilum apresentam sinais clinicos que
incluem febre alta, anorexia, depressao, edema de membros, relutdncia em se locomover, ataxia e
petéquias (GRIBBLE, 1969; MADIGAN; GRIBLLE, 1987). Em outro estudo, Artursson et al.
(1999) observaram sinais clinicos semelhantes aos descritos anteriormente, além da observacao
de processos infecciosos, claudicacdes e alteragdes gastro-intestinais. Sinais clinicos semelhantes
aos observados em infeccdes naturais também foram observados em equinos experimentalmente
infectados com cepa européia de A. phagocytophilum (FRANZEN et al., 2005). No entanto,
outros sinais clinicos, além daqueles descritos anteriormente, foram observados por estes autores
e incluem perda parcial ou total do apetite e aumento das frequéncias cardiaca e respiratdria. O
inicio dos sinais clinicos variou de seis a nove dias apds a inoculacdo, seguidos de diminui¢ao
dos sinais 22 dias apds. O periodo febril variou de cinco a dez dias, sendo a febre o primeiro sinal
observado.

O periodo de incubacdo de AGE pode variar em fun¢do da forma de infec¢do. Equinos
infectados através do parasitismo de carrapatos infectados com A. phagocytophilum (REUBEL et
al., 1998; PUSTERLA et al., 1999) manifestam sinais clinicos mais tardiamente do que aqueles
infectados através da inoculagdo intravenosa de A. phagocytophilum (FRANZEN et al., 2005).
No entanto, em ambas as situacOes a gravidade dos sinais clinicos foi semelhante. Além disso,
AGE tem se manifestado de forma inespecifica, o que sugere diferentes graus de susceptibilidade
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dos hospedeiros a uma mesma cepa de A. phagocytophilum e/ou a presenca de cepas diferentes
em uma mesma drea. Segundo Stuen (2007), a gravidade da infeccdo € influenciada por diversos
fatores, como a variante de A. phagocytophilum envolvida, outras infec¢des concomitantes, a
idade dos equinos, estado imune e condi¢iao geral do hospedeiro, bem como fatores climaticos e
de manejo dos animais.

2.9 Alteracoes hematoldgicas e patologicas em anaplasmose granulocitica equina

As alteracdes hematoldgicas em AGE, normalmente coincidem com o periodo de
manifestacdo dos sinais clinicos da doenga. Equinos com AGE apresentam anemia, ictericia,
trombocitopenia, leucopenia e presenca de corpiisculos de inclusdo (mérula) no citoplasma de
neutréfilos e eosindfilos (MADIGAN; GRIBLLE, 1987; REUBEL et al., 1998). Equinos
infectados experimentalmente com A. phagocytophilum apresentam leucopenia transitéria com
neutropenia e marcada linfocitopenia, além de trombocitopenia bem definida (FRANZEN et al.,
2005). A trombocitopenia em equinos parece ser mais evidente que a observada em ruminantes,
caes e humanos, uma vez que hemorragias, petéquias, equimoses e edemas sao mais evidentes em
equinos com AGE (GRIBBLE, 1969 BAKKEN; DUMLER, 2000; POITOUT et al., 2005). As
alteracdes leucocitdrias se manifestam durante o periodo febril, no qual também se observa
quadro de anemia moderada. Estes autores ainda relataram a observacdo de corpuisculos de
inclusao desde o primeiro até o quinto dia do inicio dos sinais clinicos, os quais persistiram por
um periodo de seis a dez dias.

Alguns estudos descrevem lesdes patoldgicas causadas por infeccoes com A.
phagocytophilum em humanos, equinos e ovinos (BAKEN et al., 1994; HARDALO et al., 1995;
AGUERO-ROSENFELD et al.,, 1996; WALKER; DUMLER, 1997; LEPIDI et al., 2000).
Segundo esses estudos, os Orgdos mais intensamente afetados pela infec¢do com A.
phagocytophilum sao aqueles do sistema fagocitico mononuclear, especialmente o baco, o figado,
a medula dssea e os linfonodos. Segundo Lepidi et al. (2000) a infeccdo com A. phagocytophilum
em equinos, ovinos € humanos promove alteragdes semelhantes no bago, no figado e linfonodos
destes animais. Dentre elas, destaca-se a moderada deplec¢ao linféide e a eritrofagocitose no baco,
a presenca de agregado de células inflamatdrias perivenulares e nos pequenos sinusdides com
apoptose ocasional de hepatécitos e, por fim, histiocitose e hiperplasia paracortical em
linfonodos. Em equinos, ainda observa-se vasculite na musculatura esquelética e nos tendoes das
extremidades. Vasculite proliferativa e necrotizante de pequenas artérias e veias dos membros
foram previamente descrita em equinos (GRIBBLE, 1969).

A patogénese da anaplasmose granulocitica nas diferentes espécies animais é pouco
conhecida. Apés a penetragdo de A. phagocytophilum na derme, via inoculagdo pela picada do
carrapato vetor e, posteriormente difusdo, presumivelmente via sistema linfitico ou
hematogénica, ocorre a invasdao das células alvos. Existem evidéncias in vitro de atividade
citolitica causada por A. phagocytophilum (GOODMAN et al., 1996; JONGEJAN et al., 1989).
Ap6s a infec¢do, uma cascata de eventos inflamatorios de cardter localizado pode ser iniciada.
Certamente, os neutr6filos estdo implicados na patologia de muitas condi¢des inflamatérias
(WEISS, 1989). A lesdo ao tecido pode ocorrer através de varios mecanismos independentes. O
mecanismo mais importante é a combinagao de processos oxidativos e enzimaticos que parecem
ser ativados, simultaneamente, com o inicio da fagocitose (SMITH, 1994). Algumas hipéteses
sugerem que a patogénese das lesdes teciduais observadas ndo seja causada diretamente pelo
organismo erliquial, mas em parte mediada pelo hospedeiro (LEPIDI, 2000). Isso se deve a
dificuldade de identificar agentes erliquiais nos tecidos.
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2.10 Persisténcia da infeccao por Anaplasma phagocytophilum e o estado de portador

A infeccdo por A. phagocytophilum pode ter cardter persistente, porém pode diferir
conforme as variagdes individuais, variantes genéticas e espécies hospedeiras envolvidas. Tem
sido observada infeccao persistente de A. phagocytophilum em varias espécies, tais como ovinos
(FOGGIE, 1951), equinos (CHANG et al., 1998; FRANZEN et al., 2009), caninos (EGENVALL
et al., 2000), cervideos (STUEN et al., 2001) e bovinos (LARSSON et al., 2006).

Em ovinos, estabeleceu-se que apds a recuperagdo de uma infec¢do experimental ou
natural com A. phagocytophilum, os animais se tornam portadores por varias semanas ou até
mesmo anos. Estudo desenvolvido por Foggie (1951) demonstrou que o sangue de um ovino
permaneceu infectivo a outro ovino livre 25 meses apds a infec¢do priméria. Ovinos
persistentemente infectados ndo desenvolvem sinais clinicos graves, no entanto, a bacteremia
pode ser induzida por esplenectomia ou tratamento com drogas imunossupressoras (FOGGIE,
1951). Em animais infectados sob condi¢des naturais, a deteccdo de A. phagocytophilum no
sangue periférico parece ser afetada pelo nimero e frequéncia de infestagdes por carrapatos. Isto
se deve ao aumento no nimero de carrapatos alimentando sobre os animais, o que altera o nivel
de bacteremia, ou devido a frequéncia de re-infeccoes (OGDEN et al., 2002a). Os locais onde A.
phagocytophilum persiste nos hospedeiros, entre periodos de recorréncia de bacteremia, nio estao
totalmente esclarecidos. Estudos demonstram que durante a fase aguda da bacteremia, A.
phagocytophilum pode ser observado em macréfagos alveolares, células de kupffer, além de
outros macréfagos teciduais (MUNRO et al., 1982; LEPIDI et al., 2000).

Segundo Nyindo et al. (1978) a condi¢do de portador em equinos infectados com
variantes de AGE € incomum, no entanto, tem sido observada infeccdo persistente por A.
phagocytophilum (CHANG et al., 1998; FRANZEN et al., 2009). Em equinos infectados com
variantes de AGH detectou-se o DNA do agente através da PCR nos miusculos, fascias, peritonio
e glandula adrenal 38 dias apds a infeccdo experimental (CHANG et al., 1998). Estes autores
sugeriram que a capacidade de A. phagocytophilum sobreviver em tecidos conectivos com pouca
vascularizacdo, favoreceria a persisténcia da infec¢do, uma vez que os anticorpos podem ter
dificuldade de penetrar nestes tecidos. No entanto, este estudo nao forneceu evidéncia clara para
sugerir que outras células, além dos granuldcitos ou mondcitos/macréfagos sdo refigios da
infeccdo. Recentemente, Franzén et al. (2009) demonstraram, pela primeira vez, evidencia de
infec¢do persistente de equinos com A. phagocytophilum por aproximadamente quatro meses
apos a infec¢do experimental. Um fato interessante observado por estes autores foi a detec¢dao do
DNA de A. phagocytophilum no sangue dos equinos, particularmente apds imunossupressao por
dexametasona ou apds o estresse do transporte. Esse ultimo pode deprimir o sistema de defesa
imunoldgica e parece afetar negativamente a func¢io dos neutréfilos em equinos (RAIDAL et al.,
1997). Apés a recuperacdo da fase aguda de AGE, nenhum equino apresentou sinal clinico
caracteristico da doenca, mesmo que o DNA de A. phagocytophilum tenha sido detectado
(CHANG et al., 1998; FRANZEN et al., 2009).

Estudos imunolégicos com A. phagocytophilum indicam que ambas as respostas imunes
mediada por células e humoral sdo caracterizadas pela producdo prematura de anticorpos
especificos do tipo IgG, com titulos significantes, 19 dias apds a infeccdo, e pico
aproximadamente oito semanas apds a infeccdo (VAN ANDEL et al., 1998; SELLON; LONG,
2007). Em equinos naturalmente infectados, evidéncias sugerem a persisténcia da imunidade por
pelo menos dois anos e ndo parece depender de infeccdo latente ou do estatus de portador
(SELLON; LONG, 2007). Ja em infeccdo experimental, os titulos de anticorpos da classe IgG
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anti-A. phagocytophilum persistem por aproximadamente 300 dias apds a infeccdo e,
posteriormente, os animais tendem a se tornarem progressivamente soronegativos, a0 menos que
ocorra re-infeccao (NYINDO et al., 1978).

E importante ressaltar o papel de infeccdes persistentes associadas ao transito de animais
portadores, os quais podem contribuir para a dispersao de A. phagocytophilum entre diferentes
areas geograficas.

2.11 Diagnéstico de Anaplasmose Granulocitica Equina

O diagnéstico de AGE é baseado nos achados clinicos e laboratoriais, além de outros
fatores como infestagdo por carrapatos, periodo do ano e localizacdo geogrifica (RIKIHISA,
1991). Os testes para o diagnéstico laboratorial incluem hemograma, exame microscopico de
esfregaco de sangue ou de capa leucocitdria corado com o Giemsa para pesquisa de corpusculos
de inclusdo em neutréfilos e eosindfilos, pesquisa de anticorpos da classe IgG através da reagcao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio enzimdtico de imuno-adsor¢cdo (ELISA) e
métodos moleculares baseados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (MADIGAN et al.,
1995).

A visualizagdo direta de inclusdes caracteristicas de A. phagocytophilum no citoplasma de
granuldcitos, através de esfregaco de sangue ou de capa leucocitéria, somente € ttil na fase aguda
da doenga, a qual dura poucos dias (RIKIHISA, 1991; MADIGAN et al., 1995). Segundo
Franzén et al. (2005), a presenga de inclusdes em neutréfilos como ferramenta de diagndstico de
AGE possui elevada especificidade, porém baixa sensibilidade, uma vez que a visualizacdo das
inclusdes estd limitada no decorrer da doenca. Estes autores observaram que a visualizacdo das
inclusdes esteve correlacionada ao aparecimento da febre, a qual corresponde ao periodo de
bacteremia. No entanto, os sinais clinicos observados ndo sdao patognomonicos para AGE, uma
vez que, equinos com a doenca podem apresentar inclusdes detectiveis em granuldcitos e
apresentarem apenas alguns sinais clinicos.

Métodos de isolamento de erliquias granulociticas através de cultivo em células de
carrapatos (MUNDERLOH et al., 1996) e em células HL-60 (GOODMAN et al., 1996; HEIMER
et al., 1997) sdo descritos, no entanto, ndo sdo considerados métodos de diagnéstico satisfatorios,
uma vez que nao sio aplicdveis na rotina clinica.

Outro método de diagndstico direto é a deteccio do DNA gendmico de A.
phagocytophilum através da PCR, o qual apresenta alta sensibilidade e especificidade. Em muitas
espécies de hospedeiros, incluindo equinos, cdes e humanos, a anaplasmose granulocitica é uma
doenca aguda e considerada autolimitante, na qual o DNA de A. phagocytophilum somente pode
ser amplificado durante um periodo de aproximadamente trés semanas (MADIGAN, 1993;
GREIG et al., 1996; DUMLER; WALKER, 2001). No entanto, a deteccdo do DNA de A.
phagocytophilum foi demonstrada em equinos 38 dias (CHANG et al., 1998) e aproximadamente
quatro meses (FRANZEN et al., 2009) aps a infeccio experimental. A utilizacdo de técnicas
baseadas na PCR, associadas a visualizacdo de inclusdes em granuldcitos, é muito importante
para o diagndstico de AGE na forma aguda. Franzén et al. (2005) observaram que nos primeiros
dias apds a infec¢do os equinos apresentaram-se positivos na PCR, no entanto, nenhuma inclusao
sugestiva de A. phagocytophilum foi observada em esfregacos de sangue. Isso sugere que ambas
os métodos de diagndstico devem ser utilizados na fase aguda de AGE para que se possa
confirmar a infec¢do. Existem vdrios métodos de diagndstico baseado na PCR ja descritos na
literatura para avaliagdo da anaplasmose granulocitica em sua forma ativa. Esses incluem o
ensaio nested PCR baseado no gene 16S rRNA (BARLOUGH et al., 1996; MASSUNG et al.,
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1998), o ensaio tendo como alvo o gene GroESL que codifica a proteina de choque térmico
(SUMNER et al., 1997) e o protocolo da PCR em tempo real utilizando o sistema TagMan (TM-
PCR) para o gene 16S rRNA e msp2 (PUSTERLA et al., 1999; DRAZENOVICH et al., 2006).

A sensibilidade dos métodos moleculares de diagndstico baseado na PCR pode ser
influenciada pela variagdo genética existente entre cepas regionais de A. phagocytophilum
(DRAZENOVICH et al., 2006). Esses autores compararam o protocolo TM-PCR para o gene
msp2 com aqueles ensaios ja descritos e observaram que a TM-PCR para o gene 16S rRNA
(PUSTERLA et al., 1999) apresenta baixa sensibilidade para cepas circulantes no norte da
Califérnia, nos EUA. J4 o ensaio nested baseado no gene 16S rRNA (BARLOUGH et al., 1996)
apresentou baixa sensibilidade analitica, ndo detectando amostras com pouca quantidade de DNA
de A. phagocytophilum. A utilizacdo do gene msp2 como alvo na reacdo melhora a
especificidade, uma vez que este alvo ndo estd presente em algumas bactérias relacionadas com
A. phagocytophilum, como E. chaffeensis, Rickettsia rickettisii ou Bartonella henselae
(MASSUNG; SLATER, 2003). Segundo esses autores, o sequenciamento do produto amplificado
na PCR ¢ importante para certificar que aquele produto é o esperado.

Como a visualizacdo de A. phagocytophilum no sangue é possivel durante um periodo de
tempo limitado, outros métodos, além dos moleculares, sdo essenciais para se estabelecer um
diagndstico. Assim métodos soroldgicos, através da RIFI e ELISA sdo utilizados para
demonstracao de anticorpos circulantes anti-A. phagocytophilum e auxiliar no diagnéstico clinico
(AGUERO-ROSENFELD et al., 2000; SALVAGNI et al., 2010). No entanto, grande parte dos
equinos que possuem niveis significantes de anticorpos circulantes ndo apresenta sinais clinicos
de AGE (MADIGAN et al., 1990; VAN ANDEL et al., 1998). A soroconversdo em equinos
infectados com A. phagocytophilum pode ocorrer em aproximadamente duas semanas e os titulos
de anticorpos da classe IgG podem persistirem por meses (FRANZEN et al., 2005). No entanto,
diferencas na dinamica de produgdo de anticorpos foram observadas por estes autores, no que se
refere a forma de infec¢do dos equinos, se experimental ou natural. A pesquisa de anticorpos anti-
A. phagocytophilum é mais bem aplicada em estudos epidemioldgicos da doenga em uma
determinada darea (DRAZENOVICH et al.,, 2006). A soroprevaléncia em uma regido,
normalmente excede a prevaléncia baseada na PCR, a menos que esteja ocorrendo surto da
doenca. No entanto, a prevaléncia baseada na PCR pode ser alta em hospedeiros reservatorios,
tais como os roedores P. leucopus ou N. fuscipes, uma vez que infeccdes persistentes foram
registradas nessas espécies (TELFORD et al., 1996; NICHOLSON et al., 1999; FOLEY et al.,
2002). Resultados sorolégicos negativos na fase inicial da infec¢dao por A. phagocytophilum
podem ocorrer, devido a auséncia de anticorpos da classe IgG nas duas primeiras semanas apos a
infeccio (AGUERO-ROSENFELD et al., 2000; DRAZENOVICH et al., 2006). Dessa forma,
recomenda-se realizar o diagndstico soroldégico em amostras pareadas para verificar a
soroconversdo. Além disso, é importante considerar a co-infec¢do com outros patégenos
erliquiais e a possibilidade de reag¢des cruzadas entre eles (DUMLER et al., 1995; BAKKEN et
al., 1996; DREHER et al., 2005).

Embora a sorologia seja o método padrdao disponivel para confirmar a exposicdo a
diferentes parasitos, a PCR vem sendo introduzida como uma ferramenta importante no
diagndstico de anaplasmose granulocitica em animais domésticos € em humanos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descricao da regido estudada

O estudo foi realizado na microrregido de Itaguai, pertencente a mesorregido
metropolitana do Rio de Janeiro (Figura 7).

e Microrregiao de Itaguai (Municipios de Itaguai, Mangaratiba e Seropédica)

Coordenadas geogréficas:

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

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

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

O clima da microrregido de Itaguai € caracterizado como tropical com estacdo seca de e
chuvas no verdo (Aw) segundo classificagdo de Koppen-Geiger (PEEL et al., 2007). Este clima
apresenta temperatura média do més mais frio do ano >18°C e temperatura média maxima acima
de 25°C. Estacao de inverno bem definida.

3.2 Tamanho da amostra e amostragem

Pela auséncia de estudos soro-epidemioldgicos relacionados a presencga de anticorpos anti-
A. phagocytophilum no Brasil, realizou-se um estudo piloto com 100 amostras de equinos
coletadas de 11 propriedades localizadas no municipio de Seropédica. As amostras foram testadas
pela RIFI e observou frequéncia de anticorpos anti-A. phagocytophilum em 17% dos equinos.
Para determinar a soroprevaléncia de A. phagocytophilum em equinos na microrregido de Itaguai,
seria necessdrio coletar no minimo 340 amostras. Essa estimativa foi baseada na equagao descrita
por Sampaio (2002) a seguir:

n=1.96" X Pesp (1- Pesy)
Fe

N 2 o .
onde: n = tamanho da amostra; P, = prevaléncia esperada; d” = precisdo absoluta desejada.

Para o calculo do tamanho amostral, utilizou-se a frequéncia esperada de 17%, obtida no
estudo piloto, intervalo de confianca de 95% e margem de erro de 4%. A sele¢do das
propriedades foi realizada por conveniéncia ndo probabilistica e, apds o consentimento do
proprietario ou responsavel, as amostras foram coletadas ao acaso. Em situag¢des, nas quais o
nimero de equinos foi inferior a 10, a coleta foi realizada de todos os animais. Por outro lado,
quando o nimero de animais foi superior a 10 a coleta se restringiu a 10% da populacdo de
equinos. O numero total de 350 amostras foram coletadas em 31 propriedades localizadas na
microrregido de Itaguai, as quais foram distribuidas da seguinte forma: Itaguai (n=116),
Mangaratiba (n=90) e Seropédica (n=144). As 100 amostras coletadas no estudo piloto fizeram
parte das 350 amostras coletadas. No entanto, apenas as amostras do estudo piloto foram
utilizadas para o estudo soro-epidemioldgico em fungdo da falta de kits soroldgicos.

Em cada local de coleta a altitude foi registrada e os pontos georreferenciados com a
utilizacdo de receptores de Sistema de Posicionamento Global (GPS). O sistema de referéncia
utilizado foi South American Datum 1969 (SADG69). Para a geracdo do mapa de localizacido da
area do estudo utilizou-se o software ARC GIS® 9 da ESRI (Figura 7).
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Figura 7. Localizacdo geografica das coletas de dados (pontos em verde) nas microrregioes de
Itaguai, com os municipios de Itaguai, Mangaratiba e Seropédica, no estado do Rio de Janeiro.

3.3 Questionario epidemiologico

Antes da coleta de material dos equinos os proprietdrios ou funciondrios responsaveis
foram informados sobre o estudo, sua importincia e se a coleta de sangue e carrapatos dos
equinos poderia ser realizada. Apds autorizagdo, foi aplicado um questiondrio (Anexo) com o
objetivo de avaliar os possiveis fatores associados (sexo, idade, atividade dos equinos,
parasitismo por carrapatos e soropositividade para 7. equi) com a presenca de anticorpos anti-A.
phagocytophilum.

3.4 Coleta de sangue e carrapatos

De cada animal foram coletadas amostras de sangue, através da punc¢ao da veia jugular,
utilizando o sistema a vdcuo. As amostras foram coletadas em um tubo de 10mL sem
anticoagulante e em dois tubos de SmL contendo 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Os
tubos contendo as amostras de sangue foram devidamente identificados e mantidos refrigerados a
4°C até serem conduzidos ao Laboratério de Hemoparasitos e Vetores, situado na Esta¢do para
Pesquisa Parasitolégica W.O. NEITZ, pertencente ao Departamento de Parasitologia Animal/
Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro entre os paralelos
22°41° 22°45’ de latitude sul e os meridianos 43°38° 43°42’ de longitude oeste de Greenwich. No
laboratério, os tubos sem anticoagulante foram centrifugados a 6000 x g por 10 minutos para
separacdo do codgulo e obten¢do do soro. Em seguida, aproximadamente 1,0mL de soro foram
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acondicionados em microtubos de polipropileno de 1,5mL, devidamente identificados e mantidos
a temperatura de -20°C até a realizacdo do diagndstico sorolégico. As amostras de um dos tubos
com EDTA foram imediatamente submetidas a realizacdo do hemograma em contador
automatico de células (ABC VET, HoribaABX). Posteriormente, ambos os tubos contendo
sangue com EDTA foram centrifugados durante 5 minutos a 2500 x g. Posteriormente, a capa
leucocitaria foi separada, acondicionada em microtubos de polipropileno de 1,5mL, estéreis e
armazenada a -80°C para posterior extracdo do DNA.

Todos os animais foram inspecionados visualmente por todo o corpo, com énfase na
regido do pavilhdo auricular, da cabeca, do pescogo, do peitoral, das axilas, inguinal e por fim,
embaixo da cauda, para identificacdo de animais infestados por carrapatos. Naqueles animais
parasitados, o grau de infestacao por cada espécie de carrapato foi categorizado segundo Teglas
et al. (2005). Equinos ndo parasitados, com infestacdo leve (1 a 20 carrapatos por animal),
moderada (21 a 50 carrapatos por animal) e intensa (acima de 50 carrapatos por animal).
Posteriormente, foram coletados carrapatos de cada animal e armazenados em dlcool isopropilico
para identificacdo de adultos em nivel de espécie por meio de chave dicotdmica apropriada
(BARROS-BATTESTI et al., 2006).

3.5 Analises hematologicas

Todas as andlises foram realizadas no Laboratério de Hemoparasitos e Vetores, localizado
na Estacdo Experimental de Pesquisa Parasitolégica W.O. NEITZ do Departamento de
Parasitologia Animal — Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de janeiro.
A avaliagdo hematoldgica foi composta pela determinagdo dos seguintes pardmetros através do
contador automadtico de células (ABC VET, HoribaABX): volume globular (VG), hematimetria
(HEM), concentracdo de hemoglobina (HB), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),
plaquetometria (PLAQ), volume plaquetdrio médio (VPM), leucometria global, nimero de
linfécitos (LINF), de mondcitos (MON) e de granuldcitos (GRAN). A concentraciao de proteina
plasmética total (PPT) e fibrinogénio (FIB) foram determinados através de refratometria
(COLES, 1984).

3.6 Reacao de imunofluorescéncia indireta

A técnica foi realizada empregando-se o IgG IFA kit de A. phagocytophilum (Fuller
Laboratories®, USA), conforme as recomendacdes do fabricante. O controle positivo e o controle
negativo foram ambos fornecidos pelo kit acima citado. Foram consideradas positivas as
amostras de soro que apresentaram fluorescéncia especifica para A. phagocytophilum na diluicao
de 1:80, conforme Figura 8.
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Figura 8. Reacao de imunofluorescéncia indireta em laminas contendo cultura de células HL60
infectadas com Anaplasma phagocytophilum. Soro controle negativo (a) e amostra de soro equino
demonstrando fluorescéncia especifica para Anaplasma phagocytophilum na diluicdo de 1:80 (b).

3.7 Extracio do DNA e PCR em tempo real

O DNA total de 350 amostras de capa leucocitdria foi extraido empregando-se o
DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen®, Valencia, CA), conforme as recomendacdes do
fabricante. Para extragdo, utilizou-se 80uL. de amostra de capa leucocitdria para cada amostra. A
concentracdo e a pureza do DNA extraido foram verificadas em espectrofotometro (Nanodrop
2000c-Thermo Scientific). Amostras que apresentaram concentracoes de DNA inferiores a
30ng/uL e pureza abaixo de 1,8 para relacao 260/280nm, correspondente a proteina, ndo foram
utilizadas na PCR e nova extragdo foi realizada.

O DNA gendmico de A. phagocytophilum foi extraido a partir de laminas contendo
antigenos para imunofluorescéncia, utilizando o mesmo kit de extracdo descrito anteriormente, e
utilizado como controles positivo da PCR em tempo real. Para controles negativo da reagdao
utilizou-se dgua ultrapura.

As andlises moleculares foram realizadas através da PCR em tempo real utilizando o
sistema SYBR Green, com base no protocolo descrito por Santos et al. (2011 - artigo aceito). Na
reacdo foram utilizados os primers 903F (5AGTTTGACTGGAACACACCTGATC3’) e 1024R
(5'CTCGTAACCAATCTCAAGCTCAAC3'), baseados no gene msp2 para ampificacio de um
fragmento de 122pb (DRAZENOVICH et al., 2006). O volume final de cada reacdo foi de 12uL.
Desse volume, 6uL foi de Power SYBR® Green PCR Master Mix (2X), 0.9uM de cada primer e
3uL do DNA extraido (aproximadamente 90ng).

Apo6s a amplificacdo foi gerado curvas de dissociagdo, a fim de verificar a especificidade
da amplificacdo. As amostras que apresentaram limiar de detec¢do (Cr) inferior a 35 ciclos e
temperatura de dissociagao (Ty,) proximas as dos controles positivo foram consideradas positivas.
Posteriormente, os produtos amplificados na PCR em tempo real, incluindo os controles positivo
e negativo, foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose 2%, corados com
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brometo de etideo e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta. O fragmento
amplificado foi comparado com o tamanho esperado de 122pb do gene msp2, especifico para A.
phagocytophilum.

3.8 Analises estatisticas

As frequéncias de anticorpos anti-A. phagocytophilum foram avaliadas em funcdo do
sexo, faixa etdria, atividade e do parasitismo por carrapatos através do teste Exato de Fisher em
nivel de 5% de significancia. Os resultados relacionados aos parametros hematoldgicos foram
submetidos a andlise de variancia e, quando significativos comparados pelo teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney em nivel de 5% de significancia utilizando o programa BioEstat 4.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo soro-epidemiologico de anaplasmose granulocitica equina no municipio de
Seropédica

A frequéncia de anticorpos anti-A. phagocytophilum em equinos do municipio de
Seropédica no estado do Rio de Janeiro e os fatores relacionados a soropositividade estdo
apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Frequéncia de anticorpos anti-A. phagocytophilum em equinos do municipio de
Seropédica no estado do Rio de Janeiro e fatores relacionados a soropositividade.

Anaplasma phagocytophilum

Fator N
n %o

Frequéncia 100 17 17
Sexo

Macho 46 9 19,57%

Fémea 54 8 14,81°
Faixa etaria (anos)

<1 12 0 0,00

1<5 17 2 11,76

5<10 37 5 13,51%

>10 34 10 29,41*
Atividade

Exposi¢do 12 2 16,67*

Reproducio 42 8 19,05°

Trabalho 34 7 20,59*

ND (potro) 12 0 0,00*
Carrapato

Ausente 18 2 11,11°

Presente 82 15 18,29*
Espécies de carrapatos

Ausente 18 2 11,11%

Amblyomma cajennense 19 6 31,58"

Dermacentor nitens 1 0 0,00*

A. cajennense | D. nitens 62 9 14,52%
Theileria equi

Positivo 90 16 17,78

Negativo 10 1 1,00?

*Valores, seguidos de letras iguais, nas categorias, nido diferem entre si pelo teste Exato de Fisher a 5% de
significancia. N: nimero de animais examinados pela RIFI; n: nimero de animais soropositivos.

A frequéncia de equinos soropositivos para A. phagocytophilum observada foi de 17%
(n=17) das amostras examinadas através da RIFI no municipio de Seropédica. Das 11
propriedades selecionadas para coleta no municipio de Seropédica, em quatro delas, os equinos
examinados ndo apresentaram sorologia positiva para A. phagocytophilum. No Brasil, h4 uma
caréncia de estudos soroldgicos para A. phagocytophilum ou a detec¢ao do DNA desse agente nos
animais domésticos, selvagens e até mesmo em humanos. No estado de Sao Paulo, De Paiva
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Diniz et al. (2007) examinaram 198 cdes com anormalidades consistentes de infeccdes causadas
por agentes patogénicos transmitidos por carrapatos e nenhuma evidéncia soroldgica e molecular
de infeccdo por A. phagocytophilum foi detectada. Recentemente, anticorpos anti-A.
phagocytophilum foram detectados em 65% (n=13) dos equinos com sinais clinicos sugestivos de
AGE examinados através do teste ELISA (SALVAGNI et al., 2010).

No presente estudo, a frequéncia de equinos soropositivos para A. phagocytophilum foi
semelhante a encontrada em outros paises como na Suica (EGENVALL et al., 2001) com 16,7%
(n=337), na Franca (LEBLOND et al., 2005) com 11,3% (n=50), na Espanha (AMUSATEGUI et
al., 2006) com 6,52% (n=46), na Italia (PASSAMONT et al., 2010) com 17,03% (n=135), na
Dinamarca (HANSEN et al., 2010) com 29% (n=113), nos EUA (MADIGAN et al., 1990) com
10,4%, na Guatemala (TEGLAS et al., 2005) com 13% (n=10) de equinos soropositivos. A
diferenga observada pode estar associada ao nimero de animais examinados, ao teste soroldgico
utilizado, a linha de corte adotada para identificar os animais positivos e o grau de exposicao aos
carrapatos vetores nas diferentes dreas geogréaficas.

A soropositividade dos equinos para A. phagocytophilum apresentou associag¢ao (p=0,044)
com a idade dos equinos como pode ser observado na Tabela 5. Nenhum equino com idade <1
ano apresentou anticorpos da classe IgG anti-A. phagocytophilum, diferindo estatisticamente das
demais categorias. Além disso, observou-se tendéncia de aumento na frequéncia de equinos
soropositivos para A. phagocytophilum em fung¢do do incremento da idade. A frequéncia de
equinos soropositivos com idade >10 foi de 29,41% (n=10), superior a observada em animais
com faixa etdria de 5<10 e de 1<5, com 18,29% (n=15) e 11,76% (n=2), respectivamente.

Por outro lado, os demais fatores avaliados (sexo, atividade, parasitismo por carrapatos e
soropositividade para 7. equi) ndo apresentaram associagdo com a soropositividade para A.
phagocytophilum. No entanto, algumas observagdes importantes podem ser destacadas. A
atividade dos equinos nao influenciou significativamente a frequéncia de equinos soropositivos,
no entanto, observa-se maior frequéncia de animais sororreagentes naqueles utilizados para
trabalho, seguido daqueles utilizados para reprodugdo e para exposicdo, com, respectivamente,
20,59% (n=7), 19,05% (n=8) e 16,67% (n=2) de soropositividade.

Semelhante as observacdes realizadas anteriormente, observou-se maior frequéncia de
anticorpos anti-A. phagocytophilum nos equinos que se apresentavam infestados por A.
cajennense elou D. nitens quando comparado aos animais ndo infestados, com 18,29% (n=15) e
11,11% (n=2) de soropositividade. Apenas dois equinos encontravam parasitados por R. (B.)
micropluse nao foram incluidos na andlise. Quando se avaliou a soropositividade em fungdo da
infestacdo pelas diferentes espécies de carrapatos encontradas sobre o corpo dos animais,
observou maior frequéncia de animais positivos naqueles infestados por A. cajennense, 31,58%
(n=6), seguido por aqueles infestados por ambas as espécies, 14,52% (n=9).

Os vetores de A. phagocytophilum sdo carrapatos do género Ixodes. No entanto, no Brasil,
nao ha registros de carrapatos desse género parasitando equinos. Estudos ji registraram o
parasitismo por Ixodes amarali em roedores dos géneros Oryzomys, Bolomys (=Zygodontomys),
Holochilus, Akodon e Rhipidomys, provenientes dos estados de Alagoas, Ceard e Pernambuco e
em marsupiais da espécie Monodelphis domestica (cuica), provenientes dos estados de
Pernambuco e Paraiba (FONSECA, 1957). Posteriormente, Faccini et al. (1999) registraram o
parasitismo de I. amarali em gambds do género Didelphis no municipio de Seropédica, Rio de
Janeiro. No entanto, nenhum estudo comprovou o papel desse carrapato como vetor de A.
phagocytophilum. No presente estudo, A. cajennense e D. (A.) nitens foram as principais espécies
de carrapatos encontradas parasitando os equinos. Em estudo realizado por Teglas et al. (2005)
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foi observada associagdo da soropositividade dos equinos para A. phagocytophilum com o
parasitismo por D. (A.) nitens. Esse resultado nio foi observado no presente estudo, no entanto,
observou-se aumento nao significativo na frequéncia de equinos soropositivos quando infestados
por A. cajennense, o que corrobora os resultados observados por Salvagni et al. (2010) e Santos
et al. (2011 - artigo aceito). No Brasil, esse carrapato € o principal vetor de Rickettsia rickettsi
(DIAS; MARTINS, 1939; GUEDES et al., 2005) e os equinos sdo considerados, junto com
capivaras e antas, os principais hospedeiros para todos os estdgios de A. cajennense (LABRUNA
et al., 2002). Dessa forma, sugere a participacdo, principalmente de A. cajennense, e de D. (A.)
nitens na transmissao de A. phagocytophilum na regidao estudada, no entanto, essa possibilidade
deve ser investigada em estudos futuros.

Mesmo ndao havendo associagdo entre equinos soropositividade para 7. equi e e aqueles
soropositivos para A. phagocytophilum, € interessante ressaltar que dentre os 17 equinos
soropositivos para A. phagocytophilum, 16 foram reagentes para T. equi. Essa relacdo corrobora
os resultados observados por Salvagni et al. (2010) e suporta a possibilidade de co-infec¢do por
esses dois agentes em populacdo de equinos do Brasil. A auséncia de associagdo pode ser
justificada pelo pequeno nimero de animais examinados, fator importante a ser considerado em
estudos futuros.

H4 uma caréncia de estudos na literatura que identifiquem fatores associados a infeccao
por A. phagocytopilum em equinos. Segundo Egenvall et al. (2001), a idade, a esta¢do do ano, o
acesso a pastagens e titulos para Borrelia burgdoferi apresentaram associagdo com a frequéncia
de equinos positivos para A. phagocytophilum através da RIFI. Animais mais velhos,
provavelmente t€ém maior contato com carrapatos infectados com A. phagocytophilum comparado
aos mais jovens. A associacdo da estacdo do ano e do acesso dos equinos a pastagens com a
soropositividade para A. phagocytophilum, provavelmente pode ser explicado pelos diferentes
graus de exposicdo aos carrapatos vetores (EGENVALL et al., 2001). Esses resultados
corroboram, em parte, a tendéncia de aumento na frequéncia de equinos soropositivos para A
phagocytophilum em func¢do da faixa etdria, atividade e infestacdo por carrapatos, observado no
presente estudo.

Os resultados referentes ao eritrograma, proteina plasmdtica total e fibrinogénio de
equinos soropositivos e soronegativos para A. phagocytophilum através da RIFI estao
apresentados na Tabela 6. Houve diferenca (p<0,05) no nimero de hemdicias dos equinos em
funcdo da positividade para A. phagocytophilum. Equinos soropositivos apresentaram nimero de
hemdcias inferior (p=0,02) aos equinos soronegativos, com valores de 6,0 e 6,8x103/pL,
respectivamente. No entanto, esses valores permaneceram dentro dos limites de referéncia
(SCHALM'’S, 2010). Em relagdo aos demais parametros ndo houve diferenca (p>0,05) nos
resultados em func¢ado da positividade dos equinos para A. phagocytophilum. Mesmo nao havendo
diferenca, tanto o VG quanto a concentracio de hemoglobina dos equinos soropositivos
apresentou valores médios inferiores aos observados em equinos soronegativos.
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Tabela 6. Eritrograma, proteina plasmaética total e fibrinogénio de equinos soropositivos para
Anaplasma phagocytophilum através da reagdo de imunofluorescéncia indireta.

Parametros Resultado N Média DP EP 1€ de 5% leltAeS fle Sig.
Inferior Superior Referéncia®

Negativo 83 6,8" 1,3 0,1 6,5 7,1

g;l:fl(\)g/m% Positivo 17 60° 12 03 54 6.6 60-113 002
Total 100 66 13 01 64 6.9

. Negatvo 83 105° 196 02 10, 1.0

(el Positivo 17 99" 194 05 89 109 106-189 020
Total 100 104 197 02 100 10.8

ve Negativo 83 297 582 06 284 31,0

s Positivo 17 277 589 143 247 30,7 34-49 020
Total 100 293 585 0.6 282 30,5
Negativo 83 44.0° 5,1 0,6 429 45,1

VeM Positivo 17 461° 37 09 442 48,0 38-49 0,13

() Total 100 444 49 05 434 453

CHEM Negaivo 83 357° 10 01 355 35.9

L) Positivo 17 357° 09 02 352 36.2 37-40 092
Total 100 357 10 01 355 35.9

PLAG Negavo 83 IS0.° 553 61 1380 162l

K10 ),  POStiVO 17 1509° 300 73 1355 1664  46-194 0,68
Total 100 1502 518 52 1399 1605
Negativo 83 7.4% 67,0 0,7 6,0 8,9

MPV Positivo 17 63 04 01 61 6.5 56-83 0,16

() Total 100 72  6L1 06 60 8.4
Negativo 83 75° 0.6 01 7.4 7.

PPT (¢/dL)  Positivo 17 74 05 01 71 7.7 60-84 036
Total 100 75 06 01 74 7.6
Negativo 83 3530° 1670 183 3166 3895

FIB (mg/dL) Positivo 17 3529 1328 322 2846 4212 100-400 082
Total 100 3530 1611 161 3210 3850

"Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (p>0,05). HEM:
hemicias; HB: hemoglobina; VG: volume globular; VCM: volume corpuscular médio; CHCM: concentragdo de
hemoglobina corpuscular médio; PLAQ: plaquetas; MPV: volume plaquetdrio médio; PPT: proteina plasmatica total;
FIB: fibrinogénio. N: nuimero de equinos; DP: desvio padrio; EP: erro padrio; IC: intervalo de
confianga. *(SCHALM’S, 2010).

Os resultados referentes ao leucograma de equinos soropositivos e soronegativos para A.
phagocytophilum através da RIFI estdo apresentados na Tabela 7. Nenhuma diferenca foi
observada (p>0,05) nos pardmetros do leucograma entre o0s equinos Soropositivos e
soronegativos, porém, nimeros inferiores de leucdcitos, linfécitos, mondcitos e granuldcitos
foram observados nos equinos soropositivos quando comparado aos soronegativos. Semelhante
aos resultados observados no eritrograma, os do leucograma mantiveram dentro dos limites de
referéncia para equinos (SCHALM’S, 2010).
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Tabela 7. Leucograma de equinos soropositivos e soronegativos a anticorpos anti-Anaplasma
phagocytophilum através da reacdo de imunofluorescéncia indireta.

Parametros Resultado N Média DP EP IC de 5% leltAeS fle Sig.
Inferior Superior Referéncia*

LEUC Neg:a‘tivo 83 1 1,4: 329 04 10,7 12,1

(x10% mm’) Positivo 17 10,0° 22,1 0,5 8,8 11,1 5,3-13.8 0,06
Total 100 11,2 31,7 03 10,5 11,8

LINF Neg.a.tivo 83 3,2: 18,6 0,2 2,7 3,6

(x10%/mm’) Positivo 17 24 0,8 0,2 2,0 2,8 1,1-5,7 0,24
Total 100 30 17,5 0,2 2,7 3,4

MON Neg:a‘tivo 83 0,72 04 0,1 0,7 0,8

(x10%/ mm®) Positivo 17 0,6 03 0,1 0,5 0,8 0,1-0,6 0,24
Total 100 0,7 04 00 0,6 0,8

GRAN Neg.a.tivo 83 7,5: 18,6 0,2 7,1 7,9

(x10%/ mm’) Positivo 17 69" 16,1 04 6,1 7,8 2,7-9,7 0,15
Total 100 74 183 0,2 7,1 7,8

"Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (p>0,05). LEUC:
leucécitos; LINF: linfécitos; MON: mondcitos; GRAN: granuldcitos. N: nimero de equinos; DP: desvio padrdo; EP:
erro padrio; IC: intervalo de confianga. *(SCHALM’S, 2010).

O quadro hematolégico normal observado no presente estudo, independente da sorologia
positiva dos equinos, justifica a auséncia de sinais clinicos de AGE nesses animais. A auséncia de
alteracdes hematoldgicas significativas ja era uma situacdo esperada de ser observada, uma vez
que sao evidentes durante o periodo de manifestacdo clinica da doenca, o qual € caracterizado por
febre (GRIBBLE, 1969; MADIGAN; GRIBLLE, 1987; REUBEL et al., 1998; FRANZEN et al.,
2005). Esses estudos relatam anemia que pode variar de moderada a grave, ictericia, leucopenia
devido neutropenia e linfocitopenia além de trombocitopenia bem definida.

Outros fatores, além da infecgao por A. phagocytophilum, podem interferir nos parametros
hematoldgicos de equinos. E importante considerar o perfil hematolégico da populagio de
equinos estudada, uma vez que, valores abaixo dos limites de referéncia, principalmente para o
nimero de hemdcias, concentragcdo de hemoglobina e VG, tem sido relatado na literatura
(CUNHA et al., 2008) e em exames regulares realizados no laboratério de Hemoparasitos e
Vetores da UFRRJ. Além disso, o intenso parasitismo por A. cajennense ¢ D. (A.) nitens
constatado no presente estudo, o manejo sanitidrio e zootécnico deficiente nas propriedades
selecionadas e a provavel infec¢do por helmintos (LABRUNA et al., 2002; CUNHA et al., 2008)
e hemoparasitos como Babesia caballi e T. equi podem influenciar negativamente os parametros
hematolégicos.
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4.2 Evidéncia molecular de Anaplasma phagocytophilum em equinos na microrregiao de
Itaguai, Rio de Janeiro

Das 350 amostras avaliadas pela PCR em tempo real 0,86% (n=3) apresentaram

amplificacdo especifica para o gene msp2, conforme apresentado na Figura 9. Os valores
observados do Cr das amostras positivas foram 33,82; 34,75 e 36,71 ciclos.
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Figura 9. Curva de amplificacio da PCR em tempo real para o gene msp2 de Anaplasma

phagocytophilum. Controles positivo (linha vermelha) com Cr médio de 14,55 e amostra de equino

positiva (linha verde) com Cr de 33,82 (a). Controles positivo (linha vermelha) com Cr médio de 15,92 e

amostras de equino positivas (linha amarela e azul) com Cr de 34,75 e 36,17 (b).

As temperaturas de dissociagdo observadas para as amostras consideradas positivas e para
os controles positivo estdo apresentadas na Figura 10. As amostras consideradas positivas
apresentaram temperatura de dissociacao de 78,52°C; 78,06°C e 79,11°C, similares as observadas
para os controles positivo, com 78,67°C e 78,22°C.

Os fragmentos amplificados nas trés amostras consideradas positivas na PCR em tempo
real apresentaram bandas de amplificacdo em gel de agarose com tamanho esperado de 122pb do
gene msp2 (Figura 11). Uma das amostras apresentou Cp acima de 35, limite maximo para
considerar, em conjunto com a temperatura de dissociacdo, a amostra como positiva (SANTOS et
al., 2011 - artigo aceito). No entanto, devido essa amostra ter apresentado banda de amplificacio
em gel de agarose com tamanho esperado e a sensibilidade da PCR em tempo real utilizando o
sistema SYBR Green ser no minimo de trés cOpias de plasmideo contendo o gene msp2 de A.
phagocytophilum (SANTOS et al., 2011 - artigo aceito), ela foi considerada positiva. O Cr
elevado pode representar situacdo de baixa bacteremia, o que pode justificar a auséncia de sinais
clinicos sugestivos de AGE nos trés equinos positivos na PCR.

Das trés amostras de equinos positivas na PCR em tempo real, duas eram de animais
criados no municipio de Seropédica, os quais também apresentaram anticorpos anti-A.
phagocytophilum quando avaliados pela RIFI. A terceira amostra era procedente do municipio de
Mangaratiba e ndo foi submetida a RIFI para A. phagocytophilum.
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Figura 10. Curvas de dissociacdo dos produtos amplificados na PCR em tempo real para o gene msp2 de
Anaplasma phagocytophilum. Controle positivo (linha vermelha) com T,, de 78,22 °C e amostras de
equino positivas (linha amarela e azul) com T,, de 78,06 °C e 79,11 °C (a). Controle positivo (linha
vermelha) com Tm de 78,67 °C e amostra de equino positiva (linha verde) com T, de 78,52°C (b).

PM C- A1 A2 A3 C+

Figura 11. Gel de agarose (2%) com produtos da amplificagdo do fragmento de 122pb do gene msp2 de
Anaplasma phagocytophilum. PM: Peso molecular de 100pb; C-: Controle negativo; Al, A2 e A3:
Amostras de equino positivas na PCR em tempo real; C+: Controle positivo.
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Outros estudos ja foram realizados no Brasil na tentativa de detectar a infec¢ao de caes
por A. phagocytophilum. No entanto, nenhuma evidéncia molecular de infec¢do por esse agente
foi observada em caes com sinais clinicos e microscopicos sugestivos de erliquioses (DE PAIVA
DINIZ et al., 2007; DAGNONE et al., 2009). Recentemente, a infec¢do por A. phagocytophilum
em caes foi detectada, pela primeira vez, na mesma regido do presente estudo (SANTOS et al.
2011 - artigo aceito). Nesse estudo a sequéncia obtida (Acesso n° HQ670750) revelou 100% de
identidade para o gene msp2 com as cepas de A. phagocytophilum isoladas de I. pacificus no
Japao (Acesso n° FJ600612.1), de cées e ovinos da Suécia (Acesso n° DQ519566 e DQ519565),
de cervideo na Polonia (ACESSO n° AY763480) e de humanos nos EUA (Acesso n° P000235).

No presente estudo, mesmo que o nimero de animais examinados pela RIFI (n=100)
tenha sido menor que os examinados pela PCR em tempo real (n=350), observou-se maior
frequéncia de animais soropositivos quando comparado aos positivos na PCR em tempo real.
Essa observagdo se justifica, uma vez que a condicdo de portador em equinos infectados com A.
phagocytophilum é incomum (NYINDO et al., 1978). Informag¢des na literatura demonstram que
o DNA de A. phagocytophilum em equinos pode ser detectado durante um periodo de
aproximadamente 21 dias (MADIGAN, 1993; GREIG et al., 1996; DUMLER; WALKER, 2001),
38 dias (CHANG et al., 1998) e por até quatro meses (FRANZEN et al., 2009) apés a infecgio
experimental. Além desse curto periodo de bacteremia, anticorpos da classe IgG anti-A.
phagocytophilum persistem por aproximadamente 300 dias apds a infec¢do experimental
(NYINDO et al., 1978) e por até dois anos em infec¢des naturais (SELLON; LONG, 2007).
Segundo Drazenovich et al. (2006), a soroprevaléncia em uma regido normalmente excede a
prevaléncia baseada na PCR, a menos que esteja ocorrendo surto da doenga. Isso ndo se aplica
para regiao estudada, uma vez que nenhum equino examinado apresentou sinais clinicos
sugestivos de AGE.
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5 CONCLUSOES

No municipio de Seropédica, a idade apresenta associacdo com a soropositividade dos
equinos para. A frequéncia de equinos soropositivos para A. phagocytophilum é inferior em
animais com idade inferior a 12 meses.

Na microrregido de Itaguai o sexo, a atividade dos equinos, a infestagdo por carrapatos e a
soropositividade dos equinos para 7. equi nao apresentam associacdo com a soropositividade para
A. phagocytophilum.

A presenca de anticorpos anti-A. phagocytophilum e a evidéncia molecular da infec¢ao
por esse agente em equinos do municipio de Seropédica, no estado do Rio de Janeiro, sugerem a
circulacdo de A. phagocytophilum nessa regiao.

Equinos soropositivos para A. phagocytophilum nao apresentam alteracOes significantes
nos parametros hematoldgicos, no entanto, AGE deve ser incluida no diagndstico diferencial de
equinos do Brasil com alteracdes hematoldgicas sugestivas de infec¢do por agentes transmitidos
por carrapatos.
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2 CONCLUSOES GERAIS

Equinos do municipio de Seropédica no Estado do Rio de Janeiro apresentam anticorpos
IgG circulantes anti-7. equi e anti-A. phagocytophilum, o que reforca a possibilidade de co-
infecdo por esses agentes nessa regido e em outras regioes do Brasil.

O sequenciamento das amostras de equinos positivas na PCR em tempo real para A.
phagocytophilum € importante para a caracterizacdo da cepa que circula no municipio de
Seropédica.

Estudos futuros devem ser realizados com maior nimero de equinos, a fim de identificar
fatores associados a soropositividade para A. phagocytophilum em diferentes regides do Brasil.
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A - Questionario epidemioldgico.

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

%6 o
/‘)/c) de \a“z

QUESTIONARIO (AO RESPONSAVEL PELOS ANIMAIS)
INFORMA COES GERAIS SOBRE A PROPRIEDADE

Data: / /

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

2. Area da propriedade
Total: ha ou alqueires

3. Localizacao dos animais
( )s6embaias ( )s6empiquetes ( )sépasto ( ) baias e piquetes
() baias e pasto () baias, piquetes e pasto

4. Possui eqiiinos na mesma pastagem de outros animais que nao sejam equinos?
( ) Sim ( ) Nao Quais ?

5. Alimentacao dos animais
( )capim ( )feno ( )ragdo

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

7. Cama das baias:
( )serragem ( )areiaecarvao ( )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 dreas alagadas ( ) muitas dreas alagas ( )rios ( )lagos
10. Presenca de caramujos nos pastos




( )sim ( )ndo qual época do ano
( )aquatico ( ) terrestre

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

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

13. Se usa, com que freqii€ncia é ou sao usado(s) o(s) produto(s)?
( )2x/més ( ) 1x/més ( )3 adx/ano ( )acada6b meses ( ) 1x/ano
() outro:

14. Tipo de equipamento utilizado para aplicacdo 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 veterindrios
() outros

17. Qual a procedéncia da agua que ¢ fornecida aos animais?
( ) Empresade Agua ( ) Acude ( ) Canalizacio de corregos e riachos
() outra

18. Numero de divisoes do pasto (piquetes):

19. Utiliza limpeza de pasto
() sim ( )ndo periodicidade: método:

20. Quem cuida do(s) animais?
Veterindrio: () Agronomo ( ) Zootecnista () Técnico agricola ( ) Outro ( )

21. Ha quanto tempo existe a criacao?

22. Percentual de animais nascidos na propriedade

23. Abriga animais de outras propriedades?

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

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

25. Quais doencas ja ocorreram na propriedade?
() Babesiose ( )Codlica ( )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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INFORMA COES SOBRE O ANIMAL

Propriedade: Regiao: 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 més ( )del mésaseismeses ( )acimade 6 meses
7. Utilizacao do animal
() Passeio ( ) Reprodugao ( ) Esporte ( ) Exposicao ( ) outra

8. Alguma doenca atual?

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

Outros () quais?

25. Este animal apresenta carrapatos?
( )sim ( )ndo Qual/Quais?
Grau de infestacao: Espécie:

26. Este animal apresenta outros parasitos?
( )sim ( )ndo Qual/Quais?

Grau de infestacao:
EXAME CLINICO:
FC:

FR:

Motilidade Intestinal:
Temperatura:
Mucosa oral:
Mucosa Ocular:
TPC:

Tugor Cutaneo:
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