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RESUMO GERAL

CAMPOS, Carlos Henrique Coelho de. Aspectos epidemiol6gicos de Theileria equi, Babesia
caballi e Borrelia spp. em equinos de uso militar das regides Sudeste e Sul do Brasil, 2015.
108p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Com o objetivo de avaliar os aspectos epidemioldgicos da ocorréncia de Theileria equi, Babesia
caballi e Borrelia spp. em equinos mantidos em unidades militares no Rio de Janeiro e Rio
Grande do Sul, foram coletadas amostras de sangue e carrapatos. Nas amostras do DNA extraidas
do sangue dos equinos investigou-se, por PCR, a ocorréncia de infec¢des por T. equi e B. caballi.
Nas amostras de soro, verificou-se, por ELISA, a ocorréncia de anticorpos anti T. equi, B. caballi
e Borrelia spp. Foi verificada a ocorréncia de Amblyomma sculptum, Dermacentor nitens e
Rhipicephalus (Boophillus) microplus em diferentes niveis de infestacdo. Do total de amostras de
soro analisadas, 82,07% (n=389/474) foram consideradas sororeativas para T. equi, sendo a maior
prevaléncia observada nos equinos da Coudelaria do Rincdo, Rio Grande do Sul (87,33%;
n=262/300). Nos equinos mantidos na Academia Militar das Agulhas Negras, Rio de Janeiro,
verificou-se uma soroprevaléncia de 72,99% (n=127/174). Por analise multivariada, observou-se
que o fator origem dos equinos na Coudelaria do Rincdo foi o fator associado mais influente para
a soropositividade dos animais (p<0,05; OR=2,89; IC: 1,34 - 6,19), sendo 0 pastejo misto com
bovinos associado com a presenca da espécie R. microplus mais relacionado com a
soropositividade dos equinos. Pela PCR, evidenciou-se a presenga de DNA de T. equi em 49,37%
(n= 234/474) das amostras de sangue testadas, confirmando estes animais como portadores
assintomaticos. Em relac&o a sorologia de B. caballi, observou-se uma soroprevaléncia de 59,92%
(n=284/474), sendo a frequéncia mais elevada nos animais da regido Sudeste (72,99%;
n=127/174) do que nos criados na regido Sul (52,33%; n=157/300). Verificou-se que o fator
permanéncia na regido Sudeste foi o fator mais influente para a soropositividade (p<0,05; OR=
3,12; IC: 1,80 - 5,40). Detectou-se a presenca de DNA de B. caballi em 0,21% (n= 1/474) das
amostras de sangue testadas, demonstrando uma baixa circulagdo destes agentes nos rebanhos
avaliados. Em relagdo a sorologia para Borrelia spp., observou-se soroprevaléncia de 39,24%
(n=186/474), sendo a frequéncia maior no rebanho da regido Sul, com 44,66% (n=134/300), em
comparagdo com o da regido Sudeste (29,88%; n= 52/174). As fémeas (p<0,05; OR=1,96; IC:
1,25 - 3,08) com menos de 5 anos na propriedade (p<0,05; OR=2,67; IC: 1,14 - 6,26) tendo como
origem a Coudelaria do Rincéo (p<0,05; OR=2,33; IC: 1,17 — 4,62), associados ao pastejo misto
com bovinos e a presenca do carrapato R. microplus parasitando equinos, foram os fatores mais
relacionados com a soropositividade. Com relagdo a T. equi verificou-se que os rebanhos militares
avaliados s&o endémicos para a infeccdo, com alta prevaléncia de animais portadores
assintomaticos. Com relagdo a B. caballi, verificou-se que este agente apresenta baixa circulagao
nos rebanhos investigados. A evidéncia de circulagdo de borrélias com soroprevaléncia nos
equinos reforga seu papel como sentinelas, sendo fator de alerta para potencial ocorréncia de casos
humanos. Os resultados obtidos reforcam a importancia da vigilancia epidemioldgica dos
carrapatos vetores e sua associacdo tanto com agentes infecciosos de risco para a sade do efetivo
militar humano, como nos equinos de uso militar nas regides avaliadas.

Palavras-chave: Piroplamoses, Borrelioses, equinos de uso militar.



GENERALABSTRACT

CAMPOS, Carlos Henrique Coelho de. Epidemiological aspects of Theileria equi, Babesia
caballi and Borrelia spp. in horses for military use in the Southeast and Southern Brazil
2015. 108p. Tesis (Doctor Science in Veterinary Science). Instituto de Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

In order to assess the epidemiological aspects of the occurrence of Theileria equi, Babesia caballi
and Borrelia spp. in horses kept in military units in Rio de Janeiro and Rio Grande do Sul states,
blood samples and ticks were collected. In all samples of DNA extracted from blood of horses the
occurrence of infection by T. equi and B. caballi were investigated by PCR. In the serum samples,
was assessed by ELISA, the occurrence of anti T. equi, B. caballi and Borrelia spp. The
occurrence of Amblyomma sculptum, Dermacentor nitens and Rhipicephalus (Boophillus)
microplus was assessed at different levels of infestation. From the analyzed serum, 82.07% (n =
389/474) were considered positive for T. equi, and a higher prevalence was observed in horses
from the “Coudelaria do Rincdo”, in Rio Grande do Sul state (87.33%, n = 262/300). In horses
kept at the Agulhas Negras Military Academy, in Rio de Janeiro state, a prevalence of 72.99% (n
= 127/174) was observed. Multivariate analysis showed that the factor “origin” of the horses
stabled at Coudelaria do Rincdo was the most influential factor associated to seropositivity of
animals (p <0.05; OR =2.89, ClI: 1.34 to 6.19 ), and that grazing with cattle was associated with
the presence of the species R. microplus. PCR assay showed the presence of T. equi DNA in
49.37% (n = 234/474) of the tested blood samples, confirming these animals as asymptomatic
carriers. Regarding serology for B. caballi, there was a prevalence of 59.92% (n = 284/474), with
the highest frequency in the animals of the Southeast (72.99%, n = 127/174) in comparison to
those created in the South region (52.33%, n = 157/300). It was found that remaining in the
Southeast region was the most influential factor for seropositivity (p <0.05; OR =3.12, Cl: 1.80 to
5.40). We detected the presence of B. caballi DNA at 0.21% (n = 1/474) of the tested blood
samples, demonstrating a low circulation rate of these agents in the livestock. Regarding the
serology for Borrelia spp., a prevalence of 39.24% (n = 186/474) was found, with the highest
frequency in the South herd, with 44.66% (n = 134/300), in comparison to the Southeast herd
(29.88%, n = 52/174). Females (p <0.05; OR = 1.96, CI: 1.25 to 3.08) with less than 5 years on the
property (p <0.05; OR = 2.67; Cl: 1, 14 to 6.26) originated from “Coudelaria do Rincéo” (p <0.05;
OR = 2.33, CI: 1.17 to 4.62) associated with grazing with cattle and the presence of the tick R.
microplus were the most related factor to seropositivity. With regards to T. equi, it was found that
the evaluated military herds have an endemic infection, with high prevalence of asymptomatic
animals. With respect to B. caballi, it was found that this agent exhibits low circulation at the
investigated herds. Evidence of Borrelia circulation with seroprevalence in horses reinforces its
role as sentinels, as alert factor for potential occurrence of human cases. These results support the
importance of epidemiological surveillance of vector ticks and their association with agents of risk
to the health of the military personnel and herds, in the evaluated areas.

Keywords: Piroplamosis, borreliosis, horses for military use
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1 INTRODUCAO GERAL

As doencas transmitidas por carrapatos, tanto aos animais quanto ao homem, sdo
influenciadas por uma série de fatores que se relacionam aos carrapatos vetores - 0s quais
podem atuar como hospedeiros reservatorios amplificadores -, ao clima e a regido fisiogréfica,
além de outros fatores, numa teia de relagcbes que torna sua epidemiologia bastante diversa
quando se comparam diferentes populagdes e ambientes. Assim, o controle e prevengdo destas
doencas tornam-se muito dificeis visto exigirem a interrupcdo de uma cadeia de transmisséo
complexa, envolvendo hospedeiros vertebrados e carrapatos, que interagem em um ambiente
em constante mudanga.

Corroborando com essas afirmativas, pesquisas epidemioldgicas revelam
soroprevaléncias distintas em diferentes regides, rebanhos e tipos de manejo. Desta forma,
com multiplos fatores influenciando tais doencas, para que se tenha um melhor entendimento
e elucidacdo da epidemiologia destas, ha que se ter uma abordagem de anélise multivariavel
das mesmas, visando a identificagdo dos reais fatores de risco envolvidos.

Os carrapatos sdo artrépodos parasitas pertencentes a classe Arachnida de ampla
distribuicdo mundial, sendo encontrados em regides tropicais, subtropicais e temperadas.
Exercem hematofagia (alimentam-se de sangue e tecidos digeridos do hospedeiro) e parasitam
uma série de animais vertebrados terrestres como anfibios, répteis, aves e mamiferos,
inclusive 0 homem. Destacam-se dentre os artrépodes vetores de doengas zoondticas, sendo o
segundo grupo de vetores que mais transmitem doengas ao homem, ficando atrds somente dos
mosquitos Culicideos. Além disso, sdo os artropodes que mais transmitem doencas aos
animais e os que maior variedade de doencas é capaz de transmitir a0s homens e aos animais.

Sendo o Brasil o terceiro maior rebanho equideo do mundo, com o crescente aumento
dos negdcios, com importacdo e exportagdo de equideos e a proximidade de grandes eventos,
a exemplo das Olimpiadas de 2016, abarca consigo esportes equestres e a intensificacdo
trnsito internacional de equinos para nosso pais.

O Exército Brasileiro possui um unico centro de producéo de equinos, a Coudelaria do
Rincdo, localizada no municipio de Sao Borja, no estado do Rio Grande do Sul. Os animais
nascidos 1& sdo distribuidos, com a idade de trés anos, para todas as unidades militares que
possuem efetivo de cavalos, possibilitando a dispersdo de possiveis agentes etiologicos.

Desta maneira, dentro do contexto das doencas transmitidas por carrapatos
relacionadas aos equinos, duas em especial chamam nossa atengdo. Primeiramente, as
Piroplasmoses equinas causadas pela Theileira equi e Babesia caballi que podem levar a
grande impacto e prejuizos econémicos no mercado equestre, ocasionando desde infeccoes
subclinicas, com queda de desempenho em equinos atletas, até baixa taxa de fertilidade por
comprometimento embrionario em éguas reprodutoras, com as doencas clinicas agudas ou
cronicas podendo levar a 6Obitos. Outra preocupacdo diz respeito ao comércio e transito
internacional de equideos, visto que paises livres ou com programa de controle destas doengas
exigirem sorologia negativa para o ingresso no pais.

Em segundo plano, as Borrelioses, causadas por organismos do género Borrelia spp.,
bactérias com potencial zoonético causadoras de doengas de grande impacto na saude humana
e animal, destacando-se, no hemisfério norte, a Doenca de Lyme. Os equinos tém sido
considerados animais sentinelas e carreadores de carrapatos infectados por estes agentes que,
apesar de ndo possuirem, até o momento, etiologia bem esclarecida, também sdo relatados
como provaveis reservatorios de tal zoonose. Assim, o trénsito internacional de equinos
atletas, principalmente oriundos da Europa e Estados Unidos, pode contribuir para a disperséo



e introducédo de animais e carrapatos infectados de borrélias indenes em nosso pais. Ademais,
a proximidade de tais animais com o ser humano pode contribuir para a ocorréncia da doenga
nestes.

Isto posto, o estudo epidemioldgico sobre T. equi, B. caballi e Borrelia spp. em areas
ocupadas por rebanhos de equinos de uso militar, nas regides Sudeste e Sul do Brasil,
verificando os reais fatores associados a soropositividade nos animais, iluminara lacunas a
respeito de seus agentes etioldgicos, vetores e enfermidades, conduzindo a formas racionais e
efetivas de prevengdo e controle das doengas, considerando que trata-se de um rebanho da
regido Sul que produz equinos e distribui para o rebanho da regido Sudeste.

Assim, um estudo epidemioldgico transversal foi realizado em uma coorte de equinos
de uso militar do municipio de Resende, estado do Rio de Janeiro e do municipio de S&o
Borja, estado do Rio Grande do Sul, visando verificar a prevaléncia de animais positivos para,
T. equi, B. caballi e Borrelia spp. através de varredura soroldgica pela técnica de ELISA
indireto e técnica molecular da PCR, bem como identificar potenciais fatores de risco
associados a soropositividade dos animais aos respectivos agentes através de anlise
multivariada.



CAPITULO |

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DE Theileria equi e Babesia caballi EM EQUINOS
DE USO MILITAR DO MUNICIPIO DE RESENDE, ESTADO DO RIO DE JANEIRO
E SAO BORJA, ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL



RESUMO

Com o objetivo de avaliar os aspectos epidemioldgicos da ocorréncia de Theileria equi e
Babesia caballi em equinos mantidos em unidades militares no Rio de Janeiro e Rio Grande
do Sul, foram coletadas amostras de sangue e carrapatos. Nas amostras do DNA extraidas do
sangue dos equinos investigou-se, por PCR, a ocorréncia de infec¢des por T. equi e B. caballi.
Nas amostras de soro, verificou-se, por ELISA, a ocorréncia de anticorpos anti T. equi e B.
caballi. Foi verificada a ocorréncia de Amblyomma sculptum, Dermacentor nitens e
Rhipicephalus (Boophillus) microplus em diferentes niveis de infestagdo. Do total de amostras
de soro analisadas, 82,07% (n=389/474) foram consideradas sororeativas para T. equi, sendo a
maior prevaléncia observada nos equinos da Coudelaria do Rincdo, Rio Grande do Sul
(87,33%; n=262/300). Nos equinos mantidos na Academia Militar das Agulhas Negras, Rio
de Janeiro, verificou-se uma soroprevaléncia de 72,99% (n=127/174). Por anéalise
multivariada, observou-se que o fator origem dos equinos na Coudelaria do Rincéo foi o fator
associado mais influente para a soropositividade dos animais (p<0,05; OR=2,89; IC: 1,34 -
6,19), sendo o pastejo misto com bovinos associado com a presencga da espécie R. microplus
mais relacionado com a soropositividade dos equinos. Pela PCR, evidenciou-se a presenca de
DNA de T. equi em 49,37% (n= 234/474) das amostras de sangue testadas, confirmando estes
animais como portadores assintomaticos. Em relacéo a sorologia de B. caballi, observou-se
uma soroprevaléncia de 59,92% (n=284/474), sendo a frequéncia mais elevada nos animais da
regido Sudeste (72,99%; n=127/174) do que nos criados na regido Sul (52,33%; n=157/300).
Verificou-se que o fator permanéncia na regido Sudeste foi o fator mais influente para a
soropositividade (p<0,05; OR= 3,12; IC: 1,80 - 5,40). Detectou-se a presenca de DNA de B.
caballi em 0,21% (n= 1/474) das amostras de sangue testadas, demonstrando uma baixa
circulacdo destes agentes nos rebanhos avaliados. Com relagéo a T. equi verificou-se que 0s
rebanhos militares avaliados sdo endémicos para a infec¢do, com alta prevaléncia de animais
portadores assintomaticos. Com relagdo a B. caballi, verificou-se que este agente apresenta
baixa circulagdo nos rebanhos investigados, apesar de apresentarem ainda resposta soroldgica
indicativa de exposi¢do. Os resultados obtidos reforcam a importancia da vigilancia
epidemioldgica dos carrapatos vetores e sua associacdo com agentes infecciosos de risco para
a salde dos equinos de uso militar nas regides avaliadas, sendo necesséaria a adogéo de
medidas que alterem o manejo de criacdo dos equinos na Coudelaria do Rincédo evitando
qualquer contato dos equinos com a criacdo de bovinos, inclusive ndo devendo frequentar as
mesmas pastagens.

Palavras-chave: Babesiose, Theileriose, equinos de uso militar



ABSTRACT

In order to assess the epidemiological aspects of the occurrence of Theileria equi and Babesia
caballi in horses kept in military units in Rio de Janeiro and Rio Grande do Sul states, blood
samples and ticks were collected. In all samples of DNA extracted from blood of horses the
occurrence of infection by T. equi and B. caballi were investigated by PCR. In the serum
samples, was assessed by ELISA, the occurrence of anti T. equi and B. caballi. The
occurrence of Amblyomma sculptum, Dermacentor nitens and Rhipicephalus (Boophillus)
microplus was assessed at different levels of infestation. From the analyzed serum, 82.07% (n
= 389/474) were considered positive for T. equi, and a higher prevalence was observed in
horses from the “Coudelaria do Rinc&o”, in Rio Grande do Sul state (87.33%, n = 262/300).
In horses kept at the Agulhas Negras Military Academy, in Rio de Janeiro state, a prevalence
of 72.99% (n = 127/174) was observed. Multivariate analysis showed that the factor “origin”
of the horses stabled at Coudelaria do Rincdo was the most influential factor associated to
seropositivity of animals (p <0.05; OR = 2.89, Cl: 1.34 to 6.19 ), and that grazing with cattle
was associated with the presence of the species R. microplus. PCR assay showed the presence
of T. equi DNA in 49.37% (n = 234/474) of the tested blood samples, confirming these
animals as asymptomatic carriers. Regarding serology for B. caballi, there was a prevalence
0f 59.92% (n = 284/474), with the highest frequency in the animals of the Southeast (72.99%,
n =127/174) in comparison to those created in the South region (52.33%, n = 157/300). It was
found that remaining in the Southeast region was the most influential factor for seropositivity
(p <0.05; OR =3.12, CI: 1.80 to 5.40). We detected the presence of B. caballi DNA at 0.21%
(n = 1/474) of the tested blood samples, demonstrating a low circulation rate of these agents
in the livestock. With regards to T. equi, it was found that the evaluated military herds have an
endemic infection, with high prevalence of asymptomatic animals. Regarding B. caballi, it
was found that this agent has low circulation rates in the investigated herds, despite the
persistence of antibody response, which indicates past exposure. These results support the
importance of epidemiological surveillance of vector ticks and its association with agents of
risk to the health of horses for military use, in the evaluated areas, requiring the adoption of
measures concerning breeding of horses in the “Coudelaria do Rinc&o”, such as avoiding the
contact of horses with cattle when grazing.

Keywords: Babesiosis, Theileriosis, horses for military use



1 INTRODUCAO

O chamado Complexo do Agronegécio Cavalo em nosso pais é responsavel pela
geracdo de 3,2 milhGes de empregos diretos e indiretos, movimentando cerca de R$ 7,3
bilhdes somente com a producdo de cavalos. Entre os anos de 1997 e 2009 verificou-se uma
marcante expansdo da exportacdo de equinos vivos pelo Brasil, com um crescimento da
ordem de 524%, indo de um volume de movimentacao financeira de US$ 702,8 mil para US$
4,4 milhGes. Ademais, o pais € o oitavo maior exportador mundial de carne equina (MAPA,
2014). O Brasil tem cerca de 5.514.000 equinos, 1.002.000 asininos e 1.277.000 muares,
totalizando mais de 7.793.000 equideos distribuidos pelo territorio nacional (IBGE, 2010),
possuindo atualmente o terceiro maior rebanho equideo do mundo.

O Exército Brasileiro possui, atualmente, um rebanho aproximado de 2000 equinos
distribuidos por todo o territério nacional, sendo que, o Unico haras responsavel pela
reproducéo é a Coudelaria do Rincdo, localizada no municipio de S&o Borja, estado do Rio
Grande do Sul, que distribui os seus produtos para todas as demais unidades militares que
possuem efetivo equino no Brasil, inclusive para a Academia Militar das Agulhas Negras,
localizada no municipio de Resende, estado do Rio de Janeiro.

Além de um crescente aumento dos negdcios relacionados & importacéo e exportacéo
de equideos, a proximidade de grandes eventos em nosso pais, a exemplo das Olimpiadas de
2016, abarca consigo esportes equestres e a intensificacdo do transito internacional de equinos
para o Brasil. Dentro do contexto das doengas transmitidas por carrapatos com alta relevancia
a sanidade equestre destacam-se as Piroplasmoses equinas.

As Piroplasmoses equinas, atualmente reconhecidas como Theileriose e Babesiose, sdo
consideradas importantes doengas parasitarias dos cavalos, com grande impacto econdmico na
inddstria equina. A sanidade dos animais interfere diretamente no negécio equestre, ao
comprometer o comércio e o transito internacional de equideos, visto que paises livres ou com
programa de controle das doencgas exigem sorologia negativa para a entrada de equideos em
seus territorios.

As perdas associadas a infec¢bes por Theileria equi e Babesia caballi, protozoérios
que sdo transmitidos naturalmente por carrapatos, estdo relacionadas tanto aos fatores clinicos
como a restricdo ao transito internacional de animais soropositivos. Os dois agentes sdo
bastante distintos e determinam manifesta¢Ges diferentes da doenga, sendo que a B. caballi
induz, geralmente, sinais clinicos muito mais brandos em relacdo a T. equi. Os equideos
podem ser parasitados por uma ou ambas as espécies. Os parasitas causam, em grandes
parasitemias, crises hemoliticas e anemia. Equinos cronicamente infectados sdo passiveis de
reagudizaces com queda no desempenho, experimentando um prejuizo silencioso para a sua
saude.

Recentemente, paises considerados livres pela Organizagdo Internacional de
Epizootias (OIE), inclusive alguns que investiram milhdes de dolares na erradicagdo destas
hemoparasitoses, tém relatado casos de sorologia positiva em seus rebanhos. Os Estados
Unidos, maior rebanho equino do mundo, tém experimentado surtos destas doengas, sendo
consideradas doencas reemergentes naquele pais.

A epidemiologia das Piroplasmoses equinas em nosso pais ainda tem lacunas a serem
esclarecidas. Talvez a maior delas diga respeito ao real vetor envolvido na transmisséo de
seus agentes etioldgicos. Apesar do Amblyomma sculptum (Complexo Amblyomma
cajennense) e do Dermacentor nitens serem 0s principais carrapatos a afetarem equideos em
nosso pais, somente o D. nitens se mostrou vetor competente para a B. caballi, sem que



nenhum destes tenha se mostrado vetor competente para T. equi em pesquisas realizadas até o
momento.

Algumas pesquisas sugerem que o Rhipicephalus (Boophilus) microplus possa ser um
vetor da hemoparasitose. Entretanto, seu real papel na epidemiologia da doenca a campo
permanece incerto, visto que rebanhos equinos que, aparentemente, nunca tiveram contato
com tal carrapato ou com bovinocultura tem apresentado sorologia positiva.

Estudos de soroprevaléncia para T. equi e B. caballi demonstram resultados diversos
de acordo com o rebanho, tipo de manejo, regido fisiografica e microclima. Uma série de
fatores pode estar influenciando na presenca, disperséo e nivel de infestacdo dos possiveis
vetores e, consequentemente, na soroprevaléncia da doenga, ocasionando tal diversidade de
resultados nos estudos.

Desta forma, mais estudos sdo necessarios para o esclarecimento dos reais vetores
envolvidos na transmissdo e manutencdo das doencas em nosso territorio. Uma abordagem de
analise multivaridvel pode auxiliar na identificacdo de fatores de risco envolvidos para as
doencas, fornecendo evidéncias epidemioldgicas para o melhor entendimento de seus ciclos,
compreensdo de seu comportamento, distribuicdo geografica e mecanismos de disseminacéo
nos rebanhos equideos de nosso pais, direcionando para medidas racionais e efetivas de
controle. Além disso, é importante identificar regides que possuem estabilidade enzodtica
para um agente, mas ndo para outro, devido as condigdes ambientais envolvidas na maior ou
menor prevaléncia dos carrapatos vetores.

Considerando que os equinos de uso militar utilizados pelo Exército Brasileiro em
todo o territério nacional sdo produzidos, exclusivamente, na Coudelaria do Rincéo,
localizada no municipio de S& Borja, estado do Rio Grande do Sul, um estudo
epidemioldgico transversal foi realizado em uma coorte de equinos de uso militar do
municipio de Resende, na microrregido do Vale do Paraiba Fluminense, e no municipio de
S&o Borja, na regido oeste do Rio Grande do Sul, visando verificar a prevaléncia de animais
positivos para T. equi e B. caballi através de “screening” sorolégico pela técnica de ELISA e
identificacdo molecular pela PCR, bem como procedeu-se uma analise multivariada
objetivando a identificagéo de fatores de risco associados a soropositividade dos animais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Equino Militar

Os equinos foram utilizados com finalidades militares em toda evolugéo dos povos,
desde as tribos ndmades da Asia Central, nas Invasdes Barbaras e na Conquista do Novo
Mundo. Na era moderna, 0 equino teve papel de destaque nas campanhas militares, como na
Primeira Guerra Mundial (1914-1918), onde havia um equino para cada quatro soldados, com
muitos cavalos enviados para frente de batalha. A Franca e a Inglaterra utilizaram 2.770.000
equinos, os Estados Unidos enviaram 923.580 equinos para Europa, enquanto a Alemanha
contou com 1.236.000 animais. Na Segunda Guerra Mundial (1939-1945) a utilizacdo do
equino militar também foi intensa. A Alemanha possuia 40% de sua tropa motorizada atrelada
a equinos e a Italia utilizou 60.000 equinos ao invadir a Etidpia. Em muitos momentos 0s
equinos tornaram-se insubstituiveis, como na campanha russa durante a Segunda Guerra,
quando o Exército alemdo motorizado ficava retido por falta de combustivel e/ou atolado na
neve (LIMA et al., 2006).

Para seu emprego militar, o equino deve possuir caracteristicas morfofisioldgicas
adequadas, sendo possuidor de condicBes de saude, resisténcia, forca e velocidade que o
tornem apto a suportar trabalhos continuos e variados nas trés andaduras, passo, trote e
galope. Logo, para ser incorporado ao quadro de animais do Exército, o equino deve atender
aos requisitos basicos do cavalo militar, quais sejam, ter idade de trés a oito anos, inclusive;
obedecer a altura minima estabelecida, que varia de 1,45 a 1,60m, dependendo de sua
categoria; ser sadio, sem taras e sem vicios; possuir boa capacidade cardio-respiratoria;
possuir boa cobertura muscular; ter boa complei¢do e bons aprumos; andar ao passo, trote e
galope, ndo sendo permitido animal marchador; estar castrado, se equino macho, exceto o
destinado a reproducdo; ser manso, isto é, deixar-se tocar, flexionar os membros, cabrestear
com facilidade, encilhar e montar por uma s pessoa e atender a outras especificacdes
estabelecidas pela Diretoria de Abastecimento do Exército Brasileiro (EB — DLog, 2013).

Atualmente, o Exército Brasileiro possui cerca de 1.820 equinos distribuidos em quase
todo territdrio nacional em diversas unidades militares, exceto na Regido Norte, sendo
utilizados em diferentes atividades (CAMPOS et al., 2007), tais como: agdes de Garantia da
Lei e da Ordem nos Regimentos de Cavalaria (1°, 3° e RESC); participagdo em Cerimonial
Militar como desfiles, guarda de honra e escoltas de autoridades; patrulhamento em
OrganizagOes Militares e nos Campos de Instrucéo; instru¢do militar nas escolas de formagao
de oficiais e pragas, Academia Militar das Agulhas Negras (AMAN), Escola de Sargentos das
Armas (EsSA) e Escola de Equitagdo do Exército (ESEQEX); producdo de imunobiolégicos
(soro antiofidico) em convénio do Ministério da Salude com o Instituto de Biologia do
Exército (IBEX); pratica desportiva, integrando comissdes de desportos nacionais; atividades
de equoterapia e programas de estudo e melhoramento da equideocultura nacional na
Coudelaria de Rincdo.

A Coudelaria de Rincdo é mantida em S&o Borja, estado do Rio Grande do Sul, como
centro de producdo de equinos do Exército Brasileiro, para o suprimento de animais dentro
dos padrBes necessarios para desempenhar o papel atribuido ao cavalo militar no Brasil,
produzindo em média 100 potros por ano que sdo distribuidos para todas as unidade militares
que possuem efetivo equino (CAMPOS et al., 2007).



2.2 As Piroplasmoses Equinas

As Piroplasmoses equinas sdo doengas transmitidas por carrapatos, sendo causadas
por parasitas intraeritrocitarios Theileria equi (LAVERAN, 1901; MEHLHORN; SCHEIN,
1998) e/ou Babesia caballi (NUTTAL; STRICKLAND, 1912), sendo que 0s agentes s&o
bastante distintos, com comportamentos diferentes no hospedeiro vertebrado e invertebrado, e
determinam manifesta¢Bes particulares na evolucdo clinica (AMBAWAT, et al., 1990). Os
parasitas causam, em grandes parasitemias, crises hemoliticas e anemia (FRIEDHOFF et al.,
1990).

Estas doengas podem ser hiperagudas, agudas, subagudas ou cronicas (DE WAAL et
al., 1992), sendo seus sinais clinicos caracterizados por perda de apetite; decréscimo na
capacidade de trabalho (MACHADO et al, 2012); febre, que pode ser intermitente; hemdlise
intravascular; ictericia; anemia; hemoglobinaria; bilirubinaria; espleno e hepatomegalia
encontrados em estagios tardios da enfermidade; depressdo e até morte (DE WAAL et al.,
1992).

No caso da T. equi, a grande maioria dos animais torna-se portadora, permanecendo
neste estado por longos periodos, funcionando como uma fonte de infecgéo para os carrapatos
vetores e para outros equinos (DE WALL, 1992). Estes animais, aparentemente
assintomaticos, porém portadores, podem manifestar queda de desempenho atlético
(BOTTEON et al., 2005). Mundialmente distribuida, é endémica em muitas regides tropicais
e subtropicais, estando sua distribuicéo diretamente ligada a presenca dos carrapatos vetores
(PFEIFER BARBOSA et al., 1995). Alguns paises como o Canada, Japdo, Grd Bretanha e
Australia s&o classificados como livres de T. equi pela OIE, restringindo o transito de animais,
entrada e movimento interno, baseado na sorologia de tal hemoparasita. Sendo assim, a
doenca, além de importancia econbmica, tem relevancia quanto ao transito de animais
(SCOLES et al., 2011).

Antes dos jogos Olimpicos de 2000 em Sydney, Austrélia, o Servico de Inspecéo e
Quarentena alertou para o importante risco para o pais na importacdo temporéria de equinos
soropositivos para as Piroplamoses. Neste relatorio existiam propostas para as medidas de
risco e necessidade de quarentena e ainda énfase para que animais positivos ndo entrassem no
Australia (MARTIN, 1999).

Ha registros da introdugdo de Piroplasmoses equinas em paises ndo endémicos, como
os ocorridos no estado da Florida, Estados Unidos, em 1961 e 1965, com a introducdo de B.
caballi e T. equi através de equinos importados de Cuba. Além deste registro, na Austrélia
também houve a introducgdo de T. equi, em 1976, com a importagdo de cavalos da Espanha
(BRUNING, 1996).

Apesar de os Estados Unidos serem considerados livres desde 1988, resultado de 12
milhGes de dolares e 25 anos de campanha de erradicagdo, iniciada em 1962, este pais tem
sofrido surtos da doenca desde 2008 nos estados da Califérnia, Colorado, Flérida, Gedrgia,
Oklahoma e Texas (UET]I et al., 2012).

Do surto recente, ocorrido no estado do Texas, decorreu um alarme, pois os cavalos
positivos de 16 Estados Americanos foram rastreados a partir de uma contaminag&o Unica em
um rancho. Tais casos parecem estar ligados a importacdo de animais portadores
assintomaticos, com resultados negativos nos exames soroldgicos (SCOLES et al., 2011).
Desta forma, a Theileriose equina tem sido considerada uma enfermidade reemergente nos
EUA (UETI et al., 2012), que com mais de 9,2 milhGes de cavalos estimou-se que uma
epidemia por este agente poderia ocasionar um dano financeiro na ordem de 39 bilhdes de
ddlares na industria equina (AMERICAN HORSE COUNCIL, 2005).

Assim, as movimentagdes de equinos durante leildes, exposicdes e operagdes militares
podem contribuir para a disseminacdo da doenga as &reas livres, as quais podem ndo estar



completamente livres dos carrapatos vetores (FRIEDHOFF et al., 1990), como também deve
ser monitorada a introducdo de animais negativos em areas endémicas, predispondo tais
individuos ao contéagio e manifestacdo de doenca clinica aguda.

Além dos impactos econdmicos decorrentes da restricdo a movimentacdo e comércio
de equinos portadores, ha outros aspectos envolvidos como: custos de tratamento, prevencéo e
controle, queda de desempenho atlético, tempo de afastamento do animal do trabalho e perdas
por mortes (BOTTEON et al., 2005).

Oliveira (2012) buscou identificar assimetrias e semelhangas na criacdo de equinos na
regido sul do Brasil e na Argentina e concluiu que h& necessidade de intensificar o controle de
diversas doengas como o Mormo, a Anemia Infecciosa Equina e aquelas causadas por
hemoparasitas, tanto pelo aspecto de salde publica, como pelo potencial do agronegécio
brasileiro. Ressaltou, ainda, que tais medidas sanitarias devem ser adotadas de forma urgente
a fim de ndo comprometer os compromissos internacionais assumidos pelo Brasil para a
realizacdo das Olimpiadas de 2016.

Portanto, as Piroplasmoses equinas tém representando uma séria preocupacéo
mundial, principalmente em relagcdo a equinos que participam de competigdes internacionais
(SEVINC et al., 2008). No Brasil, tal fato torna-se extremamente relevante, ndo s6 em vista
das competi¢Bes internacionais que equinos brasileiros participardo em paises livres, mas
principalmente com relagdo a eventos equestres de projecdo mundial que ocorrerdo no pais
nos proximos anos, a exemplo das Olimpiadas de 2016.

2.3 Sistemética
Theileria equi

Reino: Protista;

Sub-reino: Protozoa;

Filo: Apicomplexa;

Classe: Sporozoea;

Sub-classe: Piroplasmea;

Ordem: Piroplasmida;

Familia: Theileriidae;

Género: Theileria;

Espécie: Theileria equi (LAVERAN, 1901) Mehlhorn e Schein, 1998.

Babesia caballi

Reino: Protista;

Sub-reino: Protozoa;

Filo: Apicomplexa;

Classe: Sporozoea;

Sub-classe: Piroplasmea;

Ordem: Piroplasmida;

Familia: Babesiidae

Género: Babesia

Espécie: Babesia caballi (NUTTAL;STRICKLAND, 1910)
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2.4 Historico

O género Babesia teve o inicio de sua descricdo na Roménia, em 1888, por Babes, que
visualizou microorganismos em hemécias bovinas e associou tal achado com a
hemoglobinuria bovina. Cinco anos mais tarde, em 1893, Smith e Kilborne demonstraram que
0 agente da febre do Texas, que acometia bovinos nos Estados Unidos, era transmitido por
carrapatos, nomeando tal agente de Pyrosoma bigeminum. Ainda em 1893, Starcovici,
visando homenagear Babés, o primeiro a identificar tais hemoparasitas em sangue bovino,
propds o nome Babesia para o género. O género Babesia possui formas piriforme, oval e
ameboide, tendo como principal caracteristica seu desenvolvimento no interior de eritrocitos
de mamiferos (RIEK, 1966).

A babesiose em equinos foi descrita em 1901 por Theiler e por Laveran, na Africa do
Sul, ao examinarem esfregacos de sangue de equinos neste pais. Tais autores nomearam tal
agente etiol6gico como sendo Piroplasma equi. O nome piroplasma advém do formato similar
a péra que tais protozoarios adquirem no interior do eritrocito, apds seu processo de
multiplicac&o.

Em 1910, Nuttal e Strickland, a partir do desenvolvimento de um estudo sobre a febre
biliar dos equinos, observaram estruturas similares ao ja descrito Piroplasma equi, agente
causal da Piroplasmose equina. No entanto, considerando que estes parasitas, embora
localizados no interior de eritrocitos dos equinos, fossem maiores e distintos de P. equi,
aqueles autores a denominaram como uma nova espécie, Piroplasma caballi (Nutall;
Strickland, 1912).

Posteriormente, Nutall e Strickland (1910) verificaram que as caracteristicas
morfol6gicas do Piroplasma equi diferiam de outras espécies deste género, e propde a
nomenclatura de Nuttalia equi para tal agente. Futuramente, estudos de sistemética
classificam este hemoparasita dentro do género Babesia.

Desde o inicio de sua descrigdo em 1901, como Piroplasma equi, sua reclassificacéo
como Nuttalia equi em 1910 e, posteriormente, como Babesia equi, tem sido evidenciadas
diferencas em sua morfologia e ciclo. Mais recentemente, estudos verificaram e apontaram
divergéngias sobre a classificagdo da Babesia equi no género Babesia questionando tal
classificagdo (MEHLHORN; SCHEIN, 1984).

O principal achado em B. equi, que justificou tal questionamento sobre sua diferenca
das demais espécies do género Babesia, foi o fato deste hemoparasito realizar esquizogonia
em linfdcitos (SCHEIN et al., 1981). Além disso, foi comprovado que tal parasita realizava
transmissdo transestadial nos vetores, sendo sua transmissao transovariana incerta (SIGRIST,
1983). Outra divergéncia foi a sugestdo de que tal protozoéario teria um metabolismo
diferenciado de outras Babesia, dado a resisténcia de B. equi aos produtos babesicidas
normalmente eficazes contra outras espécies do género (MEHLHORN; SCHEIN, 1984).
Desta forma, Mehlhorn e Schein, em 1998, terminaram por reclassificad-la como Theileria
equi. Apesar de tal reclassificacdo a época ser baseada em morfologia e caracteristicas
relativas ao ciclo deste hemoparasita, estudos mais recentes de biologia molecular e anélise
filogenética tem corroborado que tal hemoparasita realmente difere do género Babesia
(KAPPMYER et al. 2012).

2.5 Ciclo Bioldgico

A B. caballi se caracteriza por apresentar uma forma infectante de 2,5 a 3,0um de
comprimento denominada esporozoita e que se encontra na saliva do carrapato transmissor.
Quando atingem o limen da circulacdo sanguinea, 0s esporozoitas penetram ativamente nos
eritrocitos, e se diferenciam em formas arredondadas e ovaladas, sendo designadas
trofozoitas. Estes trofozoitas, apds a divisdo binaria a qual ocorre no interior das hemaécias,
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dado origem a duas formas caracteristicas deste género, em formato piriforme, 0os merozoitas,
que promovem o rompimento da célula infectada. Apds esta etapa, novas células sdo
infectadas, repetindo o processo de multiplicagdo em outros eritrocitos (SIMPSON et al.,
1967; HOLBROOK et al., 1968; MEHLHORN; SCHEIN, 1985; SCHEIN, 1988).

O ciclo do parasita no interior dos carrapatos ocorre subsequentemente apds a
ingestdo dos gametdcitos, quando se inicia o processo de gametogonia, 0 que resulta na
formacdo de gametas do parasito no interior do artrépode vetor. Este processo culmina com a
formacéo do oocineto, o qual ap6s penetrar na parede intestinal do carrapato, se multiplica,
formando os vermiculos, que posteriormente atingem a hemolinfa, e em sequéncia, outros
6rgdos do carrapato, como o0s ovarios e glandula salivar (MEHLHORN; SCHEIN, 1985).

Quando a infecgéo atinge a glandula salivar do carrapato, ocorre a esporogonia deste
agente, culminando com a liberacdo das formas infectantes a partir do quinto dia ap6s iniciada
a alimentacgdo do vetor apds a fixagdo do carrapato no hospedeiro (HOLBROOK et al., 1968;
(MEHLHORN; SCHEIN, 1985).

Ao contrério do género Babesia que ao serem injetadas pelo carrapato no hospedeiro
invadem diretamente eritrdcitos, os esporozoitos de T. equi inicialmente penetram em
linfocitos, desenvolvendo-se em esquizontes (UILENBERG, 2006). Assim, originam macro e
micro-esquizontes (esquizogonia), originando cerca de 200 merozoitos por linfocito infectado.

O linfécito rompe-se e libera tais merozoitos que, entdo, infectam hemécias iniciando
um processo de divisdo binaria, originando estagios eritrociticos piriformes, os quais podem
formar tétrades semelhantes a “cruz de malta” (merogonia). As hemécias infectadas, apds o
processo de divisdo binaria, se rompem e liberam os merozoitos que infectardo outros
eritrocitos, alguns dando continuidade ao processo de reprodugdo assexuada. Entretanto,
alguns destes merozoitos, ao infectarem as hemacias, se diferenciam e podem gerar formas
esfericas chamadas gamontes (MEHLHORN; SCHEIN, 1984).

Os carrapatos vetores séo infectados apos a ingestdo de células sanguineas infectadas
por gamontes. Tais gamontes crescem rapidamente no intestino do carrapato originando
estdgios multinucleares, os chamados “corpos raiados”. Posteriormente, tais gamontes
multinucleares se dividirdo em estagios mononucleares: 0s macro e microgamontes, que se
diferenciardo em macro e microgametas que dardo inicio & fase de reproducdo sexuada
(gametogonia) (MEHLHORN; SCHEIN, 1984).

Os micro e macrogametas se fundem formando os zigotos moveis (oocinetos) que
invadem as células intestinais dos carrapatos e se multiplicam por divisdo binaria ou multipla
originando esporocinetos (vermiculos). Por fim, as células intestinais infectadas se rompem
liberando os vermiculos moveis que, no caso da Babesia, invadem diversos 6rgdos do
carrapato, entre glandulas salivares e os ovarios nas fémeas. Desta maneira, ocorre a
transmissdo transovariana que garante que a infecgdo passe a proxima geragdo de carrapatos
nas Babesia. Esporogonia ocorre nas glandulas salivares, aumentando a infecgdo e
possibilitando a transmissdo de esporozoitos ao hospedeiro vertebrado via saliva
(UILENBERG, 2006; O’'DWYER, 2010).

J& no caso da T. equi, os zigotos moveis (oocinetos) ndo se multiplicam nas células
intestinais formando esporocinetos (vermiculos) e, ao invadirem a hemolinfa, vdo para as
glandulas salivares, ndo se distribuindo a outros 6rgdos nem aos ovarios como a Babesia, ndo
possuindo portanto transmisséo transovariana. Nas células da glandula salivar ha reproducéo
assexuada (esporogonia) gerando esporozoitos que se mantém nos estagios do carrapato vetor,
garantido a transmisséo transestadial. Assim, quando o carrapato se fixa ao hospedeiro
vertebrado, este injeta esporozoitos de Theileria através da saliva (UILENBERG, 2006).
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2.6 Vetores e Transmissao

Em regides temperadas, assim como em regides tropicais, a T. equi tem sido
transmitida principalmente por carrapatos dos géneros Dermacentor, Hyalomma e
Rhipicephalus (UILENBERG, 2006). No Brasil, a transmissdo de T. equi tem sido
relacionada ao carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus, através de evidéncias
epidemioldgicas relacionando a presenca deste vetor com a infeccdo dos equinos
(HEUCHERT et al., 1999; SOUZA et al., 2000; NIZOLI et al., 2008; TORRES et al., 2012).
Além disso, tal transmissdo tem sido experimentalmente comprovada, indicando ser este um
possivel vetor (GUIMARAES et al., 1997; GUIMARAES et al., 1998; UET] et al., 2005).

Estudos sobre o comportamento de R. (B.) microplus em diferentes animais
demonstram que o equino pode ser hospedeiro deste carrapato, porém, ndo com a mesma
eficiéncia que em bovinos (FRANQUE et al., 2009). Apos infestagBes artificiais de larvas
deste carrapato em equinos, ndo se obtiveram fémeas ingurgitadas. Através de infestacdo
natural do vetor em equinos, foi possivel observar que o equino é um hospedeiro alternativo
para R. (B.) microplus, desenvolvendo até uma geracdo neste, podendo, posteriormente,
terminar seu ciclo nos bovinos (BITTENCOURT et al, 1990). Reforgando essa possibilidade
de infestacdo, Labruna et al. (2001) relataram que somente em propriedade que existia o
pastejo misto entre bovinos e equinos, o R. microplus foi encontrado promovendo o
parasitismo nos cavalos e sugeriu que o método mais eficiente para controlar o parasitismos
por esta espécie de carrapato é separar completamente 0s equinos de contato com 0s bovinos,
inclusive impedindo de utilizar as mesmas pastagens.

Mason e Norval (1981) demonstraram que a larva e o macho adulto de R.(B.)
microplus sdo capazes de trocar de um hospedeiro a outro em condigdes adversas. A alta
motilidade dos machos e a sua consideravel longevidade sugerem a possibilidade destes se
transferirem de animais infectados a ndo infectados, um aspecto significante na epidemiologia
da doenca.

Apesar do R. (B.) microplus ser evidenciado como um possivel vetor, tém sido
detectadas infec¢Ges em rebanhos equinos, aparentemente, sem contato com tal ectoparasito
(KERBER et al., 2009). O A. sculptum e D. nitens séo 0s carrapatos que mais comumente
parasitam o0s equinos, sendo que estudos experimentais tentando comprovar a transmisséo de
T. equi por estes carrapatos ndo apresentaram sucesso em evidenciar tal fato, permanecendo
ainda incertos seus papéis como vetores (DENNING F., 1988, apud PFEIFER BARBOSA et
al., 1995). Recente estudo também mostrou que ninfas de A. cajennense ndo se infectaram por
T. equi apds alimentarem-se em equinos cronicamente infectados (RIBEIRO et al., 2011).

Recentemente, foi relatado um surto de Theileriose em equinos, iniciado no estado do
Texas, que envolveu mais de 290 equinos e ocasionou incidéncia de 100% do rebanho em
algumas propriedades. Neste surto, a Unica espécie de carrapato encontrado acometendo 0s
equinos foi A. cajennense, sendo a transmissdo da T. equi relacionada a este carrapato
(SCOLES et al., 2011; UETI et al., 2012). Estudo de epidemiologia de T. equi baseado em
técnicas moleculares para deteccdo do hemoparasita também associou a presenca de
infestacdo de A. cajennense com positividade nos equinos (PECKLE et al., 2013). Assim,
ainda néo estdo bem elucidados os reais mecanismos e 0s vetores envolvidos na transmissao
da T. equi e sua manutencéo em rebanhos do continente americano.

Com o recente reconhecimento de que o anteriormente conhecido como A. cajennense
na verdade se trata de um complexo com diferentes espécies, possuindo mesmas
caracteristicas morfoldgicas externas, no entanto com diferentes condigdes bioldgicas,
envolvendo inclusive sucesso ou insucesso na fecundacdo de individuos provenientes de
diferentes regides, tem-se um vacuo que demandara investigacdes quanto a qual espécie
dentre as deste complexo ocorrem em cada regido, bem como qual a potencialidade destas
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como reservatorios e ou vetores dos diferentes patdgenos comumente veiculados por
carrapatos (NAVA et. al., 2014).

De acordo com Friedhoff et al. (1990) a transmisséo e distribuicdo de B. caballi na
Europa e Asia est&o relacionadas a cinco espécies do género Dermacentor (D. marginatus, D.
silvarum, D. nitens, D. nutalli e D. reticulatus) e uma de Hyalomma (H. marginatum). Na
Africa, De Waal (1990) registrou a transmissdo de B. caballi por Rhipicephalus evertsi e
Hyalomma truncatum. O envolvimento de D. nitens na transmisséo e distribuicdo de B.
caballi nos paises americanos foi registrado pela primeira vez a partir de estudos
experimentais em equideos no estado da Flérida, nos Estados Unidos (ROBY; ANTHONY,
1963). Em seguida, Holbrook e Frerichs (1968) observaram pela primeira vez as formas de
multiplicacdo do protozodrio em amostras de hemolinfa e tecidos de D. nitens e sua
transmissdo transovariana em carrapatos coletados de equinos mantidos em areas de surto.

No Brasil, Pfeifer-Barbosa et al. (1992), Linhares (1994), Pfeifer-Barbosa et al.
(1995), Battsetseg et al. (2001) e Mujica (2002) observaram formas em multiplicacdo de B.
caballi em ovérios e ovos de D. nitens, demonstrando a transmissdo transovariana deste
agente nesta espéecie de carrapato (MUJICA, 2002).

Estudos mostram a distribuicdo deste carrapato pela regido sudeste do pais,
demonstrando que o mesmo realiza mais de uma geragcdo por ano (SOUZA; SERRA-
FREIRE, 1992; SOUZA; SERRA-FREIRE, 1994; BORGES et al., 1999; BORGES et al.,
2000; LABRUNA et al., 2002). A espécie D. nitens € caracterizada como um carrapato
monoxeno, sendo estimado, em média, 63 dias para a realizacdo do seu ciclo bioldgico sob
condicbes de laboratério (SANAVRIA; PRATA, 1996). Vale destacar que seu
comportamento, na fase parasitaria, tem predilecdo por infestar a face interna da orelha dos
equideos (FALCE, 1986; BORGES et al., 2000) e também o diverticulo nasal (BORGES;
LEITE, 1993). Este comportamento é importante sob a questéo relacionada ao tratamento dos
animais.

Battsetseg et al, (2002) detectaram, através da PCR, T. equi e B. caballi em ovos e
larvas de R. microplus sugerindo a possibilidade de transmissédo dos dois agentes por esta
espécie de carrapato.

Segundo Heim et al. (2007), a transmissdo de hemoparasitos geralmente esta
influenciada pela dindmica de popula¢des de vetores, devido as condicBes climéticas.
Segundo Bastos et al. (1996), a temperatura de 18°C possui efeito deletério sobre a biologia
de D. nitens e o potencial bidtico deste ixodideo é severamente afetado dificultando a sua
dispersdo ou manutencdo em equinos.

A infeccdo por B. caballi pode persistir no equino, por um periodo de 1 a 4 anos
(HOURRIGAN; KNOWLES, 1979 apud RUEGG et al. 2008; DE WAAL; VAN HEERDEN,
1994 apud RUEGG et al. 2008). Esta relagdo entre a idade dos animais e a infecgdo por estes
hemoparasitos foram bem demonstrados pelos estudos de Ruegg et al. (2007) e Ruegg et al.
(2008). Estes autores observaram, através de estudos epidemioldgicos, a interacdo entre a
infecco dos equinos por Theileria equi e B. caballi de acordo com a faixa etéria destes
animais. Ruegg et al. (2007) a partir de modelos matematicos propuseram que a dindmica da
infeccéo por B. caballi diminuia de acordo com o aumento da idade. Esta observacdo, comum
entre todos estes estudos, pode estar atrelada & premissa de que a prevaléncia observada dos
hemoparasitas é consequéncia também da relacdo entre a carga parasitaria inoculada nos
animais por parte dos vetores e a taxa de sua eliminagdo do animal vertebrado, associada a um
sistema imune competente presente nestes animais.

Além da transmissdo através da picada de carrapatos, outras formas de transmisséo das
Piroplasmoses equina também tém sido demonstradas, tendo sido relatada a transmissdo
transplacentéria de éguas positiva a seus potros, possivelmente através da passagem de
eritrocitos infectados da méde ao feto através da barreira placentaria (RONCATI, 2006;

14



ALLSOPP et al., 2007; SANTOS et al., 2008; GEORGES et al., 2011). Vale registro que nem
todo potro de égua positiva nasce contaminado, mas quando isto ocorre pode haver
manifestacdo de grave doencga clinica no recém-nascido que pode conduzir ao Obito
(ALLSOPP et al., 2007; GEORGES et al., 2011).

Outra forma de transmissdo destes agentes é por via iatrogénica atraves da reutilizacéo
de agulhas e seringas contaminadas com sangue de animais positivos, levando a dispersao da
doenga pelo rebanho. Tal fato foi observado em um surto de Piroplamose equina, ocorrido em
2008, no estado da Flérida, Estados Unidos (GEORGES et al., 2012). N&ao existe
comprovacdo cientifica que dipteros hematdfagos possuam a capacidade de transmisséo
mecanica do sangue contaminado (PHIPPS; OTTER, 2004), mas tal fato ndo devera ser
desconsiderado (GERSTENBERG et al., 1998).

2.7 Epidemiologia

A T. equi tem distribuicdo mundial (DE WALL, 1992), sendo endémica em muitas
regibes tropicais e subtropicais, com distribuicdo se prolongando até as regides central e norte
da Russia e ao norte da Franca na Europa (TENTER; FRIEDHOFF, 1986). As &reas
endémicas incluem muitas partes da Europa, América Central e do Sul, Africa e Asia (exceto
0 Japdo), com a relagdo de paises considerados ndo endémicos incluindo os Estados Unidos,
Canada, Reino Unido, paises do Norte da Europa, Irlanda, Singapura, Japao, Nova Zelandia e
Australia (ROTHSCHILD, 2013). Os paises com alto risco de exposi¢do aos hemoparasitas
devido ao alto movimento internacional de equideos incluem Canada, Estados Unidos,
Australia, Nova Zelandia e Japdo (BRUNING, 1996).

Em é&reas endémicas, a maioria dos equinos apds passarem pela doenga clinica
recupera-se, tornando-se subclinica, passando a ser portadores assintomaticos de T. equi e
carreadores do hemoparasita por toda sua vida (DE WALL, 1992; ZOBBA et al., 2008). Tais
equinos tém um delicado equilibrio entre a sua imunidade e o parasita. Uma quebra nesta
relacdo, advinda de imunossupressdes geradas por estresses, exercicios e fadiga extremas,
pode gerar doenga clinica nestes animais (HAILAT et al., 1997). Assim, equinos portadores
assintomaticos devem ser monitorados sorologicamente, pois desempenham papel crucial na
dispersdo da doenca, sendo considerados um risco para a introdugdo da doenca em &reas ndo
endémicas ou consideradas livres (ZOBBA et al., 2008). No caso da B. caballi, os cavalos
infectados podem, de maneira esponténea, ficar livres da infeccdo apds 12 a 48 meses do
contato inicial.

Por ser transmitida principalmente por carrapatos, a ocorréncia e prevaléncia das
Piroplasmoses equinas estdo diretamente ligadas & presenca e a distribuicdo geografica de
seus carrapatos vetores (PFEIFER BARBOSA et al., 1995), assim como ao clima e manejo
dos animais (KERBER et al., 2009). Desta forma, estudos epidemiol6gicos em diferentes
regides do mundo apresentam grandes diferencas de resultados, visto que as doencas
transmitidas por carrapatos tem uma rede epidemioldgica complexa, envolvendo hospedeiros
vertebrados e invertebrados num meio ambiente diverso e em constante mudanca. Tal fato,
além de tornar dificil seu controle, aparentemente ainda tem facilitado a expansdo destas
doencas nos Ultimos anos (DANTAS-TORRES, 2012).

No caso da T. equi, isto foi comprovado pelo recente surto da doenga ocorrido nos EUA,
pais até entdo considerado livre da doenca pela Organizagdo Internacional de Epizootias
(OIE), que acometeu mais de 290 equinos ocasionando prevaléncia de 100% em algumas
fazendas durante o ano de 2009 (SCOLES et al., 2011).

Na Europa, a infecgdo por B. caballi foi descrita na Franga, Espanha, Portugal, Bélgica
e Itdlia, sendo considerada endémica no sudeste Europeu, apresentando soroprevaléncia com
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elevada variacdo entre os paises e as regides estudadas (CORDERO del CAMPILLO et al.,
1974; SCHEIN, 1988; DE WAAL, 1992).

Na Africa, a infeccio se apresenta de elevada endemicidade, com destaque da
presenca destes agentes em paises como Africa do Sul, Mocambique, Angola, Namibia e
Marrocos, dentre outros paises (NEITZ, 1956).

Da mesma forma, no continente Asiatico as infeccbes causadas por estes
hemoparasitos foram reportadas na China e na Mongélia (FRIEDHOFF; SOULE, 1996; XU
et al, 2003; BOLDBAATAR et al, 2005). Embora o Jap&o seja considerado livre da doenca
(FRIEDHOFF; SOULE, 1996), estudos indicaram a possibilidade da circulagio de B. caballi
no plantel do pais (IKADAI et al, 2002).

Em relagdo ao continente americano, especificamente nos paises da América Latina,
exceto as regides Sul do Chile e Argentina, a babesiose se manifesta de forma enzodtica
(FRIEDHOFF et al., 1990). Os Estados Unidos e o Canadé s&o considerados livres de B.
caballi, com excec¢do do estado da Florida.

2.7.1 Estudos de prevaléncia no exterior

Na regido sudeste da Mongdlia tem sido relatado soroprevaléncias de 78,8% para T.
equi em soros de equinos testados através de RIFI (RUEGG et al., 2007). Ainda na Mongdlia,
estudo avaliando o envolvimento de T. equi e B. caballi na mortalidade de cavalos Przewalski
reintroduzidos na natureza, oriundos de regides indenes de babesiose equina, verificou-se uma
soroprevaléncia de 88,6% para T equi em equinos domésticos que viviam na vizinhanca do
local onde os Przewalski foram reintroduzidos (RUEGG et al., 2006).

Na Turquia, pesquisa realizada com ELISA competitivo revelou soroprevaléncia de
16,2% ao se analisarem amostras de populagdes de equinos de corrida e de fazendas de
criacdo. Além disso, verificou-se soroprevaléncia significantemente maior em equinos que
participam de circuitos de corridas, alertando para a relevancia da doenga no tréansito de
equinos em competicdes internacionais (SEVINC et al., 2008).

Em Oma verificou-se alta prevaléncia de T. equi, através de RIFI em duas séries de
exames com intervalos de dois anos, com 94,6% e 97,7% de positividade, respectivamente
(DONNELLY et al., 1980).

No Sudéo, um primeiro estudo soroldgico baseado em ELISA avaliando a prevaléncia
de T. equi em diferentes regides e climas do pais, concluiu que a hemoparasitose € endémica.
O estudo encontrou prevaléncia variando de 39% a 100% para T. equi nas diferentes regides
estudadas, com prevaléncia média de 63,5%, (SALIM et al, 2008).

Na Africa do Sul, foi detectado prevaléncia de 73% em amostras de equinos de
fazendas do norte da Provincia do Cabo, através de exames de PCR (BHOORA et al., 2010).

Na Franca, amplo estudo avaliando 18.845 amostras de soro de equinos de todas as
regibes do pais, através da reagdo de fixacdo de complemento (RFC), verificou uma
prevaléncia de 5,35% para T. equi (SOULE et al., 1990).

Na Suica o primeiro relato de estudo em larga escala sobre soroprevaléncia de
Piroplasmose equina no rebanho do pais, analisando um total de 689 animais, apontou
prevaléncia de 7,3% para Piroplasmoses equinas, sendo 50 animais (4,4%) positivos para T.
equi somente, e trinta (1,5%) para B. caballi, com trinta equinos (1,5%) positivos para ambas
as espécies (SIGG et al., 2010).

Na Itélia, sorologia baseada em RIFI realizada em 412 amostras de soros equinos do
centro e norte do pais revelou prevaléncia de Piroplasmoses equinas de 68,4%; sendo que
50,5% dos equinos foram positivos para T. equi, com 12,4% positivos somente para T. equi e
38,1% positivos para ambos parasitas (T. equi e B. caballi). Tal soroprevaléncia encontrada
foi num grau maior que em estudos anteriores, indicando uma tendéncia de incremento na
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soropositividade por maior exposi¢do aos hemoparasitas. Tal fato pode estar relacionado ao
aumento na distribuicdo espacial dos carrapatos vetores, bem como extensdo dos seus
periodos de atividade, provavelmente influenciado pelas recentes mudangas climéticas nas
ultimas décadas, que tem aumentado as chances de transmissao de tais hemoparasitas no pais
(MORETTI et al, 2010). Tal estudo também detectou uma variacdo nas espécies de
hemoparasitas detectadas nos equinos de acordo com a regido geogréfica, relacionando tal
fato & presenca maior ou menor do respectivo carrapato vetor na area.

Ainda na Itdlia, Grandi et al. (2011), em estudo de soroprevaléncia na regido norte da
Itdlia, baseado em RIFI, observaram prevaléncia de 8,2% positivos para T. equi. Tal
prevaléncia foi menor que a encontrada por Moretti et al. (2010), pois os animais estudados
por este eram provenientes de regides de planicie, enquanto os estudados por Grandi et al.
(2011) habitavam terrenos montanhosos mais elevados do norte da Italia. Assim ha sugestdo
da influéncia da altitude e clima na diferenca de prevaléncia observada entre os estudos.

Na Republica da Coréia, estudo analisando 184 amostras de soro, através de ELISA
competitivo, encontrou prevaléncia de 1,1% para T. equi. A acurdcia do teste de ELISA foi
confirmada por PCR positivo para T. equi nas amostras detectadas na sorologia. Esta foi a
primeira deteccéo de piroplasmose equina em animais oriundos da Coréia (SEO et al., 2011).

No Japdo, estudo soroldgico em 2.019 amostras coletadas provenientes de todas as
areas do pais, detectou através de ELISA 2,2% dos animais positivos para T. equi. Tal estudo
sugeriu a existéncia de Piroplasmoses equinas no Japdo, visto 0 pais possuir carrapatos que
séo vetores competentes dos dois hemoparasitas (IKADAI et al., 2002).

Na China, estudo com 70 amostras de soro equino oriundos da Provincia de Xinjiang,
testados pela ELISA verificou sororeatividade em 40% das amostras para T. equi,
demonstrando que tal hemoparasita estd distribuido amplamente em tal regido chinesa
(XUAN et al., 2002).

No Estado de Lara, regido centro-ocidental da Venezuela, em estudo de amostras de
soro de 360 equinos de nove municipios do Estado, foi encontrada soroprevaléncia de 70,6%
(254 cavalos positivos) para B. caballi, 50,3% (181 cavalos positivos) para T. equi, e 35,56%
(128 equinos positivos) para ambos parasitas, concluindo que a regido é enzodtica para as
Piroplasmoses equinas (MUJICA et al., 2011). Ainda na Venezuela, Rosales et al. (2013)
pesquisaram a presenga de T. equi e B. caballi em amostras de soro de 694 equinos de seis
estados, através de ELISA, identificando uma soroprevaléncia de 50,2% para a piroplasmose,
e em amostras de 136 animais, através da PCR, identificando 66,2% positivos para os agentes.

Na Colémbia, na Provincia de Cordoba, foi observada prevaléncia de T. equi em 94%
entre os 83 equideos, de 13 diferentes fazendas da regido, testados por RFC (TENTER et al.,
1988).

No Chile, estudo avaliando 912 amostras de soros de cavalos de corrida da Provincia
de Santiago, através de RFC, obteve positividade em 48 equinos, resultando numa prevaléncia
de 5,3% (URCELAY et al., 1973).

Na Argentina (AGUIRRE et al., 2004), relatou dois casos de 6bitos diagnosticados por
PCR para T. equi em um caso e B. caballi no outro, com envolvimento do carrapato
Dermacentor nitens encontrado fixado ao corpo da égua do segundo 6bito, sendo o primeiro
relato da presenca dessa espécie vetora em uma area subtropical da Argentina, podendo ser
interpretado como um resultado de disperséo relativamente recente, sendo que o ulltimo relato
de presenca do D. nitens ocorreu dezoito anos antes em localidade distante 115 km ao norte
(MANGOLD et al., 1986).
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2.7.2 Estudos de prevaléncia no Brasil

Estudos epidemioldgicos em diferentes regides e microclimas do Brasil ttm mostrado
resultados interessantes sobre o status da doenca nos diversos rebanhos. A soroprevaléncia
tem variado com a localizagdo geogréfica, clima e manejo dos equideos, visto que tais fatores
influem no ciclo e distribuicdo dos vetores. Em relagdo a presenca destes agentes no Brasil, o
primeiro relato foi obtido a partir de dados clinicos e laboratoriais, realizado por Costa e Melo
(1963) em equinos no Rio de Janeiro. Posteriormente, relatos clinicos de B. caballi foram
realizados por Lima et al. (1976) em Minas Gerais, e Rocha et al. (1988) em Pernambuco.

Ainda no Brasil, diversos estudos foram conduzidos para avaliar a soroprevaléncia na
regido centro-oeste do pais (LINHARES et al.,, 1997), e também em outros estados da
federacdo, como Séo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Pard e Bahia (KERBER et al.,
1999; RIBEIRO et al., 1995; PFEIFER-BARBOSA et al., 1995; PFEIFER-BARBOSA et al.,
2000; LEAL et al., 2011).

De um modo geral, em nosso pais tem sido observado um declinio da soroprevaléncia
de B. caballi de norte a sul do pais, haja vista que o vetor desta, o carrapato D. nitens, é
adaptado a ambientes tropicais e sua ocorréncia diminui do norte para o sul do pais. Para T.
equi, que tem tido sua transmissdo associada ao carrapato Rhipicephalus (Boophillus)
microplus, tem se observado soroprevaléncia indicando uma distribuicdo mais erratica
(HEUCHERT et al., 1999). Tal fato provavelmente é devido a influéncia climética, tipo de
manejo, existéncia ou ndo de contato com gado e atividade pecuéria, ado¢do ou ndo de
controle estratégico de Ixodideos e, consequentemente, a prevaléncia do vetor na area
ocupada pelo rebanho equino estudado.

Pesquisa de soroprevaléncia baseada em RFC conduzida com equinos da raga Puro
Sangue Inglés (PSI) de 12 pequenos estabelecimentos equestres dos estados de S&o Paulo, Rio
de Janeiro, Parana e Rio Grande do Sul, encontrou uma prevaléncia média de 18,1% para
antigenos de T. equi, 1,5% para B. caballi e 6,0% para infec¢do mista (DA COSTA PEREIRA
et al., 2004).

Na regido Serrana do Rio de Janeiro, em grandes estabelecimentos equestres de
cavalos PSI, com idade entre quatro a seis anos, foi encontrada média de soroprevaléncia de
21% para T. equi, baseado na RFC (DA COSTA PEREIRA et al., 2005). Na microrregido do
muicipio de Nova Friburgo, baseado em RFC, verificou-se uma prevaléncia média de 5,5%,
variando de zero a 20% nos diferentes estabelecimentos equestres (DA COSTA PEREIRA et
al., 2007).

Uma comparagdo de soroprevaléncia entre a regido Serrana do Rio de Janeiro e a
regido de Itaguai demonstrou soroprevaléncia para T. equi significantemente maior na regido
de Itaguai (85,43%) do que na regido Serrana do Estado (76,92%). Além da area geografica,
fatores como idade, sistema de criagdo, atividade do equino na fazenda e grau de infestagdo
por carrapatos mostraram associa¢do com a infecgdo por T. equi (SANTOS et al., 2011).

Henriques (2006) estudou o rebanho equino da Academia Militar das Agulhas Negras,
em Resende, estado do Rio de Janeiro, examinando 178 amostras através da RIFI e encontrou
uma soroprevaléncia de 85,95%, concluindo ser a &rea endémica para T. equi e que os 16
animais da raga Bretdo, integrantes do plantel, apresentaram soropositividade
significativamente menor, de 25%, sendo que 0S mesmos ndo tinham sua origem na
Coudelaria do Rincéo no estado do Rio Grande do Sul.

Salvagni et al. (2010) examinaram 20 equinos de uso militar no Regimento de
Cavalaria dos Dragdes da Independéncia, em Brasilia, Distrito Federal, com sinais clinicos
indicativos de Anaplamose, e encontraram soroprevaléncia, através do ELISA, de 95,00%
para T. equi, e 45% de positividade através da PCR, sendo que a maioria do rebanho de
equinos tinha sua origem na Coudelaria do Rinc&o.
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Heim et al. (2007) coletaram 487 amostras de soro de equinos de diferentes origens
em abatedouro localizado em Araguari, estado de Minas Gerais, com sororeatividade em 91%
das amostras para T. equi através de RIFI. Os equinos amostrados eram oriundos de diferentes
municipios dos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias e Bahia, desta forma evidenciando
a grande disperséo e endemicidade da T. equi em varios estados do Brasil.

Estudo de soroprevaléncia no estado de Sdo Paulo encontrou prevaléncia de 49,2%
para T. equi, em éguas, e prevaléncia de 36% em potros aos 10 meses de idade (HEUCHERT
et al., 1999). Na microrregido de Jaboticabal, estado de S&o Paulo, estudo de 170 amostras
verificou 100% de sororreatividade através de RIFI para T. equi, indicando que esta
hemoparasitose encontra-se amplamente distribuida na regido (BALDANI et al., 2010).

Kerber et al. (2009) analisaram 582 amostras de soros de equinos provenientes de 40
diferentes fazendas de criacdo do estado de S&o Paulo que foram testados por ELISA
competitivo, resultando em soropositividade de 26,6% para T. equi.

Estudo conduzido em 180 animais PSI do Joquei Clube de S&o Paulo relatou
soroprevaléncia de 6,66% para T. equi (12 animais positivos), 22,3% para B. caballi (40
positivos) e 6,66% para ambos hemoparasitos (12 positivos), totalizando 35,5% (64 positivos)
para as Piroplasmoses equinas. Esse estudo observou que a maioria dos animais positivos
tinha entre dois e trés anos de idade, havendo chegado recentemente ao Joquei Clube
(PIOTTO, 2009).

Em Santa Catarina, na regido do Planalto Catarinense, foi observada soroprevaléncia
de 50,38% (200 animais positivos de 397 analisados) para T. equi, sendo o Unico ixodideo
detectado parasitando os equinos naquela regido o R. (B.) microplus, sugerindo que tal
carrapato pode estar envolvido na epidemiologia e transmissdo da Theileriose equina na
regido (SOUZA et al., 2000).

Na regido norte do estado do Rio Grande do Sul, Golynski et al. (2008) realizaram
estudo soroepidemiolégico para T. equi e encontraram prevaléncia de 31.6% e 35.8%,
respectivamente através de ELISA e RIFI.

No Joquei Clube de Pelotas e em dois haras da zona sul do estado do Rio Grande do
Sul, foram examinados 133 animais, dos quais 57,9% apresentaram-se sorologicamente
positivos para T. equi pela RIFI (CUNHA et al., 1996).

Na regido da Campanha, sul do estado do Rio Grande do Sul, municipios de Bagé e
Dom Pedrito, Torres et al. (2012) realizaram um estudo com o objetivo de relacionar a
incidéncia da Theileriose com a convivéncia dos equinos com bovinos e a infestacéo por R. B.
microplus nos cavalos de duas propriedades distintas e encontrou sorologia (RIFI) positiva de
40% naqueles que nao conviviam com o gado, enquanto 0s que estavam em contato direto, a
sorologia positiva foi de 90,9 %. Somente foram encontrados carrapatos nos equinos que sao
criados em conjunto com bovinos, sugerindo que 0 equino represente um hospedeiro
alternativo para o R. B. microplus e ficou também evidenciado o potencial desssa espécie de
carrapato na transmissdo de T. equi em equinos.

Ainda no Rio Grande do Sul, Nizoli et al. (2008), realizaram um levantamento sobre
Theileriose equina em uma propriedade da regido sul do estado, encontrando positividade de
22% e 15%, pelas técnicas de RIFI e nPCR respectivamente.

Conforme exposto, tanto em outros paises como no Brasil, as soroprevaléncias para T.
equi e B. caballi apresentam prevaléncia bastante variavel. Diversos fatores podem influenciar
na epidemiologia destas hemoparasitoses, dentre os quais a presenga de carrapatos, o grau de
infestacdo e dispersdo geografica dos vetores, o clima, a altitude, as condi¢des de manejo e o
tipo de criacdo, dentre outros. Além disso, os diferentes testes utilizados nos estudos
soroepidemiolégicos (RFC, RIFI e ELISA) também podem influenciar nas diferentes
soroprevaléncias encontradas.
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2.8 ManifestagBes Clinicas, Laboratorias e Anatomopatoldgicas

As manifesta¢des clinicas em animais afetados pela T. equi podem variar de acordo
com a cepa do hemoparasita e a susceptibilidade do animal, podendo a sintomatologia ser
inespecifica, o que dificulta o diagndstico clinico. Deve ser levado em considera¢do o
histdrico do equino, envolvendo transito recente, status da doenga na regido e a presencga de
carrapatos vetores no rebanho (BRUNING, 1996).

O periodo de incubagdo da T. equi varia de 12 a 19 dias (DE WALL, 1992),
ocasionando uma doenca que pode ser hiperaguda, aguda, subaguda ou crénica, em geral
caracterizada por febre de natureza intermitente, anemia, ictericia, hepato e esplenomegalia.
Bilirubindria e hemoglobindria podem estar presentes durante os estagios mais tardios da
doenca, sendo a infeccdo intrauterina de fetos uma séria complicacéo, podendo levar a abortos
(DE WALL, 1992).

A maioria dos animais soropositivos sdo portadores assintomaticos com baixos niveis
de parasitismo, ndo manifestando sintomatologia 6bvia (ROTHSCHILD, 2013), com tais
equinos, quando submetidos a treinamentos atléticos ou trabalhos pesados, podendo
demonstrar queda de desempenho e baixo rendimento (DA COSTA PEREIRA et al., 2007).
Em um estudo de Botteon et al. (2005) verificou-se que essa queixa antecedeu um quadro
clinico de babesiose, sendo que o quadro de queda de desempenho nem sempre é identificado
como um problema que deve ser corretamente diagnosticado e tratado. Na prética corrente no
meio equestre, via de regra, 0s animais sdo submetidos a tratamentos com drogas babesicidas
a qualquer sinal de queda de desempenho, mesmo que o diagnostico final ndo tenha sido
realizado.

A doenca na forma hiperaguda ocorre em potros recém-nascidos que se infectaram
ainda no Utero, via transplacentaria (GEORGES et al., 2011); assim como em equinos adultos
oriundos de areas indenes introduzidos em regides enzodticas com grande infestacdo de
carrapatos vetores (DE WALL, 1992); e em animais portadores, com doenga subclinica,
expostos & estresse de exercicios fisicos intensos (HAILAT et al., 1997).

Durante a infec¢do hiperaguda por T. equi, ha intensa replicacdo e lise dos eritrdcitos,
0 que pode levar os animais a 6bito por anemia. Os equinos podem ter sinais inespecificos e
serem encontrados mortos ou morrendo (ROTHSCHILD, 2013), com a letalidade da doenca
em equinos adultos de regides indenes, sem imunidade, introduzidos em regides endémicas
podendo chegar a mais de 50% (ROTHSCHILD, 2013).

Potros que nascem contaminados demonstram anemia, ictericia, febre, petéquias nas
mucosas e hemoglobindria, além de letargia que pode evoluir para inabilidade em ficar de pé
e de mamar. Alguns potros podem parecer normais ao nascer e desenvolverem doenca apos 2
a 3 dias (DE WALL, 1992). Relato de caso de potro nascido infectado evidenciou, como
principal sinal clinico, uma severa anemia e ictericia, sintoma que pode ser confundido com
isoeritrolise em recém-nascidos. Laboratorialmente foi observada hemoglobindria,
hiperbilirrubinemia, bilirrubindria, baixa contagem de eritrocitos e hematdcrito,
trombocitopenia, linfopenia e alta parasitemia ao exame de esfregaco sanguineo, com 63%
das hem@cias parasitadas (GEORGES et al., 2011).

A doenca aguda é caracterizada por febre (maior que 40°C) acompanhada de sudorese,
hiporexia ou anorexia, desidratacdo, letargia, elevacéo da frequéncia respiratoria e frequéncia
cardiaca, congestdo de mucosas, taquicardia e sons cardiacos alterados, anemia podendo, em
casos intensos, apresentar hemoglobindria e bilirrubindria, culminando com o 6bito do equino
(DE WALL, 1992; ROTHSCHILD, 2013). A pneumonia pode ser uma complica¢do advinda
do edema e inflamagéo pulmonar, com o envolvimento do trato digestivo podendo ocorrer em
casos terminais, com sinais de colica, devido a deposi¢cdo de bilirrubina nas serosas e
peritbnio, com impactacdo seguida de diarréia e enterite catarral. Em casos severos, a
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inflamacdo das membranas mucosas e vasos sanguineos ocorre em Vvarios 6rgdos, levando a
uma variedade de manifestacbes atipicas, incluindo insuficiéncia renal e hepatica
(ROTHSCHILD, 2013). Complicagdes cardiacas, com danos ao miocardio e arritmias, tem
sido associadas a casos agudos de Theileriose equina (DIANA et al., 2007).

Casos subagudos mostram varios graus de anorexia, perda de peso, temperatura
normal ou elevada, febre intermitente, edema nas porg¢des distais dos membros,
esplenomegalia, aumento no pulso e frequéncia respiratoria, anemia normocitica e
normocrémica. As mucosas apresentam-se com coloragdes roseas pélidas ou amarelas palidas
a amarela brilhante, sendo possivel observar petéquias ou equimoses em alguns casos. Em
casos negligenciados a anemia torna-se intensa, com os animais podendo evoluir para o 6bito.
Alguns animais podem desenvolver dor abdominal e quadros de Sindrome Cdlica Equina
intermitentes. A urina apresenta coloragdo amarelo escura, laranja, marrom e, em alguns
casos, castanho avermelhada, como resultado dos pigmentos de bile e hemoglobina
resultantes da eritrdlise. Esplenomegalia é tipico de casos subagudos, podendo ser detectada
por palpacéo retal (DE WALL, 1992; ROTHSCHILD, 2013).

Casos cronicos tem um historico de sinais clinicos muito inespecificos como
inapeténcia, baixo desempenho atlético, perda de peso e baixo escore corporal, sendo que a
anemia é minima (DE WALL, 1992). Garanhdes podem ter perda parcial ou completa da
fertilidade, com éguas prenhes podendo abortar (DE WALL, 1992). Os sinais clinicos, nestes
casos cronicos, sdo similares a outros processos inflamatérios cronicos ou a sintomatologia de
animais com anemia infecciosa equina (ROTHSCHILD, 2013). Na doenga cronica a
parasitemia é baixa, sendo a principal manifestacdo a anemia que, ainda que discreta, leva a
diminuicdo do desempenho atlético dos animais. Em animais submetidos a imunosupressao,
seja por restricdo alimentar ou uso de corticosteroides, a doenga pode ser reagudizada com 0s
equinos podendo apresentar diferentes graus de anemia, com agravamento dos sinais clinicos
(NOGUEIRA et al., 2005).

Os animais imunocompetentes e que sobrevivem a infeccdo aguda tornam-se
portadores assintomaticos e serdo carreadores da T.equi (RONCATI, 2006). Esses animais
estardo protegidos da doenga intensa em fungdo da producdo de anticorpos por parte do
sistema imune que estd continuamente sendo estimulado pelos parasitas remanescentes
(KNOWLES et al., 1994). Animais infectados por T. equi persistem infectados por anos,
provavelmente durante toda vida, enquanto infecgdes por B. caballi ndo séo persistentes,
sendo pouco estaveis. A doenca torna-se cronica devido & fraca imunidade natural do
hospedeiro que se deve a adaptagdo do parasito as defesas naturais, ou seja, sua capacidade de
evasdo da resposta imune através da variacdo de seus antigenos de superficies (NI1ZOLI,
2005).

A producéo de anticorpos é idade dependente, com 0s equinos passando a apresentar
uma resposta soroldgica mais rapida, com titulos mais altos e por um periodo de tempo maior
a medida que os animais tornam-se mais velhos (REHBEIN; HEIDRICH-JOSWING, 1983).
Apesar destes protozoarios estimularem tanto a imunidade inata quanto a adquirida, os
mecanismos de imunidade inata contra estes agentes ainda ndo estdo bem definidos (ABBAS
et al., 2008).

Os principais achados laboratoriais da Theileriose equina sdo reducdo na contagem de
eritrocitos, plaguetas e concentragdo de hemoglobina, sendo neutropenia e linfopenia
caracteristicos de infecgdes agudas. Decréscimo no fibrinogénio plasmético e elevagdo da
bilirrubina, assim como varios graus de hemoglobindria e bilirubintria podem ser observados,
dependendo do estagio da doenca (DE WALL, 1992).

Como principais achados de necropsia observa-se anemia e ictericia, edema de
subcutaneo e subserosas com Varios graus de emaciacdo; hepato e esplenomegalia; rins
aumentados de tamanho e de coloracdo castanho-avermelhado; ascite; hidrotorax e
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hidropericérdio; hemorragias no epicérdio e endocérdio; aumento dos linfonodos; e congestdo
e edema de pulmbes (DE WALL, 1992); além de enterite catarral em alguns casos
(ROTHSCHILD, 2013).

2.9 Diagnostico
2.9.1 Parasitolégico

A deteccdo de T. equi e B. caballi através da visualizacdo dos hemoparasitas em
esfregacos sanguineos é uma das formas mais especificas e praticas de diagndstico, podendo
0s hemoparasitas ser demonstrados atraves de coloracéo dos esfregacos, preferencialmente,
com solugdo de Giemsa a 10%. Casos agudos de T. equi podem apresentar mais de 20% das
hemacias parasitadas, com os trofozoitos assumindo uma variedade de formas (oval,
arredondado, eliptico) maiores que 3 pum de dimetro. Nesta espécie 0s merozoitos sao
piriformes, com cerca de 1,5 um de comprimento, podendo aparecer em tétrades e
apresentando-se no tipico formato de “cruz de malta” no interior do eritrocito (DE WALL,
1992). A B. caballi pode assumir um formato maior, sendo o diagndstico do hemoparasita nos
esfregacos possivel, principalmente na fase aguda da doenca, quando h& alta proporcéo de
hemécias parasitadas. Em ambas as hemoparasitoses, animais portadores assintomaticos
possuem baixo numero de hemoparasitas circulantes, ocasionando decréscimo na
sensibilidade do exame de esfregago (ROTHSCHILD, 2013).

2.9.2 Soroldgico

A Reacdo de Fixacdo de Complemento (RFC) foi desenvolvida em 1945, sendo aceita
como teste oficial para babesiose equina pelo Departamento de Agricultura Americano em
1969. Posteriormente aceito como teste oficial pela OIE, passou a ser utilizada no mundo
todo. Entretanto, ao longo dos anos ficou provado que a RFC ndo detectava infecgdes latentes
e casos cronicos, podendo dar resultados falso-positivos assim como reagdes cruzadas, além
de diversos outros problemas técnicos, ndo devendo ser considerado o teste “padrdo ouro”
para o diagnostico das Piroplasmoses equinas (BRUNING, 1996).

Considera-se que o teste “padrdo ouro” para o diagndstico das Piroplasmoses equinas
deve ser um teste que seja: (1) sensivel a ponto de detectar infecgBes recentes, infeccdes
agudas, e infeccBes latentes de portadores assintomaticos; (2) especifico para a diferenciacéo
entre os dois hemoparasitas; e (3) econdmico no que se refere ao gasto de material e de tempo
na sua realizacdo. Assim, a RFC ndo preenche tais critérios, pela inespecificidade, baixa
sensibilidade e gastos com materiais. A Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) tem
sensibilidade e especificidade altas, mas ndo pode ser considerada econdmica como teste de
rotina. O mesmo se aplica ao Western blotting. O ELISA é uma alternativa, sendo um
candidato ao preenchimento destes requisitos, tornando-se o “padrédo ouro” (BRUNING,
1996).

Nos Estados Unidos foi desenvolvido um ELISA competitivo usando EMA-1 e
anticorpos monoclonais especificos. A EMA-1 é uma proteina de surperficie do estagio
eritrocitario da T. equi que possui um epitopo que é imunodominante e conservado no mundo
todo. Tal teste foi superior & RFC ao detectar infecgOes latentes ndo detectadas por este. Em
2004 a OIE aprovou este teste para T. equi e B. caballi, sendo o teste recomendado para
trnsito internacional de equinos. Tal teste também é o exame que regula a entrada de equinos
nos Estados Unidos (ROTHSCHILD, 2013). Atualmente, a Organizagdo Internacional de
Epizootias (OIE) recomenda como testes oficiais para transito internacional de equideos a
RIFI e 0 ELISA (OIE, 2013).
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Em estudo comparativo entre os testes de RFC, RIFI e ELISA para detecgdo de
anticorpos anti - T. equi, verificou-se que RIFI e ELISA detectaram soropositividade em 76%
dos equinos testados, enquanto a RFC em somente 61%, havendo infec¢des latentes ndo
detectadas por este, gerando falsos negativos. O teste de ELISA foi comparado com a RIFI,
observando-se uma concordancia de 83,5%, sugerindo que ambos os testes podem ser
indicados para a realizacdo de estudos soroepidemioldgicos. Os resultados obtidos pela RFC
demonstraram baixa sensibilidade em relagdo a RIFI e ao ELISA (SANTOS et al. 2009).

Santos et al. (2009) ainda salientam que as desvantagens da RIFI em relagdo ao ELISA
é o fato do antigeno ser preparado a partir de esfregacos sanguineos com percentual variado
de eritrocitos infectados. Ademais a producéo e a disponibilidade deste antigeno em particular
constitue um dos maiores entraves deste método de diagndstico. Além disso, a RIFI é um teste
subjetivo em que a experiéncia do observador é necessaria para diferenciar entre reagBes
fracamente positivas e negativas, resultando no aparecimento de amostras falso-positivas.

O teste de ELISA, por sua vez, é realizado utilizando uma quantidade conhecida e
determinada de antigeno, permitindo, assim, melhor padronizacdo do ensaio. Aliado a isso
estd o fato de que no ELISA varios epitopos antigénicos séo expostos pela ruptura do parasito
durante a preparacdo do antigeno, ao contrario da RIFI em que os anticorpos interagem
preferencialmente com antigenos de superficie (SANTOS et al. 2009). O ELISA também tem
a vantagem de processar um grande niumero de amostras e ter uma leitura automatizada, o que
evita a subjetividade da RIFI.

Baldani et al. (2004) desenvolveram um ELISA baseado em antigeno bruto de T. equi
oriunda de cepas nacionais visando a detecgdo de equinos portadores cronicos assintomaticos,
obtendo excelente resultado com 100% de sensibilidade e especificidade. Assim, indicando o
ELISA como teste passivel de utilizagdo no diagndstico sorolégico da hemoparasitose, bem
como teste apropriado & estudos epidemiol6gicos em areas endémicas. Além disso, estes
autores enfatizam que o uso de cepas brasileiras evita a possibilidade de diferencas
antigénicas existentes entre isolados de diferentes regides, que poderiam interferir nos
resultados.

Assim, temos que o diagnostico das Piroplasmoses equinas pode ser realizado através
de métodos diretos e indiretos (POTGIETER et al., 1992), dentre os quais se destacam a
pesquisa parasitologica direta, realizada por meio de esfregacos sanguineos, a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) (McLAUGHLIN et al., 1992), o cultivo in vitro do parasito e os
métodos soroldgicos, tais como 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA), a reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e a reacéo de fixacdo do complemento (RFC).

E digno de nota que todos esses testes apresentam vantagens e desvantagens, as quais
devem ser cuidadosamente avaliadas. Quanto as técnicas soroldgicas, estas sdo de larga
aplicacdo em estudos de levantamento epidemioldgico devido sua alta sensibilidade, desta
forma detectando infeccbes subclinicas ou cronicas com eficicia superior aquela obtida
através dos exames diretos em esfregacos sanguineos. O primeiro teste soroldgico aplicado
para deteccdo de anticorpos anti-Babesia em equinos foi a RFC (HIRATO et al., 1945) que
em 1969 foi considerado o teste oficial para o diagndstico das Piroplasmoses equinas.
Posteriormente, a Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE) determinou que a RIFI ou
mesmo o ELISA pudessem ser utilizados em substituicdo a RFC, pois este teste ndo detecta
infecgBes cronicas, podendo apresentar resultados falso-negativos (FRIEDHOFF; SOULE
1996; IKADAI et al. 2002).

2.9.3 Molecular

A deteccdo do DNA do hemoparasita usando a reagdo de cadeia da polimerase (PCR) é
atualmente o teste mais sensivel, sendo o teste ideal para a deteccdo de equinos portadores
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assintomaticos (RAMPERSAD et al., 2003). O teste de reacdo da cadeia da polimerase em
tempo real (g-PCR), como ferramenta molecular de alta especificidade e sensibilidade,
também tem sido satisfatoriamente utilizado em estudos epidemioldgicos (PECKLE et al.,
2013).

O método utilizando a PCR tem sido utilizado para detectar as Piroplasmoses equinas
(BASHIRUDDIN et al., 1999; MACHADO et al., 2012; BAPTISTA et al., 2013; ROSALES
et al., 2013). A sensibilidade da reacdo de PCR é mais elevada quando comparada a exame
microscopico de esfregacos sanguineos (RAMPERSAD et al., 2003; ALHASSAN et al.,
2007). O diagnostico pela PCR possui a sensibilidade para detectar o DNA do parasita em
2,5ul de uma amostra de sangue com 0,000001% de parasitemia (ALHASSAN et al., 2007
XUAN et al., 2001). Entretanto, equinos portadores de T. equi ndo sdo consistentemente
diagnosticados em amostras de sangue, como foi demonstrado por Ribeiro et al. (2013) ao
testar 25 equinos negativos pelo método da PCR em amostras de sangue total, sendo que ao
utilizar amostras de puncgéo esplénica, cinco (20%) apresentaram resultado positivo.

Além disso, varios estudos demonstram elevadas soroprevaléncias em testes
soroldgicos quando comparados a prevaléncia pela PCR (MACHADO et al., 2012;
BAPTISTA et al., 2013; MUNKHJARGAL et al., 2013), sugerindo uma maior sensibilidade
dos métodos soroldgicos que os de deteccdo molecular. Uma considerével diferenga entre os
dois métodos foi demonstrada em pesquisa realizada em cavalos da Jordania, quando o
ELISA revelou 14,6% de soroprevaléncia para T. equi enquanto nenhum resultado positivo
foi obtido pela PCR (ABUTARBUSH et al., 2012). Esta discrepancia esta muito relacionada
com aquilo que cada método busca identificar, sendo que no caso da sorologia identificamos a
presenca de resposta imune, sem necessariamente 0 agente etioldgico estar presente no
organismo. No caso da PCR, o método identifica a presenca ou auséncia do agente na amostra
analisada.

2.10 Tratamento

Drogas normalmente efetivas para o tratamento de animais acometidos por Babesia,
como o diaminazeno administrado a 11 mg/kg por dois dias consecutivos, ndo foram efetivas
na eliminagcdo de Theileria equi (DE WALL, 1992). Estudos de sensibilidade a farmacos
demonstram que 0s estagios exoeritrociticos (esquizontes) de T. equi tem alta susceptibilidade
a drogas como halofuginone, parvaquone e oxitetraciclina, mas ndo a drogas babesicidas
como o diaminazeno. Entretanto, nenhuma destas drogas aparenta ter efeito satisfatério na
eliminacdo da infeccdo de T. equi, com o0 equino apesar de apresentar melhora clinica,
permanecendo infectado por toda sua vida (BRUNING, 1996).

O dipropionato de imidocarb na dose de 4.0 mg/kg, intramuscular, com 72 horas de
intervalo num total de 4 aplicagbes mostrou-se capaz de eliminar a infec¢do por T. equi em 24
de 25 cavalos tratados. Tal fato foi comprovado por nested PCR e inoculagdo de sangue dos
animais tratados em cavalos susceptiveis esplenectomizados que ndo desenvolveram a doenca
apods a inoculacdo (UETI et al., 2012). Um dos cavalos que ndo respondeu ao tratamento, com
a ndo eliminacdo da T. equi, foi submetido a uma nova sessdo e teve o parasita eliminado,
sugerindo ndo ser uma variante resistente ao medicamento, mas talvez resultante do
mecanismo de evasdo do parasita. A falha do imidocarb pode estar ligada & sua incapacidade
em eliminar completamente os estagios pré-eritrociticos da T. equi, que encontram-se em
células mononucleares sanguineas, antes de tornarem-se esquizontes e infectarem o eritrdcito
(UETI et al., 2012). Efeitos adversos como a atividade anticolinesteréasica do imidocarb s&o
relatados, entre eles: diarréia e colica espasmddica, que ocorrem 15-20 minutos apés a
injecdo. Drogas anticolinérgicas como a n-butil escopolamina administrada intravenosa a 0,3
mg/kg é efetiva em amenizar os sintomas adversos (UETI et al., 2012).
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Enquanto isso, Hines et al. (2015) quantificaram a variagéo susceptibilidade in vitro de
dois isolados de T. equi a exposicdo ao dipropionato de imidocarb e a um composto inibidor
da kinase, sendo que houve diferenca de sensibilidade ao imidocarb indicando possibilidade
de resisténcia de determinadas cepas do hemoparasito a droga, enquanto que ndo houve
diferenca de susceptibilidade a um composto inibidor da kinase. Além disso, demonstraram in
vivo a falha do imidocarb na eliminagdo da infeccdo por T. equi em quatro equinos
experimentalmente infectados, mesmo apds a aplicacdo do tratamento de 4mg/kg,
intramuscular, com 72h de intervalo num total de 4 aplicagbes, por duas vezes. Apds
demonstrar as falhas do imidocarb e a eficiéncia do inibidor da kinase, 0s autores sugerem
que 0 novo composto pode representar uma efetiva alternativa para o tratamento de infecgGes
resistentes por T. equi.

Apesar do relato de sucesso na esterilizagdo quimica de T. equi em equinos atraves de
tal tratamento com imidocarb, as altas doses utilizadas aproximam-se de 50% da dose letal
(DL 50) do farmaco, o que pode levar a sintomas de intoxicagdes moderados a severos e até
mesmo ao 6bito. Assim, tal protocolo torna-se de uso perigoso, principalmente em animais de
alto valor. Além disso, é possivel que algumas cepas de T. equi podem ter diferentes
susceptibilidades ao tratamento (ROTHSCHILD, 2013).

Além do tratamento dirigido contra o hemoparasita, em casos graves, principalmente
quando h& intensa hemolise e manifestacdo de enterocolite, ha a necessidade de terapia de
suporte que pode incluir transfuséo de sangue, hidratagéo intra-venosa, infuséo de glicose (DE
WALL, 1992) e uso de antiinflamatdrios ndo esteroidais (ROTHSCHILD, 2013).

2.11 Prevencédo e Métodos de Controle

O controle das Piroplasmoses equinas deve incluir um controle efetivo de carrapatos,
monitoramento soroldgico dos equinos e aplicagao de quimioterapicos (BRUNING, 1996).

Desta forma, o controle dos vetores é fundamental para o sucesso de qualquer
programa de controle e/ou erradicacdo deste hemoparasito. Além disso, devem ser tomadas
medidas preventivas relacionadas ao trdnsito de animais (monitoramento soroldgico), a
introducdo de animais (evitar introduzir animais positivos no rebanho), & vigilancia
acaroldgica e a quarentena.

As formas de se previnir a ocorréncia da doengas variam de acordo com o status da
hemoparasitose na area em considera¢do. Em &reas livres da doenga, a entrada de equinos e
carrapatos deve ser monitorada. Estratégias de premunicdo pode ser um método importante
para evitar surtos da doenca em areas endémicas (ROTHSCHILD, 2013).

Em sistemas de manejo intensivo, provavelmente é possivel controlar a doenga
eliminando o contato entre os carrapatos vetores e 0s equinos através da aplicacdo regular de
acaricidas. Entretanto, em sistema de criacdo extensivos em areas endémicas tal controle
certamente serd mais dificil. Nestas condicOes, a exposi¢do estratégica e controlada dos potros
a carrapatos e & infeccdo natural ird auxiliar no desenvolvimento de imunidade sem a
manifestacdo de sintomatologia clinica severa da doenca, gerando uma resisténcia natural no
equino (DE WALL, 1992). Vérias estratégias de imunizagdo tem sido testadas, entretanto, até
0 momento, ndo h4 vacinas comerciais efetivas para T. equi (ROTHSCHILD, 2013).

A esterilizacdo quimica € raramente recomendada em &reas endémicas, com o0
tratamento s6 devendo ser realizado em animais com doenga moderada ou intensa. No
entanto, é indicada quando equinos oriundos destas areas sdo transportados para regides ou
paises livres da doenga onde carrapatos vetores estejam presentes (DE WALL, 1992).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descrigdo da Area de Estudo

O presente estudo foi realizado em rebanho de equinos de uso militar da Academia
Militar das Agulhas Negras (AMAN) e da Coudelaria do Rincéo (CR).

3.1.1 Academia Militar das Agulhas Negras

A AMAN ¢ localizada na microrregido do Vale do Paraiba Fluminense, no municipio
de Resende, estado do Rio de Janeiro. O municipio possui uma area de 1.113,507 km2,
localiza-se a 22°27’ de latitude sul e a 44°28’ de longitude oeste, com altitude em relagéo ao
nivel do mar de 440 m, possuindo um clima classificado como tropical de altitude (Cwa),
segundo a classificagdo climética de Kdppen-Geiger (PIEEL et al., 2007).

Tal clima é caracterizado por apresentar médias de temperatura amenas, entre 18°C e
26°C, e amplitude térmica anual entre 7°C e 9°C. No verdo, as temperaturas raramente
ultrapassam os 30°C. O inverno é relativamente frio com estacdo seca, estiagem, neste
periodo.

Escala 1:500.000 ‘;:-E Oceano Atlantico
4

Figura 1. Localizacdo geogréfica, em vermelho, do municipio de Resende no estado do Rio
de Janeiro.

A AMAN é uma instituicdo de ensino superior do Exército Brasileiro, contando com
um efetivo de aproximadamemente cinco mil pessoas. Situada no municipio de Resende, é a
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maior escola de formacdo militar da América Latina, com 67 km?2 de &rea total dentro do
municipio de Resende.

Basicamente a area da AMAN ¢ dividida em area residencial, onde localiza-se a Vila
Militar (Bairros Independéncia, Guararapes e Monte Castelo); Area Académica (Prédios do
Conjunto Principal, Alas de alojamentos dos Cadetes, Secdo de Educagdo Fisica e Hospital
Escolar); Area de Parques (onde localizam-se as instalagdes dos Cursos, entre outras
edificacOes, inclusive o Hospital \eterinario, a Se¢do de Equitacdo e o Curso de Cavalaria); e
Campo de Instrucdo, que sdo as areas de treinamento de operacdes militares, composta por
areas rurais, de campos, capoeiras e fragmentos de Mata Atlantica.

A area da AMAN ¢ cortada por diversos corregos e cursos d’agua, com destaque ao
Rio Alambari, afluente do Paraiba do Sul, que nasce no Parque Nacional do Itatiaia e percorre
praticamente toda sua area. A presenca abundante de cursos de agua, campos e fragmentos de
Mata Atlantica proporcionam uma rica fauna de animais silvestres na regido, com destaque a
alguns que podem ser reservatérios de agentes zoonéticos como: capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris); gambas (Didelphis aurita); ouricos (Coendou villosus); cutias (Dasyprocta
aguti); jacus, (Penelope ochrogaster); preas (Cavia aperea) e tatus (Dysipus novectus), entre
outros. Além disso, em parte das areas do Campo de Instrucdo ainda ha a presenca de outros
tipos de animais domésticos de arrendatarios como caninos, bovinos, bubalinos e equinos.

Figura 2. Imagem aérea da Academia Militar das Agulhas Negras, localizada no municipio de
Resende, Rio de Janeiro.

3.1.2 Coudelaria do Rincdo

A Coudelaria do Rincdo esta localizada no municipio de Séo Borja, regido oeste do
estado do Rio Grande do Sul, fronteira com a Argentina, a 55° 35' 00" de latitude sul e a 28°
45' 40" de longitude oeste, com uma altitude em torno de 130m acima do nivel do mar. O
clima, de acordo com a classificacdo de Koppen, é subtropical Umido, caracterizado por
estacdes bem definidas, sendo as chuvas bem distribuidas ao longo do ano, com precipitagcdo
média anual de 1.350 mm, uma temperatura média anual de 21° C e com umidade relativa do
ar média de 75%, de acordo com os dados da Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria
(FEPAGRO), estacdo Séo Borja, Rio Grande do Sul. A érea total da Coudelaria é de
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14.936,74 hectares, sendo 1.200 hectares ocupados pelo efetivo equino. O restante da
propriedade é utilizada para bovinocultura de corte e leite, formacdo de pastagens, producéo
de gréos, manobras e treinamentos militares (OLIVEIRA, 2007).

.

Argentina

Uruguai

Oceano Atlantico

e

Figura 3. Localizacéo geogréfica, em vermelho, do municipio de Sdo Borja no estado do Rio
Grande do Sul

A Coudelaria se originou da antiga estancia de Sdo Gabriel, que pertencia a Companhia
de Jesus. Em 1843, foi incorporada aos bens do Estado. Em 1891 foi delegada ao Ministério
do Exército, com o nome de Col6nia de Sdo Gabriel. Somente em 1922 foi criada a
Coudelaria Nacional de Rincdo que em 1975 foi extinta, sendo seu acervo encaminhado a
Coudelaria de Campinas e utilizada pelo Exército apenas como Campo de Instrucdo de
Rincdo. Recriada em 1987, incorporou o plantel da extinta Coudelaria de Campinas,
permanecendo até a presente data como Coudelaria e Campo de Instrucdo de Rincéo.

Sua finalidade é a producdo de equinos para o Exeército Brasileiro, tendo especial
atencdo as &reas de producdo, manejo sanitério e nutricional do plantel. Sua infra estrutura
atende as necessidades da atividade a qual se propde, possui pastagens naturais e artificiais,
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baias e piquetes para 0s garanhdes, piquete maternidade para fémeas préximas ao parto,
pavilhdo de baias para maes com potro ao pé e pavilhdo de potros desmamados.

Figura 4. Imagem aérea da Coudelaria do Rincéo, localizada no municipio de S&o Borja, Rio
Grande do Sul

3.2 Inquérito Epidemioldgico
3.2.1 Delineamento do estudo e amostragem

Efetuou-se um estudo do tipo transversal de uma coorte de equinos de uso militar do
municipio de Resende - RJ, mantidos na area da Academia Militar das Agulhas Negras e no
municipio de Sdo Borja - RS, mantidos na area da Coudelaria do Rincéo.

O calculo da amostra da AMAN foi baseado em resultado de estudo prévio de
soroprevaléncia para T. equi, pela técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI),
que encontrou prevaléncia de 85,96% (HENRIQUES, 2006). O céalculo da amostra da CR foi
baseado em 50% do efetivo.

Assim, obteve-se 0 nimero de 185 amostras de soros equinos para a regido da AMAN,
admitindo-se um intervalo de confianca de 95%, uma margem de erro de 5%, e seguindo-se a
equacao seguinte descrita por Sampaio (2002):

n=1,96%x P,(zép (1- Pesp)
d

Onde: n = tamanho da amostra; Pes, = prevaléncia esperada; d? = precisdo absoluta desejada.

Entretanto, optou-se pela realizacdo de um censo da populagdo de equinos de uso
militar, visto que o tamanho amostral calculado superou o tamanho da populagdo de animais
do plantel da AMAN, que era de 174 equinos de uso militar. Para a CR decidiu-se pelo
nimero de 300 amostras de soros equinos da propriedade.
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Sendo assim, 0s equinos de uso militar presentes nos dois rebanhos no momento do
estudo foram submetidos a exame fisico visando verificar a infestacdo de carrapatos, assim
como tiveram amostras de sangue coletadas, no periodo de janeiro de 2013 a marco de 2013.

3.2.2 Caracterizacgdo dos rebanhos

Por se tratarem de equinos de uso militar, o rebanho em estudo tem caracteristicas
particulares quanto ao manejo sanitario, zootécnico e quanto ao tipo de utilizacdo.

No momento em que foi realizado o estudo na AMAN, o0s 174 equinos eram submetidos
a dois tipos de manejo: Regime estabulado e semi estabulado. No regime estabulado os
equinos eram mantidos em baias a maior parte do dia, recebendo feno de alfafa e concentrado
(racdo balanceada) em horérios determinados, sendo ocasionalmente soltos em piquetes, por
curtos periodos. No regime semi-estabulado os equinos sdo mantidos soltos em &reas de
pastagem a maior parte do dia, sendo presos em baias para fins de fornecimento de
concentrado e para utilizagdo em instrucdes militares quando necessario.

Figura 5. Imagens de equinos da AMAN. a) equinos semi-estabulados em baias do pavilhdo
Geral; b) PavilhGes de baias dos equinos do C Cav; ¢) equinos semi-estabulados nas baias do
pavilhdo Box; d) imagem do pavilhdo Odim e equinos soltos em piquete deste pavilhéo.

Com relacdo ao controle de ectoparasitas, tais equinos tém sido submetidos, desde o0 ano
de 2005, aum controle de carrapatos baseado em pulverizagdo com solugédo de cipermetrina a
15%, diluida na proporcao de 2 ml por litro de solucdo, sendo aplicados 4 litros de solucao
por equino. As aplicagdes sdo realizados semanalmente, em todo o plantel, entre os meses de
abril a outubro, e mensalmente entre 0s meses de novembro a margo, conforme proposto por
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Labruna et al. (2004), associada com aplicagdo de pastas a base de produtos carrapaticidas nos
pavilhdes auriculares e nos diverticulos nasais conforme proposto por Bello et al. (2008), a
cada 35 dias, durante todo o ano. Tal controle, reduziu os casos clinicos agudos de
Piroplasmoses, especialmente naqueles animais introduzidos no rebanho oriundos da
Coudelaria do Rincéo, conforme descrito por Campos et al., (2013) (Figura 5).

Coeficientes de incidéncias de babesiose equina no rebanho da Academia Militar das Agulhas Negras, Resende
— RJ, de 2000 a 2012. A seta vermelha indica o momento do inicio do controle estratégico de carrapatos no
rebanho.
14
12

10
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(=]
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Numero de casos e efetivo de referéncia nos anos, levantados nos registros do HVet AMAN. e coeficientes de
incidéncia calculados (casos / 100 equinos / ano) para os anos de 2000a 2012,

Ano 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012
N* casos 6 2 2 17 25 1 0 1 0 0 0 0 1

Efetivo 217 219 229 196 196 170 162 188 218 178 192 185 173
Incidéncia 276 | 091 | 087 | 867 | 127 | 058 0 0.53 0 0 0 0 0.57

Figura 6: Resultado do controle de carrrapatos sobre a incidéncia de casos clinicos agudos
de Piroplasmoses no rebanho equino da Academia Militar das Agulhas Negras, de acordo com
Campos et al. (2013).

Na Coudelaria do Rincéo, os animais séo utilizados para reprodugdo, divididos em diferentes
categorias: garanhdes, fémeas prenhas, fémeas vazias, potros de diferentes idades. O manejo
alimentar é o pasto artificial e nativo, com suplementacdo energética, proteica e mineral. O
controle de carrapatos € realizado através de pulverizagdo com produtos carrapaticidas quando
é constatada algum tipo de infestacdo. Os animais sdo soltos em diversos piquetes de
forrageiras nativas e artificiais presentes na propriedade (Figura 7). Como caracteristica
marcante no manejo dos equinos, esta a utilizacdo de pastagens consorciadas com o rebanho
bovino, caracterizando 0 manejo como " pastejo misto™.
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Figura 7. Imagem do mapa dos diversos piquetes existentes, destacando a area de pastejo
misto, na Coudelaria do Rincdo, municipio de Sao Borja, Rio Grande do Sul.

3.2.3 Ficha de informacéo

Cada animal teve seus dados registrados em uma Ficha Individual de Informacéo de
Equino (Anexo A), visando recolher informagdes inerentes aos equinos (idade, sexo, pelagem,
raca), quanto a infestacdo por carrapatos (presenca ou auséncia, e género de carrapatos que
infestavam cada animal no momento da coleta), e quanto as condi¢gdes de manejo (estabulado
ou semi-estabulado, caracteristica do ambiente de pastejo, areas de criagdo em que se
encontra, entre outras). A coleta de tais informacdes foi realizada no ato da coleta (cor, sexo,
tipo de manejo) e através do Sistema de Controle de Equinos do Exército (Sistema Pégasus),
(idade, tempo de criagdo). Todas as informacdes adquiridas a partir de tais fichas foram
tabuladas a fim de avaliar possiveis fatores associados & sororeatividade dos equinos a T. equi
e B. caballi.
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3.2.4 Coleta de carrrapatos e de amostras de sangue

Todos os equinos tiveram o corpo inspecionado visualmente, com ateng¢éo nas regides
mais comumente parasitadas por Ixodideos como: pavilho auricular, cabega, pescogo, peito,
axilas, regido inguinal e embaixo da cauda. Dos animais parasitados foram coletados todos os
carrapatos presentes, os quais foram armazenados em tubos identificados contendo alcool
isopropilico para a posterior identificagdo das espécies e contagem do numero de carrapatos.
A presenca de infestacdo de carrapatos foi categorizada considerando-se animais infestados
aqueles que apresentavam ao menos um carrapato realizando parasitismo. O grau de
infestacdo de carrapatos foi categorizado em infestacdo ausente ou leve (animais com até 20
carrapatos) e moderada a pesada (animais com mais de 20 carrapatos).

Para 0 exame de ELISA, uma amostra de 10 mL de sangue periférico foi coletada de
cada animal através de venopuncdo da veia jugular, colocada em tubo seco (sem
anticoagulante), devidamente identificado e acondicionado em recipiente térmico e
encaminhada ao Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Veterinario da AMAN (LAC
HVet AMAN). A seguir, as amostras foram centrifugadas a 2500xg por 5 minutos, sendo o
soro separado e aliquotado em microtubos de polipropileno de 1,5 mL, identificados e
acondicionados a -80°C.

Para a PCR, uma amostra de 10 mL de sangue periférico foi coletada de cada animal
através de venopuncdo da veia jugular, sendo colocada em tubo com anticoagulante EDTA
(&cido etileno diamino tetraacético), retirando-se a seguir aliquotas e acondicionando-as em
tubos de polipropileno de 1,5mL, estéreis, mantidos a temperatura de -80°C para extracdo
posterior de &cido desoxirribonucleico (DNA).

Posteriormente, foram encaminhados, sob refrigeracdo, ao Laboratério de
Hemoparasitos e Vetores da Estacdo Experimental de Pesquisa Parasitolégica W.O. Neitz
(E.E.P.P. W.O. Neitz), na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, onde foram
mantidos a -80°C até o momento da realizacdo dos ensaios sorolégicos e moleculares no
Laboratdrio de Doengas Parasitarias do Departamento de Parasitologia Animal.

3.3 Teste Sorolégico
3.3.1 Obtencéo do antigeno

Utilizamos antigenos brutos de T. equi e B. caballi gentilmente cedidos pelo
Departamento de Patologia Animal FCAV UNESP Jaboticabal, através da Professora
Rosangela Zacarias Machado, para a realizacdo dos exames de ELISA. Tal antigeno foi
obtido conforme descrito por Baldani et al. (2004).
3.3.2 Obtencéo do controle positivo

Os soros dos controles positivos foram obtidos de amostras do banco de amostras
positivas do Laboratério de Hemoparasitoses da Estacdo Experimental W.O. Neitz. Todas as
amostras eram provenientes de animais esplenectomizados e cronicamente infectados por T.
equi e B. caballi, comprovadamente positivas por teste sorologico (RIFI) e molecular (PCR).
3.3.3 Obtencéo dos controles negativos

Os soros dos controles negativos foram obtidos de amostras do banco de amostras

positivas do Laboratorio de Hemoparasitoses da Estacdo Experimental W.O. Neitz. Todas as
amostras foram comprovadamente negativas por teste soroldgico (RIFI) e molecular (PCR)
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para T. equi e B. caballi, sendo provenientes de animais de alto nivel zootécnico criados na
regido serrana do Rio de Janeiro (Petropolis e Teresopolis), com excelente controle sanitario
nas propriedades.

3.3.4 Ensaio de imunoadsorcao enzimética (ELISA) indireto

As amostras coletadas foram analisadas através do ELISA indireto, conforme
padronizado por Baldani et al. (2004) ), modificado por MACHADO. Realizou-se o ensaio
para detectar anticorpos da classe 1gG homdlogos contra T. equi e B. caballi, utilizando o
antigeno bruto de T. equi e B. caballi diluido a 1600 png/mL em tampé&o carbonato pH 9,6,
sensibilizando-se microplacas de poliestireno com 96 orificios (NunclonTM Maxisorp; Nunc,
Dinamarca), incubadas overnight em cdmara tmida a4 °C .

Apos sensibilizagdo, as placas foram lavadas por trés vezes com Tampdo salino fosfato
(PBS tween 80 0,05% pH 7,4 — PBST) e bloqueadas com 200 pL de leite em p6 6% diluido
em PBST e incubadas por 90 minutos, em camara Umida, em estufa bacteriologica a 37°
Celsius. Posteriormente, lavaram-se por trés vezes as placas conforme descrito anteriormente.

Foram utilizadas 5 amostras negativas de animais previamente testados e trés de
controles positivos de equinos esplenectomizados e cronicamente infectados. Os controles
negativos, os controles positivos e 0s soros testes foram diluidos na concentragéo de 1:100 em
PBST e dispostos 100 uL por pogo nas placas, que foram incubadas a 37° Celsius por 60
minutos em camara Umida e, posteriormente, lavadas como na etapa anterior.

Entdo, foi disposto 100 pL do conjugado IgG de coelho anti-lgG equino ligado a
fosfatase alcalina (antihorse 1gG, whole molecule, alkaline phosphatase, SIGMA® cat.
N°A6063) na diluicdo de 1:15.000 em PBST. As placas foram incubadas por mais 60 minutos
nas mesmas condicdes anteriores e, em seguida, foram realizadas as lavagens das placas.

Por fim, as placas foram forradas com a solugéo reveladora composta pelo substrato
paranitro fenil-fosfato de sdédio (PNPP) (Sigma Chemical, EUA) diluido em tampéo
dietanolamina pH 9,8 na concentracdo de 10 mg/mL. Estas permaneceram a temperatura
ambiente até a revelagcdo e momento de leitura em espectrofotdmetro para microplacas de 96
orificios (Multiskan FC Thermo Science / Uniscience, Modelo 1, Versdo 1.00.79, NS 357-
00429), utilizando filtro para comprimento de onda de 405nm. Em todas as fases do ensaio
utilizou-se 200uL de solucéo por orificio.

Apos a leitura, a atividade imunoldgica de cada soro foi calculada baseada na razdo de
amostra de soro positivo (valor S/P), considerando o seguinte célculo: a média de densidade
Optica (DO) da amostra menos a media da DO dos soros controles negativos, dividido pela
media da DO dos soros controles positivos menos a média da DO dos controles negativos. O
valor do ponto de corte foi calculado como sendo duas vezes e meia o valor da DO média dos
controles negativos, conforme descrito por Baldani et al., (2004). Foi considerado positivo
todas as amostras com valor S/P acima do valor do ponto de corte.

3.4 Teste Molecular
3.4.1 Extracao de DNA das amostras

De cada amostra de sangue foi extraido o DNA a partir de 300 pL de sangue total,
através do kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega®, Madison, W1, USA) de acordo
com as recomendagbes do fabricante. As amostras de DNA extraido do sangue foram
quantificadas em espectrofotdmetro Nanodrop® ND-2000 (Nanodrop Technologies, DE,
USA), padronizadas na concentragdo de 60 ng/pL, a partir da diluicdo em solucéo de Tris-
EDTA, e armazenadas a -80°C até o momento da realizacdo da técnica de PCR.
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3.4.2 Sensibilidade analitica da PCR para detecgdo de T. equi e B. caballi

Para avaliar a melhor concentracdo de primers utilizada na reacdo da PCR foram
realizadas oito diluigOes seriadas de uma amostra de DNA positiva para T. equi e B. caballi
(10ng/uL até 10"ng/uL), variando as concentracdes dos primers em 0,4uM, 0,6uM, 0,8uM
no intuito de obter a otimizag&o da concentracéo final utilizada na PCR.

3.4.3 Ensaios da PCR

As amostras de DNA foram submetidas ao diagndstico molecular através da técnica de
nested PCR, para a amplificacdo de dois fragmentos especificos de aproximadamente 530 pb
para a primeira reagdo da PCR e 430pb para a segunda PCR, ambos do gene BC48, especifico
para B. caballi e fragmentos de 268 pb para a primeira reagéo e 218 pb para a segunda reagéo
para o gene EMA-1 (Especific Merozoite Antigen), especifico para T. equi (BATTSETSEG et
al., 2001). Para a primeira e segunda reacdo de B. caballi e T. equi foi utilizado um volume
final de 25 pL, sendo 60ng/pL de DNA , 12,5uL de PCR MasterMix (Amplitag Gold®),
0.6uM de cada primer (forward e reverse), e 7uL de &gua ultrapura. As condigdes de
amplificacdo para B. caballi e T. equi em ambas as PCR foram: 40 ciclos a 96°C por 4min,
desnaturacdo a 94-C por 50s; anelamento dos primers a 56°C por 1min; amplificagdo a 72°C
for 1min e extensdo final a 72°C for 5min. O processo de amplificacdo foi realizado em
termociclador (Mastercycler ProS, Eppdendorf®) e a reagéo da PCR foi realizada baseada no
estudo de Battsetseg et al. (2001) com algumas modificages.

Os produtos da PCR foram submetidos & eletroforese em gel de agarose a 1%, em
tampdo de corrida TAE (40mM Tris-acetato, 2 mM EDTA pH 8,0), durante 60 minutos, a
90V, seguido por coloragdo em brometo de etidio e visualizacdo dos produtos amplificados
sob luz ultravioleta, através de transiluminador (Electronic UV Transilluminator, L-PIX
TOUCH).

3.5 Avaliacdo dos Resultados e Andlise Estatistica

Os resultados dos exames soroldgicos (positivos no ELISA, sob a titulagdo de 1.600
ng/mL) e moleculares (positivos na PCR) foram comparados e associados as variaveis obtidas
através da ficha de exame e informacéo, através da analise de regressdo logitica, em nivel de
5% de significancia. Para as variaveis com significancia foram calculadas as Odds Ratio (OR)
e 0s respectivos intervalos de confianca (IC). Todas as analises utilizaram o programa R (R
Development Core Team 2010).

Para a avaliacdo dos possiveis fatores associados a soropositividade, as variaveis
independentes selecionadas a partir das fichas de exame fisico e informagdo dos equinos
foram analisadas em funcéo da frenquéncia da deteccdo de soropositividade para 0 ELISA e
positividade na PCR de T. equi e B. caballi utilizando o teste Qui-quadrado ou Exato de
Fisher em nivel de 25% de significancia, sendo as varidveis com diferenca estatistica
incluidas no modelo de regressdo logistica, em nivel de 5% de significancia, através do
programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010).
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4 RESULTADOS

4.1 Infestacgéo por Carrapatos

Neste estudo foi observada a ocorréncia de somente duas espécies de carrapatos
realizando parasitismo nos equinos da AMAN, a saber: A. sculptum e D. nitens. J4 na CR foi
constatado o parasitismo somente pela espécie R. B. microplus. (Tabela 1).

Tabela 1. Presenga ou auséncia de equinos infestados por carrapatos observadas nos
diferentes rebanhos para Amblyomma sculptum, Dermacentor nitens e Rhipicephalus
microplus nos equinos de uso militar do municipio de Resende, Rio de Janeiro e S&o Borja,
Rio Grande do Sul.

Rebanho Amblyomma Dermacentor nitens Rhlplcephalus
sculptum microplus
Rio de Janeiro Presenca Presenca Auséncia
Rio Grande do Sul Auséncia Auséncia Presenca

4.2 Sensibilidade Analitica da Técnica de nPCR

Em relacdo a sensibilidade analitica da técnica, pdde-se observar que o limite de
detecgdo do fragmento alvo de B. caballi e T. equi utilizando diluigdes seriadas de um DNA
extraido de uma amostra sabidamente positiva (10ng/pL) para este patdgeno, foi possivel
detectar até 10“ng/uL de DNA alvo. Esta sensibilidade foi observada através da nPCR,
utilizando oligunucleodideos para amplificacdo de um fragmento de 430pb da segunda reacéo
de PCR, do gene BC48, especifico para B. caballi e um fragmento de 218pb do gene EMAL,
especifico para T. equi.

Em relacdo ao DNA extraido das 474 amostras de sangue de equinos testadas na
nPCR, para 0 gene EMA1 e BC48, conforme metodologia descrita, foi evidenciada a
amplificacdo em 73 amostras da AMAN e 161 amostras da CR para T. equi, correspondendo a
uma prevaléncia de 41,95% e 53,66% respectivamente (Tabela 2), ap6s visualizagdo a partir
da eletroforese em gel de agarose a 1% (Figura 1), e 01 amostra da CR para B. caballi ,
correspondendo a uma prevaléncia de 0,33% (Tabela 3).

Tabela 2. Resultados de nested PCR para Theileria equi, respectivas prevaléncias nos
rebanhos equinos, e resultado do teste de comparacéo de proporgdes.

PCR Teste de comparacdo de

Prevaléncia proporcoes
Positivos  Negativos p-valor
Rio de Janeiro 3 101 41,95%
. 0,01
Rio Grande do Sul 161 139 53,66% * 8

Rio de Janeiro: 174 equinos da Academia Militar das Agulhas Negras, municipio de Resende.
Rio Grande do Sul: 300 equinos da Coudelaria do Rincéo, municipio de Sao Borja.
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218pb

Tabela 3. Resultados de nested PCR para Babesia caballi, respectivas prevaléncias nos
rebanhos equinos, e resultado do teste de comparacéo de proporgdes.

Teste de comparacéo de

PCR A ~
Prevaléncia proporgdes
Positivos  Negativos p-valor
Rio de Janeiro 0 174 0% .
Rio Grande do Sul 1 299 0,33%

Rio de Janeiro: 174 equinos da Academia Militar das Agulhas Negras, municipio de Resende.
Rio Grande do Sul: 300 equinos da Coudelaria do Rincéo, municipio de Sao Borja.

PM A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 AI0 All Al2 A13 Al4

Figura 8: Gel de agarose (1%) com produtos da amplificagdo do fragmento de 218pb do gene
EMAL, especifico para T. equi. PM: Peso molecular de 1kb; Al (Controle negativo); A2
(Controle positivo); A3, A7, A8, A1l e A13 (Amostras negativas); A4, A5, A6, A9, Al0,
Al12: Amostras de DNA positiva através da PCR (seta branca).

PM Al A2 A3 M A5 A6 AT AB A9 A10 All A12 A3

Figura 9: Gel de agarose (1%) com produtos da amplificagdo do fragmento de 430pb do gene
BC48, especifico para B. caballi. PM: Peso molecular de 1kb; Al (Controle Positivo- seta
branca); A2 (Controle negativo); A3, A4, A5, A6, A7, A9, A10, All, Al12, A13 (Amostras
negativas); A8: Amostras de DNA positiva através da PCR (seta branca).
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4.3 Inquérito Soroldgico

A partir das 174 amostras do estado do Rio de Janeiro e 300 amostras do Rio Grande
do Sul submetidas ao iELISA, foram dectados 127 animais sororeagentes na AMAN para T.
equi, correspondendo a uma prevaléncia de 72,99% e 262 animais sororeagente na CR,
correspondendo a uma prevaléncia de 87,33% (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados de sororeatividade ao IiELISA para Theileria equi, respectivas
prevaléncias nos rebanhos equinos, e resultado do teste de comparagéo de proporgoes.

Teste de comparagéo de

iIELISA A °
Prevaléncia proporgdes
Positivos Negativos p-valor
Rio de Janeiro 127 47 72,99%
0,0001

Rio Grande do Sul 262 38 87,33%*

Rio de Janeiro: 174 equinos da Academia Militar das Agulhas Negras, municipio de Resende.
Rio Grande do Sul: 300 equinos da Coudelaria do Rincéo, municipio de Sao Borja.

A partir das 174 amostras do estado do Rio de Janeiro e 300 amostras do Rio Grande
do Sul submetidas ao iELISA, foram dectados 127 animais sororeagentes na AMAN para B.
caballi, correspondendo a uma prevaléncia de 72,99% e 157 animais sororeagente na CR,
correspondendo a uma prevaléncia de 52,33% (Tabela 5).

Tabela 5. Resultados de sororeatividade ao IELISA para Babesia caballi, respectivas
prevaléncias nos rebanhos equinos, e resultado do teste de comparagéo de proporgoes.

Teste de comparagéo de

iIELISA A °
Prevaléncia proporgdes
Positivos Negativos p-valor
Rio de Janeiro 127 47 72,99%*
0,00001

Rio Grande do Sul 157 143 52,33%

Rio de Janeiro: 174 equinos da Academia Militar das Agulhas Negras, municipio de Resende.
Rio Grande do Sul: 300 equinos da Coudelaria do Rincéo, municipio de Sao Borja.

4.4 Analise Bivariada, Multivariada e Fatores Associados aos Equinos Sororreagentes

Na Tabela 6, apresenta-se o resultado da analise bivariada e multivariada dos fatores
associados a soropositividade dos equinos frente a deteccéo de anticorpos anti-T. equi através
do ELISA indireto. Dentre todas as variaveis, apenas a origem da Coudelaria do Rincéo foi
significantemente associado & soropositividade nos equinos.
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Tabela 6. Andlise bivariada e multivariada da frequéncia de equinos soropositivos
através do ensaio de imunoadsorcdo enzimético (ELISA) indireto para Theileria equi, em
funcdo dos fatores associados, como género, idade, definicdo racial, manejo dos animais,
origem, sistema de criagdo e presenca de carrapatos nos equinos de uso militar dos estados do
Rio de Janeiro e do Rio Grande do Sul.

Caracteristicas dos N (%) Bivariada Multivariada
animais e manejo x P P OR IC 95%
Estado
Rio de Janeiro 174 73,0 * *
Rio Grande do Sul 300 87,3 15,38 0,00 0,14 - -
Género
Macho 182 74,7 * *
Fémea 202 gep 1080 001 006 ]
Idade
< 6 anos 161 85,7 * * *
> 6 e <10 anos 131 83,2 0,16 - -
> 10 e <20 anos 167 76,6 6,19 0,10 0,27 - -
> 20 anos 15 93,3 0,13 - -
Definigéo racial
Com raga 238 83,6 ) - -
Sem raca definida 236 805 07 044 i i
Tempo de criacédo na propriedade
<5 anos 249 80,3 * * *
>5e<15 anos 172 820 318 0,21 0,35 - -
> 15 anos 53 90,6 0,10 - -
Origem dos equinos
Coudelaria do Rincdo 373 86,3 289 (1,34-6,19)
Fora da Coudelaria 101 66,3 21,58 0,00 0,01 * *
Grau de Infestacdo por
carrapatos
Moderado/alto 33 81.8 * *
Leve/ausente 441 82.1 0,01 0,84 0,90 - -

N: NGmero de amostras de animais; x*: Valor do Qui-quadrado; P: p-valor; OR: Odds Ratio;

IC: Intervalo de confianca. *Categoria de referéncia.

Na Tabela 7, apresenta-se o resultado da analise bivariada e multivariada dos fatores
associados a soropositividade dos equinos frente a deteccdo de anticorpos anti-B. caballi
através do ELISA indireto. Dentre todas as variaveis, apenas 0 manejo no estado do Rio de

Janeiro foi significantemente associado a soropositividade nos equinos.

Tabela 7. Anélise bivariada e multivariada da frequéncia de equinos soropositivos através do
ensaio de imunoadsorcdo enzimatico (ELISA) indireto para Babesia caballi, em funcdo dos
fatores associados como género, idade, definicdo racial, tempo do animal na propriedade,
origem dos animais e grau de infestacdo de carrapatos nos equinos de uso militar dos estados

do Rio de Janeiro e do Rio Grande do Sul.
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Caracteristicas dos N (%) Bivariada Multivariada
animais e manejo Y P P OR IC 95%
Estado
Rio de Janeiro 174 73,0 3,12 (1,80 -5,40)
Rio Grande do Sul 300 52,3 13,56 0,00 0.00 * *
Género
Macho 182 654 - -
Fémea 202 565 07 006 045 . -
Idade
< 6 anos 161 584 - - -
> 6 e <10 anos 131 60,3 - - -
> 10 e <20 anos 167 59,9 1,28 0,73 - - -
> 20 anos 15 73,3 - - -
Definigéo racial
Com raga 238 58,0 - -
Sem raca definida 236 61,9 0.74 0.44 i - -
Tempo de cria¢do na propriedade
< 5 anos 249 61,8 - - -
>5e<15 anos 172 576 082 0,66 - - -
> 15 anos 53 58,5 - - -
Origem dos equinos
Coudelaria do Rincdo 373 584 157 0,20 016 * *
Fora da Coudelaria 101 65,3 ! - -
Grau de Infestacdo por
carrapatos
Moderado/alto 33 66,7 - -
Leve/ausente 441 59,4 0,67 0,52 0.26 * *

N: NUmero de amostras de animais; Xz: Valor do Qui-quadrado; P: p-valor; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de

confianga. *Categoria de referéncia.

4.5 Avaliacdo de Infecgéo e Co-infeccéo considerando iELISA e nPCR

Na tabela 8, apresenta-se o resultado geral, considerando o iELISA e nested PCR nos dois
rebanhos, apresentando soroprevaléncia de 50,21% de Co-infecgdo para os dois agentes pelo
ELISA, sendo 53,45% na AMAN e 48,33% na Coudelaria do Rincdo. Enquanto isso, pela

PCR, apresentou 0,21 % de Co-infecgéo, sendo 0,33% na Coudelaria do Rincdo.

Tabela 8. Determinacdo das Piroplasmoses equinas, através do iELISA e nested PCR, nos

rebanhos de equinos de uso militar.

iELISA T. equi B. caballi Co-infec¢do Negativos
Rebanhos N n % n % n % n %
Rio de Janeiro 174 34 19,54 34 19,54 93 53,45 13 747
Rio Grande do Sul 300 117 39 12 4 145 48,33 26 8,67
Total 474 151 31,86 46 9,7 238 50,21 39 823
nested PCR T. equi B. caballi Co-infecgdo Negativos
Rebanhos N n % n % n % n %
Rio de Janeiro 174 73 41,95 0 0 0 0 101 58,05
Rio Grande do Sul 300 161 53,66 1 0,33 1 0,33 139 46,34
Total 474 234 49,37 1 0,21 1 0,21 240 50,63

Prevaléncia total de equinos positivos por iELISA: 91,77% (n= 435)
Prevaléncia total de equinos positivos por nested PCR: 49,58% (n= 235)
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foi observada, na AMAN, uma prevaléncia de 72,99% de equinos
sororeativos ao ELISA indireto com antigeno bruto de T. equi e B. caballi. Tal fato corrobora
um quadro de enzootia de T. equi na regido, conforme identificado por Henriques (2006),
corroborando dados referentes a endemicidade de algumas regides do estado do Rio de
Janeiro (PFEIFER BARBOSA et al.,, 1995; SANTOS et al., 2011), bem como a ampla
distribuicdo desta hemoparasitose no Brasil (HEIM et al., 2007). Na Coudelaria do Rincéo a
prevaléncia de 85% para T. equi € compativel com os resultados encontrados por Torres et al.
(2012), os quais encontraram prevaléncia de 90,9% na regido da Campanha do estado do Rio
Grande do Sul, em propriedades onde os equinos realizavam pastejo misto com bovinos.

A pesquisa molecular para T. equi indicou positividade de 46% no rebanho do Sudeste
e 53% no rebanho da regido Sul, demonstrando o estado de portadores assintomaticos dos
animais examinados corroborando com citagfes de De Waal (1992). Além disso, nos animais
oriundos da Coudelaria do Rincédo verificou-se uma maior positividade estatisticamente
significante, indicando que a presenca do carrapato R. microplus como provavel vetor
competente para a transmissdo € a maior causa dessa maior positividade, corroborando com
os dados ja relatados por Heuchert et al. (1999), Souza et al. (2000), Nizoli et al. (2008) e
Torres et al. (2012).

Com relacdo a sorologia para B. caballi o rebanho de equinos militares do Sudeste
apresentou diferenca significativamente maior do que o do Sul devido & presenca do carrapato
D. nitens parasitando os equinos da AMAN, compativel com os achados de Heuchert et al.
(1999), os quais afirmaram que a soroprevaléncia tem uma tendéncia de cair do norte para o
sul do pais devido & diminuigdo da presenga do vetor nas regides mais ao sul. Estes achados
referentes a sorologia na Coudelaria do Rincdo podem ser tomados como elevados,
considerando que ndo foram encontrados carrapatos D. nitens parasitando os animais. No
entanto, tal resposta soroldgica pode ser explicada como decorrente da infestagcdo por
carrapatos infectados em animais transferidos do sudeste para o sul para fins de reproducéo.
Além disso, também é possivel que carrapatos vetores deste agente possam ter sido
transportados nos diversos caminhdes que circulam na propriedade para transportar equinos
para outras regides do Brasil.

Aguirre et al. (2004) relataram o 6bito de duas potras na Argentina devido a a infecgdo
por B. caballi, relacionando este achado & presenga do carrapato D. nitens parasitando 0s
animais em questdo. Além disso, Evans et al. (2001) relataram a presenca do D. nitens
parasitando equinos utilizados como animais de tragdo de carrogas na cidade de Viamao,
estado do Rio Grande do Sul. Assim, esta resposta soroldgica considerada elevada no rebanho
da Coudelaria do Rincéo indicaria que os animais tiveram contato com a B. caballi. N&o pode
estar descartada a possibilidade de transmissdo mecanica por fomites contaminados
(GERSTENBERG et al., 1998) e mesmo por outros artropodes hematdfagos como moscas e
tabanideos, apesar de ainda ndo existir comprovacédo cientifica da competéncia vetorial dos
mesmos (PHIPPS;OTTER, 2004).

A despeito da alta prevaléncia pela PCR, identificando um elevado nimero de animais
portadores de T. equi (49,37%), nenhum animal dos rebanhos estudados apresentava
sintomatologia clinica no periodo de coleta das amostras, corroborando com os achados que
reportaram ser rara a ocorréncia de manifestaces clinicas e surtos em &reas enzodticas,
conforme relatado por De Wall (1992) e Heuchert et al. (1999). Ademais, este achado
corrobora com o afirmado por Rothschild (2013), o qual reportou que em regifes enzodticas a
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maioria dos animais recupera-se da doenga, tornando-se portadores e carreadores
assintomaticos. Desta forma, conclui-se que os rebanhos avaliados estdo em estabilidade
enzootica (MAHONEY; ROSS, 1972). Assim, por serem regides endémicas, com a presenca
de muitos animais portadores assintomaticos, faz-se necessario aplicar medidas preventivas
em equinos oriundos de regides ndo enzodticas que adentram nos plantéis, de maneira a evitar
a ocorréncia de doenca clinica, conforme preconizado por De Wall (1992). Tal fato é
relevante, considerando que os equinos de uso militar da AMAN séo oriundos, em sua
maioria, da Coudelaria do Rincéo, local de alta prevaléncia para T. equi, mas com menor
prevaléncia para B. caballi, devido as condigGes climéticas desfavordveis para o parasitismos
dos equinos pelo D. nitens. Desta maneira, animais oriundos desta regido ao adentrarem ao
rebanho da AMAN, poderdo estar mais expostos as manifestagdes clinicas agudas da doenga,
conforme previamente evidenciado (DE WALL, 1992). Apesar disso, o resultado negativo
pela PCR para B. caballi na AMAN, néo evidenciando infeccdo por este agente nos animais
avaliados no periodo de realizacdo deste inquérito, sugere que este patdgeno esté circulando
em baixos niveis, e esporadicamente, dentro do referido rebanho.

O exame de ELISA indireto baseado em antigeno bruto de T. equi e B. caballi
mostrou-se eficiente na varredura epidemioldgica dos rebanhos, identificando exposicdo
prévia a estes patdgenos, corroborando o observado por Baldani et al. (2004) na microrregido
de Jaboticabal, estado de S&o Paulo.

Neste estudo transversal, a infestagcdo por D. nitens na regido Sudeste demonstrou a
ocorréncia de associagdo com a soropositividade dos equinos para B. caballi, pois sabe-se que
0 carrapato D. nitens é vetor competente da Babesia caballi (MUJICA, 2002; ROBY;
ANTHONY, 1963), sendo que o A. sculptum ainda ndo foi comprovado vetor competente
tanto para este agente, quanto para T. equi , apesar de existirem evidéncias epidemiolégicas
citadas por Scoles et al. (2011) e Peckle et al. (2013) para este segundo agente. Convém
ressaltar que, com o recente reconhecimento de que o anteriormente conhecido como A.
cajennense na verdade se trata de um complexo com diferentes espécies, possuindo mesmas
caracteristicas morfologicas externas, no entanto com diferentes condigdes bioldgicas,
envolvendo inclusive sucesso ou insucesso na fecundagdo de individuos provenientes de
diferentes regides, tem-se um vacuo que demandara investigacbes quanto a qual espécie
dentre as deste complexo ocorrem em cada regido, bem como qual a potencialidade destas
como reservatorios e ou vetores dos diferentes patdgenos comumente veiculados por
carrapatos (NAVA et. al., 2014).

Com relagdo ao controle de carrapatos adotado na AMAN, incluindo banhos com a
base cipermetrina aplicados semanalmente, entre os meses de abril a outubro, e mensalmente,
de novembro a margo, associados com a aplicacdo de pastas a base de produtos carrapaticidas
nos pavilhdes auriculares e diverticulos nasais desde o ano de 2005, observou-se diminui¢do
na incidéncia de casos clinicos de Piroplasmose equina transmitida por D. nitens e causada
por B.caballi, no rebanho (CAMPOS et al., 2013). Tal controle no entanto, voltado
especificamente para carrapatos do género A. sculptum (LABRUNA et al., 2004) e D. nitens,
aparentemente ndo impactou na soroprevaléncia para T. equi, comparando-se aos dados
obtidos por Henriques (2006), com 85,96% de positividade na Reagéo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), comparando-se ao observado neste estudo (72,99%). Com relagdo a isso, ha
que se ressaltar que, provavelmente, a grande maioria dos equinos ja chega na AMAN
infectada pela T. equi. Desta maneira, a diminuigdo da infestacdo pelos carrapatos A. sculptum
e D. nitens ndo iria interferir na sorologia da T. equi, visto as duas espécies de carrapatos
possuem seus papéis ainda incertos como vetores desse agente (DENNING F., 1988, apud
PFEIFER BARBOSA et al., 1995). Corroborando com isto, recente estudo também mostrou
que ninfas de A. sculptum (Complexo A. cajennense) ndo se infectaram por T. equi ap6s
alimentarem-se em equinos cronicamente infectados (RIBEIRO et al., 2011). Além do banho
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quimico, uma préatica de manejo que, certamente, miniza o risco de novas exposicdes e
consequente aumento da resposta sorolégica, é a manutengdo dos rebanhos equinos
totalmente afastados de rebanhos bovinos, diminuindo com isso a possibilidade do
parasitismos pelo R. microplus (LABRUNA et al., 2001). Na auséncia deste vetor, diminuem
os riscos daqueles cavalos em estado de portadores assintomaticos tornarem-se uma ameaca
para os animais livres da infeccdo, considerando a principal via de transmisséo deste agente,
que s&o os carrapatos.

Apesar de ndo reduzir a sorologia para T. equi, as populacdes de carrapatos A.
sculptum e D. nitens aparentam terem sido muito impactadas pelo controle realizado h&
aproximadamente uma década de maneira ininterrupta, conforme pode ser verificado nos
prontudrios do Hospital Veterinario da AMAN, nos quais se verifica diminui¢do dos casos
clinicos agudos causados pela B. caballi, visto ser o carrapato D. nitens um vetor competente
para tal transmissdo (MUJICA, 2002). Assim, conclui-se que o controle de carrapatos A.
sculptum realizado na AMAN impactou significativamente a populacdo de carrapatos, mas
ndo a soroprevaléncia de T. equi no rebanho, mas diminuiu a ocorréncia de casos clinicos
agudos por B. caballi.

Somado a isto, também ndo foi evidenciada a associagdo entre o grau de infestacéo de
carrapatos nos equinos e a soropositividade para T. equi no rebanho da AMAN. Desta forma,
sugere-se que os carrapatos A. sculptum e D. nitens ndo sejam relevantes a manutengdo desta
enzootia no rebanho, ao contrario da B. caballi que apresentou maior soroprevaléncia nos
equinos mantidos no rebanho da regido Sudeste quando comparados com 0s equinos da regido
Sul. Tem-se que a transmissdo por via iatrogénica, atraves de uso de seringas e agulhas
contaminadas deverd ser considerada, mesmo com todos os cuidados relativos a
biosseguranga em todos os procedimentos invasivos nos equinos, como ja foi relatado por
Georges et al. (2012).

Algumas pesquisas também tém evidenciado o possivel papel dos carrapatos R. (B.)
microplus como vetores competentes para T. equi (GUIMARAES et al., 1997; GUIMARAES
et al., 1998; UETI et al., 2005), havendo evidéncia epidemioldgica que suporte tal afirmativa
devido a ocorréncia deste parasita em rebanho parasitado somente por este ectoparasita
(SOUZA et al., 2000), bem como com a associagdo de equinos com bovinos, com presenca de
R. (B.) microplus e a soropositividade para T. equi nos animais (HEUCHERT et al., 1999).
Entretanto, no rebanho da AMAN tal possibilidade é muito pouco provével, com o R. (B.)
microplus desempenhando papel como vetor na manutengdo da enzootia de T. equi, Visto 0S
equinos deste local serem criados sem contato com pecuéria bovina. Fato contrério acontece
no rebanho da Coudelaria do Rincdo, onde o pastejo misto com bovinos é observado no
manejo da propriedade, sendo o carrapato R. (B.) microplus a Unica espécie relatada nas fichas
de informacéo dos animais. Ademais, néo foi verificado parasitismo por R. (B.) microplus em
nenhum equino do rebanho da AMAN.

Avaliando-se as varidveis que apresentaram significancia na andlise bivariada em
modelo de regressdo logistica (analise multivariada), observou-se que somente o fator origem
na Coudelaria do Rincdo apresentou associagdo com a soropositividade para T. equi (OR 2,89;
IC 1,34-6,19). Assim, a possibilidade dos animais chegarem positivos na AMAN deve ser
considerada. Convém destacar que nenhum dos animais avaliados na regido Sudeste nasceu
no rebanho, sendo a maioria de origem de propriedades do Rio Grande do Sul, com maior
porcentagem dos animais nascidos na Coudelaria do Rinc&o. Tal fato explica a associagéo
positiva que existe entre a soropositividade para T. equi e a origem dos equinos no rebanho da
Coudelaria do Rincdo. Além da presenca do vetor competente, outro fator que provavelmente
mantém a prevaléncia de T. equi elevada na propriedade localizada no Rio Grande do Sul é a
transmissdo congénita, pois a Coudelaria do Rincdo é um centro de reproducéo, com Varios
nascimentos por ano. A transmissdo transplacentéria de T. equi em equinos € descrita por
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Roncati (2006), Allsopp et al. (2007), Santos et al. (2008) e Georges et al. (2011).

A associacdo entre 0 pastejo misto com bovinos e a infestagdo dos equinos com
carrapatos R. (B.) microplus no rebanho da Coudelaria do Rincdo confirma os relatos de
Bittencourt et al. (1990) e Franque et al. (2009) que, apesar de citarem que 0S equinos ndo séo
hospedeiros tdo eficientes quanto os bovinos para esta espécie de carrapatos, séo classificados
como hospedeiros eventuais onde o ectoparasito podera exercer hematofagia e desenvolver
até uma geracdo, podendo, posteriormente, completar o seu ciclo nos bovinos. Tal
caracteristica somada aos relatos de Guimardes et al. (1997), Guimaraes et al. (1998) e Ueti et
al. (2005) fortalece os resultados encontrados, colocando o R. (B.) microplus como vetor
competente para T. equi no rebanho da Coudelaria do Rincéo, reforgado pela citacdo de
Mason e Noval (1981), que demonstraram que a larva e 0 macho adulto do carrapato séo
capazes de trocar de um hospedeiro a outro em condigOes adversas, sugerindo a possibilidade
destes se transferirem de animais infectados a ndo infectados, um aspecto significante na
epidemiologia da doenga.

Essa associagdo de positividade dos equinos com o fator origem na Coudelaria do
Rincdo também foi observada por Henriques (2006) que identificou 85,96% de positividade
por RIFI no rebanho da AMAN como um todo, sendo que tal indice diminuiu para 25%
quando, foram analisados isoladamente, 0s 16 equinos da raca Bretdo que eram integrantes do
plantel naquela época e ndo tinham sua origem na Coudelaria do Rincéo. Outro relato que
confirma essa interferéncia de positividade para T. equi nos equinos oriundos no rebanho
militar do Rio Grande do Sul foi encontrado no estudo realizado por Salvagni et al (2010) que
encontrou soroprevaléncia pelo ELISA de 95% e positividade, via PCR, de 45% em equinos
do Regimento Dragdes da Independéncia, localizado em Brasilia, regido Centro-Oeste, e que
possuem sua origem, na grande maioria, na Coudelaria do Rinc&o e ndo eram parasitados pelo
R. (B.) microplus.

Para a Babesia caballi, verificou-se nesta analise estatistica que a manutencédo dos
animais na regido Sudeste apresenta associacdo com a soropostividade para o agente. Convém
ser destacado que o rebanho da regido Sul também apresentou 52,33% de positividade na
sorologia e 0,33% na PCR, indicando que existe a presenga da infeccdo e a exposicdo dos
animais a este agente que esta circulando naquele local. A presenca de infestacdo somente
pelo carrapato R. (B.) microplus sugere que 0 mesmo possa estar funcionando como dispersor
da B. caballi no rebanho, corroborando com os achados de Battsetseg et al. (2002) que ap6s
identificarem, via PCR, B. caballi em ovos e larvas do carrapato sugeriram que 0 mesmo
pudesse ser um vetor competente em sua transmiss&o.

Com relagdo a discrepancia existente entre os resultados do ELISA e da PCR, refere-se
muito ao que cada exame busca identificar segundo cita¢cfes de Baldani et al. (2004), onde o
primeiro procura identificar exposi¢do prévia aos agentes e 0 segundo busca a infecgdo ativa,
com o agente circulante no sangue dos equinos. Além disso, a dindmica dos parasitas pode
interferir nesses achados, quando no caso das infecgdes por T. equi 0S equinos tornam-se
portadores assintomaticos, diferente da B. caballi que € " limpa" do organismo pelo sistema
imune pelo agente ser pouco estavel (NIZOLI, 2005). Assim sendo, os dados encontrados nos
achados laboratoriais foram compativeis com os encontrados por Rosales et al. (2013), com a
PCR para T. equi sendo mais elevada que a B. caballi. Além disso, alguns resultados da PCR
para T. equi em sangue total podem ser falso negativos, similar ao relatado por Ribeiro et al.
(2013) que identificou alguns animais positivos pela PCR somente em sangue oriundo de
puncdo esplénica, devido as caracteristicas viscerotropicas da T. equi.
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6 CONCLUSOES

A alta prevaléncia de animais positivos ao ELISA para Theileria equi indica que as
areas militares da Academia Militar das Agulhas Negras, municipio de Resende, estado do
Rio de Janeiro, e da Coudelaria do Rincéo, municipio de S&o Borja, estado do Rio Grande do
Sul, séo endémicas para esta hemoparasitose, estando o rebanho equino em estabilidade
enzootica.

Os resultados obtidos, via PCR, indicam o elevado nimero de equinos portadores de T.
equi nos rebanhos da AMAN e da Coudelaria do Rincdo, e a alta prevaléncia de
soropositividade e de equinos portadores de T. equi na AMAN esta relacionada com a origem
dos animais na Coudelaria do Rincéo.

A associagdo entre o pastejo misto com bovinos e a sororeatividade para T. equi,
evidenciam a possibilidade do carrapato R. (B.) microplus estar envolvido na transmissdao
deste agente.

Os resultados da PCR associados ao historico da doenca nos plantéis equinos indicam
que a Babesia caballi apresenta baixa infecgéo ativa nos rebanhos, apesar de permanecerem
com resposta soroldgica indicativa de elevada exposicgao.
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CAPITULO I

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DE Borrelia spp. EM EQUINOS DE USO
MILITAR DO MUNICIPIO DE RESENDE, ESTADO DO RIO DE JANEIRO E SAO
BORJA, ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar os aspectos epidemioldgicos da ocorréncia de Borrelia spp. em
equinos mantidos em unidades militares no Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, foram
coletadas amostras de sangue e carrapatos. Nas amostras de soro, verificou-se, por ELISA, a
ocorréncia de anticorpos anti Borrelia burgdorferi cepa G39/40. Foi verificada a ocorréncia
de Amblyomma sculptum, Dermacentor nitens e Rhipicephalus (Boophillus) microplus em
diferentes niveis de infestacdo. Em relacdo aos resultados da sorologia para Borrelia spp.,
observou-se soroprevaléncia de 39,24% (n=186/474), sendo a frequéncia maior no rebanho da
regido Sul, com 44,66% (n=134/300), em comparagédo com o da regido Sudeste (29,88%; n=
52/174). As fémeas (p<0,05; OR=1,96; IC: 1,25 — 3,08) e 0s animais com menos de 5 anos na
propriedade (p<0,05; OR=2,67; IC: 1,14 - 6,26) tendo como origem a Coudelaria do Rincéo
(p<0,05; OR=2,33; IC: 1,17 — 4,62), associados ao pastejo misto com bovinos e a presenca do
carrapato R. microplus parasitando equinos, foram os fatores mais relacionados com a
soropositividade. A evidéncia de circulagdo de borrélias com soroprevaléncia nos equinos
reforca seu papel como sentinelas, sendo fator de alerta para potencial ocorréncia de casos
humanos. Os resultados obtidos reforcam a importancia da vigilancia epidemioldgica dos
carrapatos vetores e sua associacdo tanto com agentes infecciosos de risco para a saide do
efetivo militar humano, como nos equinos de uso militar nas regides avaliadas. Isto também
realga a necessidade da adocéo de medidas de protecéo coletivas e individuais visando mitigar
0 risco de doengas transmitidas por carrapatos em atividades militares.

Palavras-chave: Borrelioses, zoonoses, equinos de uso militar
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ABSTRACT

In order to assess the epidemiological aspects of the occurrence of Borrelia spp. in horses kept
in military units in Rio de Janeiro and Rio Grande do Sul, blood samples and ticks were
collected and processed. In the serum samples, it was assessed by ELISA assay, the
occurrence of antibodies against Borrelia burgdorferi strain G39/40. Amblyomma sculptum,
Dermacentor nitens and Rhipicephalus (Boophillus) microplus occurrence was assessed at
different levels of infestation. Regarding the results of the serology for Borrelia spp., there
was a prevalence of 39.24% (n = 186/474), with higher frequency in the herd of the South,
with 44.66% (n = 134/300), when compared to the Southeast herd(29.88%, n = 52/174).
Females (p <0.05; OR = 1.96, Cl: 1.25 to 3.08) with less than 5 years on the property (p
<0.05; OR = 2.67; CI: 1, 14 to 6.26) originated from the “Coudelaria do Rincdo” (p <0.05;
OR =2.33, ClI: 1.17 to 4.62) associated with grazing with cattle and the presence of the tick R.
microplus were the factor most related to seropositivity. Evidence of Borrelia circulation with
seroprevalence in horses reinforces its role as sentinels, as alert factor for potential occurrence
of human cases. These results support the importance of epidemiological surveillance of
vector ticks and its association with agents of risk to the health of horses for military use, in
the evaluated areas. This also highlights the need to adopt collective and individual protection
measures to mitigate the risk of tick-borne diseases in military activities.

Keywords: Borreliosis, zoonosis, horses for military use
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1 INTRODUCAO

Bactérias espiroquetas do género Borrelia causam diversos tipos de doengas em
humanos, animais domésticos e silvestres em todo o mundo, sendo a mais conhecida delas a
Borreliose de Lyme ou Doenga de Lyme. A Borreliose de Lyme é uma doenga transmitida
por carrapatos, de natureza grave e altamente morbida, causada por bactérias do género
Borrelia, de carater multissistémico, sendo um sério problema de salde publica em muitos
paises. E endémica em regides temperadas como o nordeste dos Estados Unidos, regides
central e oriental da Europa, assim como na Asia oriental. Nestas regides, a Doenca de Lyme
é causada basicamente por borrélias do grupo Borrelia burgdorferi sensu lato (YOSHINARY
et al., 2010).

Somente nos Estados Unidos, entre os anos de 2000 a 2010, mais de 250 mil casos
humanos de Doenga de Lyme foram registrados. No Brasil uma doenca similar & Doenca de
Lyme do hemisfério norte, aparentemente causada por uma forma de borrélia, tem chamado a
atencdo desde 1989, sendo atualmente designada de Sindrome de Baggio-Yoshinari (SBY).

Em nosso pais a epidemiologia desta doenca, devido a caracteristica clinico-
epidemioldgica diversa, em relagdo a Doenca de Lyme classica, necessita ser melhor estudada
e compreendida. Havendo necessidade de melhor caracterizar seus reais vetores, hospedeiros
reservatorios e animais sentinelas, bem como os fatores de risco associados, no intuito de
buscar medidas adequadas de prevencéo.

A despeito de ser uma doenga multissistémica, de sérios impactos em salde publica,
causando prejuizos psico-sociais e econdmicos, ela ainda é tida como doenca negligenciada.
Além disso, as borrelioses causam prejuizos a salde animal, sendo causadoras de abortos,
osteoartrites, uveites recorrentes e doengas musculares e neuroldgicas.

No Brasil, estudos epidemioldgicos tem demonstrado soropositividade para Borrelia
spp. em humanos, assim como em diversos animais silvestres e domésticos, que podem estar
funcionando como hospedeiros reservatorios e carreadores de carrapatos infectados. Apesar
de se ter evidéncias epidemioldgicas da presenca e circulagdo de borrélias em humanos e em
diversos animais potencialmente envolvidos em sua epidemiologia, seu real agente etiologico
ainda esta por ser confirmado, isolado e caracterizado.

O papel dos equinos na epidemiologia das borrelioses ainda esti por ser mais bem
elucidado. Entretanto, estudos tem demonstrado que, em regides endémicas de Doenca de
Lyme na Europa e América do Norte, ha altas taxas de soroprevaléncia em equinos. Isto,
aliado ao fato de que se tém encontrado rebanhos de equinos brasileiros com soroprevaléncias
semelhantes as dos de &reas endémicas para Doenca de Lyme em outros paises, nos alerta
para possibilidade de que tal quadro esteja ocorrendo em nosso pais.

Ademais, 0s carrapatos vetores Ixodes spp. que transmitem a Doenga de Lyme séo
bastante inespecificos e parasitam cavalos e também humanos nestas regifes, havendo relatos
de casos da doenca relacionados a histérico de contato com equinos. Isto evidencia que 0s
equinos, além de sentinelas, podem ser hospedeiros reservatdrios competentes.

No Brasil, o carrapato que comumente acomete equinos, Amblyomma sculptum
(Complexo Amblyomma cajennense), tem sido proposto como possivel vetor de Borrelia spp.
Tal carrapato, & semelhanca do Ixodes spp., é bastante inespecifico, acometendo seres
humanos principalmente na sua fase de ninfa.

O Exército Brasileiro possui, atualmente, um rebanho aproximado de 2000 equinos
distribuidos por todo o territério nacional, sendo que, o Unico haras responsavel pela
reproducéo é a Coudelaria do Rincdo, localizada no municipio de S&o Borja, estado do Rio
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Grande do Sul, que distribui os seus produtos para todas as demais unidade militares que
possuem efetivo equino no Brasil.

Doengas zoondticas transmitidas por carrapatos sdo um serio problema em saude
publica sendo, sob a Otica militar, de grande preocupacéo considerando a operacionalidade
das tropas e, consequentemente, a seguranca nacional. As Forgas Armadas modernas tém
centros de pesquisas entomoldgicas que realizam o monitoramento de vetores, e das doencas
transmitidas por estes, dentro de seu territorio ou em territorios estrangeiros, previamente ao
envio de tropas.

As Forcas Armadas brasileiras tém atentado para as questdes como a biosseguranca
em operagBes militares, visando & protecdo das tropas, a garantia da saude dos soldados e a
manutencdo de sua operacionalidade. Dentro deste contexto, as doengas transmitidas por
carrapatos tém ganhado destaque, dado o elevado risco de infestagdo a que militares ficam
expostos quando em operacdes em areas de campos e matas.

Os equinos de uso militar, durante sua utilizagdo em operagbes militares,
patrulhamento de fronteiras, ou mesmo instru¢des militares, s&o0 expostos a ambientes e
situacfes que podem aumentar o risco destes contrairem doengas zoondticas transmitidas por
carrapatos. Aliado a isto, o intimo contato dos animais com os militares durante longos
periodos no transcorrer de tais exercicios pode favorecer a ocorréncia de casos humanos
destas doengas. Desta maneira, aléem de atuarem como sentinelas epidemioldgicas, eles podem
agir como carreadores de carrapatos infectados e, até mesmo, como hospedeiros reservatorios,
aumentando o risco de infec¢do nos humanos.

Assim, este estudo epidemioldgico acerca da soroprevaléncia para Borrelia spp. em
rebanhos de equinos de uso militar das regides Sudeste e Sul do Brasil objetivou verificar a
circulagéo destes agentes nos equinos das regides estudadas, auxiliar no clareamento da sua
real relevancia como sentinelas, e revelar os fatores de risco para a soropositividade nos
equinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistematica e Caracteristicas do Género Borrelia

As borrélias sdo microrganismos pertencentes ao dominio Bacteria, filo Espiroquetas,
ordem Spirochaetales, familia Spirochaetaceae. O filo Espiroquetas possui oito géneros
classificados com base em seu hébitat, incluindo o género Borrelia (MADIGAN et al., 2008).
Dentre estes oito géneros, trés se destacam pela importancia médica: Treponema, Leptospira e
Borrelia (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Os espiroquetas sdo bactérias gram-negativas, mdveis, helicoidais, muito espiralados,
finos e flexiveis. Suas células sdo constituidas por um cilindro protoplasmético, consistindo
em regibes delimitadas pela parede celular e membrana. Sua motilidade é conferida por
flagelos (endoflagelos) que emergem de cada pélo e dobram-se sobre o cilindro
protoplasmatico, sendo, o cilindro e os flagelos, envoltos por membrana flexivel de
multicamadas (bainha externa), ficando os flagelos no espaco periplasmético. Tais estruturas
conferem aos espiroquetas um movimento, em ambiente liquido, espasmadico e irregular, por
meio de flexdes, movimentos tipo “saca-rolhas” e chicoteios (MADIGAN et al., 2008).

O género Borrelia compreende espécies que sdo, em sua maioria, patogénicas aos
homens e aos animais, sendo transmitidas por artrpodos, principalmente por picada de
carrapatos ou atraves de piolhos. Elas pertencem a uma linhagem de espiroquetideos (ordem
Spirochaetales), e formam um grupo estreitamente relacionado dentro da familia
Spirochaetaceae (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

A morfometria pode ser utilizada para a realizagdo da diferenciacdo entre as
espiroquetas do género Borrelia e os demais géneros da familia Spirochaetaceae, visto que as
borrelias sdo as maiores delas (BARBOUR; HAYES, 1986). Também, através de microscopia
eletronica, é possivel a diferenciacdo via visualizagdo dos flagelos, com as borrélias
possuindo um maior numero de flagelos periplasmaticos, entre 15 a 20, e menor nimero de
espiras (PFISTER et al., 1994). Além disso, podem ser diferenciadas pelo baixo contetdo de
guanina e citosina no seu DNA, além de caracteristicas ecoldgicas e bioquimicas
(BARBOUR; HAYES, 1986).

As borrélias medem de 5 a 25 um de comprimento e de 0,2 a 0,5 um de didmetro,
possuem de 7 a 20 endoflagelos; s@o microaerofilas, porém capazes de crescer em condigdes
de anaerobiose, e se reproduzem por fissdo binéria transversal (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008). Estas bactérias crescem & temperatura de 33°C em meios artificiais, podendo ser
visualizadas & microscopia de campo escuro, contraste de fase e em tecidos por impregnacgdes
a base de prata (BARBOUR; HAYES, 1986; QUINN et al., 2002). Destacam-se de outras
espiroquetas e de outras bactérias por terem plasmideo e DNA cromossdémico lineares e ndo
circulares (HARVEY et al., 2008). A Borrelia burgdorferi tem, em sua membrana externa,
uma série de lipoproteinas denominadas Osp (outer surface protein), sendo OspA, OspB,
OspC e OspD as de maior relevancia, e as duas primeiras as mais abundantes (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

Os grupos das doencas ocasionadas pelas borrelioses, as espécies de borrélias que as
ocasionam, seus vetores, hospedeiros e sua distribui¢do séo apresentados na Tabela 1.

65



Tabela 1. Grupos das doencas ocasionadas pelas borrelioses, espécies, vetores, hospedeiros e

distribuicdo (FONSECA et al., 2005).

Doencas Age,nt_es \etores Hospedeiro DIStrIbl:II_(;aO
etioldgicos Geografica
Febre . Pediculus .
recurrente B. recurrentis Homem Cosmopolita
A humanus
epidémica
Febre , - Ornithodoros Roedores e :
recurrente Borrelia spp. Cosmopolita
A sp. homem
endémica
Borr_ell_o 3¢ B. anserina Argas sp. Aves e Cosmopolita
aviaria passaros
Borreliose Bovinos,
. B. theileri Boophilus sp. ovinos e Cosmopolita
bovina !
equinos
Aborto Bovinos e
epizootico B. coriaceae O. coriaceus. . América do Norte
) cervideos
bovino
. Animais América do Norte
. B. burgdorferi .
Borreliose de silvestres, e Europa
- Ixodes sp. -~ [
Lyme B. garinii domeésticos e Eurasia
B. afzelii homem Eurésia
Borreliose de B. andersoni Animais
o . . Ixodes sp. .
Lyme simile na B. bissettii silvestres, , .
. ) o América do Norte
América do B. lonestari Amblyomma domeésticos e
Norte B. barburi americanum homem
B. valaisiana Europa
Borreliose de B. lusitaniae Animais Europa
Lyme simile na B. turdii silvestres, Asia
- . Ixodes sp. (o Ao
Eurésia B. tanukii domeésticos e Asia
B. miyamotoi homem Asia
B. japonica Asia
_ Ambllyomma Animais
Borreliose de _ sculptum silvestres, _
Lyme simileno  Borrelia spp. (Complexo domésticos e Brasil
Brasil / SBY Amblyomma homem
cajennense)

* Séo reconhecidas cerca de 25 espécies do género Borrelia, ainda nominadas de acordo com
a espécie do carrapato do género Ornithodoros como transmissor.
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2.2 \Vetores e Transmissao das Borrelioses

As borrélias tem estreita relacdo com os carrapatos, desenvolvendo-se como
simbiontes nos artrépodes e atuando como parasitas nos animais e no homem (SOARES et
al., 2000). Assim, os principais vetores dos membros do género Borrelia sdo os carrapatos,
tanto os Ixodideos (carrapatos duros) quanto os Argasideos (carrapatos moles). Mas héa
também algumas borrelioses que sdo transmitidas por piolhos, a exemplo da Borrelia
recurrentis que é transmitida por Pediculus humanus (MADUREIRA, 2007).

No caso dos carrapatos argasideos, a transmissdo das borrélias ndo ocorre somente
diretamente através da picada. A sucgdo répida de sangue que estes carrapatos realizam no
hospedeiro ativa seu sistema de eliminagdo de excesso de agua, proveniente do repasto
sanguineo, durante ou logo apds a alimentacdo, que atua através do 6rgdo coxal. Além da
eliminacdo de fluidos pelo 6rgdo coxal, os carrapatos argasideos também injetam saliva
contento diversas substancias farmacocinéticas entre enzimas, moduladores da inflamagdo e
anticoagulantes (SONENSHINE, 1991). Desta forma, os argasideos tem potencial de
transmitir quase todos os tipos de borrélias, o que pode ocorrer tanto via salivar como também
através dos fluidos do 6rgdo coxal, ndo necessitando fixar-se por longos periodos para realizar
a transmisséo através de tais fluidos. Entre os Argasideos existem diversas espécies do género
Ornithodorus e Argas que transmitem espiroquetas aos homens e animais (SOARES et al.,
2000).

J& os carrapatos Ixodideos ndo possuem 6rgdo coxal, demandando para lidarem com a
entrada do grande volume de liquidos proveniente da alimentacdo de se utilizarem da injecéo
de saliva hipotdnica no hospedeiro para realizar seu balanceamento osmdtico quando fixados
neste. Desta forma, ao permanecerem durante longos periodos aderidos aos hospedeiros,
injetando grandes volumes de saliva, tais carrapatos tornam-se competentes vetores de
patdgenos, inclusive de borrélias (KAUFMAN, 2009). Dentro da familia Ixodidae, os géneros
Ixodes, Amblyomma, Rhipicephalus se destacam como vetores (SOARES et al., 2000).

Na Europa, onde a doenca veiculada por artropode mais prevalente é a Doenca de
Lyme, assim como na Asia e na América do Norte, os principais vetores sio 0s carrapatos
ixodideos do complexo Ixodes ricinus (BARANDIKA et al., 2008). Sendo a doenga causada
por B. burgdorferi sensu lato, constituida pela B. burgdorferi sensu stricto que é encontrada
na Europa, Asia e América do Norte, e pela B. garinii e B. afzelli na Europa e Asia
(YOSHINARI et al., 2010).

Virtualmente todos os carrapatos presentes no Brasil tém capacidade de serem vetores
de doencas, inclusive de borrelioses. Entretanto, dentre as espécies de carrapatos presentes no
territério nacional, destacam-se os carrapatos dos géneros Ixodes e Amblyomma, por serem
carrapatos trioxenos (carrapatos de trés hospedeiros), possuirem ampla distribuicdo
geogréfica, alta capacidade de fixacdo aos hospedeiros, sendo potenciais vetores de doencas
zoonoticas (MASSARD; FONSECA, 2004).

No Brasil, pesquisas de campo realizadas em localidades onde houve ocorréncia de
casos de Sindrome de Baggio-Yoshinari (SBY), evidenciaram a presenca de carrapatos das
espécies A. sculptum e Ixodes loricatus (BARROS-BATESTTI et al. 2000). Ao contrério do
que ocorre com a Doenca de Lyme cléssica nos Estados Unidos e Eurésia, no Brasil ndo tem
sido verificado casos humanos associados com historico de picadas por carrapatos do
complexo Ixodes ricinus (GUGLIELMONE et al. 2006).

Certamente os carrapatos Amblyomma spp. estdo envolvidos na epidemiologia das
borrelioses em nosso pais, sendo que ja houve relato de casos de SBY associados a picada
destes carrapatos (MANTOVANI, 2010). No estado do Espirito Santo, houve forte associa¢do
entre a ocorréncia de casos humanos de SBY e a presenca de capivaras, sugerindo que 0s
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carrapatos do género Amblyomma que as parasitam estejam participando do ciclo da doenga
(YOSHINARI et al., 2010).

Apesar de estes carrapatos serem 0s que mais comumente acometem humanos em
nosso pais, eles ndo sdo os unicos. Rhipicephalus (Boophilus) microplus também é um
potencial vetor, pois tem sido relatada a coexisténcia de anticorpos para B. burgdorferi e
Babesia bovis em humanos doentes com SBY (YOSHINARI et al. 2003). Além disso,
Rezende et al. (2008) visualizaram espiroquetas em cultivo de células embrionarias, assim
como na hemolinfa e nos ovos macerados de carrapatos R. B. microplus infectados
naturalmente, sugerindo tratar-se de Borrelia spp..

O modo de transmissdo das borrélias nos seus hospedeiros invertebrados pode ser
vertical (transovariano) efou horizontal (transestadial). Nas espécies transmitidas pelos
argasideos ocorre primordialmente a forma transovariana, o que € bem caracterizado no
género Argas com B. anserina, embora haja também transmissdo horizontal, principalmente
com as borrélias do grupo da febre recurrente para Ornithodorus. J& em carrapatos Ixodideos
pode ocorrer ambos modos de transmissdo (BARBOUR; HAYES, 1986).

No caso dos Ixodideos, a transmissdo da borrélias ocorre quando o carrapato fixa-se a
um hospedeiro por longo periodo e fica ingurgitado. Assim, as borrélias que estdo presentes
no intestino médio do carrapato sdo ativadas e migram através da parede do intestino e
hemocele, atingindo as glandulas salivares. Entdo, estas sdo inoculadas com a saliva do
carrapato no hospedeiro, o que leva cerca de 48 a 72 horas apés o inicio da fixacdo (BUTLER
et al. 2005). Porém, para os argasideos, que tém repasto sanguineo que se da em poucos
minutos, o tempo de fixagdo ndo € relevante, pois ocorre transmisséo tanto via saliva quanto
via liquido coxal, contra a exclusiva via salivar e o repasto lento dos ixodideos
(SONESHINE, 1991).

Com relacdo a transmissdo das borrélias, dos carrapatos vetores aos hospedeiros,
parece haver uma relagdo entre o meio ambiente do interior do intestino do carrapato e a
expressdo genética de proteinas de membrana na borrélia que facilitardo sua ativacdo e
transmissdo. Assim como parece haver influéncia das borrélias sobre os carrapatos,
estimulando a producdo de certas substancias em sua saliva que facilitardo a penetragéo e
infeccdo no hospedeiro (BUTLER et al. 2005).

As borrélias que se encontram no intestino medio de carrapatos em jejum s&o
metabolicamente ativas, mas a uma taxa muito baixa, expressando predominantemente a
proteina de membrana celular chamada OspA (DE SILVA; FIKRIG, 1995). Quando o
carrapato fixa-se ao hospedeiro, assim que 0 sangue comeca a chegar e encher o intestino do
carrapato, a transformagcéo das borrélias é iniciada. A partir dai elas comegcam a multiplicar-
se, aumentando sua motilidade e realizando alteragcbes morfoldgicas.

Assim, as borrelias presentes no intestino médio de carrapatos totalmente ingurgitados
expressam a proteina de membrana OspC em sua superficie em vez de OspA (TOKARZ et al.
2004). Tal OspC e produzida por borrélias quando em temperaturas entre 32 a 37 °C, mas ndo
quando a 24 °C. Portanto € sugestivo que tal expressdo seja dependente da temperatura e,
portanto, do hospedeiro (SCHWAN et al., 1995).

De forma geral, as proteinas de membrana OspA e OspB parecem ser antigenos
especificos quando estas estdo no carrapato, ao passo que a OspC parece ser expressa apenas
em carrapatos em alimentagéo no hospedeiro vertebrado (DE SILVA; FIKRIG, 1997).

Tem sido demonstrado que o efeito combinado do afluxo sanguineo, provocado pela
alimentagdo do carrapato e da mudanca de temperatura provocada pelo contato com o
hospedeiro e ingestdo de sangue quente em B. burgdorferi levou a uma expresséo diferencial
de 154 genes. Vérios genes de quimiotaxia e de deteccéo sdo ativados e tais mudangas podem
ser essenciais para as borrélias em sua transmissdo e adaptacdo ao hospedeiro vertebrado
(TOKARZ et al. 2004).
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Estudos demonstraram também que a presenca de B. burgdorferi na glandula salivar
do carrapato leva a um aumento da expressdo de uma proteina salivar denominada Salp15, o
qual interage especificamente com proteina de membrana OspC e parece facilitar a
disseminagdo da borrélia no hospedeiro (RAMAMOORTHI et al. 2005).

2.3 Doenca de Lyme

A Doenca de Lyme (DL) em humanos é definida como uma zoonose com inlimeras
manifestacGes clinicas sistémicas, sendo de ocorréncia na América do Norte, Europa e Asia, e
causada por borrélias do complexo B. burgdorferi sensu lato, tendo como vetores o0s
carrapatos do complexo l.ricinus. Nos Estados Unidos e Europa esta enfermidade tem como
agente etiologico a B. burgdorferi sensu stricto, sendo também observadas a B. garinii e B.
afzelli na Europa e Asia. Esta diversidade etioldgica é responsavel pelas diferencas clinicas e
laboratoriais regionais, bem como pela maior frequéncia do “Eritrema Migrans” (EM) e
comprometimento articular nos Estados Unidos (STEERE, 2001).

Na regido sul dos Estados Unidos ha também uma apresentagdo conhecido como
Doenga de Masters ou STARI (Southern Tick Associated Rash Illness). A sua sintomatologia
caracteriza-se pelo desenvolvimento de “rash” cutaneo semelhante ao EM, mas sem
sintomatologia sistémica. Tal doenga parece ser causada por borrélia incultivivel em meio
BSK, conhecida como Borrelia lonestari, sendo transmitida pelo Amblyomma americanum
(MASTERS et al., 1998).

A Doencga de Lyme evolui progressivamente, passando por Varios estigios. Na fase
aguda pode ocorrer sintomas dermatoldgicos como o EM, sintomas semelhantes a gripes,
como febre baixa, mialgias, artralgias, cefaléia e elevacéo transitéria de enzimas hepaticas.
Neste estagio, também podem aparecer novas lesbes dermatoldgicas menos expansivas e
disseminadas, conhecidas como eritema anular secundario. O estagio secundério surge dias ou
meses apds o contagio inicial e com o aparecimento de complicages articulares, neuroldgicas
e cardiacas (YOSHINARY et al., 2010).

A sindrome pds-Doenca de Lyme ou TAPOS (Tick Associated Poly-Organic
Syndrome) tem sido uma apresentacdo controversa e indefinida constatada nos Estados
Unidos. Parece ocorrer em pacientes com DL tratados com antibidticos, com melhora
transitria mas que, posteriormente, desenvolvem sintomas crénicos de duracéo superior a
seis meses, como mialgia, artralgia, dor radicular, disestesias, sintomas neurocognitivos e
intensa fadiga (YOSHINARY et al., 2010). Apesar da controversia, h4 crescente evidéncia
cientifica de que ha Doenga de Lyme cronica associada & infecgBes persistentes de B.
burgdorferi, a qual estaria relacionada a habilidade da espiroqueta em evadir-se ou suprimir o
sistema imune do hospedeiro através de diferentes mecanismos (TATULESCU et al., 2010).

2.4 Sindrome de Baggio-Yoshinari (SBY)

No Brasil, em humanos, tem sido observado que a doenca causada por Borrelia
comporta-se de modo diverso ao que se tem observado no hemisfério norte. Apds o inicio das
pesquisas sobre a DL em nosso pais, com divulgacéo a classe médica e o estudo dos casos que
surgiram, verificaram-se diferencas clinicas, epidemioldgicas, etioldgicas e laboratoriais entre
a DL cléssica e a DL que ocorria em nosso territdrio (YOSHINARY et al., 2010). Assim, tal
doenca foi inicialmente denominada como Doenca de Lyme-simile (DLS), Sindrome Infecto-
Reacional Lyme-simile (SIRLS) ou Doenca de Lyme-simile Brasileira (DLSB).

Com relacdo as manifestac@es clinicas, em nosso pais, ha a ocorréncia do classico EM
e complicagdes sistémicas habituais encontradas na DL cléssica, entretanto verifica-se na
enfermidade brasileira seu desenvolvimento com recorréncias, especialmente se o tratamento
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com antibidticos for introduzido ap6s trés meses do inicio da infeccdo (YOSHINARY et al.,
2010).

A epidemiologia da doenca no Brasil parece ndo envolver carrapatos vetores do
complexo I. ricinus como no hemisfério norte, visto estes caros ndo terem sido identificado
parasitando 0 homem nas éareas de risco (YOSHINARY et al., 2010). Como vetores destes
agentes, os carrapatos do género Amblyomma tem sido incriminados como principais
envolvidos na epidemiologia da SBY em nosso pais, com relato de casos associados a picada
destes ectoparasitos (MANTOVANI, 2010).

Com relacdo ao agente etioldgico, apesar da existéncia de sorologia da identificagdo e
visualizagdo de microorganismos similares as espiroquetas em pacientes humanos
(MANTOVANI et al., 2007), com 90% dos pacientes com SBY apresentando formas
semelhantes a espiroquetas latentes no sangue (YOSHINARY et al., 2010), e em animais
(ABEL et al, 2000a), sugerido-se tratar-se de uma borreliose, até 0 momento ndo foi possivel
realizar a cultura e o isolamento de bactérias do complexo B. burgdorferi sensu lato de
amostras coletadas de pacientes ou de possiveis animais reservatorios no Brasil.

Laboratorialmente a sorologia de anticorpos contra B. burgdorferi, baseada em
antigenos de cepas de origem americana ou européia, tem revelado titulos baixos e oscilantes,
desaparecendo rapidamente no sangue ou liquido cefalorraquidiano. Isto pode ser sugestivo
de reacBes cruzadas para outra espécie de borrelia circulante no Brasil, que ndo a B.
burdorferi. Ademais, os doentes no Brasil também apresentam alta frequéncia de
autoanticorpos dirigidos contra diferentes constituintes celulares (YOSHINARY et al., 2010),
podendo acarretar doengas auto imunes.

Pesquisas realizadas no Laboratorio de Investigacdo em Reumatologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (LIM-17 HCFMUSP)
revelaram a existéncia de microorganismos fastidiosos com estruturas morfoldgicas
semelhantes & Mycoplasma spp., Clamydia spp. e espiroquetideos sem flagelos no sangue
periférico de pacientes com Sindrome Infecto Reacional Lyme Simile (SIRLS) apresentando a
sorologia negativa para Mycoplasma spp. e Clamydia spp. (MANTOVANI et al., 2007).

Desta forma, é sugestivo que exista uma diferenca morfoldgica entre a B. burgdorferi
e 0 microorganismo identificado como possivel agente causador da doenga em nosso pais,
sugerindo-se, com bases em informacdes da literatura médica, que tais diferentes estruturas de
morfologia atipica representariam variacbes morfoldgicas de espiroquetas latentes
(YOSHINARI et al., 2010).

Com isto, surgiu a concepcdo de uma nova zoonose que imita a DL classica, mas
tipicamente brasileira, que tem como agente etioldgico espiroquetas, possivelmente borrelias,
que conservam uma forma atipica, tanto nos hospedeiros vertebrados como nos invertebrados.
Tal conceito justificaria as diferencas entre a SIRLS e a DL classica, como a dificuldade de
cultivo do agente etiolégico em meio Barbour-Stoenner-Kelly (BSK); a auséncia de
espiroquetas na apresentacéo espiralada helicoidal tipica; a baixa resposta imunoldgica contra
antigenos de cepas de B. burgdorferi; e as recorréncias clinicas assim como os distirbios
imuno-alérgicos (YOSHINARY et al., 2010).

A biodiversidade brasileira, aparentemente com inlimeros animais reservatorios e
carrapatos, e as diferencas climaticas em nossos ecossitemas, foram sugeridas como os fatores
implicados no surgimento de espiroquetas latentes, possivelmente borrélias em apresentacdo
cistica, muito diferente dos microorganismos espiralados encontrados no hemisfério norte
(YOSHINARI et al, 2010).

Por tais motivos, com a finalidade de desvincular esta doenca tipicamente brasileira da
DL cléssica, visando incentivar a pesquisa e difundir o conhecimento desta zoonose
emergente & classe médica, prop6s-se a nomenclatura de Sindrome de Baggio-Yoshinari
(SBY) (YOSHINARI et al., 2010).

70



Apesar disto, também ha evidéncias sorologicas que suportam a hipotese de que
borrélias do grupo B. burgdorferi sensu lato, também possam estar circulando em nosso pais
na regido amazonica, tendo sido constatados pacientes humanos sororeagentes em ELISA e
confirmados por Western Blot, com 1gG especificas para B. burgdorferi (SANTOS et al.,
2010).

Foi isolada pela primeira vez no Brasil, por Gongalves et al. (2013), uma cepa de
Borrelia burgdorferi de carrapatos Dermacentor nitens coletados em equinos utilizados como
animais de tracdo de carro¢as em um municipio do interior do estado do Parana.

Barbieri et al. (2013) no Uruguai, isolaram B. burgdorferi em carrapatos do complexo
I. ricinus. Nava et al. (2014) na Argentina, isolaram B. burgdorferi em carrapatos Ixodes
pararicinus.

2.5 Epidemiologia e Satde Unica

Ainda hoje os modelos biol6gicos sdo 0s mais prevalentes paradigmas em
epidemiologia, considerando a saide em fungdo da doenca, sendo os fatores bioldgicos seus
mais relevantes determinantes. Entretanto, modelos epidemiolégicos mais amplos e holisticos
que representem a natureza multicausal dos agravos que, na realidadade, sdo determinados
por fatores biopsicosociais, estariam mais de acordo com as definicbes mais avancadas de
saude (PEREIRA, 2012).

Capra (2002) teoriza que todas as formas de vida, desde as células mais primitivas até
as sociedades humanas, organizam-se segundo o mesmo padrdo e principio béasico de
relagdes: o padrdo em rede ou teia. Assim, ocorre o desenvolvimento sob uma 6tica sistémica
e unificada, demonstrando que a vida de todos os seres vivos € interligada por redes
complexas, compondo a “teia da vida”.

A epidemiologia das doengas transmitidas por vetores artrdpodes claramente
demonstra ser influenciada por uma rede de multiplos fatores e variaveis que interferem de
diferentes maneiras em sua teia epidemioldgica. Devido aos fendmenos naturais e/ou
decorrentes de intervencdo humana ou agBes antrdpicas, as mudancas ambientais e
perturbacBes ecoldgicas tém exercido e continuam a exercer uma marcada influéncia na
reemergencéncia e emergéncia de doengas parasitarias zoon6ticas (PATZ et al., 2000). Sabe-
se que a distribuicdo e a prevaléncia das doengas transmitidas por carrapatos dependente
primariamente da distribuicdo geogréfica e atividade destes (BARANDIKA et al., 2008),
sendo notado uma aparente expansdo da distribuicdo geogréfica de algumas espécies de
carrapatos vetores de doengas a animais e a humanos. Associada a esta expanséo verificamos
0 aumento da prevaléncia e dispersdo destas doengas em determinadas regides (DANTAS-
TORRES et al., 2012).

A composicdo e caracteristicas das comunidades de vertebrados na natureza, como
diversidade e riqueza de fauna, é essencial na determinacéo do risco de doengas, podendo
influenciar o risco de transmissdo destas, como foi relatado nos Estados Unidos num modelo
de transmissdo de B. burgdorferi por carrapatos I. scapularis (KEESING et al., 2010).

Neste pais, a incidéncia e distribuicdo espacial da DL tem crescido anualmente nos
EUA, com a fragmentagdo das florestas da regido nordeste, sendo de ocorréncia comum no
entorno das cidades, &reas suburbanas e rurais. Tal fragmentacdo tem determinado um
aumento na populacéo dos ratos de pés brancos (White Footed Mice), reservatérios da B.
burgdorferi, infectando carrapatos que neles se alimentam (LEVI et al., 2012).

Foi demonstrado que o aumento da incidéncia da DL também esta associado com a
diminuicdo da populacdo de raposas vermelhas (Vulpes vulpes), as quais se alimentam de
ratos de pés brancos nestas areas de degradagdo ambiental. Uma menor biodiversidade levaria
a baixas chances de predacdo ocasionando um efeito cascata que aumentaria o risco de
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ocorréncia de doengas zoondticas, inclusive da DL. Modelos matematicos estimaram que uma
queda em 20% na predacao dos roedores mais que dobraria 0 nimero de ninfas de carrapatos
infectadas em determinada rea (LEVI et al., 2012).

No Brasil, recentemente e pela primeira vez, foi verificado o efeito de diluicdo com
areas de maior biodiversidade apresentando uma diminuigdo do risco de transmissdo de Febre
Maculosa Brasileira (FMB), quando comparado a areas de maior degradacdo ambiental.
Verificou-se também menor soroprevaléncia para FMB em cées das areas de maior
biodiversidade e menor acéo antropica (CHAME; LABARTHE, 2013).

Assim, é sugestivo que a degradacdo ambiental antropica pode estar contribuindo, em
certos casos, para 0 aumento do risco de zoonoses transmitidas por carrapatos, sendo possivel
que tal fato também possa estar ocorrendo com a SBY no Brasil, o que justificaria a
realizagdo de mais estudos epidemioldgicos buscando elucidacdo de tal possibilidade.

O conceito de Satde Unica, popularizado na segunda metade do século passado pelos
médicos veterinarios James H. Steele e Calvin W. Schwalbe, preconiza a rede de ligacfes
indissociaveis existente a salde humana, animal e ambiental (SOARES, 2013). Desta forma,
também tem sido enfatizada a importdncia de uma abordagem epidemioldgica
multidisciplinar e holistica, sob a dtica da Satde Unica, para as doengas transmitidas por
carrapatos, unindo esforgos entre os médicos veterinarios e outros profissionais, visando um
manejo mais adequado destas doencas (DANTAS-TORRES et al., 2012). Tal abordagem tem
sido utilizada para predizer zoonoses emergentes na regido amazonica (CHAME;
LABARTHE, 2013), como em diversas regibes do mundo, com esfor¢cos no sentido de
implantacdo de programas de Satde Unica coordenados por entidades como a Organizagio
Mundial de Saude (OMS), a Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e
Agricultura (FAO) e a Organizacéo Internacional de Epizootias (OIE) (SOARES, 2013).

No caso da SBY, no Brasil, a rede epidemioldgica que envolve a doenca parece ser
bastante complexa, com a participagdo de carrapatos Amblyomma spp. e, possivelmente, R. B.
microplus também. Apesar da identificacdo de microorgasnismos similares a espiroquetas em
alguns animais e humanos doentes, o real agente etioldgico ainda esti por ser isolado e
caracterizado, bem como os animais que atuam como reservatorios competentes estdo por ser
descobertos. Assim, em nosso territorio, a epidemiologia da doenca ainda esta por ser melhor
definida, sendo portanto salutar uma abordagem epidemioldgica desta sob a otica da Satde
Unica.

2.6 Animais Reservatérios, Sentinelas e Carreadores

Na Europa, tem sido verificado que passeriformes, durante seus processos migratorios,
podem contribuir para a disseminacéo de carrapatos e borrélias. Trés mecanismos podem estar
ocorrendo na disseminacdo de carrapatos e borrélias. Em primeiro lugar, o transporte passivo
de ninfas previamente infectadas e/ou larvas infectadas via transovariana pode ocorrer. Em
segundo lugar, as aves migratorias infectadas podem infectar os carrapatos que,
posteriormente, sdo deixados em um novo local. Em terceiro lugar , os carrapatos podem
transferir borrélias entre si por meio de co-alimentagdo durante o transporte pelas aves
(HASLE et al, 2011). Este processo foi observado em aves migratorias marinhas, inclusive
com o carreamento de borrélias e carrapatos entre continentes (HUMAIR, 2002).

Na Eurésia tem sido identificados como reservatorios competentes de B. burgdorferi
sensu lato pequenos mamiferos (pequenos roedores), mamiferos de médio porte (esquilos,
texugos, porcos-espinho, raposas) e 16 espécies de aves, incluindo passeriformes, aves
marinhas e faisdes. O camundongo (Mus musculus) é fortemente suspeito de ter competéncia
como reservatorio, bem como muitas outras espécies de pequenos roedores silvestres,
especialmente da Europa Oriental e Russia. Ungulados, inclusive cervideos, aparentemente
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ndo cumprem papel importante como hospedeiros desses patdgenos, embora a transmissdo
através de co-alimentacdo possa permitir a infeccdo dos carrapatos, 0s quais atuariam como
amplificadores e carreadores de carrapatos (GERN et al., 1998).

Nos EUA, como comentando anteriormente, o principal reservatério competente de B.
burdorferi € um pequeno roedor, o rato de pes brancos (“White Footed Mice), Peromyscus
leucopus, o qual infecta larvas e ninfas que nele se alimentam. Embora o veado de cauda
branca (“white-tailed deer’”), Odocoileus virginianus, ndo transmita eficazmente espiroquetas
aos carrapatos que nele se alimentam, ndo sendo um reservatorio competente, este cervideo
pode atuar como sentinela e também como carreador de carrapatos infectados, contribuindo
para a dispersdo da doenca. Aves também tem um papel na dispersdo de larvas e ninfas de
carrapatos infectados, parecendo que algumas espécies funcionam como reservatorios
competentes de B. burdorferi. E reconhecido que as aves colaboram para o estabelecimento
de novos focos de DL, sendo seu papel como reservatério de menor importancia se
comparado ao pequeno roedor (MAGNARELLI, 2011).

No Brasil, tem sido verificada soropositividade em cées, testados por ELISA, para B.
burgdorferi, refor¢cando a importancia destes como sentinela. Cordeiro et al. (2012), em estudo na
cidade de Seropédica- RJ, encontraram soroprevaléncia similar as encontradas em pesquisas
sorolégicas realizadas em cdes de areas endémicas para DL nos Estados Unidos. Alves et al.
(2004) também encontraram resultados similares na regido metropolitana do Rio de Janeiro.

Borrelia spp. foi identificada em urina de gambés (Didelphis aurita) sadios e
naturalmente infectados ap6s imunossupressdo com ciclofosfamida, sendo tais espiroquetas
infectantes quando inoculadas em camundongos albinos (BARBOZA, 1997). Abel et al.
(2000b) identificaram espiroquetemia em 13 de 56 gambés D. aurita capturados na natureza e
naturalmente infectados, relatando ainda que tais animais estavam parasitados por carrapatos
dos géneros Amblyomma e Ixodes. Assim é sugestivo que tais marsupiais possam ser
reservatorios de borrélias em nosso pais, com participagdo em sua epidemiologia.

Estudo com roedores e marsupiais capturados em reserva de Mata Atlantica, na regido
de Cotia — SP, onde casos humanos de SBY e cdes sororeativos foram reportados, conseguiu
cultivar espiroquetas a partir de amostras de sangue de alguns marsupiais, de sangue e figado
de roedores e de carrapatos Ixodes adultos coletados dos animais. Tais dados sugerem que 0s
carrapatos de especies Ixodes, demosntrando que estes roedores e marsupiais podem estar
envolvidos no ciclo enzodtico das borrélias na regido (ABEL et al., 2000a).

Da Costa et al. (2002) observaram, a microscopia de campo escuro, espiroquetas em
culturas de quatro amostras de bago de roedores silvestres, uma de figado de roedor silvestre,
uma de sangue de marsupial e trés de macerados de ninfas de Amblyomma provenientes de
roedores e marsupiais silvestres, todos coletados em area de reserva de floresta urbana no
Estado do Mato Grosso do Sul.

Como exemplos de animais de nossa fauna silvestre que apresentam grandes
infestacOes de carrapatos particularmente do género Amblyomma, podem ser citados capivaras
e gambés (PEREZ et al. 2008), os quais podem estar funcionando como reservatorios de
borrélias. Em alguns municipios do Estado do Espirito Santo tem sido verificado, além de
sororeatividade para B. burgdorferi em cées, uma associacéo entre a presenca de capivaras e a
ocorréncia de casos humanos de SBY. Suspeita-se que carrapatos Amblyomma que parasitam
as capivaras participem da epidemiologia da SBY (SPOLIDORO, 2009). Também é
importante salientar que muitos casos de SBY humanos tem historico de desenvolvimento de
sintomas clinicos ap6s contato com animais domésticos como cées, equinos e bovinos
(YOSHINARY et al., 2010).

Mesmo com todas estas evidéncias epidemioldgicas, de forma analoga ao que tem
ocorrido nos casos humanos de SBY, apesar da identificacéo e visualizagdo de espiroquetas a
partir de amostras de animais silvestres, domésticos e carrapatos no Brasil, ndo se tem tido
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sucesso no seu cultivo em meios de cultura habituais, como o meio BSK. Igualmente néo se
tem conseguido identificagéo por técnicas moleculares (PCR) (YOSHINARY et al., 2010).

Muitos aspectos da epidemiologia destas espiroquetas continuam a ser investigados,
entretanto, reconhecendo-se que a presenca de espiroquetas em carrapatos ou mamiferos, por
si sO, ndo prova que estes sejam vetores ou reservatorios competentes. Para 0s carrapatos,
testes de infecgdo experimental s@o necessarios para avaliar a capacidade destes para manter e
transmitir tais espiroquetas a novos hospedeiros, comprovando assim sua competéncia
vetorial. Ademais, a competéncia dos reservatorios vertebrados deve ser confirmada por testes
de xenodiagndstico (ABEL et al., 2000a).

Portanto, cdes (CORDEIRO et al., 2012), equinos (MADUREIRA, 2004;
MADUREIRA, 2007), bovinos (ISHIKAWA,1996) e animais silvestres (ABEL et al., 2000a),
tém sido identificados como sororeagentes, evidenciando a circulagdo de borrélias nas zonas
urbana e rural, bem como em ambientes silvestres em nosso pais. E possivel que pequenos
roedores, marsupiais, capivaras e outros animais silvestres e domésticos participem da
epidemiologia da SBY, sendo necessarios mais estudos epidemioldgicos sob a dtica da Saide
Unica para esclarecimento do seu real papel de cada ator nesta rede.

2.7 Borreliose em Equinos

Na Ameérica do Norte muito se tem debatido acerca da ocorréncia de DL ocasionada
por B. burgdorferi, suas manifestacdes clinicas, terapéutica e métodos diagndsticos em
equinos. Paises da Europa também tem relatado possiveis casos de DL em equinos,
entretanto, no Brasil, apesar de estudos revelando sorologia positiva, e variada
soroprevaléncia, em rebanhos de diferentes partes do pais, pouco se tem relatado acerca de
doenca clinica nestes animais. Analogamente as diferencas entre as manifestagdes clinicas
entre a DL classica de humanos que ocorre no Hemisfério Norte e a SBY, é possivel que
existam divergéncias também nas manifestacOes clinicas entre a DL que acomete equinos
nestes paises e a(s) borreliose(s) que acomete(m) equinos no Brasil, sendo necesséria a
realziacdo demais estudos para elucidar, dentre outras questfes, os sintomas clinicos
relacionados & manifestacdo da infeccdo por borrélias em equinos em nosso territorio.

Assim, deve-se atentar para tal possibilidade, incluindo a borreliose em diagndsticos
diferenciais de algumas manifestagdes dermatoldgicas, neuroldgicas, oftalmoldgicas e
osteomioligamentosas em equinos, estando especialmente alertas ao potencial de transmissao
desta zoonose por carrapatos do género Amblyomma.

2.7.1 Estudos de soroprevaléncia de Borrelia spp. em equinos

Como em humanos, cées e equinos séo tidos como hospedeiros acidentais para a B.
burgdorferi na América do Norte, em contraste com pequenos roedores e aves que podem
atuar como hospedeiros reservatdrios e manter o ciclo das borrélias na natureza. Assim,
estudos sobre a soroprevaléncia e a infecgdo nestes animais domésticos que vivem em estreita
proximidade com os seres humanos tem sido utilizados para a detecgdo precoce da
emergéncia e na avaliagéo do risco de transmisséo de B. burgdorferi para os seres humanos e
animais em &reas geograficas definidas, os quais seriam sentinelas para a DL (WAGNER;
ERB, 2012).

Wagner; Erb (2012) encontraram prevaléncia de 8% em amostras de soros equinos de
municipios do Estado de Nova York, EUA. No Estado de Minessota, estudo retrospectivo
analisando soros de 1.290 equinos, através de RIFI, encontrou uma soroprevaléncia de 58,7%,
indicando a alta exposi¢do dos animais e sugerindo que a DL deva entrar como diagnéstico
diferencial em casos de doengas neuroldgicas e musculoesqueléticas de equinos desta regido
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(DURRANI et al., 2011).

Na regido Nordeste dos EUA, considerada endémica para DL humana,, foi verificado
por ELISA e confirmado por Imuno Blot uma prevaléncia de 45,1% em 85 amostras de soro
equino testadas, sendo esta elevada prevaléncia atribuida a ampla distribuicdo geogréfica dos
carrapatos Ixodes e & presenca de roedores reservatorios nesta regido (MAGNARELLI et al.,
2000). Estudos na regido Noroeste dos EUA, regido ndo endémica de DL humana, revelaram
menor soroprevaléncia, 14,8% (METCALF et al., 2008). Tais estudos evidenciam o papel do
equino como sentinela para a DL nos EUA.

Na Suica, amplo estudo em 2.019 amostras de soros equinos de todo o pais, revelou
soroprevaléncia de 16,8% para B. burgdorferi sensu lato (EGENVALL et al., 2001).

Na Roménia, estudo analisando 260 amostras de soros equinos provenientes de
diferentes regides do pais, revelou uma prevaléncia de 11,92% através de RIFI para B.
burgdorferi sensu lato (KISS et al., 2011).

No Japéo, pesquisa analisando amostras de cavalos Puro Sangue do distrito de Hidaka,
encontrou soroprevaléncia de 97,7% para B. garinii através de RIFI (YBANEZ et al., 2013).

Na Italia, na regido turistica de Bellunese, foi encontrada soroprevaléncia de 25,3%,
em equinos, para B. burgdorferi sensu lato (COMIN et al., 2007).

Estudo analisando amostras de soros de equinos da Franga, Guiana Francesa e regioes
da Africa Subsaariana, revelou soropositividade apenas em equinos de regides metropolitanas
da Franga. A soroprevaléncia foi de 12% na regido sul, 31% na regido central e 48% no norte
do pais (MAURIZI et al., 2010).

No Brasil, o primeiro estudo de soroprevaléncia para anticorpos da classe 1gG,
homologos contra B. burgdorferi cepa G39/40 através do ensaio de imunoadsorcéo
enzimética (ELISA) indireto, analisando amostras de equinos de diferentes regides e tipos de
manejo no Estado do Rio de Janeiro, indicou uma soroprevaléncia de 42,9% em equinos de
pequenos criadores do municipio de Seropédica, relacionando este achado a alta infestacdopor
carrapatos nos animais desta area (SALLES et al., 2002).

Na mesoregido metropolitana de Belém, estado do Pard, estudo investigando a
frequéncia de equinos soropositivos para anticorpos da classe 19gG, homologos contra B.
burgdorferi cepa G39/40 através do ensaio de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA) indireto,
revelou uma soroprevaléncia de 26,3% entre os 300 equinos amostrados (GALO et al., 2009).
Ainda neste estado, em animais provenientes da Ilha de Maraj6 e do Municipio de
Castanhal,foi verificada uma prevaléncia de 7,2% nas 208 amostras testadas, sendo que 0s
equinos estavam parasitados, unicamente, pela espécie Dermacentor nitens (MADUREIRA et
al., 2009).

Da mesma forma, analisando 747 amostras de soros de equinos dos municipios de
Trés Rios e Vassouras, no estado do Rio de Janeiro, Madureira et al. (2007), verificaram uma
prevaléncia de 28,4% nestes animais.Spolidoro et al. (2010) encontraram soroprevaléncia de
4,2% em 27 amostras de soro provenientes de equinos da zona rural de seis municipios do
estado do Espirito Santo.

Por esses achados, verifica-se que como no Hemisfério Norte, assim também no Brasil
os estudos sorologicos para borrélias em equinos tém revelado prevaléncias distintas.
Certamente, tal diversidade reflete a ampla gama de fatores que influenciam a ocorréncia
deste potencial agente zoondtico e sua complexa rede epidemioldgica, sendo que no Brasil a
historia natural desta doenca ainda esta por ser elucidada. E fato que o equino é um animal
sentinela para a doenca, devendo os estudos serem conduzidos no sentido de monitorar o
status soroldgico na populacdo destes animais, o que serviria de pardmetro para a detecgéo da
emergéncia e risco da doenga nas diversas regides do pais.
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2.7.2 Manifestacdes clinicas das borrelioses em equinos

A DL é a doenca transmitida por carrapatos a equinos mais controversa e
frequentemente diagnosticada em cavalos em certas partes dos Estados Unidos. Uma juncéo
de fatores tem levado a isto, dentre os quais ressaltamos 0 aumento da exposi¢éo a carrapatos
infectados por borrélias, a variabilidade e a natureza vaga dos sinais clinicos, a dificuldade
para se chegar a um diagnostico definitivo e as como mudangas e alteragdes ambientais que
influem nas populagdes de animais selvagens que coabitam ambientes com os equinos
(GRENAGER, 2013). De modo geral, verifica-se ainda muita controvérsia acerca dos sinais
clinicos das borrelioses nestes animais, verificando-se na América do Norte e Europa
descri¢des semelhantes & de casos humanos, sendo uma doenga multissistémica também nos
equinos (DIVERS et al., 2009). Um amplo espectro de sinais clinicos tem sido atribuido as
borrelioses em cavalos. Apesar disto, 0 estabelecimento de causa e efeito tem sido dificil de
documentar na maioria dos casos (DIVERS, 2007). Em algumas areas dos Estados Unidos,
devido a alta soroprevaléncia para DL em equinos, verifica-se uma grande dificuldade em
associar os sinais clinicos observados a sorologia positiva, tornando a ocorréncia desta doenca
nestes animais ainda bastante controversa (DIVERS, 2013).

Dentre os sinais clinicos mais comumente atribuidos & DL em cavalos incluem-se
febre baixa, rigidez e claudicacdo em mais de um membro, sensibilidade muscular,
hiperestesia, inchago nas articulages, letargia e alteragdes comportamentais (MAGNARELLI
et al., 2000). Disfuncdo neuroldgica e panuveite foram relatadas em um cavalo e um ponei
(BURGESS et al., 1986; HAHN et al., 1996).

Ao contrério da sintomatologia da DL em humanos, em equinos o derrame articular
tem sido minimo na maioria dos casos suspeitos de borreliose equina (DIVERS, 2013). Perda
de massa muscular e dor na regido toracolombar tém estado presentes em alguns cavalos com
altos titulos na sorologia para B. burgdorferi, com alguns destes animais apresentando sinais
neuroldgicos (IMAI et al., 2011).

Manion et al. (2001) observaram como principal sinal clinico a claudicacdo
envolvendo multiplas articulagdes, seguido por mudancas de comportamento (mais
freqlientemente expressa como uma falta de vontade de trabalhar).

Também foram relatados casos de associacdo entre Borrelia e uveite em equinos,
baseado na identificacdo de espiroquetas no liquido ocular e exame de PCR positivo para B.
burgdorferi, sugerindo que DL deva entrar no diagndstico diferencial de uveites em equinos
de &reas endémicas (PRIEST et al., 2012).

Relato de caso de neuroborreliose em dois cavalos indicou que ambos tinham
meningoradiculoneurite necrossupurativa crénica quando da necropsia. Hiperestesia, dor
lombar e perda de massa muscular foram os achados clinicos iniciais, sendo seguidos por
ataxia de todos os quatro membros, paralisia do nervo facial e, finalmente, tremores de cabeca
associados a depresséo em um dos cavalos. Na histopatologia foram identificadas
espiroquetas em ambos 0s casos, através da coloracdo de impregnacdo pela prata de Bosma
Steiner, predominantemente nas regides da dura-mater afetadas do cérebro e da medula
espinhal (IMAI et al., 2011).

Com base em poucos casos, DIVERS et al. (2013) sugerem que a ataxia e perda de
massa muscular lombar, causada por meningite linfohistiocitica e radiculoneurite, com
fasciculagBes ocasionais e rigidez do pescogo, sdo caracteristicas comuns de neuroborreliose
no cavalo. O liquido céfalorraquidiano provavelmente mostraré pleocitose linfocitica, achado
raro em humanos com neuroborreliose, com alguns equinos apresentando o liquido positivo
para B. Burgdorferi quando testados pela PCR.

Comparando animais infectados com grupo controle em avaliagdo de infeccéo
experimental por B. burgdorferi em poneis, verificou-se que os sinais clinicos ndo seriam
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Obvios. Apo6s a infeccdo experimental, através de infestacdo por carrapatos infectados
experimentalmente durante sete dias, seguido de observagdo por nove meses, organismos do
género Borrelia foram consistentemente encontradas, através de cultura e PCR, em todas as
membranas sinoviais, na pele e na fascia proximas ao local onde os carrapatos anteriormente
haviam se afixados, caracterizando aparentemente uma predilecdo pela persisténcia da
infeccéo nestes locais (CHANG et al. 2000).

Esta constatacéo de borrélias na fascia de cavalos experimentalmente infectados pode
explicar a hiperestesia relatada em muitos casos suspeitos, podendo dar uma pista sobre o
movimento e 0s potenciais locais de persisténcia das espiroguetas no organismo equino (pele,
fascia, nervos e membranas sinoviais) (DIVERS et al., 2009).

Um primeiro relato de lesdes de pele macroscopicas associada a borrelias descreve o
caso de um equino que desenvolveu mdltiplas papulas dérmicas sobre a &rea do masséter
direito trés meses apds a remog¢do de um carrapato em tal localizacdo. Tal equino desenvolveu
uma forma de pseudolinfoma associada a picada de carrapato. Testes soroldgicos positivos e
PCR da amostra da bidpsia, em conjunto com o teste de imuno-histoquimica da bidpsia da
pele mais a historia clinica e a resposta ao tratamento com doxiciclina, sugeriram fortemente o
diagndstico de pseudolinfoma cutaneo associado a infec¢éo por B. burgdorferi (SEARS et al.,
2012).

Em estudo soroldgico comparativo entre equinos com sinais clinicos de borreliose e
equinos sem sintomatologias procedentes de regido endémica para DL, constatou-se que
cavalos clinicamente doentes tiveram uma maior prevaléncia de immunoblots positivos para
B. burgdorferi (77%) quando comparados aos equinos controles saudéaveis de regido
endémica (29%), assim como tiveram titulos mais elevados de ELISA em relacdo aos
controles. Assim, embora a infeccdo subclinica com B. burgdorferi seja comum, parece haver
duas diferengas quantitativas e qualitativas na sorologia entre cavalos clinicamente doentes e
saudaveis de areas endémicas (MANION et al.,2001).

No Brasil, a SBY em humanos tem sintomatologia e evolu¢do divergente da DL
cléssica do hemisfério norte e Eurésia. Assim, ha de se imaginar que a doenca ocasionada por
borrélias em equinos em nosso pais também tenha comportamento e sintomatologias
diferentes dos encontrados em equinos da América do Norte e Eurasia, sendo que, até o
momento, ndo temos estudos publicados acerca da sintomatologia e terapéutica da borreliose
em equinos no Brasil. Entretanto, estudos demonstrando sorologia positiva para B.
burgdorferi cepa 39/40 tem evidenciado que borrélias infectam e circulam entre os equinos
em nosso pais, havendo a possibilidade destes estarem participando da epidemiologia da
doenca (SALLES et al., 2002; MADUREIRA et al., 2007).

2.7.3 Diagndstico em equinos

Dado a inespecificidade dos sinais clinicos, a definicdo do diagnéstico de DL em
animais, assim como € preconizado na Medicina Humana, deve associar a clinica, a
epidemiologia, a regido geogréfica, o histérico e a sorologia (YOSHINARY et al., 2010;
BATHE; SCHWARTZ, 2011; DIVERS, 2013).

Borrélias sdo bactérias de necessidades metabdlicas complexas, tendo seu cultivo
iniciado-se em peritbnio de ratos e ovos embrionados (BARBOUR; HAYES, 1986).
Atualmente o meio para cultivo e isolamento de Borrelia spp. mais utilizado é o meio BSK,
com o crescimento da espirogqueta ocorrendo & temperatura de 33°C em, aproximadamente,
sete dias, sendo seu cultivo pode realizado a partir de diferentes amostras como saliva,
hemolinfa e tecidos de carrapatos, soro, fluidos corporais e tecidos de animais e do homem
(BARBOUR, 1984; DICKINSON & BATTLE, 2000; TEIXEIRA, 2010).
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Apesar de factivel, o cultivo tem diversas limitacbes para o uso rotineiro em
diagndstico laboratorial, visto que nem todas as espécies de Borrelia sdo de facil cultivo ou
cultivaveis (TEIXEIRA, 2010). Além disso, este é considerado um processo demorado e
oneroso, sendo que no Brasil ndo se tem tido sucesso no cultivo e isolamento da(s) borrélia(s)
circulante(s) em nosso meio (YOSHINARI et al., 2010).Microscopicamente, a visualizagéo
das espiroquetas pode ser realizada em campo escuro, de contraste de fase ou em tecidos
corados pela coloragédo de impregnacdo pela prata de Borma-Steiner (BARBOUR; HAYES,
1986).

Na Eurésia e América do Norte, a confirmacdo diagnostica da DL em humanos tem
sido basicamente soroldgica, visto o cultivo destes organismos ser um procedimento
demorado e pouco produtivo, com a PCR ainda pouco empregada, so identificando casos em
que borrélias estdo circulantes ou depositadas nos tecidos (YOSHINARY et al., 2010).

Da mesma forma, em equinos, o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) indireto e a
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) tém sido os testes mais frequentemente
utilizados para verificar a exposicdo a borrélias no hemisfério norte (DIVERS et al., 2013),
sendo o ELISA indireto com antigeno de célula total sonicada o teste inicial mais sensivel
(BATHE; SCHWARTZ, 2011).

Greene et al. (1991), comparando os testes de ELISA e RIFI em amostras de soro
canino para 1lgG homdlogos de B. burgdorferi , encontraram concordancia entre os testes,
variando entre 93,5% a 98%. Magnarelli et al. (2004) demonstraram alta especificidade (97%)
do teste de ELISA, com antigeno bruto e com antigeno recombinante, para a confirmacdo da
exposicao de bovinos a B. burgdorferi, testando 60 soros de animais positivos para Leptospira
interrogans, Brucella spp., Anaplasma marginale e Anaplasma phagocytophilum para avaliar
sua especificidade.

Magnarelli et al. (1984) compararam a concordancia dos testes de ELISA e RIFI na
detecgdo de anticorpos para B. burdorferi em soros de humanos, caes e ratos de pés brancos
naturalmente infectados, e ratos suicos experimentalmente infectados. Verificou-se que os
soros reagiram de maneira similar em ambos os testes, sendo observada uma concordancia de
95%.

Em humanos, no Brasil, na falta de um isolado brasileiro de borrélia, tem sido usada
B. burgdorferi cepa G39/40 de origem americana nos ensaios soroldgicos (ELISA e Western-
blotting), sendo o ELISA realizado com antigeno total sonicado segundo metodologia adotada
nos EUA (YOSHINARY et al., 2010).

Em Medicina Veterinaria, ensaios de ELISA indireto para deteccéo de IgG homdlogas
anti-B. burgdorferi, & partir de antigeno de célula total (cepa americana de B. burdorferi G
39/40) sonicado foram padronizados com resultados satisfatorios para avaliar soros de cdes
(SOARES, 1999), equinos (SALLES, 2002) e bovinos (ISHIKAWA, 1996), sendo
empregados para varreduras de populaces em estudos epidemioldgicos.

Apesar de haver relatos de reagdes cruzadas entre Borrelia spp. e Leptospira spp., tais
reacOes aparentam ndo serem significativas (WELLS et al.,1993; JOPPERT, 1995). No Brasil,
nos estudos de soroprevaléncia realizados em cdes (SOARES et al.,1999), bovinos
(ISHIKAWA, 2000) e equinos (SALLES et al., 2002), com auxilio do teste ELISA indireto,
ndo foram observadas reagfes cruzadas entre esses dois géneros de espiroquetas.

Madureira (2007) caracterizou morfometrica e genotipicamente um isolado de
espiroqueta oriunda de equino do estado do Rio de Janeiro, com a analise das sequéncias do
isolado para os genes 16S rRNA e fla revelando identidade com seqiiéncias depositadas no
“GeneBank” para Borrelia theileri. Em conjunto com a anélise morfométrica (17,2 £ 3,6 um
de comprimento; 10 + 2 espiras), classificou-se este microrganismo como B. theileri
(MADUREIRA, 2007).
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A B. theileri é uma espiroqueta transmitida principalmente por carrapatos R. (B.)
microplus que pode infectar bovinos e equinos (COLLOW, 1967). Devido a possibilidade de
ocorréncia de reacgdes cruzadas entre B. burgdorferi e B. theileri em regibes onde ambos os
agentes coexistam, poderia existir potencial comprometimento da interpretacéo dos resultados
quando da realizagdo dos estudos soroepidemioldgicos (ROGERS et al., 1999). No entanto,
estes autores ndo teriam evidenciado a ocorréncia de reagdes cruzadas entre tais agentes
etioldgicos quando do teste de ELISA avaliando a especificidade deste ensaio.

O uso de antigenos recombinantes especificos para B. burgdorferi tem sido estudado
na tentativa de se aumentar a especificidade dos ensaios. Dentre 0s antigenos, os principais
estudados tém sido aqueles derivados das proteinas de superficie da membrana externa (Osp),
tais como: as proteinas de superficie OspA (Outer Surface Protein A) (31kDa), a OspB (Outer
Surface Protein B) (34kDa), a OspC (23kDa), a OspE (Outer Surface Protein E) (19kDa) e a
OspF (Outer Surface Protein F) (29kDa). Além destas, a liproproteina VISE (surface-exposed
lipoprotein) e o fragmento central da flagelina p41-G (13kDa), dentre outras proteinas, p22,
p35, p37e p39, tem sido avaliadas (GREENE et al., 1988; MAGNARELLI et al., 1997; 2000;
2004; MAGNARELLI; FIKRIG, 2005).

Apesar de considerar-se que 0 uso de antigenos recombinantes possa aumentar a
especificidade dos ensaios, os estudos com tais antigenos também revelaram limitagbes em
seu uso, com a OspC relacionando-se a respostas iniciais da infeccéo por B. burgdorferi, e a
OspF & respostas tardias, com as OspA, OspB e OspE aparentemente ndo serem frequentes
em soros de cées, de equinos ou de humanos (MAGNARELLI et al.,1996, 1997).

Desta forma, o ELISA com antigeno de extrato de célula total sonicado foi
considerado um método prético e util na varredura inicial de um grande nimero de soros e,
consequentemente, para levantamentos soroepidemioldgicos em equinos naturalmente
infectados (MAGNARELLI et al., 2005).

As técnicas de imunofluorescéncia, o western blotting e 0 PCR sdo ha mais de duas
décadas utilizadas como suporte no diagndstico (GRODZICKI; STEERE 1988, LIENBLING
et al. 1993). Devido & subjetividade na interpretacdo dos resultados, especial atencéo deve ser
dada quando da utilizacdo da RIFI. Devido a alta concordancia (MAGNARELLI et al., 2004),
0 ELISA automatizado é mais &gil, facilitando uma analise objetiva de maior nimero de
amostras, e tem sido o teste até entdo mais utilizado.

Ensaios como o western blotting tém sido empregados, secundariamente, para a
confirmagdo de resultados apos a triagem realizada com ELISA, tendo em vista sua maior
sensibilidade e especificidade (GRODZICKI; STEERE, 1988). Entretanto, € um ensaio
oneroso, sendo dificil a obtencdo de um padrdo positivo ideal, sendo fundamental estabelecer
a qualidade e a quantidade das bandas reativas, de acordo com o antigeno utilizado e regido
estudada (SOARES et al., 2000).

J& a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), apresenta alta especificidade e maior
sensibilidade que o ELISA nos estagios iniciais da infeccdo, sendo o ELISA mais
recomendado para estudos epidemioldgicos de varredura inicial nas populacdes
(NISCIGORSKA et al., 2003).

2.7.4 Tratamento

No Hemisfério Norte os antibioticos comumente utilizados para o tratamento de DL
em equinos séo a Doxiciclina e a Oxitetraciclina. A doxiciclina, via oral, na dose de 10m/kg, a
cada 12 horas, durante 30 dias tem sido, empiricamente, o tratamento mais utilizado. Equinos
tratados com esta base devem ser monitorados para mudancga na consisténcia das fezes, o que
estd relacionado & efeitos colaterais provocados por este antibacteriano em longos
tratamentos, visto provocar alteragdo na microbiota nativa do ceco e colon, com uma pequena

79



porcentagem dos equinos tratados pode apresentar diarréia (DIVERS et al., 2009).

Oxitetraciclina, na dose de 6,6 a 11 mg/kg, via intravenosa, a cada 24 horas
aparentemente é mais eficaz, devido a alta concentracdo sanguinea e tecidual que atinge,
quando comparada a doxiciclina dada por via oral (DIVERS et al., 2009). Este tratamento
pode ser usado durante uma semana, sendo depois introduzido o tratamento com doxiciclina
via oral, tendo, assim, uma resposta clinica mais rapida (DIVERS, 2002). Esta droga ndo deve
ser administrada em altas doses ou por periodos prolongados se o equino estiver desidratado
ou se tiver doenga ou disfuncgdo renal, visto que insuficiéncia renal aguda pode ocorrer nestes
casos. Também é recomendado o acompanhamento da fungdo renal em equinos sob longo
tratamento (DIVERS, 2013)

Ceftiofur na dose de 2 a 4 mg/kg , via intravenosa ou intramuscular, a cada 12 horas,
também tem sido utilizado nos tratamentos (DIVERS, 2002), com a Minociclina podendo
substituir a doxiciclina em tratamentos de equinos com DL. Esta base tem melhor
biodisponibilidade oral que a doxiciclina em equinos, atingindo maior concentracdo no
liquido cefalorraquidiano, visto ser mais lipofilica e menos ligada as proteinas que a
doxiciclina. Assim, eventualmente, a Minociclina na dose de 4 mg/kg, via oral, a cada 12
horas, pode substituir a doxiciclina como o tratamento nos tratamentos de DL em equinos
(DIVERS, 2013).

Estudo experimental comparando a acdo de trés antibacterianos em péneis apos trés
meses de infeccdo experimental com B. burgdorferi, obteve resultados que indicam para o
tratamento com oxitetraciclina como droga de escolha. Os pdneis foram tratados por 28 dias e
acompanhados durante seis meses ap0s 0s tratamentos até a eutanasia, verificando-se que
somente a oxitetraciclina (na dose de 5 mg/kg/dia) foi capaz de reduzir os titulos de
anticorpos a niveis basais em testes soroldgicos. Ademais, todas as amostras teciduais de
todos os animais deste grupo de tratamento foram negativos em culturas e exames post
morten. Os animais do grupo tratado com doxiciclina (10 mg/kg/dia) e ceftiofur (2,2
mg/kg/dia) apresentaram titulos crescentes quatro meses apds os tratamentos, bem como
amostras teciduais, retiradas post morten ao final de 12 meses, positivas em cultura e PCR.

2.7.5 Prevencgao

Certamente, a melhor forma de prevencéo € evitar a exposicao a carrapatos vetores e
impedir que estes fiquem afixados por longos periodos, permitido assim a transmissdo das
borrélias aos animais (DIVERS, 2013).

Foi testada uma vacina baseada em OspA recombinante (gene OspA obtido a partir de
cepa B. burgdorferi B31) com adjuvante (hidroxido de aluminio), inicialmente desenvolvida
para uso em humanos, sendo de uso em cées. Tal vacina demonstrou capacidade de bloquear a
infecgéo, evitando a doenga em pdneis desafiados com infecgéo experimental (CHANG et al.,
2000Db).

Nos Estados Unidos, onde prevalece a B. burgdorferi sensu stricto, é possivel que esta
vacina seja efetiva. Entretanto, na Eurdsia e em outras regides, as diferentes espéecies de B.
burgdorferi sensu lato, assim como outras espécies de Borrelia, verifica-se uma extensa
heterogenicidade da proteina OspA, o que tem dificultado o desenvolvimento de uma vacina
efetiva (BUTLER et al., 2005).

2.8 A Importéancia das Borrelioses e Outras Zoonoses Transmitidas por Carrapatos para
as Forcas Armadas

Além das doencas transmitidas por carrapatos serem um grave problema de saide
publica e de ordem econdmica, elas também podem ser consideradas como questdo de
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seguranca nacional.

Nos Estados Unidos, amplo estudo na populacdo de militares da Forga Aérea
Americana em 30 Estados do pais, durante os anos de 1989 a 1992, identificou os 462
carrapatos coletados realizando parasitismo em militares como pertencentes a dez diferentes
espécies, sendo todas elas vetores de agentes com potencial zoondtico. Também se observou
que a maioria dos militares parasitados tinha idade igual ou menor a 20 anos, indicando que a
relagdo com atividades de treinamento em campos e matas pode associar-Se a0 maior risco de
infestacdo. Entretanto, pela amplitude da idade dos militares parasitados (até 76 anos), ha
indicacdo que todos o0s grupos etarios sdo vulneriveis ao parasitismo e as doengas
transmitidas por carrapatos (CAMPBELL; BOWLES, 1994).

Apesar de ndo haver um levantamento do tipo nas Forgas Armadas do Brasil,
aparentemente esta vem sendo uma condigdo comum que, por desconhecimento e falta de
uma doutrina no assunto, muitas vezes tem sido negligenciada quanto a sua real relevancia
sanitaria e seu impacto sobre a higidez das tropas (PRADO, 2013).

Militares estdo constantemente sendo submetidos a treinamentos e opera¢fes em areas
silvestres, rurais, peri-urbanas e urbanas, onde ficam mais expostos e sujeitos ao parasitismo
por carrapatos e, consequentemente, a infeccdo por zoonoses. Além disso, o contato com
animais de uso militar, & exemplo dos equinos e caninos, pode aumentar os riscos de infecco,
visto que tais animais podem atuar como hospedeiros reservatorios ou carreadores de
carrapatos infectados para a proximidade do convivio dos militares (PRADO, 2013).

A constante exposicdo a riscos de parasitismo por carrapatos em militares, sem as
devidas medidas de biosseguranca para mitiga-lo ou reduzi-lo, contribui para uma maior
incidéncia de doencgas transmitidas por tais parasitas. Tal fato pode gerar convalescéncia,
afastamento das atividades laborais, sequelas e doencas cronicas, elevados gastos com
tratamentos de salde, ou mesmo Obitos de militares (PRADO, 2013).

Conforme Pitrat; Wiggans (2001), os perigos ocupacionais, de saude ambiental e de
doencas endémicas podem impactar seriamente decisdes de comandantes de missoes e afetar
no curto e longo prazo as atividades militares.

As atividades militares geralmente transcorrem, total ou parcialmente, em ambientes
como matas, cerrados, campos, entre outras, propiciando a proximidade com animais
domeésticos e selvagens (possiveis carreadores, reservatorios ou amplificadores de borrelioses)
e, consequentemente, aumentando o risco do contato com o0s carrapatos potencialmente
vetores (PRADO, 2013).

Corroborando o risco ocupacional para doengas transmitidas por carrapatos a que
militares estdo expostos, estudos moleculares tem registrado a presengca de carrapatos
infectados com Rickettsia rickettsii em areas de instru¢do da Academia Militar das Agulhas
Negras, em Resende, Rio de Janeiro (CAMPOS et al., 2008). Kill-Silveira (2010), também
detectou Rickettsia spp. em carrapatos coletados em duas areas de instrugdo millitar, uma do
Exército e outra da Marinha, no estado do Rio de Janeiro. Além disso, estudo americano sobre
populacbes militares de seu exército tem documentado casos de impacto da Febre Maculosa
causada por riquétsias em operacdes e treinamentos militares em éreas infestadas por
carrapatos (SHANKS et al., 2004).

Visando mitigar os riscos de infestacdo por carrapatos, e consequente infeccdo por
borrelioses, riquetsioses e outras doengas, tem sido preconizada uma Doutrina de
Biosseguranca em OperacOes Militares, atraves de Medidas Operacionais de Protecdo
Preventiva (MOPP), baseada em Medidas de Prote¢do Individual (MPI) e Medidas de
Protecdo Coletiva (MPC) (CAMPOS, et al., 2012).

PRADO (2013) propde como MPC, entre outras agbes, o controle estratégico de
carrapatos nos animais de emprego militar que, pelo contato estreito com os militares, podem
funcionar como carreadores de carrapatos infectados para junto dos humanos. Além disso,
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este autor sugere a realizagdo de pesquisas epidemioldgicas visando o reconhecimento e
monitoramento de agentes patogénicos transmitidos por carrapatos nas populagdes de animais
de emprego militar, que funcionariam como animais sentinela de tais zoonoses, prevendo a
emergéncia e o risco destas doengas na tropa.

No caso das borrelioses no Brasil é possivel que os equinos, incluindo os de uso
militar, além de sentinelas e carreadores de carrapatos, possam estar funcionando como
hospedeiros reservatdrios. Ha relatos sugestivos desta possibilidade, inclusive com relatos de
casos humanos com relacdo e histéria epidemioldgica de infeccéo por B. burdorferi & partir da
infestacdo de carrapatos oriundos do contato com equinos doentes (MARCELIS et al., 1987).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descricdo da Area de Estudo

O presente estudo foi realizado em rebanho de equinos de uso militar da Academia
Militar das Agulhas Negras (AMAN) e da Coudelaria do Rincéo (CR).

3.1.1 Academia Militar das Agulhas Negras

A AMAN ¢ localizada na microrregido do Vale do Paraiba Fluminense, no municipio
de Resende, estado do Rio de Janeiro. O municipio possui uma area de 1.113,507 km2,
localiza-se a 22°27’ de latitude sul e a 44°28’ de longitude oeste, com altitude em relagéo ao
nivel do mar de 440 m, possuindo um clima classificado como tropical de altitude (Cwa),
segundo a classificagdo climética de Kdppen-Geiger (PIEEL et al., 2007).

Tal clima é caracterizado por apresentar médias de temperatura amenas, entre 18°C e
26°C, e amplitude térmica anual entre 7°C e 9°C. No verdo, as temperaturas raramente
ultrapassam os 30°C. O inverno é relativamente frio com estacdo seca, estiagem, neste
periodo.

A AMAN é uma instituicdo de ensino superior do Exército Brasileiro, contando com
um efetivo de aproximadamemente cinco mil pessoas. Situada no municipio de Resende, é a
maior escola de formacdo militar da América Latina, com 67 km? de &rea total dentro do
municipio de Resende.

Basicamente, a drea da AMAN ¢ dividida em area residencial, onde localiza-se a Vila
Militar (Bairros Independéncia, Guararapes e Monte Castelo); Area Académica (Prédios do
Conjunto Principal, Alas de alojamentos dos Cadetes, Se¢do de Educacdo Fisica e Hospital
Escolar); Area de Parques (onde localizam-se as instalagbes dos Cursos, entre outras
edificacOes, inclusive o Hospital Veterinario, a Secdo de Equitacdo e o Curso de Cavalaria); e
Campo de Instrucdo, que sdo as areas de treinamento de operacBes militares, composta por
areas rurais, de campos, capoeiras e fragmentos de Mata Atlantica.

A 4rea da AMAN ¢ cortada por diversos cdrregos e cursos d’agua, com destaque ao
Rio Alambari, afluente do Paraiba do Sul, que nasce no Parque Nacional do Itatiaia e percorre
praticamente toda sua area. A presenca abundante de cursos de 4gua, campos e fragmentos de
Mata Atlantica proporcionam uma rica fauna de animais silvestres na regido, com destaque a
alguns que podem ser reservatorios de agentes zoonoticos como: capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris); gambés (Didelphis aurita); ouricos (Coendou villosus); cutias (Dasyprocta
aguti); jacus, (Penelope ochrogaster); preéds (Cavia aperea) e tatus (Dysipus novectus), entre
outros. Além disso, em parte das &reas do Campo de Instrucéo ainda ha a presenca de outros
tipos de animais domésticos de arrendatarios como caninos, bovinos, bubalinos e equinos.

3.1.2 Coudelaria do Rincédo

A Coudelaria do Rincdo esta localizada no municipio de Séo Borja, regido oeste do
estado do Rio Grande do Sul, fronteira com a Argentina, a 55° 35' 00" de latitude sul e a 28°
45' 40" de longitude oeste, com uma altitude em torno de 130m acima do nivel do mar. O
clima, de acordo com a classificacdo de Koppen, é subtropical Umido, caracterizado por
estacdes bem definidas, sendo as chuvas bem distribuidas ao longo do ano, com precipitacéo
média anual de 1.350 mm, uma temperatura média anual de 21° C e com umidade relativa do
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ar média de 75%, de acordo com os dados da Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria
(FEPAGRO), estacdo Sdo Borja, Rio Grande do Sul. A éarea total da Coudelaria é de
14.936,74 hectares, sendo 1.200 hectares ocupados pelo efetivo equino. O restante da
propriedade é utilizada para bovinocultura de corte e leite, formacao de pastagens, producéao
de gréos, manobras e treinamentos militares (OLIVEIRA, 2007).

A Coudelaria se originou da antiga estancia de Sdo Gabriel, que pertencia a Companhia
de Jesus. Em 1843, foi incorporada aos bens do Estado. Em 1891 foi delegada ao Ministério
do Exército, com o nome de Colbnia de Sdo Gabriel. Somente em 1922 foi criada a
Coudelaria Nacional de Rincdo que em 1975 foi extinta, sendo seu acervo encaminhado a
Coudelaria de Campinas e utilizada pelo Exército apenas como Campo de Instrucdo de
Rincdo. Recriada em 1987, incorporou o plantel da extinta Coudelaria de Campinas,
permanecendo até a presente data como Coudelaria e Campo de Instrucao de Rincéo.

Sua finalidade é a producdo de equinos para o Exército Brasileiro, tendo especial
atencdo as areas de producdo, manejo sanitario e nutricional do plantel. Sua infra estrutura
atende as necessidades da atividade a qual se propde, possui pastagens naturais e artificiais,
baias e piquetes para os garanhdes, piquete maternidade para fémeas préximas ao parto,
pavilhdo de baias para maes com potro ao pé e pavilhdo de potros desmamados.

3.2 Inquérito Epidemioldgico
3.2.1 Delineamento do estudo e amostragem

Efetuou-se um estudo do tipo transversal de uma coorte de equinos de uso militar do
municipio de Resende - RJ, mantidos na area da Academia Militar das Agulhas Negras e do
municipio de Sdo Borja - RS, mantidos na &rea da Coudelaria do Rinc&o.

Como ndo ha trabalhos publicados ou estudos acerca da soroprevaléncia de Borrelia
spp. em equinos no municipio de Resende e S&o Borja, adotou-se a prevaléncia esperada
como sendo 50%, conforme preconizado por Thrusfield (1995).

Assim, obteve-se o nimero de 384 amostras de soros equinos para a regido de
Resende, admitindo-se um intervalo de confian¢a de 95%, uma margem de erro de 5%, e
seguindo-se a equacdo seguinte descrita por Sampaio (2002):

n=1,96°X Peg, (1- P
d%§9( esp)

Onde: n = tamanho da amostra; Pes, = prevaléncia esperada; d = precisio absoluta desejada.

Entretanto, optou-se pela realizacdo de um censo da populagdo de equinos de uso
militar, visto que o tamanho amostral calculado superou o tamanho da populagdo de animais
da AMAN, que era de 174 equinos de uso militar. Para a CR decidiu-se pelo nimero de 300
amostras de soros equinos da propriedade.

Sendo assim, todos os equinos de uso militar presentes nos dois rebanhos no momento
do estudo foram submetidos a exame fisico visando verificar a infestagdo de carrapatos, assim
como tiveram amostras de sangue coletadas, no periodo de janeiro de 2013 a marco de 2013.

3.2.2 Caracterizagao dos rebanhos
Por se tratarem de equinos de uso militar, os rebanhos em estudo tém caracteristicas
particulares quanto a0 manejo sanitario, zootécnico e quanto ao tipo de utilizag&o.

No momento em que foi realizado o estudo na AMAN, os 174 equinos eram
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submetidos a dois tipos de manejo: Regime estabulado e semi-estabulado. No regime
estabulado os equinos eram mantidos em baias a maior parte do dia, recebendo feno de alfafa
e concentrado (ragdo balanceada) em horarios determinados, sendo ocasionalmente soltos em
piquetes, por curtos periodos. No regime semi-estabulado os equinos s&o mantidos soltos em
areas de pastagem a maior parte do dia, sendo presos em baias para fins de fornecimento de
concentrado e para utilizacdo em instrugdes militares quando necessario.

Com relagéo ao controle de ectoparasitas, tais equinos tém sido submetidos, desde o
ano de 2005, a um controle de carrapatos baseado em pulverizagdo com solugdo de
cipermetrina a 15%, diluida na proporcéo de 2 ml por litro de solugéo, sendo aplicados 4 litros
de solugéo por equino. As aplicagdes sdo realizadas semanalmente, em todo o plantel, entre os
meses de abril a outubro, e mensalmenete entre 0s meses de novembro a marco, conforme
proposto por Labruna et al. (2004), associada com aplicagdo de pastas & base de produtos
carrapaticidas nos pavilhdes auriculares e nos diverticulos nasais conforme proposto por Bello
et al. (2008), a cada 35 dias, durante todo o ano.

Na Coudelaria do Rincdo, os animais sdo utilizados para reproducéo, divididos em
diferentes categorias: garanhdes, fémeas prenhas, fémeas vazias, potros de diferentes idades.
O manejo alimentar € o pasto artificial e nativo, com suplementacéo energética, proteica e
mineral. O controle de carrapatos é realizado através de pulverizagdo com produtos
carrapaticidas quando € constatada algum tipo de infestagdo. Os animais sdo soltos em
diversos piquetes de forrageiras nativas e artificiais presentes na propriedade. Como
caracteristica marcante no manejo dos equinos, esta a utilizagdo de pastagens consorciadas
com o rebanho bovino, caracterizando 0 manejo como " pastejo misto™.

3.2.3 Ficha de informacéo

Cada animal teve seus dados registrados em uma Ficha Individual de Informagéo de
Equino (Anexo A), visando recolher informages inerentes aos equinos (idade, sexo, pelagem,
raca), quanto a infestacdo por carrapatos (presenca ou auséncia, e género de carrapatos que
infestavam cada animal no momento da coleta), e quanto as condicdes de manejo (estabulado
ou semi-estabulado, caracteristica do ambiente de pastejo, areas de criagdo em que se
encontra, entre outras). A coleta de tais informages foi realizada no ato da coleta (cor, sexo,
tipo de manejo) e atraves do Sistema de Controle de Equinos do Exército (Sistema Pégasus),
(idade, tempo de criagd0). Todas as informacdes adquiridas a partir de tais fichas foram

tabuladas a fim de avaliar possiveis fatores associados & sororeatividade dos equinos a
Borrelia spp..

3.2.4 Coleta de carrrapatos e amostras de sangue

Todos os equinos tiveram todo o corpo inspecionado visualmente, com atengdo nas
regibes mais comumente parasitadas por Ixodideos como: pavilhdo auricular, cabeca,
pescoco, peito, axilas, regido inguinal e embaixo da cauda. Dos animais parasitados foram
coletados todos os carrapatos presentes, armazenados em tubos identificados contendo alcool
isopropilico para a posterior identificagdo das espécies e contagem do nimero de carrapatos.
A presenca de infestacdo de carrapatos foi categorizada considerando-se animais infestados
aqueles que apresentavam ao menos um carrapato realizando parasitismo. O grau de
infestacdo de carrapatos foi categorizado em infestacdo ausente ou leve (animais com até 20
carrapatos) e moderada a pesada (animais com mais de 20 carrapatos).

Uma amostra de 10 mL de sangue periférico foi coletada de cada animal através de
puncdo da veia jugular, colocada em tubo seco (sem anticoagulante), sendo devidamente
identificada, acondicionada em recipiente térmico e encaminhada ao Laboratério de Analises
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Clinicas do Hospital Veterindrio da AMAN (LAC HVet AMAN). Apds, as amostras foram
centrifugadas a 2500xg por 5 minutos, sendo o soro separado e aliquotado em microtubos de
polipropileno de 1,5 mL, identificados e acondicionados a -20°C.

Posteriormente, foram encaminhados, sob-refrigeracdo, ao Laboratério de
Hemoparasitos e Vetores da Estagdo Experimental de Pesquisa Parasitolégica W.O. Neitz
(E.E.P.P. W.O. Neitz), na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, e mantidos a -20°C
até o momento da realizacéo dos ensaios soroldgicos no Laboratério de Doencas Parasitarias
do Departamento de Parasitologia Animal.

3.3 Teste Soroldgico
3.3.1 Obtencéo do antigeno

O meio de Kelly modificado ou meio BSK (Barbour, Stoenner e Kelly), para cultivo
de B. burgdorferi foi preparado segundo descrigdo original (BARBOUR, 1984). Na obtencéo
do antigeno 1,0 ml de cultura de B. burgdorferi sensu stricto cepa G39/40 de origem
americana foi acrescido a 500 ml do meio BSK, mantendo-o em estufa a 33°C por uma
semana.

Centrifugou-se 0 meio por 12.000xg/20 min. a 4 °C, sendo o sedimento ressuspenso
em tampdo salina fosfatada (PBS) 0,001M MgCI2.6H20, pH 7,4, submetendo-se ao
tratamento anterior por duas vezes. O "pellet" formado foi lavado com PBS e finalmente
suspenso na mesma solucdo ao volume de 6,0 ml, sendo a suspensdo foi submetida a
sonicacdo (Fisher Sonic Dismembrator, model 300, Dynatech) por trés minutos, com
intervalos de 15 segundos. Posteriormente filtrada a 0,45um e aliquotada, obteve-se assim 0
extrato total de antigeno para uso nos procedimentos de ensaios imunoldgicos, o qual foi
armazenado entre -20 a -70°C até o momento de uso conforme sugere Grodzicki e Steere
(1988).

Determinou-se a concentragdo protéica do extrato total de antigeno por meio da
técnica do reagente de Folin, segundo metodologia descrita por Lowry et al. (1951), obtendo-
se 1,4 mg/ml de contetido protéico.

3.3.2 Obtencéo do controle positivo

O soro para o controle positivo foi obtido por Madureira (2007), conforme descrito a
seguir. Inoculou-se experimentalmente antigeno inativado em um potro macho, sadio, com
trés meses e meio de idade, pesando 113 Kg de peso vivo, originario da fazenda da Faculdade
de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense, localizada no municipio de Cachoeiras
de Macucu, Rio de Janeiro.

Foram realizadas quatro inoculagbes, com intervalos de 15 dias, de antigeno inativado
de B. burgdorferi cepa G39/40, com adjuvante (Fretind), por via subcutinea, com agulhas e
seringas descartaveis de 10 mL, na dose de 1,0 mg/15 Kg. Obteve-se soro do animal antes do
primeiro indculo (coleta 0) e a cada cinco dias, até completar 125 dias (coleta 25),
procedendo-se a obtencéo da curva de anticorpos 1gG do animal imunizado e selecionou-se o
soro da coleta 20 (45 dias p6s quarto inculo) como controle padréo positivo ideal.

3.3.3 Obtencéo dos controles negativos

Para obtencéo dos controles negativos foram utilizados doze soros de potros da raca
puro sangue inglés (PSI), oriundos do Joquei Clube do Rio de Janeiro, com idades variando
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de 12 a 24 meses. Os animais encontravam-se clinicamente sadios, mantidos em baias
individuais, recendo alimentagdo apropriada, sem histérico de contato com carrapatos.

A colheita do sangue foi realizada como descrito anteriormente (item 5.2.4), assim
como aliquotagem e 0 armazenamento.

3.3.4 Ensaio de imunoadsorcao enzimética (ELISA) indireto

As amostras coletadas foram analisadas através do ELISA indireto, conforme
padronizado por SALLES (2001), realizando-se o ensaio para detectar anticorpos da classe
IgG homélogos contra B. burgdorferi sensu lato utilizando-se o antigeno de B. burgdorferi
sensu stricto cepa G39/40 diluido a 20 pg/mL em tampé&o carbonato pH 9,6, sensibilizando-se
microplacas de poliestireno com 96 orificios (NunclonTM Maxisorp; Nunc,Denmark),
incubadas em cdmara Umida a 4 °C "overnight".

Apos sensibilizagdo, as placas foram lavadas por trés vezes com Tampdo Salina
Fosfato (PBS tween 20 0,05% pH 7,4 - PBST) e bloqueadas com 200 pL de Leite em p6 5%
diluido em PBST e incubadas por 90 minutos, em camara Umida, em estufa bacterioldgica a
37° Celsius. Posteriormente, lavaram-se por trés vezes as placas conforme descrito
anteriormente.

Foram utilizadas 12 amostras negativas de animais previamente testadas e um controle
positivo de um equino inoculado com antigeno inativado de B. burgdorferi cepa G39/40. Os
12 controles negativos, o controle positivo e os soros testes foram diluidos na concentracéo de
1:800 em PBST e dispostos 100 pL nas placas, que foram incubadas a 37° Celsius por 90
minutos em camara Umida e, posteriormente, lavadas como na etapa anterior.

Entdo, foi disposto 100 uL do conjugado IgG de coelho anti IgG equino ligado a
fosfatase alcalina (antihorse 1gG, whole molecule, alkaline phosphatase, SIGMA®, USA) na
diluicdo de 1:1000 em PBST, sendo as placas incubadas por mais 90 minutos nas mesmas
condigdes anteriores, com posterior lavagem.

Por fim, as placas foram forradas com a solug&o reveladora composta pelo substrato
paranitro fenil-fosfato de sddio (PNPP) (SIGMA®- USA) diluido em tampéo dietanolamina
pH 10,5 na concentracdo de 1mg/ml. Estas permaneceram & temperatura ambiente até a
revelacdo e momento de leitura em espectrofotdmetro para microplacas de 96 orificios
(Multiskan FC Thermo Science / Uniscience, Modelo 1, Versdo 1.00.79, NS 357-00429),
utilizando filtro para comprimento de onda de 405nm. Em todas as fases do ensaio utilizou-se
200uL de solucdo por orificio. O ponto de corte para o ensaio foi determinado segundo a
media mais trés vezes o desvio padrdo dos valores da densidade 6ptica (DO) dos controles
negativos (Frey et al. 1998). O indice de densidade Optica foi calculado com base na formula
DOx100/ponto de corte. Desta forma, indices de DO com valores acima de 100 foram
considerados positivos.

3.4 Avaliacdo dos Resultados e Andlise Estatistica

Os resultados dos exames soroldgicos (positivos no ELISA, sob a titulagdo de 1:800)
foram comparados e associados as varidveis obtidas através da ficha de exame e informagéo,
através da andlise de regressdo logaritimica, em nivel de 5% de significancia. Para as
varigveis com significancia foram calculadas as Odds Ratio (OR) e os respectivos intervalos
de confianca (IC). Todas as andlises utilizaram o programa R (R Development Core Team
2010).

Para a avaliacdo dos possiveis fatores associados a soropositividade, as variaveis
independentes selecionadas a partir das fichas de exame fisico e informacdo dos equinos,
foram analisadas em fungdo da frequéncia da detec¢do de anticorpos homélogos anti-B.
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burgdorferi sensu lato, utilizando o teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 25%
de significancia, sendo as varidveis com diferenga estatistica incluidas no modelo de regresséo
logistica, em nivel de 5% de significancia, através do programa R (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2010).
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4 RESULTADOS
4.1 Infestacdo por Carrapatos

Neste estudo foi observada a ocorréncia de somente duas espécies de carrapatos
realizando parasitismo nos equinos na AMAN, a saber: A. Sculptum (Complexo A.
cajennense) e D. nitens. Verificou-se que os carrapatos, de acordo com a espécie, estavam em
diferentes graus de infestacdo nos animais, assim como também em diferentes indices médios
de infestagdo por carrapatos dos equinosde uso militar ao se comparar 0s grupos de manejo
em que estavam distribuidos (Tabela 2).

Tabela 2. Presenga ou auséncia de equinos infestados por carrapatos observadas nos
diferentes rebanhos para Amblyomma sculptum, Dermacentor nitens e Rhipicephalus
microplus nos equinos de uso militar do municipio de Resende, Rio de Janeiro e S&o Borja,
Rio Grande do Sul.

Rebanho Amblyomma Dermacentor nitens Rhlplcephalus
sculptum microplus
Rio de Janeiro Presenca Presenca Auséncia
Rio Grande do Sul Auséncia Auséncia Presenca

4.2 Inquérito Sorologico

A partir das 174 amostras submetidas ao ELISA, foram detectados 52 (prevaléncia de
29,89%) animais sororreagentes na AMAN e 134 (prevaléncia de 44,66%) na CR para
Borrelia spp. Os resultados de sororeatividade e prevaléncias nos rebanhos séo expressos na
Tabela 3.

Tabela 3. Resultados de sororeatividade ao IELISA para Borrelia spp., respectivas
prevaléncias nos rebanhos equinos, e resultado do teste de comparagéo de proporgoes.

ELISA Teste de comparagéo de

Prevaléncia proporcoes
Positivos  Negativos p-valor
Rio de Janeiro 52 122 29,88%
. 0,002
Rio Grande do Sul 134 166 44,66% *

Rio de Janeiro: 174 equinos da Academia Militar das Agulhas Negras, municipio de Resende.
Rio Grande do Sul: 300 equinos da Coudelaria do Rincéo, municipio de Sao Borja.

4.3 Analise Bivariada, Multivariada e Fatores Associados aos Equinos Sororeagentes

Na Tabela 4, observa-se a analise bivariada e multivariada dos fatores associados a
soropositividade dos equinos frente a detecgdo de anticorpos homdlogos anti-B. burgdorferi
cepa G 39/40 através do ELISA indireto. Dentre todas as variaveis independentes, defini¢do
racial, tempo de criagdo na propriedade, grau de infestacdo por carrapatos, ndo apresentaram
associacdo estatistica (p>0,25) na anélise bivariada (Tabela 4). As varidveis género, idade,
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tipo de emprego, origem do equino e infestacdo por carrapatos apresentaram significancia na
analise bivariada (p<0,25) sendo, por este motivo, incluidas na analise multivariada. De todas
estas variaveis submetidas a regressao logistica, as fémas, os com idade inferior a cinco anos e
os oriundos da Coudelaria do Rincdo foram significantemente influente para a
soropositividade dos animais.

Apesar disto, observou-se que fémeas, animais com idade inferior a seis anos, equinos
com raga definida, equinos oriundos da Coudelaria do Rincéo, apresentaram maior frequéncia
de soropositividade para Borrelia spp..

Tabela 4. Andlise bivariada e multivariada da frequéncia de equinos soropositivos através do
ensaio de imunoadsorcdo enzimatico (ELISA) indireto para Borrelia sp., em fungdo dos
fatores associados como género, idade, definicdo racial, tempo do animal na propriedade,
origem dos animais e grau de infestacdo de carrapatos nos equinos de uso militar dos estados
do Rio de Janeiro e do Rio Grande do Sul, 2015.

Caracteristicas dos N (%) Bivariada Multivariada
animais e manejo 0 x P P OR IC 95%
Estado

Rio de Janeiro 174 29,9 * *

Rio Grande do Sul 300 44,7 10,09 0,00 0.67 - -
Género

Macho 182 324 * *

Fémea 292 435 >0 002 003 196 (1,25-3,08)
Idade

< 6 anos 161 50,9 0,58 - -

> 6 e <10 anos 131 344 0,59 - -

> 10 e <20 anos 167 32,9 14,32 0,00 0,67 - -

> 20 anos 15 26,7 * * *
Definicé&o racial

Com raga 238 39,9 - -

Sem raca definida 236 38,6 0,09 0,76 ) - -
Tempo de cria¢do na propriedade

<5 anos 249 46,6 0,02 267 (1,14-6,26)

>5e<15 anos 172 31,4 11,89 0,00 0,81 - -

> 15 anos 53 30,2 * * *
Origem dos equinos

Coudelaria do Rincdo 373 42,9 2,33 (1,17-4,62)

Fora da Coudelaria 101 25,7 9,80 0,00 0,01 * *
Grau de Infestacéo por
carrapatos

Moderado/alto 33 30,3 -

Leve/ausente 441 39,9 118 0,36 0,92 * *

N: NUmero de amostras de animais; xz: Valor do Qui-quadrado; P: p-valor; OR: Odds Ratio;
IC: Intervalo de confianca. *Categoria de referéncia.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foi observada uma prevaléncia de 29,89% na AMAN e 45,30% na
CR de equinos sororeativos para anticorpos homdlogos da classe 1gG anti-B. burgdorferi
sensu lato ao ELISA indireto. Tal fato corrobora a circulagdo de Borrelia spp. no municipio de
Resende e Sdo Borja, fato observado também em outros municipios do Brasil, conforme
previamente reportado por Madureira (2004) e Salles et al. (2002).

Este resultado de soroprevaléncia é bastante similar ao encontrado por Madureira et al.
(2007) em equinos dos municipios de Trés Rios e Vassouras, estado do Rio de Janeiro, 0s
quais evidenciaram uma soroprevaléncia de 28,4% também ao ELISA indireto. Também é
semelhante ao encontrado por Galo et al. (2009) em equinos dos municipios de Castanhal,
Belém, Santa Isabel e Ananindeua, todos do estado do Pard, que apresentaram soroprevaléncia
de 26,7%.

No entanto, a prevaléncia encontrada nos equinos de uso militar do municipio de
Resende e S&o Borja, difere da prevaléncia encontrada em equinos da regido insular do estado
do Pard, visto que Madureira et al. (2009) encontraram prevaléncia de 9,5% em equinos da
Ilha de Marajo, local em que os equinos estavam parasitados somente pela espécie D. nitens,
enquanto nos rebanhos militares estudados os equinos eram parasitados também pelo A.
sculptum e R. microplus.

Salles et al. (2002) encontroram soroprevaléncia de 42,8% em equinos do municipio
de Seropédica criados extensivamente e com altas infestagBes de carrapatos, compativeis com
os resultados da Coudelaria do Rincdo que possuem manejo semelhante. Este estudo também
encontrou soroprevaléncia de 2,9% em equinos de uso militar da Policia Militar do Rio de
Janeiro, e de 0,9% em equinos do Exército Brasileiro utilizados para producdo de imundgenos
(soro anti-ofidico) no Instituto de Biologia do Exército. Em ambos locais foram evidenciadas
baixas infestagOes de carrapatos. As menores prevaléncias encontradas por Salles et al. (2002)
em equinos militares da Policia Militar e Instituto de Biologia do Exército, em comparago ao
resultado encontrado nos equinos da AMAN e da Coudelaria do Rincdo, deve-se
provavelmente a maior exposicdo destes Ultimos & carrapatos, bem como a caracteristicas de
manejo e pastagens. Equinos estabulados que tem acesso ocasional & pastagens foram
evidenciados com maior risco para sororeatividade para Borrelia como citado por Engevall et
al. (2001).

Os aspectos de biodiversidade de flora e fauna ocorrem nas pastagens frequentadas
pelos equinos dos dois rebanhos, inclusive o pastejo misto com bovinos descrito no rebanho
do Rio Grande do Sul, possibilitaram a infestagdo pelos carrapatos A. sculptum, D. nitens na
AMAN e pelo R. microplus na Coudelaria do Rincdo. O risco de infec¢do por Borrelia spp.
estd correlacionado com a oportunidade dos animais ou humanos serem picados por
carrapatos infectados. Desta forma é dependente, quantitativamente, da densidade de
carrapatos vetores nas areas em que estes tem acesso, bem como também depende,
qualitativamente, da proporcdo destes carrapatos que estdo realmente infectados. Ademais, a
maioria dos casos de Doenca de Lyme (DL), no hemisfério norte, tem sido associados aos
estagios de ninfa dos vetores (FRITZ; KIEMTRUP, 2003). Apesar da anélise multivariada do
rebanho como um todo néo ter evidenciado correlagéo entre a infestagdo por carrapatos e a
soropositividade nos animais, verificou-se que as fémeas com menos de 5 anos na
propriedade e com origem na Coudelaria do Rincéo apresentaram associagao positiva.

Neste estudo transversal, no rebanho da AMAN e da Coudelaria do Rinc&o, apesar das
infestagcfes por A. sculptum ou por D. nitens ndo terem mostrado associagdo com
soropositividade pela andlise multivariada, ao analisarmos a infestacdo por carrapatos R.
microplus como Unica espécie parasitando os animais no rebanho do Rio Grande do Sul,
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podemos sugerir que a presenca desse vetor estd associada a soropositividade para Borrelia
spp., sendo fator de risco significante corroborando com o relato de Yoshinari et al., (2003)
da coexisténcia de anticorpos para B. burgdorferi e Babesia bovis em humanos doentes com
SBY. Além disso, Rezende et al. (2008) visualizaram espiroquetas em cultivo de células
embrionarias, assim como na hemolinfa e nos ovos macerados de carrapatos R. B. microplus
infectados naturalmente, sugerindo tratar-se de Borrelia spp..

Na presenca do R. microplus parasitando 0s equinos em consequéncia de um pastejo
misto com bovinos, devera ser considerada a possibilidade citada por Rogers et a. (1999) da
ocorréncia de reacfes cruzadas entre B. burgdorferi e B. theileri. A B. theileri é uma
espiroqueta transmitida principalmente por carrapatos R. microplus que pode infectar bovinos
e equinos (COLLOW, 1967). Madureira (2007) caracterizou morfométrica e genotipicamente
um isolado de espiroqueta oriunda de equino do estado do Rio de Janeiro, classificando o
microorganismo como B. theileri. Entretanto, os proprios autores Rogers et al. (1999) nédo
evidenciaram a ocorréncia de reacdes cruzadas entre essas duas espécies de borrélias quando
realizaram o teste de ELISA na avaliagdo da especificidade do ensaio.

Os resultados obtidos no presente inquérito também confirmam a hip6tese de que os
equinos sdo considerados animais sentinelas epidemioldgicos para a Borrelia spp., bem como
a possibilidade de estarem atuando como carreadores de carrapatos infectados para proximo
do convivio do homem. Desta forma, tal fato ocorre ndo s6 nos paises do hemisfério norte
(METCALF et al., 2008), mas também no Brasil, corroborando estudos nacionais ja
realizados (SALLES et al., 2002; MADUREIRA et al.,, 2007; GALO et al., 2009;
MADUREIRA et al.; 2009).

Madureira et al. (2009) alertaram que a presenga de anticorpos contra B. burgdorferi
em equinos € indicativo da circulacdo de Borrelia spp. no rebanho, sendo necesséario atencdo
para a ocorréncia de borreliose em humanos. Assim, considerando a importancia desta doenga
emergente em nosso pais, o presente estudo reforca as evidéncias da circulacdo de uma
Borrelia em nosso territorio ao verificar sororeatividade nos equinos de uso militar.

Campos et al. (2008) e Kill-Silveira (2010) chamaram a aten¢do para 0s impactos
causados por doencgas transmitidas por carrapatos a militares, ao detectarem a presenca de
Rickettsia em carrapatos coletados em areas militares. Este estudo, ao verificar a circulagéo de
Borrelia spp. em equinos de uso militar, corrobora a relevancia das doengas transmitidas por
carrapatos a militares ao gerar evidéncia epidemioldgica da circulacdo de Borrelia spp. no
rebanho equino e, consequentemente, na &rea de instru¢do militar da AMAN e da Coudelaria
do Rincdo, possibilitando a transmisséo deste agente.

Ademais, o fato dos equinos agirem como sentinelas epidemioldgicas e,
possivelmente, como carreadores de carrapatos infectados torna imperiosa a necessidade de
monitoramento soroldgico e do controle de carrapatos em animais de emprego militar, como
medidas de protecdo coletiva para doengas transmitidas por carrapatos, conforme proposto
por Prado (2013), contribuindo para mitigar o risco de transmissdo de zoonoses em atividades
militares (SOARES, 2013).
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6 CONCLUSOES

O pastejo misto, propiciando proximidade entre equinos e bovinos, na Coudelaria do
Rincéo, possibilita que carrapatos R. microplus realizem parasitismo nos equinos.

A presenga de infestacéo de carrapatos R. microplus foi significantemente associada a
sororeatividade dos equinos para Borrelia spp.

A presenca de anticorpos homdlogos anti-Borrelia spp. em equinos de uso militar no
municipio de Resende, estado do Rio de Janeiro, e Sdo Borja, estado do Rio Grande do Sul,
reforca o papel destes animais como sentinelas epidemioldgicos, indicando a circulagdo deste
organismo nas regides estudadas.
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8 CONCLUSOES GERAIS

A alta prevaléncia de animais positivos ao ELISA para Theileria equi indica que as
areas militares da Academia Militar das Agulhas Negras, no municipio de Resende, estado do
Rio de Janeiro e da Coudelaria do Rincdo, municipio de S&o Borja, estado do Rio Grande do
Sul, séo endémicas para esta hemoparasitose, estando os rebanhos equinos em estabilidade
enzootica.

Os resultados obtidos, via PCR, indicam um elevado nimero de equinos portadores de
T. equi nos rebanhos da AMAN e da Coudelaria do Rincdo, e a alta prevaléncia de
soropositividade e de equinos portadores para T. equi na AMAN esta relacionada com a
origem dos animais na Coudelaria do Rincéo.

O pastejo misto, propiciando proximidade entre equinos e bovinos, na Coudelaria do
Rincéo, possibilita que carrapatos R. microplus realizem parasitismo nos equinos. A presenca
de infestacdo de carrapatos R. microplus foi significantemente associada a sororeatividade dos
equinos para T. equi e Borrelia sp.

Os resultados da PCR associados ao historico da doenga nos plantéis equinos indicam
que a Babesia caballi apresenta baixa infecgéo ativa nos rebanhos, apesar de permanecerem
com resposta soroldgica indicativa de elevada exposicgao.

A presenca de anticorpos homologos anti-Borrelia sp. em equinos de uso militar no
municipio de Resende, estado do Rio de Janeiro, e Sdo Borja, estado do Rio Grande do Sul,
reforca o papel destes animais como sentinelas epidemioldgicos, indicando a circulagio deste
organismo nas regides estudadas.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Com o intuito de reduzir a incidéncia de animais positivos para as Piroplasmoses,
indica-se intervengdo no manejo dos equinos de uso militar da Coudelaria do Rincéo,
localizada no Rio Grande do Sul, devendo ser evitado o pastejo misto e a proximidade dos
equinos com o rebanho bovino.

Devera ainda ser implementado um controle de ectoparasitas sobre 0s bovinos
existentes na Coudelaria, procurando diminuir a infestacdo dos carrapatos com consequente
reducdo na contaminacdo das pastagens. Além disso, devera ser estabelecido no Calendério de
Medidas Profilaticas dos equinos, daquele local, um controle eficiente de ectoparasitas
considerando as particularidades da regiéo.

Deve-se visar sempre a saude e o bem-estar dos equinos, minimizando 0s riscos para
ocorréncia de alteragfes na sua fisiologia, buscando-se evitar que os animais produzidos na
Coudelaria do Rincéo sejam portadores da Theileria equi.

Em um sistema de producédo de equinos, devera haver um equilibrio de investimentos
na genetica, alimentagdo e sanidade. Assim, o aperfeicoamento das atividades sanitarias
devera ser realizado de maneira rotineira, implementando-se 0 monitoramento laboratorial,
soroldgico e molecular para diferentes agentes etioldgicos nos equinos criados, produzidos e
distribuidos para todos os quartéis do Exército que possuam efetivo hipomovel.

O estudo dos fatores de risco para as Piroplasmoses nos equinos de uso militar no
Exército Brasileiro, por modelo estatistico, é original, podendo ser de grande importancia para
0 avanco da abordagem dos agentes parasitarios nas unidades militares que possuem efetivo
equino, contribuindo desta forma para o desempenho atlético desses animais.

Faz-se necesséria a realizacdo de novos estudos sobre o tema no d&mbito do Exército
Brasileiro, sobretudo visando a identificacdo filogenética e os vetores envolvidos com estes
hemoparasitos, e a identificacdo de novas drogas que viabilizem a quimioesterilizagdo de
equinos portadores, buscando-se assim minimizar o risco de que animais produzidos e
mantidos no Exército sejam portadores dos hemoparasitas e sofram com 0s prejuizos
silenciosos para a sua saude.

Por fim, considerando-se também o potencial risco de transmissdo de agentes
zoonoticos, onde os equinos de uso militar podem ser carreadores de carrapatos vetores ou
albergarem diferentes patdgenos, o transito de animais entre regifes deverd ser monitorado,
especialmente para aquelas onde existam vetores competentes para transmitir agentes
patogénicos para o homem. Por caracteristica, as atividades dos militares em estreito contato
com o meio ambiente possibilitam um maior risco de exposi¢cdo a carrapatos vetores,
recomendando-se a implementagdo de uma mentalidade de biosseguranca como cultura
operacional, com vigilancia ambiental constante, inteligéncia em salde, investimentos em
educagéo continuada, pesquisa e aplicagdo de medidas de protegdo individual e coletiva no
efetivo militar humano.
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ANEXOS

A - Ficha Individual de Informacéo de Equino
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Anexo A
FICHA INDIVIDUAL DE INFORMA(;AO DE EQUINO

Data: / / Nome do equino:

Data de nascimento: / /

Data de chegada a proriedade: / /

Sexo:

OM (O F

Raca:

() Mestico () Brasileiro de Hipismo () Puro Sangue Inglés () Arabe () Ponei () Bretdo
Coloracéo da pelagem:

() Castanho () Alazéo (') Tordilho () Rosilho () Pampa () Lobuno

Origem do equino:

() Coudelaria do Rincdo () Comisséo de Compra de Animais ( ) Outra Organizacdo Militar
(') Desconhecido

Local de permanéncia atual:

() AMAN () Coudelaria do Rincéo

Manejo:

() Estabulado () Semi-estabulado () Extensivo

Contato com bovinos em &reas de pastejo misto:

() Sim () Néo

Presenca de carrapatos infestando equino no momento da coleta:
Amblyomma spp.:

Dermacentor nitens:

Rhipicephalus microplus:

Outras observagdes relevantes:
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