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RESUMO GERAL

PIRES, Marcus Sandes. Aspectos epidemioldgicos de Rickettsia sp. e Babesia caballi em
equinos e carrapatos vetores em duas microrregioes do estado do Rio de Janeiro. 2013.
126p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterindrias). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Este trabalho foi desenvolvido nas microrregidoes de Itaguai e Serrana no estado do Rio de
Janeiro, e teve por objetivo avaliar aspectos epidemioldgicos de Rickettsia sp. e Babesia
caballi em equinos e carrapatos vetores presentes nestas regides, destacando os possiveis
fatores associados a infec¢do dos animais e a infestacdo por carrapatos. Foram coletadas
amostras de sangue e carrapatos de equinos. Amostras de soro foram subsequentemente
obtidas a partir de centrifugacdo da amostra de sangue e armazenadas a -20°C até andlise
sorolégica através da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Foi realizada a extracao
do DNA das amostras de sangue, sendo posteriormente submetidos a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para a deteccdo molecular dos respectivos agentes etiologicos. Um
questiondrio epidemioldgico foi aplicado aos proprietarios dos animais para avaliar possiveis
fatores relacionados com a infeccdo dos animais e a infestagdo por carrapatos vetores destes
agentes. Foram observadas trés espécies de carrapatos, Amblyomma cajennense, Dermacentor
nitens e Rhipicephalus (Boophillus) microplus, promovendo o parasitismo em diferentes
niveis de infestacdo nos equinos. A pesquisa molecular de rickettsias foi realizada somente
nas amostras de DNA de A. cajennense e do DNA do sangue dos equinos destas duas
microrregioes. As amostras de soro dos equinos foram submetidas a RIFI para a deteccdo de
anticorpos da classe IgG anti-Rickettsia rickettsii. Do total de amostras de soro analisadas,
8,8% (n=21/240) foram consideradas sororreativas para rickettsias do grupo da febre
maculosa (RGFM), sendo a maior frequéncia observada nos equinos da microrregidao de
Itaguai (11,1%; n=15/135). Ap6s analise multivariada, apenas a infestacdo por carrapatos foi
o fator associado mais influente para a soropositividade dos animais (p<0,05; OR=6,1; IC: 1,1
- 32,9), e a presenca da espécie A. cajennense mais relacionada com a soropositividade dos
equinos (OR=11,1; IC: 2,3 - 51,7). Nao foi detectada a presenca de DNA rickettsial nas
amostras de sangue e carrapatos dos equinos testados, a partir da PCR. Em relag@o aos fatores
associados a infestacdo dos equinos por A. cajennense, observou-se que criacoes em regides
de baixas altitudes (OR=3,69; IC: 2,3 - 5,8), em propriedades com manejo zootécnico e
sanitdrio insatisfatério (OR=5,92; IC: 3,8 - 9,2) e em sistema de criacdo extensiva (OR=4,25;
IC: 2,1 - 8,5) foram fatores associados (p<0,05) a presenga e a intensa infestacdo nos equinos
por este carrapato. Em relag@o a deteccdo de B. caballi nos equinos, observou-se a frequéncia
de 17,2% de animais infectados, sendo a maior frequéncia nos animais da microrregidao de
Itaguai (28,9%; n=70/242). A partir da analise do questionario epidemioldgico, juntamente
com dados individuais de cada equino analisado foi possivel observar que os animais menores
de dois anos (OR=3,33; IC: 1,7 - 6,5), criados em regides de baixas altitudes (OR=3,52, IC:
1,7 - 7,3) e infestados por carrapatos da espécie D. nitens (OR=1,91; IC=1,1- 3,4) foram
fatores associados a positividade dos equinos por este hemoparasito. Os resultados do
presente estudo mostram a importancia da vigilancia epidemioldgica destes carrapatos vetores
e sua associagdo tanto com agentes infecciosos de importancia em saude publica, como na
producgdo animal, e particularmente, no mercado equestre do estado do Rio de Janeiro.

Palavras-chave: Rickettsia sp., Babesia caballi, Epidemiologia.



GENERAL ABSTRACT

PIRES, Marcus Sandes. Epidemiological Aspects of Rickettsia sp. and Babesia caballi in
Equine and tick vectors in two microregions of Rio de Janeiro state. 2013. 126p. Tesis
(Doctor Science in Veterinary Science). Instituto de Veterindria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

This work was carried out in the Itaguai and Serrana microregions in the state of Rio de
Janeiro, and aimed to evaluate the epidemiological aspects of Rickettsia sp. and Babesia
caballi in horses and ticks vectors present in these regions, highlighting the possible factors
associated with animals’ infection and tick infestation. Blood samples and ticks were
collected from horses. Serum samples were subsequently obtained by centrifugation in the
blood samples and stored at -20°C until serological analysis by indirect fluorescent antibody
test (IFAT). DNA was extracted of the blood samples and subsequently subjected to
polymerase chain reaction (PCR) for molecular detection of the respective etiological agents.
An epidemiological questionnaire was applied to the owners of animals to evaluate possible
factors related to animal infection and infestation by tick vectors of these agents. Three
species of ticks were observed, Amblyomma cajennense, Dermacentor nitens and
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, promoting parasitism at different levels of infestation
in the horses. A molecular survey of rickettsiac was only performed on the DNA samples
from A. cajennense and DNA from blood of horses of these two microregions. Serum samples
from horses underwent to IFAT for the detection of IgG class antibodies anti-Rickettsia
rickettsii. Of all serum samples analyzed, 8.8% (n = 21/240) were considered sero-reactive to
rickettsiae of the spotted fever group (SFG), being the higher frequency observed in horses of
Itaguai microregion (11.1%; n = 15/135). After multivariate analysis, only tick infestation was
the most influential factor associated with seropositivity to animals (p<0.05; OR= 6.1, CI: 1.1
- 32.9), and the presence of the species A. cajennense more related to the equine seropositivity
(OR=11.1; CI: 2.3 - 51.7). The presence of rickettsial DNA was not detected in blood samples
of horses and ticks tested from the PCR. Regarding factors associated with equine infestation
by A. cajennense noted that creations in low altitudes regions (OR=3.69; CI: 2.3 - 5.8), in
properties with unsatisfactory zootechnical and sanitary management (OR=5.92; CI: 3.8 - 9.2)
and extensive breeding system (OR=4.25; CI: 2.1 - 8.5) were associated factors (p<0.05) to
the presence and the intense infestation in horses for this tick. Regarding to detection of B.
caballi in horses, there was the frequency of 17.2% of infected animals, with the highest
frequency in the animals of the Itaguai microregion (28.9%; n = 70/242). From the analysis of
epidemiological questionnaire, together with individual data for each horse examined could
be observed that animals under two years (OR=3.33; CI: 1.7 - 6.5), created in regions of low
altitude (OR=3.52; CI: 1.7 - 7.3) and infested by ticks of the species D. nitens (OR=1.91; CI =
1.1 - 3.4) were factors associated with positive equine by this hemoparasite in the
microregions studied. The results of this study show the importance of epidemiological
surveillance of tick vectors and their association both with infectious agents of public health
importance, as in animal production, particularly in the equestrian market of the state of Rio
de Janeiro.

Keywords: Rickettsia sp., Babesia caballi, Epidemiology.
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1 INTRODUCAO GERAL

As rickettsias s@o bactérias gram-negativas, que se desenvolvem somente no interior
de células vivas e, portanto, caracterizadas como parasitas intracelulares obrigatorios. As
espécies do género Rickettsia estdo agrupadas em quatro subdivisdes; Grupo Tifo, Grupo
Ancestral, Grupo Transicional e Grupo da Febre Maculosa (GFM), tendo este um elevado
nimero de espécies patogénicas ao homem. Dentre estas, a espécie Rickettsia rickettsii, de
grande importancia em sadde publica, devido a sua elevada letalidade.

No Brasil, esta espécie de bactéria é caracterizada como agente etioldgico da febre
maculosa brasileira (FMB), e sua transmissdo estd relacionada ao parasitismo por carrapatos
infectados, principalmente do género Amblyomma spp. Sabe-se ainda que dentre os animais
domésticos, os equinos, sdo os mais parasitados por carrapatos da espécie Amblyomma
cajennense (GUEDES et al., 2005), atuando também como hospedeiros amplificadores deste
ectoparasito na natureza.

Apesar desta rickettsiose causar grave sintomatologia em humanos, nos equinos nao
ha descricao de sinais clinicos, mesmo em animais que apresentaram titulacdo bem elevada de
anticorpos anti-Rickettsia (LEMOS et al., 1996). Contudo, a pesquisa por estes
microorganismos neste grupo de animais estd atrelada a importancia epidemioldgica que esta
espécie de animal possui, pois podem atuar como ‘“‘sentinelas” da circulagdao do agente em
regides endémicas para a doenca (LEMOS et al., 1996; HORTA et al., 2004; SANGIONI et
al., 2005; VIANNA et al., 2008). A doenca estd mais concentrada na regido Sudeste, estando
os estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro, sob constante vigilancia
epidemiolégica (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

A babesiose equina, também conhecida como piroplasmose equina € uma doenga
causada por hemoparasitos das espécies Babesia caballi (Nuttall; Strickland, 1912) e
Theileria equi (Laveran, 1901) Mehlhorn e Schein, 1998. Os equinos acometidos por estes
agentes apresentam febre, anemia, ictericia, hemoglobindria e fraqueza, podendo, em casos
agudos, evoluirem para o 6bito (DE WAAL, 1990; 1992). Esta enfermidade € considerada no
mundo inteiro como o principal entrave para o transito internacional de cavalos para paises
considerados livres da doenga (KNOWLES, 1996). A transmissdo destes hemoparasitos,
assim como no caso da maioria das espécies de rickettsias, estd associada ao parasitismo por
carrapatos.

No Brasil, B. caballi foi reportada pela primeira vez no estado do Rio de Janeiro
(COSTA; MELLO, 1963), e sua transmissdo no pafs, possue estreita associacdo com a
infestacdo dos equinos por carrapatos da espécie Dermacentor nitens, (PFEIFER-BARBOSA
et al., 1992; PFEIFER-BARBOSA, 1993; LINHARES, 1994; MUIJICA, 2002). Diferentes
estudos no estado do Rio de Janeiro apontam elevada soropositividade dos equinos por B.
caballi (PFEIFER-BARBOSA et al., 1992; BITTENCOURT et al., 1997). Sobre os aspectos
relacionados a soropositividade, a infestagdo por carrapatos (KERBER et al., 2009) e a
caracteristicas do ambiente aonde os equinos sdo criados (GARCIA-BOCANEGRA et al.,
2013) sdo fatores que podem influenciar a presenca deste agente nos animais.

Neste contexto, a pesquisa de Rickettsias sp. em equinos e carrapatos em regides com
histérico de casos em humanos assim como a avaliagdo sobre os aspectos epidemioldgicos
que estdo associados a positividade dos equinos por B. caballi ampliardo 0 nosso
conhecimento por estas enfermidades. Desta forma serd possivel, consequentemente, buscar
formas eficazes de prevencdo e controle do agente etioldgico na regido e auxiliar a vigilancia
epidemioldgica destes agentes nestas dreas. Em adi¢do, em relacdo a febre maculosa, a
identificacdo de possiveis fatores associados a infestacdo dos animais, e, em particular, os



equinos, por estes carrapatos, poderiam auxiliar na busca por melhores formas de controle
destes artropodes, minimizando possiveis ocorréncias desta doenca na regido estudada.

O presente estudo teve por objetivos principais:

Avaliar a presenca de Rickettsia sp. em equinos e carrapatos da espécie Amblyomma
cajennense, em duas microrregides do estado do Rio de Janeiro, com histérico de casos
confirmados de febre maculosa em humanos.

Avaliar os fatores associados a infestagdo dos equinos pelo principal vetor da febre
maculosa brasileira (FMB), o “carrapato-estrela”, nas microrregides Serrana e de Itaguai,
estado do Rio de Janeiro.

Avaliar aspectos epidemiolégicos relacionados a detec¢do de B. caballi em equinos,
nas microrregides Serrana e de Itaguai, estado do Rio de Janeiro.



CAPITULO I

Pesquisa de Rickettsia sp. em equinos e carrapatos da espécie
Amblyomma cajennense nas microrregioes Serrana e de Itaguai,
estado do Rio de Janeiro



RESUMO

PIRES, Marcus Sandes. Pesquisa de Rickettsia sp. em equinos e carrapatos da espécie
Amblyomma cajennense nas microrregioes Serrana e de Itaguai, estado do Rio de Janeiro
2013. 39p. Tese. (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterindria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2013.

Este trabalho foi desenvolvido nas microrregidoes de Itaguai e Serrana no estado do Rio de
Janeiro, e teve por objetivo detectar Rickettsia sp. através do diagndstico molecular em
equinos e carrapatos presentes nestas regides, assim como identificar animais soro-reagentes a
Rickettsia sp. através de ensaio soroldgico. Amostras de sangue foram obtidas dos equinos
através de venopungdo, sendo também coletados carrapatos presentes nos animais infestados.
Amostras de soro foram obtidas por centrifugacdo das amostras de sangue e armazenadas a
-20°C até a realizacdo da andlise soroldgica. As condi¢des de criacdo e o manejo foram
avaliados em cada propriedade, através de um questiondrio epidemioldgico. Apds a
identificacdo dos ixodideos coletados, exemplares da espécie Amblyomma cajennense foram
separados para a realiza¢do da extracdo do DNA, assim como das amostras de sangue total.
As amostras de soro dos equinos foram submetidas a rea¢do de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) para a detec¢do de anticorpos da classe IgG anti-Rickettsia rickettsii. Amostras de soro
com titulo >1:64 foram consideradas positivas. O DNA extraido foi submetido a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) para pesquisa de agentes rickettsiais. Do total de amostras de soro
analisadas, 8,8% (n=21/240) foram consideradas sororreativas, sendo 5,7% da microrregido
Serrana (n=6/105) e 11,1% na microrregido de Itaguai (n=15/135). Em relacdo as
propriedades avaliadas, 38,1% (n=8/21) localizadas na microrregido de Itaguai e 23,8%
(n=5/21) localizadas na microrregido Serrana apresentaram pelo menos um equino
sororreativo para rickettsias do grupo da febre maculosa (RGFM). A partir da andlise
bivariada dos dados epidemioldgicos, observou-se que equinos da microrregido de Itaguai,
nascido na propriedade, oriundos de criacdbes com o manejo sanitdrio e zootécnico
insatisfatério, com sistema de criagdo extensivo, tendo a presenca de bovinos na mesma
pastagem ou nos arredores da criagdo e infestados por carrapatos, foram fatores associados a
soropositividade dos animais (p<0,20). Contudo, apds analise através da regressao logistica,
apenas a infestacdo por carrapatos foi a varidvel mais influente para a soropositividade dos
animais (p<0,05; OR=6,1; IC: 1,1 - 32,9). E em relacdo a especie de carrapato presente nos
animais, apdés a andlise multivariada, somente A. cajennense apresentou associacdo com a
soropositividade dos equinos (OR=11,1; IC: 2,3 — 51,7). Propriedades com o manejo
zootécnico e sanitdrio insatisfatério, e criacdes de equinos proximo ou juntamente com
bovinos foram fatores associados a presenca de pelo menos um equino sororreativo para
RGFM na propriedade. Todas as amostras de DNA de carrapatos da espécie A. cajennense e
do sangue total analisadas ndo apresentaram amplificacdo para os genes gltA e ompA. A
evidéncia soroldgica presente nas amostras dos equinos, embora com uma baixa frequéncia,
sugere a circulacdo de RGFM nestas regides estudadas, demonstrando a necessidade de
vigilancia epidemioldgica e o monitoramento em &areas com histérico de casos da febre
maculosa.

Palavras-chave: Rickettsia sp., Cavalos, Carrapatos.



ABSTRACT

PIRES, Marcus Sandes. Survey of Rickettsia sp. in equines and ticks of specie Amblyomma
cajennense in Serrana and Itaguai microregions, Rio de Janeiro State. 2013. 39p. Tesis
(Doctor Science in Veterinary Science). Instituto de Veterindria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

This work was developed in the Itaguai and Serrana microregions in the state of Rio de
Janeiro, and aimed to detect Rickettsia sp. through molecular diagnosis in horses and ticks
present in these regions, as well as to identify seroreactive to Rickettsia sp. by the serological
assay. Blood samples were obtained by venipuncture of horses, and were also collected ticks
in the infested animals. Serum samples were obtained by centrifugation in the blood samples
and stored at -20°C until the realization serological analysis by indirect fluorescent antibody
test (IFAT). The conditions for the creation and management were assessed on each property
using an epidemiological questionnaire. After identification of ticks collected, specimens of
the species Amblyomma cajennense were separated for the extraction of DNA, as well as
samples of whole blood. Serum samples from horses were submitted to indirect fluorescent
antibody test (IFAT) for the detection of IgG class antibodies anti-Rickettsia rickettsii. Serum
samples with titers >1:64 were considered positive. The extracted DNA was subjected to
polymerase chain reaction (PCR) to search for rickettsiae agents. Of all serum samples
analyzed, 8.8% (n=21/240) were considered seroreactive, being 5.7% in the Serrana
microregion (n = 6/105) and 11.1% in the Itaguai microregion (n = 15/135). Regarding to the
properties evaluated, 38.1% (n = 8/21) located in the Itaguai microregion, and 23.8% (n =
5/21) located in the Serrana microregion had at least one horse seroreactive to the rickettsiae
of spotted fever group (SFG). From the bivariate analysis of epidemiological data, it was
observed that the horses of Itaguai microregion, born in property, coming from creations with
the unsatisfactory zootechnical and sanitary management, with extensive breeding system, the
presence of cattle in the same pasture or in surrounding the creation, and infested by ticks
were associated factors to seropositivity of animals (p<0.20). However, after analysis using
logistic regression, only tick infestation was the most influential variable for seropositivity of
animals (p<0.05, OR=6.1; CI: 1.1 - 32.9). And in relation to species of tick in animals, after
multivariate analysis, only A. cajennense seropositivity showed association with
seropositivity of equines (OR=11.1; CI: 2.3 - 51.7). Properties with unsatisfactory
zootechnical and sanitary management, and breeding of equines near or together to cattle
were associated factors with the presence of at least one horse seroreactive to rickettsiae of
SFG at the property. All DNA samples from ticks of the species A. cajennense and of whole
blood analyzed showed no amplification for the gltA and ompA genes. The serological
evidence present in the samples of horses, although with a low frequency, suggests the
movement of rickettsiae of SFG in these studied regions, demonstrating the need for
surveillance and monitoring in areas with a history of cases of spotted fever.

Keywords: Rickettsia sp., Horses, Ticks.



1 INTRODUCAO

A febre maculosa brasileira (FMB) caracteriza-se como uma enfermidade causada por
bactérias do género Rickettsia. No territério nacional, sua transmissdo ocorre principalmente
relacionada ao parasitismo por carrapatos infectados do género Amblyomma spp. (GUEDES
et al., 2005; LABRUNA, 2009). A doenca possui cardter zoondtico € 0s equinos representam
o grupo de animais domésticos mais parasitados por este grupo de carrapatos (GUEDES et al.,
2005).

No Brasil, a ocorréncia de casos desta enfermidade estd mais concentrada na regido
Sudeste, sendo Sdo Paulo e Minas Gerais os estados sob constante vigilancia epidemioldgica
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Em relagio ao estado do Rio de Janeiro, um dos
primeiros casos reportados ocorreu por volta do ano de 1941 (TOSTES; BRETZ, 1941 apud
MOLITERNO, 2009), e posteriormente em 1977 (GONCALVES et al., 1981). Neste mesmo
estado, somente entre os anos de 2004 e 2008 foram confirmados 28 casos, em diferentes
municipios da regido da baixada fluminense, na regido litoranea da costa verde e na regido
Serrana (MOLITERNO, 2009).

Em relacdo a distribuicio da doenca nas diferentes regides do estado, na ultima
década, tem-se observado uma dispersao crescente. Em 2001, um caso fatal, associado com
contato com animais domésticos e roedores, foi confirmado na regido da baixada fluminense,
no municipio de Nova Iguacu (LEMOS et al., 2002). Embora com o indice de suspeicao
diagndstica sempre muito baixa, posteriormente, foi registrado, na regido serrana do estado,
municipio de Petrépolis, no ano de 2005, o primeiro surto de FMB no territério fluminense
com grande repercussdo na midia, em decorréncia de dois Obitos e da sua associacdo com
atividades de turismo na regido (MOLITERNO, 2009).

Em 2006, novo surto foi identificado no Municipio de Resende, com cinco membros
de uma mesma familia acometidos pela doenga, sendo que dois deles evoluiram para o 6bito.
Dois anos depois (2008), a FMB fatal foi confirmada em paciente residente no bairro de
Campo Grande, zona oeste do municipio do Rio de Janeiro, em cuja histéria epidemiolégica
foi possivel identificar o relato de contato com carrapato e equinos (LAMAS et al., 2008).

Apesar da enfermidade se apresentar em casos esporddicos nas diferentes regides do
estado, existe a possibilidade de que o agente etioldgico esteja circulante nos diversos vetores
artropodes das regides observadas. A auséncia de ocorréncia da doenca pode estar associada
com a falta de confirmacdo diagnéstica, ou subnotificacdes de casos, devido a similaridade
sintomatoldgica com outras doencas infecciosas, presentes em diversas regides do estado
(LEMOS et al., 2002; WALKER, 2002).

A sazonalidade da doenca estd intimamente relacionada ao ciclo bioldgico do vetor,
pois a presenca das formas imaturas dos carrapatos (larvas e ninfas) no ambiente sdo muitas
vezes imperceptiveis as pessoas que sofrem o parasitismo. Desta forma, devido estas formas
imaturas possuem maior ocorréncias no periodo entre os meses de abril a novembro, a
casuistica da doenga € maior durante este periodo, embora a ocorréncia da FMB possa ser
observada durante todo o periodo do ano.

Em relacdo aos aspectos epidemioldgicos da FMB, muitos estudos sdo conduzidos
utilizando animais domésticos como o0s equinos, possiveis indicadores da circulacdo do agente
etiologico em regides consideradas endémicas no pais, através de ensaios soroldgicos e da
pesquisa da fauna de ectoparasitos (LEMOS et al., 1996, HORTA et al., 2004; SANGIONI et
al., 2005; CARDOSO et al., 2006; HORTA et al., 2007; VIANNA et al., 2008).

Desta forma, o estudo da circulacdo destes agentes etioldgicos, tanto nos equinos,
quanto em possiveis carrapatos vetores presentes nestes animais, visa auxiliar a vigilancia
epidemioldgica da doenca na regido estudada.



O objetivo do presente estudo foi avaliar a presenca de rickettsias do grupo da febre
maculosa (RGFM), através do diagndstico soroldgico e molecular, em amostra de equinos e
carrapatos da espécie Amblyomma cajennense, em duas microrregides do estado do Rio de
Janeiro.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Breve Historico e Etiologia

As rickettsioses sdo definidas como doencas infecciosas causadas por bactérias Gram-
negativas, intracelulares obrigatorias, pleomérficas e pequenas (em média de 0,3um largura e
1,5 um de comprimento) (RAOULT; ROUX, 1997). E um grupo de doengas que acometem
acidentalmente o homem através do parasitismo por artropodes hematdfagos, dentre eles,
carrapatos, pulgas, piolhos e dcaros (FRIEDHOFF, 1990; HOOGSTRAAL, 1967).

Estes microrganismos se desenvolvem em células nucleadas de vertebrados e
invertebrados, preferencialmente células endoteliais de hospedeiros vertebrados (WEISS;
MOULDER, 1984) e nos invertebrados, células intestinais, ovarios e glandulas salivares
(RAOULT et al., 2005).

Em relacdo as rickettsioses, o género Rickettsia € o mais importante, devido aos
aspectos clinicos e epidemioldgicos associados as infeccdes humanas. Estas espécies de
proteobactérias pertencem a ordem Rickettsiales, familia Rickettsiaceae e sdo classificadas, na
atualidade, em quatro grandes grupos: (i) grupo ancestral, composto por Rickettsia bellii e
Rickettsia canadensis; de patogenicidade desconhecida; (ii) grupo do tifo, composto por
Rickettsia typhi e Rickettsia prowazekii; (ii1) grupo da febre maculosa (RGFM), constituido
por mais de 25 espécies, entre elas, Rickettsia rickettsii e Rickettsia parkeri no continente
americano, Rickettsia conorii e Rickettsia africae na Europa e na Africa, Rickettsia japonica e
Rickettsia israeli na Asia e no Oriente Médio e (iv) grupo transicional, constituido por
Rickettsia akari, Rickettsia australis e Rickettsia felis.

A distribuicao das rickettsias ao redor do mundo estd associada diretamente aos seus
vetores artropodes, o que inclui uma variedade de espécies, sendo descrita em regides de
diferentes paises, de todos os continentes (PAROLA et al., 2005).

Dentre as espécies de elevada patogenicidade para o homem estd a espécie Rickettsia
rickettsii, isolada por Howard T. Ricketts em 1907 a partir de carrapatos, agente etiologico da
febre maculosa das Montanhas Rochosas (FMMR), doenga que foi observada, primeiramente,
nos Estados Unidos (RICKETTS, 1909 apud DANTAS-TORRES, 2007; CHILDS;
PADDOCK, 2002). A espécie R. rickettsii estd restrita a paises do hemisfério ocidental,
sendo observada, inicialmente, nos Estados Unidos e posteriormente no Canadd, México,
Costa Rica, Panamd, Colombia, Brasil e Argentina (DUMLER; WALKER, 2005; PADDOCK
et al., 2008).

A provdvel descri¢do dos primeiros casos da febre maculosa ocorreu em 1896 no Vale
do Rio “Snake” no estado americano de Idaho, sendo denominada de "sarampo preto" (“black
measles’), e a partir do inicio do século XX, foi descrita também em outros estados dos EUA,
como Washington, Montana, Califérnia, Arizona e o Novo México (REBOUCAS; BASSO,
2007).

Um dos grandes nomes na histéria da descoberta do agente infeccioso desta
enfermidade foi Howard Taylor Ricketts, que em seus estudos, investigava duas formas da
doenca em humanos, sendo a FMMR (em inglés - Rocky Mountain spotted fever) nos Estados
Unidos, € a outra conhecida como “Tabardillo”, ou “Pinta”’, endémica no MEéxico
(SUASSUNA, 2006).

Ricketts estudou as possiveis formas de transmissao da febre maculosa, utilizando
cobaios, descrevendo o papel de carrapatos como potenciais transmissores. Seus estudos
pioneiros foram fundamentais para a determinagdo deste novo género de microorganismos
(SUASSUNA, 2006).



Além de Ricketts, muitos outros pesquisadores estiveram envolvidos na elucidacao
deste agente infeccioso, dentre eles, Von Prowazek e Henrique da Rocha Lima, que atuavam
como pesquisadores do Centro de Hamburgo, na Alemanha, investigando o possivel agente
do Tifo Exantemdtico, que assolava soldados durante as guerras dos Balcas (1912-1913).
Rocha Lima e Prowazek examinaram os piolhos coletados nos soldados doentes ou mesmo
mortos, na tentativa de descobrir o agente causador daquela enfermidade (MORAES, 1968).

Foi somente em 1916, que Rocha Lima anunciou a descoberta do causador do tifo
epidémico, agente infeccioso que denominou Rickettsia prowazeki, em homenagem a Ricketts
e Prowazek, ambos pesquisadores que, no decorrer de suas pesquisas acabaram se infectando
com preparos a fresco de material infeccioso e vieram a 6bito (RAMOS, 2005).

Em 1919, os norte-americanos Wolbach e Todd, apds a publicacao de Rocha Lima, em
1916 descreveram o agente da FMMR, também estudado por Ricketts, denominando-o
Dermacentroxenus rickettsii relacionando o nome do agente etioldgico ao vetor transmissor, o
carrapato da espécie Dermacentor andersoni, e ao pesquisador envolvido na descoberta,
Ricketts (DANTAS-TORRES, 2007).

Contudo, este nome ndo prevaleceu e hoje € referido como Rickettsia rickettsii,
proposto por Brumpt, em 1922 (DANTAS-TORRES, 2007). Esta nova espécie de rickttsia foi
entdo observada por outros pesquisadores ao longo das Américas em surtos esporadicos,
como agente causal da febre maculosa.

Embora ja tenham sido descritas mais de 20 espécies de RGFM e dentre estas algumas
associadas a doenga em seres humanos, a espécie R. rickettsii € considerada a mais patogé€nica
das rickettsias ao homem (PAROLA et al., 2005).

2.2 Ecologia e Epidemiologia das Rickettsias no Brasil

No Brasil, esta rickettsiose foi descrita pela primeira vez pelo médico e pesquisador
paulista Piza, em 1929 (PIZA, 1932 apud HORTA, 2002). Além deste, em Minas Gerais,
Amilcar Viana Martins e Octdvio de Magalhdes foram os pioneiros na pesquisa desta
enfermidade. Os primeiros relatos ocorreram em S@o Paulo, e até hoje, este estado possui
ocorréncia endémica da doenca. Um dos primeiros registros desta doenca no estado do Rio de
Janeiro ocorreu no ano de 1941 (TOSTES; BRETZ, 1941 apud MOLITERNO, 2009).

Atualmente, existem registros de casos graves e fatais da doenca em diversos outros
estados, como Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Bahia, Ceard, Rondonia, Goids,
Distrito Federal, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Parana (MINISTERIO DA SAUDE,
2011).

Embora diagnosticada no pais ha décadas, a febre maculosa tornou-se de notificacao
compulsdria somente no ano de 2001, pela Portaria do Ministério da Sadde n°1.943, de
18/10/01. Desde entdo, apesar da subnotificacdo, mais de novecentos casos ja foram
confirmados em todo o territério nacional, sendo, somente entre os anos de 2007 a 2010,
registrados 425 casos confirmados, com letalidade em torno de 24% (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).

Além da espécie R. rickettsii, causadora da FMB € provdvel que outras espécies
estejam incriminadas na ocorréncia da rickettsioses do GFM em humanos, como por exemplo,
com Rickettsia felis (RAOULT et al., 2001). Recentemente, novas cepas de Rickettsia sp.
(cepa Mata Atlantica e cepa Bahia) demonstraram potencial patogénico para humanos, em
dois estados do Brasil (SABATINI et al., 2010; SPOLIDORIO et al., 2010; SILVA et al.,
2011). Contudo, os casos letais de FMB, até o momento, estdo relacionados a infec¢des por R.
rickettsii.

Dentre outras espécies ja relatadas no territorio nacional, observou-se a presenca de R.
parkeri, R. rhipicephalini, R. belli, R. amblyommii e R. monteiroi, todas associadas a espécies



de carrapatos, além de R. felis e R. typhi, ambas associada a pulgas (LABRUNA et al., 2009;
PACHECO et al., 2011). Além disso, outras novas cepas de rickettsias (Rickettsia sp. cepa
Pampulha) foram identificadas em carrapatos no estado de Sao Paulo (ALMEIDA et al.,
2011).

Além dos ensaios moleculares, estudos sorolégicos conduzidos em diferentes regides
do pais propiciaram a investigacao das possiveis espécies de rickettsias que estdo presentes no
pais. Horta et al. (2007) observaram a presencga de anticorpos para R. rickettsii, R. africae, R.
akari e R. belli, em amostras de soro de cdes e equinos oriundos de areas endémicas para
FMB. Labruna et al. (2007), também em inquérito sorolégico realizado em caes do estado de
Rondonia, avaliou a positividade para R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommi, R. rhipicephali,
R. felis e R. belli. Contudo, é importante destacar que através do exame soroldgico podem
ocorrer falsas interpretacdes da espécie envolvida na infeccdo, uma vez que todas as espécies
de RGFM apresentem algum grau de reacao soroldgica cruzada (PHILIP et al., 1978).

Sob o aspecto epidemiolégico da doenca, os ensaios soroldgicos, apesar da
necessidade de uma adequada interpretacdo dos resultados obtidos, sdo excelentes ferramentas
para a avaliacdo da circulacdo de rickettsias em determinada regido. Vale destacar que os
equinos e os cdes podem ser utilizados como animais sentinelas, através de pesquisa
sorolégica de anticorpos contra o agente da febre maculosa (LEMOS et al., 1996). Neste
mesmo estudo, os autores observaram, respectivamente 77,8% e 36,4% de soroprevaléncia
para R. rickettsii em amostras de equinos e cdes, em drea endémica para a doenca, no estado
de Sa@o Paulo. Horta et al. (2004), também em estudo de area endémica para a FM em Sao
Paulo, observaram soroprevaléncia de 77,3% e 31,3%, em equinos e caes, respectivamente.
Estudos similares foram realizados por Sangioni et al. (2005), em Sao Paulo e Vianna et al.
(2008), em Minas Gerais, ambas areas consideradas endémicas. Ja o estudo de Toledo et al.
(2011) observaram soroprevaléncia de 2,7% e 38,5%, em caes e equinos, respectivamente,
avaliando, de forma indireta, a circulacdo do agente no estado do Parana.

2.3 Carrapatos Associados a RGFM

Embora os carrapatos possam adquirir patégenos, sua capacidade de transmiti-los para
um hospedeiro vertebrado € varidvel, pois esta capacidade depende de aspectos fisioldgicos
relacionados ao préprio carrapato e também a questdes referentes aos hospedeiros
vertebrados, como susceptibilidade a infestacdes, abundancia, sazonalidade (SONESHINE,;
MATHER, 1994). Contudo, sabe-se que carrapatos atuam tanto como vetores, como também
como reservatdrios das rickettsias na natureza (PAROLA et al.,, 2005). Este fato esta
relacionado a capacidade de transmissdo transovariana e transestadial destas proteobactérias
observada em espécies de carrapatos, fazendo com que uma nova geracdo destes artropodes,
ou novos estagios do mesmo, possam adquirir a infeccao pela bactéria, sem a necessidade de
um hospedeiro vertebrado.

Contudo, a taxa de infec¢do no carrapato € considerada muito baixa, quando este se
encontra infectado na natureza. Este fato pode estar relacionado ao efeito deletério que
algumas espécies de rickettsias possuem também sobre o vetor, diminuindo a postura de
fémeas, sendo também letal para os artrépodes infectados (NIEBYLSKI et al., 1999). Ainda
neste contexto, a baixa prevaléncia de infec¢ao natural pode estar relacionada a infeccao mista
por mais de uma espécie de Rickettsia no vetor, de forma competitiva, impedindo a
transmissdo da espécie patogénica para a proxima geracdo (BURGDORFER et al., 1981).
Logo, apenas este mecanismo de transmissdo ndo assegura sua manutencdo na natureza
(McDADE; NEWHOUSE, 1986).

Com isso, é possivel que hospedeiros vertebrados participem da amplificagdo da
doenca no meio ambiente. Estes hospedeiros sao caracterizados como aqueles que
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desenvolvem rickettsemia duradoura (alguns dias) apds contato prévio com o artropode
infectado. Com isso, quando novos carrapatos promovem O repasto sanguineo nestes
individuos, durante o periodo no qual ainda existem bactérias circulantes no sangue, podem
tornar-se vetores potenciais da doenca (BURGDORFER, 1988)

E entre os artrépodes vetores de RGFM nas Américas, sdo incriminados como
transmissores da doenca carrapatos da espécie Dermacentor variabilis, Dermacentor
andersoni, Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma cajennense € Amblyomma aureolatum.
Embora outros carrapatos deste ultimo género tenham sido detectados com a presenca de R.
rickettsii, como Amblyomma ovale, A. dubitatum e A. triste, seus papéis na cadeia
epidemioldgica da doenca ainda sdo desconhecidos.

No Brasil, o principal vetor da doenca sdo carrapatos do género Amblyomma sp.,
principalmente da espécie A. cajennense (DIAS; MARTINS, 1939). Devido sua baixa
especificidade parasitaria, acomete tanto animais domésticos, silvestres, como também o
préprio homem, principalmente nos estdgios imaturos (ARAGAO; FONSECA, 1961).

A espécie A. cajennense possui distribuicdo ampla em todos os estados do sudeste e
centro-oeste, e limitada nas demais regides (VIEIRA et al., 2004). Da mesma forma, duas
outras espécies de carrapato do género Amblyomma spp. sdo apontadas como possiveis
transmissoras da doenca no pais. Sdo elas, Amblyomma dubitatum, que possui como
hospedeiro primdrio a capivara, e raramente ¢ encontrada parasitando humanos, porém ja
foram encontrados espécimes infectados em dreas endémicas (LABRUNA et al, 2004b), o
que torna sua participacdo na transmissdo ainda questionavel, e Amblyomma aureolatum,
conhecido como carrapato amarelo do c@o foi incriminado como vetor desta bactéria em areas
endémicas e de Mata Atlantica no estado de Sdo Paulo (RODRIGUES et al., 2002; PINTER,
2003).

Vale destacar também que ja foram identificados R. rickettsii em exemplares de R.
sanguineus em areas com ocorréncia de casos de FM (CUNHA et al., 2009; ROZENTAL et al
2009, MORAES-FILHO, 2009; GAZETA et al., 2009). Estudo experimental realizado por
Piranda et al. (2008) observaram a capacidade da transmissao desta espécie de carrapato, para
cobaios e caes.

Outras espécies de rickettsias ja foram identificadas no pais, em diversas espécies de
carrapatos, como A. longirostre, (LABRUNA et al., 2004b), Haemaphysalis justakochi,
(LABRUNA et al., 2007), Ixodes loricatus (HORTA et al., 2006), Dermacentor nitens
(OLIVEIRA et al., 2008), A. scalpturatum, A. rotudatum, A. humerale, A. oblongogottatum,
A. coelebs (LABRUNA et al., 2004b).

2.4 Hospedeiros Vertebrados

No Brasil, Didelphis aurita (gambd) a partir de estudos experimentais, observou-se
que este animal pode atuar como amplificador de R. rickettsii em Amblyomma cajennense,
apresentando porém, baixa taxa de infec¢ao desta espécie de carrapato, apds infestac@o nestes
animais infectados (HORTA et al., 2009). Outros estudos experimentais feitos com capivaras
(Hydrochoerus hydrochaeris) demonstraram que este animal também apresenta caracteristicas
favordveis para a infeccdo e disseminacdo de artropodes infectados com R. rickettisii
(SOUZA et al., 2009). E a espécie A. cajennense assume papel fundamental na transmissao da
doenca no Brasil, sendo a capivara e os equinos, seus principais hospedeiros nos diferentes
estagios do ciclo bioldgico (VIEIRA et al., 2004).

Além de mamiferos relacionados a participacdo no ciclo da dispersdo destes agentes,
em estudo realizado por Pacheco et al. (2012), os autores observaram a presenga de carrapatos
presentes em aves, que foram positivos para a espécie Rickettsia parkeri.

11



Logo, existe uma série de outras espécies de animais silvestres, que podem estar
relacionados a amplificacdo da doenca na natureza. Contudo, em relacdo aos animais
domésticos, o que se observa € que tanto os equinos, como os caes podem atuar como
amplificadores da populacdo de carrapatos, e devido a proximidade destes com a populacdo
humana, aumentam as chances de contato com vetores possivelmente infectados com a
bactéria.

Apesar do grave quadro clinico que pode causar em humanos, nao hd descri¢do de
sinais clinicos nos equinos (LEMOS et al., 1996). Em relacdo aos caes, casos clinicos foram
descritos nos Estados Unidos (McDADE; NEWHOUSE, 1986) e, mais recentemente no
Brasil (LABRUNA et al., 2009). Quando cées sdo infectados experimentalmente, apresentam
sintomatologia de febre, letargia, depressio e lesdes oculares, de acordo com a carga
parasitdria infectante (BREITSCHWERDT et al., 1988; 1991; PIRANDA, 2008). Ja foi
descrito também casos de incoordenacdo motora, progredindo ao 6bito (MIKSZEWSKI,
VITE, 2005).

2.5 Métodos de Diagnéstico

O diagnéstico do agente da febre maculosa é realizado, mais frequente e
rotineiramente, através de testes soroldgicos, sendo a reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) considerada teste padrao (CDC, 2011). Neste caso, a amostra é considerada positiva
quando apresenta titulacdo maior ou igual a 1:64 (NEWHOUSE et al., 1979), destacando-se
que podem ocorrer reagdes cruzadas entre as espécies de rickettsias de um mesmo grupo (LA
SCOLA, B.; RAOULT, 1997). Entretanto, outros métodos de diagndstico soroldgico sao
reportados, dentre eles a fixacdo de complemento, teste de aglutinagdo, teste de ELISA, Weil-
Felix e imunoblotting (LA SCOLA, B.; RAOULT, 1997).

E imprescindivel considerar que o diagnéstico definitivo de doenca/infeccdo ativa
através do teste soroldgico, em especial pelo teste de imunofluorescéncia indireta, somente
poderd ser realizado a partir na andlise laboratorial de duas amostras pareadas de soro
coletadas no espaco de 14 dias, em média, entre elas, nas quais seja possivel identificar um
aumento de 4 vezes no titulo de anticorpos.

Outras técnicas utilizadas sdo os testes de imunohistoquimica de amostras teciduais,
assim como o cultivo celular; sendo este ultimo de dificil utilizacdo na rotina laboratorial
devido a necessidade de execucdo dos procedimentos em um laboratério de nivel de
biosseguranca 3 (NB3) (CHAMPMAN et al., 2006). Para o isolamento e cultivo do parasito,
amostras utilizadas podem ser obtidas a partir de triturado de codgulo, plasma, bidpsia de
pele, tecidos de necropsia e amostras de artrépode, e o material colhido inoculado em
linhagens celulares (MELLES et al., 1992; 1999).

As técnicas de biologia molecular t€ém assumido grande importancia na deteccdo de
vérias espécies de rickettsias em vetores e hospedeiros, principalmente, espécies de RGFM.

A partir da década de 80, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo testada e
utilizada para a deteccdo molecular das rickettsias (TZIANABOS et al., 1989). Na PCR, o
DNA extraido da amostra ¢ amplificado utilizando iniciadores (primers) que podem obter a
sequéncia do gene de algumas proteinas como citrato sintase (g/tA), presente nos organismos
do género Rickettsia, e o gene que expressa a proteina externa de membrana (ompA) e
(ompB), presente nas espécies de RGFM (REGNERY et al., 1991; EREMEEVA et al., 1994).

Outra importante ferramenta molecular, a PCR em tempo real (qPCR), também
chamada de “PCR quantitativa”, vem sendo utilizada para a detec¢do deste tipo de agente em
diferentes estudos (EREMEEVA et al., 2003; LABRUNA et al., 2004a; KIDD et al., 2008;
STENOS et al., 2005). Muitos ensaios tém sido desenvolvidos com diferentes genes como
alvo para o diagnéstico, tanto para amostras de sangue (KIDD et al, 2008), quando para a
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deteccao e quantificagdo da carga parasitdria destes agentes nos possiveis vetores (ZANETTI
et al., 2008).

Desta forma, a PCR, associada ao sequenciamento genético sio métodos de
diagndstico que vem sendo utilizados também para a andlise filogenética das espécies de
rickettsias encontradas, favorecendo assim a descoberta de novas cepas circulantes em vetores
e hospedeiros (LA SCOLA; RAOULT, 1997).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descriciio das Areas de Estudo

O estudo foi realizado em propriedades com a presenga de equinos situadas em duas
microrregides do estado do Rio de Janeiro, microrregido de Itaguai e microrregiao Serrana. As
coletas foram realizadas durante o periodo de janeiro a maio de 2009. Foram selecionados trés
municipios da microrregido de Itaguai (Seropédica, Itaguai e Mangaratiba) e dois municipios
da microrregidao Serrana (Petrdpolis e TeresOpolis), sendo que em ambas as microrregioes
apresentam histérico de casos confirmados de FMB em humanos (MOLITERNO, 2009).

3.1.1. Microrregiao de Itaguai

Municipio de Itaguai (22° 51’08’ latitude Sul; 43° 46’31’ longitude Oeste; altitude:
13 metros); Municipio de Seropédica (22° 44’ 38’ latitude Sul; 43° 42° 27" longitude Oeste;
Altitude 26metros); Municipio de Mangaratiba (22°57' 36" latitude Sul; 44°0227’ longitude
Oeste; altitude 18 metros). O clima da Microrregido de Itaguai € caracterizado como tropical
com estacdo seca e chuvas no verdo (Aw) segundo classificacao de Koppen-Geiger (PIEEL et
al., 2007). Este clima apresenta temperatura média do més mais frio do ano >18°C e
temperatura média méxima acima de 25°C.

3.1.2. Microrregiao Serrana

Municipio de Petrépolis (22°30° 18’ latitude Sul; 43°10°44”° longitude Oeste; altitude:
809 metros) e TeresOpolis (22°24°43’1atitude Sul; 42°57°57"" longitude Oeste; altitude: 910
metros). O clima da microrregido Serrana € considerado temperado imido com inverno seco e
verdao temperado (Cwb) segundo classificacio de Koppen-Geiger. Também se encontra a
denominacdo de clima tropical de altitude (PEREIRA, 2009). Este clima apresenta
temperatura média nos trés meses mais frios do ano de 10°C e nos meses mais quentes acima
de 22°C. A temperatura média anual € de 18°C. As estacdes de verdo e inverno sdao bem
definidas.

Esse projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica na Pesquisa da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, com nimero de processo 23083.005971/2011-30 (protocolo
N°127/2011).

3.2 Tamanho Amostral no Estudo de RGFM nos Carrapatos e Equinos
3.2.1 Carrapatos

Para determinar a ocorréncia de RGFM nos carrapatos da espécie A. cajennense
presentes nos equinos foi calculado um tamanho amostral a partir de uma prevaléncia média
esperada de 5% de carrapatos infectados (LEMOS et al., 1996; HORTA, 2002) em uma
populacdo infinita. Com isso, o nimero minimo necessario de carrapatos desta espécie a testar
foi de 203 exemplares, considerando uma precisdo absoluta de 3% e intervalo de confianca de
95%. Entretanto foram analisadas 330 amostras de carrapatos, organizadas em “pools”, de
acordo com o estagio de desenvolvimento e dimorfismo sexual, em tubos de polipropileno
contendo élcool isopropilico.

Foram coletados, em média, 10 exemplares de carrapatos presentes nos equinos
infestados, preservados em tubos de polipropileno contendo &lcool isopropilico absoluto e
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encaminhados ao Laboratério de Hemoparasitos e Vetores da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, para identificagdo taxondmica, por meio de chave dicotdmica apropriada
(BARROS-BATESTTI et al., 2006). Os exemplares identificados como A. cajennense foram
separados para a andlise molecular.

3.2.2. Equinos

O célculo da amostra de equinos foi estipulado com base em estudos soroldgicos,
obtendo-se uma prevaléncia média esperada de 40% (LEMOS et al., 1996; HORTA et al.,
2004; CARDOSO et al., 2006; MORAES-FILHO et al., 2009; FREITAS et al., 2010;
BATISTA et al., 2010), com grau de confianca de 95%, e margem de erro admitida de 7 %
para a amostragem dos equinos. A partir da férmula, foi estabelecido o nimero minimo de
100 amostras de equinos por microrregido avaliada, segundo a equacdo descrita por Sampaio
(2002) a seguir:

n=1 96%3’%21&@)
Onde: n = tamanho da amostra; Py, = prevaléncia esperada; d = precisdo absoluta desejada.

Para a avaliagdo soroldgica foram utilizados 240 equinos, sendo 135 da microrregido de
Itaguai (Seropédica n=50; Itaguai n=55, Mangaratiba n=30) e 105 da microrregidao Serrana
(Petropolis n=60; Teresopolis n=45).

Para o estudo molecular de RGFM nos equinos, o cdlculo da amostragem foi estipulado
com base em uma prevaléncia esperada de 50% (SAMPAIO, 2002), uma vez que ndo ha
estudos epidemioldgicos utilizando o diagndstico molecular de RGFM em equinos, com grau
de confianga de 95%, e margem de erro admitida de 9 % para a amostragem dos equinos. A
partir da férmula, foi estabelecido o nimero minimo de 119 amostras de equinos. Neste
ensaio molecular, utilizou-se somente um municipio de cada microrregido, sendo
selecionados 138 animais do Municipio de Seropédica e 134 do Municipio de Petrépolis.

3.3 Questionario Epidemiologico

Foi aplicado um questiondrio semi-estruturado aos proprietdrios/ou responsdveis dos
equinos para analisar as caracteristicas das propriedades visitadas, as formas de criacdao dos
equinos presentes na localidade e relacionar os possiveis fatores associados a deteccdo
sorolégica e molecular de RGFM nestes animais (ANEXO 1).

De cada equino, formulou-se uma ficha individual do animal, destacando aspectos
como a idade, o sexo, a raca, o0 manejo zootécnico empregado e local da criacdo. Estes fatores
foram analisados considerando as seguintes varidveis:

(i) Microrregido:

- Itaguai

- Serrana

(i1) Manejo Sanitério e Zootécnico:

- Satisfatério (instalagdes zootécnicas apropriadas a criacdo na propriedade, animais
recebem alimentacdo adequada, presenca de controle sanitirio e assisténcia veterindria
constante)

- Insatisfatério (Instalagdes zootécnicas inadequadas a criagdo, os animais nao
recebem alimentagcdo balanceada rotineiramente, o controle sanitdrio nio € sistematico e a
assisténcia veterindria, quando existe, € esporddica ou utilizada em casos de emergéncia).

(i11) Sistema de Criacéo

- Confinado/Semi-confinado (Animal sem acesso ou com acesso parcial a pastagem)

- Extensiva (acesso somente a pastagem)
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(iv) Contato ou ndo com bovinos

- Contato (preseng¢a de bovinos na mesma pastagem ou proximos a equinos)
- Sem contato com bovinos

(v) Origem do animal

- Externo a propriedade

- Interno a propriedade (animal nasceu na propriedade)

(vii) Sexo (macho e fémea)

(viii) Idade (menor de 2 anos e maior ou igual a 2 anos)

(ix) Raca (com raga definida e sem raca definida)

(x) Presenca de carrapatos (sim e ndo).

3.4 Coleta de Sangue e Soro

De cada equino foram coletados amostras de sangue, através da puncdo da veia
jugular, em tubos a vacuo. Foram coletadas amostras em tubos de S5SmL contendo
anticogulante dcido etileno diamino tetracético (EDTA) e tubos de 10mL sem anticoagulante,
ambos mantidos em caixas de isopor com gelo, até o retorno ao laboratério de Hemoparasitas
e Vetores da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). De cada tubo contendo
anticoagulante (EDTA) foram retiradas aliquotas de 1,0mL de sangue total e, posteriormente,
acondicionadas em tubos de polipropileno de 1,5mL, estéreis, mantidos a temperatura de -
80°C para extragcao de 4dcido desoxirribonucleico (DNA). Os tudos sem anticoagulante foram
centrifugados a 6000 x g por 10 minutos para separacdo do codgulo e obten¢do do soro, sendo
1,0mL de cada amostra acondicionada em microtubos de polipropileno de 1,5mL, estéreis,
mantidos a temperatura de -20°C até a realizacdo do diagndstico soroldégico.

3.5 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Para a deteccdo de anticorpos anti-RGFM , foi realizado teste de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), nas amostras dos soros, utilizando antigeno comercial da PANBIO. Foram
utilizados 30 uL de cada amostra de soro testado, diluidos em tampao salina fosfatado (PBS)
dispostas em cada um dos 12 orificios presentes nas ldminas. Para a validagcdo do teste foram
utilizados também amostras de soros-controles no ensaio (soro equino positivos e negativos
para a deteccdo de anticorpos anti-RGFM). Apds esta etapa de pipetagem das amostras, as
laminas foram armazenadas em camara imida em estufa bacteriolégica a 37°C durante 30
minutos. Passado esta etapa, as laminas foram lavadas com PBS, imersas por dez minutos
neste tampao e secas em temperatura ambiente. Depois, em cada orificio foi adicionado 30 uL
de conjugado equino diluido em PBS, na propor¢do de 1:16, e novamente as laminas foram
postas em camara umida por 30 minutos a 37°C. Ap0s este procedimento, as laminas foram
lavadas mais uma vez com PBS, e armazenadas hd dez minutos neste tampao. Quando secas,
as laminas foram montadas utilizando pequenas gotas de glicerina, para a cobertura com uma
laminula. A reagdo entre o antigeno fixado e o anticorpo presente nas amostras foi visualizada
em microscépio binocular equipado para fluorescéncia, em aumento de 40 vezes. Amostras
com titulacdo maior ou igual a 1:64 foram consideradas positivas. Este procedimento foi
realizado no Laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses do Instituto Oswaldo Cruz,
Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

3.6 Extracio de DNA das Amostras de Carrapatos e Sangue

Para a extracdo de DNA destes artrépodes, os espécimes foram macerados com bastao
de vidro estéril, apés congelamento por nitrogénio liquido. Espécimes de adultos foram
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macerados individualmente e espécimes de ninfas foram macerados a partir de “pools”
contendo cinco exemplares. Os “pools” foram organizados de acordo com o estagio de
desenvolvimento do carrapato, o sexo e conforme o animal de origem. Apds esta etapa, o
DNA genomico foi extraido baseado em protocolo de extragdo de DNA genOmico total de
plantas, segundo Ferreira e Grattapaglia (1998). A cada 11 amostras extraidas, um tubo
contendo 4gua ultrapura (Nuclease-Free Water, Ambion®) foi incluido, no intuito de verificar
possivel contaminagao durante o processo de extracao das amostras de carrapatos.

A extracdo de DNA das amostras de sangue foi realizada a partir de 300 uL de sangue
total, utilizando-se um Kit de extracdo de DNA (Wizard® Genomic DNA Purification,
Promega, Madison, USA) de acordo com recomendacdes do fabricante.

As amostras de DNA extraido dos carrapatos e do sangue foram quantificadas em
espectrofotometro Nanodrop® ND-2000 (Nanodrop Technologies, DE, USA), padronizadas
na concentracdo de 60 ng/uL e armazenadas a -80°C até o momento da realiza¢do da técnica
de PCR.

3.7 Sensibilidade Analitica da PCR na Deteccao de RGFM do Estudo

Para avaliar a sensibilidade analitica das técnicas moleculares na deteccdo de RGFM,
foram realizadas dilui¢des seriadas de uma amostra de DNA positiva para RGFM, com
concentracdo de 10ng/uL. Foram feitas oito dilui¢des a partir desta amostra (10ng/uL até 10
"ng/uL), realizando-se um ensaio com cada uma destas concentracdes, em triplicata, através
da PCR.

Com o propésito de avaliar o limite de detec¢do das técnicas moleculares, e a possivel
interferéncia que o DNA dos hospedeiros naturais pudesse exercer na sensibilidade analitica
da reacdo, foram feitas diluicdes da amostra positiva para RGFM, utilizando DNA do
hospedeiro vertebrado e invertebrado. Amostras de DNA dos hospedeiros naturais foram
obtidas de carrapatos da espécie Amblyomma cajennense oriundos de colonia livre destes
patégenos e de um equino sabidamente negativo ao teste.

3.8 Ensaio da PCR

A partir da extracdo, o DNA foi submetido a PCR através de utilizacdo de dois pares
de oligonucleotideos iniciadores (primers), um para amplificar o fragmento do gene citrato
sintase (gltA), presente em todos os géneros de Rickettsia; e o outro para amplificar um
fragmento do gene que codifica uma proteina de 190KDa do gene ompA, presente
exclusivamente em RGFM. Os seguintes primers foram utilizados: Rr190.70p (5°-
ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3") e Rr190.602n (5’-AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT
-3’) para o gene ompA (REGNERY et al, 1991); e os primers RpCS.877p (5°-
GGGGACCTGCTCACGGCGG-3’) e  RpCS.1258n (5’-ATTGCAAAAAGTACA
GTGAACA- 3’) para o gene gltA (REGNERY et al., 1991). Todas as reacdes foram
realizadas em volume final de 25ul, contendo: 1X AmplitagGold PCR Master Mix (Life-
Technologies®), 0,6uM de cada primer (Rr190.70p/ Rr190.602n), utilizado na amplificagao
do fragmento de 532 pb do gene ompA e SuL (aproximadamente 60ng) de DNA total. Na
reacdo de amplificacdo do fragmento de 381 pb do gene gltA, utilizou-se o primer especifico
(RpCS.877p/ RpCS.1258n) na concentracdo de 0,6uM de cada oligonucleotideo iniciador. As
reacOes foram realizadas em placas de 96 pocos e a cada 5 pogos foi acrescentada dgua
ultrapura (Nuclease-Free Water, Ambion®) como controle negativo, com o objetivo de
verificar possivel contaminacdo durante o processo de pipetagem do DNA. Para o controle
positivo utilizou-se DNA de uma amostra sabidamente positiva R. rickettsii.
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As reacdes para amplificacdo dos fragmentos de ambos os genes foram realizadas por
Touchdown PCR em termociclador (Mastercycler Pro-S, Eppendorf®) e o programa de
amplificacdo foi constituido por um ciclo de desnaturagdo inicial a 95°C por 5 minutos;
seguido de 10 ciclos de 95°C por 40 segundos; anelamento com variacdo da temperatura de
60-55°C (reducao de 0,5°C/ciclo) por 45 segundos; extensao a 72°C por 45 segundos, e outros
35 ciclos seguintes: 95°C por 40 segundos; 55°C por 45 segundos; 72°C por 45 segundos;
72°C por 7 minutos. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1%, em tampao 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 visualizagdo dos produtos
amplificados sob luz ultravioleta, através de transiluminador (Electronic UV Transilluminator,
L-PIX TOUCH).

Para a confirmacao dos resultados, amostras que apresentaram amplificacdo, uma nova
PCR foi realizada com os mesmos pares de primers, seguindo a programacgao do ciclo
constituido por uma temperatura de desnaturacio inicial das fitas de DNA a 95°C por 5
minutos, seguido por 40 ciclos consecutivos de 40 segundos a 95°C para desnaturagdo, para
anelamento temperatura de 55°C por 1 minuto e extensao a 72°C por 1 minuto e um ciclo de 7
min a 72°C. Para esta reacdo foi usado 8 pLL de DNA adicionado a tampao para PCR (10X
InvitrogenTM), dois pares de marcadores (20mM), MgCl, (3mM), dNTPs (20mM), Platium
Taq DNA Polimerase (5 U/uL Invitrogen™) e dgua livre de nucleases em um volume final de
25puL.. Da mesma forma, o produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a
1% e corado em brometo de etidio, para viasualizacdo dos produtos amplificados sob luz
ultravioleta, através de transluminador.

3.9 Analise estatistica

Foi realizada uma andlise descritiva dos dados relacionados as propriedades e aos
valores de frequéncia de soropositividade para deteccdo de anticorpos da classe 1gG anti-
Rickettsia rickettsii nos equinos em funcdo das duas microrregides, através do teste Exato de
Fisher a um nivel de 5% de significancia.

Para a avaliacdo dos possiveis fatores associados a soropositividade, as varidveis
independentes selecionadas a partir do questiondrio epidemioldgico foram analisadas em
funcdo da frenquencia da detec¢do de anticorpos anti-R. rickettsii, utilizando o teste Qui-
quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 20% de significincia, sendo as varidveis com
diferenca estatistica incluidas no modelo de regressao logistica, em nivel de 5% de
significancia, através do programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010).

Dentre as varidveis independentes que apresentaram diferenga estatistica significativa
(p<0,20) na andlise bivariada, foi elaborada uma matriz de coeficiente de correcao através do
teste de correlacdo de Spearman, com o objetivo de verificar a colinearidade e eliminar as
varidveis altamente correlacionadas do modelo de regressdo logistica. Varidveis cujo
coeficiente de correlacdo (p) estd abaixo de 0,8 ndo estdo altamente correlacionadas e,
portanto, sdo adequadas para utilizacdo na andlise multivariada (KATZ, 1999). No teste de
Spearman, somente as varidveis independentes com p>0,05, p<0,05 associado ao p<0,6 foram
mantidas no modelo de regressdo logistica. Entre duas varidveis altamente correlacionadas
(p<0,05 e p>0,6), a biologicamente mais importante foi mantida no modelo.

As varidveis “infestacdo por carrapatos” e “altitude da propriedade” foram analisadas
frente a frequéncia de equinos sororreativos para RGFM, através do teste Qui-quadrado ou
Exato de Fisher em nivel de 20% de significincia, sendo as aquelas que apresentaram
diferenca estatistica incluidas no modelo de regressdao logistica, em nivel de 5% de
significancia, através do programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010).
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As caracteristicas das propriedades analisadas foram comparadas em funcdo da
presenca de pelo menos um equino sororreativo para RGFM na propriedade através do teste
Exato de Fisher a 5% de significancia, sendo relacionada a razao das frequéncias (RF) de cada
varidvel indepedente, frente a soropositividade dos animais.
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4 RESULTADOS

4.1 Aspectos Soro-epidemiologicos de RGFM nos Equinos do Estudo

Na Tabela 1 estdo demonstrados os valores referentes a andlise descritiva das
propriedades com equinos considerados sororreativos para a classe IgG anti-Rickettsia
rickettsii através da reacdo de imnunofluorescéncia indireta (RIFI), nas duas microrregides
estudadas.

Em relacdo aos aspectos epidemioldgicos relacionados a soropositividade, observou-se
que de 240 equinos analisados, 21 animais (8,8%) foram sororreativos para a classe IgG anti-
R. rickettsii. Do total de 42 propriedades analisadas, 31% (n=13/42) apresentaram pelo menos
um equino sororreativo através do teste da RIFI. A frequéncia de propriedades da
microrregido de Itaguai com pelo menos um equino sororreativo foi de 38,1% (n=8/21), ndo
apresentando diferenca da microrregido Serrana (23,8%, n=5/21, p>0,05)(Tabela 1).

O numero médiotdesvio-padrao de animais analisados por propriedade foi de 5,7£1,9
(amplitude: 1-10) e, destes, observou-se médiatdesvio-padrao de 0,5+0,9 (amplitude: 0-3) de
animais sororreativos ao teste, por propriedade avaliada. O valor médiotrdesvio-padrao de
equinos sororreativos foi de 0,8t1,1 para a microrregido de Itaguai e 0,310,7 para a
microrregido Serrana (Tabela 1). Dentre os municipios estudados, a maior frequéncia de
equinos sororreativos foi observada no municipio de Seropédica, com 18,8% (n=9/50) e a
menor frequéncia observada foi de 3,3% (n=2/60), nos equinos avaliados no municipio de
Petrépolis.

Tabela 1. Anadlise descritiva das propriedades a partir da detec¢ao de anticorpos da classe IgG
anti-Rickettsia rickettsii em equinos através da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
nas microrregides Serrana e de Itaguai, estado do Rio de Janeiro.

Propriedades . .
. . . Equinos sororreativos
. .~ com equinos Equinos por propriedade .
Microrregiao . por propriedade
sororreativos
N (%) M DP EP Amp. M DP EP Amp.
Serrana 21 23,8* 5,3 14 03 1-10 03 0,7 01 0-2
Itaguai 21 38,1° 64 23 05 5-10 08 1,1 02 0-3
Total 42 31,0 5,7 20 03 1-10 05 09 01 0-3

*Valores seguidos da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste Exato de Fisher, a
5% de significancia. N: Total de Propriedades; M.: Média; DP: Desvio-padrdo; EP: Erro-padrio. Amp.:
Amplitude.

Na Tabela 2, observa-se a analise bivariada e multivariada dos fatores associados a
soropositividade dos equinos frente a deteccao de anticorpos anti-R. rickettsii através da RIFI.
Dentre todas as varidveis independentes, o sexo, a idade e a raca ndo apresentaram associagao
estatistica (p>0,20) a partir da andlise bivariada (Tabela 2). Vale destacar que na andlise
bivariada, a maioria dos equinos sororreativos foram animais da microrregido de Itaguai,
nascido na propriedade, oriundos de criacdbes com o manejo sanitdrio e zootécnico
insatisfatério, com sistema de criagdo extensivo, tendo a presenca de bovinos na mesma
pastagem ou nos arredores da cria¢do e infestados por carrapatos (p<0,20). Estas varidveis,
quando submetidas a regressdo logistica, apenas a infestacdo por carrapatos foi a varidvel
mais influente para a soropositividade dos animais (p<0,05; OR: 6,1; IC: 1,1- 32,9).
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Tabela 2. Anélise bivariada e multivariada da frequéncia de equinos soropositivos através da
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para anticorpos da classe IgG anti-Rickettsia
rickettsii, em fungdo dos fatores associados, como género, idade, defini¢do racial, manejo dos
animais, origem, sistema de cria¢do, contato com bovinos e presenca de carrapatos nas
propriedades das microrregidoes Serrana e de Itaguai, estado do Rio de Janeiro.

Caracteristicas dos animais e N (%) Bivariada Multivariada
manejo Y P P OR IC95%
Género

Fémea 101 7,9 - -

Macho 139 94 0.15 0,87 ) - -
Idade

< 2 anos 24 4,2 s - -

>2 anos 216 9.3 0.70 T i
Definicao racial

Com raca 155 7,1 - -

Sem raca definida 85 11,8 149 0,32 ) - -
Microrregiao

Serrana (>400m) 105 5,7 s - -

Itaguai (<400m) 135 11,1 0,17 0,30 - -
Manejo Zootécnico e Sanitario

Satisfatorio 129 3,1 * -

Insatisfatorio 111 15,3 11,14 0,00 0.1 - -
Origem do animal

Interno 68 14,7 * -
Externo 172 6,4 422 0,04 0.19 - -

Sistema de criaciao

Semi-confinado/Confinado 194 7,2 * -

Extensivo 46 15,2 298 015 0,21 - -
Contato com bovinos

Niao 173 5.8 * -

Sim 67 16,4 6,84 0,01 0,18 i ]
Infestacao por carrapatos

Nao 126 1,6 sk * -

Sim 114 16,7 0,02 0,03 6,1 (1,1- 32,9)

N: Numero de amostras de animais; Xz: Valor do Qui-quadrado; **Teste Exato de Fisher; P: p-valor; OR: Odds
Ratio; IC: Intervalo de confianca. *Categoria de referéncia.

Em relacdo aos carrapatos coletados nos equinos do estudo foram observados
ocorréncia de duas espécies, A. cajennense e D. nitens em diferentes estidgios de
desenvolvimento e em diferentes niveis de infestacio sobre os animais, em ambas as
microrregides. E a partir de uma andlise bivariada da deteccdo de anticorpos da classe IgG
anti-R. rickettsii nos equinos e infestacdo por carrapatos nos animais foi observado associagcdo
estatistica (p<0,05). Contudo, apés a andlise multivariada da varidvel “infestacdo por
carrapato” frente as duas espécies de carrapatos observadas sobre os equinos, foi possivel
observar que somente a espécie A. cajennense apresentou associacdo com a soropositividade
dos equinos (OR=11,1; IC: 2,3 — 51,7) (Tabela 3).
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Tabela 3. Anélise bivariada e multivariada da frequéncia de equinos soropositivos através da
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para anticorpos da classe IgG anti-Rickettsia
rickettsii, em funcdo da presenga de carrapatos nos animais das microrregides Serrana e de
Itaguai, estado do Rio de Janeiro.

Bivariada Multivariada

Presenca de carrapato N (%) Pk P  OR IC 95%
(%

Amblyomma cajennense

Sim 114 16,7 11,1 (2,3-51,7)

Nao 126 1,6 0,00 0,00 * -
Dermacentor nitens

Sim 81 14,8 - -

Nao 159 5,7 0,02 0,60 - -

N: Nﬁmerq de amostras de animais; xzz P: p-valor; **Teste Exato de Fisher; OR: Odds Ratio; IC: intervalo de
confianga; : Valor de referéncia para andlise multivariada.

Na Tabela 4 estdo demonstrados os valores de soropositividade dos equinos frente a
deteccao de anticorpos da classe IgG anti-R. rickettsii, em fun¢do do efeito isolado da altitude
das propriedades, nas regides estudadas. Através da andlise bivariada e multivariada, foi
possivel observar que, dentre as faixas de altitude selecionadas, nao houve diferenca entre a
soropositividade dos equinos e localizagdo da propriedade em relacdo a altitude (p>0,05)
(Tabela 4).

Tabela 4. Andlise bivariada e multivariada frequéncia de equinos soropositivos através da
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para anticorpos da classe IgG anti-Rickettsia
rickettsii, em fun¢do da altitude da propriedade das microrregides Serrana e de Itaguai, estado
do Rio de Janeiro.

Altitude N (%) ]zivariada Multivariada
X P P OR CI95%
Abaixo de 100m 135 11,1 0,13 - -
Entre 100m e 800m 65 7,7 2,99 0,20 0,29 - -
Acima de 800m 40 2.5 * - -

N: Numero de propriedades analisadas; xzz Valor do teste Qui-quadrado; P: p-valor; OR: Odds Ratio; CI:
Intervalo de Confianga.*Categoria de referéncia.

Na Tabela 5 estdo demonstradas as andlises dos fatores associados a propriedade e a
presenca de pelo menos um equino sororreativo na criacao, em funcao do local de criacdo, dos
aspectos relacionados ao manejo dos animais e da presenca de A. cajennense nos equinos da
propriedade.

A partir desta andlise foi possivel demonstrar que houve associacdo estatistica entre
a presenca de pelo menos um equino na propriedade sororreativo com criacdes com 0 manejo
sanitdrio e zootécnico insatisfatorio (p<0,05; RF: 2,72) e o contato com bovinos (p<0,05; RF:
2,74). Embora nao tenha apresentado associacdo estatistica entre a presenca de pelo menos
um equino sororreativo na propriedade e a frequéncia de animais infestados por A. cajennense
(p>0,05), vale destacar que a frequéncia de equinos sororreativo em propriedades com a
presenca de A. cajennense no plantel (38,7%) foi 4,26 vezes maior do que a frequéncia de
equinos sororreativos de propriedades sem a presenca deste artropode (9,1%) (Tabela 5).
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Tabela 5. Andlise bivariada da presenca de pelo menos um equino soropositivo através da
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para anticorpos da classe IgG anti-Rickettsia
rickettsii, em funcdo da microrregiao, do manejo utilizado, do sistema de cria¢do, do contato
com bovinos e da infestacdo por carrapatos da espécies Amblyomma cajennense nos animais
da propriedade, estado do Rio de Janeiro.

Caracteristicas das N (%) Bivariada
propriedades ¢ Pk RF CI95%
Microrregiao

Serrana 21 23,8 1

Ttagua 21 381 0,30 160  (©06-4D
Manejo Zootécnico e sanitario

Satisfatoria 23 17,4 1

Insatisfatéria 19 474 0,04 2,72 (1,0-7.1)
Sistema de Criacao

Semi-confinado/Confinado 34 29,4 1

Extensivo 8 37,5 0.68 1,28 0,5-3.6)
Contato com bovinos

Nao 32 21,9 1

Sim 10 60,0 0,04 2,74 (1.2-62)

Infestacio por A. cajennense
nos equinos da propriedade
Nao 11 9.1 1
. ’ 0,12 1,4-27,7
Sim 31 38,7 4,26 ( )
N: Numero de propriedades analisadas; P: p-valor; **Teste Exato de Fisher; RF: Razdo de frequéncia; CI:
Intervalo de Confiancga.

4.2 Deteccao Molecular de RGFM em Amostras de DNA de Equinos e Carrapatos

Em relacdo a sensibilidade analitica da técnica, pode-se observar que o limite de
deteccao do fragmento de DNA amplificado de RGFM, utilizando dilui¢des seriadas de um
DNA extraido de uma amostra sabidamente positiva (10ng/uL) para este patdégeno foi
possivel detectar até (10™ng/uL) de DNA, através da PCR utilizando oligonucleotideos para
amplificacdo de um fragmento de 381pb do gene gl/tA (Figura 1).

A partir de dilui¢des seriadas deste DNA positivo para o agente, complexado com o
DNA de carrapatos da espécie Amblyomma oriundos de colonia livre de patégenos foi
possivel observar, através da PCR, o mesmo limite de deteccdo de diluicdo (10™ng/uL) do
DNA. Este achado também foi observado, quando o DNA positivo foi complexado em DNA
de sangue de equino livre do agente pesquisado.

Em relacdo a sensibilidade analitica da técnica, foi possivel observar que o limite de
deteccao do fragmento de DNA amplificado de RGFM, utilizando dilui¢des seriadas de um
DNA extraido de uma amostra sabidamente positiva (10ng/uL) para este patégeno, foi
possivel detectar até 10”ng/uL de DNA, através da PCR convencional, utilizando
oligonucleotideos para amplificacdo de um fragmento de 532pb do gene ompA (Figura 2).
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Figura 1. Gel de agarose (1%) com produtos da amplificacdo do fragmento de 381pb do gene
gltA, especifico para o género Rickettsia. PM: Peso molecular de 100pb; A1-A7: Amostras de
DNA positivas para RGFM, através da PCR convencional, em diluicdes seriadas (10ng/uL até
10™*ng/uL).

A partir de diluicdes seriadas deste DNA positivo para o agente, complexado com o
DNA de carrapatos da espécie Amblyomma oriundos de colonia livre de patdgenos, foi
possivel observar, através da PCR convencional, o limite de deteccdo de dilui¢do de 10
3ng/uL do DNA. Este achado também foi observado, quando o DNA positivo foi complexado
em DNA de sangue de equino livre do agente pesquisado.

PM Al A2 A3 A4 A5 A6, A7

532pb —p

Figura 2. Gel de agarose (1%) com produtos da amplificacdo do fragmento de 532pb do gene
ompA especifico para RGFM. PM: Peso molecular de 100pb; A1-A7: Amostras de DNA
positivas para RGFM, através da PCR convencional, em dilui¢des seriadas (10 ng/uL até 10°
3

ng/uL).

Foram coletados e analisados 606 espécimes identificados como sendo carrapatos da
espécie A. cajennense, nos estagios de ninfa e adulto. Os espécimes em estagio larval de
desenvolvimento foram identificados somente ao nivel de Sub-ordem, sendo caracterizados
como Ixodides. Destes 606 espécimes coletados foram analisados 330 “pools” de DNA destes
carrapatos, identificados pelo sexo e pelo estagio de desenvolvimento do artrépode e animal
de origem. Em relacdo ao DNA das 330 amostras de carrapatos testadas na PCR para os
genes gltA e ompA, conforme metodologia descrita, ndo foi evidenciado a amplificacdo para o
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fragmento relacionado ao gene gltA, assim como também para o gene ompA, apods
visualiza¢do a partir da eletroforese em gel de agarose a 1%.

Do total de 272 amostras de DNA extraidos do sangue dos equinos analisados, através
da PCR, ndo foi detectada nenhuma amplificagcdo do fragmento de 381pb do gene glA,
especifico para o género Rickettsia, e de 532pb do gene ompA, a partir da metodologia
realizada no presente estudo.
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5 DISCUSSAO

5.1 Aspectos Soro-epidemiolégicos de RGFM nos Equinos da Area de Estudo

No Brasil, a pesquisa de RGFM vem sendo conduzida em diferentes estados da
federacdo, tanto em d&reas consideradas endémicas para a doenca, quanto em d&reas ndo
endémicas. Em muitos destes estudos, ensaios soroldgicos através reagdo da
imunofluorescéncia indireta (RIFI) foram preconizados visando determinar de forma indireta
a circulacdo deste agente infeccioso em hospedeiros susceptiveis nestas regides avaliadas
(LEMOS et al., 1996; HORTA et al., 2004; SANGIONI et al., 2005; CARDOSO et al., 2006).
Dentre estes hospedeiros vertebrados, destacam-se os cdes e os equinos, grupo de animais
domésticos utilizados nestes ensaios como indicadores da circulagdo deste agente etioldgico,
atuando como sentinelas para a doenga (PINTER et al., 2008; CUNHA, 2009; TOLEDO et
al., 2011).

A frequéncia de soropositividade para RGFM pode variar bastante de uma regidao para
outra, assim como de um estado para o outro ou mesmo de um periodo para outro em uma
mesma drea. Geralmente, em dreas consideradas endémicas para febre maculosa é possivel
observar elevadas frequéncia de soropositividade destes animais frente RGFM. E
particularmente, com relagdo a soropositivade dos equinos, Lemos et al. (1996) observaram
que 77,8% (n=7/9) de animais positivos através da RIFI, em drea endémica do estado de Sao
Paulo. Horta et al. (2004; 2007) obtiveram resultados semelhantes, também no estado de Sao
Paulo, com 77,3% (n=17/22) e 72,9% (n=62/85), respectivamente. Vianna et al. (2008),
também em d4rea endémica, observaram 100% (n=11/11) de soropositivade dos equinos
avaliados no estado de Minas Gerais. Ainda no estado de Minas Gerais, Cardoso et al. (2006)
observaram 17% (n=3/18) de equinos soropositivos através da RIFI, em uma regido de foco
silencioso da febre maculosa, sem o registro de novos casos humanos a mais de dez anos.
Freitas et al. (2010), em estudo realizado com cavalos carroceiros no estado do Parand
observaram 9,33% (n=7/75) de animais soropositivos. Ainda no mesmo estado, Batista et al.
(2010) observaram semelhante soropositividade frente a deteccdo de anticorpos anti-R.
rickettsii em equinos (8,45%; n=6/71). Cunha (2009) observou frequéncia de 9,4% dos
equinos sororretativos, no muncipio de Resende, estado do Rio de Janeiro.

Embora a soropositividade seja alta nos animais em areas endémicas, alguns estudos
apontam para frequéncias abaixo da média observado para outras regides, como o estudo de
Moraes-Filho et al. (2009), quando observaram 17,6% (n=64/365) em equinos de diferentes
bairros no municipio de Sao Paulo.

No presente estudo foi possivel observar um frequéncia de 8,8% (n=21/240) de
equinos sororreativos através da RIFI para antigenos de R. rickettsii. Este resultado foi
semelhante ao observada em outros estudos em areas ndo endémicas (FREITAS et al., 2010;
BATISTA et al., 2010). Embora tenha sido observada uma frequéncia relativamente baixa de
soropositividade do total de equinos analisados, frente a outras regides, vale destacar que 31%
das propriedades avaliadas apresentaram pelo menos um equino sororreativo, € que em ambas
as microrregides apresentaram animais soropositivos através da RIFI.

Outro aspecto importante € que tanto os equinos, quanto 0s caninos podem ser
utilizados como animais sentinelas para o agente da FM, e em alguns estudos, a espécie
canina apresentou maiores frequéncias de soropositividade, frente a espécie equina (CUNHA,
2009). Este fato pode estar relacionado a possivel espécie de carrapato envolvido na
transmissdo em cada regido analisada, que depedendo da espécie do artropode, pode estar
mais atrelado a infestagdes nos caes, do que nos equinos, como ocorre em estudo que apontam
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A. aurelatum (PINTER; LABRUNA, 2006) e Rhipicephalus sanguineus (CUNHA et al.,
2009) como possivies vetores da doenca em regides com a ocorréncia de casos da doenca.

No estado do Rio de Janeiro, desde os primeiros relatos da doenca em 1941, a
ocorréncia de novos casos vem sendo reportada ao longo dos anos, sendo descrito em
diferentes municipios do estado, com a ocorréncia de casos fatais (LEMOS et al., 2002b;
ROZENTAL et al., 2006; LAMAS et al., 2008). Vale destacar que os municipios presentes
nas microrregides selecionados para o estudo nio sao considerados endémicos para a doenca,
porém a maioria destes selecionados ao estudo apresentou pelo menos um registro de caso
confirmado de febre maculosa em humanos, e particularmente, na microrregido Serrana, onde
um surto da doenga, com casos fatais, foi registrado no ano de 2005 (MOLITERNO, 2009).
Logo, a partir destes resultados é possivel observar de forma indireta a circulacdo deste agente
em ambas as microrregides estudadas, e a possibilidade de utilizar os equinos como forma de
avaliacdo indireta da presenca deste microorganismo nestas regioes.

Além de animais sentinelas, os equinos possuem o papel de amplificadores dos vetores
da febre maculosa, carrapatos da espécie A. cajennense. Este carrapato é incriminado como
um dos principais vetores da doenca no pais (DIAS; MARTINS, 1939; LEMOS et al., 1997,
GUEDES et al.,, 2005). Equinos, capivaras e antas sdo seus principais hospedeiros
(LABRUNA et al., 2001). Contudo, devido a baixa especificidade parasitéria, A. cajennense
pode infestar outros hospedeiros vertebrados, e de forma acidental o préprio homem
(ARAGAO; FONSECA, 1961; PAROLA; RAOULT, 2001).

No presente estudo foi possivel observar a presenca de duas espécies de carrapatos
infestando os equinos, A. cajennense e D. nitens, em diferentes niveis e estdgios de
desenvolvimento. E dentre os fatores associados a deteccao de anticorpos anti-R. rickettsii nos
equinos, a infestacdo por carrapatos foi o fator mais significativo (Tabela 2). Ainda sobre este
aspecto foi possivel observar, apds analise multivariada dos dados, a presenca de carrapatos
da espécie A. cajennense nos equinos foi determinante para a soropositividade dos equinos
estudados como € possivel observar na Tabela 3. Sob o aspecto da transmissdo deste agente,
esta espécie de carrapato € incriminada como o principal vetor no Brasil, e estudos apontam
associacdo entre a presenca do género Amblyomma e a ocorréncia de casos em dreas
consideradas endémicas para a doenca (LEMOS et al., 1997a; HORTA et al., 2004;
SANGIONI et al., 2005).

Outras espécies deste género de carrapato também ja foram observadas com a
presenca de RGFM em outros estudos, com destaque para a espécie A. aureolatum, conhecida
como carrapato “amarelo” do cdo, que também possui estreita relacdo na transmissdao da
doenca em algumas dreas endémicas do estado de Sdo Paulo (LABRUNA et al., 2004). Além
disso, outras espécies de carrapatos também foram identificadas com a presenca de RGFM,
como Dermacentor (Anocentor) nitens, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Rhipicephalus
sanguineus, Haemaphysalis juxtakochi e Ixodes loricatus, mas o papel destas na cadeia de
transmissdo da doencga no Brasil ainda € desconhecido (LEMOS et al., 1997b; ROZENTAL et
al., 2002, 2009; OLIVEIRA et al., 2008; MORAES-FILHO et al., 2009, CUNHA et al.,
2009).

No presente estudo, embora inicialmente a presenga de D. nitens sobre os equinos
tenha tido associagdo com a soropositividade dos animais, este resultado ndo se manteve apos
analise multivariada (Tabela 3). O papel deste carrapato na cadeia de transmissao da doenga €
desconhecido, uma vez que esta espécie ndao € observada provendo parasitismo em humanos.
No entanto, a sua capacidade de auxiliar na manuten¢do do ciclo de R. rickettsii entre 0s
equnos ndo deve ser desconsiderada. Além disso, devido a sua caracteristica de ser um
carrapato monéxeno, os diferentes estdgios de desenvolvimento ocorrem em um unico
hospedeiro, principalmente em equinos, o que limita o contato desta espécie com outros
hospedeiros vertebrados susceptiveis a doenga. Assim, esta espécie pode estar atuando, mais
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como um reservatério de RGFM na natureza, do que como vetor da doenga (LEMOS et al.,
1997).

Além da infestacdo por carrapatos, outros fatores foram analisados frente a
soropositividade dos equinos, no presente estudo. Porém, estes ndo apresentaram associacao
estatistica apds andlise multivariada dos dados, o que demonstra a elevada significancia desta
varidvel (infestacdo por carrapatos), frente as demais analisadas em relagdo a soropositividade
dos animais (Tabela 2). Contudo, é importante mencionar que animais da microrregido de
Itaguai, com manejo zootécnico insatisfatorio, nascidos na propriedade, em sistema de criagdao
extensivo e com a presenga de bovinos na pastagem da criacdo apresentaram associacao
estatistica (p<0,20) com a soropositividade dos equinos, em um primeiro momento da andlise.
Estes fatores podem estar relacionados de forma indireta com a infestacdo dos equinos nas
propriedades avaliadas e assim favorecer a possivel infeccdo dos animais por este agente
etiol6gico transmitido por carrapatos vetores.

Logo, aspectos climiticos da microrregido com maior frequéncia de animais
soropositivos podem estar relacionados as melhores condi¢des para o desenvolvimento e
proliferacdo dos vetores desta bactéria nesta regido. Em relagdo as faixas de altitudes
selecionadas nas propriedades foi possivel observar que ndo houve associacdo com a
soropositividade dos animais. Este aspecto reforca que as caracteristicas presentes nas
microrregides podem ter sido mais influentes do que a propria altitude de cada propriedade
analisada, demonstrando que em ambas as microrregides existem a presenca de possiveis
carrapatos vetores. Entretanto, embora tenha ocorrido associacio entre a soropositividade dos
animais e a localizacdo destes de acordo com a microrregido, em uma primeira andlise
(p<0,20), estes aspectos ndo se mantiveram com a significancia estatistica quando analisado
juntamente com os outros possiveis fatores observados.

Da mesma forma, os aspectos zootécnicos e sanitdrios caracterizados como
insatisfatorios da criagdo podem estar diretamente relacionados com o controle inadequado de
ectoparasitos, o que amplia as chances dos equinos de albergarem carrapatos vetores, nestas
propriedades, justificado desta forma a associacdo entre a soropositividade dos equinos e as
caracteristicas do manejo, na primeira andlise. O controle destas espécies de carrapato foram
discutidos por Cunha et al. (2007a,b) e Bello et al. (2008), sendo demonstrados aspectos
inerentes a dificuldade e a necessidade de adocdo de medidas estratégicos que visem o
combate destes carrapatos.

Além disso, sobre os aspectos da criacdo em si, o sistema de criacdo a pasto ou
extensivo dos animais ampliam as chances dos equinos de se infestarem em pastagem com a
presenca destes artropodes. Labruna et al. (2001) observaram que equinos criados em
pastagem “‘sujas”, com a presenga de arbustos junto a graminea favorece a infesta¢do por
carrapatos da espécie A. cajennense.

A presenca de outros animais, como os bovinos podem proporcionar um numero
maior de hospedeiros para os carrapatos presentes na propriedade, e favorecer a manutengao
da populagdo destes carrapatos na propriedade. Considerando que a espécie de carrapato A.
cajennense, possui baixa especificidade parasitdria, este pode parasitar outros animais, como
os bovinos, o que acaba ampliando a sua capacidade de dispersdo na propriedade (SERRA-
FREIRE; CUNHA, 1987).

Todos estes aspectos abordados frente a soropositividade dos equinos sdo reforcados
quando, ao se avalia as caracteristicas das propriedades de forma isolada, observou-se que o
manejo zootécnico insatisfatorio e a presenga de bovinos na criagdo apresentaram associacao
com a detec¢do de pelo menos um equino na propriedade sororreativo para anticorpos anti-
Rickettsia rickettsii. E importante mencionar que em ambas as varidveis, a frequéncia de
propriedades com pelo menos um equino positivo na RIFI foi 2,7 vezes acima do que a
frequéncia de propriedades com manejo zootécnico satisfatério e sem a presenga de bovinos.
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Ainda sobre os aspectos da propriedade, a infestacdo por A. cajennense nos equinos, nao
apresentou associacdo estatistica (p>0,05) com a frequéncia de propriedade com a presenca de
equinos sororreativos. Porém, a frequéncia de propriedades com equinos soropositivos para
RGFM e que apresentavam esta espécie de carrapato nos animais da propriedade foi 4,2 vezes
maior do que a frequéncia de soropositivos sem a presenga deste carrapato, o que refor¢a mais
uma vez a participagcdo deste artropode na transmissao deste agente também para os equinos.
Em um estudo conduzido por Melo et al (2011) foi possivel observar que cdes que estavam
infestados por carrapatos da espécie A. cajennense apresentaram 5,9 vezes mais chances de
estarem sororreativos para Rickettsia sp.

No presente estudo, aspectos relacionados aos equinos, o sexo e idade ndo
apresentaram associacdo com a positividade dos animais. Este resultado corrobora outros
estudos (CUNHA, 2009).

Em relacdo a outros fatores associados a soropositividade de animais para Rickettsia
sp., Saito et al. (2008) observaram que cdes que tinham contato com pastos ou florestas
apresentaram duas vezes mais chances de serem sororreativos para este grupo de bactérias. Da
mesma forma, Cunha (2009) observou associacdo da soropositividade dos cdes frente ao
contato do animal com dreas de mata. Melo et al. (2011) observaram que caes de dreas rurais
apresentaram 5,5 vezes mais chances de serem sororreativos do que cades de area urbana. No
presente estudo, embora utilizando equinos como animais sentinelas, ndo foi possivel
observar a associacao estatistica entre os animais e a criagdo a pasto. Contudo, foi possivel
observar que propriedades que mantinham equinos criados a pasto, juntamente ou préximos a
bovinos foram associados a frequéncia de pelo menos um equino sororreativo a RGFM. Este
fato demonstra que o acesso a pastagem, atrelada a outros animais possivelmente infestados
por carrapatos vetores, como carrapatos da espécie A. cajennense ampliam as chances destes
animais de se infestarem e, consequentemente, se infectarem com este agente.

5.2 Deteccao Molecular de RGFM em Amostras de DNA de Equinos e Carrapatos

No presente estudo, ndo foi observado a ocorréncia de amplificacdo do gene-alvo para
Rickettsia sp. nas amostras de carrapatos da espécie A. cajennense. Embora este resultado
tenha sido observado nos carrapatos selecionados para estudo, este fato ndo minimiza o
potencial que este artrépode possui em transmitir este o agente etioldgico da febre maculosa,
principlamente em dreas com o histérico da doenca em humanos. E devido a deteccdo
sorolégica de RGFM nos equinos, presentes neste estudo demonstram a potencia circulacdo
deste grupo de bactérias, que provavelmente também estdo presentes na populacdo de
carrapatos na drea de estudo. Assim, o resultado negativo da PCR neste grupo de carrapatos
selecionados ao estudo ndo descarta a necessidade de novas pesquisas nesta mesma regiao,
reforcando a necessidade da vigilancia acaroldgica na regido estudada, como uma ferramenta
auxiliar para a vigilancia epidemioldgica da doenca.

Além disso, vale destacar que estudos demonstram que a positividade de espécimes de
carrapatos analisados de dreas endémicas para a doencga apresenta uma frenquencia baixa de
positividade na populacdo destes artropodes (LEMOS et al, 1997; GUEDES et al., 2005;
VIANNA et al., 2008).

Sob condi¢des naturais, a populacio de carrapatos possui uma taxa variada de infecc¢ao
para RGFM, fato este relacionado ao local de coleta, a espécie de carrapato analisada e a
técnica de diagndstico utilizada, entre outros fatores. Em estudo realizado por Lemos et al.
(1997a), utilizando a coloragdo de Giemsa no teste de hemolinfa, observaram uma taxa de
8,1% (n=514) de carrapatos com microorganismos no interior dos hemdcitos, sugestivos de
rickettsias, no estado de Minas Gerais. Destes, apenas 1% (n=269) dos carrapatos coletados
da espécie A. cajennense foram reativos ao teste de imunofluorescéncia direta. Guedes et al.
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(2005) detectaram a presenca de R. rickettsii, em 1,28% (n=78) dos carrapatos da espécie A.
cajennense, em uma area endémica do estado de Minas Gerais, através da PCR. Guedes et al.
(2011) ao analisarem esta mesma regido endé€mica, apos trés anos, observaram que a taxa de
infeccao da populacgdo de carrapatos desta espécie foi de 0,5% (n=400). Sangioni et al. (2005)
observaram uma prevaléncia total de 4,9% de carrapatos da espécie A. cajennense positivos
para o género Rickettsia, oriundos de dreas endémicas e ndo endémicas, do estado de Sdo
Paulo. Outros estudos reportam que a taxa de infec¢do na populagdo de outros carrapatos
vetores de R. rickettsii pode variar de 0,05 a 1,3% (BURGDORFER, 1988 apud GUEDES et
al., 2005; PINTER; LABRUNA, 2006).

Outros estudos realizados em dreas endémicas ndo observaram a positividade de
espécimes de A. cajennense para rickettsias. Dentre estes, Vianna et al. (2008), apods
analisarem 356 espécimes de A. cajennense, nao observaram nenhum exemplar PCR
positivo. Sangioni et al. (2005), apds avaliar 810 exemplares de A. cajennense de areas
endémicas também ndo observaram nenhum espécime com a presenca de DNA para R.
rickettsia. Da mesma forma, Pacheco et al. (2009), também nao observou a presenca de DNA
de Rickettsia sp. em A. cajennense, em 16 localidades do estado de Sao Paulo.

Os resultados obtidos neste presente estudo corroboram com os estudos anteriores, que
destacam esta baixa ou ausente taxa de carrapatos naturalmente infectados (LEMOS et al.,
1997a; BURGDORFER, 1988; PINTER; LABRUNA, 2006).

A associacdo da baixa frequéncia de infeccdo de A. cajennense, por RGFM na
natureza pode estar relacionada a possivel competi¢ao entre diferentes espécies de Rickettsias
sp. no organismo do artr6pode, inibindo assim, a taxa de transmissdo transestadial e
transovariana (CARMICHAEL; FUERST, 2006). Contudo, este fato ndo o exime de ser um
dois principais vetores da doenca (LABRUNA, 2009). Com baixa frequéncia de positividade,
a deteccdo de Rickettsia sp., principalmente de RGFM, em carrapatos do género Amblyomma,
vem sendo reportada em diversos estudos, principalmente em regides endémicas para febre
maculosa, no Brasil (DIAS; MARTINS, 1939; LEMOS et al., 1996, LEMOS et al., 1997a;
HORTA, 2002; LABRUNA et al., 2004a; GUEDES et al., 2005). As infestacdes por estes
grupos de carrapatos destacam-se como um dos principais fatores associados a ocorréncia da
doenca (LEMOS et al., 1994).

Em estudos realizados em areas endémicas, observou-se uma forte associacdo entre a
ocorréncia de casos da doenca e a presenga de carrapatos do género Amblyomma (LEMOS et
al.,, 1997a; HORTA et al.,, 2004; SANGIONI et al., 2005). Apesar de A. cajennense ser
incriminado como principal vetor da FMB, a espécie A. aureolatum também tem sido
associada a transmissdo para humanos (DIAS; MARTINS, 1939). Vale destacar também, que
outras espécies deste género de carrapato também foram relacionadas a presenga de agentes
rickettsias do GFM, com destaque para A. ovale, A. aureolatum, A. dubitatum, e A. coelebs
(LABRUNA et al., 2004b).

Embora este género de carrapato tenha seu papel epidemiolégico diretamente
associado com a ocorréncia de febre maculosa no pais, outros géneros e espécies de
carrapatos também ja foram descritas com a presenca destes agentes, dentre elas:
Dermacentor (Anocentor) nitens, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Rhipicephalus
sanguineus, Haemaphysalis juxtakochi e Ixodes loricatus (LEMOS et al.,, 1997b;
ROZENTAL et al., 2002, 2009; OLIVEIRA et al., 2008; MORAES-FILHO et al., 2009,
CUNHA et al., 2009). Contudo, o papel destas espécies de carrapato na epidemiologia da
doenca ndo € totalmente conhecido.

Da mesma forma que as amostras de carrapato, todas as amostras de DNA,
provenientes do sangue total dos equinos nio apresentaram amplificagdo dos fragmentos dos
genes gltA e ompA, através da PCR convencional. Este resultado ratifica o conceito de que
caracteristicamente durante a infecc¢do, a rickettsemia é efémera, insustentada e com baixa
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concentracdo, por serem as rickettsias proteobactérias intracelulares obrigatérias, com
tropismo para as células endoteliais. Este achado corrobora os resultados obtidos por Horta et
al. (2007) e Bayliss et al. (2009), através da utilizacdo da PCR, os quais também nao
encontraram a presenca de DNA de Rickettsia sp. em amostras de sangue de animais.
Entretanto, Inokuma et al. (2008), utilizando a Nested PCR, uma técnica molecular mais
sensivel que a PCR convencional, observaram positividade para R. helvetica (7,8%) em
amostras de sangue de cervideos, no Japao. A utilizacdo da PCR no diagnéstico de RGFM
possui limitagdes devido a baixa sensibilidade de detec¢do destes agentes em amostras de
sangue (THORNER et al., 1998). A baixa deteccdo de Rickettsia sp em amostras de sangue,
em diferentes estudos, pode estar relacionada a caracteristica da propria infec¢do nos
hospedeiros vertebrados, cuja rickettsemia apresenta uma duracio de poucos dias ou semanas
(BURGDOREFER et al., 1988), geralmente estdo em baixas concentracdes, ja que infectam
células endoteliais do hospedeiro vertebrado (LA SCOLA; RAOULT, 1997). Além disso, é
importante considerar também que a baixa positividade em amostra de sangue pode estar
relacionada a presenca de substincias inibidoras para a PCR, que muitas vezes, estdo
presentes nestes tipos de amostras, assim como também em outros tipos de amostras de DNA
(FENOLLAR; RAOULT, 2004).

Embora nao tenha sido observada positividade dos carrapatos analisados, a frequéncia
de equinos soropositivos para RGFM, presente em ambas as microrregides reforca a
importancia deste tipo de pesquisa, principalmente devido ao histérico de casos de febre
maculosa nestas regides. Cardoso et al. (2006) avaliaram um foco silencioso da febre
maculosa no municipio de Caratinga do estado de Minas Gerais, € observaram a presenca de
A. cajennense, positivos para Rickettsia sp., em equinos locais. Estes autores destacam que,
mesmo apds 12 anos dos tltimos casos em humanos nesta regido, a presenca destes carrapatos
positivos associada a soropositividade dos equinos para RGFM reforca a necessidade da
vigilancia epidemioldgica no local.

No presente estudo, embora nido tenham sido observados carrapatos positivos para
RGFM nos municipios estudados, este resultado ndo diminui o cuidado necessdrio com a
ocorréncia de infestagdes por carrapatos em humanos e a necessidade de estudos periddicos
nestas dreas, devido seu histérico pregresso de casos de FMB, conforme foi observado em um
surto ocorrido em Petrdpolis em 2005 (MOLITERNO, 2009). Vale destacar ainda que, baixas
prevaléncias ou mesmo nenhuma positividade para RGFM sao resultados observados em
espécimes de A. cajennense em dreas endémicas da doenca (LABRUNA et al., 2006;
VIANNA et al., 2008; SANGIANI et al. 2005). Logo, a baixa/auséncia frequéncia de
Rickettsia sp em A. cajennense, nao exclui da possibilidade de ocorrer novos casos da doenca
na regido, sendo importante a vigilancia epidemioldgica da doenca nos municipios estudados.

Na microrregido de Itaguai, em particular, apresenta condi¢des climaticas que favorece
o desenvolvimento desta espécie de carrapato. A referida regido apresenta temperatura média
anual de 27°C, além de apresentar um grande nimero de pequenos e médios criadores de
equinos, o que amplia o nimero de hospedeiros para esta espécie de carrapato. Desta forma, a
vigilancia acarolégica da populacdo de carrapatos, e particularmente, da espécie A.
cajennense frente a positividade para RGFM pode auxiliar a vigilancia epidemioldgica da
doenca na regido.
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6 CONCLUSAO

A partir da metodologia realizada no presente estudo:

1) A deteccdo de anticorpos da classe IgG anti-R. rickettsii nas amostras de soro dos
equinos demonstra de forma indireta a circulagdo de RGFM tanto na microrregido Serrana,
quanto na microrregido de Itaguai.

2) Dentre os fatores epidemioldgicos analisados frente a soropositividade dos equinos,
a infestacdo por carrapatos apresentou maior associacdo com a deteccdo de anticorpos da
classe IgG anti-R. rickettsii nos equinos do estudo.

3) Em relacdo a infestacdo dos animais, a presenga de A. cajennnese foi a espécie mais
associada a deteccao de anticorpos da classe IgG anti-R. rickettsii nos equinos do estudo.

4) Propriedades analisadas no estudo com manejo zootécnico € sanitdrio insatisfatério
e com presenca de bovinos na criacdo juntamente com equinos foram fatores associados a
presenca de pelo menos um equino soropositivo para RGFM presente na propriedade.

5) Nao foi identificada nenhuma amplificacdo de fragmentos dos genes gltA e ompA,
presente em RGFM, nas amostras de sangue dos equinos e carrapatos da espécie A.
cajennense analisados através da PCR convencional.
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CAPITULO 11

Fatores associados a infestacao por carrapatos da espécie
Amblyomma cajennense, em equinos das microrregioes Serrana e
de Itaguai, estado do Rio de Janeiro
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RESUMO

N

PIRES, Marcus Sandes. Fatores associados a infestacdo por carrapatos da espécie
Amblyomma cajennense em equinos das microrregioes Serrana e de Itaguai, estado do
Rio de Janeiro 2013. 22p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterindrias). Instituto de
Veterindria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

O objetivo deste estudo foi avaliar os fatores associados a infestacdo por Amblyomma
cajennense em equinos em duas microrregides do estado do Rio de Janeiro. Foram avaliados
equinos de 62 propriedades existentes nos municipios das microrregides de Itaguai e Serrana.
Os animais foram inspecionados quanto a presencga e ao nivel de infestacdo por essa espécie
de carrapato. As condi¢des de criagdo e o manejo foram avaliados em cada propriedade,
através de um questiondrio epidemioldgico. Dos 635 equinos avaliados, 41,6% apresentavam-
se infestados por A. cajennense. Observou-se que as criacdes dos animais em regides de
baixas altitudes (OR=3,69, 1C=2,3-5,8), em propriedades com manejo zootécnico e sanitario
insatisfatério (OR=5,92, 1C=3,8-9,2) e em sistema de criacdo extensivo (OR=4,25, IC=2,1-
8,5) foram fatores associados (p<0,05), sendo também relacionados a intensidade da
infestacdo nos equinos. O uso de carrapaticida nos equinos também apresentou associagao
(p<0,05) a infestacdo, sendo descritas pelos proprietarios, diferentes condutas terapéuticas, em
intervalos alternados de tratamento. De acordo com o presente estudo, baixas altitudes,
condic@o de manejo sanitdrio e zootécnico insatisfatério, criacio extensiva e o uso inadequado
dos produtos carrapaticidas sdo fatores associados a ocorréncia de A. cajennense em
diferentes niveis de infestacdo nos equinos dos municipios estudados.

Palavras-chave: Carrapatos, fatores associados, equinos.
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ABSTRACT

PIRES, Marcus Sandes. Factors associated to infestation by ticks Amblyomma cajennense
in equines of Serrana and Itaguai microregions, Rio de Janeiro State. 2013. 22p. Tesis
(Doctor Science in Veterinary Science). Instituto de Veterindria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

The objective of this study was to evaluate factors associated to infestation by Amblyomma
cajennense on equines in two microregions of Rio de Janeiro State. Horses from 62 properties
existing in the municipalities of the microregions Itaguai and Serrana were evaluated. The
animals were examined to determine the presence and the infestation level of this ticks specie.
The conditions of the ownership and the animals’ management were assessed for each
property using an epidemiological questionnaire. Among 635 horses evaluated, 41.6% were
infested by A. cajennense. It was observed that farms from low altitude regions (OR=3.69,
CI=2.3-5.8), with unsatisfactory zootechnical and sanitary management (OR=5.92, CI=3.8-
9.2) in additions to an extensive breeding system (OR=4.25, CI=2.1-8.5) were factors
associated (p<0.05), which was also related to cases of highly infestation on horses. The use
of chemical acaricides in horses was also associated (p<0.05) to infestation, being described
by the owners different therapeutic approaches with distinct intervals of treatment. According
to the present research, low altitudes, unsatisfactory zootechnical and sanitary management,
extensive breeding system and an inappropriate use of acaricide products were factors
associated to A. cajennense occurrence with different infestation levels in horses from studied
municipalities.

Keywords: Ticks, factors associated, equines.
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1 INTRODUCAO

O género Amblyomma tem, aproximadamente, 130 espécies descritas, sendo 29 destas
estabelecidas no Brasil (DANTAS-TORRES et al., 2009). Dentre estas, a de maior destaque €
A. cajennense, uma espécie registrada em quase todos os estados da federacdo. Além disso,
possui elevada importancia devido a sua capacidade de transmissdo do agente etioldgico da
febre maculosa brasileira (FMB), Rickettsia rickettsii, agente de elevada patogenicidade para
o0 homem (DIAS; MARTINS, 1939; LEMOS et al., 1997; GUEDES et al., 2005; LABRUNA,
2009). Estudos realizados em éareas de FMB tém identificado a presenca destes carrapatos,
com positividade para agentes rickettsias (LEMOS et al., 1997; GUEDES et al., 2005).

Com a intensificacdo do turismo rural e do ecoturismo tem sido observada uma maior
aproximacdo do homem urbano com o meio ambiente rural, expondo-o a locais como trilhas,
parques e pastagens, além de um contato direto com outras espécies de animais domésticos,
como os equinos, favorecendo assim, a ocorréncia de infestacdes acidentais por carrapatos em
humanos (NASCIMENTO et al., 2004).

Embora os equinos sejam os hospedeiros preferenciais destes carrapatos, devido a sua
baixa especificidade parasitdria, A. cajennense pode infestar outros hospedeiros vertebrados, e
de forma acidental o préprio homem (ARAGAO; FONSECA, 1961; PAROLA; RAOULT,
2001). No Brasil, o parasitismo em humanos por diferentes estidgios desta espécie tem sido
observado em diferentes estados e regides do pais (GUGLIELMONE et al., 2006).

Em relacdo aos aspectos associados a infestacdo nos equinos, Labruna et al. (2001)
observaram que a presenca de pastos “sujos” nas dreas das criacdes favoreciam ndo s6 a
ocorréncia destes carrapatos nos animais, como também ampliavam as chances de altas cargas
de infestacao.

Sua ocorréncia, em muitas criagdes também estd associada a utilizacdo de forma e
métodos de controle ineficazes para o tratamento dos equinos acometidos (LABRUNA,
2000). E sob esta 6tica, muitos estudos vém sendo conduzidos em diferentes regides do
Brasil, no intuito de propor medidas estratégias eficazes de combate a este artropode (LEITE
et al., 1997).

Dessa forma, o estudo direcionado ao conhecimento dos aspectos epidemioldgicos que
possam favorecer a presenca de A. cajennense em equinos € ponto fundamental a necessidade
do desenvolvimento de estratégias de controle regulares mais eficazes, contra este
ectoparasita na regido estudada, visando, consequentemente, a redu¢ao dos prejuizos causados
por este ectoparasito a criacdo, com diminui¢do também das chances de pessoas se infestarem
com este artrépode vetor.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os fatores associados as infestacoes
por carrapatos da espécie A. cajennense em equinos criados em duas microrregides do estado
do Rio de Janeiro.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Ecologia e Epidemiologia

Pertencentes a classe Arachnida, os carrapatos sdo classificados como ectoparasitos
hemat6fagos que possuem ampla distribuicdo geografica e acometem uma variedade de
hospedeiros vertebrados, desde mamiferos até répteis e aves (VIEIRA et al., 2004).

A espécie Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), conhecida vulgarmente como
“carrapato-estrela”, estd amplamente dispersa nas Américas, desde o sul dos Estados Unidos
até a Argentina (COOLEY; KOHLS, 1944). No Brasil, estd distribuida em quase todo o
territério nacional, embora seja mais encontrado na regido sudeste (VIEIRA et al., 2004;
LABRUNA, 2009).

Este ectoparasito promove perdas econdmicas considerdveis no setor pecudrio devido
a queda na produtividade animal (SERRA-FREIRE, 1982) e aos elevados gastos em
decorréncia do uso de carrapaticidas no plantel (PRATA et al., 1996). Nos animais, causam
parasitismo intenso e elevada hematofagia, em altos niveis de infestacao.

Além da espoliagdo promovida na drea do parasitismo, esta espécie € relacionada a
possivel participacdo na transmissdo de agentes da babesiose equina (NASCIMENTO, 2004).
Embora algumas pesquisas experimentais ndo o incriminem como vetor bioldgico de
Theileria equi (RIBEIRO et al., 2011), estudos epidemioldgicos apontam sua possivel
participacdo na transmissao aos equinos, no Brasil (KERBER et al., 2009).

Por sua baixa especificidade parasitdria, este artropode infesta diversas espécies de
animais silvestres, domésticos e acidentalmente o préprio homem (ARAGAO; FONSECA,
1961; PAROLA; RAOULT, 2001). Os equideos sdo os hospedeiros de eleicio (LABRUNA et
al., 2002; LOPES et al., 1998). E, sob condi¢des naturais, os equinos podem albergar uma
quantidade elevada de espécimes deste carrapato, sem lhe promoverem risco direto a vida
(LABRUNA, 2000).

Labruna et al. (2001) ao avaliar os fatores associados a infestagdo por A. cajennense
em criacoes de equinos, observaram que o pastejo dos animais em 4reas de pastos “sujos”,
com a presenca de arbustos € mais favordvel para a manutencdo da populacdo desse carrapato.
Além disso, o fato de muitos criadores utilizarem tratamentos carrapaticidas com volumes
bem inferiores ao recomendado para equinos (LABRUNA, 2000), favorece a manuten¢do da
populacio deste carrapato no meio ambiente. E muito importante estabelecer concentracdes e
volumes adequados de produtos carrapaticidas aplicados sobre esta espécie na fase parasitaria
visando um controle efetivo deste ectoparasito (BITTENCOURT et al., 1989).

Sobre a distribui¢do sazonal, principalmente na regido sudeste do pais, muitos estudos
demonstram que, levando em consideracao a fase de vida livre e parasitaria de A. cajennense,
ocorre 0 desenvolvimento de apenas uma geracdo por ano, com predominio dos estagios
imaturos nos meses mais frios e secos, e adultos nos meses mais quentes e chuvosos
(SOUZA; SERRA-FREIRE, 1994; OLIVEIRA et al., 2000; LABRUNA et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2003).

2.2 Biologia de Amblyomma cajennense
Este artrépode € caracterizado como trioxeno, pois utiliza trés hospedeiros para
completar seu ciclo biologico (ROHR, 1909 apud CUNHA et al., 2007). O ciclo bioldgico

consiste em ovo eNtrés estagios evolutivos hemat6fagos, caracterizados como larval, ninfal e
adulto (GUIMARAES et al., 2001).
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Em relacdo ao periodo de alimentacdo de larvas e ninfas, observa-se um periodo de
quatro e sete dias, e as fémeas, média de doze dias (PRATA et al., 1996). As fémeas, apds
serem fecundadas e estarem completamente ingurgitadas, desprendem-se de seu hospedeiro, e
no solo, realizam a postura. Estudos em laboratério demonstram que o periodo de pré-postura,
deste carrapato € de 4 a 12 dias e o de postura, de 4 a 28 dias. Apés este periodo, uma tnica
fémea € capaz de ovipor em torno de cinco mil ovos. O periodo de eclosdo dos ovos e ecdise
larval ocorre influenciado, principalmente, pelos aspectos climaticos. Sob condic¢des
laboratoriais de 27°C e 75% de umidade relativa, o periodo de ecdise larval ocorreu em média
de 5 dias, sendo mais de 90% de ecdise larval nestas condi¢des climaticas (DAEMON;
ISHIZUKA, 1992). E também, sob condicdes de laboratdrio, observou-se que as larvas em
jejum foram capazes de sobreviver por até cinco meses.

2.3 Importancia em Saide Puablica

Além da espoliacdo, a importincia desta espécie de carrapato estd associada
basicamente a sua capacidade vetorial de transmitir para o ser humano, a bactéria R. rickettsii,
agente etioldgico da febre maculosa brasileira (FMB) (DIAS; MARTINS, 1939; LEMOS et
al., 1997; GUEDES et al., 2005).

Além de R. rickettsii, foi observada também a presenca de R. felis e de rickettsias
geneticamente semelhantes a R. akari em exemplares de carrapato da espécie A. cajennense,
em drea com histérico de casos de FMB no Brasil e no sul do México, respectivamente
(CARDOSO et al., 2006; ZAVALA-VELFIZQUEZ et al., 1999).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descriciio da Area de Estudo

Durante o periodo de janeiro a maio de 2009, foram avaliadas 62 propriedades com a
presenca de equinos dos municipios de Seropédica, Itaguai e Mangaratiba, pertencentes a
microrregido de Itaguai, e os municipios de Petrépolis e TeresOpolis, da microrregido Serrana,
estado do Rio de Janeiro. As caracteristicas de cada microrregido se encontram descritas no
item 3.1, do item "Material e Métodos", no capitulo I, pagina 10.

A partir de uma amostragem por conveniéncia, o cdlculo da amostra foi estipulado
considerando uma prevaléncia esperada de 50%, grau de confianca de 95% e margem de erro
admitida de 6%, para a amostragem de cada microrregido a ser analisada. Desta forma, foi
possivel estabelecer o nimero minimo de 246 equinos por cada microrregido, segundo a
equacdo descrita por Sampaio (2002). Entretanto, foram analisados 297 equinos da
Microrregido Serrana e 338 equinos da Microrregido de Itaguai.

Os animais foram inspecionados quanto a presenca de carrapatos do género
Amblyomma sp. e a determinacdo do nivel da infestacdo. De cada equino infestado foram
coletados espécimes de carrapatos, preservados em dlcool isopropilico absoluto e
encaminhados ao Laboratério de Hemoparasitos e Vetores da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, para identificagdo taxondOmica, em nivel de espécie, por meio de chave
dicotomica apropriada (BARROS-BATESTTI et al., 2006). O nivel de infestacdo por A.
cajennense foi categorizado a partir de espécimes adultos observados nos animais, segundo
Teglas et al. (2005), em trés niveis de frequéncia: (i) leve, (i1)) moderada e (ii1) alta.

Esse projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica na Pesquisa da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, sob o nimero de processo 23083.005971/2011-30 (protocolo
N°127/2011).

3.2 Questionario Epidemiologico

Com o objetivo de identificar possiveis fatores associados a infestacdo por A.
cajennense nos equinos um questiondrio semi-estruturado foi aplicado aos proprietdrios, no
qual foram coletadas as seguites informacdes: (i) as caracteristicas de cada propriedade, (ii)
condicdo de manejo, (iii) questdes referentes a cada equino e (iv) o nivel de infestagdo por A.
cajennense.

Estas caracteristicas acima discriminadas foram analisadas considerando os seguintes
pontos:

(i) Microrregido:

- de Itaguai

- Serrana

(i1) Manejo Sanitério e Zootécnico:

- Satisfatério (instalagdes zootécnicas apropriadas a criacdo na propriedade, animais
recebem alimentacdo adequada, presenca de controle sanitirio e assisténcia veterindria
constante)

- Insatisfatério (Instalagdes zootécnicas inadequadas a criagdo, os animais nao
recebem alimentagcdo balanceada rotineiramente, o controle sanitdrio nio € sistematico e a
assisténcia veterindria, quando existe, € esporddica ou utilizada em casos de emergéncia).

(i11) Sistema de Criacéo

- Confinado/Semi-confinado (Animal sem acesso ou com acesso parcial a pastagem)

- Extensiva (acesso somente a pastagem)
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(iv) Contato ou ndo com bovinos

- Contato (preseng¢a de bovinos na mesma pastagem ou proximos a equinos)
- Sem contato com bovinos

(v) Sexo (macho e fémea)

(vi) Idade (menor que 2 anos e maior ou igual a 2 anos)

(vii) Raca (com racga definida e sem raca definida).

Adicionalmente foram avaliados também o tipo de tratamento carrapaticida, a
periodicidade no tratamento e a base quimica utilizada em cada propriedade. De cada
propriedade foi mensurada a altitude local através de receptores do Sistema de
Posicionamento Global (GPS).

3.3 Analise estatistica

Inicialmente, procedeu-se uma andlise descritiva dos dados relacionados as
propriedades e aos equinos localizados nos municipios fluminenses de Petrépolis,
Teresopolis, Mangaratiba, Itaguai e Seropédica.

Uma anélise descritiva dos dados relacionados as propriedades e aos equinos em
funcdo das duas microrregidoes analisadas foi realizada e os valores de frequéncia de
propriedades e equinos infestados por A. cajennense foram analisados, em funcdo de cada
microrregides de origem, através do teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher a um nivel de 5%
de significancia. Os valores médios de propriedades e equinos infestados foram analisados em
fungdo dos municipios através do teste Mann-Whitney, a um nivel de 5% de significancia.

Para a avaliacdo dos fatores associados a infestacdo por A. cajennense nos equinos,
utilizou-se um modelo multivariado através da regressao logistica multipla, relacionando a
varidvel dependente em nivel dicotomico qualitativo (auséncia de carrapato=0; presenca de
carrapato=1) em funcdo das varidveis independentes ja assinaladas, também em nivel
dicotdmico para cada categoria avaliada. Primeiramente, a varidvel dependente foi analisada
quanto a presenca de associagdo estatistica ao nivel de p<0,20 (teste Qui-quadrado) em funcdo
das variaveis independentes, sendo entdo testadas no modelo multivariado (LABRUNA et al.,
2001).

Dentre as varidveis independentes que apresentaram diferenga estatistica significativa
(p<0,20) na anélise bivariada, foi elaborada uma matriz de coeficiente de correcdo através do
teste de correlacdo de Spearman, com o objetivo de verificar a colinearidade e eliminar as
varidveis altamente correlacionadas do modelo de regressdo logistica. Varidveis cujo
coeficiente de correlacdo (p) estd abaixo de 0,8 ndo estdo altamente correlacionadas e,
portanto, sdo adequadas para utilizacdo na andlise multivariada (KATZ, 1999). No teste de
Spearman, somente as variaveis independentes com p>0,05, p<0,05 associado ao p<0,6 foram
mantidas no modelo de regressdo logistica. Entre duas varidveis altamente correlacionadas
(p<0,05 e p>0,6), a biologicamente mais importante foi mantida no modelo.

Em relacdo ao nivel de infestacdo, procedeu-se a recategorizacdo desta varidvel, de
quatro niveis de infestacao (ausente, leve, moderada e alta) em nivel dicotdmico quantitativo
(ausente e leve=0; moderada e alta =1), selecionando aquelas com associag@o estatistica ao
nivel de p<0,20 (teste Qui-quadrado) para andlise multivariada dos dados, através do modelo
de regressao logistica multipla.

Para avaliar a associagdo entre o uso de carrapaticida e a presenca de equinos
infestados por A. cajennense foi realizado o teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher a um nivel
de 5% de significancia.

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do programa R versao 2.11.1 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010).
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4 RESULTADOS

4.1 Aspectos Epidemiolégicos de Amblyomma cajennense da Area de Estudo

Na Tabela 1 se encontra a andlise descritiva das propriedades e equinos infestados por
A. cajennense nos municipios de Petrépolis, Teresopolis, Mangaratiba, Itaguai e Seropédica,
estado do Rio de Janeiro, na qual € possivel observar que o nimero médiotdesvio-padrao de
animais inspecionados foi de 10,218,1 (amplitude: 1-40), com uma médiatdesvio-padrao de
4,318,1 (amplitude: 1-37) animais infestados por propriedade.

Tabela 1. Andlise descritiva das propriedades e equinos infestados por Amblyomma
cajennense nos municipios de Petropolis, Teresopolis, Mangaratiba, Itaguai e Seropédica,
estado do Rio de Janeiro.

Equinos . . .
Municipios infestados Equinos por propriedade Infestados por propriedade
N (%) M DP EP Amplitude M DP EP Amplitude
Petrépolis 134 13,4 89 64 1,7 1-20 1,2 23 0,6 0-7

Teresopolis 163 20,9 96 61 1,5 1-22 20 34 08 0-14
Mangaratiba 84 40,5 16,8 13,6 6,1 7-40 6,8 59 2,6 0-14

Itaguai 116 58,6 11,6 85 2,7 3-28 6,8 48 1,5 1-14
Seropédica 138 79,7 92 9,1 24 1-37 73 94 24 1-37
Total 635 41,6 10,2 81 1,0 1-40 43 6,0 08 1-37

N: Numero total de amostras; M.: Média; DP: Desvio padrdo; EP: Erro padrio.

Do total de equinos examinados, 264 (41,6%, n=635) estavam infestados por A.
cajennense, no momento da inspecao visual. A frequéncia mais elevada de equinos infestados
foi observada no municipio de Seropédica (79,7%, n=138), seguidos por Itaguai (58,6%,
n=116). Ambos os municipios da regido Serrana apresentaram menor frequéncia de infestacao
dos animais, sendo Petrépolis o de menor frequéncia observada (13,4%; n=134).

Em relacdo a intensidade parasitaria, observou-se que todos os municipios
apresentaram equinos com diferentes niveis de infestagdo por A. cajennense (Figura 1). O
municipio de Seropédica foi o que apresentou maior percentual de equinos com alta
infestacdo, perfazendo 22,7% (n=138) (Figura 1). O municipio de Itaguai apresentou a maior
frequéncia de equinos com nivel de infestacdo leve. Este nivel de infestacdo foi mais
frequente (24,7%; n=635) entre a totalidade de animais analisados. O municipio de Petrépolis
foi o que apresentou menor frequéncia de equinos infestados, seguidos pelos municipios de
Teresopolis, Mangaratiba, Itaguai e Seropédica.
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Figura 1. Nivel de infestagdo por A. cajennense em equinos dos municipios de Petrépolis,
Teresopolis, Mangaratiba, Itaguai e Seropédica, estado do Rio de Janeiro.

O valor médiotdesvio-padrdao da altitude (m) das propriedades na Microrregido de
Itaguai e Serrana foram, respectivamente de 22,8+17,1 (amplitude: 1-81) e 805,2+91,2
(amplitude: 470-1004). Avaliando a altitude da propriedade em relagdo ao nivel de infestacdo
por carrapato nos equinos, observou-se que nenhum dos animais criados em propriedades
acima de 800 metros apresentou niveis altos de infestacdo por A. cajennense (Figura 2). Da
mesma forma, foram observados niveis muitos baixos de infestacio moderada nos animais
criados nesta faixa de altitude. Pode-se observar que equinos criados em propriedades
localizadas entre 100 e 800 metros de altitude, também apresentaram niveis baixos de alta
infestac@o por este tipo de carrapato. Contudo, animais localizados em criacdo com altitudes
menores que 100 metros apresentaram os maiores percentuais dos diferentes niveis de
infestacdo (Figura 2).

40.0 B Leve infestacdo
35.0 - O moderada infestacdo

300 - B Alta infestag@o
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20.0
15.0
10.0
5.0
0.0

Equinos infestados (%)

Abaixo de 100m Entre 100m e 800m Acima de 800m
Altitude da propriedade

Figura 2. Niveis de infestacdo de A. cajennense em equinos em funcdo da altitude de
localizacdo da propriedade analisada, estado do Rio de Janeiro.
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Em relagcdo as microrregides estudadas e o total de propriedades avaliadas, observou-
se uma frequéncia de 72,6% (n=45/62) de propriedades contendo pelo menos um equino da
criacdo infestado por A. cajennense. A partir da anélise destas propriedades, na perspectiva de
cada microrregido, foi possivel observar que a frequéncia de equinos infestados foi maior
(p<0,05) nas propriedades da microrregido de Itaguai, em relacdo aos equinos da microrregiao
Serrana (Tabela 2). Este resultado € refor¢cado ao se observar que, em média, dos 11,3 equinos
analisados por propriedade na microrregidao de Itaguai, 7,2 estavam infestados por A.
cajennense, diferindo da média de (p<0,05) dos equinos infestados da microrregido Serrana,
na qual de uma média de 9,3 equinos avaliados por propriedade, 1,6 estavam infestados por
Amblyomma cajennense.

Tabela 2. Andlise descritiva das propriedades e equinos infestados por A. cajennense nas
microrregides Serrana e de Itaguai, estado do Rio de Janeiro.

Propriedades Equinos por propriedade Equinos infestados por

Microrregiao com infestacdo 1 por prop propriedade
N (%) M DP EP Amp. M DP EP Amp.
Serrana 32 50,0* 93 6,1 1,1 1-20 1,6* 29 1,1 0-14
Itaguai 30 96,7° 11,3 98 1,8 1-40 7.1° 74 13 0-37
Total 62 72,6 102 81 1,0 1-40 43 6,1 08 1-37

N: Total de Propriedades; M.: Média; DP: Desvio-padrao; EP: Erro-padrio. Amp.:
Amplitude.

Na Tabela 3, observa-se a analise bivariada e multivariada dos fatores associados a
infestacdo por A. cajennense. Dentre todas as varidveis independentes, apenas a idade e a raca
ndo apresentaram associacdo estatistica (p>0,20; x2: 0,79 e p>0,20; y2: 0,81) a partir da
andlise bivariada (Tabela 3). Vale destacar que na andlise bivariada, a maioria dos equinos
infestados por A. cajennense foram machos, provenientes da regido de baixada, oriundos de
criagcdes com 0 manejo sanitdrio e zootécnico insatisfatorio, pertencentes a sistema de criagao
extensiva e com a presenga de bovinos, na mesma pastagem ou nos arredores da criacao
(p<0,20). Estas variaveis, quando submetidas a regressdo logistica, apenas a regido, 0 manejo
e o sistema de criacdo apresentaram associagdo (p<0,05) com a ocorréncia de A. cajennense
nos equinos (Tabela 3). Dentre estes fatores associados, 0 manejo sanitdrio e zootécnico
insatisfatério foi o que apresentou maior associagdo (OR=5,92; IC: 3,8-9,2), seguindo por
equinos criados em sistema extensivo (OR= 4,25; IC: 2,1-8,5) e da regido de Baixada
(OR=3,69; IC: 2,3-5,8).

Observa-se na Tabela 4 a andlise das varidveis independentes em funcdo da intensa
infestacdo dos equinos por A. cajennense. Ao avaliar o nivel de infestacdo em nivel
dicotdmico, tanto na andlise bivariada, quanto na multivariada, a intensa infestacdo dos
equinos apresentou elevada associagdo com condicdes insatisfatérias de manejo (p<0,05;
OR="7,27; IC: 3,6-14,6), com o sistema de cria¢do extensivo dos animais (p<0,05; OR= 2,50;
IC: 1,3 —4,5) e aregido de baixada (p<0,05; OR= 3,62; IC: 1,8- 7,2).
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Tabela 3. Andlise bivariada e multivariada dos fatores associados a infestagdo por
Amblyomma cajennense em equinos, de acordo com o género, idade, definicdo racial, e
manejo dos animais nas propriedades das microrregides Serrana e de Itaguai, estado do Rio de
Janeiro.

Caracteristicas dos animais N (%) Bivariada Multivariada
€ manejo X2 P P OR 1C 055
Género

Fémea 285 375 - )

Macho 350 449 345  0.07 0.28 i ]
Idade

<2 anos 71 394 i ]

> 2 anos 564 418 0.15 0.79 - ] ]

Tabela 3. Continuacao
Definicao racial
Com raca 303 409 - -

Sem raga definida 32 4o 010 08I i - -
Microrregiao

Serrana (>400m) 297 17.5 * -

Itaguai (<400m) 338 62.7 133.040.00 0.00 3.69 (2.3-5.8)
Manejo Zootécnico e Sanitario

Satisfatério 365 17.0 * -

Insatisfatério 270  74.8 21366 0.00 0.00 592 (3.8-9.2)
Sistema de criaciao

Semi-confinado/Confinado 520  31.5 * -

Extensivo 115 87.0 119.06-0.00 0.00 425 (2.1-8.5)
Contato com bovinos

Nao 494 324 - -

Sim 141 738 77.28 0.00 0.32 i ]

N: Numero de amostras de animais; Xz: Valor do Qui-quadrado; P: p-valor; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de
confianga. *Categoria de referéncia.

Tabela 4. Andlise bivariada e multivariada dos fatores associados a alta infestacdo por
Amblyomma cajennense em equinos, de acordo com género, idade, defini¢ao racial e manejo
dos animais nas propriedades localizadas nas microrregides Serrana e de Itaguai, estado do
Rio de Janeiro.

Caracteristicas dos animais N (%) Bivariada Multivariada
€ manejo v P P OR IC 95%
Género

Fémea 285 16.8 - -

Macho 350 166 008 098 S i
Idade

< 2 anos 71 18.3 - -

> 2 anos 564 16.5 0.15 082 ) - -
Definicao racial

Com raga 303 17.8 - -

Sem raga definida 3 157 093 053 i - -
Microrregiao

Serrana 297 4.4 60.86 0.00 0.00 * -
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Tabela 4. Continuacio

Itaguai 338 27.5 362 (1.8-7.2)
Manejo Zootécnico e Sanitario

Satisfatorio 365 3.3 * -

Insatisfatério 270 348 110.920.00 0.00 727 (3.6-14.6)
Sistema de criacao

Semi-confinado/Confinado 520 10.8 * -

Extensivo 115 435 7245 0.00 0.00 250 (1.3-4.5)
Contato com bovinos

Nio 494 12.6 - -

Sim 141 312 2745 0.00 0.26 ] ]

N: Numero de amostras de animais; xzz Valor do Qui-quadrado; P: p-valor; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de
confianga. *Categoria de referéncia.

Analisando o efeito isolado da altitude, na presenga e na ocorréncia de elevado grau
de infestacdo por A. cajennense, através da andlise bivariada e multivariada, foi possivel
observar que, dentre as faixas de altitude selecionadas, animais criados em altitude abaixo de
100 metros apresentaram 7,3 mais chances de serem infestados por esta espécie de carrapato,
na regido estudada (Tabela 5). Além disso, observou-se que sob estas condicdes, estes
animais ampliam a chances em aproximadamente 17 vezes, de estarem com alta carga de
carrapatos desta espécie.

Tabela 5. Andlise bivariada e multivariada dos fatores associados a ocorréncia e elevado
nivel de infestacdo por A. cajennense em equinos, em funcdo da altitude da propriedade das
microrregides Serrana e de Itaguai, estado do Rio de Janeiro.

Alfitude N (%) Bzivariada Multivariada
X P P OR CI95%

Presenca de Infestaciao

Abaixo de 100m 338 62.7 0,00 7,3 4,5-118)

Entre 100m e 800m 158 16.5 133.2 0,00 0,61 - -

Acima de 800m 139 18.7 * * *
Alta infestaciao

Abaixo de 100m 338 27.5 0,00 17,2 (5,3-553)

Entre 100m e 800m 158 6.3 61.8 0,00 0,09 - -

Acima de 800m 139 2.2 * * *

N: Nimero de propriedades analisadas; y*: Valor do teste Qui-quadrado; P: valor de “p”; OR:
0dds Ratio; CI: Intervalo de Confianca.*Categoria de referéncia.

Na Tabela 6 € possivel observar, através da andlise bivariada dos fatores associados
a infestac@o por A. cajennnense, em propriedades com mais de 30% dos equinos do plantel
infestados, em fun¢do do local de criac@o e de aspectos relacionados ao manejo e criagdo dos
animais. A partir desta andlise € possivel demonstrar que a microrregido de Itaguai (RF=2,77)
e a condi¢do do manejo insatisfatorio (RF=3,50) em que os animais sdo criados estdo entre os
fatores mais relacionados a infestacdo de aproximadamente um ter¢co do plantel das
propriedades analisadas (Tabela 6).
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Tabela 6: Andlise bivariada dos fatores associados a infestagcdo por A. cajennense em
propriedades com mais de 30% dos equinos infestados, em funcdo da microrregido, do
manejo utilizado, do sistema de criacdo e do contato com bovinos, estado do Rio de Janeiro.

Caracteristicas das Bivariada
. N* (%)

propriedades pe* RF CI195%
Microrregiao

Serrana 32 31,3 1

Itaguai 30 86,7 0,00 2,77 (1,6 -47)
Manejo Zootécnico e sanitario

Satisfatoria 31 25,8 1

Insatisfatéria 31 90,3 0,00 3,50 (1.9-64)
Sistema de Criacao

Semi-confinado/Confinado 46 45,7 1

Extensivo 16 938 0,00 205  (1A-28)
Contato com bovinos

Nio 43 4472 1

Sim 19 89,5 0,00 2,02 (14-29)

N: Numero de propriedades analisadas; P: p-valor; **Teste Exato de Fisher; RF: Razdo de frequéncia; CI:
Intervalo de Confianca. *Numero de fazendas com mais de 30% dos equinos do plantel infestados por A.
cajennense.

A frequéncia de propriedades e equinos infestados por A. cajennense em fungdo das
praticas de manejo envolvendo o uso de produtos carrapaticidas podem ser observadas na
Tabela 7. O uso de carrapaticida foi estatisticamente associado a infestacdo dos equinos
(p<0,05). Do total de 52 propriedades analisadas que utilizam carrapaticida, 84,6% (n=52)
apresentam pelo menos um equino infestado por A. cajennense. Da mesma forma, a
frequéncia de equinos tratados com carrapaticidas, mas que estavam infestados foi de 49,0%
(n=533). Em relacdo ao intervalo de tratamento carrapaticida, observou-se que os animais
tratados em periodos semanais ou mensais apresentaram maiores frequéncias de infestagao,
quando comparados aos equinos tratados de forma aleatéria. Os organofosforados, piretroides
e a associagdo de ambos foram as bases quimicas citadas como tratamento carrapaticida em

pelo menos 32 (51,6%) propriedades.

Tabela 7. Frequéncia de equinos e propriedades infestados por Amblyomma cajennense de
acordo com o tratamento, intervalo de aplicagdo e base quimica utilizada nas microrregides
Serrana e de Itaguai, estado do Rio de Janeiro.

Propriedades com equinos Equinos
Tratamento acaricida infestados infestados
N (%) N (%)
Uso de acaricidas
Sim 52 84,6 533 49,0°
Nio 10 10,0 102 2,9°
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Tabela 7. Continuagdo

Periodicidade do tratamento

Uma ou duas/més 12 100,0 113 55,8
Trés a quarto/més 8 100,0 45 71,1
Duas a seis/ano 6 100,0 77 85,7

Aleatoriamente/quando a

infestacdo € visualizada 17 64.7 233 270
Sem resposta* 9 77,8 65 56,9
Bases quimicas utilizadas
Organofosforados 5 80,0 28 21,4
Piretréides 15 80,0 134 47,0
7 ne o
Pirtréides foutrs. ) 800 36 806
Outros 5 80,0 58 39,7
Sem resposta*® 15 100,0 193 55,4

*Valores seguidos da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste Qui-quadrado ou
Exato de Fisher, a 5% de significancia. N: Niimero total da amostra; *Responsaveis que ndo responderam.

Outras bases quimicas também foram citadas no tratamento dos animais, como
Fenilpirazol, e a associacdo de Citronela com piretréides / organofosforados, sendo, porém,
menos expressivas (n=3). Observou-se que 39,3% (n=84) dos equinos tratados com a
associacdo de organofosforado / piretréide apresentaram-se infestados e aqueles tratados com
organofosforados ou piretréides, apresentaram 21,4% (n=28) e 47,0% (n=134),
respectivamente, infestados. Vale ressaltar que muitos dos proprietirios ndo souberam
responder com exatiddo a periodicidade de aplicacdo (17%, n=52) e a base quimica utilizada
(28,8%, n=52).

Apesar de alguns proprietdrios ou responsdveis niao responderem qual a quantidade
empregada de carrapaticida nos animais, observou-se que, pelo menos 14 das propriedades
analisadas que realizavam tratamento nos animais (26,9%, n=52) utilizavam a calda
carrapaticida para pulverizar os equinos em volumes abaixo do recomendado pelos
fabricantes.
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5 DISCUSSAO

5.1 Aspectos Epidemiolégicos de Amblyomma cajennense na Area de Estudo

A distribui¢do e a ocorréncia de A. cajennense em equinos vém sendo avaliada em
algumas regides do Brasil (SOUZA; SERRA-FREIRE, 1994; LEMOS et al., 1997;
HEUCHERT et al., 1999; LABRUNA et al., 2001; LABRUNA et al., 2002; OLIVEIRA et
al., 2003). No presente estudo, observou-se elevada frequéncia de equinos infestados,
principalmente por formas adultas, variando a ocorréncia e o nivel de infestagdo entre as
microrregides avaliadas.

Como os equinos sdo considerados os hospedeiros primérios de A. cajennense, nao se
faz necessdrio a presenga de outros hospedeiros para o estabelecimento de sua populacdo no
ambiente (LABRUNA et al., 2001). A sazonalidade de A. cajennense, em estados da regido
sudeste, estd associada a fatores de ordem climadtica, e sua dindmica populacional, que varia
de acordo com os estigios de desenvolvimento do carrapato, sendo as formas de larvas e
ninfas predominantemente nos periodos correspondentes ao outono e inverno e as formas
adultas, nos periodos de primavera e verdo (SERRA-FREIRE, 1982; LABRUNA et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2000).

Oliveira et al. (2003) observaram que as formas adultas de A. cajennense foram as
mais encontradas nos equinos, nos meses de janeiro a mar¢co, em Minas Gerais. Souza e
Serra-Freire (1992) observaram um intenso parasitismo por adultos de A. cajennense em
equinos do municipio de Seropédica, entre os meses de Outubro a Maio.

Ao longo do estudo, observou-se que os equinos mais infestados por A. cajennense
ocorreram em propriedades abaixo de 100 metros de altitude, ou seja, na microrregido de
Itaguai. Assim, diante dos resultados obtidos, em concordancia com os dados da literatura, é
possivel afirmar que a infestacdo por esta espécie de carrapato tem estreita relacio com
fatores ambientais e climaticos, registrados como mais favordveis para o desenvolvimento do
artropode, nesta regido. Além destes fatores observaram-se também um elevado nimero de
criadores que adotam manejo zootécnico e controle sanitdrio inadequados, fatores que
certamente favorecem a comum ocorréncia de A. cajennense entre os animais na regiao
estudada.

Propriedades da microrregido Serrana estdo localizadas em dreas de elevadas altitudes,
com clima caracterizado por tropical de altitude, que consiste em verdes imidos e invernos
secos, com uma temperatura média anual em torno de 19°C. Logo, a baixa frequéncia de
equinos infestados nesta regido pode estar associada aos efeitos deletérios desta condi¢cao
climética na biologia deste carrapato. Este achado estd de acordo com Chacén et al. (2003),
quando observaram em condi¢des de laboratério, uma taxa de eclosao larval de apenas 3,0%
para posturas de A. cajennense e encarquilhamento de aproximadamente 77,2% dos ovos,
quando mantidas em temperatura de 18°C, enquanto que a 27°C, 54,6% das larvas eclodiram.
Em contrapartida, a microrregido de Itaguai apresenta temperatura média de 27°C, possuindo
desta forma, condi¢des mais favordveis ao desenvolvimento deste carrapato (DAEMON;
ISHIZUKA, 1992).

Aspectos climéticos, fatores relacionados a criacdo como a qualidade das instalagdes,
as préticas de higienizacdo do local de permanéncia dos animais, assim como as condutas
terapéuticas adotadas nos tratamentos carrapaticidas sdo parametros importantes para a
avaliacdo dos possiveis fatores associados a ocorréncia deste artropode e de sua proliferacdo
no local da criacdo. No presente estudo, além de aspectos ambientais, a condicdo de manejo
também apresentou associagcdo direta com a presenca e o nivel de infestacdo dos equinos por
A. cajennense. Este resultado € reforcado pela presenca de alguns equinos com altos niveis de
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infestac@o criados em propriedades localizadas em condi¢des climéticas menos favordvel ao
carrapato (elevada altitude e temperatura mais baixa) e por alguns equinos sem infestacdo
criados em dreas de baixada (temperaturas mais elevadas), com melhores condicdes para o
desenvolvimento do artrépode.

A associagdo do sistema de criacdo extensivo com a infestagdo dos equinos reforca a
premissa de que os animais que permanecem mais tempo em contato com pastagens ampliam
suas chances de se infestarem. A dindmica sazonal de A. cajennense em diferentes areas de
pastagem, no Rio de Janeiro, foi bem discutida em outros estudos, destacado a presenga dos
diferentes estagios ao longo do ano (SERRA-FREIRA, 1982; SOUZA; SERRA-FREIRE,
1992). No presente estudo, observou-se uma maior frequéncia de equinos com intensa
infestacdo por carrapatos nos animais criados em sistema extensivo, quando comparados
aqueles criados em sistema intensivo ou semi-intensivo.

Labruna et al. (2001) observaram que equinos que tinham acesso a pastagens “sujas”,
composta por indmeros arbustos e ervas desenvolvendo-se junto as gramineas, ampliaram em
treze vezes as chances de se infestarem com A. cajennense. No presente estudo, as
caracteristicas das pastagens ndao foram abordadas, contudo, pode-se observar de forma
subjetiva que, animais criados somente a pasto eram oriundos também de propriedades com
baixa tecnificacio, e que muitas vezes ndo realizavam a limpeza periddica das pastagens, o
que pode ter favorecido o estabelecimento da populacdo de carrapatos nestas areas.

Quando infestados, os equinos acabam participando diretamente da dispersao de A.
cajennense ao longo de toda a area de pastejo, dispersando a populagdo deste carrapato no
ambiente e favorecendo a infestacdo de outros animais. No presente estudo, observou-se que
os equinos criados em pastagens préximas a bovinos ou simultaneamente, apresentaram maior
frequéncia de animais infestados por A. cajennense.

Apesar de alguns estudos salientarem que a presenca de equinos pastando
simultaneamente com bovinos favoreca a infestacdo daqueles por Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Canestrini, 1887) (HEUCHERT et al., 1999; LABRUNA et al.,, 2001), A.
cajennense também pode se desenvolver sobre os bovinos (SERRA-FREIRE; CUNHA, 1987)
e assim ampliar a infestacdo das dreas de pastagens.

Em relagc@o aos tratamentos carrapaticidas utilizados pelos proprietarios foram citadas
diferentes condutas terapéuticas nas diversas propriedades. Contudo, é importante destacar
que, devido a questdes de efici€éncia e seguranga, tanto para os equinos, quanto para os
proprietérios, o grupo dos piretréides sdo os unicos indicados para banhos em equinos e que
estdo disponiveis no mercado brasileiro para o controle de A. cajennense (PINHEIRO, 1987;
BITTENCOURT et al., 1989).

De acordo com estes autores, esta espécie de carrapato necessita de concentragdes
mais elevadas de formulacdes carrapaticidas do que aquelas utilizadas para o controle de R.
(B). microplus. Alguns proprietdrios citaram a utilizacdo de produtos a base de
organofosforados. No Brasil, o controle de A. cajennense tem sido feito empiricamente, com o
uso de produtos carrapaticidas a base de organofosforados, carbamatos, amidinas e piretréides
sintéticos, em concentragdes recomendadas para o controle do carrapato dos bovinos, R. (B).
microplus (PINHEIRO, 1987).

A utilizac@o de tratamentos a base de organofosforados pelos proprietrios, produto
este ndo recomendado para o controle de A. cajennense, pode estar associado a presencga de
infestacdes simultaneas com outras espécies de carrapatos, como Dermacentor (Anocentor)
nitens (Neumann, 1897), observado com frequéncia durante este estudo. Neste cendrio,
animais que apresentam infestacdo mista e alta carga de carrapatos, provavelmente recebem
maior aten¢do dos proprietdrios, pois o nivel elevado de infestacdo permite uma melhor
visualizacdo destes parasitas, favorecendo o tratamento. Contudo, vale destacar que alguns
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dos equinos que sé recebiam tratamento a base de piretréides também se apresentavam
infestados por A. cajennense, em diferentes niveis de intensidade.

A infestacdo dos equinos, no presente estudo, mesmo com a utilizacdo de produtos
carrapaticidas, pode estar relacionada a auséncia de um programa de controle estratégico de A.
cajennense, conforme preconizado por Labruna et al. (2004) e Cunha et al. (2007). Além
disso, outros fatores podem interferir na eficicia do controle desse carrapato, como a
concentracdo dos produtos e a forma de aplicagdo.

Segundo Labruna (2000), o banho carrapaticida efetivo deve ser realizado, no minimo,
com o volume de quatro a cinco litros de calda carrapaticida por equino adulto, seguindo-se as
recomendacdes dos fabricantes. Entretanto, avaliagdes a campo tém demonstrado que muitos
criadores banham os equinos com volumes carrapaticidas bem inferiores aos recomendados.

Considerando que A. cajennense estd incriminado como um dos principais vetores de
R. rickettsii, agente etiologico da FMB, em diferentes regides do pais, o estudo dos fatores
associados a sua ocorréncia e distribuicdo, em criagdes de equinos na regido estudada,
possibilita ampliar o nosso conhecimento sobre os aspectos epidemioldgicos relacionados a
infestacdo destes animais, e auxiliar na instituicdo de programas de controle estratégico desta
ectoparasitose na regiao (DIAS; MARTINS, 1939; LEMOS et al., 1997; GUEDES et al.,
2005). Neste contexto, o controle eficiente deste ectoparasita passa a ser fundamental para a
prevencao da transmissao de patégenos importantes para saide publica.
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6 CONCLUSAO

A partir da metodologia realizada no presente estudo:

1) A frequéncia de equinos infestados por A. cajennense na microrregiao de Itaguai foi
maior do que a frequéncia de equinos infestados da microrregido Serrana.

2) As condi¢des de manejo sanitario e zootécnico inadequado nas criacdes foi um fator
associado a maior frequéncia e intensidade do parasitismo por esta espécie de carrapato nos
equinos.

3) As propriedades estudadas localizadas em 4reas de baixada apresentam condi¢des
mais favordveis as infestacdes dos equinos por A. cajennense, principalmente quando os
equinos sao criados de forma extensiva.

4) Os municipios de Seropédica e Itaguai apresentam condi¢des adequadas ao
parasitismo por A. cajennense, tornando-se de elevado risco de ocorrer infestacdes entre os
animais € o homem.
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CAPITULO 111

Aspectos epidemioldgicos de Babesia caballi (Nuttall; Strickland,
1912) em equinos criados nas microrregioes Serrana e de Itaguai,
estado do Rio de Janeiro
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RESUMO

PIRES, Marcus Sandes. Aspectos epidemiolégicos de Babesia caballi (Nuttall; Strickland,
1912) em equinos criados nas microrregioes Serrana e de Itaguai, estado do Rio de
Janeiro 2013. 38p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterindrias). Instituto de Veterindria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2013.

O objetivo deste estudo foi avaliar os aspectos epidemioldgicos da infeccdo por Babesia
caballi em equinos em duas microrregides do estado do Rio de Janeiro. Foram coletadas 516
amostras de sangue de equinos de municipios das microrregides Serrana e de Itaguai, entre
janeiro e maio de 2009. Os animais foram inspecionados quanto a presenca e ao nivel de
infestagdo por carrapatos. As condi¢des de criacdo e o manejo foram avaliados em cada
propriedade, através de um questiondrio epidemioldgico. Os carrapatos coletados foram
identificados conforme chave taxondmica apropriada. Foi realizada a extracdo do DNA das
amostras de sangue dos equinos, para posterior andlise através da reacdo da cadeia da
polimerase (PCR). Do total de equinos avaliados, 17,2% (n=89/516) apresentaram DNA de B.
caballi nas amostras de sangue. Dentre as microrregides analisadas, observou-se que a maior
frequéncia de positividade ocorreu nos equinos da microrregido de Itaguai, com 28,9%
(n=70/242). Dentre os aspectos inerentes aos equinos, observou-se que animais com idade
abaixo de dois anos foram os mais frequentemente positivos (33,3%, n=19/57, p<0,05).
Embora a condi¢do insatisfatéria da propriedade (25,5%, n=61/239) e a criacdo dos animais
conjunta com bovinos (28,8%, n=28/97) tenham apresentado associagdo com a positividade
dos animais, apds andlise multivariada dos dados, observou-se que os animais com faixa
etdria menor que dois anos (OR=3,33; IC= 1,7-6,5), criados em regides de baixas altitudes
(OR=3,52; IC=1,7- 7,3) e infestados por carrapatos da espécie Dermacentor nitens (OR=1,91;
IC=1,1-3,4) foram fatores associados a positividade dos equinos por este hemoparasito nas
microrregidoes estudadas. O elevado grau de infestacdo por este carrapato também foi
associado a presenga de equinos positivos para B. caballi (OR=2,11; 1C=1,25-3,54). Apesar
da ocorréncia de equinos infestados por Amblyomma cajennense apresentar associacdo com a
positividade dos equinos, ap6s andlise multivariada dos dados, somente a presenca de D.
nitens prevaleceu associada com animais positivos (p<0,0001). Nao foram evidenciadas as
alteracdoes hematoldgicas caracteristicas da infeccdo por B. caballi nos equinos estudados.
Conclui-se que equinos criados em regides de baixa altitude, com faixa etdria abaixo de dois
anos, que apresentem infestagdes, em diferentes niveis, por carrapatos da espécie D. nitens
sdo fatores que favorecem a positividade por B. caballi nas microrregides estudadas.

Palavras-chave: Carrapatos, Babesia caballi, Equinos.
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ABSTRACT

PIRES, Marcus Sandes. Epidemiological aspects of Babesia caballi (Nuttall; Strickland,
1912) in horses created in the Serrana and Itaguai microregions, State of Rio de Janeiro.
2013. 38p. Tesis (Doctor Science in Veterinary Science). Instituto de Veterindria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,

Seropédica, RJ, 2013.

The aim of this study was to evaluate the epidemiological aspects of infection by Babesia
caballi in horses in two microregions of Rio de Janeiro State. 516 blood samples were
collected from horses of municipalities of the microregions of Itaguai and Serrana, between
January and May 2009. The animals were inspected for the presence and level of infestation
by ticks. The conditions for the creation and management were assessed on each property
using an epidemiological questionnaire. Ticks collected were identified as appropriate
taxonomic key. The DNA extraction was performed from blood samples of horses for further
analysis by polymerase chain reaction (PCR). Of all horses evaluated, 17.2% (n=89/516) had
DNA from B. caballi in blood samples. Among the micro-regions analyzed, it was observed
that the highest frequency of positivity occurred of horses in the microregion of Itaguai
(28.9%, n=70/242). Among the aspects inherent to horses, animals aged below two years
were the most affected (33.3%, n=19/57, p<0.05). Although the unsatisfactory condition of
the property (25.5%, n=61/239) and the joint creation with cattle (28.8%, n=28/97) have
shown a positive association with animals, after multivariate analysis of data, it was observed
that the animals aged less than two years (OR=3.33, CI=1.7-6.5), in regions of low altitudes
(OR=3.52, CI=1.7-7.3) and infested by ticks of the species Dermacentor nitens (OR=1.91,
CI=1.1-3.4) were factors associated with infection of horses by this hemoparasite in the
microregions studied. The high degree of infestation by this tick has also been associated with
the presence of horses positive for B. caballi (OR=2.11, CI=1.25-3.54). Despite the
occurrence of equine infested by Amblyomma cajennense present association with the
positivity of the horses, after multivariate data analysis, only the presence of D. nitens
associated with prevalent positive animals (P <0.0001). There were no hematological changes
characteristic of infection by B. caballi in horses studied. It can be concluded that horses bred
in low altitudes regions, aged below two years, who have infestations at different levels, by
ticks of the species D. nitens are factors that favor the positivity for B. caballi at the studied
microregions.

Keywords: Ticks, Babesia caballi, horses.
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1 INTRODUCAO

O género Babesia sp. caracteriza-se como um grupo de protozodrios, que promovem
intensa anemia, febre, ictericia e fraqueza em hospedeiros vertebrados que sdo acometidos.
Dentre os agentes etioldgicos da babesiose equina, encontra-se a espécie Babesia caballi
(Nuttall; Strickland, 1912). Os equinos infectados, além de apresentarem os sintomas ja
mencionados, podem, em casos agudos da doencga, evoluir para o 6bito (DE WAAL, 1990;
1992). Contudo, em muitos casos, o principal agravo a saide dos animais se caracteriza pela
queda do desempenho e rendimento do equino, o que na industria equestre, é de extrema
importancia.

Neste contexto a babesiose merece elevada atencdo por parte das autoridades,
considerando que, diante do deslocamento de animais de dreas endémicas para areas livres da
doenca, possa ocorrer transmissdo destes hemoparasitos pelo parasitismo por carrapatos, fato
este que caracteriza esta doengca como um dos principais entraves para a circulacdo
internacional de cavalos (KNOWLES, 1996).

No Brasil, Costa e Mello (1963) foram os primeiros autores a relatar sua ocorréncia no
territorio nacional. A transmissdo deste agente no pais, esta associada a carrapatos da espécie
Dermacentor nitens (PFEIFER-BARBOSA et al.,, 1992; PFEIFER-BARBOSA, 1993;
LINHARES, 1994; MUIJICA, 2002). Pfeifer-Barbosa et al. (1992) observaram
soroprevaléncia de 62,5% dos equinos analisados no estado do Rio de Janeiro, através do teste
sorolégico Westen-blot. Em estudo similiar, Bittencourt et al. (1997) observaram 93,6% de
soroprevaléncia para B. caballi a partir da reacdo de fixacdo de complemento (RFC) nos
animais testados.

Sobre os aspectos relacionados a soropositividade, Kerber et al. (2009) observaram
associa¢do com alto nivel de infestacdo dos equinos por carrapatos da espécie Dermacentor
nitens. E em estudo realizado por Garcia-Bocanegra et al. (2013) observaram que a
soropositividade foi associada também a infestacdo por carrapatos e auséncia de abrigo na
criacdo em equideos na Espanha.

Diante do exposto e com o objetivo principal de avaliar os aspectos epidemioldgicos
relacionados a detec¢do de B. caballi em equinos, nas microrregides Serrana e de Itaguai,
estado do Rio de Janeiro o presente estudo foi desenvolvido visando ampliar o conhecimento
deste importante hemoparasita, os fatores relacionados a sua casuistica e contribuir para o
desenvolvimento de medidas de prevengao e controle mais eficientes desta hemoparasitose na
regido.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Breve Historico e Etiologia

O género Babesia Starcovici, 1893, foi intitulado desta forma, como homenagem a
Victor Babés, pesquisador que descreveu o primeiro género deste parasita, em bovinos.
Possuem formas piriforme, oval e amebdide, e tém como principal caracteristica, o
desenvolvimento no interior de eritrocitos de mamiferos (RIEK, 1966).

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 eritrécitos dos equinos, fossem maiores e distintos de P. equi, 0s
autores denominaram a nova espécie como Piroplasma caballi (Nutall; Strickland, 1912).

O termo “piroplasma” provém da caracteristica dos parasitos que, apos se
multiplicarem, apresentam uma morfologia semelhante a uma péra. Atualmente, o género
Piroplasma permanece como sinonimia para o género Babesia (UILENBERG, 2006).

2.2 Epidemiologia

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

Na Africa, a infeccdo se apresenta de elevada endemicidade com destaque da presenca
deste parasita em paises como Africa do Sul, Mocambique, Angola, Namibia, Marrocos, entre
outros (NEITZ, 1956).

Da mesma forma, no continente Asidtico, as infec¢des causadas por este hemoparasito
foram reportadas na China e na Mongoélia (FRIEDHOFF; SOULE, 1996; XU et al, 2003;
BOLDBAATAR et al, 2005). Embora o Japao seja considerado livre da doenca
(FRIEDHOFF; SOULE, 1996), recentes estudos indicam a possibilidade da circulagdo de B.
caballi no plantel do pais (IKADAI et al, 2002).

Em relacdo 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 Canadd sdo considerados livres de B.
caballi, com excec¢ao do estado da Flérida (HOLBROOK, 1969).

Em relacdo a presenga deste agente 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
federagdo, como S@o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Pard (KERBER et al., 1997;
RIBEIRO et al., 1995; PFEIFER-BARBOSA et al., 1995; PFEIFER-BARBOSA et al., 2000).

2.3 Vetores
De acordo com Friedhoff et al. (1990) a transmiss@o e distribuicdo de B. caballi na

Europa e Asia estio 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

70



Africa, De Waal (1990) registrou a transmissio de B. caballi por Rhipicephalus evertsi e H.
truncatum. O envolvimento de D. nitens na transmissao e distribuicdo de B. caballi nos paises
americanos foi registrado pela primeira vez a partir de estudos experimentais em equideos no
estado da Florida, 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 &reas de surto.

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

Estudos mostram a distribuicdo deste carrapato pela regido sudeste do pais,
demonstrando que o mesmo realiza mais de uma geragdo 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
condicdes 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 € importante sob a questdo relacionada ao tratamento dos
animais.

2.4 Biologia de Babesia caballi

Este agente se caracteriza por apresentar uma forma infectante de 2,5 a 3,0um de
comprimento denominada esporozoita € que se encontra na saliva do carrapato transmissor.
Quando atingem o limen da circulacdo sanguinea, os esporozoitas penetram ativamente nos
eritrécitos, e se diferenciam em formas arredondadas e ovaladas, designadas trofozoitas. Estes
trofozditas, apds a divisdo bindria, que ocorre no interior das hemdcias, dao origem a duas
formas caracteristicas deste género, em formato piriforme, os merozoitas, que promovem o
rompimento da célula infectada. Apds esta etapa, novas células sdo infectadas, repetindo o
processo de multiplicagdo em outros eritrécitos (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 ingestao
dos gametdcitos, quando se inicia o processo de gametogonia, que resulta na formacdo de
gametas do parasito, no interior do artrépode vetor. Este processo culmina com a formacao do
oocineto, que apds penetrar na parede intestinal do carrapato, se multiplica, formando os
vermiculos, que posteriormente atingem a hemolinfa, e em sequéncia, outros 6rgios do
carrapato, como os ovarios e glandula salivar (MEHLHORN; SCHEIN, 1985).

Quando a infeccao atinge a glandula salivar do carrapato, ocorre a esporogonia deste
agente, que culmina na liberacdo das formas infectantes, a partir do quinto dia, iniciada a
alimentacdo do vetor apds a fixacdo do carrapato no hospedeiro (HOLBROOK et al., 1968;
(MEHLHORN; SCHEIN, 1985).

2.5 Métodos de Diagnéstico
O diagnostico da piroplasmose equina pode ser realizado através de métodos diretos e
indiretos (POTGIETER et al., 1992), dentre os quais se destacam a pesquisa parasitolégica

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 sorolégicos, tais
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como o ensaio imunoenzimético (ELISA), a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e a
reacdo de fixacdo do complemento (RFC).

Entretanto, é digno de nota que todos esses testes apresentam vantagens e
desvantagens, as quais devem ser cuidadosamente avaliadas.

As técnicas sorolégicas sdao de larga aplicacio em estudos de levantamento
epidemioldgico, devido a alta sensibilidade e, desta forma, detectam infec¢des subclinicas ou
cronicas com eficicia superior aquela obtida através dos exames diretos em esfregacos
sanguineos. O primeiro teste sorolégico aplicado para detec¢c@o de anticorpos anti-Babesia em
equinos foi a RFC (HIRATO et al., 1945) que, desde 1969, foi considerado o teste oficial para
o diagndstico da babesiose equina.

Entretanto, posteriormente, a Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE)
determinou que a RIFI ou mesmo o ELISA pudessem ser utilizados em substitui¢cdo a RFC,
pois este teste ndo detecta infec¢des cronicas e pode apresentar resultados falso-negativos
(FRIEDHOFF; SOULE 1996; IKADAI et al. 2002).

De acordo com Bose et al. (1995), a PCR tem mostrado ser sensivel e especifica
servindo como uma ferramenta bastante util para o diagndstico da babesiose; porém, os casos
cronicos podem apresentar resultados falso-negativos devido a baixa concentracdo de DNA na
amostra.

A sensibilidade da reacdo de PCR € mais elevada quando comparada a exame
microscopio de esfregacos sanguineos (RAMPERSAD et al.,, 2003; ALHASSAN et al.,
2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descriciio da Area de Estudo

O estudo foi realizado em quatro municipios, sendo dois da microrregido Serrana
(Petrépolis e Teresopolis) e dois da microrregido de Itaguai (Seropédica e Itaguai), Estado do
Rio de Janeiro, Brasil. O periodo de coleta foi realizado de janeiro a maio de 2009. Para o
estudo, foi realizado uma amostragem por conveniéncia de um total de 274 equinos da
microrregido Serrana e 242 da microrregido de Itaguai, com base na férmula descrita por
Sampaio (2002), considerando a prevaléncia esperada de 50%, e margem de erro de 7%,
resultando em amostra minima de 196 animais por microrregiao.

3.2 Questionario Epidemiologico

Um questiondrio semi-estruturado foi aplicado aos proprietarios com o intuito de
identificar possiveis fatores associados a positividade por B. caballi nos equinos (ANEXO1).
Estes fatores foram analisados considerando as seguintes variaveis:

(1) Microrregido:

- Itaguai

- Serrana

(i1) Manejo Sanitdrio e Zootécnico:

- Satisfatorio (instalagdes zootécnicas apropriadas a criacdo na propriedade, animais
recebem alimentacdo adequada, presenca de controle sanitidrio e assisténcia veterindria
constante)

- Insatisfatério (Instalagdes zootécnicas inadequadas a criagdo, os animais nao
recebem alimentacdo balanceada rotineiramente, o controle sanitdrio ndo € sistemadtico e a
assisténcia veterindria, quando existe, € esporddica ou utilizada em casos de emergéncia).

(i11) Sistema de Criacéo

- Confinado/Semi-confinado (Animal sem acesso ou com acesso parcial a pastagem)

- Extensiva (acesso somente a pastagem)

(iv) Contato ou ndo com bovinos

- Contato (preseng¢a de bovinos na mesma pastagem ou proximos a equinos)

- Sem contato com bovinos

(v) Origem do animal

- Externo a propriedade

- Interno a propriedade (animal nasceu na propriedade)

(vi) Atividade do Animal

- Esporte/exposicao

- Trabalho/passeio

- Reprodugao

(vii) Sexo (macho e fémea)

(viii) Idade (menor de 2 anos e maior ou igual a 2 anos)

(ix) Raca (com raca definida e sem raca definida)

(x) Presenca de carrapatos (sim € nao).

De cada propriedade foi mensurada a altitude local através de receptores do Sistema de
Posicionamento Global (GPS).

Os equinos foram avaliados quanto a presenca de carrapatos, e alguns exemplares
foram coletados de cada animal infestado, sendo estes preservados em &lcool isopropilico
absoluto para posterior identificacdo taxondmica, por meio de chave dicotdmica (BARROS-
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BATESTTI et al., 2006). O nivel de infestagcao foi categorizado a partir de espécimes adultos
observados nos animais, segundo Labruna et al. (2001).
3.3 Coleta de Sangue

Foram coletados 5 mL de sangue em tubo com anticoagulante EDTA (4cido etileno
diamino tetraacético) de 516 equinos, através de venopungdo da veia jugular, sendo retiradas
aliquotas destas amostras e acondicionadas em tubos de polipropileno de 1,5mL, estéreis,
mantidos a temperatura de -80°C para extracao de acido desoxirribonucleico (DNA).

3.4 Extracio 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, WI, USA) de acordo
com as recomendagdes do fabricante. As amostras de DNA extraido do sangue foram
quantificadas em espectrofotometro Nanodrop® ND-2000 (Nanodrop Technologies, DE,
USA), padronizadas na concentragdo de 60 ng/uL, a partir da diluicdo em solucdo de Tris-
EDTA, e armazenadas a -80°C até o momento da realizacdo da técnica de PCR.

3.5 Sensibilidade Analitica da PCR para Deteccao de B. caballi

Para avaliar a melhor concentracdo de primers utilizada na reacdo da PCR foram
realizadas oito diluicdes seriadas de uma amostra de DNA positiva para B. caballi (10ng/uL
até 10'ng/uL), variando as concentracdes dos primers (BC48) em 0,4uM, 0,6uM, 0,8uM no
intuito de obter a otimizacdo da concentracdo final utilizada na PCR.

3.6 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 (BATTSETSEG et al., 2001). Para esta andlise, utilizaram-se dois pares de
oligonucleotideos iniciadores (primers); na primeira reacao utilizou-se os primers BC48F1

(5’-ACGAATTCCCACAACAGCCGTGTT-3’) e BC48R3 (5-
ACGAATTCGTAAAGCGTGGCCATG-3’) e na segunda reacdo os primers BC48F11 (5’-
GGGCGACGTGACTAAGACCTTATT-3’), BC48R31 (5-

GTTCTCAATGTCAGTAGCATCCGC-3’). Para a primeira e segunda reacdo de B. caballi foi
utilizado um volume final de 25 pL, sendo 60ng/uLL de DNA , 12,5uL. de PCR MasterMix
(Amplitaq Gold®), 0.6uM de cada primer (forward e reverse), e TuL de dgua ultrapura. As
condi¢des de amplificacdo para B. caballi em ambas as PCR foram: 40 ciclos a 96°C por
4min, desnaturagdo a 94-C por 50s; anelamento dos primers a 56°C por 1min; amplificacio a
72-C for 1min e extensdo final a 72°C for S5min. O processo de amplificacao foi realizado em
termociclador (Mastercycler ProS, Eppdendorf®) e a reacao da PCR foi realizada baseada no
estudo de Battsegtseg et al. (2001) com algumas modificacoes.

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

74



3.7 Analises Hematolégicas

Com o intuito de avaliar possiveis alteragdes dos parametros hematolégicos dos
equinos frente o resultado da PCR para B. caballi, apds a coleta de sangue total dos animais
foram realizadas anélises destes parametros através de contador automatico de células (ABC
VET, Horiba ABX®). Esta anélise foi realizada no Laboratério de Hemoparasitos e Vetores
da Estacdo Experimental de Pesquisa Parasitolégica W.O. NEITZ do Departamento de
Parasitologia Animal — Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
janeiro. Foram observados os seguintes parametros: volume globular (VG), hematimetria
(HEM), concentra¢do de hemoglobina (HB), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),
plaquetometria (PLAQ), volume plaquetdrio médio (VPM) e amplitude de distribuicdo dos
eritrcitos (ADH), e leucometria global (LEU). Foram confecionados esfregacos sanguineos
das amostras de sangue total para a contagem diferencial de células, obtendo-se o nimero de
linfécitos (LINF), de mondcitos (MON), de neutréfilos segmentados (NEU), de neutréfilos
em bastao (BAST) e de eosindfilos (EOS). A concentragdo de proteina plasmética total (PPT)
e fibrinogénio (FIB) foram determinados através de refratometria (COLES, 1986).

3.8 Analises Estatisticas

Foi realizada uma andlise descritiva dos dados relacionados as propriedades e aos
valores de frequéncia de positividade para B. caballi nos equinos das duas microrregides, em
funcdo de cada microrregides de origem, através do teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher a
um nivel de 5% de significancia. Os valores médios de equinos positivos e propriedades com
equinos positivos ao teste da PCR foram analisados em fung¢do da microrregido de origem
através do teste Mann-Whitney, a um nivel de 5% de significancia.

As varidveis independentes presentes no estudo epidemioldgico foram analisadas em
relacdo a positividade de B. caballi nas amostras de DNA extraido do sangue dos equinos € as
frequéncias obtidas comparadas pelo teste Qui-quadrado em nivel de 20%, 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).

Dentre as varidveis independentes que apresentaram diferenga estatistica significativa
(p<0,20) na andlise bivariada, foi elaborada uma matriz de coeficiente de correcdo através do
teste de correlacdo de Spearman, com o objetivo de verificar a colinearidade e eliminar as
varidveis altamente correlacionadas do modelo de regressdo logistica. Varidveis cujo
coeficiente de correlacdo (p) estd abaixo de 0,8 ndo estdo altamente correlacionadas e,
portanto, sdo adequadas para utilizacdo na andlise multivariada (KATZ, 1999). No teste de
Spearman, somente as varidveis independentes com p>0,05, p<0,05 associado ao p<0,6 foram
mantidas no modelo de regressao logistica. Entre duas varidveis altamente correlacionadas
(p<0,05 e p=0,6), a biologicamente mais importante foi mantida no modelo.

Os valores médios dos parametros hematolégicos dos equinos positivos e negativos
para B. caballi foram submetidos a andlise de varidncia e comparados pelo teste F, em nivel
de 5% de significancia, quando apresentaram normalidade dos dados. Quando estes dados nao
apresentaram distribui¢do normal, foi utilizado o teste Mann Whitney, a 5% de significancia.
As frequéncias de equinos com alteracoes hematoldgicas dentre os animais positivos e
negativos para B. caballi foram comparadas através do teste Qui-quadrado ou pelo teste exato
de Fisher em nivel de 5% de significancia. Para ambas as andlises hematoldgicas foi utilizado
o programa BioEstat 5.0 (AYRES et al. 2007).
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4 RESULTADOS

4.1 Sensibilidade Analitica da Técnica de nPCR

Em relacdo a sensibilidade analitica da técnica, pode-se observar que o limite de
deteccao do fragmento alvo de B. caballi, utilizando dilui¢des seriadas de um DNA extraido
de uma amostra sabidamente positiva (10ng/uL) para este patégeno, 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 reacdo de PCR,
do gene BC48, especifico para B. caballi .

Em relacdo ao DNA extraido das 516 amostras de sangue de equinos testadas na
nPCR, para o gene BC48, conforme metodologia descrita foi evidenciado a amplificacdo em

89 amostras (17,2%, n=516), apds visualizac@o a partir da eletroforese em gel de agarose a
1% (Figura 1).

430pb fm

Figura 1: Gel de agarose (1%) com produtos da amplificagdo do fragmento de 430pb do gene
BC48, especifico para B. caballi. PM: Peso molecular de 1kb; A1l (Controle Positivo); A2
(Controle negativo); A3, AS, A6, A9 e A10 (Amostras negativas); A4, A7 e A8: Amostras de
DNA positiva através da PCR (seta branca).

4.2 Aspectos Epidemioldgicos da Area de Estudo

Na Tabela 1 estdo demonstrados os valores referentes a andlise descritiva das
propriedades, e equinos considerados positivos para B. caballi, nas duas microrregioes
estudadas.

Em relagcdo aos aspectos epidemioldgicos relacionados a positividade dos animais,
observou-se que os equinos da microrregido de Itaguai foram os mais acometidos (p<0,05),
apresentando uma frequéncia de 28,9% (n=70/242) de positividade (Tabela 1).

O ndmero médiotdesvio-padrdo de animais analisados por propriedade foi de 9,218,1
(amplitude: 1-36) e, destes, observou-se médiatdesvio-padrao de 1,612,6 (amplitude: 0-12)
de animais positivos ao teste, por propriedade avaliada. Dentre todos os municipios
estudados, Itaguai apresentou a frequéncia mais elevada de equinos positivos (42,5%, n=106).
Os dois municipios da regido Serrana apresentaram menor frequéncia de infeccdo dos
animais, sendo Petrépolis a de menor frequéncia observada (3,1%; n=128).

Em relacdo as propriedades presentes nas duas microrregides estudadas, observou-se
que havia pelo menos um equino na criacdo que estava positivo ao teste molecular para B.
caballi em 48,2% (n=56) das criacOes avaliadas. E em relacdo a positividade dos animais
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presentes nas propriedades, foi possivel observar que a frequéncia de equinos positivos foi
maior (p<0,05) em propriedades da microrregido de Itaguai, em relacdo as da microrregido
Serrana (Tabela 1).

Este achado € reforcado ao se observar que, em média, de 9,7 equinos analisados de
cada propriedade na microrregido de Itaguai, 2,8 estavam positivos por B. caballi, diferindo
(p<0,05) da microrregido Serrana, onde a média de 8,8 animais analisados por propriedade,
sendo 0,6 positivos ao teste.

Tabela 1. Andlise descritiva das propriedades e equinos positivos para Babesia caballi,
através da nested PCR, nas microrregides Serrana e de Itaguai, estado do Rio de Janeiro.

. Equinos Prop. com Eq. Equinos por Equinos positivos por
Regiao cos cos . .
positivos Positivos propriedade propriedade
N (%) N (%) M DP EP Amp. M DP EP Amp.

Serrana 274 69" 31 323% 88 60 1,1 1-20 0,6* 1,0 02 0-3
Itaguai 242 289" 25  680° 97 85 1,7 1-36 28" 34 07 0-12
Total 516 17,2 56 482 92 7,0 10 1-36 1,6 26 03 0-12

ALetras iguais entre as colunas de mesma legenda nio diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de
Fisher em nivel de 5% de confianca. *Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem
significativamente através do teste F a 5% de significancia (p<0,05), quando normais e através do teste de Mann-
Whitney a 5% de significdncia, quando nido normais. Prop.: Propriedade; Eq.: Equinos; N: Total de
Propriedades; M.: Média; DP: Desvio-padrao; EP: Erro-padrdo. Amp.: Amplitude.

Em relagdo aos carrapatos coletados nos equinos, foram observados ocorréncia de trés
espécies, Amblyomma cajennense, Dermacentor nitens € Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. No entanto, somente as duas primeiras foram incluidas e avaliadas no estudo
epidemioldgico. Foram observados poucos exemplares da espécie R. microplus sobre os
equinos, sendo obtidos de apenas dois animais da regido estudada. Desta forma, esta espécie
de carrapato foi excluida da andlise epidemioldgica. As outras duas espécies foram
observadas em diferentes niveis de infestacao nos animais, em ambas as microrregioes.

Na Tabela 2, observa-se a analise bivariada e multivariada dos fatores associados a
positividade dos equinos por B caballi. Dentre todas as varidveis independentes, somente a
raca e o sistema de criacdo ndo apresentaram associacdo estatistica (p>0,20; y2: 0,48 e
p>0,20; %2: 0,52) a partir da andlise bivariada (Tabela 2). Com esta andlise prévia, observou-
se que a maioria dos equinos positivos para B. caballi foram fémeas, com idade abaixo dos
dois anos, provenientes da microrregido de Itaguai, oriundos de criagdes com o manejo
sanitdrio e zootécnico insatisfatério, criados com presenca de bovinos, na mesma pastagem ou
nos arredores da criacdo e infestados por D. nitens (p<0,20). Apés andlise destas varidveis
associadas a partir da regressdo logistica, apenas a regido, a idade e a infesta¢do por D. nitens
apresentaram associagdo (p<0,05) com a positividade para B. caballi, nos equinos (Tabela 2).
Dentre estes fatores associados, equinos criados na microrregido de Itaguai foi a varidvel que
apresentou maior associacdo (OR=3,52; IC: 1,7-7,3), seguida por equinos com faixa etéria
menor que 2 anos (OR= 3,33; IC: 1,7-6,5) e a presenga de D. nitens infestando os animais
(OR=1,91; IC: 1,1-3,5).
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Tabela 2. Andlise bivariada e multivariada da frequéncia de Babesia caballi nos equinos
analisados, através da nested PCR, em fun¢do dos fatores associados, como género, idade,
defini¢do racial, e manejo dos animais nas propriedades das microrregides Serrana e de
Itaguai, estado do Rio de Janeiro.

Caracteristicas dos animais N (%) Bivariada Multivariada
e manejo v P P OR IC 95%
Género
Fémea 245  20.0 - -
Macho 271 148 247 0.15 0.06 i i
Idade
< 2 anos 57 333 3,33  (1,7-6,5)
> 2 anos 459 153 11,61 0.00 0,00 e
Definicao racial
Com raca 255 16.1 - -
Sem raca definida 261 184 0.48 056 i - -
Microrregiao
Serrana (>400m) 274 6,9 * -
Itaguai (<400m) 242 289 43,54 000 0.00 352 (1,7-73)
Manejo Zootécnico e Sanitario
Satisfatorio 277 10,1 2135  0.00 0.92 - -
Insatisfatério 239 255 ) ) ’ - -
Origem do animal
Interno 152 19,1 - - -
Externo 364 16,5 050 055 - - -
Atividade do animal
Esporte/exposi¢ao 285 16,1 - - -
Trabalho/passeio 142 17,6 0,81 0,66 - - -
Reproducao 89 20,2 - - -
Sistema de criaciao
Semi-confinado/Confinado 427 17,8 - -
Extensivo 89 14,6 052056 ) - -
Contato com bovinos
Nao 419 14,6 - -
Sim 97 289 11.29 0.00 0.29 i ]
Infestacio por carrapatos (Dermacentor nitens)
Niao 341 10,0 * -
Sim 175 314 37,3 0,00 0,03 1,91 (1,1- 3,5)

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

confianca. *Categoria de referéncia.

Embora a infestacdo por carrapatos tenha apresentado associagdo estatistica com a
positividade dos equinos por B. caballi (p<0,20; ¥*: 4,55), ap6s andlise multivariada das duas
espécies mais abundantes observadas nos equinos, foi possivel observar que somente a
espécie D. nitens apresentou associacdo com a positividade dos equinos (OR= 5,07; IC: 2,8 —
9,5) (Tabela 3). Desta forma, manteve-se no modelo final das varidveis independes, apenas a
infestac@o por D. nitens (Tabela 2).
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Tabela 3. Andlise bivariada e multivariada da frequéncia de Babesia caballi nos equinos
analisados, através da nested PCR, em funcdo da espécie de carrapato observada nos animais
das microrregides Serrana e de Itaguai, estado do Rio de Janeiro.

Presenca de carrapato N (%) l;varlad; P Mgll; 1varlellga9 5%
Amblyomma cajennense

Sim 220 214 - -

Niio 206 142 4.55 0.04 0.21 i i
Dermacentor nitens

Sim 175 314 507 (2,8-9,5)

Niio 341 10.0 37,31 0.00 0,00 i i

N: Nﬁmerq de amostras de animais; xzz Valor do Qui-quadrado; P: p-valor; OR: Odds Ratio; IC: intervalo de
confianga; *: Valor de referéncia para andlise multivariada.

A associagdo mais efetiva deste carrapato com a positividade dos equinos é reforcada
quando se observa que, apds analisar de forma isolada o grau de infestacdo dos animais em
relacdo a positividade dos equinos por B. caballi, a associacdo ocorre somente quando ha
elevada infestacdo dos equinos por D. nitens (OR: 2,11; IC: 1,3 — 3,5) (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise bivariada e multivariada da frequéncia de Babesia caballi nos equinos
analisados através da nested PCR, em funcdo do grau de infestagdo da espécie de carrapato
observada nos animais das microrregioes Serrana e de Itaguai, estado do Rio de Janeiro.

Grau de infestacio N (%) l;varlad; P Mgll; 1varlellga9 5%
Amblyomma cajennense
Moderada/alta infestagao 87 20,7 086 043 i - -

Ausente/leve 429 16,6 ) ' - -
Dermacentor nitens

Moderada/alta infestagdo 100 27,0 2,11  (1,3-3,5)

Ausente/leve 416 149 326 000 0.00 ]

N: Nﬁmerq de amostras de animais; xzz Valor do Qui-quadrado; P: p-valor; OR: Odds Ratio; IC: intervalo de
confianga; *: Valor de referéncia para andlise multivariada.

Na Tabela 5 estdo demonstrados os valores de positividade dos equinos por B. caballi,
em funcao do efeito isolado da altitude das criagdes, nas regides estudadas. Através da anélise
bivariada e multivariada, foi possivel observar que, dentre as faixas de altitude selecionadas,
animais criados em altitude abaixo de 100m apresentaram 5,1 vezes mais chance de se
infectarem por esta espécie de protozoario do que em regides com altitude mais elevada
(Tabela 5).

Tabela 5. Andlise bivariada e multivariada da positividade de Babesia caballi nos equinos
analisados através da nested PCR, em fun¢do da altitude da propriedade das microrregides
Serrana e de Itaguai, estado do Rio de Janeiro.

Alfitude N (%)* B2ivariada Multivariada
X P P OR CI95%
Abaixo de 100m 242 289 0,00 51 (2,4-10,6)
Entre 100m e 800m 152 6,6 43.6 0,00 0,79 - -
Acima de 800m 122 7,4 * * *

N: Numero de propriedades analisadas; xzz Valor do teste Qui-quadrado; P: p-valor; OR: Odds Ratio; CI:
Intervalo de Confianga.*Categoria de referéncia.
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Na Tabela 6, observa-se, a partir das anélises dos fatores associados a propriedade, a
relacdo entre a presenca de pelo menos um equino positivo para B. caballi na propriedade, em
funcdo do local de criacdo, dos aspectos relacionados ao manejo e criagdo dos animais, e da
ocorréncia de equinos com elevada infestacdo por D. nitens na criagao.

A partir desta andlise € possivel demonstrar que, embora a presenca de equinos
positivos na propriedade para este agente tenha relacio com localizacdo da propriedade na
microrregido de Itaguai (p<0,05; RF: 2,11), a presenca de equinos na propriedade com
elevada carga de carrapatos da espécie D. nitens foi 2,77 vezes maior em propriedades com
equinos positivos dentro das propriedades analisadas (p=0,0014; IC: 1,4- 4,9) (Tabela 6).

Tabela 6. Andlise bivariada da presenca de pelo menos um equino positivo para Babesia
caballi nas propriedades analisadas, através da nested PCR, em fun¢do da microrregido, do
manejo utilizado, do sistema de criacdo, do contato com bovinos e da ocorréncia de animais
com elevada infestacdo por Dermacentor nitens na cria¢io, estado do Rio de Janeiro.

Caracteristicas das N (%) Bivariada
propriedades ¢ P RF CI95%
Microrregiao

Serrana 31 32.3 1

Ttagua 25 680 0,01 o1 (1273
Manejo Zootécnico e sanitario

Satisfatoria 27 40,7 1

Insatisfatéria 29 552 0,20 135 ©7-23)
Sistema de Criacao

Semi-confinado/Confinado 42 47,6 1

Extensivo 14 500 0,43 205  (1A-28)
Contato com bovinos

Nio 40 47,5 1

Sim 16 500 0.45 105 (©6-19
Grau de infestacao por D. nitens em equinos
da propriedade

Moderada/alta infestagao 24 75,0 1

Ausente/leve 32 28,1 0,00 2,67 (14-48)

N: Numero de propriedades analisadas; P: p-valor; **Teste Exato de Fisher; RF: Razdo de frequéncia; CI:
Intervalo de Confianga.

A frequéncia de equinos positivos para B. caballi, assim como propriedades com a
presenca de pelo menos um equino positivo, em fung¢do das préticas de manejo envolvendo o
uso de produtos carrapaticidas estao descritos na Tabela 7.

O uso de carrapaticida foi estatisticamente associado a positividade dos animais
(p<0,05). Do total de 56 propriedades analisadas, 47 utilizam a pratica de tratamento regular
nos animais, representando 83,9% (n=56). Desse total, 27 destas (57,4%) apresentam pelo
menos um equino positivo para B. caballi.

Pdde-se observar, no presente estudo, que dos 430 equinos que recebiam algum tipo
de tratamento carrapaticida, 89 (20,7%) foram positivos ao teste da PCR para B. caballi,
diferindo significativamente, dos animais nao tratados (p<0,05) (Tabela 7).
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Tabela 7. Frequéncia de equinos e propriedades com equinos positivos para Babesia caballi a
partir da nested PCR, de acordo com o tratamento carrapaticida utilizado nas microrregides
Serrana e de Itaguai, estado do Rio de Janeiro.

. . Propriedades com equinos positivos qu.li.n 08
Tratamento acaricida positivos
N (%) N (%)
Uso de acaricidas
Sim 47 57,4 430 20,7
Nio 9 0,0 86 0,0°

AValores seguidos da mesma letra, na mesma coluna, nio diferem estatisticamente pelo teste Qui-quadrado ou
Exato de Fisher, a 5% de significancia. N: Ntimero total da amostra.

E importante mencionar que alguns dos proprietarios/responsdveis pelos animais néo
souberam responder com exatiddo a periodicidade na aplicagdo carrapaticida ou a base
quimica utilizada. E em relacdo a dose empregada por estes, na aplicacido de produtos, alguns
relataram a utilizacdo de doses abaixo do recomendado pelos fabricantes destes produtos.

4.3 Parametros Hematoldgicos de Equinos das Duas Microrregioes Diagnosticados com
B. caballi

Os dados hematoldgicos dos equinos da microrregido de Itaguai frente a positividade
dos animais para B. caballi estio demonstrados nas tabelas 8 e 9. De acordo com estes dados
€ possivel observar que, entre os grupos de animais testados via nested PCR, somente a
amplitude de distribuicdo das hemdcias (ADH) apresentou diferenca (p<0,05) entre os grupos
testados (Tabela 8). Contudo, vale destacar que embora observada diferenca significativa,
ambos os grupos apresentaram médias dentro dos padrdes normais para a espécie equina.

Ainda na tabela 8, é possivel observar que ambos os grupos de animais desta
microrregido, positivos e negativos para B. caballi, apresentaram valores médios do
hematécrito (HT) abaixo do valor de referéncia para este parametro, caracterizando um
quadro de anemia normocitica normocromica nestes animais. No presente estudo, verificou-se
que, independente do resultado da nested PCR, os equinos apresentaram média de valores
normais para a maioria dos parametros hematoldgicos observados para esta espécie animal
(Tabela 8).

Em relagdo ao leucograma, pode se observar que, os valores médios do nimero de
mondcitos, entre os grupos de equinos analisados apresentaram diferenca significativa
(p<0,05). Entretanto, estes valores ndo estiveram acima do valor de referéncia para a espécie
(Tabela 9).
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Tabela 8. Valores médios dos parametros relacionados ao eritrograma, sélidos totais e
fibrinogénio de equinos em fun¢do do resultado da nested PCR para Babesia caballi na
microrregido de Itaguai, estado do Rio de Janeiro.

Valores limites

Parametros Resultado N  Média DP EP Valort.as. -
.. L. Referenciais
Minimo Maximo
He (Xlof,/mm3) Negativo 172 6,8 1,2 0,1 4,1 9,7 6.0-113
Positivo 70 6,8 1,2 0,1 2,4 9,5
HB (g/dL)* Negativo 172 10,9 1,7 0,1 6,5 15,4
Positivo 70 10,5 19 02 3.3 15,3 10,6 -18,9
HT (%) Negativo 172 30,9 5,2 0,4 17,1 447 34 - 49
Positivo 70 29,6 5,9 0,7 8,0 42,9
VCM (fm3) Negativo 172 43,6 5,4 0,6 33,0 53,0 38 - 49
Positivo 70 45,5* 3,5 0,3 34,0 55,0
HCM (pg) Negta.two 172 15,6 1,9 0,2 12,2 19,6 510
Positivo 70 16,1* 1,1 0,1 12,3 20,3
CHCM (g/dL) Negativo 172 35,8 1,4 0,2 32,8 40,9 37 - 40
Positivo 70 35,6° 2,5 0,2 32,7 65,4
. b
ADH (%) Negativo 172 16,1 1,8 0,2 6,3 18,2 152-19.8"
Positivo 70 16,8* 1,1 0,1 6,5 18,2
PLAQ (x10% Negativo 172 143,5* 55,8 6,7 29,0 313,0
mm’)* . a 100 — 350
Positivo 70 138,4 53,4 4,1 15,0 361,0
VPM (ﬁn3) Negativo 172 6,6 1,4 0,2 5,4 17,7 5.6-83
Positivo 70 7,0 47 0,4 5,5 60,6
FIB (mg/dL) Negativo 172  341,4 183,8 22,0 100,0 800,0 100 - 400
Positivo 70  333,1* 151,8 11,6 100,0 800,0
Sélidos Totais Negativo 172 7,3* 0,6 0,1 6,0 8,8
/dL 52-179
(g/dL) Positivo 70 740 06 00 5.8 8.8

“Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, nio diferem significativamente através do teste F a 5% de
significincia (p<0,05). *“Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente
através do teste de Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). HE: hemdcias; HB: hemoglobina; HT:
hematdcerito; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo
de hemoglobina corpuscular média; ADH: amplitude de distribuicdo das hemadcias; PLAQ: plaquetas; MPV:
volume plaquetdrio médio; FIB: Fibrinogénio; N: ntimero de equinos; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo.
“Valores de referéncia segundo Schalm (2010); 'Valores de ADH segundo Easley (1985).

O valor médio do nimero de mondcitos foi maior no grupo de equinos positivos para
B. caballi (p<0,05), demonstrando também um quadro de monocitose nestes animais (Tabela
9).

Apesar de serem observadas algumas diferencas no leucograma dos equinos, com
relacdo ao grupo de animais positivos e negativos para B. caballi, o nimero médio de
leucdcitos ndo apresentou diferenca entre os grupos, assim como também nao foi observado
diferenca para os valores de referencia deste parametro (Tabela 9).
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Tabela 9. Valores médios dos parametros relacionados ao leucograma de equinos em funcao
do resultado da nested PCR para Babesia caballi na microrregido de Itaguai, estado do Rio de
Janeiro.

Valores limites

Parametros Resultado N Média DP EP R fV alore‘:s‘ "
Minimo Maximo eterencials
i 172 a 2 4.1 2
LEUC (x10%/ mm®) Negativo 10,3 30 0, , 5,0 53-138
Positivo 70 10,8* 33 04 5,5 21,8
i 172 a
LINF (x103/mm3) Negativo 3,7 2,3 0,2 0,4 13,5 11-5.7
Positivo 70 3,8° 3,1 0,4 0,5 14,6
i 172 b
MON (x103/ mm3) Negativo 0,4 0,3 0,0 0,0 1,6 0.1-0.6
Positivo 70 0,5* 0,3 0,0 0,1 1,6
i 172 a
NEUT (x10% mm®) Negativo 5,5 1,9 0,1 1,0 13,3 2.7-9.7
Positivo 70 5,9 1,7 0,2 2,1 10,4
i 172 a
EOS (x103/ mm3) Negativo 0,7 0,5 0,0 0,0 3,7 0.1-0.6
Positivo 70 0,7* 0,5 0,1 0,0 3,0
i 172 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
BAS (x10Y mm?)  egativo 0-0,03
Positivo 70 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

*Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, nio diferem significativamente através do teste de Mann-
Whitney a 5% de significancia (p<0,05), LEUC: leucécitos; LINF: linfécitos; MON: mondcitos; NEUT:
neutréfilos; EOS: Eosindfilos; BAS: baséfilos; N: nimero de equinos; DP: desvio padrdo; EP: erro padrao,
*Valores de referéncia segundo Schalm (2010).

A frequéncia de equinos com alteracdes hematolégicas em relagdo ao resultado da
PCR dos animais da microrregido de Itaguai pode ser observada nas figuras 2 e 3. A partir
desta andlise, foi possivel observar que somente os indices hematimétricos hemoglobina
corpuscular média (HCM) e volume corpuscular médio (VCM) apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) entre os grupos de animais positivos e negativos. Em ambos os
parametros analisados, equinos do grupo positivo para B. caballi apresentaram maior
frequéncia de animais com valores abaixo dos valores de referéncia (Figura 2).

Contudo, este achado ndo foi observado em nenhum outro pardmetro hematolégico
analisado, embora a maioria destes tenha apresentado alteracdes em ambos os grupos de
equinos observados (positivos e negativos) (Figura 3).
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Figura 2. Frequéncia das alteragdes observadas no valor do hematdcrito, no nimero de
eritrécitos, na concentracdo de hemoglobina, na concentracdo de hemoglobina corpuscular
média, na hemoglobina corpuscular média € no volume corpuscular médio, em funcio do
resultado da nested PCR para B. caballi, nos equinos da microrregido de Itaguai. “Letras
iguais entre as colunas de mesma legenda ndo diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado ou
Exato de Fisher em nivel de 5% de confianca.
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Figura 3. Frequéncia das alteracdes observadas no valor dos sélidos totais, na amplitude de
distribuicao das hemdcias, no nimero de plaquetas e no valor de fibrinogénio em funcdo do
resultado da nested PCR para Babesia caballi, nos equinos da microrregido de Itaguai. “Letras
iguais entre as colunas de mesma legenda nao diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado ou
Exato de Fisher em nivel de 5% de confianga.

Com relacdo as alteragdes observadas no leucograma dos equinos da microrregido de

Itaguai foi possivel observar que a frequéncia de animais apresentaram um quadro de
leucocitose foi maior no grupo de animais positivos (p<0,05). Este achado foi observado
também em relagdo ao quadro de monocitose e linfocitose, com maior frequéncia nos animais
positivos. Vale destacar que, o quadro de monocitose foi observado em 34,3% (n=24/70) dos

equinos positivos para na PCR para B. caballi (Figura 4).
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Figura 4. Frequéncia das alteracdes observadas no nimero de leucécitos totais, nimero de
linfécitos, nimero de neutréfilos, nimero de eosinéfilos e nimero de mondcitos em fungdo
do resultado da nested PCR para Babesia caballi, nos equinos da microrregiao de Itaguai.
“Letras iguais entre as colunas de mesma legenda ndo diferem entre si pelo teste de Qui-
quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5% de confianca.

Na tabela 10 estdao demonstrados os valores médios dos parametros hematolégicos dos
equinos da microrregido Serrana, em relacdo aos grupos positivos e negativos para B. caballi
a partir da PCR. E possivel observar que somente o valor médio da hemoglobina corpuscular
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(HCM) apresentou diferenca significativa entre os grupos testados, porém ndo apresentando
valores médios fora da faixa de normalidade para esta espécie.

Além disso, foi possivel observar também que, nos equinos da microrregido Serrana,
independente do grupo de animais testados, todos os pardmetros analisados apresentaram
valores médios dentro da faixa de normalidade para a espécie eqiiina (Tabela 10).

Tabela 10. Valores médios dos parametros relacionados ao eritrograma, sélidos totais e
fibrinogénio de equinos em fun¢do do resultado da nested PCR para Babesia caballi na
microrregido Serrana, estado do Rio de Janeiro.

Valores limites

Parametros Resultado N Média DP  EP Valores de
. L. Referencias
Minimo Maiximo
He (Xlof)/mm3)* Negativo 255 8,1 1,4 0,1 4.4 12,0 6.0-113
Positivo 19 8,3 1,1 0,2 6,0 10,5
Negativo 255 12,7* 2,0 0,1 7,7 18,0
HB (g/dL)* ’ ’ ’ ’ ’
Positivo 19 124 14 03 8.3 14,5 10,6 18,9
HT (%) Negativo 255 36,1 5,9 0,4 21,9 51,6 34— 49
Positivo 19 35,0° 3,7 0,9 254 40,8
VCM (fin’)* Negativo 255 42,7 2,9 0,7 37,0 48,0 38 _ 49
Positivo 19 44.,4* 5,4 0,3 4,0 54,0
HCM (pg)* Negativo 255 15,0b 1,0 0,2 13,1 16,4 15-19
Positivo 19 15,8 1,4 0,1 12,2 19,0
CHCM (g/dL) Negativo 255 35,2 2,0 0,1 15,4 39,3 3740
Positivo 19 35,3? 1,2 0,3 32,7 36,8
ADH (%) Negativo 255 16,8 0,9 0,1 11,1 18,7 152 19,81
Positivo 19 16,9* 0,6 0,1 15,5 17,8
PLAJ) (x10% Negativo 255  127,0° 46,3 2,9 22,0 339,0
mm’)* Positivo 19 122,1° 360 83 59,0 197,0 100 - 350
MPV (fin®) Negativo 255 6,4 0,4 0,0 5,4 9,3 5.6-83
Positivo 19 6,5% 0,3 0,1 5,9 7,2
FIB (mg/dL) Negativo 255  300,4 163,5 10,2 100,0 800,0 100 - 400
Positivo 19 331,6°  141,6 325 100,0 600,0
Sélidos Totais Negativo 255 7,12 0,6 0,0 5,8 9,4
/dL 6,0-8,4
(g/dL) Positivo 19 720 04 0,1 6,4 7.9

“*Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através do teste F a 5% de
significincia (p<0,05). *“Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente
através do teste de Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). HE: hemdcias; HB: hemoglobina; HT:
hematdcrito; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo
de hemoglobina corpuscular média; ADH: amplitude de distribuicdo das hemdcias; PLAQ: plaquetas; MPV:
volume plaquetdrio médio; N: nimero de equinos; DP: desvio padrdo; EP: erro padrio. = Valores de referéncia
segundo Schalm (2010); 'Valores de ADH segundo Easley (1985).

Em relacdo ao leucograma dos equinos da microrregido Serrana ndo foi evidenciada
diferenca significativa entre os grupos de equinos testados com relagdo os valores médios nos
diferentes parametros analisados (Tabela 11). Contudo, com exce¢do do valor médio do
nuimero de mondcitos do grupo negativo, nenhum outro valor médio do leucograma foi
observado fora da faixa de normalidade para esta espécie (Tabela 11).
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Tabela 11. Valores médios dos parametros relacionados ao leucograma de equinos em funcao
do resultado da nested PCR para Babesia caballi na microrregido Serrana, estado do Rio de
Janeiro.

Valores limites

Parametros Resultado N Média DP EP R fV alore‘:s‘ "
Minimo Maximo eterencials
LEUC (x10% mm°) Negativo 255 8,9 2,5 0,2 42 24,0 53138
Positivo 19 9,5% 2,3 0,5 5,3 12,9
LINF (x103/mm3) Negativo 255 1,7 0,9 0,1 0,3 5,5 11-57
Positivo 19 2,0° 0,9 0,2 0,8 3,8
MON (x103/ mm3) Negativo 255 0,7 0,3 0,0 0,1 1,9 0.1-0.6
Positivo 19 0,6 0,3 0,1 0,2 1,4
NEUT (x10%/ mm’) Negativo 255 5,9 1,9 0,1 2,1 18,0 27-97
Positivo 19 6,3* 1,7 0,4 2,4 9,0
EOS (x10°/ mm’) Negativo 255 0,6 0,5 0,0 0,0 3,9 0.1-0.6
Positivo 19 0,5* 0,5 0,1 0,0 1,6
; 0,0 0,0 0,0 0,0
BAS (107 mm’) ~ Negativo 255 00 0-0,03
Positivo 19 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

*Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, nio diferem significativamente através do teste de Mann-
Whitney a 5% de significancia (p<0,05), LEUC: leucécitos; LINF: linfécitos; MON: mondcitos; GRAN:
Granuldcitos; N: nimero de equinos; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo, *Valores de referéncia segundo
Schalm (2010).

Com relacdo as alteragdes dos indices hematimétricos, em fung¢do dos grupos de
equinos positivos e negativos para B. caballi foi possivel observar que, embora tenha ocorrido
frequéncia de animais com alteracdes em ambos os grupos (positivos e negativos), ndo foi
evidenciado diferenca significativa em nenhum destes parametros avaliados (Figura 5 e 6).
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Figura 5. Frequéncia das alteragdes observadas no valor do hematdcrito, no nimero de
eritrécitos, na concentracdo de hemoglobina, na concentracdo de hemoglobina corpuscular
média, na hemoglobina corpuscular média € no volume corpuscular médio, em funcio do
resultado da nested PCR para Babesia caballi, nos equinos da microrregido Serrana. “Letras
iguais entre as colunas de mesma legenda ndo diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado ou
Exato de Fisher em nivel de 5% de confianca.
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Figura 6. Frequéncia das alteracdes observadas no valor dos sélidos totais, na amplitude de
distribuicao das hemdcias, no nimero de plaquetas e no valor de fibrinogénio em funcdo do
resultado da nested PCR para Babesia caballi, nos equinos da microrregiio Serrana. “Letras
iguais entre as colunas de mesma legenda nao diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado ou
Exato de Fisher em nivel de 5% de confianga.

A frequéncia de equinos da microrregido Serrana com alteragdes no leucograma, no
grupo de animais positivos e negativos para a PCR, esta demonstrada na figura 7. Nenhum
parametro referente ao leucograma apresentou diferenca significativa entre as frequéncias de
equinos com altera¢des no exame, em ambos os grupos analisados (Figura 7).
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Figura 7. Frequéncia das alteracdes observadas no nimero de leucdcitos totais, nimero de
linfécitos, ndmero de neutréfilos, nimero de eosinéfilos e nimero de mondcitos em fungdo
do resultado da mested PCR para Babesia caballi, nos equinos da microrregido Serrana.
“Letras iguais entre as colunas de mesma legenda ndo diferem entre si pelo teste de Qui-
quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5% de confianca.
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5 DISCUSSAO

5.1 Aspectos Epidemiolégicos da Area de Estudo

Em relacdo a epidemiologia da infec¢do por B. caballi em equinos no Brasil, muitos
estudos foram conduzidos em diferentes regides do pais (LINHARES et al., 1997; KERBER
et al.,, 1997; RIBEIRO et al., 1995; PFEIFER-BARBOSA et al., 1995; PFEIFER-BARBOSA
et al., 2000).

No presente estudo, observou-se uma frequéncia de 17,2% de equinos positivos, sendo
mais acometidos os animais da microrregiao de Itaguai.

Em estudos soroepidemioldgicos realizados no estado do Rio de Janeiro foram
observados frequéncias que variaram de 62,5% a 93,6, para B. caballi nos equinos deste
estado (PFIZER-BARBOSA et al., 1992; BITTENCOURT et al., 1997). Embora o estudo
realizado por Heim et al. (2007), no estado de Minas Gerais, tenha observado uma
soroprevaléncia de 83% dos animais analisado, somente 12,5% destes foram positivos através
da andlise molecular. Da mesma forma, Battsetseg et al. (2002), utilizando a PCR,
observaram uma frequéncia de 8,7% de equinos positivos por B. caballi no estado de Mato
Grosso.

A partir destes estudos, pode se observar que a frequéncia de positividade dos animais
foi um pouco acima da observada em outras regides do pais, quando comparados frente a
estes ensaios moleculares. Contudo, este valor ainda esta bem abaixo ao observado para
estudos soroepidemiolégicos no mesmo estado. Este resultado ocorre em detrimento da
propria técnica de diagndstico utilizada, pois no caso da PCR, se caracteriza por ser um
método de diagnoéstico direto e que detecta somente a amostras de animais que estejam
infectados por este parasito no momento da coleta. J4 o exame soroldgico pode avaliar se o
animal foi exposto ao agente ou se infectou em algum momento ao longo da sua vida. Dessa
forma, no exame soroldgico € possivel, na auséncia do agente na amostra, detectar de forma
indireta a infec¢do através dos anticorpos circulantes, ou um contato prévio deste com o
hemoparasito.

A transmissdo deste protozodrio para equinos no Brasil estd associada a carrapatos da
espécie Dermacentor nitens (PFEIFER-BARBOSA et al., 1992; LINHARES, 1994). Dentre
as principais espécies de carrapatos que acometem os equinos no Brasil sdo A. cajennense
D.nitens e R. microplus (LABRUNA et al., 2001).

No presente estudo, a infestacdo dos equinos por D. nitens demonstrou ser um dos
principais fatores associados a positividade dos animais. Da mesma forma, foi possivel
observar que propriedades com a presenca de equinos em elevada taxa de infestacdo por esta
espécie de carrapato apresentaram, pelo menos, um animal da criacdo positivo para este
agente.

Estes resultados corroboram com os achados obtidos no estudo de Kerber et al. (2009)
no qual foi possivel verificar alto nivel de infestacdo dos equinos por carrapatos da espécie D.
nitens e a positividade dos equinos para B. caballi.

A primeira identificacdo de formas de multiplicacdo deste protozodrio em amostras de
hemolinfa e tecidos de D. nitens, foi observada a partir dos estudos realizados de Holbrook et
al. (1968). Estes autores apontaram a transmissdo transovariana nestes carrapatos.

No Brasil, diversos estudos foram conduzidos, corroborando os achados de Holbrook et
al. (1968) que observaram formas em multiplicacdo de B. caballi em carrapatos da espécie D.
nitens (PFEIFER BARBOSA et al., 1992; LINHARES, 1994; PFEIFER BARBOSA, et al.,
1995; MUJICA, 2002). Mujica (2002) observou as formas de multiplicacdo deste protozodrio,
tanto nos em ovérios, quanto nos ovos de D. nitens (MUJICA, 2002).
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E em estudo realizado por Garcia-Bocanegra et al. (2013) em equideos na Espanha, os
autores observaram que além da soropositividade dos animais estar associada a infestacdo por
carrapatos, a auséncia de abrigo para os equinos foi um fator associado a positividade para B.
caballi na criacdo. No presente estudo, a presenca ou auséncia de abrigo foi uma varidvel
avaliada de forma subjetiva e enquadrada no aspecto geral da propriedade, com a presenca ou
auséncia de instalagdes adequadas a criacdo. Neste sentido, em um primeiro momento, 0O
manejo sanitdrio e zootécnico insatisfatério conduzido nas criagdes apresentou associacao
com a positividade dos animais. Esta varidvel, que mede de forma subjetiva a qualidade da
criacdo, apOs andlise multivariada, ndo permaneceu no modelo final, j& que outras varidveis
foram mais associadas com a positividade dos equinos, como a presenca de carrapatos da
espécie D. nitens.

Desta forma, € possivel observar que aspectos relacionados a criacdo e ao ambiente no
qual o equino permanece na propriedade estdo diretamente relacionados a presenca de B.
caballi nos animais devido a relagcdo direta com infestacao por carrapatos vetores.

Em relacdo a presenca de carrapatos da espécie A. cajennense nos animais e a
positividade dos equinos foram possiveis observar que, sob a Otica epidemiolégica nas
microrregides estudadas, esta espécie ndo apresenta participacdo na cadeia da transmissao
deste protozodrio. Este resultado corrobora os achados obtidos por Kerber et al. (2009) que
nao observaram associagao estatistica entre a presenca de A. cajennense em equinos € a soro-
positividade de animais para B. caballi.

No presente estudo, observou-se também que a presenca de D. nitens nos equinos assim
como o elevado grau de infestacdo promovido por este carrapato nos equinos foram fatores
diretamente associados a positividade dos animais para B. caballi. O estudo destacou ainda
que o elevado grau de infestacdo por esta espécie de carrapato esteve diretamente associado a
presenca de pelo menos um equino infectado por B. caballi na propriedade. Este resultado
esta de acordo com os resultados obtidos por Kerber et al. (2009) que observaram que tanto a
presenca de carrapatos desta espécie nos equinos, como o elevado nivel de infestacdo nos
animais se apresentaram diretamente associados a positividade dos equinos para B. caballi.

Sobre os possiveis fatores relacionados a infestacdo dos equinos por D. nitens, Labruna
et al. (2001) ndo conseguiram delimitar os fatores predisponentes a presenca deste carrapato,
em criagdes no estado de Sao Paulo. Embora os mesmos autores tenham destacado aspectos
como a presenca de pastos “sujos” como fator determinante para a ocorréncia de A.
cajennense, este resultado ndo foi observado para D. nitens. No presente estudo, embora nao
tenham sido observados fatores diretamente relacionados a infestacdo dos equinos por este
carrapato, pdde-se observar que os animais infestados pertenciam a propriedades que
mantinham os animais em sistema extensivo e em propriedades com condi¢des de manejo
zootécnico insatisfatoria. Desta forma, estas condi¢des podem ter ampliado a presenca deste
carrapato na propriedade, associado ao fato do dificil controle deste ectoparasito.

Labruna et al. (2001) apds avaliar equinos em criacdes no estado de Sdo Paulo,
observaram que os tratamentos carrapaticidas utilizados ndo eram efetivos para o controle
deste artropode nas propriedades abordadas, destacando a dificuldade em seu controle. Cunha
et al. (2007) também destacaram a dificuldade de controle deste carrapato.

Outro fator que pode estar associado a presenca deste vetor nas propriedades analisadas
sd0 os aspectos climaticos das regides estudadas. Pode-se perceber que, na microrregiao de
Itaguai, existe uma maior frequéncia de equinos positivos para B. caballi, o que
consequentemente pode estar relacionado as condi¢des nas quais esta regido estd submetida e
que favorecem uma melhor disseminagdo e proliferacido do carrapato vetor.

Segundo Heim et al. (2007), a transmissdao de hemoparasitos geralmente estd
influenciada pela dindmica de populacdes de vetores, devido as condi¢des climadticas. Logo, a
partir deste estudo foi possivel observar que os equinos localizados na microrregiao Serrana
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apresentaram menor frequéncia de positividade por B. caballi, fato este que pode estar
relacionado diretamente a influéncia que o clima presente nesta regido exerce sobre carrapato
vetor. Segundo Bastos et al. (1996), a temperatura de 18°C possui efeito deletério sobre a
biologia de D. nitens. Assim, de acordo com estes autores, regides aonde predominem
temperaturas similares a 18°C, como na microrregiao Serrana, onde caracteristicamente siao
identificadas areas de elevadas altitudes com temperatura média anual em torno de 19°C,
nestas condi¢des o potencial bidtico deste ixodideo € severamente afetado dificultando a sua
dispersdo ou manutenc¢io em equinos (BASTOS et al., 1996).

Além destes fatores relacionados a positividade dos animais, outro fator associado
diretamente a positividade foi a faixa etdria dos equinos analisados, ja que equinos com idade
abaixo de dois anos apresentaram 3,3 mais vezes chance de estarem positivos para B. caballi,
através da analise molecular pela PCR. Sobre este aspecto, alguns estudos apontam que a
infeccdo por B. caballi pode persiste 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 relagcao entre a idade dos animais e a infecc¢io 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 interagdo entre a
infeccdo dos equinos por Theileria equi € B. caballi de acordo com a faixa etdria destes
animais. Ruegg et al. (2007) a partir de modelos mateméticos propuseram que a dinamica da
infec¢do por B. caballi diminuia de acordo com o aumento da idade.

Esta observag¢ao, comum entre todos estes estudos, pode estar atrelada a premissa de que
a prevaléncia observada nos hemoparasitas € consequéncia também da relacdo entre a carga
parasitdria inoculada nos animais por parte dos vetores e a taxa de sua eliminag¢do do animal
vertebrado, associada a um sistema imune competente presente nestes animais (RUEGG et al.,
2007).

No presente estudo observou-se associacdo da positividade dos equinos por B. caballi
com a utilizacdo de carrapaticidas nas criacdes. Este achado pode estar relacionado a presenca
elevada de equinos infestados por diferentes espécies de carrapatos, e dentre eles, D. nitens, o
que explicaria a elevada frequéncia de positividade nesses animais.

Vale destacar que, a conduta na aplicagdo destes produtos carrapaticidas de forma
incorreta acaba exigindo por parte dos proprietdrios, um maior nimero de aplicagdes, o que
nao necessariamente € garantia de um controle eficaz deste carrapato. A forma de aplicacdo
também demonstra ser um importante fator que contribui para o controle deste artrépode, pois
conforme Cunha et al. (2007) descreveram, para o controle ser eficaz nesta espécie de
carrapato, € necessdria a aplica¢ao de produto carrapaticida, ndo s6 no corpo do animal, como
também no diverticulo nasal dos equinos, local de ocorréncia da infestacdo dos animais.

Com isso, o controle eficiente do principal vetor deste hemoparasito, em ambas as
regides analisadas requer condutas estratégicas que permitam seu controle nas propriedades
criadoras, levando em consideragdo os aspectos sazonais de sua ocorréncia e as formas
corretas de aplicac@o dos carrapaticidas existentes no mercado.

5.2 Parametros Hematolégicos de Equinos Diagnosticados com B. caballi

A infeccdo provocada por B. caballi nos equinos promovem a redu¢do do nimero de
hemadcias, nimero de plaquetas e na concentragdo de hemoglobina (DE WAAL, 1992). Em
relac@o aos indices hematimétricos, nos casos agudos da doenga € possivel observar a redugao
do volume corpuscular médio (VCM), assim como o aumento da hemoglobina corpuscular
média (HCM), demonstrando um quadro caracteristico de anemia hemolitica (JAIN, 1993).

No presente estudo, a partir dos valores médios dos parametros do eritrograma
observados nos equinos da microrregido de Itaguai foi possivel observar um quadro de anemia
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normocitica normocromica, independente do resultado da PCR para B. caballi. Este achado
refor¢ca que nesta microrregido as alteracdes observadas na serie vermelha do hemograma dos
equinos podem estar atreladas a condi¢des nutricionais, de manejo e de possiveis infestagdes
por parasitos hemat6fagos.

Ainda sobre aspectos relacionados ao quadro de anemia dos animais, equinos da
microrregido Serrana ndo apresentaram alteracdes significativas do eritrograma em nenhum
dos grupos de animais analisados, embora os valores médios da concentra¢do de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram um pouco abaixo da normalidade em ambos os grupos.

Para a avaliacdao do quadro de anemia, o grau de anisocitose eritrocitaria pode fornecer
informacdes importantes sobre os aspectos da resposta do organismo do animal frente a esta
patologia (JAIN, 1993). Para a andlise deste parametro, o volume corpuscular médio (VCM) é
o indice mais comumente utilizado (BALARIN et al., 2006). Contudo, muitas alteragdes dos
eritrécitos ndo sdo detectadas utilizando os valores de VCM (BALARIN et al., 2006). Desta
forma, a amplitude de distribuicdo das hemécias (ADH) também pode ser utilizada para esta
finalidade, podendo ser adicionado ao exame do esfregaco sanguineo na avaliacdo de
anisocitose na amostra estudada (KARNAD; POSKITT, 1985 apud BALARIN et al., 2006).
Valores elevados de ADH podem estar associados a um grau de resposta ao quadro de
anemia. Neste estudo, equinos de Itaguai positivos para B. caballi foram evidenciados com
maior valor deste indice (p<0,05). No entanto, ambos os grupos nao apresentaram alteragdes
frente aos valores de referencia para esta espécie.

Em relacdo ao leucograma, casos agudos da doenga sdo caracterizados por neutropenia
e linfopenia (RISTIC, 1985 apud DE WAAL, 1992). Ainda, segundo Hailat et al. (1997), o
numero de leucécitos pode variar conforme a cronicidade da infec¢do dos equinos por agentes
da babesiose. No presente estudo, embora o nimero médio de leucdcitos nos equinos de
ambas as microrregides tenham se apresentado dentro da faixa de normalidade, independente
da positividade para B. caballi foram observados valores médios mais elevados no grupo de
equinos positivos, sem, entretanto apresentar diferenca significativa. Vale destacar ainda que
a frequéncia de equinos com leucocitose, linfocitose e monocitose frente aos valores de
referencia foi maior (p<0,05) nos animais considerados positivos ao teste da nPCR, na
microrregido de Itaguai.

Este resultado pode estar relacionado principalmente as caracteristicas de cronicidade
da doenca nos equinos nesta microrregido. Rubino et al. (2006) também observaram um
aumento do nimero de linfécitos, em equinos infectados cronicamente, frente aos valores de
equinos ndo infectados. Garba et al. (2011) também observaram um quadro de linfocitose em
equinos infectados por T. equi e B. caballi, e estes autores apontam que este resultado esta
relacionado a infec¢@o cronica dos animais.

Foi evidenciada na microrregido de Itaguai, equinos positivos para B. caballi
apresentando um quadro leve de monocitose. A ativacdo de macréfagos € um processo
conhecido nos casos de babesiose e o papel protetor destas células tem sido reportado em
infec¢des por diferentes espécies de Babesia sp. (HOMER, 2000). Entretanto, Garba et al.
(2011) ndo evidenciaram alteracdes no numero de mondcitos em equinos infectados. Ja
Vasconcelos (2010) observou um quadro de monocitose na infec¢ao por Babesia sp., em caes.

Vale destacar que a frequéncia de animais apresentando um quadro de monocitose
associada a positividade por B. caballi ocorreu somente nos equinos da microrregido de
Itaguai. E embora esta monocitose tenha sido associada a presenca de B. caballi nestes
animais, foi possivel observar que uma frequéncia de equinos na microrregido Serrana que
apresentaram um quadro de monocitose, sem associagdo estatistica com a positividade dos
animais. Este resultado ratifica a possibilidade que outros fatores, além da presenca de B.
caballi nos equinos estajam promovendo a alteracdo no leucograma, tanto dos animais da
microrregido de Itaguai, quando dos animais da microrregidao Serrana.
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Em casos agudos da doenga, é possivel observar também um quadro de
trombocitopenia, tanto em animais infectados naturalmente (CAMACHO et al. 2005; ZOBBA
et al., 2008; AL-SAAD, 2009), quanto experimentalmente (DE WAAL et al., 1987).

No presente estudo, ndo foram evidenciadas alteracdes nos valores médios do nimero
de plaquetas, assim como entre as frequéncias de equinos com alteragdes destes valores, em
ambas as microrregides. Este resultado mais uma vez reforga o carater cronico da doenca, sem
demonstrar alteracdes significativas, neste parametro hematoldgico, para este agente.

Outra alteracdo também observada em equinos com babesiose € a queda nos valores
da proteina plasmatica e do fibrinogénio (ZOBBA et al., 2008; AL-SAAD, 2009). No entanto,
no presente estudo, ndo foram evidenciadas estas alteracdes em nenhum destes parametros,
refor¢ando o aspecto cronico da doenca.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir:

1) A frequéncia de equinos infectados por B. caballi foi observada nas duas
microrregides estudadas, sendo mais frequente na microrregiao de Itaguai.

2) Equinos com idade inferior a dois anos foram os mais frequentemente
positivos por B. caballi, através da nPCR, do que os cavalos adultos, em idade igual
ou superior a dois anos.

3) A infestacdo por carrapatos da espécie D. nitens foi um dos principais
fatores associados as positividade dos equinos por B. caballi nas propriedades
estudadas.

4) As alteracdes hematoldgicas caracteristicas da infeccdo aguda ou subaguda
por B. caballi nao foram evidenciadas.
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8 CONCLUSOES GERAIS

1) Ambas as microrregides apresentam infestagdes nos equinos por carrapatos da espécie
A. cajennense e D. nitens, em diferentes niveis. Contudo, foi possivel observar que os
equinos da microrregido de Itaguai apresentaram maiores indices de infestacdo por estes
carrapatos, demonstrando que esta microrregido possui condi¢des mais favordveis para o
desenvolvimento destas populagdes de carrapatos.

2) A microrregido de Itaguai apresentou muitas propriedades rurais de pequeno porte, com
instalacdes inadequadas para criacdo dos equinos € um manejo zootécnico incorreto destes
animais, fatores estes que contribuiram significativamente para a manutenc¢do destas
populacdes de carrapatos observadas nos animais do estudo.

3) A auséncia de carrapatos positivos para rickettsias do grupo da febre maculosa ndo
descarta a possivel circulagdo destes agentes na prépria populacdo de carrapatos presentes
nestas regides estudadas, uma vez que foi possivel observar a frequéncia de equinos
soropositivos para RGFM em ambas as microrregides, em diferentes niveis. Este resultado
demonstra a possibilidade da circulagdo destes agentes nestas regides, tornando necessaria
uma vigilancia epidemioldgica constante, principalmente devido ao histérico de casos de
FMB nestas 4dreas.

4) Sob o aspecto da transmissdao de B. caballi aos equinos, os resultados apontam a
necessidade de destacar o cuidado necessario em regides com a circulagdo do agente e a
presenca de carrapatos vetores nestes animais, o que possibilita a ocorréncia de casos
agudos da doenga nos equinos.
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Anexo I — Questiondrio epidemiolégico

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

QUESTIONARIO (AO RESPONSAVEL PELOS ANIMAIS)

INFORMACOES GERAIS SOBRE A PROPRIEDADE

Data: / /

1. Dados gerais:

Nome da propriedade:

Municipio de localizacao:

Coordenadas :

2. Area da propriedade

Total: ha ou alqueires

. Localizacao dos animais
) s6 em baias () s6 em piquetes ( ) sé pasto ( ) baias e piquetes

) baias e pasto () baias, piquetes e pasto

) Sim ( )Nado Quais ?

3
(
(
4. Possui eqiiinos na mesma pastagem de outros animais que ndo sejam equinos?
(
5. Alimentacao dos animais

( )capim ( )feno ( )ragdo

6. Origem do capim

) capineira () pasto Outro:

. Cama das baias:

) serragem () areia e carvao ( ) nenhuma ( ) outro

) Capim gordura ( ) Capim elefante ( ) Pangola ( ) Tifton ( ) Coast cross
) Napier ( ) Alfafa ( ) Capim nativo ( ) Outros:

(
7
(
8. Principal forrageira do pasto:
(
(
9. Caracteristicas das areas de pasto
(

)seca ( )poucas dreas alagadas ( ) muitas dreas alagas ( )rios ( ) lagos
10. Os animais apresentam infestacoes por carrapatos

( )sim ( )ndo qual época do ano
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M¢étodo de controle

11. Usa produtos carrapaticidas?

() sim ( ) ndo

12. Se usa, com que frequéncia € ou sao usado(s) o(s) produto(s)?

( )2x/més ( ) 1x/més ( )3 a4dx/ano ( )acada6meses ( ) 1x/ano

() outro:

13. Tipo de equipamento utilizado para aplicacao do carrapaticida?
Banheiros () Bomba costal ( ) Pour-on ( ) Bomba mecénica ( )
14. Quantos animais vocé banha com 20 litros (volume de uma bomba costal) do

carrapaticida diluido?

15. Como voceé escolha a dose utilizada em cada animal ?
() Consulta o rétulo () Consulta o Veterinario () Consulta de outros criadores
() Consulta os vendedores de lojas de produtos veterindrios

() outros

16. Qual a procedéncia da agua que é fornecida aos animais?

() Empresa de Agua ( )Acude ( ) Canalizacdo de corregos e riachos

( ) outra

17. Nimero de divisoes do pasto (piquetes):

18. Utiliza limpeza de pasto

( ) sim ( )ndo periodicidade: método:

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

20. Ha quanto tempo existe a criacao?

21. Percentual de animais nascidos na propriedade

22. Abriga animais de outras propriedades?

() sim ( )ndo

Ficam em dreas separadas?

() sim ( ) ndo

24. Qual a época mais propicia ao aparecimento de doencas?

( )verdo ( )outono ( )inverno ( ) primavera

25. Quais doencas ja ocorreram na propriedade?

( ) Babesiose ( )Cdlica ( ) Diarréia ( ) Aparelho Locomotor

( ) outra

26. Quais doencas consideram mais importantes
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27. Qual o tratamento utilizado para as

doencas?

28. Quantos animais morreram nos ultimos anos?

29. Caso tenha morrido, quais foram as causas?

INFORMACOES SOBRE O ANIMAL

Propriedade: Regiao: Data: / /

. Nome:
.Sexo: () Macho ( ) Fémea
. Idade:

. Raca:

. Origem do animal

) nascido na propriedade ( )externa Procedéncia

. HA quanto tempo o animal esta na propriedade?
)menos de 1 més ( )de 1 més aseis meses ( )acima de 6 meses
. Utilizacao do animal

) Passeio ( ) Reproducdo ( ) Esporte ( ) Exposicdo ( ) outra

QR TSN N AW -

. Alguma doenca atual?

( )sim ( )ndo Qual?

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

Quais?

25. Este animal apresenta carrapatos?

( )sim ( )ndo Qual/Quais?

Grau de infestacao: Espécie:

26. Este animal apresenta outros parasitos?

( )sim ( )ndo Qual/Quais?

Grau de infestacgao:
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