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RESUMO GERAL

PRADO, Rubens Fabiano Soares. Diagndstico soroldgico e aspectos epidemioldgicos de
Theileria equi e Borrelia spp. em equinos de uso militar, no municipio de Resende, Rio de
Janeiro, 2014. 88 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

As doencas transmitidas por carrapatos além terem um ampla distribuicdo mundial,
relacionada a dispersdo destes vetores, e uma rede epidemioldgica complexa, tornando-as de
dificil controle e prevencédo, causam grandes impactos na saude humana e animal. O Brasil,
com o terceiro maior rebanho de equideos do mundo, tem como um dos principais agentes
transmitidos por carrapatos aos equideos Theileria equi. Tal agente € considerado endémico e
vem causando entraves a equideocultura nacional. Além disso, alguns aspectos de sua
epidemiologia, como o artropodo vetor da doenca no pais, ainda ndo foram elucidados. No
que tange as doencas zoondticas em que os equideos estdo envolvidos, a Sindrome de Baggio-
Yoshinari, uma borreliose emergente, tem chamado a atencdo, pois tém sido evidenciados
equinos soropositivos para Borrelia spp. em nosso pais, sugerindo o envolvimento destes
animais na epidemiologia desta doenca. O objetivo deste estudo foi realizar o diagnostico
sorologico e avaliar os fatores de risco associados a soropositividade para Theileria equi e
para Borrelia spp. no rebanho de equinos de uso militar do municipio de Resende, estado do
Rio de Janeiro. Amostras de 174 equinos de uso militar foram testadas através do ensaio de
adsorcdo imunoenzimatica indireta iELISA para Theileria equi e Borrelia burgdorferi cepa
G39/40. A varidvel dependente (sororreatividade) foi testada, através de andlise bivariada,
guanto a associacdo as varidveis independentes (género, idade, definicdo racial, grupo de
manejo, tempo de criacdo na AMAN, sistema de criacdo, origem do equino, presenca de
infestacdo por Dermacentor nitens, presenca de infestacdo por Amblyomma cajennense, grau
de infestacdo por carrapatos, e presenca de infestacdo por carrapatos). As variaveis que
apresentaram associacdo na analise bivariada (p<0,25), foram incluidas no modelo de
regressao logistica. Verificou-se que a soroprevaléncia para Borrelia spp. foi de 29,89%, e a
para T. equi de 74,14%. A andlise multivariada demonstrou que a presenca de infestacdo de
carrapatos esta associada (p<0,05) a soropositividade dos equinos para Borrelia spp. (OR
3,45; IC 1,2 - 9,7), e que o tempo de criacdo na AMAN superior a 15 anos esta associado a
soropositividade para T.equi (OR 5,70; IC 1,23 - 22,1). A partir dos resultados obtidos pode-
se inferir que os carrapatos estdo relacionados na transmissdo da Borrelia spp. no rebanho
estudado, sendo seus provaveis vetores. Além disto, a evidéncia de circulacdo de borrélias nos
equinos reforca seu papel como sentinelas, alertando para a ocorréncia de casos humanos.
Com relacdo a Theileria equi, verificou-se que a area é endémica para a doenca, com alta
prevaléncia de animais portadores assintomaticos, evocando cuidados e medidas preventivas
na introducdo de equinos, oriundos de &reas de instabilidade enzoltica ou indenes, no
rebanho.

Palavras-chave: Theileriose, Borreliose, equinos de uso militar.



GENERAL ABSTRACT

PRADO, Rubens Fabiano Soares. Serological diagnosis and epidemiological aspects of
Theileria equi and Borrelia spp. in horses for military use in the municipality of
Resende, Rio de Janeiro, 2014. 88 p. Dissertation (Master Science in Veterinary Science).
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

The tick-borne diseases in addition to have a worldwide distribution, related to the dispersion
of these vectors, and a complex epidemiologic network, making them difficult to control and
prevention, cause major impacts on human and animal health. Brazil, the second largest herd
of horses in the world, has the Theileria equi as a major hemoparasites transmitted by ticks to
such animals, causing serious barriers to equideocultura in the country, which is considered
endemic. Moreover, some aspects of its epidemiology, as the real vector of the disease in the
country, are still not well understood. Regarding zoonotic diseases that the animals are
involved, an emerging borreliosis, the Baggio - Yoshinari Syndrome, has drawn attention
because horses seropositive for Borrelia spp. has been evidenced in our country, suggesting
possible involvement of these animals in its epidemiology. Thus, this study aimed to perform
serological diagnosis and assess the risk factors associated with seropositivity for Theileria
equi and Borrelia spp. in the herd of horses for military use in the municipality of Resende,
state of Rio de Janeiro. Samples of 174 horses for military use were tested by indirect ELISA
immunoassay for Theileria equi and Borrelia burgdorferi strain G39/40. The dependent
variable (seroreactivity) was tested through bivariate analysis for the association as the
independent variables (gender, age, racial definition, group management, creation time in
AMAN, system creation, origin of the horse, the presence of infestation by Dermacentor
nitens, by Amblyomma cajennense, level of tick infestation and presence of tick infestation).
The variables that were associated in bivariate analysis (p < 0.25) were included in the logistic
regression model for multivariate analysis. It was found that the prevalence Borrelia spp. was
29.89%, and the T. equi prevalence was 74.14 %. Multivariate analysis demonstrated that the
presence of tick infestation is associated (p < 0.05) with seropositivity for Borrelia spp. in
horses (OR 3,45; Cl 1,2 — 9,7), and the creation time in AMAN greater than 15 years
associated with seropositivity for T.equi (OR 5,70; CI 1,23 - 22,1). From the results obtained
it can be inferred that ticks are related in the transmission of Borrelia spp in the herd studied,
with their probable vectors. Further evidence of circulating Borrelia spp. in horses reinforces
their role as sentinels, warning of the occurrence of human cases. Regarding Theileria equi, it
was found that the area is endemic for the disease with a high prevalence of asymptomatic
carriers, evoking care and preventive measures in the introduction of horses, coming from
areas unaffected or enzootic instability, in the herd.

Key-words: Theileriosis, borreliosis, horses for military use.
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INTRODUCAO GERAL

Os carrapatos sdo artropodos parasitas pertencentes a classe Arachnida de ampla
distribuicdo mundial, sendo encontrados em regibes tropicais, subtropicais e temperadas.
Exercem hematofagia e parasitam uma série de animais vertebrados terrestres como anfibios,
répteis, aves e mamiferos, inclusive o homem.

Destacam-se entre os artropodes que mais transmitem doencas ao homem, ficando
atras somente dos mosquitos Culicideos (MASSARD; FONSECA, 2004). Além disso, sdo 0s
artrépodes que mais transmitem doencas aos animais e 0s que maior variedade de doencas é
capaz de transmitir aos homens e aos animais (SONENSHINE, 1991).

As doencas transmitidas por carrapatos sdo influenciadas por uma série de fatores
como presenca de hospedeiros susceptiveis, de hospedeiros amplificadores, de reservatorios
naturais, das condig¢des climaticas, da regido fisiogréfica, dentre outros, numa teia de relacdes
qgue tornam sua epidemiologia bastante diversa. Assim, 0 controle e a prevencdo destas
doencas tornam-se muito dificeis, pois exigem a interrupcdo de uma cadeia de transmissao
complexa, envolvendo hospedeiros vertebrados e carrapatos, que interagem em um ambiente
em constante mudanca (DANTAS-TORRES et al., 2012).

O Brasil tem o terceiro maior rebanho de equideos do mundo. Além do crescente
aumento dos negdcios, com importacdo e exportacdo de equideos, a proximidade de grandes
eventos, a exemplo das Olimpiadas de 2016, abarca consigo a intensificacdo transito
internacional de equinos para nosso pais. E, dentro do contexto das doencas transmitidas por
carrapatos relacionadas aos equinos, dois agentes em especial chamam nossa atencdo, a
Borrellia spp. e a Theileria equi.

As Borrelia spp. podem causar doencas zoonoéticas de grande impacto na sadde
humana e animal, destacando-se a Doenca de Lyme. O papel dos equinos na epidemiologia da
doenca ainda é desconhecido, mas eles tém sido considerados animais sentinelas e carreadores
de carrapatos infectados. Logo, vale destacar que o transito internacional de equinos,
principalmente oriundos de &reas endémicas como Europa e Estados Unidos, pode acarretar a
introducdo de animais e carrapatos infectados por borrélias indenes em nosso pais.

A Piroplasmose equina causada pela Theileira equi causa grande impacto e prejuizos
econbmicos no mercado equestre nacional e internacional. Tal agente promove desde
infeccbes subclinicas, com queda de desempenho em equinos atletas, até baixa taxa de
fertilidade em éguas reprodutoras, abortos, e também doenca clinica aguda ou crdnica que
pode levar a 6bitos. Outra preocupacdo diz respeito ao comércio e transito internacional de
equideos, visto que paises livres ou com programa de controle da doenca exigem sorologia
negativa para o ingresso no pais.

Isto posto, o estudo epidemiol6gico sobre Borrelia spp. e Theileria equi em rebanho
de equinos de uso militar, verificando os reais fatores associados a soropositividade nos
animais, iluminara lacunas a respeito de seus agentes etioldgicos, vetores e enfermidades,
conduzindo a formas racionais e efetivas de prevencéo e controle das doencas.

Assim, um estudo epidemiolégico transversal foi realizado em uma coorte de equinos
de uso militar da Microrregido do Vale do Paraiba Fluminense, visando verificar a prevaléncia
de animais positivos para Borrelia spp. e Theileria equi, através de pesquisa soroldgica pela
técnica de ensaio de adsorcdo imunoenzimatica indireta iIELISA, bem como relacionar os
possiveis fatores associados a soropositividade dos animais a estes agentes.
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Aspectos epidemioldgicos e soroprevaléncia para Borrelia spp. em equinos de uso militar
do municipio de Resende, Estado do Rio de Janeiro



RESUMO

As borrélias sdo bactérias que promovem uma série de doencas zoonéticas, sendo transmitidas
por carrapatos. No Brasil, casos de borreliose sdo descritos como uma enfermidade similar a
Doenca de Lyme, que ocorre no hemisfério Norte, mas com aspectos clinico-epidemioldgicos
diferenciados, denominada Sindrome de Baggio-Yoshinari. Animais silvestres e domeésticos
parecem estar envolvidos na cadeia de transmissdo desta doenca, que ainda néo foi
completamente elucidada. Seu agente etiologico também ainda estd por ser isolado e
caracterizado. Entretanto, estudos sorologicos tem demonstrado que Borrelia spp. circula
entre equinos em diferentes regides do pais. No hemisfério norte, equinos séo considerados
sentinelas para a Doenga de Lyme, encontrando-se altas prevaléncias nesses animais em areas
endémicas da doenca. Assim, estudos soroepidemiolégicos no Brasil podem auxiliar na
elucidacéo do ciclo da borreliose brasileira e alertar sobre o risco da doenga em humanos.
Particularmente, em relacdo aos Militares, devido a caracteristicas da profissdo, estdo sob
constante risco de infestacdo por carrapatos e infeccdo pelas doengas transmitidas por estes,
incluindo as borrelioses. Desta forma, este estudo teve por objetivo realizar o diagndstico
sorolégico de Borrelia spp. em equinos de uso militar e avaliar os fatores de risco associados
a soropositividade nos animais, localizados no municipio de Resende, estado do Rio de
Janeiro. Amostras de 174 equinos de uso militar foram testadas através do ensaio de adsor¢do
imunoenzimatica indireta IELISA para Borrelia burgdorferi cepa G39/40. A variavel
dependente (sororeatividade) foi testada, através de anélise bivariada, quanto a associagao as
variaveis independentes (género, idade, defini¢do racial, grupo de manejo, tempo de criacéo
na AMAN, sistema de criacdo, origem do equino, presenca de infestacdo por Dermacentor,
presenca de infestacdo por Amblyomma, grau de infestacdo por carrapatos, e presenca de
infestacdo por carrapatos). As varidveis que apresentaram associacdo na andlise bivariada
(p<0,25) foram incluidas no modelo de regressdo logistica para analise multivariada.
Verificou-se uma soroprevaléncia de 29,89% para Borrelia spp. nos equinos estudados. A
analise multivariada demonstrou que a presenca de infestacdo de carrapatos foi a variavel
mais associada (p<0,05) a soropositividade para Borrelia spp. nos equinos (OR: 3,45; IC: 1,2
- 9,7). Os resultados obtidos reforcam a participacdo de carrapatos na transmissao de Borrelia
spp. aos equinos. Além disso, a evidéncia soroldgica de borrélias nos animais demonstra o
importante papel epidemioldgico que estes possuem em serem utilizados como sentinelas da
circulacdo do agente. Isto também realca a necessidade da adocdo de medidas de protecédo
coletivas e individuais visando mitigar o risco de doengas transmitidas por carrapatos em
atividades militares.

Palavras-chave: Doenca de Lyme, borreliose equina, doencas transmitidas por carrapatos.



ABSTRACT

Borrelia is a bacterium that promoting a number of zoonotic diseases, being transmitted by
ticks. In Brazil, cases of borreliosis are described as a disease similar to Lyme disease, which
occurs in the northern hemisphere, but with different clinical-epidemiological aspects, named
Baggio-Yoshinari Syndrome. Wild and domestic animals seem to be involved in the chain of
transmission of this disease, which has not been fully elucidated. The etiologic agent is also
yet to be isolated and characterized. However, serological studies have shown that Borrelia
spp. circulates between horses in different regions of the country. In the northern hemisphere,
horses are considered sentinels for Lyme disease, finding high prevalence in these animals in
endemic areas of the disease. Thus, seroepidemiological studies in Brazil may help to
elucidate the Brazilian borreliosis cycle and warn about the risk of disease in humans.
Particularly in relation to the military, due to the characteristics of the profession, they are
under constant risk of tick infestation and infection by diseases, including borreliosis.
Therefore, this study aimed to perform the serological diagnosis of Borrelia spp. in horses for
military use and evaluate the risk factors associated with seropositivity in animals, located in
the Resende municipality, state of Rio de Janeiro. Samples of 174 horses for military use were
tested by enzyme immunoassay indirect ELISA for Borrelia burgdorferi strain G39/40. The
dependent variable (seroreactivity) was tested through bivariate analysis, in relation to
association to the independent variables (gender , age, racial definition, group management,
creation time in AMAN, system creation, origin of the horse, the presence of Dermacentor
infestation, presence of Amblyomma infestation, level of tick infestation and presence of tick
infestation). The variables that were associated in bivariate analysis (p<0.25) were included in
the logistic regression model for multivariate analysis. There was a prevalence of 29.89% for
Borrelia spp. in horses studied. Multivariate analysis demonstrated that the presence of tick
infestation was the variable most associated (p<0.05) with seropositivity for Borrelia spp . in
horses (OR: 3.45, Cl: 1.2 - 9.7 ). The obtained results support the involvement of ticks in the
transmission of Borrelia spp. to horses. Furthermore, the serological evidence of Borrelia in
animals demonstrates the important epidemiological role that these have as sentinels of
circulation of the agent. This also highlights the need to adopt measures for individual and
collective protection to mitigate the risk of tick-borne diseases in military activities.

Keywords: Lyme disease, equine borreliosis, tick-borne diseases.



1 INTRODUCAO

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

Somente nos Estados Unidos, entre os anos de 1992 e 2006, cerca de 250 mil casos
humanos de Doenca de Lyme foram registrados (SANTOS et al., 2010). No Brasil uma
doenca similar a Doenga de Lyme do hemisfério norte, aparentemente causada por uma forma
de borrélia, tem chamado a atencao desde 1989, sendo atualmente designada de Sindrome de
Baggio-Yoshinari (SBY) (YOSHINARY et al., 2010).

Em nosso pais a epidemiologia desta doenca, devido as caracteristicas clinico-
epidemioldgicas diversas em relacdo a Doenca de Lyme cléssica, necessita ser melhor
estudada e compreendida. H& a necessidade de melhor caracterizar seus reais vetores,
hospedeiros reservatdrios e animais sentinelas, bem como os fatores de risco associados, no
intuito de buscar medidas adequadas de prevencao.

A despeito de ser uma doenca multissistémica, de sérios impactos em salde publica,
causando prejuizos psico-sociais e econdmicos, ela ainda é tida como doenca negligenciada
(YOSHINARI et al, 2010). Além disso, as borrelioses causam prejuizos a satde animal, sendo
causadoras de abortos, osteoartrites, uveites recorrentes e doengas musculares e neurologicas
(BUTLER, 2005).

No Brasil, estudos epidemiolégicos tem demonstrado soropositividade para Borrelia
spp. em humanos (SPOLIDORO et al., 2010), assim como em diversos animais silvestres e
domesticos (ABEL et al, 2000a; SALLES et al., 2002; CORDEIRO et al., 2013), que podem
estar funcionando como sentinelas epidemiolégicos, hospedeiros reservatérios e carreadores
de carrapatos infectados. Apesar de se ter evidéncias epidemiolégicas da presenca e
circulacdo de borrélias em humanos e em diversos animais, seu real agente etiolégico ainda
esta por ser confirmado, isolado e caracterizado.

O papel dos equinos na epidemiologia das borrelioses ainda esta por ser mais bem
elucidado. Entretanto, estudos tem demonstrado que, em regides endémicas de Doenca de
Lyme na América do Norte, ha altas taxas de soroprevaléncia em equinos (MAGNARELLI et
al., 2000a). Tal fato pode estar atrelado a ocorréncia de carrapatos vetores Ixodes spp., que
transmitem da Doenca de Lyme nestas areas. Tais carrapatos sao bastante inespecificos e
parasitam cavalos e também humanos nestas regies, havendo relatos de casos da doenca
relacionados ao histérico de contato com equinos (MARCELIS et al., 1987). Isto evidencia
que os equinos, além de sentinelas, podem ser hospeiros reservatorios competentes.

No Brasil o carrapato que comumente acomete equinos, Amblyomma cajennense, tem
sido proposto como possivel vetor de Borrelia spp.. Tal carrapato, a semelhanca do Ixodes
spp., é bastante inespecifico, acometendo seres humanos principalmente na sua fase de ninfa.
Isto, aliado ao fato de que se tém encontrado rebanhos de equinos brasileiros com
soroprevaléncias para B. burgdorferi semelhantes as de &reas endémicas para Doenga de
Lyme em outros paises, nos alerta para possibilidade de que tal quadro também esteja
ocorrendo em nosso pais.



Doencas zoondticas transmitidas por carrapatos sdo um sério problema em Salde
Publica, mas, sob a Otica militar, também sdo consideradas uma grande preocupagdo
relacionada a manutencéo da operacionalidade das tropas e, consequentemente, de Seguranca
Nacional. Forcas armadas modernas tém centros de pesquisas entomoldgicas que realizam o
monitoramento de vetores, e das doencas transmitidas por estes, dentro de sua Patria ou em
territorios estrangeiros, previamente ao envio de tropas.

As Forcas Armadas brasileiras tem atentado para as questdes como a Biosseguranca
em OperacOes Militares, visando a protecdo das tropas, a garantia da saude dos soldados e a
manutencdo de sua operacionalidade. Dentro deste contexto, as doencas transmitidas por
carrapatos tem ganhado destaque, dado o elevado risco de infestacdo a que militares ficam
expostos quando em operagles em areas de campos e matas.

Em certas situacOes particulares de guerra irregular e terrenos acidentados, muitos
exércitos ainda se utilizam equinos e muares para locomogdo de parte de suas tropas, ou
mesmo para instru¢do militar.

Os equinos de uso militar, durante sua utilizacdo em operacGes militares,
patrulhamento de fronteiras, ou mesmo instru¢cdes militares, sdo expostos a ambientes e
situacOes que podem aumentar o risco destes contrairem doencas zoonéticas transmitidas por
carrapatos. Aliado a isto, o intimo contato dos animais com os militares durante longos
periodos no transcorrer de tais exercicios pode favorecer a ocorréncia de casos humanos
destas doencas. Desta maneira, além de atuarem como sentinelas epidemiologicas, eles podem
agir carreadores de carrapatos infectados e, até mesmo, como hospedeiros reservatérios,
aumentando o risco de infec¢do nos humanos.

Assim, este estudo teve o objetivo de verificar a circulacdo de Borrelia spp. nos
equinos de uso militar, atraves de ensaio soroldgico, assim como avaliar 0s possiveis fatores
associados a soropositividade dos animais presentes neste plantel militar.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistematica e Caracteristicas do Género Borrelia

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

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

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

Através de alguns aspectos morfoldgicos, como o tamanho das bactérias, € possivel
diferenciar as espiroquetas do género Borrelia, dos demais géneros da familia
Spirochaetaceae (BARBOUR; HAYES, 1986). Também, através de microscopia eletronica, é
possivel a diferenciacdo via visualizacdo dos flagelos. As borrélias possuem maior nimero de
flagelos periplasmaticos, entre 15 a 20, e menor nimero de espiras (PFISTER et al., 1994).
Além disso, podem ser diferenciadas pelo baixo contetido de guanina e citosina no seu DNA,
além de caracteristicas ecoldgicas e bioquimicas (BARBOUR; HAYES, 1986).

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

Os grupos das doengas relacionadas as espécies de Borrelia sp. borrelioses, seus
vetores, hospedeiros e sua distribuicdo séo apresentados no Quadro 1.



Quadro 1. Grupos das doencas relacionadas a espécies de Borrelia sp., vetores, hospedeiros e

distribuicdo (FONSECA et al., 2005).

Doencas Age,n'ges \etores Hospedeiro D'Str'by'.gao
etiologicos Geogréfica
Febre recurrente . Pediculus .
A B. recurrentis Homem Cosmopolita
epidémica humanus
Febre recurrente Borrelia spp.* | Ornithodoros sp Roedores e Cosmopolita
endémica homem
Borr_eh_ose B. anserina Argas sp Aves e Cosmopolita
aviaria passaros
Borreliose Bovinos,
. B. theileri Boophilus sp ovinos e Cosmopolita
bovina equinos
Aborto .
epizootico B. coriaceae O. coriaceus E:rvv'.'réc;g América do Norte
bovino
_ B. burgdorferi Anlmals América do Norte
Borreliose de silvestres, e Europa
— Ixodes sp o e
Lyme B. garinii domeésticos e Eurasia
B. afzelii homem Eurésia
Borreliose de B. andersoni Ixodes sp Animais
Lyme simile na B. bissettii silvestres, L.
gy i o América do Norte
América do B. lonestari Amblyomma domesticos e
Norte B. barburi americanum homem
B. valaisiana Europa
Borreliose de B. lusitaniae Animais Europa
Lyme S|/m_|le na B. turdl!_ Ixodes sp 5|Iv,esFres, As!a
Eurasia B. tanukii domeésticos e Asia
B. miyamotoi homem Asia
B. japonica Asia
Animais
Borreliose de Borrelia s Amblyomma silvestres, Brasil
Lyme simile no Pp- cajennense domesticos e
Brasil / SBY homem

* S&o reconhecidas cerca de 25 espécies do género Borrelia que, ainda denominadas de
acordo com a espécie do carrapato do género Ornithodoros como transmissor.

2.2 \Vetores e Transmissdo das Borrelioses

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

No caso dos carrapatos argasideos, a transmissdo das borrélias ndo ocorre somente
diretamente através da hematofagia. Devido a succdo rapida de sangue que estes carrapatos
realizam no hospedeiro, eles ativam seu sistema de eliminacdo do excesso de agua, através do
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orgdo coxal, podendo infectar o hospedeiro com borrélias eliminadas por esta via. Além da
eliminacdo de fluidos pelo 6érgdo coxal, os carrapatos argasideos também injetam saliva
contento diversas substancias farmacocinéticas entre enzimas, moduladores da inflamacéo e
anticoagulantes (SONENSHINE, 1991). Desta forma, os argasideos tem potencial de
transmitir quase todos os tipos de borrélias, tanto via salivar como pelos fluidos do érgéo
coxal, ndo necessitando fixar-se por longos periodos para realizar a transmisséo atraves de tais
fluidos. Entre os Argasideos existem diversas espécies do género Ornithodorus e Argas que
transmitem espiroquetas aos homens e animais (SOARES et al., 2000).

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

Na Europa, Asia e América do Norte, os principais vetores sio os carrapatos ixodideos
do complexo Ixodes ricinus (BARANDIKA et al.,, 2008), sendo a doenca causada por
Borrelia burgdorferi sensu lato, constituida pela B. burgdorferi sensu stricto encontrada na
Europa, Asia e América do Norte, e B. garinii e B. afzelli na Europa e Asia (YOSHINARI et
al., 2010).

Dentre as 61 espécies de carrapatos presentes no territorio nacional, destacam-se como
vetores de zoonoses 0s carrapatos dos géneros Ixodes e Amblyomma, por serem carrapatos
trioxenos (carrapatos de trés hospedeiros), possuirem ampla distribuicdo geogréafica, alta
capacidade de fixacdo aos hospedeiros, sendo potenciais vetores de doencas zoonoticas
(MASSARD; FONSECA, 2004).

No Brasil, pesquisas de campo realizadas em localidades onde houve ocorréncia de
casos de Sindrome de Baggio-Yoshinari (SBY), evidenciaram a presenca de carrapatos das
espécies Amblyomma cajennense e Ixodes loricatus (BARROS-BATESTTI et al. 2000). Ao
contrario do que ocorre com a Doenca de Lyme cléassica nos Estados Unidos e Eurasia, no
Brasil ndo tem sido verificado casos humanos associados com histérico de picadas por
carrapatos do complexo Ixodes ricinus (GUGLIELMONE et al. 2008).

Provavelmente carrapatos do género Amblyomma spp. possam estar envolvidos na
epidemiologia das borrelioses no pais, conforme apontam os estudos de Mantovani (2010)
gue demonstraram a associacdo de casos da SBY, com infestacdo por estes carrapatos. No
estado do Espirito Santo, houve forte associacdo entre a ocorréncia de casos humanos de SBY
e a presenca de capivaras, sugerindo que os carrapatos do género Amblyomma que as
parasitam estejam participando do ciclo da doenca (YOSHINARI et al., 2010).

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

O modo de transmisséo das borrélias nos seus hospdeiros invertebrados pode ser
vertical (transovariano) e/ou horizontal (transestadial). Nas espécies transmitidas pelos
Argasideos ocorre primordialmente a forma transovariana, o que é bem caracterizado no
género Argas com B. anserina, embora haja também transmissdo horizontal, principalmente



com as borrélias do grupo da febre recurrente para Ornithodorus. J& em carrapatos Ixodideos
podem ocorrer ambos 0s modos de transmissdo (BARBOUR; HAYES, 1986).

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

Com relacdo a transmissdo das borrélias, dos carrapatos vetores aos hospedeiros,
parece haver uma relacdo entre 0 meio ambiente do interior do intestino do carrapato e a
expressdo genética de proteinas de membrana na borrélia que facilitardo sua ativacdo e
transmissdo. Assim como parece haver influéncia das borrélias sobre os carrapatos,
estimulando a producdo de certas substancias em sua saliva que facilitardo a penetracdo e
infeccdo no hospedeiro (BUTLER et al. 2005).

As borrélias que se encontram no intestino médio de carrapatos em jejum sdo
metabolicamente ativas, mas a uma taxa muito baixa, expressando predominantemente a
proteina de membrana celular chamada OspA. (DE SILVA; FIKRIG, 1995). Quando o
carrapato fixa-se ao hospedeiro, assim que o sangue comeca a chegar e encher o intestino do
carrapato, a transformacdo das borrélias é iniciada. A partir dai elas comecam e multiplicar-
se, aumentam a motilidade, e também ocorrem alteracdes morfoldgicas.

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

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

Tem sido demonstrado que o efeito combinado do afluxo sanguineo, provocado pela
alimentacdo do carrapato, e da mudanca de temperatura, provocada pelo contato com o
hospedeiro e ingestdo de sangue quente, em B. burgdorferi levou a uma expressdo diferencial
de 154 genes. Varios genes de quimiotaxia e de deteccao sdo ativados e tais mudancgas podem
ser essenciais para as borrélias em sua transmissdo e adaptacdo ao hospedeiro vertebrado
(TOKARZ et al. 2004).

Estudos demonstraram também que a presenca de B. burgdorferi na glandula salivar
do carrapato leva a um aumento da expressdo de uma proteina salivar denominada Salpl5,
que interage especificamente com proteina de membrana OspC e parece facilitar a
disseminacéo da borrélia no hospedeiro (RAMAMOORTHI et al. 2005).

2.3 Doenca de Lyme e Sindrome de Baggio-Yoshinari (SBY)

A Doenga de Lyme (DL) em humanos é definida como zoonose, de inumeras
manifestagbes clinicas sistémicas, com ocorréncia na América do Norte, Europa e Asia,
causada por borrelias do complexo Borrelia burgdorferi sensu lato, tendo como vetores 0s
carrapatos do complexo Ixodes ricinus (YOSHINARI et al, 2010). Nos Estados Unidos e
Europa tem como agente etiologico B. burgdorferi sensu stricto, sendo que a B. garinii e B.
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afzelli também sdo observadas na Europa e Asia. Esta diversidade etiologica é responsavel
pelas diferencas clinicas e laboratoriais regionais, como a maior frequéncia do “Eritrema
Migrans” (EM) e comprometimento articular nos Estados Unidos (STEERE, 2001).

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

A DL evolui progressivamente passando por Varios estagios. Na fase aguda pode
ocorrer sintomas dermatolégicos como o EM, sintomas semelhantes a gripes, como febre
baixa, mialgias, artralgias, cefaléia e elevacédo transitoria de enzimas hepaticas. Neste estégio,
também podem aparecer novas lesdes dermatoldgicas menos expansivas e disseminadas,
conhecidas como eritema anular secundario. O estagio secundario surge dias ou meses apos 0
contagio inicial e com o aparecimento de complicac@es articulares, neuroldgicas e cardiacas
(YOSHINARY et al., 2010).

A sindrome pés-Doenca de Lyme ou TAPOS (Tick Associated Poly-Organic
Syndrome) tem sido uma apresentacdo controversa e indefinida constatada nos Estados
Unidos. Parece ocorrer em pacientes com DL tratados com antibioticos, com melhora
transitoria mas que, posteriormente, desenvolvem sintomas cronicos, de duracdo superior a
seis meses, como mialgia, artralgia, dor radicular, disestesias, sintomas neurocognitivos e
intensa fadiga (YOSHINARY et al., 2010). Apesar da controveérsia, ha crescente evidéncia
cientifica de que ha Doenca de Lyme cronica associada a infeccBGes persistentes de B.
burgdorferi, relacionadas a habilidade da espiroqueta em evadir-se ou suprimir o sistema
imune do hospedeiro através de diferentes mecanismos (TATULESCU et al., 2010).

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

Com relacdo as manifestacdes clinicas, em nosso pais, hd a ocorréncia do classico EM
e complicacOes sistémicas habituais encontradas na DL classica, entretanto a enfermidade
brasileira cursa com recorréncias, especialmente se o tratamento com antibidticos for
introduzido apds trés meses do inicio da infeccdo (YOSHINARY et al., 2010).

A epidemiologia da doenga no Brasil parece ndo envolver carrapatos vetores do
complexo Ixodes ricinus como no hemisfério norte, pois ndo se tem identificado tais
carrapatos parasitando o0 homem nas areas de risco (YOSHINARY et al., 2010). Os carrapatos
Amblyomma spp. sdo incriminados como principais envolvidos na epidemiologia da SBY em
nosso pais, sendo que ja houve relato de casos associados ao parasitismo destes carrapatos
(MANTOVANI, 2010).

Com relacéo ao agente etioldgico, apesar da existéncia de sorologia da identificacao e
visualizagdo de microorganismos similares as espiroquetas em pacientes humanos
(MANTOVANI et al., 2007), com 90% dos pacientes com SBY apresentando formas
semelhantes a espiroquetas latentes no sangue (YOSHINARY et al., 2010), e em animais
(ABEL et al, 2000a), sugerido-se tratar-se de uma borreliose, ndo foi possivel at¢é 0 momento
a cultura e o isolamento de bactérias do complexo Borrelia burgdorferi sensu lato de amostras
coletadas de pacientes ou de possiveis animais reservatorios.
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Laboratorialmente a sorologia de anticorpos contra Borrelia burgdorferi, baseada em
antigenos de cepas de origem americana ou européia, tem revelado titulos baixos e oscilantes,
desaparecendo rapidamente no sangue ou liquido cefalorraquidiano. O que pode ser sugestivo
de reagdes cruzadas para outra especie de Borrelia circulante no Brasil, diferente de B.
burdorferi. Ademais, os doentes no Brasil também apresentam alta frequéncia de
autoanticorpos dirigidos contra diferentes constituintes celulares (YOSHINARY et al., 2010),
que podem acarretar doencas auto imunes.

Pesquisas realizadas no Laboratdrio de Investigacdo em Reumatologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo (LIM-17 HCFMUSP)
revelaram a existéncia de microorganismos com estruturas morfologicas semelhantes a
Mycoplasma spp., Clamydia spp. e espiroquetideos sem flagelos no sangue periférico de
pacientes com SIRLS. Entretanto, em tais pacientes foi constatada sorologia negativa para
Mycoplasma spp., Clamydia spp. (MANTOVANI et al., 2007).

Desta forma, é sugestivo que ha uma diferenca morfoldgica entre a B. burgdorferi e o
microorganismo identificado como possivel agente causador da doenca em nosso pais. Sendo
assim, foi sugerido, com bases em informacdes da literatura médica, que tais diferentes
estruturas de morfologia atipica representariam variagdes morfologicas de espiroguetas
latentes (YOSHINARI et al., 2010).

Com isto, surgiu a concepcdo de uma nova zoonose que imita a DL classica, mas
tipicamente brasileira, que tem como agente etiologico espiroquetas, possivelmente borrelias,
gue conservam uma forma atipica, tanto nos hospedeiros vertebrados como nos invertebrados.
Tal conceito justificaria as diferencgas entre a SIRLS e a DL classica, como a dificuldade de
cultivo do agente etiolégico em meio Barbour-Stoenner-Kelly (BSK); a auséncia de
espiroquetas na apresentacdo espiralada helicoidal tipica; a baixa resposta imunoldgica contra
antigenos de cepas de Borrelia burgdorferi; e as recorréncias clinicas assim como 0s
disturbios imuno-alérgicos (YOSHINARY et al., 2010).

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

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

Apesar disto, também ha evidéncias soroldgicas que suportam a hipoOtese de que
borrélias do grupo Borrelia burgdorferi sensu lato, também possam estar circulando em nosso
pais na regido amazobnica. Pois foram constatados pacientes humanos sororeagentes em
ELISA e confirmados em Western Blot, com 1gG especificas para Borrelia burgdorferi
(SANTOS et al., 2010).

2.4 Epidemiologia e Satide Unica

Ainda hoje os modelos biolégicos sdo o0s mais prevalentes paradigmas em
epidemiologia, e consideram a saude em funcdo da doenca, sendo os fatores bioldgicos seus
mais relevantes fatores determinantes. Entretanto, modelos epidemiol6gicos mais amplos e
holisticos, que representem a natureza multicausal dos agravos que, na realidadade, séo
determinados por fatores biopsicosociais, estdo mais de acordo com as defini¢cdes mais
avancadas de saude (PEREIRA, 2012).
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Capra (2002), teoriza que todas as formas de vida, desde as células mais primitivas até
as sociedades humanas, organizam-se segundo 0 mesmo padrdo e principio basico de
relacbes: o padrdo em rede ou teia. Assim, desenvolve uma compreensdo sistémica e
unificada, demonstrando que a vida de todos os seres vivos é interligada por redes complexas:
a “teia da vida”.

A epidemiologia das doencas transmitidas por vetores artropodes claramente
demonstra ser influenciada por uma rede de multiplos fatores e variaveis que interferem de
diferentes maneiras em sua teia epidemioldgica. Mudangas ambientais e perturbacGes
ecologicas, devido aos fendmenos naturais e/ou intervencdo humana, tém exercido e
continuam a exercer uma marcada influéncia na reemergencéncia e emergéncia de doencas
parasitarias zoonoticas (PATZ et al., 2000).

A distribuicdo e a prevaléncia das doencas transmitidas por carrapatos dependente
primariamente da distribuicdo geografica e atividade destes (BARANDIKA et al., 2008). Tem
sido notado uma aparente expansdo da distribuicdo geografica de algumas espécies de
carrapatos vetores de doencas a animais e a humanos. Juntamente, houve também o aumento
da prevaléncia e dispersdo destas doencas em determinadas regides (DANTAS-TORRES et
al., 2012).

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

Neste pais, a incidéncia e distribuicdo espacial da DL tem crescido anualmente. A
fragmentacéo das florestas do nordeste dos Estados Unidos tem sido algo comum no entorno
das cidades, areas suburbanas e rurais. Tal fragmentacdo tem determinado um aumento na
populacdo dos ratos de pés brancos (White Footed Mice), que sdo reservatorios de Borrelia
burgdorferi e infectam carrapatos que neles se alimentam (LEVI et al., 2012).

Foi demonstrado que o aumento da incidéncia da Doenca de Lyme também esta
associado com a diminuicdo da populacdo de raposas vermelhas (Vulpes vulpes), que se
alimentam de ratos de pés brancos nestas areas de degradacdo ambiental. A menor
biodiversidade levaria a baixas chances de predacdo, que ocasionaria um efeito cascata
aumentando o risco de ocorréncia de doencas zoondticas, inclusive a DL. Modelos
matematicos estimaram que uma queda em 20% na predacgdo dos roedores mais que dobraria
0 nimero de ninfas de carrapatos infectadas em determinada area (LEVI et al., 2012).

No Brasil, recentemente, foi verificado o “efeito de diluicdo”, ou seja, o impacto
negativo sobre o risco de transmissdo de Febre Maculosa Brasileira (FMB), que areas de
maior biodiversidade apresentam, quando comparado a areas de maior degradacdo ambiental.
\erificou-se também menor soroprevaléncia para FMB em cdes das areas de maior
biodiversidade e menor agdo antropica (CHAME; LABARTHE, 2013).

Assim, € sugestivo que a degradacdo ambiental antropica pode estar contribuindo, em
certos casos, para 0 aumento do risco de zoonoses transmitidas por carrapatos. Sendo possivel
gue tal fato também possa estar ocorrendo com a SBY no Brasil, sendo necessarios mais
estudos epidemiologicos para melhor elucidacdo de tal possibilidade.

O conceito de Sadde Unica, popularizado na segunda metade do século passado pelos
médicos veterinarios James H. Steele e Calvin W. Schwalbe, preconiza a rede de ligacdes
indissociaveis existente a saude humana, animal e ambiental (SOARES, 2013).

Desta forma, também tem sido enfatizada a importadncia de uma abordagem
epidemioldgica multidisciplinar e holistica, sob a ética da Satde Unica, para as doencas
transmitidas por carrapatos, unindo esforcos entre os médicos veterinarios e outros
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profissionais, visando um manejo mais adequado destas doencas (DANTAS-TORRES et al.,
2012).

Tal abordagem tem sido utilizada para predizer zoonoses emergentes na regido
amazonica (CHAME; LABARTHE, 2013), sendo feitos esforgos para a implantacdo de
programas de Saude Unica, em diversas regides do mundo, coordenados por entidades como:
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a Organizagdo das Nacbes Unidas para a
Alimentacdo e Agricultura (FAO) e a Organizacdo Internacional de Epizootias (OIE)
(SOARES, 2013).

Tem sido verificada associacdo entre soropositividade em equinos e a infestacdo por
carrapatos. Egenvall et al. (2001), em estudo longitudinal realizado na Suica, observaram que
houve associacdo entre a soropositividade a Borrelia burgdorferi e o periodo de julho a
setembro, que é o periodo de maior atividade de carrapatos naquele pais. Também verificaram
gue 0 acesso a pastagens também esteve associado a soropositividade. No Brasil, Salles et al.
(2002) observaram maior soroprevaléncia de Borrelia spp. em equinos com alto grau de
infestacdo quando comparados a equinos com rigido comtrole de carrapatos.

No Brasil, a rede epidemioldgica que envolve a SBY parece ser bastante complexa,
com a participacdo de carrapatos Amblyomma spp. e, possivelmente, R. microplus também.
Apesar da identificacdo de microorgasnismos similares a espiroquetas em alguns animais e
humanos doentes, o real agente etioldgico ainda esta por ser isolado e caracterizado, bem
como 0s animais que atuam como reservatorios competentes estdo por ser descobertos. Assim,
em nosso territério, a epidemiologia da doenca ainda esta por ser melhor definida, sendo
interessante que se tenha uma abordagem epidemioldgica desta zoonose sob a 6tica da Saude
Unica.

2.5 Animais Reservatorios, Sentinelas e Carreadores

Na Europa, tem sido verificado que passeriformes, durante seus processos migratérios,
podem contribuir para a disseminacdo de carrapatos e borrélias. Trés mecanismos podem estar
ocorrendo na disseminacao de carrapatos e borrélias. Em primeiro lugar, o transporte passivo
de ninfas previamente infectadas e/ou larvas infectadas via transmissdo transovariana. Em
segundo lugar, as aves migratorias infectadas podem infectar os carrapatos que,
posteriormente, sdo deixados em um novo local. Em terceiro lugar , 0s carrapatos podem
transferir borrélias entre si por meio de co-alimentacdo durante o transporte pelas aves
(HASLE et al, 2011). Em aves migratdrias marinhas também foi observado tal possibilidade,
inclusive de carreando borrélias e carrapatos até mesmo entre continentes (HUMAIR, 2002).

Na Eurasia tem sido identificados como reservatdrios competentes de Borrelia
burgdorferi sensu lato pequenos mamiferos (pequenos roedores), mamiferos de médio porte
(esquilos, texugos, porcos-espinho, raposas) e 16 espécies de aves, incluindo passeriformes,
aves marinhas e faisbes. O camundongo, Mus musculus & fortemente suspeito de ter
competéncia como reservatorio e muitas outras espécies de pequenos roedores, especialmente
da Europa Oriental e Russia. Ungulados, inclusive cervideos, aparentemente ndo cumprem
papel importante como hospedeiros, embora a transmisséo através de co-alimentacdo pode
permitir infeccdo dos carrapatos e, desta forma, tais animais atuarem como amplificadores e
carreadores de carrapatos ( GERN et al., 1998).

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

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

Foi identificado Borrelia spp. em urina de gambas (Didelphis aurita), sadios e
naturalmente infectados, apds imunossupressdo com ciclofosfamida. Tais espiroguetas foram
infectantes quando inoculadas em camundongos albinos (BARBOZA, 1997). Abel et al,
(2000b) identificaram espiroquetemia em 13 de 56 gambas (Didelphis aurita), capturados na
natureza, tais animais estavam parasitados por carrapatos dos géneros Amblyomma e Ixodes.
Assim é sugestivo que tais marsupiais possam ser reservatorios de borrélias em nosso pais,
com participacdo em sua epidemiologia.

Estudo em roedores e marsupiais capturados em reserva de Mata Atlantica, na regido
de Cotia — SP, onde casos humanos de SBY e cées sororreativos foram reportados, conseguiu
cultivar espiroquetas de amostras de sangue de alguns marsupiais, do figado de roedores, e de
carrapatos Ixodes adultos coletados dos animais. Tais dados sugerem que 0s carrapatos de
espécies Ixodes, roedores e marsupiais podem estar envolvidos no ciclo enzoo6tico das
borrélias na regido (ABEL et al., 2000a).

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

Capivaras e gambas sdo animais de nossa fauna silvestre que apresentam grandes
infestacdes de carrapatos, particularmente do género Amblyomma (PEREZ et al. 2008),
podendo estar funcionando como reservatérios de borrélias. Em municipios do estado do
Espirito Santo tem sido verificado, além de sororreatividade para Borrelia burgdorferi em
cdes, uma associacao entre a presenca de capivaras e a ocorréncia de casos humanos de SBY.
Suspeita-se que carrapatos Amblyomma que parasitam as capivaras participem da
epidemiologia da SBY (SPOLIDORO, 2009). Também é importante salientar que em muitos
casos de SBY em humanos existem relaces com histérico de contato com animais
domeésticos como cées, equinos e bovinos (YOSHINARY et al., 2010).

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

Muitos aspectos da epidemiologia destas espiroquetas continuam a ser investigados,
entretanto, a presenca de espiroquetas em carrapatos ou mamiferos, por si so, ndo prova que
estes sejam vetores ou reservatorios competentes. Para 0s carrapatos, testes de infeccédo
experimental sdo necessarios para avaliar a capacidade destes para manter e transmitir tais
espiroquetas a novos hospedeiros, comprovando sua competéncia vetorial. Ademais, a
competéncia do reservatorio vertebrado também deve ser confirmada (ABEL et al., 2000a).
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Enfim, no Brasil, cdes (CORDEIRO et al., 2012), equinos (MADUREIRA, 2004;
MADUREIRA, 2007), bovinos (ISHIKAWA,1996), e animais silvestres (ABEL et al., 2000a)
tém sido identificados sororreagentes, evidenciando a circulacdo de Borrelia spp. em zonas
urbanas, rurais e em ambientes silvestres. E possivel que pequenos roedores, marsupiais,
capivaras e outros animais silvetres e domeésticos participem da epidemiologia da SBY, sendo
necessarios mais estudos epidemioldgicos para um melhor esclarecimento da cadeia de
transmissdo desta enfermidade no pais.

2.6 Borreliose em Equinos

Na América do Norte muito se tem debatido acerca da ocorréncia de Doenca de Lyme,
ocaisonada por Borrelia burgdorferi, suas manifestacbes clinicas, terapéutica e métodos
diagnosticos em equinos. Paises da Europa também tem relatado possiveis casos de DL em
equinos (HAHN et al., 1996), entretanto, no Brasil, apesar de estudos revelando sorologia
positiva, e variada soroprevaléncia, em rebanhos de diferentes partes do pais, pouco se tem
relatado acerca de doenca clinica nestes animais.

Analogamente as diferencas entre as manifestacdes clinicas entre a DL classica de
humanos e a SBY, é possivel que existam divergéncias também nas manifestacfes clinicas
entre a DL que acomete equinos nestes paises e a borreliose que acomete equinos no Brasil.
Estudos ainda sdo necessarios para elucidar os sintomas clinicos que estdo relacionados a
manifestacdo da infeccdo por borrélias em equinos presentes no territério nacional.

Logo, os profissionais devem atentar-se para tal possibilidade, incluindo a borreliose
em diagndsticos diferenciais de algumas manifestacbes dermatoldgicas, neuroldgicas,
oftalmoldgicas e osteomioligamentosas. Mas, principalmente, devem estar alertas ao potencial
de transmissdo desta zoonose por carrapatos do género Amblyomma carreados por equinos.

2.6.1 Estudos de soroprevaléncia de Borrelia spp. em equinos

Assim como em humanos, cdes e equinos sdo tidos como hospedeiros acidentais para a
B. burgdorferi na América do Norte, em contraste com pequenos roedores e aves que podem
agir como hospedeiros reservatorios e manter o ciclo das borrélias. Apesar disto, estudos
sobre a soroprevaléncia e a infecgdo nestes animais domésticos sdo utilizados na avaliagdo do
risco de transmissdo de B. burgdorferi para os seres humanos em areas geograficas definidas,
agindo como sentinelas para a DL (WAGNER; ERB, 2012).

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

Em regido endémica para DL humana, a regido Nordeste dos EUA, utilizando ELISA
e Imuno Blot, foi verificado prevaléncia de 45,1% em 85 amostras de soro equino estudadas,
sendo a alta prevaléncia atribuida a ampla distribuicdo geografica dos carrapatos Ixodes e a
presenca de roedores reservatorios nesta regido (MAGNARELLLI et al., 2000b). Ja estudos na
regido Noroeste dos EUA, regido ndo endémica de DL humana, revelaram menor
soroprevaléncia, de 14,8% (METCALF et al.,, 2008). Tais estudos evidenciam o papel do
equino como sentinela para a DL nos EUA.

Na Suica, amplo estudo envolvendo a utilizagdo de 2.019 amostras de soros de
equinos de todas as regides do pais, revelou soroprevaléncia de 16,8% para Borrelia
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burgdorferi sensu lato (EGENVALL et al., 2001).

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

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

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

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

No Brasil o primeiro estudo de soroprevaléncia para anticorpos da classe IgG,
homologos contra Borrelia burgdorferi cepa G39/40 através de iELISA, analisando amostras
de equinos de diferentes regides e tipos de manejo no estado do Rio de Janeiro, verificou
soroprevaléncia de 42,9% em equinos de pequenos criadores do municipio de Seropédica,
relacionando a alta prevaléncia nestes equinos a maior infestacdo por carrapatos nos animais
desta &rea (SALLES et al., 2002).

Na mesoregido metropolitana de Belém, estado do Para, estudo investigando a
freqUéncia de equinos soropositivos para anticorpos da classe IgG, homdélogos contra Borrelia
burgdorferi cepa G39/40 através do iELISA, revelou soroprevaléncia de 26,3% entre os 300
equinos amostrados (GALO et al., 2009). Na ilha de Maraj6 e municipio de Castanhal, estado
do Pard, foi verificada uma prevaléncia de 7,2% em 208 amostras coletadas (MADUREIRA
et al., 2009).

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

2.6.2 Manifestagdes clinicas das borrelioses em equinos

A doenca de Lyme é a doenca transmitida por carrapatos a equinos mais controversa e
frequentemente diagnosticada em certas partes dos Estados Unidos. Uma juncdo de fatores
tem levado a isto: 0 aumento da exposicao a carrapatos infectados borrélias; a variabilidade e
a natureza vaga dos sinais clinicos; a dificuldade para se chegar a um diagnostico definitivo;
bem como mudangas e alteragdes ambientais que influem nas populagdes de animais
selvagens que coabitam ambientes com os equinos (GRENAGER, 2013).

H& muita controvérsia acerca da sintomatologia das borrelioses em equinos. Nos
paises da América do Norte e Europa tem sido descritas sintomatologia semelhantes a de
casos humanos, sendo uma doenca de sintomatologia multissistémica também nos equinos
(DIVERS et al., 2009). Um amplo espectro de sinais clinicos tem sido atribuido as borrelioses
em cavalos, entretanto o estabelecimento de causa e efeito tem sido dificil de documentar na
maioria dos casos (DIVERS, 2007). Em éareas dos Estados Unidos, devido a alta
soroprevaléncia para DL em equinos, ha grande dificuldade em associar os sinais clinicos a
sorologia positiva, tornando a doenca bastante controversa (DIVERS, 2013).

Os sinais clinicos mais comumente atribuidos a doenca de Lyme em cavalos incluem
febre baixa, rigidez e claudicagdo em mais de um membro, sensibilidade muscular,
hiperestesia, inchacgo nas articulacdes, letargia e alteracbes comportamentais (MAGNARELLI
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et al., 2000a). Disfuncéo neuroldgica e panuveite foram relatadas em um cavalo e um ponei
(BURGESS et al., 1986; HAHN et al., 1996).

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

Manion et al.(2001) observaram como principal sinal clinico a claudicacdo
envolvendo multiplas articulagbes, seguido por mudancas de comportamento (queda de
desempenho na atividade exercida na cria¢do), em animais considerados com clinica de DL e
Soropositivos.

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

Relato de caso de cavalos com quadros neuroldgicos por borreliose foram observados
por Imai et al. (2011), demonstrando que os animais apresentavam meningoradiculoneurite
necrossupurativa cronica no exame de necropsia. Hiperestesia, dor lombar e perda de massa
muscular foram os achados clinicos iniciais, sendo seguidos por ataxia de todos os quatro
membros, paralisia do nervo facial e, finalmente, tremores de cabeca associados a depressao
em um dos cavalos. Na histopatologia foram identificadas espiroguetas em ambos 0s casos,
através da coloracdo de impregnacdo pela prata de Bosma Steiner, predominantemente nas
regides da dura-mater afetadas do cérebro e da medula espinhal (IMAI et al., 2011).

Com base em poucos casos, DIVERS et al. (2013) sugere que a ataxia e a perda de
massa muscular lombar, causada por meningite linfohistiocitica e radiculoneurite, com
fasciculacdes ocasionais e rigidez do pescoco, sdo caracteristicas comuns de neuroborreliose
no cavalo. O liquido céfalorraquidiano provavelmente mostrara pleocitose linfocitica e,
embora raro em humanos com neuroborreliose, alguns cavalos terdo o liquido positivo em
PCR para B. burgdorferi.

InfecgBes experimentais de B. burgdorferi em poneis foi possivel verificar que os
sinais clinicos ndo foram especificos, comparando animais infectados com grupo controle
(CHANG et al. 2000a). Apéds a infeccdo experimental, através de infestacdo de carrapatos
infectados, borrelias foram detectadas, através de cultura e PCR, em todas as membranas
sinoviais, na pele e na fascia proximas ao local onde os carrapatos anteriormente haviam se
afixados. Aparentemente, houve uma predilecdo pela persisténcia da infecgdo nestes locais
(CHANG et al. 2000a).

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

Um primeiro relato de lesdes de pele macroscopicas associada a borrelias descreve o
caso de um equino que desenvolveu multiplas papulas dérmicas, sobre a area do masséter
direito, trés meses ap0s a remocao de um carrapato em tal localizagdo (SEARS et al., 2012).

Em estudo soroldgico comparativo entre equinos com sinais clinicos e equinos sem
sintomatologias, de areas endémicas de DL, constatou-se maior prevaléncia para B.
burgdorferi (77%), em equinos com sintomatologia, em relacdo aos equinos saudaveis (29%),
além de apresentarem titulos mais elevados ao ELISA (MANION et al.,2001).

Ndo ha estudos acerca da sintomatologia da borreliose em equinos no Brasil.
Entretanto, estudos demonstram a circulacdo de Borrelia spp. nestes animais através de
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ensaios soroldgicos, evidenciando que borrélias infectam os equinos e que estes podem estar
relacionados a epidemiologia da doenca no territétio nacional (SALLES et al., 2002;
MADUREIRA et al., 2007).

2.6.3 Diagnostico em equinos

Dado a inespecificidade da sintomatologia clinica, assim como € preconizado em
Medicina, para a definicdo do diagndstico de DL em animais, deve-se associar a clinica, a
epidemiologia, a regido geogréafica, o histérico e o exame sorolégico (YOSHINARY et al.,
2010; BATHE; SCHWARTZ, 2011; DIVERS, 2013).

Borrélias sdo bactérias de necessidades metabdlicas complexas, e seu cultivo iniciou-
se em peritdnio de ratos e ovos embrionados (BARBOUR; HAYES, 1986). Atualmente o
meio para cultivo e isolamento de Borrelia spp. mais utilizado € o meio BSK, obtendo-se
crescimento da espiroqueta a temperatura de 33°C em, aproximadamente, sete dias. Seu
cultivo pode ser realizado a partir de diferentes amostras como saliva, hemolinfa e tecidos de
carrapatos, soro, fluidos corporais e tecidos de animais e do homem (BARBOUR, 1984;
DICKINSON; BATTLE, 2000; TEIXEIRA, 2010).

Apesar de factivel, o cultivo tem diversas limitacbes para 0 uso rotineiro em
diagnostico laboratorial, visto que nem todas as espécies de Borrelia sdo facilmente
cultivaveis (TEIXEIRA, 2010). Além disso, é um processo demorado e oneroso, sendo que,
no Brasil, ndo se tem tido sucesso no cultivo e no isolamento da borrélia circulante.
(YOSHINARI et al., 2010).

A visualizacdo das espiroquetas pode ser realizada em microscopia de campo escuro,
de contraste de fase ou em tecidos corados pela coloragcdo de impregnagdo pela prata de
Borma-Steiner (BARBOUR; HAYES, 1986).

Na Eurasia e América do Norte, a confirmacéo diagndstica da Doenca de Lyme em
humanos tem sido basicamente sorolégica, pois a cultura é um procedimento demorado e
pouco produtivo e a PCR é pouco empregada, visto que sé identifica casos em que borrélias
estdo circulantes ou depositadas em tecidos (YOSHINARY et al., 2010).

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

Greene et al. (1991) encontrarm concordancia entre os testes ELISA e RIFI, para
deteccdo de antigenos homologos de B. burgdorferi em cées. Magnarelli et al. (2004)
demonstraram alta especificidade (97%) do teste de ELISA, com antigeno bruto e com
antigeno recombinante.

Magnarelli et al. (1984) realizaram testes comparativos (ELISA e RIFI) para a
deteccdo de anticorpos para B. burdorferi em soros de humanos, cdes e ratos de pés brancos
naturalmente infectados. Os soros reagiram de maneira similar em ambos os testes, e a
concordancia observada entre eles foi de 95%.

Em humanos, no Brasil, na falta de um isolado de borrélia brasileiro, tem sido usado a
Borrelia burgdorferi cepa G39/40 de origem americana nos ensaios sorolégicos (ELISA e
Western-blotting). O ELISA é realizado com antigeno total sonicado desta cepa de origem
americana e segue metodologia adotada nos EUA (YOSHINARY et al., 2010).

Em Medicina Veterinéria, ensaios de iELISA para deteccdo de IgG homologas anti -
B. burgdorferi, a partir de antigeno de célula total (cepa americana de B. burdorferi G 39/40)
sonicado foram padronizados com resultados satisfatorios, para avaliar soros de cées
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(SOARES, 1999), equinos (SALLES, 2002) e bovinos (ISHIKAWA, 1996), sendo
empregados para varreduras de populagdes em estudos epidemioldgicos.

Apesar de haver relatos de reacfes cruzadas entre Borrelia spp. e Leptospira spp., tais
reagOes aparentam ndo serem significativas (WELLS et al.,1993; JOPPERT, 2001). No Brasil,
nos estudos de soroprevaléncia realizados em cdes (SOARES et al.,1999), bovinos
(ISHIKAWA, 1996) e equinos (SALLES et al., 2002), com auxilio do teste iELISA, nédo
foram observadas reacdes cruzadas entre esses dois géneros de espiroquetas.

Madureira (2007) caracterizou morfometricamente e genotipicamente um isolado de
espiroqueta oriunda de equino do estado do Rio de Janeiro. A analise das sequéncias do
isolado para os genes 16S rRNA e fla, revelaram 99% (609/611) e 98% (222/226) de
identidade com seqliéncias depositadas no “GeneBank” para Borrelia theileri,
respectivamente. O qué, em conjunto com a andlise morfométrica (17,2 + 3,6 um de
comprimento; 10 + 2 espiras), revelou ser o microrganismo em questdo, B. theileri
(MADUREIRA, 2007).

Borrelia theileri é outra espiroqueta, transmitida principalmente por Rhipicephalus
(Boophilus) microplus que pode infectar bovinos e equinos (COLLOW, 1967). A
probabilidade da ocorréncia de reacdes cruzadas entre B. burgdorferi e B. theileri em regides
onde o0s agentes coexistam, comprometendo os estudos soroepidemioldgicos, foi alertada por
Rogers et al. (1999). Entretanto, este mesmo estudo, avaliou a especificidade do ensaio e ndo
verificou reacOes cruzadas entre tais agentes etiologicos através do ELISA.

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

Apesar de considerar-se que 0 uso de antigenos recombinantes possa aumentar a
especificidade dos ensaios, tais antigenos apresentam limitacdes em seu uso: OspC relaciona-
se a respostas iniciais da infeccdo por B. burgdorferi; OspF a respostas tardias, ja 0s OspA,
OspB e OspE parecem ndo serem frequentes em soros de cées, de equinos ou de humanos
(MAGNARELLI et al., 1996; 1997).

Desta forma, o ELISA com antigeno de extrato de célula total sonicado foi
considerado um método pratico e Gtil na varredura inicial de um grande numero de soros e,
consequentemente, para levantamentos soroepidemiol6gicos em equinos naturalmente
infectados (MAGNARELLI et al., 2005).

As técnicas de imunofluorescéncia, o Western Blotting e o PCR também podem ser
utilizadas como suporte no diagnostico (GRODZICKI; STEERE 1988, LIENBLING et al.
1993). A RIFI, entretanto, exige mais experiéncia dado a maior subjetividade na interpretacao
dos resultados. Ademais, estudos tém revelado alta concordancia com o teste de ELISA
(MAGNARELLI et al., 2004).

Ensaios como o western blotting tém sido empregados, secundariamente, para a
confirmacéo de resultados apos a triagem realizada com ELISA, posto que este possui maior
sensibilidade e especificidade o ELISA (GRODZICKI; STEERE, 1988). Entretanto, € um
ensaio oneroso e ha dificuldade na obtencdo do padrdo positivo ideal, sendo fundamental
estabelecer a qualidade e a quantidade das bandas reativas, de acordo com o0 antigeno
utilizado e regido estudada (SOARES et al., 2000).
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Ja a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), apesar da alta especificidade e maior
sensibilidade que o ELISA nos estagios iniciais da infec¢do, tem como desvantagens ser mais
trabalhosa e onerosa que este, sendo o ELISA mais recomendado para estudos
epidemioldgicos de varredura inicial nas populagdes (NISCIGORSKA et al., 2003).

2.6.4 Tratamento

No Hemisfério Norte os dois antibidticos comumente utilizados para o tratamento de
DL em equinos sdo a Doxiciclina e a Oxitetraciclina. A doxiciclina, via oral, na dose de
10m/kg, a cada 12 horas, durante 30 dias tem sido, empiricamente, o tratamento mais
utilizado. Equinos tratados com doxiciclina devem ser monitorados para mudanca na
consisténcia das fezes, relacionada & efeitos colaterais provocados por este antibiotico em
longos tratamentos, provocando alteragdo na microbiota nativa do ceco e colon. Assim uma
pequena porcentagem dos equinos tratados pode apresentar diarréia (DIVERS et al., 2009).

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

Ceftiofur na dose de 2 a 4 mg/kg , via endovenosa ou intramuscular, a cada 12 horas,
também tem sido utilizado nos tratamentos (DIVERS, 2002). Minociclina é outro antibidtico
que pode substituir a doxiciclina em tratamentos de equinos com DL. Ela tem melhor
biodisponibilidade oral que a doxiciclina em equinos, atingindo maior concentragdo no
liquido cefalorraquidiano, pois é mais lipofilica e menos ligada as proteinas que a doxiciclina.
Minociclina na dose de 4 mg/kg, via oral, a cada 12 horas, pode eventualmente substituir a
doxiciclina como o tratamento nos tratamentos de DL em equinos (DIVERS, 2013).

Estudo experimental comparando a agdo de trés antibidticos em pdneis apos trés meses
de infeccdo experimental com Borrelia burgdorferi, obteve resultados que indicam o
tratamento com oxitetraciclina. Os poneis foram tratados por 28 dias e acompanhados durante
seis meses apds os tratamentos até a eutandasia. Verificou-se que somente a oxitetraciclina (na
dose de 5 mg/kg/dia) foi capaz de reduzir os titulos de anticorpos a niveis basais em testes
soroldgicos. Ademais, todas as amostras teciduais de todos os animais deste grupo de
tratamento foram negativos em culturas e exames post morten. Ja 0s animais do grupo tratado
com doxiciclina (10 mg/kg/dia) e ceftiofur (2,2 mg/kg/dia), apresentaram titulos crescente
quatro meses apds os tratamentos, bem como amostras teciduais, retiradas post morten ao
final de 12 meses, positivas em cultura e PCR (CHANG et al., 2005).

2.6.5 Prevencéao

Certamente, a melhor forma de prevencdo € evitar a exposicao a carrapatos vetores e
impedir que estes figuem fixados por longos periodos no animal, permitindo a transmisséo
das borrélias (DIVERS, 2013).

Tem sido testada uma vacina baseada em OspA recombinante (gene OspA obtido a
partir de cepa B. burgdorferi B31) com adjuvante (hidroxido de aluminio), desenvolvida para
uso em humanos, mas que também tem sido usada em cdes e equinos. Particularmente em
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equinos, tal vacina tem demonstrando capacidade de bloguear a infec¢do, evitando a doenca
em infeccdo experimental (CHANG et al., 2000Db).

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

2.7 A Importancia das Borrelioses e outras Zoonoses Transmitidas por Carrapatos para
as Forgas Armadas

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

Nos Estados Unidos, amplo estudo na populacdo de militares da Forca Aérea
Americana em 30 Estados do pais, durante os anos de 1989 a 1992, observou que 0s 462
carrapatos coletados realizando parasitismo em militares pertenciam a dez diferentes espécies,
sendo todas elas vetores de doencas zoondticas. Também observou que a maioria dos militares
parasitados tinha idade igual ou menor a 20 anos, indicando que a relacdo com atividades de
treinamento em campos e matas pode associar-se ao maior risco de infestagdo. Mas a
amplitude da idade dos militares parasitados (até 76 anos), claramente indica que todos os
grupos etarios sdo vulnerdveis ao parasitismo e as doencas transmitidas por carrapatos
(CAMPBELL; BOWLES, 1994).

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

Militares estdo constantemente sendo submetidos a treinamentos e operacfes em areas
silvestres, rurais, peri-urbanas e urbanas, onde ficam mais expostos e sujeitos ao parasitismo
por carrapatos e, consequentemente, a infeccdo por zoonoses. Além disso, 0 contanto com
animais de uso militar, a exemplo dos equinos e caninos, pode aumentar os riscos de infecgéo,
visto que tais animais podem atuar como hospedeiros reservatorios ou carreadores de
carrapatos infectados para a proximidade do convivio dos militares (PRADO, 2013).

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

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

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

Corroborando o risco ocupacional para doengas transmitidas por carrapatos a que
militares estdo expostos, ha estudos moleculares registrando a presenca de carrapatos
infectados com Rickettsia rickettsii em areas de instru¢do da Academia Militar das Agulhas
Negras, em Resende - RJ (CAMPOS et al., 2008). Kill-Silveira (2010), também detectou
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Rickettsia spp. em carrapatos coletados em duas areas de instrucdo millitar, uma do Exército e
outra da Marinha, no estado do Rio de Janeiro. Além disso, estudo americano sobre
populacdes militares de seu exercito tem documentado casos de impacto da febre maculosa
causada por rickettsias em operacGes e treinamentos militares em &reas infestadas por
carrapatos (SHANKS et al., 2004).

Visando mitigar os riscos de infestagdo por carrapatos, e consequente infeccdo por
borrelioses, riquetsioses e outras doencas, tem sido preconizada uma Doutrina de
Biosseguranga em Operaces Militares, através de Medidas Operacionais de Protegdo
Preventiva (MOPP), baseada em Medidas de Protecdo Individual (MPI) e Medidas de
Protecdo Coletiva (MPC) (CAMPOS, et al., 2012).

PRADO (2013) propde como MPC, entre outras agdes, o controle estratégico de
carrapatos nos animais de emprego militar que, pelo contato estreito com os militares, podem
funcionar como carreadores de carrapatos infectados para junto dos humanos. Além disso, o
autor sugere a realizagdo de pesquisas epidemiol6gicas visando o reconhecimento e
monitoramento de agentes patogénicos transmitidos por carrapatos nas populacdes de animais
de emprego militar, que funcionariam como animais sentinela de tais zoonoses, prevendo a
emergéncia e o risco destas doencas na tropa.

No caso das borrelioses no Brasil é possivel que os equinos, incluindo os de uso
militar, além de sentinelas e carreadores de carrapatos, possam estar funcionando até mesmo
como hospedeiros reservatorios. Ha relatos sugestivos desta possibilidade, inclusive ha casos
humanos que tem relacdo e histério epidemioldgico de infeccdo por Borrelia burdorferi a
partir da infestacdo de carrapatos oriundos do contato com equinos doentes (MARCELIS et
al., 1987).

23



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descricdo da Area de Estudo

O presente estudo foi realizado em rebanho de equinos de uso militar da Academia
Militar das Agulhas Negras (AMAN), localizada na microrregido do Vale do Paraiba
Fluminense, no municipio de Resende, estado do Rio de Janeiro. O municipio possui uma
area de 1.113,507 km?, localiza-se a 22°27’ de latitude sul e a 44°28’ de longitude oeste, com
altitude em relacdo ao nivel do mar de 440 m, possuindo um clima classificado como tropical
de altitude (Cwa), segundo a classificacdo climatica de Koppen-Geiger (PIEEL et al., 2007).

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

ala 1500000

Figura 1. Localizagdo geogréfica do municipio de Resende, dentro da microrregido do Vale
do  Paraiba  Fluminense, no estado do Rio de  Janeiro. Fonte:
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:RiodeJaneiro_Municip_Resende.svg.

A Academia Militar das Agulhas Negras (AMAN) é uma instituicdo de ensino superior
do Exército Brasileiro e conta com um efetivo de aproximadamemente cinco mil homens.
Esté situada no municipio de Resende, sendo a maior escola de formagéo militar da América
Latina, com 67 km2 de area total dentro do municipio de Resende.

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

A area da AMAN ¢ cortada por diversos corregos e cursos d’agua, com destaque ao
Rio Alambari, afluente do Paraiba do Sul, que nasce no Parque Nacional do Itatiaia e percorre
praticamente toda a area da AMAN. A presenca abundante de cursos de &gua, campos e
fragmentos de mata atlantica proporcionam uma rica fauna de animais silvestres na regido,
com destaque a alguns que podem ser reservatdrios de agentes zoono6ticos como: capivaras
(Hydrochoerus hydrochaeris); gambas (Didelphis aurita); ouricos (Coendou villosus); cutias
(Dasyprocta aguti); preas (Cavia aperea); tatus (Dysipus novectus); jacus, (Penelope
ochrogaster), entre outros. Alem disso, em parte das areas do Campo de Instrucao ainda ha a
presenca de outros tipos de animais domésticos de arrendatarios como caninos, bovinos,
bubalinos e equinos.
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Figura 2. Imagem aérea da Academia Militar das Agulhas Negras, localizada no municipio de
Resende — RJ. Fonte: http://www.turmafloriano.com.br/aman.htm

3.2 Inquérito Epidemioldgico nos Equinos de Uso Militar
3.2.1 Delineamento do estudo e amostragem

Efetuou-se um estudo do tipo transversal de uma coorte de equinos de uso militar do
municipio de Resende — RJ, mantidos na area da Academia Militar das Agulhas Negras.

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

Assim, obteve-se 0 nimero de 384 amostras de soros equinos para a regido estudada,
admitindo-se um intervalo de confianca de 95%, uma margem de erro de 5%, e seguindo-se a
equacdo seguinte descrita por Sampaio (2002):

[n = 1.96% Tﬁg (1- Pesp)

Onde: n = tamanho da amostra; Pes, = prevaléncia esperada; d° = precisdo absoluta desejada.
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Entretanto, como a amostra calculada extrapolou a populacdo do rebanho de equinos
de uso militar mantidos na area, optou-se pela realizacdo de um censo da populacdo de
equinos de uso militar, que era de 174 equinos a época do estudo. Sendo assim, todos 0s
equinos de uso militar presentes no rebanho da AMAN no momento do estudo foram
submetidos a exame fisico visando verificar a infestacdo de carrapatos, assim como tiveram
amostras de sangue coletadas, no periodo compreendido entre 0s meses de fevereiro a marco
de 2013.

3.2.2 Caracterizagéo do rebanho de equinos de uso militar da AMAN

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

Com relacgdo ao controle de ectoparasitas, tais equinos tém sido submetidos, desde o ano
de 2005, a um controle estratégico de carrapatos baseado em banhos com solucdo de
cipermetrina a 15%, diluida na proporcao de 2 ml por litro de solucédo, sendo aplicados 4 litros
de solucdo por equino através de aspersdo. Os banhos sdo realizados semanalmente, em todo
o plantel, entre os meses de abril a outubro, e mensalmenete entre os meses de novembro a
marc¢o, conforme proposto por Labruna et al. (2004).

No momento em que foi realizado o estudo na AMAN os 174 equinos do rebanho
estavam divididos em duas areas onde foram mantidos: a Secdo de Equitacdo (Sec Equi) com
137 equinos, e o Curso de Cavalaria (C Cav) com 37 equinos.

Em tais areas os equinos foram submetidos a dois tipos de manejo: Regime estabulado e
semi-estabulado. No regime estabulado os equinos foram mantidos em baias a maior parte do
dia, recebendo feno de alfafa e concentrado (racdo balanceada) em horéarios determinados,
sendo ocasionalmente soltos em piquetes, por curtos periodos. No regime semi-estabulado os
equinos foraam mantidos soltos em areas de pastagem a maior parte do dia, sendo presos em
baias para fins de fornecimento de concentrado e para utilizacdo em instrucdes militares
quando necessario.

Na Sec Equi os equinos mantidos sob regime estabulado foram mantidos no pavilhdo
de baias denominado “Odim”, enquanto que os equinos em regime semi-estabulado foram
mantidos nos pavilhdes “Box” e “Geral”. Estes sdo soltos em area de pastagem da Sec Equi.

No C Cav os equinos foram mantidos todos no mesmo pavilhdo de baias, sendo que os
animais em regime semi-estabulado foram soltos em area de pastagem do C Cav, enquanto 0s
estabulados permanecem nas baias, sendo ocasionalmente soltos em pequenos piquetes por
curtos periodos.

Nas areas de pastagem onde os equinos do C Cav, assim como nos piquetes onde 0s
equinos estabulados da Sec Equi foram ocasionalmente soltos, havia a presenca de mata ciliar,
capoeiras e fragmentos de mata atlantica, tornando tais areas coabitadas por animais silvetres.
Tal fato ndo ocorria com a area de pastagem onde 0s equinos de regime semi-estabulado da
Sec Equi foram soltos, pois era composta basicamente por forrageiras.

Desta forma, dentro das duas &reas de criacdo de equinos na AMAN (Sec Equi e C Cav)
0s 174 equinos de uso militar estiveram subdivididos em quatro grupos de manejo: Equinos
da Sec Equi, estabulados no pavilhdo Odim (Grupo 1), com um total de 37 equinos; equinos
da Sec Equi, semi-estabulados do pavilhdo Box (Grupo 2), com 40 equinos; equinos da Sec
Equi, semi-estabulados do pavilhdo Geral (Grupo 3) com 60 equinos; e equinos semi-
estabulados do C Cav (Grupo 4), com 37 equinos.
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Figura 3. Imagens dos grupos de equinos na Secdo de Equitacdo da AMAN. a) equinos semi-
estabulados em baias do pavilhdo Geral; b) Pavilhdes de baias dos equinos do C Cav; c)
equinos semi-estabulados nas baias do pavilhdo Box; d) imagem do pavilhdo Odim e equinos
soltos em piquete deste pavilhéo.
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Figura 4. a) Imagem do Rio Alambari e regido de mata ciliar que transpassa as areas de
pastagens do C Cav e piquetes da Sec Equi; b) Lagoa na area de pastagem do C Cav, notar
presenca de fezes de capivaras no canto inferior direito da foto (seta indicando); c) Equinos do
Grupo 4 pastando proximo a fragmento de mata; d) Equinos do Grupo 1 em piquete da Sec
Equi, em contato com mata ciliar.

3.2.3 Ficha de exame fisico e informacao

Cada animal teve seus dados registrados em uma Ficha Individual de Exame Fisico e
Informacédo de Equino (Anexo 1), visando recolher informacdes inerentes aos equinos (idade,
sexo, pelagem, raca), quanto a infestacdo por carrapatos (nimero e género de carrapatos que
infestavam cada animal no momento da coleta), e quanto as condi¢des de manejo (estabulado
ou semi-estabulado, caracteristica do ambiente de pastejo, areas de criacdo em que se encontra
na AMAN, entre outras). Algumas informagdes (p.ex.: cor, sexo, tipo de manejo) foram
coletadas no ato da coleta das amostras de sangue, outras foram coletadas através do Sistema
de Controle de Equinos do Exército (Sistema Pégasus) (p. ex.; idade, tempo de criacdo na
AMAN). Todas as informacdes adquiridas a partir de tais fichas foram tabuladas numa
planilha do Microsoft Excell a fim de avaliar possiveis fatores associados a sororreatividade
dos equinos a Borrelia spp..
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3.2.4 Coleta de carrrapatos e de amostras de sangue

Todos os equinos tiveram todo o corpo inspecionado visualmente, com atencdo nas
regides mais comumente parasitadas por Ixodideos como: pavilhdo auricular, cabega,
pescogo, peito, axilas, regido inguinal e embaixo da cauda. Dos animais parasitados foram
coletados todos os carrapatos presentes, armazenados em tubos identificados contendo alcool
isopropilico para a posterior identificacdo das espécies e contagem do numero de carrapatos.
A presenca de infestacdo de carrapatos foi categorizada considerando-se animais infestados
aqueles que apresentavam ao menos um carrapato realizando parasitismo. O grau de
infestacdo de carrapatos foi categorizado em infestacdo ausente ou leve (animais com até 20
carrapatos) e moderada a pesada (animais com mais de 20 carrapatos)(LABRUNA et al.,
2001).

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

Posteriormente, foram encaminhados, sob-refrigeracdo, ao Laboratério de
Hemoparasitos e Vetores da Estacdo Experimental de Pesquisa Parasitologica W.O. Neitz
(E.E.P.P. W.O. Neitz), na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, e mantidos a -20°C
até 0 momento da realizacdo dos ensaios sorolégicos no Laboratério de Doencas Parasitarias
do Departamento de Parasitologia Animal.
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Figura 5. Imagens das coletas de amostras e de carrapatos. a) Amostras de sangue coletadas;
b) Soro aliquotado, identificado e congelado para envio a UFRRJ; c¢) Equino tendo o corpo
inspecionado para a coleta de carrapatos; d) Contagem e identificacdo dos carrapatos no LAC
HVet AMAN; e) Infestacdo de Dermacentor nitens no pavilh@o auricular de equino; f) Fémea
de Amblyomma cajenense ingurgitada coletada de equino.
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3.3  Teste Soroldgico
3.3.1 Obtencédo do antigeno bruto de Borrelia burgdorferi

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

Centrifugou-se 0 meio (12.000xg/20 min. a 4 °C) e o sedimento foi ressuspenso em
tampé&o salino fosfatado (PBS) 0,001M MgCI2.6H20 pH 7,4 e submetido ao tratamento
anterior por duas vezes. O "pellet” formado foi lavado com PBS e finalmente suspenso na
mesma solucdo ao volume de 6,0 ml. A suspensdo foi submetida a sonicagdo (Fisher Sonic
Dismembrator, model 300, Dynatech) por trés minutos, com intervalos de 15 segundos.
Posteriormente, foi filtrada a 0,45um e aliquotada, obtendo-se assim, o extrato total de
antigeno para uso nos procedimentos de ensaios imunoldgicos, o qual foi armazenado entre a
- 70°C, até o momento (GRODZICKI; STEERE, 1988).

Determinou-se a concentracdo protéica do extrato total de antigeno por meio da técnica
de Lowry (LOWRY et al. 1951), obtendo-se 1,4 mg/ml de conteldo protéico.

3.3.2 Obtencéo de soro controle positivo para Borrelia burgdorferi
O soro para o controle positivo foi obtido por Madureira (2007).
3.3.3 Obtencédo do soro controle negativo para Borrelia burgdorferi
O soro para o controle negativo foi obtido por Madureira (2007).
3.3.4 Ensaio de imunoadsorc¢ao enzimatica indireta (iIELISA)

As amostras coletadas foram analisadas através do iELISA, conforme padronizado por
SALLES (2001). Realizou-se o ensaio para detectar anticorpos da classe 1gG homologos
contra B. burgdorferi sensu lato, utilizando o antigeno de B. burgdorferi sensu stricto cepa
G39/40 diluido a 20 pug/mL em tampdo carbonato pH 9,6, sensibilizando-se microplacas de
poliestireno com 96 orificios (NunclonTM Maxisorp; Nunc,Denmark), incubadas em camara
umida a 4 °C "overnight".

Apos sensibilizacdo, as placas foram lavadas por trés vezes com Tampao salino fosfato
acrescido de Tween 20 0,05% pH 7,4 (PBST) e bloqueadas com 200 pL de Leite em p6 5%
diluido em PBST e incubadas por 90 minutos, em camara Umida, em estufa bacteriol6gica a
37° Celsius. Posteriormente, lavaram-se por trés vezes as placas conforme descrito
anteriormente.

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

Entdo, foi disposto 100 puL do conjugado IgG de coelho anti 1gG equino ligado a
fosfatase alcalina (SIGMA®) na diluigéo de 1:1000 em PBST. As placas foram incubadas por
mais 90 minutos nas mesmas condic¢des anteriores e, em seguida, foram realizadas as lavagens
das placas.
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Por fim, as placas foram forradas com a solugdo reveladora composta pelo substrato
paranitro fenil-fosfato de sédio (PNPP) (Sigma Chemical) diluido em tamp&o dietanolamina
pH 10,5 na concentracdo de 1mg/ml. Estas permaneceram a temperatura ambiente até a
revelacdo e momento de leitura em espectrofotdbmetro para microplacas de 96 orificios
(Multiskan FC Thermo Science / Uniscience, Modelo 1, Versdo 1.00.79, NS 357-00429),
utilizando filtro para comprimento de onda de 405nm. Em todas as fases do ensaio utilizou-se
200uL de solucdo por orificio. O ponto de corte (cutoff) para o ensaio foi determinado
segundo a média mais trés vezes o desvio padrdo dos valores da densidade Optica (DO) dos
controles negativos (Frey et al. 1998). O indice de densidade Optica foi calculado com base na
formula DOx100/“cutoff”. Desta forma, indices de DO com valores acima de 100 foram
considerados positivos.

3.4 Analise Estatistica

Para a descricdo da prevaléncia de animais positivos no rebanho, assim como nos
respectivos grupos, foram calculadas as taxas de prevaléncia dividindo o nimero de equinos
positivos no rebanho, ou no grupo, pelo efetivo do rebanho, ou grupo em questdo,
multiplicando-se pela constante (100), conforme Pereira (2012).

Para a descricdo do quantitativo de carrapatos entre 0s grupos estudados, foram
realizadas algumas analises exploratdrias dos dados atraves de graficos boxplots, calculos do
namero médio de carrapatos por equino e calculos do percentual de equinos com presenca de
infestacéo.

Para a comparacao da prevaléncia de animais positivos entre grupos utilizou-se o teste
de comparacéo de propor¢6es em nivel de significancia de 5 %.

Para a comparacgédo das contagens de carrapatos entre 0s grupos, utilizou-se testes ndo-
paramétricos de Kruskal-Wallis, pois houve presenca de ndo normalidade nos dados de
contagem verificados através do teste de Shapiro-Wilk, ambos em nivel de 5% de
significancia.

Para a avaliacdo dos possiveis fatores associados a soropositividade, as variaveis
independentes selecionadas a partir das fichas de exame fisico e informacdo dos equinos
foram analisadas em funcdo da frequéncia da detec¢do de anticorpos homdlogos anti-Borrelia
burgdorferi sensu lato, utilizando o teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 25%
de significancia, sendo as variaveis com diferenca estatistica incluidas no modelo de regressédo
logistica, em nivel de 5% de significancia. Para as varidveis com significancia foram
calculadas as Odds Ratio (OR) e os respectivos intervalos de confianca (IC). Todas as analises
estatisticas foram realizadas através do pacote estatistico R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2010).
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4 RESULTADOS

4.1 Inquérito Soroldgico para Borrelia spp.

A partir das 174 amostras submetidas ao iIELISA, foram dectados 52 (29,89%) animais
sororreagentes para Borrelia spp.. Destes, 13 animais pertenciam ao Grupo 1; 11 animais ao
Grupo 2; 16 animais ao Grupo 3; e 12 animais ao Grupo 4. Os resultados de sororreatividade
e respectivas prevaléncias dos grupos e rebanho como um todo sdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados de sororreatividade ao IELISA para Borrelia burgdorferi, respectivas
prevaléncias nos grupos de equinos, e resultado do teste de comparagao de proporcoes.

IELISA Teste de comparacgéo de proporgdes
Positivos Negativos  Prevaléncia p-valor
Grupo 1 13 24 35,14%
Grupo 2 11 29 27,50%
Grupo 3 16 44 26,67% 0.80
Grupo 4 12 25 32,43%

Grupo 1: equinos da Sec Equi, estabulados no pavilhdo Odim (37 equinos); Grupo 2: equinos da Sec Equi, semi-
estabulados do pavilhdo Box (40 equinos); Grupo 3: equinos da Sec Equi, semi-estabulados do pavilhdo Geral
(60 equinos); Grupo 4: equinos semi-estabulados do C Cav (37 equinos).

4.2 Infestacdo por Carrapatos

Neste estudo foi observada a ocorréncia de somente duas espécies de carrapatos
realizando parasitismo nos equinos, a saber: A. cajennense e D. nitens. Verificou-se que 0s
carrapatos, de acordo com a espécie, estavam em diferentes graus de infestacdo nos animais,
assim como também houve diferenca significativa (p<0,001) entre as médias de infestacdo
por espécies de carrapatos observadas, nos equinos de uso militar ao se comparar 0s grupos de
manejo em que estavam distribuidos (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2. Porcentagem de equinos infestados e média de contagem de carrapatos por equino
(A. cajennense, D. nitens e total da contagem de carrapatos) observadas nos diferentes grupos
de manejo.

Grupos A. cajennense D. nitens Carrapatos

de _ % equinos  Média de % equinos  Média de % equinos  Média de
manejo infestados contagem infestados  contagem infestados ~ contagem
Grupo 1 18,9 0,6 16,2 2 32,4 2,6
Grupo 2 85 2,4 80 28,7 97,5 31,1
Grupo 3 58,3 1,6 50 14 70 15,6
Grupo 4 83,8 9,3 2,7 0,03 83,9 9,33
Rebanho 61,5 3,2 39,6 11,9 71,3 15,1
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Tabela 3. Resultado da comparacgédo entre as médias de contagens de carrapatos por equino
(A. cajennense, D. nitens e total de carrapatos) entre 0s grupos, através do teste de Kruskal-
Wallis.

Médias de contagens de carrapatos por equino  Teste Kruskal-Wallis

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 p-valor

A. cajennense 0,6 2,4 1,6 9,3 <0,001
D. nitens 2 28,7 14 0,03 <0,001
Carrapatos 2,6 31,1 15,6 9,33 <0,001

4.3 Fatores Associados aos Equinos Sororreagentes a Borrelia burgdorferi

Na Tabela 4, observa-se a anélise bivariada e multivariada dos fatores associados a
soropositividade dos equinos frente a deteccdo de anticorpos homologos anti-B. burgdorferi
cepa G 39/40 através do iELISA. Dentre todas as variaveis independentes, definigdo racial,
grupo de manejo, sistema de criacdo, tempo de criacdo na AMAN, grau de infestacdo por
carrapatos, infestacdo por D. nitens e infestagdo por A. cajennese ndo apresentaram associagdo
estatistica (p>0,25) a partir da andlise bivariada (Tabela 4). As variaveis género, idade, tipo de
emprego, origem do equino e infestacdo por carrapatos apresentaram significancia na analise
bivariada (p<0,25) e, assim, foram incluidas na analise multivariada. De todas estas variaveis,
quando submetidas a regressdo logistica, apenas a presenca de infestagdo por carrapatos
influenciou significantemente na soropositividade dos animais.

Apesar disto, observou-se que fémeas, animais com idade superior a seis anos e
menor ou igual a dez anos, equinos com raca definida, equinos manejados no Grupo 1,
equinos empregados para esporte, equinos do sistema de criacdo estabulado, equinos oriundos
da Coudelaria do Rincéo, assim como equinos com infestacdo por D. nitens e com infestacdo
por A. cajennense apresentaram maior frequéncia de soropositividade para Borrelia spp..

34



Tabela 4. Andlise bivariada e multivariada da frequéncia de equinos soropositivos através do
IELISA para anticorpos homdlogos da classe 1gG anti- B. burgdorferi, em funcdo das
variaveis: género, idade, definicdo racial, grupo de manejo, tempo de criacdo, origem,
emprego sistema de criagdo e presenca de infestacdo por carrapatos nos equinos de uso militar
do municipio de Resende — RJ.

Caracteristicas dos animais e N (%) Bivariada Multivariada
manejo Y P P OR IC 95%
Género

Fémea 77 37,7 0,06 - (0,97 - 4,15)

Macho 97 23,7 3,98 0,06 * -
Idade

< 6 anos 10 40 0,51 - (0,32 -9,33)

>6¢ <10 anos 62 40,3 0,96 - (0,18 - 6,05)

> 10 e <20 anos 87 21,8 6,47 0,09 - * -

> 20 anos 15 26,7 0,48 - (0,22 - 26,35)
Definigéo racial

Com raca 42 33,3 - -

Sem raca definida 132 288 031 0,72 i - -
Grupo de manejo

Grupo 1 37 35,1 - -

Grupo 2 40 27,5 - -

Grupo 3 60 267 0 080 ] i i

Grupo 4 37 32,4 - -
Tempo de criacdo na AMAN

<5 anos 82 36,8 - - -

>5¢e<15 anos 64 38,9 131 0,52 - - -

> 15 anos 28 17,9 - - -
Emprego do equino

Esporte 42 38,1 0,25 - (0,61 - 6,33)
Instrugéo 132 27,3 1.78 0,25 - * -

Sistema de criagdo

Semi-estabulado 134 28,4 - -

Estabulado 40 35 065 0.54 - -
Origem dos equinos

Coudelaria do Rincéo 90 35,6 0,06 - (0,11 - 1,06)

Rio Grande do Sul 61 23,0 22,32 0,23 - * -

Desconhecida 23 26,1 0,25 - (0,16 - 1,62)
Infestacdo por Dermacentor

Néo 105 28,6 - -

Sim 69 319 022 0.7 ) - -
Infestagdo por Amblyomma

Nao 67 26,9 - -

Sim 107 318 047 060 ) - -
Grau de infestacéo por
carrapatos

Ausente/leve 140 30,0 - -

Moderado/alta 34 29,4 0,005 0.89 ) - -
Infestagdo por carrapatos

Né&o 50 20 - * -

3,27 0,10
Sim 124 34 0,02 3,45 (1,2-9,7)

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

O resultado de soroprevaléncia encontrado por este estudo é similar ao reportado por
Madureira et al. (2007) em equinos dos municipios de Trés Rios e Vassouras, estado do Rio
de Janeiro, que observou soroprevaléncia de 28,4% também ao IELISA. Também ¢é
semelhante ao encontrado por Galo et al. (2009) em equinos dos municipios de Castanhal,
Belém, Santa Isabel e Ananindeua, todos do estado do Pard, que apresentaram soroprevaléncia
de 26,7%.

Entretanto a prevaléncia observada nos equinos de uso militar do municipio de
Resende, difere da prevaléncia observada em equinos da regido insular do estado do Para,
visto que Madureira et al. (2009) reportaram prevaléncia de 9,5% em equinos da llha de
Marajo.

Salles et al.(2002) evidenciou soroprevaléncia de 42,8% em equinos do municipio de
Seropédica criados extensivamente e com altas infestacGes de carrapatos. Este estudo também
encontrou soroprevaléncia de 2,9% em equinos de uso militar da Policia Militar do Rio de
Janeiro, e de 0,9% em equinos do Exército Brasileiro utilizados para producao de imundgenos
(soro anti-ofidico) no Instituto de Biologia do Exército. Em ambos locais foram evidenciadas
baixas infestacfes de carrapatos. As menores prevaléncias encontradas por Salles et al. (2002)
em equinos militares da Policia Militar e Instituto de Biologia do Exército, comparados ao
resultado encontrado nos equinos da AMAN, é provavel que seja consequente a maior
exposicdo destes ultimos & carrapatos, assim como caracteristicas de manejo e pastagens.

Os equinos da AMAN tiveram média de contagem de carrapatos de 15,1 carrapatos
por equino, sendo considerada um grau de infestacdo leve (TEGLAS et al.,, 2005).
Considerando-se somente a espécie A. cajennense, a média de contagem por equino foi de 3,2
carrapatos por equino. Tal contagem € muito baixa comparada a encontrada em animais
criados a pasto sem controle estratégico de carrapatos. Labruna et al. (2004), na mesma época
do ano em que foi realizado este estudo, encontrou uma contagem média gque variou de 560,7
a 763,6 carrapatos A. cajennense por equino.

Entretanto, no presente estudo houve uma grande amplitude em relacdo a contagem de
carrapatos nos equinos, havendo animais que ndo apresentavam nenhum carrapato, e um
animal com até 289 carrapatos.Os equinos, em sua maioria (137/174), séo criados em regime
semi-estabulado e, mesmo os considerados como estabulados, tem acesso esporadico a
piquetes onde ficam expostos a carrapatos.

A amplitude na contagem de carrapatos certamente também é influenciada pelos
diferentes tipos de toalete (incluindo inspecdo, limpeza, escovacdo e aparacdo de crinas) e
manejo a que o0s animais sdo submetidos nos grupos dentro da AMAN, justificando a
diferenca significativa observada na Tabela 3. Isto também fica evidenciado pela infestacdo de
D. nitens que acomete, de forma diferente, aos animais dos Grupos 2 e 3, apesar destes
frequentarem a mesma area de pastagem. Observou-se, durante a coleta das amostras, que 0S
animais do Grupo 3 tém a crina toda aparada de forma rente, dificultando o abrigo de D.
nitens nesta localizagdo e facilitando a acdo de acaricidas aplicados, bem como a remogao
mecanica por tratadores. J& os equinos do Grupo 2 sdo mantidos com a crina aparada, mas
permanecem com a porcdo distal da crina (“topete”) sem aparacdo, local onde foi verificado
intensa infestacdo por D. nitens. O “topete” caracteristico dos equinos do Grupo 2 parece
fornecer abrigo aos carrapatos, protegendo-os da insolacdo, da agdo de acaricidas que sé&o
aplicados por asperséo, e da remoc¢do mecanica.

E provavel que as diferentes pastagens a que 0s animais tém acesso tenham graus
variados de infestacdo entre as diferentes espécies de carrapatos. Os animais do Grupo 4, sob
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regime semi-estabulado, apresentaram uma média de infestacdo por Amblyomma cajennese
maior que os Grupos 2 e 3, também semi-estabulados, mas que frequentam area de pastagem
diferente. Isto pode ser explicado pela presenca de areas de mata ciliar e fragmentos de mata
atlantica, assim como um rio e uma lagoa, presentes na area de pastagem frequentada pelos
equinos do Grupo 4. Corroborando Labruna et al. (2001), que observaram forte associacdo
epidemiolégica entre pastagens de cobertura desuniforme, contendo diversas espécies de
arvores e arbustos interpostos por gramineas, e a presenca de carrapatos A. cajennense assim
como alto grau de infestagdo nos equinos que as frequentavam. Este tipo de pastagem parece
favorecer um microclima de solo mais adequado ao desenvolvimento e proliferacdo de A.
cajennense (LABRUNA et al., 2001).

Tais ambientes também favorecem a presenca de animais silvestres coabitando as
pastages, entre eles capivaras e gambas, incrimindos como possiveis reservatorios de Borrelia
(ABEL et al. 2000a; SPOLIDORO et al., 2010) e que apresentam altas infestacbes por
carrapatos do género Amblyomma (PEREZ et al., 2008), favorecendo a disseminagao destes
carrapatos nas areas frequentadas por tais equinos e, possivelmente, a sua infeccdo por
Borrelia spp.. Tal observacdo também é relatada por Eng et al.(1988), que verificaram que
cdes e equinos que tém acesso a areas de vegetacdo densa, a areas peri-domiciliares, ou acesso
a matas tem risco igual ou maior de tornarem-se infectados por B. burgdorferi quando
comparados a humanos.

A biodiversidade de flora e fauna ndo ocorrem nas pastagens frequentadas pelos
equinos dos Grupos 2 e 3. No entanto, 0s equinos do Grupo 1, apesar de passarem a maior
parte do tempo estabulados, tem acesso esporadico a piquetes em &rea contigua a frequentada
pelos equinos do Grupo 4. Assim, ficando sujeitos a condi¢des de pastagens similares as dos
animais do Grupo 4, com presenca de matas coabitadas por animais silvestres.

Desta forma, tais condicdes de pastagens estariam influenciando ndo somente na
infestacdo de carrapatos sobre 0s equinos, mas também na soroprevaléncia para Borrelia spp.,
que apresentou-se mais elevada nos equinos dos Grupos 1 e 4, respectivamente de 35,14% e
32,43%, quando comparados aos equinos dos Grupos 2 e 3, que apresentaram
soroprevaléncias de 27,5% e 26,67%, apesar da diferenca ndo ser significativa ao teste de
comparacao de proporc¢des, conforme Tabela 1.

O risco de infec¢do por B. burgdorferi estd correlacionado com a oportunidade dos
animais ou humanos serem picados por carrapatos infectados. Desta forma é dependente,
quantitativamente, da densidade de carrapatos vetores nas areas em que estes tém acesso. Mas
também depende, qualitativamente, da proporcao destes carrapatos, presentes em determinada
area, que estdo realmente infectados. Ademais, a maioria dos casos de Doenga de Lyme tem
sido associados aos estagios de ninfa dos vetores (FRITZ; KIEMTRUP, 2003). Apesar da
analise multivariada do rebanho como um todo ndo ter evidenciado correlacdo entre a
infestacdo por A. cajennense e a soropositividade nos animais, verificou-se que os equinos do
Grupo 4 foram os mais intensamente parasitados por tal carrapato e tiveram prevaléncia de
32,43%, maior que as observadas nos grupos 2 e 3.

A menor média de contagem de carrapatos observada nos equinos do Grupo 1 esta
ligada ao tipo de emprego e aos maiores cuidados de toalete que tal grupo recebe. Os animais
de tal grupo pertencem ao pavilhdo Odim, onde ficam alojados os equinos utilizados para
esporte (Hipismo e Concurso Completo de Equitacdo), sendo utilizados mais intensamente em
provas e treinamentos.

Desta forma, este grupo detém os animais que tem a maior frequéncia de toaletes e
escovacOes entre os grupos de equinos da AMAN, o que contribui para a remogdo mecéanica
da maioria dos carrapatos, ocasionando a baixa contagem verificada em tal grupo. Entretanto
a presenca de carrapatos evidencia que ha contato com tais vetores e, embora aparente ser
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guantativamente menor que em outros grupos, a alta soroprevaléncia em tal grupo sugestiona
uma questdo qualitativa envolvida na infecgdo dos animais, sendo provavel que tais equinos
tenham contato com areas que possuem uma alta proporcdo de carrapatos infectados em
atividade. Fato similiar foi observado por Egenvall et al. (2001), que verificou maior risco
para soropositividade para Borrelia burgdorferi em equinos estabulados com acesso ocasional
as pastagens, pois 0s equinos tinham acesso a pastagens em momentos de alta atividade dos
carrapatos vetores.

O resultado do presente estudo revela prevaléncia semelhante as de areas endémicas
para DL em paises do hemisfério norte, onde tem sido observadas prevaléncias entre 10 a
60% (COHEN et al., 1992; BERNARD et al., 1990). Nos Estados Unidos a soroprevaléncia
para DL em equinos varia de acordo com a area de estudo, sendo maior em regides onde a DL
é endémica em humanos (MAGNARELLI et al., 2000b). Wagner; Erb (2012) reportaram
prevaléncia de 8% em amostras de soros equinos de municipios do Estado de Nova York,
EUA. No Estado de Minessota, estudo retrospectivo analisando soros de 1.290 equinos,
através de RIFI, encontrou uma soroprevaléncia de 58,7 (DURRANI et al., 2011). Na regido
nordeste dos EUA, regido endémica para DL humana, foi verificado prevaléncia de 45,1% em
85 amostras de soro equino estudadas, sendo a alta prevaléncia atribuida a ampla distribuicao
geogréfica dos carrapatos Ixodes e a presenca de roedores reservatorios nesta regido
(MAGNARELLLI et al., 2000b). Ja estudos na regido Noroeste dos EUA, regido ndo endémica
de DL humana, revelaram menor soroprevaléncia, de 14,8% (METCALF et al., 2008). Tais
estudos evidenciam o papel do equino como sentinela para a DL nos EUA.

Neste estudo transversal, apesar das infestagfes por Amblyomma ou por Dermacentor,
separadamente, nao terem mostrado associacdo com soropositividade pela anéalise
multivariada, ao analisarmos a infestacédo por carrapatos como um todo foi verificado que esta
varidvel estava associada a soropositividade para Borrelia spp., sendo fator de risco
significante (OR 3,45; IC 1,2-9,7). Desta forma, fica evidenciado o papel dos carrapatos como
provaveis vetores da Borrelia spp. que circula neste rebanho. Tal fato também corrobora o
verificado por Egenvall et al. (2001), que observou que a soroprevaléncia aumentou com o
aumento da exposicdo aos carrapatos. Salles et al. (2002), em estudo de soroprevaléncia de
Borrelia spp. em equinos no estado do Rio de Janeiro, também notou maior prevaléncia em
equinos com maior infestacdo por carrapatos.

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

A presenca de equinos sororreativos corrobora a circulacdo de Borrelia spp. no
municipio de Resende, fato observado também em outros municipios do estado do Rio de
Janeiro conforme Madureira (2004) e Salles et al. (2002).

Madureira et al. (2009) alertaram que a presenca de anticorpos contra Borrelia
burgdorferi em equinos é indicativo da circulacdo de Borrelia spp. no rebanho, sendo
necessario atengdo para a ocorréncia de borreliose em humanos. Assim, considerando a
importancia desta doenca emergente em nosso pais, o presente estudo reforga as evidéncias da
circulacdo de uma Borrelia em nosso teritdrio ao verificar sororreatividade nos equinos de uso
militar.

Campos et al. (2008) e Kill-Silveira (2010) chamaram a atencdo para 0S impactos
causados por doencas transmitidas por carrapatos a militares, ao detectarem a presenca de
Rickettsia em carrapatos coletados em areas militares. Este estudo, ao verificar a circulacéo de
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Borrelia spp. em equinos de uso militar, corrobora a relevancia das doencas transmitidas por
carrapatos a militares ao gerar evidéncia epidemioldgica da circulagdo de Borrelia spp. no
rebanho equino e, consequentemente, na area de instrucdo militar da AMAN, possibilitando a
transmissao deste agente a militares.

Ademais, o fato dos equinos agirem como sentinelas epidemioldgicas e,
possivelmente, como carreadores de carrapatos infectados torna necessario 0 monitoramento
soroldgico e o controle de carrapatos em animais de emprego militar, como medidas de
protecdo coletiva para doencas transmitidas por carrapatos, conforme proposto por Prado
(2013). Desta forma, contribuindo para mitigar o risco de transmissdo de zoonoses em
atividades militares (SOARES, 2013).
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6 CONCLUSOES

A presenca de anticorpos 1IgG homologos anti-Borrelia burdorferi em equinos de uso
militar da AMAN ¢ indicativo da circulacdo de Borrelia spp. na area militar e alerta para a
possibilidade de ocorréncia de casos de borrelioses em militares, reforgando a importancia de
medidas de protecédo coletiva e individual para mitigar os riscos de doencas transmitidas por
carrapatos em atividades militares.

Existe uma associacdo direta entre a infestagdo por carrapatos e a soropositividade
para Borrelia spp. nos equinos, evidenciando o papel destes ectoparasitas como provaveis
vetores no rebanho de equinos de uso militar da AMAN.
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CAPITULO 1

Aspectos epidemioldgicos e soroprevaléncia para Theileria equi em equinos de uso
militar do municipio de Resende, estado do Rio de Janeiro
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RESUMO

A piroplasmose equina é uma doenca causada por Babesia caballi e/ou Theileria equi de
ampla distribuicdo, causando doenca hiperaguda, aguda, subclinica ou crénica. Os prejuizos
vao desde gastos com tratamento, passando por queda de desempenho, aborto, problemas
reprodutivos, até surtos com alta mortalidade. O Brasil, com o terceiro maior rebanho de
equideos do mundo, tem o protozoario T. equi como um dos principais agentes transmitidos
por carrapatos aos equideos, agente este endémico em todo territorio nacional. A theileriose
equina causa sérios entraves a equideocultura no pais, pois paises livres restringem o transito
de equinos, impedindo os animais de participarem de provas internacionais ou
impossibilitando o comércio de animais soropositivos para o agente. A doenca foi motivo de
grande preocupacdo das autoridades sanitarias brasileiras por ocasido dos jogos
panamericanos realizados em 2007, e também sera nos grandes eventos equestres que
ocorrerdao no Brasil nas Olimpiadas de 2016. Ademais, alguns aspectos de sua epidemiologia,
como o vetor responsavel pela doenca no pais, ainda ndo foram totalmente elucidados. Desta
forma, este estudo teve por objetivo realizar o diagnostico sorolégico e avaliar os fatores de
risco associados a soropositividade para T. equi nos equinos de uso militar do rebanho da
Academia Militar das Agulhas Negras, municipio de Resende, estado do Rio de Janeiro.
Amostras de 174 equinos de uso militar foram testadas através do ensaio de adsorgdo
imunoenzimatica indireta (iIELISA) utilizando antigeno bruto de T. equi. A variavel
dependente (sororeatividade) foi testada, através de anélise bivariada, quanto a associagao as
variaveis independentes (género, idade, defini¢do racial, grupo de manejo, tempo de criagédo
na AMAN, sistema de criagcdo, origem do equino, presenca e grau de infestacdo por
carrapatos). As varidveis que apresentaram associacdo na analise bivariada (p<0,25) foram
incluidas no modelo de regressdo logistica para analise multivariada. Verificou-se que a
soroprevaléncia para T. equi foi de 74,14%. A anélise multivariada demonstrou que o tempo
de criacdo na AMAN superior a 15 anos esta associado a soropositividade para T. equi (OR:
5,70; IC: 1,23 - 22,1). Nao houve associagdo entre a infestacdo por nenhuma das espécies de
carrapatos, sugerindo que esta variavel ndo foi a que melhor influenciou na epidemiologia da
doenca dentre as variaveis analisadas. A partir dos resultados obtidos pode-se inferir que a
area é endémica para a doenca, com alta prevaléncia de portadores assintomaticos, estando em
estabilidade enzodtica. Isto evoca cuidados e medidas preventivas na introducdo de equinos,
oriundos de areas de instabilidade enzootica ou indenes, no rebanho.

Palavras-chave: Theileriose, babesiose, ELISA.
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ABSTRACT

The equine piroplasmosis or babesiosis is a disease caused by Babesia caballi and/or
Theileria equi, with a wide distribution, causing hyperacute, acute, subclinical or chronic
disease. Losses ranging from treatment costs, low performance, abortion, reproductive
problems, until to outbreaks with high mortality. Brazil, with the third largest equine herd in
the world, has Theileria equi as main agents transmitted by ticks to horses and is considered
endemic in throughout national territory. The equine Theileriosis causes serious obstacles to
creation of equines in the country, because free countries restrict the transit of horses,
blocking the animals to participate in international events or hindering trade of seropositives
animals for the agent. The disease was of great concern for the brazilian health authorities
during the Pan American Games held in 2007, and will also be in equestrian events that will
occur in the country in the 2016 Olympic Games. Moreover, some aspects of its
epidemiology, as the real vector of the disease in the country, are still not well elucidated.
Thus, this study aimed to perform serological diagnosis and assess the risk factors associated
with seropositivity for T. equi in horses of military use of the Military Academy of Agulhas
Negras, located in Resende, Rio de Janeiro state. Samples of 174 horses for military use were
tested by indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using crude antigen of T.
equi. The dependent variable (seroreactivity) was tested, through bivariate analysis, with the
independent variables (gender, age, racial definition, group management, breeding time in
AMAN, breeding system, origin of the horse, the presence and level of tick infestation). The
variables that were associated in bivariate analysis (p<0.25) were included in the logistic
regression model for multivariate analysis. It was found that the seroprevalence of T. equi was
74.14 %. Multivariate analysis showed that the time of breeding in AMAN higher than 15
years was associated with seropositivity for T. equi (OR: 5.70, Cl: 1.23 - 22.1). There was no
association between the infestation by any of the ticks’ species with the seropositivity,
suggesting that this variable was not the most influential in the epidemiology of the disease
among the analyzed variables. From the obtained results it can be inferred that the area is
endemic for the disease with a high prevalence of asymptomatic carriers, being in enzootic
stability. This evokes care and preventive measures in the introduction of horses, coming from
areas unaffected or of enzootic instability, in the herd.

Keywords: Theileriosis, babesiosis, ELISA.
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem cerca de 5.514.000 equinos, 1.002.000 asininos e 1.277.000 muares,
totalizando mais de 7.793.000 equideos distribuidos pelo territorio nacional (IBGE, 2010).
Assim, nosso pais possui o terceiro maior rebanho equideo do mundo.

O chamado Complexo do Agronegdcio Cavalo, em nosso pais, é responsavel pela
geracgdo de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos, e movimenta cerca de R$ 7,3 bilhdes,
somente com a producdo de cavalos. A expansdo da exportacdo de equinos vivos pelo Brasil
cresceu 524% entre os anos de 1997 e 2009, indo de um volume de movimentagéo financeira
de US$ 702,8 mil para US$ 4,4 milhdes. Ademais, o pais é o oitavo maior exportador mundial
de carne equina (MAPA, 2014).

Além de um crescente aumento dos negocios relacionados a importacéo e exportagdo
de equideos, a proximidade de grandes eventos em nosso pais, a exemplo das Olimpiadas de
2016, abarca consigo esportes equestres e a intensificacdo do transito internacional de equinos
para o Brasil. Dentro do contexto das doencgas transmitidas por carrapatos com alta relevancia
a sanidade equestre destaca-se a Theileriose equina.

A Babesiose ou Piroplasmose equina é uma doenga transmitida por carrapatos causada
pelo hemoparasitas Theileria equi (Laveran, 1901; Mehlhorn; Schein, 1998) e/ou Babesia
caballi (Nuttal; Strickland, 1912). A doenca pode ser aguda, subaguda ou cronica e tem
sintomatologia caracterizada por perda de apetite, decréscimo na capacidade de trabalho,
febre, que pode ser intermitente, hemdlise intravascular, ictericia, anemia, hemoglobindria,
bilirubindria, espleno e hepatomegalia, depressdo e pode levar animais a 6bito (DE WALL,
1992).

Esta séria doenca acomete, aléem de equideos domésticos, também equideos selvagens
como as zebras e os cavalos Przewalski. Inclusive ela tem sido relatada como um 6bice na
preservacdo de equideos selvagens, causando mortalidade em cavalos Przewalski
reintroduzidos na natureza em seu habitat natural na Mongolia, comprometendo a viabilidade
de programas de preservacio desta espécie de equideo ameacada de extingio (RUEGG et al.,
2006).

Em equideos domésticos tal doenca toma relevancia pois, além de causar doengca com
sintomatologia que vai desde queda de desempenho até dbitos, ainda é fator de restricdo de
transito de equideos (SEVINC et al., 2008). Tal fato interfere diretamente no negécio
equestre, a0 comprometer 0 comércio e o transito internacional de equideos, visto que paises
livres ou com programa de controle rigido da doenga exigem sorologia negativa para a
entrada de equideos em seus territorios.

Recentemente, paises considerados livres pela Organizacdo Internacional de
Epizootias (OIE), inclusive alguns que investiram milhdes de ddlares na erradicacdo desta
hemoparasitose, tem relatado casos de sorologia positiva em seus rebanhos. Os Estados
Unidos, maior rebanho equino do mundo, tem experimentado surtos da doenca, sendo esta ja
considerada uma doencga reemergente naquele pais (UETI et al., 2012).

A epidemiologia da Theileriose equina no Brasil ainda tem lacunas a serem
esclarecidas. Talvez a maior delas diga respeito ao real vetor da doenca. Apesar de
Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) e Dermacentor (Anocentor) nitens (Neumann,
1897) (Acari: Ixodidae) serem os principais carrapatos que afetam equideos em nosso pais,
nenhum deles se mostrou vetor competente em pesquisas realizadas até o momento
(RIBEIRO et al., 2011; DENNING F., 1988, apud PFEIFER BARBOSA et al., 1995).

Algumas pesquisas sugerem que o Rhipicephalus (Boophilus) microplus possa ser um
vetor da hemoparasitose (GUIMARAES et al., 1997; GUIMARAES et al., 1998; UETI et al.,
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2005). Entretanto, por tratar-se de um carrapato mondxeno, seu real papel na epidemiologia
da doenca a campo permanece incerto e sua importancia epidemiolégica como vetor sob
discussdo, especialmente em areas altamente endémicas, visto que admite-se que nao ha
transmisséo transovariana em T. equi (KERBER et al., 2009). Ademais, 0s recentes surtos
ocorridos nos Estados Unidos tém sido associados aos carrapatos do género Amblyomma
(SCOLES et al., 2011).

Estudos de soroprevaléncia para T. equi demonstram resultados diversos de acordo
com o rebanho, tipo de manejo, regido fisiografica e microclima (GOLYNSKI et al., 2008;
KERBER et al., 2009; BALDANI et al., 2010; SANTOS et al., 2011). Uma série de fatores
pode influenciar na presenca, dispersdo e nivel de infestacdo dos possiveis vetores e,
consequentemente, na sororprevaléncia da doenca, ocasionando tal diversidade de resultados
nos estudos.

Desta forma, mais estudos experimentais e epidemiol0gicos sdo necessarios para o
esclarecimento dos vetores bioldgicos envolvidos na transmissdo e manutencéo de T. equi em
no territorio brasileiro. Uma abordagem de analise multivaridvel pode auxiliar na
identificacdo de fatores de risco envolvidos na ocorréncia da doenga, fornecendo evidéncias
epidemioldgicas para melhor entendimento de seu ciclo bioldgico distribuicdo geogréfica e
mecanismos de disseminacdo nos rebanhos equideos de nosso pais, direcionando medidas
futuras de controle e profilaxia.

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar a prevaléncia de animais sorologicamente
positivos para T. equi em uma populacdo de equinos de uso militar da Microrregido do Vale
do Paraiba Fluminense, por meio da técnica de ensaio de imunoadsor¢do enzimatica indireta
(iELISA), além de identificar os fatores de risco associados com a soropositividade dos
animais através de anélise multivariada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Piroplasmose Equina

A piroplasmose ou babesiose equina € uma doenca transmitida por carrapatos causada
por parasitas intraeritrocitarios Theileria equi (Laveran, 1901; Mehlhorn; Schein, 1998) e/ou
Babesia caballi (Nuttal; Strickland, 1912) que acometem equideos. A doenca pode ser
hiperaguda, aguda, subaguda ou cronica (DE WAAL et al., 1992) e a sintomatologia é
caracterizada por perda de apetite, decréscimo na capacidade de trabalho (MACHADO et al,
2012), febre, hemolise intravascular, ictericia, anemia, hemoglobinuria, bilirubinadria, espleno
e hepatomegalia encontrados em estagios tardios da enfermidade, depresséo e até morte (DE
WAAL et al., 1992).

No caso da Theileria equi, a grande maioria dos animais tornam-se portadores
assintomaticos, permanecendo neste estado por longos periodos, funcionando como uma fonte
de infeccdo para os carrapatos vetores e para outros equinos (DE WALL, 1992). Estes
animais, aparentemente assintomaticos, podem manifestar queda de desempenho atlético
(BOTTEON et al., 2005).

A Theileria equi € mundialmente distribuida, sendo endémica em muitas regides
tropicais e subtropicais, estando sua distribuicdo diretamente ligada a presenca dos carrapatos
vetores (PFEIFER BARBOSA et al., 1995). Alguns paises como o Canada, Japdo, Gra
Bretanha e Australia sdo classificados como livres de T. equi pela OIE, restringindo o transito
de animais, entrada e movimento interno, baseado na sorologia dos equinos para tal
hemoparasita. Sendo assim, a doenca, além de importancia econémica, tem relevancia quanto
ao transito de animais (SCOLES et al., 2011).

Ha registros da introducdo da piroplasmose equina em paises ndo endémicos, como as
notificacOes feitas no estado da Fldrida, Estados Unidos, em 1961 e 1965, com a introducéo
de B. caballi e T. equi através de equinos importados de Cuba. Além deste registro, na
Australia também houve a introducdo de T. equi, em 1976, com a importacdo de cavalos da
Espanha (BRUNING, 1996).

Apesar dos Estados Unidos serem considerados livres desde 1988, resultado de 12
milhGes de dolares e 25 anos de campanha de erradicacdo, iniciada em 1962, o pais tem
sofrido surtos da doenca desde 2008 nos estados da Califérnia, Colorado, Fl6rida, Georgia,
Oklahoma e Texas (UETI et al., 2012).

O surto no Texas provocou alarde, pois cavalos positivos de 16 Estados Americanos
foram rastreados a partir de uma contaminacgdo unica em um rancho. Tais casos parecem estar
ligados a importacdo de animais portadores assintométicos, com resultados negativos nos
exames sorologicos (SCOLES et al., 2011). Desta forma, a Theileriose equina tem sido
considerada uma enfermidade reemergente nos EUA (UETI et al., 2012). Com mais de 9,2
milhdes de cavalos nos EUA, uma epidemia de Theileriose equina poderia provocar um dano
financeiro na ordem de 39 bilhdes de dolares na industria equina (AMERICAN HORSE
COUNCIL, 2013).

Assim, as movimentacOes de equinos durante leildes, exposicoes e operacdes militares
podem contribuir para a disseminacdo da doenca as areas livres, que podem néo estar livres
dos carrapatos vetores (FRIEDHOFF et al., 1990). A movimentacdo de equinos portadores
para areas livres é preocupante, pois leva a introducdo do parasita em area indene com
possibilidade de tornar-se endémica. Além disso, a introducdo de equinos negativos em areas
endémicas predispde tais animais a infeccdo pelo agente e a ocorréncia de doenca clinica
nestes animais.
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Portanto, a Theileriose equina tem representando uma séria preocupacdo mundial
principalmente em relacdo a equinos que participam de competicGes internacionais (SEVINC
et al., 2008). No Brasil tal fato torna-se extremamente relevante, principalmente com relacéo a
eventos equestres de projecdo mundial que ocorrerdo no pais nos préximos anos, a exemplo
das Olimpiadas de 2016.

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

2.2 Sistematica

Reino: Protista;

Sub-reino: Protozoa Goldfuss, 1818;

Filo: Apicomplexa Levine, 1970;

Classe: Sporozoea Leuckart, 1879;

Sub-classe: Piroplasmea Levine, 1961;

Ordem: Piroplasmida Wenyon, 1926;

Familia: Theileriidae Du Toit, 1918;

Género: Theileria Bettencourt, 1907;

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

2.3 Histdrico: da Descricdo do Piroplasma equi a Reclassificacdo como Theileria equi

O género Babesia teve o inicio de sua descricdo na Roménia, em 1888, por Babés, que
visualizou microorganismos em hemécias bovinas e associou tal achado com a
hemoglobindria bovina. Cinco anos mais tarde, em 1893, Smith e Kilborne demonstraram que
0 agente da febre do Texas, que acometia bovinos nos Estados Unidos, era transmitido por
carrapatos, nomeando tal agente de Pyrosoma bigeminum. Ainda em 1893, Starcovici,
visando homenagear Babés, o primeiro a identificar tais hemoparasitas em sangue bovino,
propds 0 nome Babesia para o género.

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

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

Desde o inicio de sua descricdo em 1901, como Piroplasma equi, sua reclassificacéo
como Nuttalia equi em 1910 e, posteriormente, como Babesia equi, tem sido evidenciadas
diferencas em sua morfologia e ciclo. Mais recentemente, estudos verificaram e apontaram
divergéngias sobre a classificacdo da Babesia equi no género Babesia questionando tal
classificagéo.

O principal achado em Babesia equi, que justificou tal questionamento sobre sua
diferenca em relacdo as demais espécies do género Babesia, foi o fato deste hemoparasito
realizar esquizogonia em linfécitos (SCHEIN et al., 1981). Além disso, era comprovado que
tal parasita realizava transmisséo transestadial nos vetores, mas sua transmisséo transovariana
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era incerta (SIGRIST, 1983). Outra divergéncia foi a sugestdo de que tal protozoario teria um
metabolismo diferente de outros hematozoarios do género Babesia, dado a resisténcia de B.
equi aos produtos babesicidas normalmente eficazes contra outras espécies do género
(MEHLHORN; SCHEIN, 1984). Desta forma, Mehlhorn e Schein, em 1998, reclassificaram
Babesia equi para Theileria equi. Apesar de tal reclassificacdo, a época, ser baseada em
morfologia e caracteristicas relativas ao ciclo deste hemoparasita, estudos mais recentes de
biologia molecular e analise filogenética tem corroborado que tal hemoparasita realmente
difere do género Babesia (KAPPMYER et al. 2012).

2.4 Ciclo Biologico de Theileria equi

Ao contrario das babesias que, ao serem injetadas pelo carrapato no hospedeiro,
invadem diretamente eritrocitos, os esporozoitos de Theileria inicialmente penetram em
linfocitos, desenvolvendo-se em esquizontes (UILENBERG, 2006). Assim, originam macro e
micro-esquizontes (esquizogonia) que originardo cerca de 200 merozoitos por linfécito
infectado.

O linfocito rompe-se e libera tais merozoitos que, entdo, infectam hemaécias iniciando
um processo de divisdo binaria originando estagios eritrociticos piriformes, que podem formar
tétrades semelhantes a “cruz de malta” (merogonia). As hemacias infectadas, apds o processo
de divisdo binéria, se rompem e liberam o0s merozoitos que infectardo outros eritrcitos,
alguns dando continuidade ao processo de reproducdo assexuada. Entretanto, alguns destes
merozoitos, ao infectarem as hemécias, se diferenciam e podem gerar formas esféricas
chamadas gamontes (MEHLHORN; SCHEIN, 1984).

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

Os micro e macrogametas se fundem formando os zigotos mdveis (oocinetos) que
invadem as células intestinais dos carrapatos e se multiplicam por divisao binaria ou maltipla
originando esporocinetos (vermiculos). Por fim, as células intestinais infectadas se rompem
liberando os vermiculos mdveis que, no caso da Babesia, invadem diversos 6rgaos do
carrapato, dentre eles glandulas salivares e os ovarios nas fémeas. Desta maneira, ocorre a
transmissao transovariana que garante que a infeccdo por Babesia sp. esteja na préxima
geracdo do Ixodideo. A esporogonia € um processo que ocorre de forma assexuada nas
glandulas salivares, e culmina com a producdo de milhares de esporozoitos que serdo
inoculados no proximo hospedeiro vertebrado via saliva (UILENBERG, 2006; O’ DWYER,
2010).

Ja no caso da T. equi, os zigotos méveis (oocinetos) formados nas células intestinais,
ndo se multiplicam formando esporocinetos (vermiculos), invadindo direto a hemolinfa. Em
seguida, vdo somente para as glandulas salivares, e ndo para diversos érgdos como € o caso do
género Babesia ndo havendo portanto transmissdo transovariana. Nas células da glandula
salivar ocorre reproducdo assexuada (esporogonia) gerando esporozoitos, que se mantém nos
diferentes estagios do carrapato vetor, garantido a transmissdo transestadial. Assim, quando o
carrapato se fixa no hospedeiro vertebrado, ele injeta esporozoitos de Theileria neste através
da saliva (UILENBERG, 2006).
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2.5 Vetores e Transmissao

Em regides temperadas, assim como em regiGes tropicais, a T. equi tem sido
transmitida principalmente por carrapatos dos géneros Dermacentor, Hyalomma e
Rhipicephalus (UILENBERG, 2006). No Brasil, a transmissdo de T. equi tem sido
relacionada ao carrapato R. microplus, através de evidéncias epidemioldgicas relacionando a
presenca deste vetor com a infeccdo dos equinos (HEUCHERT et al., 1999; DE SOUZA et
al., 2000; DOS SANTOS et al., 2011). Além disso, tal transmissdo tem sido comprovada
experimentalmente, indicando ser este um possivel vetor (GUIMARAES et al., 1997;
GUIMARAES et al., 1998; UET] et al., 2005).

O A. cajennense e D. nitens sdo 0s carrapatos que mais comumente parasitam 0S
equinos, mas estudos experimentais tentando comprovar a transmissédo de T. equi por tais
carrapatos ndo tiveram sucesso em evidenciar tal fato, permanecendo incertos seus papéis
como vetores (DENNING F., 1988, apud PFEIFER BARBOSA et al., 1995). Um recente
estudo também mostrou que ninfas de A. cajennense ndo se infectaram por T. equi apds
alimentarem-se em equinos cronicamente infectados (RIBEIRO et al., 2011).

Apesar do R. microplus ter evidéncias de ser um possivel vetor, tem sido detectadas
infeccdes em rebanhos equinos, aparentemente, sem contato com tal vetor (KERBER et al.,
2009). Kerber et al. (2009) associou a presenca da infestacdo por A. cajennense com a
soropositividade dos equinos para T. equi.

Ademais, recentemente, foi relatado um surto de theileriose em equinos, iniciado no
estado do Texas, que envolveu mais de 290 equinos, ocaisonando incidéncia da deonga em
100% do rebanho em algumas propriedades. Neste surto, a unica espécie de carrapato
encontrado acometendo os equinos foi A. cajennense, sendo a transmissdo da T.equi
epidemiologicamente relacionada a este carrapato (SCOLES et al., 2011; UETI et al., 2012).
Um estudo epidemiolédgico de T. equi baseado em técnicas moleculares para deteccdo do
hemoparasita também associou a presenca de infestacdo de A. cajennense nos equinos com
positividade nos equinos (PECKLE et al., 2013). Assim, ainda ndo estdo bem elucidados os
mecanismos e 0s vetores envolvidos na transmissdo da T. equi e sua manutengdo em rebanhos
do continente americano.

Além da transmissdo através de carrapatos, outras formas de transmissdo da theileriose
equina também tém sido observadas. A transmissdo transplacentaria, por exemplo, foi
verificada em diversos estudos, onde observaram-se potros recém-natos positivos nascidos de
éguas positivas(ALLSOPP et al., 2007; GEORGES et al., 2011; RONCATI, 2006; SANTOS
et al., 2008). Possivelmente, T. equi infecta os potros pela passagem de eritrocitos infectados
da mée através da barreira placentaria. Nem todo potro de égua positiva nasce infectado, mas
quando isto ocorre pode haver manifestacdo de grave doenca clinica no recém-nascido, que
pode conduzir ao 6bito (ALLSOPP et al., 2007; GEORGES et al., 2011).

Outra forma € a transmisséo iatrogénica, através da reutilizacdo de agulhas e seringas
contaminadas com sangue de animais positivos levando a dispersdo da doenca pelo rebanho.
Tal fato foi observado em um surto de babesiose equina, ocorrido em 2008, no estado da
Flérida, Estados Unidos (GEORGES et al., 2011).

2.6 Epidemiologia

A Theileria equi tem distribuicdo mundial (DE WALL, 1992), sendo endémica em
muitas regides tropicais, subtropicais e com dispersdo que se prolonga até a regido central e
norte da Russia e ao norte da Franca, na Europa (TENTER; FRIEDHOFF, 1986). As areas
endémicas incluem muitas partes da Europa, América Central e do Sul, Africa e Asia (exceto
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0 Japdo). Paises considerados ndo endémicos incluem os Estados Unidos, Canada, Reino
Unido, paises do Norte da Europa, Irlanda, Singapura, Japdo, Nova Zelandia e Austrélia
(ROTHSCHILD, 2013). Paises com alto risco de exposi¢do aos hemoparasitas devido ao alto
movimento internacional de equideos incluem Canadd, Estados Unidos, Austrdlia, Nova
Zelandia e Japdo (BRUNING, 1996).

Em &reas endémicas, a maioria dos equinos que passaram por doenca clinica recupera-
se e tornam-se portadores assintomaticos de T. equi por, provavelmente, toda sua vida (DE
WALL, 1992; ZOBBA et al., 2008). No caso da B. caballi, os cavalos infectados podem, de
maneira espontanea, debelarem a infeccdo apos 12 a 42 meses do contato inicial. Os equinos
cronicamente infectados por T. equi possuem um delicado equilibrio entre a imunidade do
hospedeiro e o parasita. Uma quebra nesta relacdo, advinda de imunossupressfes geradas por
estresses, exercicios e fadiga extremas, pode causar doenca clinica nestes animais (HAILAT
etal., 1997).

Assim, equinos portadores assintomaticos devem ser monitorados sorologicamente,
pois desempenham papel crucial na dispersdo da doenca, sendo considerados um risco em
areas ndo endémicas ou consideradas livres da theileriose equina (ZOBBA et al., 2008).

Por ser transmitida principalmente por carrapatos, sua ocorréncia e prevaléncia estdo
diretamente ligadas a presenca e a distribuicdo geografica dos carrapatos vetores (PFEIFER
BARBOSA et al., 1995), assim como ao clima e manejo dos animais (KERBER et al., 2009).
Desta forma, estudos epidemioldgicos em diferentes regides do mundo apresentam resultados
discrepantes, visto que as doencas transmitidas por carrapatos tem uma rede epidemioldgica
complexa, envolvendo o hospedeiro vertebrado e o invertebrado num meio ambiente diverso e
em constante mudanca. Tal fato, além de tornar dificil o controle do artrépode vetor,
aparentemente ainda tem facilitado a expansdo destas doencas nos Gltimos anos (DANTAS-
TORRES, 2012).

Na Mongdlia, Riegg et al. (2007) encontraram associacdo entre soropositividade para
T. equi e a idade do equino. Também verificaram incremento ndo linear da prevaléncia de
equinos soropositivos para T. equi com a idade, sugerindo infeccdo persistente da doenca.

Na Italia, Moretti et al. (2010), encontraram maior prevaléncia (50,5%) para T. equi
em regides de planicie do norte do pais, enquanto Grandi et al. (2011) estudando equinos que
habitavam terrenos montanhosos mais elevados do norte da Italia encontaram prevaléncia de
8,2%. Fato que sugeriu a influéncia da altitude e clima na distribui¢cdso do svetores e
prevaléncia da doenca no pais (GRANDI et al., 2011).

No Brasil, estudo conduzido na Regido Serrana e Microrregido de Itaguai, estado do
Rio de Janeiro, observou que o aumento da altitude dimunuiu a probabilidade de infecgdo nos
equinos, pssivelmente pela influéncia climatica no ciclo dos vetores (SANTOS et al., 2011).
Também verificou associacdo entre a Microrregido de Itaguai, altitudes menores que 500 m,
animais nascidos no local e condicGes pobres de criacdo com soropositividade para T. equi
(SANTOS et al., 2011).

No estado do Rio Grande do Sul tem sido verificado soroprevaléncias mais baixas.
Golynski et al. (2008) encontraram prevaléncia de 31,6% para T. equi através de ELISA.
Sugerindo que tal diferenca se deva a influéncias climéticas que ocasionam menor dispersdo
de carrapatos vetores em tal regido do pais (GOLYNSKI et al., 2008).

Heuchert et al. (1999) verificaram que tipo de manejo em fazendas parece ser
importante fator a influir na soroprevaléncia de T.equi, posto que encontraram baixas
prevaléncias em fazendas de criacdo profissionais. Além disso, tal estudo encontrou
correlacéo positiva entre a prevaléncia de T. equi e 0 contato dos equinos com bovinos.

Kerber et al. (2009), em estudo conduzido em 40 fazendas no estado de S&o Paulo,
verificaram associacdo entre altos niveis de infestacdo por A. cajennense com a
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soropositividade para T. equi, por RIFI e ELISA competitivo, em mais de 30% dos animais da
fazenda. Tal fato também foi observado por Peckle et al. (2013) utilizando técnicas
moleculares de diagnostico. Tal estudo constatou associacdo entre a positividade dos equinos
e a presenca de infestacdo por carrapatos A. cajennense.

2.6.1 Estudos de prevaléncia de Theileria equi no exterior

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

Em equinos da Turquia, uma pesquisa realizada com a utilizacdo do ELISA
competitivo revelou soroprevaléncia de 16,2%. Além disso, verificou soroprevaléncia
significativamente maior em equinos que participam de circuitos de corridas, demonstrando a
relevancia da doenca no transito de equinos em competic@es internacionais (SEVINC et al.,
2008).

Em Oma Donnelly et al. (1988) verificaram alta prevaléncia de T. equi, através da
RIFI, em pesquisas com intervalos de dois anos, sendo 94,6% a sororeatividade no primeiro
ano e 97,7% no segundo.

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

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

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

Na Suica, em estudo sobre a soroprevaléncia da piroplasmose equina no rebanho do
pais, analisaram um total de 689 animais. Foi possivel observar uma prevaléncia de 7,3% para
0s agentes da piroplasmose equina, sendo 50 animais (4,4%) positivos para T. equi, e trinta
(1,5%) para B. caballi, além de trinta equinos (1,5%) positivos para ambas as espécies (SIGG
et al., 2010).

Na Italia, 412 amostras de soros equinos do centro e norte do pais foram testados pela
RIFI, revelando que 68,4% dos equinos testados foram positivos para os agentes da
piroplasmose equina, sendo que 50,5% dos equinos foram positivos para T. equi. Ainda na
Italia, Moretti et al. (2010) observaram uma variacdo nas espécies de hemoparasitas
detectadas nos equinos de acordo com a regido geogréfica, relacionando tal fato a presenca
maior ou menor do respectivo carrapato vetor na area. Grandi et al. (2011), no norte da Italia,
observaram prevaléncia de 8,2% de animais positivos pela RIFI para T. equi.

Na Republica da Coréia, em 184 amostras de soro de equinos observou-se uma
prevaléncia de 1,1% para T. equi, através de ELISA competitivo (SEO et al., 2011).

No Japdo, em um estudo soroldgico pelo ELISA realizado com 2.019 amostras
coletadas provenientes de todas as areas do pais detectou-se 2,2% dos animais soropositivos
para T. equi. Tal estudo sugeriu a existéncia de babesiose equina no Japdo, visto que o pais
tem carrapatos que séo vetores competentes dos dois hemoparasitas (IKADAI et al., 2002).
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Na China, 70 amostras de soro equino, oriundos da Provincia de Xinjiang, foram
testadas pelo ELISA obtendo-se uma sororeatividade de 40% das amostras para T. equi, 0 que
demostra que tal hemoparasita esta distribuido amplamente nesta regido (XUAN et al., 2002).

No Estado de Lara, regido centro-ocidental da Venezuela, foi observado 70,6% de
soroprevaléncia (n=254/360) para B. caballi, 50,3% (n=181/360) para T. equi, e 35,56%
(n=128/360) para ambos parasitas, sendo esta uma regido enzodtica para a piroplasmose
equina (MUJICA et al., 2011).

Em Trinidad, um estudo baseado em RIFI observou soropositividade para
piroplasmose equina em 82,8% dos animais testados, sendo 33,3% para T. equi, 68,8% para
B. caballi, e 19,4% soropositivos para ambos parasitas (ASGARALI et al., 2007).

Na Colémbia, na Provincia de Cordoba, foi observada prevaléncia de 94% para T. equi
em 83 dos equideos testados pela FC (TENTER et al., 1988).

No Chile, um estudo que avaliou 912 amostras de soros de cavalos de corrida da
Provincia de Santiago, através do Teste de Reagdo de Fixacdo do Complemento (RFC),
obteve soropositividade em 48 equinos, resultando em uma prevaléncia de 5,3% (URCELAY
etal., 1973).

2.6.2 Estudos de prevaléncia para Theileria equi no Brasil

Estudos epidemioldgicos em diferentes regibes e microclimas do Brasil tém mostrado
resultados interessantes sobre o status da doenca nos diversos rebanhos. A soroprevaléncia
varia de acordo com a localizagdo geografica, clima e manejo dos equideos, visto que tais
fatores influem no ciclo e distribuicdo dos vetores.

De um modo geral, é possivel observar um declineo da soroprevaléncia de B. caballi
de norte para o sul do Brasil, haja vista que o vetor desta, o carrapato D. nitens, é adaptado a
ambientes tropicais e sua ocorréncia diminui do norte para o sul do pais. Ja a T. equi, que tem
sua transmisséo associada ao carrapato R. microplus, tem soroprevaléncia de distribui¢cdo mais
erratica em todos o pais (HEUCHERT et al., 1999).

Em um estudo realizado por Santos et al. (2011) observaram uma soroprevaléncia para
T. equi significantemente maior na microrregido de Itaguai (85,43%) em relacdo a
microrregido Serrana do Estado (76,92%). Além da area geografica, fatores como idade,
sistema de criacdo, atividade do equino na fazenda e grau de infestacdo por carrapatos
mostraram associacdo com a infeccéo por T. equi (SANTOS et al., 2011).

Heim et al. (2007) coletaram 487 amostras de soro de equinos de diferentes origens
em um abatedouro localizado em Araguari, estado de Minas Gerais, e verificou
sororreatividade de 91% nas amostras para T. equi através da RIFI. Os equinos amostrados
originavam-se de diferentes municipios dos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Goiés e
Bahia, demosntrando a grande dispersdo do agente no Brasil..

Estudo de soroprevaléncia no estado de S&o Paulo demonstraram taxas de 49,2% para
T. equi em éguas, e 36% para potros aos 10 meses de idade (HEUCHERT et al., 1999). Na
cidade de Jaboticabal, estado de S&o Paulo, um estudo com 170 amostras verificou 100% de
sororeatividade através da RIFI para T. equi, com titulos variando de 1:80 a 1:5120, indicando
que esta hemoparasitose esta amplamente distribuida na regido (BALDANI et al., 2010).

Kerber et al. (2009), ap6s analisarem 582 amostras de soro de equinos provenientes de
40 diferentes fazendas de criacdo do estado de Sao Paulo, observaram soropositividade de
26,6% para T. equi pelo método de ELISA competitivo.

Em uma pesquisa de soroprevaléncia, baseada na Reacgédo de Fixacdo do Complemento
(RFC), conduzida em equinos da raca Puro Sangue Inglés (PSI) de 12 pequenos
estabelecimentos equestres dos Estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parana e Rio Grande do

63



Sul, foi demonstrada uma prevaléncia média de 18,1% para antigenos de T. equi, 1,5% para B.
caballi e 6,0% para infecgdo mista (DA COSTA PEREIRA et al., 2004).

Na regido Serrana do Rio de Janeiro, em grandes estabelecimentos equestres de
cavalos PSI, com idade entre quatro a seis anos, foi encontrada uma média de soroprevaléncia
de 21% para T. equi, baseado na RFC (DA COSTA PEREIRA et al., 2005). No municipio de
Nova Friburgo, baseado em RFC, foi encontrada prevaléncia média de 5,5%, variando de zero
a 20% nos diferentes estabelecimentos equestres (DA COSTA PEREIRA et al., 2007).

Em um estudo conduzido em 180 animais PSI do Joquei Clube de Séo Paulo relatou
soroprevaléncia de 6,66% para T. equi, 22,3% para B. caballi , e 6,66% para ambos 0s
hemoparasitos, totalizando 35,5% de soroprevaléncia para a piroplasmose equina. Esse
estudo observou que a maioria dos animais positivos tinha entre dois e trés anos de idade e
tinha chegado recentemente no Joquei Clube (PIOTTO, 2009).

Em Santa Catarina, na regido do planalto catarinense, foi observada soroprevaléncia de
50,38% para T. equi. Além disso, o Unico Ixodideo detectado parasitando os equinos naquela
regido foi o R. microplus, sugerindo que tal carrapato estd envolvido na epidemiologia e
transmisséo da theileriose equina na regido (DE SOUZA et al., 2000).

Na regido norte do estado do Rio Grande do Sul, Golynski et al. (2008) realizaram
estudo soroepidemioldgico para T. equi e encontraram prevaléncia de 31,6% e 35,8%, através
de ELISA e RIFI, respectivamente.

Conforme exposto, tanto no mundo como em nosso pais, a soroprevaléncia para T.
equi apresenta prevaléncia bastante varidvel. Diversos fatores podem influenciar na
epidemiologia desta hemoparasitose, dentre eles a presenca de carrapatos, grau de infestacéo e
dispersdo geografica dos vetores, clima, altitude, condi¢bes de manejo e tipo de criacdo, entre
outros. Além disso, os diferentes testes utilizados nos estudos soroepidemioldgicos (RFC,
RIFI e ELISA) também podem influenciar nas diferentes soroprevaléncias encontradas.
Assim, é relevante o estudo dos fatores que podem estar associados a sororreatividade de T.
equi para uma melhor compreensdo de seu comportamento, distribuicdo geografica e
mecanismos de disseminacdo nos rebanhos equideos do Brasil, no intuito de direcionar
esforcos para medidas racionais e efetivas de controle.

2.7 ManifestacOes Clinicas, Laboratorias e Anatomopatolédgicas

As manifestaces clinicas em animais afetados por T. equi podem variar de acordo
com a cepa do hemoparasita e a susceptibilidade do animal. Além disso, a sintomatologia
pode ser inespecifica dificultando o diagnostico clinico. Deve ser levado em consideracdo o
histérico do equino, transito recente, status da doenca na regido e a presenca de carrapatos
vetores no rebanho (BRUNING, 1996).

O periodo de incubacdo da T. equi varia de 12 a 19 dias (DE WALL, 1992). A doenca
pode ser hiperaguda, aguda, subaguda ou cronica. Em geral € caracterizada por febre de
natureza intermitente, anemia, ictericia, hepato e esplenomegalia. Bilirubindria e
hemoglobindria podem estar presentes durante os estagios mais tardios da doenca. A infeccao
intrauterina de fetos é uma séria complicacdo causada pela T. equi, podendo levar a abortos
(DE WALL, 1992).

A maioria dos animais soropositivos sdo portadores assintomaticos e a baixa
parasitemia faz com que ndo manifestem sintomas evidentes (ROTHSCHILD, 2013). No
entanto, tais equinos quando submetidos a treinamentos atléticos ou trabalhos pesados podem
demonstrar queda de desempenho e baixo rendimento (BOTTEON et al., 2005; DA COSTA
PEREIRA et al., 2007).

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

Durante a infeccdo hiperaguda de T. equi ha intensa replicacdo dos merozoitos e lise
dos eritrdcitos, 0 que pode levar os animais a 6bito por anemia. A letalidade da doenca em
equinos adultos de regides indenes, sem imunidade, introduzidos em regides endémicas pode
chegar a mais de 50% (ROTHSCHILD, 2013).

Potros que nascem infectados podem apresentar anemia, ictericia, febre, petéquias nas
mucosas e hemoglobindria, além de letargia que pode evoluir para inabilidade em ficar de pé
e mamar. Alguns potros podem parecer normais ao nascer e desenvolverem doenca apés 2 a 3
dias (DE WALL, 1992). Em um relato de caso realizado por Georges et al. (2011) de potro
recém-nato e infectado por T. equi observou-se como principais sinais clinicos uma severa
anemia e ictericia, sinais estes que podem ser confundidos com isoeritrolise em recém-
nascidos. Laboratorialmente 0s mesmos autores aobservaram  hemoglobindria,
hiperbilirrubinemia, bilirrubindria, baixa contagem de eritrécitos e hematocrito,
trombocitopenia, linfopenia e alta parasitemia ao exame de esfregaco sanguineo (63% das
hemadcias parasitadas).

A doenca aguda € caracterizada nos animais por febre (maior que 40°C) acompanhada
de sudorese, hiporexia ou anorexia, desidratacdo, letargia, elevacdo da frequéncia respiratoria
e frequéncia cardiaca, congestdo de mucosas, taquicardia e sons cardiacos alterados, além de
anemia e, em casos severos, hemoglobinuria e bilirrubindria, podendo evoluir ao 6ébito (DE
WALL, 1992; ROTHSCHILD, 2013). Pneumonia pode ser uma complicacdo advinda do
edema e inflamagdo pulmonar. Envolvimento do trato digestivo pode ocorrer em casos
terminais, com sinais de colica, devido a deposicdo de bilirrubina nas serosas e peritdnio,
podendo haver impactacdo seguida de diarréia e enterite catarral. Em casos severos, a
inflamacdo das membranas mucosas e vasos sanguineos ocorre em varios 6rgaos, levando a
uma variedade de manifestagdes atipicas, incluindo insuficiéncia renal e hepatica
(ROTHSCHILD, 2013). Complicagdes cardiacas, com danos ao miocardio e arritmias, tem
sido associados a casos agudos de theileriose equina (DIANA et al., 2007).

Casos subagudos mostram varios graus de anorexia, perda de peso, temperatura
normal ou elevada, febre intermitente, edema nas por¢des distais dos membros,
esplenomegalia, aumento no pulso e frequéncia respiratoria, anemia normocitica e
normocrémica. As mucosas apresentam-se com coloragdes réseas palidas ou amarelas palidas
a amarela brilhante, sendo possivel observar petéquias ou equimoses em alguns casos. Casos
negligenciados tornam-se severamente anémicos e 0s animais podem vir a oObito. Alguns
animais podem desenvolver dor abdominal e quadros de Sindrome Coélica Equina
intermitentes. A urina apresenta coloracdo amarelo escura, laranja, marrom e, em alguns
casos, castanho avermelhada, como resultado dos pigmentos de bile e hemoglobina
resultantes da eritrolise. Esplenomegalia é tipico de casos subagudos, podendo ser detectada
por palpacéo retal (DE WALL, 1992; ROTHSCHILD, 2013).

Casos cronicos tem histérico de sinais clinicos muito inespecificos como inapeténcia,
baixo desempenho atlético, perda de peso, baixo escore corporal, sendo que a anemia € branda
(DE WALL, 1992). Garanhdes podem ter perda parcial ou completa da fertilidade, e éguas
prenhes podem abortar (DE WALL, 1992). Os sinais clinicos, nestes casos crbénicos, sao
similares a outros processos inflamatorios crénicos ou a sintomatologia de animais com
anemia infecciosa equina (ROTHSCHILD, 2013).

Os principais achados laboratoriais da theileriose equina séo redugdo na contagem de
eritrocitos, plaquetas e concentragdo de hemoglobina, sendo neutropenia e linfopenia
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caracteristicos de infeccdes agudas. Decréscimo no fibrinogénio plasmatico e elevacdo da
bilirrubina, assim como varios graus de hemoglobinuria e bilirubinaria podem ser observados,
dependendo do estagio da doenca (DE WALL, 1992).

Rubino et al. (2006) avaliou parametros de hematoldgicos e bioquimicos em um
rebanho equino, comparando trés grupos: animais sem sinais clinicos e sem deteccdo de T.
equi ou B. caballi em seus esfregacos sanguineos; animais sem sinais clinicos, mas com
deteccdo de hemoparasitas em esfregaco sanguineo; e animais com sintomatologia clinica e
esfregaco sanguineo positivo para um dos agentes da piroplasmose equina. Estes autores
observaram diferenca estatistica significativa em diversos parametros, havendo uma tendéncia
decrescente na contagem de eritrcitos, concentracdo de hemoglobina, hematocrito, AST,
GGT, uréia sanguinea, calcio, magnésio e albumina, em animais considerados positivos em
l&mina que apresentaram sinais clinicos. Ndo houve alteracéo significativa na contagem total
de leucdcitos entre 0s grupos positivo e negativo, entretanto, em animais infectados e sem
sinais clinicos houve baixa contagem de neutrdfilos e alta na contagem de linfécitos, quando
comparados a animais ndo infectados e também a animais que apresentaram sinais clinicos.

Como achados de necropsia observa-se carcacas palidas e amarelas (anemia e
ictericia), edema de subcutdneo e das subserosas, varios graus de emaciacdo, hepato e
esplenomegalia, rins aumentados de tamanho e de coloragdo castanho-avermelhado, ascite,
hidrotérax e hidropericardio, hemorragias no epicardio e endocardio, aumento dos linfonodos,
congestdo e edema de pulmdes (DE WALL, 1992). Enterite catarral tem sido relatada em
alguns casos (ROTHSCHILD, 2013).

2.8 Diagnostico
2.8.1 Parasitologico

Deteccdo de T. equi através da visualizacdo dos hemoparasitas em esfregagos
sanguineos € uma das formas mais especificas e praticas de diagndstico. Os hemoparasitas
podem ser demonstrados através de coloracdo dos esfregacos sanguineos, preferencialmente,
com solucdo de Giemsa a 10%. Casos agudos de T. equi podem apresentar mais de 20% das
hemécias parasitadas (DE WALL, 1992). Os trofozoitos de T. equi podem assumir uma
variedade de formas (oval, arredondado, eliptico) e serem maiores que 3 um de didmetro. Ja
0s merozoitos sao piriformes, com cerca de 1,5 pm de comprimento, podendo aparecer em
tétrades, apresentando-se no tipico formato de “cruz de malta” no interior do eritrocito (DE
WALL, 1992). O diagnostico do hemoparasita nos esfregacos € possivel principalmente na
fase aguda da doenca, quando hé alta proporcao de hemacias parasitadas. Animais portadores
assintomatico possuem baixo nimero de hemoparasitas circulantes, ocasionando decréscimo
na sensibilidade do exame de esfregaco (ROTHSCHILD, 2013).

2.8.2 Sorologico

A reacdo de fixagdo de complemento (RFC) foi desenvolvida em 1945, sendo aceita
como teste oficial para babesiose equina, pelo Departamento de Agricultura Americano em
1969. Posteriormente, foi aceita como teste oficial pela OIE, passando a ser utilizado em todo
0 mundo. Entretanto, ao longo dos anos comprovou-se que a RFC ndo detectava infeccdes
latentes e casos cronicos, podendo liberar resultados falso-positivos assim como reacdes
cruzadas, alem de diversos outros problemas técnicos, ndo podendo ser considerado o teste
“padrio ouro” para o diagnéstico da piroplasmose equina (BRUNING, 1996).

O teste “padrao ouro” para o diagnostico da piroplasmose equina deve ser um teste
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que seja: 1) sensivel a ponto de detectar infecces recentes, infecgbes agudas, e infeccbes
latentes de portadores assintomaéticos; 2) especifico para a diferenciacdo entre os dois
hemoparasitas; 3) econdémico no que se refere ao gasto de material e de tempo na sua
realizacdo. Assim, a RFC ndo preenche tais critérios, pela inespecificidade, baixa
sensibilidade, e gastos com materiais (BRUNING, 1996). A RIFI possui alta sensibilidade e
especificidade, mas ndo pode ser considerada econdmica como teste de rotina. O mesmo se
aplica ao Western blotting. O ELISA é uma técnica alternativa, tornando-se o “padrdo ouro”
(BRUNING, 1996).

Nos Estados Unidos foi desenvolvido um ELISA competitivo utilizando-se 0 EMA-1 e
anticorpos monoclonais especificos. EMA-1 é uma proteina de surperficie do estagio
eritrocitario da T. equi que possui um epitopo imunodominante e conservado em todo o
mundo. Tal teste foi superior & RFC ao detectar infecgdes latentes ndo detectadas por este
ultimo. Em 2004, a OIE aprovou o teste como “padrao ouro”, para T. equi e B. caballi, sendo
este recomendado para o transito internacional de equinos. Tal teste também regula a entrada
de equinos nos Estados Unidos (ROTHSCHILD, 2013). Atualmente a OIE recomenda, como
testes oficiais para o transito internacional de equideos, a RIFI e 0 ELISA (OIE, 2013).

Em estudo comparativo entre os testes de RFC, RIFI e ELISA para deteccdo de
anticorpos anti — T. equi, verificou-se que a RIFI e o ELISA detectaram soropositividade em
76% dos equinos testados, enquanto a RFC detectou nas mesmas amostras somente 61%. Isso
demonstra que haviam infeccGes latentes ndo detectadas pelo RFC, gerando falsos negativos.
Quando o ELISA foi comparado a RIFI, foi possivel observar uma concordancia de 83,5%,
sugerindo que ambos os testes podem ser indicados para a realizacdo de estudos
soroepidemioldgicos. Os resultados obtidos pela RFC demonstraram baixa sensibilidade em
relacdo a RIFI e ao ELISA (SANTOS et al. 2009).

Santos et al. (2009) ainda salienta que as desvantagens da RIFI em relacdo ao ELISA é
o fato do antigeno ser preparado a partir de esfregacos sanguineos com percentual variado de
eritrécitos infectados. Ademais, a producédo e a disponibilidade desse antigeno em particular
constitue um dos maiores entraves desse método de diagnéstico. Ainda, pode-se dizer que a
RIFI é um teste subjetivo em que a experiéncia do observador € necesséaria para diferenciar
reacOes fracamente positivas das negativas, resultando no aparecimento de amostras falso-
positivas. O teste de ELISA, por sua vez, € realizado utilizando uma quantidade conhecida e
determinada de antigeno, permitindo, assim, melhor padronizacdo do ensaio. Aliado a isso
esta o fato de que no ELISA vérios epitopos antigénicos sdo expostos pela ruptura do parasito
durante a preparacdo do antigeno, ao contrario da RIFI em que os anticorpos interagem
preferencialmente com antigenos de superficie (SANTOS et al., 2009). O ELISA também tem
a vantagem de ser mais expedito, ao processar um grande nimero de amostras, e ter uma
leitura automatizada que evita a subjetividade da RIFI.

Baldani et al. (2004) desenvolveram um ELISA baseado em antigeno bruto de T. equi
oriunda de cepas nacionais, visando a deteccdo de equinos portadores cronicos
assintomaticos. Obtiveram excelentes resultados, com 100% de sensibilidade e especificidade.
Assim, o ELISA é um teste passivel de utilizacdo no diagnostico soroldgico desta
hemoparasitose, bem como um teste apropriado a estudos epidemiologicos em &reas
endémicas.

2.8.3 Molecular

A deteccdo do DNA de T. equi utilizando-se da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
é o teste mais sensivel, sendo este ideal para a deteccdo de equinos portadores assintomaticos
(RAMPERSAD et al., 2003). A ferramenta molecular da PCR em tempo real (QPCR), possui
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alta especificidade e sensibilidade, e também tem sido satisfatoriamente utilizada em estudos
epidemioldgicos (PECKLE et al., 2013). No entanto, apesar de serem mais precisas, as
técnicas moleculares, em geral sdo mais onerosas e trabalhosas comparadas as técnicas
soroldgicas.

2.9 Tratamento

Drogas normalmente efetivas para o tratamento de animais acometidos por parasitos
do género Babesia, como o Diaminazeno, administrado a 11 mg/kg por dois dias
consecutivos, ndo tem eficacia na eliminacdo de T. equi (DE WALL, 1992). Estudos de
sensibilidade a farmacos demonstram que 0s estagios exoeritrociticos (esquizontes) de T. equi
tem alta susceptibilidade a drogas como halofuginone, parvaquone e oxitetraciclina, mas néo
a drogas babesicidas como o diaminazeno. Entretanto, nenhuma destas drogas aparenta ter
efeito satisfatorio na eliminag&o da infecgdo de T. equi e, apesar do equino apresentar melhora
clinica, permanece infectado para toda sua vida (BRUNING, 1996).

Apesar disto, Dipropionato de Imidocarb na dose de 4,0 mg/kg, intramuscular, com 72
horas de intervalo em um total de 4 aplica¢des, mostrou-se capaz de eliminar a infeccdo por T.
equi em 24 de 25 cavalos tratados. Tal fato foi comprovado por nested PCR e inoculacéo de
sangue dos animais tratados em cavalos susceptiveis esplenectomizados que ndo
desenvolveram a doenca apés a inoculacdo (UETI et al., 2012). Um dos cavalos que ndo
respondeu ao tratamento, com a ndo eliminacdo da T. equi, foi submetido a uma nova sessao e
teve o parasita eliminado, sugerindo ndo ser uma variante resistente ao medicamento, mas
talvez um mecanismo de evasdo do parasita. A falha do imidocarb pode estar ligada a sua
incapacidade em eliminar completamente 0s estagios pré-eritrociticos da T. equi, que
encontram-se em linfécitos, antes de tornarem-se esquizontes e infectarem o eritrécito (UETI
et al., 2012). Efeitos adversos como a atividade anticolinesterdsica do imidocarb séo
relatados, entre eles: diarreia e colica espasmddica, que ocorrem 15-20 minutos apds a
injecdo. Drogas anticolinérgicas como a n-butil escopolamina administrada intravenosa a 0,3
mg/kg é efetiva em amenizar os sintomas adversos (UET]I et al., 2012).

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

Além do tratamento dirigido contra 0 hemoparasita, em casos graves, principalmente
quando héa intensa hemélise e manifestacdo de enterocolite, ha a necessidade de terapia de
suporte que pode incluir transfusdo de sangue, fluidoterapia intra-venosa, infusdo de glicose
(DE WALL, 1992) e uso de antiinflamatorios néo esteroidais (ROTHSCHILD, 2013).

2.10 Prevencéo e Métodos de Controle

O controle da Theileriose equina deve incluir um controle de carrapatos efetivo,
monitoramento sorologico dos equinos e aplicacdo de quimioterdpicos (BRUNING, 1996).

Desta forma, o controle dos vetores e fundamental para o sucesso de qualquer
programa de controle e/ou erradicacdo deste hemoparasito. Além disso, devem ser tomadas
medidas preventivas relacionadas ao transito de animais (monitoramento sorologico), a
introdugdo de animais (evitar introduzir animais positivos no rebanho), vigilancia acarolégica
e quarentena.
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As formas de previnir a ocorréncia de doencas variam de acordo com o status da
hemoparasitose na area em questdo. Em éareas livres da doenca, a entrada de equinos e
carrapatos deve ser monitorada. Estratégias de premunicdo pode ser um método importante
para evitar surtos da doenca em areas endémicas (ROTHSCHILD, 2013).

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

A esterilizacdo quimica é raramente recomendada em areas endémicas, e o tratamento
sO deve ser feito em animais com doenca moderada ou severa. No entanto, tem sido indicada
guando equinos oriundos destas areas sao transportados para regifes ou paises livres da
doencga onde carrapatos vetores estejam presentes (DE WALL, 1992).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descrigdo da Area de Estudo

A area onde foi realizado tal estudo encontra-se descrita no item 3.1 do primeiro
capitulo.

3.2 Inquérito Epidemiologico nos equinos de uso militar
3.2.1 Delineamento do estudo e amostragem

Efetuou-se um estudo do tipo transversal de uma coorte de equinos de uso militar do
municipio de Resende — RJ, mantidos na area da Academia Militar das Agulhas Negras.

O célculo da amostra foi baseado em resultado de estudo de soroprevaléncia para T.
equi, pela técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), que encontrou
prevaléncia de 85,96% (HENRIQUES, 2006).

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

[n = 1,962 X Pesp (1- Pesp) }
e

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

Entretanto, optou-se pela realizacdo de um censo da populagdo de equinos de uso
militar, visto que o tamanho amostral calculado superou o tamanho da populacéo de animais
sob estudo, que era de 174 equinos de uso militar. Sendo assim, todos os equinos de uso
militar presentes no rebanho da AMAN no momento do estudo foram submetidos a exame
fisico visando verificar a infestacdo de carrapatos, assim como tiveram amostras de sangue
coletadas, no periodo de fevereiro de 2013 a marco de 2013.

3.2.2 Caracterizacdo do rebanho de equinos de uso militar da AMAN
A caracterizacdo do rebanho encontra-se descrita no item 3.2.2 do primeiro capitulo.
3.2.3 Ficha de exame fisico e informacao

Cada animal teve seus dados de registrados em uma Ficha Individual de Exame Fisico e
Informacgéo de Equino (Anexo 1), visando recolher informagdes inerentes aos equinos (idade,
sexo, cor, raga), quanto a infestacdo por carrapatos (numero e género de carrapatos que
infestavam cada animal no momento da coleta), e quanto as condigdes de manejo (estabulado
ou semi-estabulado, caracteristica do ambiente de pastejo, areas de criagdo em que se encontra
na AMAN, entre outras). A coleta de tais informacGes foi realizada no ato da coleta (cor,
sexo, tipo de manejo) e através do Sistema de Controle de Equinos do Exército (Sistema
Pégasus), (idade, tempo de criagdo na AMAN). Todas as informacdes adquiridas a partir de
tais fichas foram tabuladas numa planilha do Microsoft Excell a fim de avaliar possiveis
fatores associados a sororreatividade dos equinos a T. equi.
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3.2.4 Coleta de carrrapatos e de amostras de sangue

Os procedimentos de coleta de carrapatos e amostras de sangue estdo descritos no item
3.2.4 do primeiro capitulo.

3.3 Teste Soroldgico
3.3.1 Obtencédo do antigeno

O antigeno utilizado no presente estudo é um antigeno parcialmente purificado de
Theileria equi, que foi gentilmente cedido pela Professora Rosangela Zacarias Machado,
Departamento de Patologia Animal UNESP/FCAV, Jaboticabal. Tal antigeno foi obtido
conforme descrito por Baldani et al. (2004).

3.3.2 Obtencé&o do controle positivo

Os soros controles positivos foram obtidos do banco de soros do Laboratério de
Hempoparasitoses da Estacdo Experimental W.O. Neitz. Tais amostras sdo provenientes de
animais esplenectomizados e cronicamente infectados por T. equi, além disso, foram
comprovadamente positivas a RIFI e PCR para T. equi.

3.3.3 Obtencédo dos controles negativos

Os soros controles negativos foram obtidos do banco de soros do Laboratério de
Hempoparasitoses da Estagdo Experimental W.O. Neitz. Tais amostras foram
comprovadamente negativas na RIFI e PCR para Theileria equi, sendo provenientes de
animais da regido serrana do Rio de Janeiro (Petrdpolis e Teresopolis), com excelente
controle sanitario nas propriedades.

3.3.4 Ensaio de imunoadsorcdo enzimatica indireta (iIELISA) para Theileria equi

As amostras coletadas foram analisadas através do iELISA, conforme preconizado por
Baldani et al. (2004) e modificado conforme comunicacdo pessoal de Machado (2014).
Realizou-se 0 ensaio para detectar anticorpos IgG anti - Theileria equi. O antigeno
parcialmente purificado de T. equi foi utilizado na concentracdo de 10 ug/ml em tampdao
carbonato pH 9,6, sensibilizando-se microplacas de poliestireno com 96 orificios
(NunclonTM Maxisorp; Nunc, Denmark), incubadas em camara imida a 4 °C "overnight".

Apo0s sensibilizacdo, as placas foram lavadas por trés vezes com Tampéo salino fosfato
(PBS tween 80 0,05% pH 7,4 — PBST) e bloqueadas com 200 uL de leite em p6 6% diluido
em PBST e incubadas por 90 minutos, em cdmara Umida, em estufa bacteriologica a 37°
Celsius. Posteriormente, lavaram-se por trés vezes as placas conforme descrito anteriormente.

Os controles negativos, os controles positivos e 0s soros testes foram diluidos na
concentragdo de 1:100 em PBST e dispostos 100 pL por pogo nas placas, que foram
incubadas a 37° Celsius por 60 minutos em camara umida e, posteriormente, lavadas como na
etapa anterior.

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

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

Apobs a leitura, a atividade imunoldgica de cada soro foi calculada baseada na razdo de
amostra de soro positivo (valor S/P), considerando o seguinte calculo: a média de densidade
optica (DO) da amostra menos a media da DO dos soros controles negativos, dividido pela
média da DO dos soros controles positivos menos a média da DO dos controles negativos
(MACHADO et al., 1997). O valor do ponto de corte “Cut off” foi calculado como sendo
duas vezes e meia o valor da DO média dos controles negativos, resultando num valor de
0,278, conforme descrito por Baldani et al., (2004). Foi considerado positivo todas as
amostras com valor S/P acima do valor de “Cut off”.

3.4 Anadlise estatistica

Para a descricdo da prevaléncia de animais positivos no rebanho, assim como nos
respectivos grupos (Grupo 1, 2, 3 e 4), foi calculada a taxa de prevaléncia dividindo o nUmero
de equinos positivos no rebanho, ou no grupo, pelo efetivo do rebanho, ou grupo em questéo,
multiplicando-se pela constante (100), conforme Pereira (2012).

Para a comparacao da prevaléncia de animais positivos entre grupos utilizou-se o teste
de comparacdo de proporc¢des, em nivel de significancia de 5 %.

Para a avaliacdo dos possiveis fatores associados a soropositividade, as variaveis
independentes selecionadas a partir das fichas de exame fisico e informacdo dos equinos
foram analisadas em funcdo da frequéncia da deteccdo de soropositividade para T. equi ao
IELISA, utilizando o teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 25% de
significancia, sendo as variaveis com diferenca estatistica incluidas no modelo de regressao
logistica, em nivel de 5% de significancia. Para as varidveis com significancia foram
calculadas as Odds Ratio (OR) e os respectivos intervalos de confianca (IC). Todas as analises
estatisticas foram realizadas através do programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM,
2010).
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4 RESULTADOS

4.1 Inquérito Sorologico para Theileria equi

A partir das 174 amostras submetidas ao iELISA, foram dectados 129 (prevaléncia de
74,14%) animais sororreagentes para Theileria equi. Destes, 27 animais pertenciam ao Grupo
1, 29 animais ao Grupo 2, 41 animais ao Grupo 3, e 30 animais ao Grupo 4. Os resultados de
soropositividade e respectivas prevaléncias dos grupos e rebanho estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados de sororreatividade ao iIELISA indireto para Theileria equi, respectivas
prevaléncias nos grupos de equinos, e resultado do teste de comparacao de proporcoes.

IELISA Teste de comparacgdo de proporgdes
Positivos  Negativos Prevaléncia p-valor
Grupo 1 27 10 72,97%
Grupo 2 29 11 72,50%
Grupo 3 41 19 68,33% 059
Grupo 4 30 7 81,08%

Grupo 1: equinos da Sec Equi, estabulados no pavilhdo Odim (37 equinos); Grupo 2: equinos da Sec Equi, semi-
estabulados do pavilhdo Box (40 equinos); Grupo 3: equinos da Sec Equi, semi-estabulados do pavilhdo Geral
(60 equinos); Grupo 4: equinos semi-estabulados do C Cav (37 equinos).

4.2 Fatores Associados aos Equinos Sororreagentes a Theileria equi

Na Tabela 2, observa-se a anélise bivariada e multivariada dos fatores associados a
soropositividade dos equinos frente a deteccdo de anticorpos anti-T. equi através do iELISA
indireto. Dentre todas as variaveis independentes, defini¢do racial, idade, grupo de manejo,
sistema de criacdo, origem dos equinos, infestacdo por D. nitens e infestacdo por A. cajennese
ndo apresentaram associagdo estatistica (p>0,25) a partir da analise bivariada (Tabela 2). As
variaveis género, tempo de criacdo na AMAN, presenca de infestacdo por carrapatos e grau de
infestacdo por carrapatos apresentaram significancia na andlise bivariada (p<0,25) e, assim,
foram incluidas na analise multivariada. De todas estas varidveis, quando submetidas a
regressdo logistica, apenas o tempo de criacdo na AMAN foi significantemente associado a
soropositividade nos equinos.
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Tabela 2. Andlise bivariada e multivariada da frequéncia de equinos soropositivos através do
IELISA para T. equi, em fungéo dos fatores associados, como género, idade, defini¢éo racial,
manejo dos animais, origem, sistema de criacao e presenca de carrapatos nos equinos de uso

militar do municipio de Resende — RJ.

Caracteristicas dos animais e N (%) Bivariada Multivariada
manejo r P P OR IC 95%
Género
Fémea 77 77,9 0,36 - (0,68 - 2,85)
Macho 97 69,1 170 0,25 * -
Idade
<6 anos 10 70 - - -
>6e<10anos 62 71 - - -
> 10 e <20 anos 87 71,3 3,45 0,33 - - -
> 20 anos 15 93,3 - - -
Definicéo racial
Com raga 42 71,4 - -
Sem raca definida 132 735 0,07 0,95 i - -
Grupo de manejo
Grupo 1 37 73 - -
Grupo 2 40 72,5 ) - -
Grupo 3 60 68,3 189 0,59 - -
Grupo 4 37 81,1 - -
Tempo de criagdo na AMAN
<5 anos 82 65,9 - * -
>5e<15anos 64 73.4 21,71 0,00 0,48 - (0,61 -2,77)
> 15 anos 28 92,9 0,02 5,79 (1,23-27,1)
Emprego do equino
Esporte 42 73,8 - - -
Instrucéo 132 72,7 0,02 0,95 - - -
Sistema de criagéo
Semi-estabulado 134 73,1 - -
Estabulado 40 72,5 0,008 0.90 - -
Origem dos equinos
Coudelaria do Rincéo 90 80 - - -
Rio Grande do Sul 61 62,3 3,79 0,31 - - -
Desconhecida 23 73,9 - - -
Infestacio por Dermacentor
Né&o 105 714 - -
Sim 69 754 e M ) - -
Infesta¢do por Amblyomma
Né&o 67 70,1 - -
Sim 107 748 044 0.2 ’ - -
Grau de infestacéo por
carrapatos
- * -
Ausente/leve 140 70,7 118 0.24
Moderado/alta 34 82,4 0,51 - (0,50 - 3,96)
Infestacdo por carrapatos
N3 - * -
_ao 50 66 174 0.25
Sim 124 75,8 0,84 - (0,49 - 2,38)

N: Numero de amostras de animais; y

% Valor do Qui-quadrado; **Teste Exato de Fisher; P: p-valor; OR: Odds
Ratio; IC: Intervalo de confianga. *Categoria de referéncia.
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5 DISCUSSAO

A soroprevaléncia encontrada no presente estudo corrobora a enzootia de T. equi na
regido, observada por Henriques (2006), de forma similar ao observado em outras regides do
estado do Rio de Janeiro (PFEIFER BARBOSA et al., 1995; SANTOS et al., 2011, PECKLE
etal., 2013).

A despeito da alta prevaléncia, nenhum animal do rebanho apresentava sintomatologia
clinica no periodo de coleta das amostras, corroborando a rara ocorréncia de manifestacdes
clinicas e surtos em &reas enzooticas relatadas por De Wall (1992) e Heucheter et al. (1999).
Demonstrando que, em regides enzooticas, a maioria dos animais recuperam-se da doenca e
tornam-se portadores e carreadores assintométicos (ROTHSCHILD, 2013). Desta forma,
conclui-se que o rebanho esta em estabilidade enzo6tica (MAHONEY; ROSS, 1972).

Desta forma, por ser regido endémica com a presenca de muitos animais portadores
assintomaticos, ha que se tomar medidas preventivas em equinos, oriundos de regiGes nédo
enzoodticas, que adentram ao plantel da AMAN, evitando a ocorréncia de doenca clinica
conforme preconiza De Wall (1992). Tal fato é relevante, pois o0s equinos de uso militar sdo
oriundos, em sua maioria, da Coudelaria do Rincdo, centro de reproducdo equina do Exército
Brasileiro localizado em S&o Borja, Rio Grande do Sul, estado de baixa prevaléncia para T.
equi e considerado de instabilidade enzodtica para a hemoparasitose (GOLINSKY et al.,
2008). Assim, tais animais que adentram ao rebanho da AMAN, oriundos desta regido, estao
predispostos a manifestacdes clinicas agudas da doenca, e até mesmo a 6bitos (DE WALL,
1992).

O exame de ELISA indireto, baseado em antigeno parcialmente purificado de T. equi,
mostrou-se eficiente na varredura epidemioldgica do rebanho, identificando portadores
assintomaticos, corroborando o observado por Baldani et al. (2004) na microrregido de
Jaboticabal, estado de S&o Paulo.

Neste estudo transversal as infestacdes por Amblyomma ou por Dermacentor, assim
como o grau de infestagdo por carrapatos e a presenca de infestacdo por carrapatos, foram
variaveis que ndo demonstraram associacdo com a soropositividade dos equinos. O carrapato
D. nitens é vetor competente da B. caballi (MUJICA, 2002; ROBY; ANTHONY, 1963), mas
ndo da T. equi (DENNING F., 1988, apud PFEIFER BARBOSA et al., 1995). Pesquisas
indicam uma associacgdo entre a infestacdo por A. cajennense e positividade para T. equi em
exames soroldgicos (KERBER et al, 2009) e moleculares (PECKLE et al., 2013). Houve
evidéncias epidemioldgica de tal associacdo nos surtos recentes nos Estados Unidos
(SCOLES et al., 2011).

Entretanto, o presente estudo ndo verificou associacdo entre as infestacbes por
carrapatos, por A. cajennense ou por D. nitens (grau de infestacdo ou presenca de infestacao),
e a soropositividade para T. equi nos animais, indo de encontro ao observado por Pfeifer
Barbosa et al. (1995). Tal pesquisa, analisando as glandulas salivares de carrapatos A.
cajenense, R. microplus e D. nitens, coletados de rebanhos equinos de regides endémicas do
estado do Rio de Janeiro com soroprevaléncia para T. equi entre 90,6% a 100%, ndo
identificou nenhum carrapato infectado por T. equi, e sugeriu que estes ndo estivessem
envolvidos na epidemiologia da doenca. Além disso, Ribeiro et al. (2011) que verificaram que
ninfas de A. cajennense falharam em tornarem-se infectadas por T. equi apés alimentagdo em
animais cronicamente infectados, sugeriram que tal carrapato possa nao ser um vetor
competente para esta hemoparasitose.

Apesar dos equinos do Grupo 4 serem 0s mais intensamente infestados por carrapatos
do género Amblyomma, com mais de 83,8% dos equinos infestados, e também apresentarem a
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maior prevaléncia para T. equi entre os grupos (com 81% dos animais positivos), tal fato
provavelmente estd ligado ao tempo em que 0s equinos deste grupo estdo na propriedade,
visto tratar-se do grupo de equinos que ha mais tempo encontra-se na AMAN. A positividade
dos animais em relacao fator “tempo na propriedade” pode estar relacionado ao maior periodo
que estes equinos apresentaram de exposi¢do aos possiveis carrapatos vetores e ao agente
etioldgico.

A transmissdo iatrogénica, através de uso de seringas e agulhas contaminadas é
improvavel, visto que todos os procedimentos invasivos nos equinos séo a cargo dos médicos
veterinarios da Divisdo de Clinica e Cirurgia do Hospital Veterinario da AMAN, ndo sendo
permitido a reutilizagdo de materiais contaminados conforme comunicagdo pessoal de
Campos (2013).

O controle estratégico de carrapatos adotado na AMAN (banhos a base de
cipermetrina dados semanalmente, de abril a outubro, e mensalmente, de novembro a margo),
desde o ano de 2005, causou a diminui¢do na incidéncia de casos clinicos de babesiose
equina, transmitida por D. nitens e causada por B. caballi, no rebanho (CAMPOS et al.,
2013). No entanto, tal controle, que € voltado especificamente para carrapatos do género
Amblyomma (LABRUNA et al.,, 2004), aparentemente ndo impactou drasticamente a
soroprevaléncia para T. equi no rebanho, comparando-se a soroprevaléncia obtida por
Henriques (2006), de 85,96% atraves de RIFI, a obtida neste estudo, que foi de 74,14%.

A populagéo de carrapatos Amblyomma, aparenta ter sido impactada por tal controle
estratégico realizado ha mais de oito anos ininterruptamente, conforme comunicacdo pessoal
de Campos (2013). Considerando-se somente a espécie A. cajennense, a média de contagem
por equino no rebanho foi de 3,2 carrapatos por equino. Tal contagem, realizada no més de
fevereiro de 2013, é baixa comparada a encontrada em animais criados a pasto sem controle
estratégico de carrapatos. Labruna et al. (2004), na mesma época do ano em que foi realizado
este estudo, encontrou uma contagem média que variou de 560,7 a 763,6 carrapatos A.
cajennense por equino. Ressalta-se que janeiro e fevereiro sao 0s meses de pico de populacdes
de fases adultas destes carrapatos na regido sudeste do Brasil (OLIVEIRA et al., 2000;
LABRUNA et al., 2004). Asim, o controle estratégico de carrapatos Amblyomma realizado
na AMAN impactou a populacdo de carrapatos, mas ndo a soroprevaléncia de T. equi no
rebanho.

Pesquisas também tem evidenciado o possivel papel do carrapato R. microplus como
vetor competente para T. equi (GUIMARAES et al., 1997; GUIMARAES et al., 1998; UETI
et al., 2005), havendo também evidéncia epidemioldgica pela ocorréncia de T. equi em
rebanho parasitado somente por R. microplus (DE SOUZA et al., 2000), assim como
associacdo entre o contato de equinos com pecudria, com presenca de R. microplus, e a
soropositividade para T. equi nos animais (HEUCHETER et al., 1999). Entretanto, no rebanho
da AMAN é muito pouco provavel que o R. microplus desempenhe papel como vetor na
manutencdo da enzootia de T. equi, pois 0s equinos deste local sdo criados sem contato com
bovinos. Ademais, ndo foi verificado parasitismo por R. microplus em nenhum equino do
rebanho, sendo A. cajennense e D. nitens as duas Unicas espécies identificadas realizando
parasitismo nos animais.

Todos o0s equinos positivos para T. equi no presente estudo, a0 momento da coleta,
apresentavam-se clinicamente higidos, sugerindo tratar-se de infec¢Bes subclinicas /
portadores assintomaticos que se infectaram ha tempos e recuperaram-se da doenca, sendo o
rebanho considerado em estabilidade enzodtica. Desta forma, por se tratar de estudo
transversal, e considerando-se que a T. equi persiste ao longo da vida do equino infectado,
(DE WALL, 1992; RUEGG et al., 2007), é possivel que a inexisténcia de associacéo entre a
infestacdo por carrapatos tenha sido ocasionada pelo descompasso temporal entre a infestacéo
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de carrapatos verificada no momento da coleta e a infestacdo de carrapatos que ocorreu
proximo & época da primo-infeccdo dos equinos. Desta forma, tal resultado ndo refuta a
possibilidade dos carrapatos estarem envolvidos na epidemiologia da theileriose equina no
rebanho, sendo necessarios novos estudos, preferencialmente longitudinais, para uma melhor
avaliacdo do potencial destes como vetores da doenca.

Das variaveis que apresentaram significancia na analise bivariada (género, tempo de
criagdo na AMAN, presenca de infestacdo por carrapatos e grau de infestacdo por carrapatos)
ao serem colocadas no modelo de regressdo logistica (anélise multivariada), somente o tempo
de criacdo na AMAN (animais com mais de 15 anos na propriedade) apresentou associagdo
com a soropositividade para T. equi (OR 5,79; IC 1,23-27,1). Esta observagéo sugere que 0S
equinos com mais tempo na propriedade do estudo, caracterizada como enzootica, tem mais
chances de tornarem-se soropositivos. Tal inferéncia é l6gica pois equinos negativos num
rebanho enzootico, com o passar do tempo, acabam por se infectarem e tornarem-se positivos.
Tal fato corrobora o aumento da prevaléncia para T. equi, observado por Heucheter et al.
(1999) em estudo longitudinal, que acompanharam a prevaléncia para a hemoparasitose em
potros em fazendas no estado de Sdo Paulo, onde também observaram aumento da
prevaléncia com o passar do tempo. Assim como por Riegg et al. (2007), que constataram
associacédo entre a idade e positividade para T. equi pela PCR e RIFI, com um incremento da
prevaléncia de T. equi com o passar da idade, sugerindo persisténcia da infec¢do nos equinos.

77



6 CONCLUSOES

A &rea militar da AMAN, no municipio de Resende, é endémica para a Theileria equi,
e o0 rebanho equino encontra-se em estabilidade enzodtica.

A associacdo entre a soropositividade e permanéncia dos animais por um longo
periodo de tempo na propriedade estudada, evidencia o fato que, em regides enzodticas,

guanto mais tempo 0s animais permanecerem na regido, maiores as chances de tornarem-se
infectados.
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8 CONCLUSOES GERAIS

Houve diferenca significativa entre as médias de contagens de carrapatos sobre 0s
equinos nos diferentes grupos, indicando que as diferentes condicGes de pastagens, toalete e
manejo podem estar influindo no grau de infestacdo dos animais.

A presenca de anticorpos 1gG homologos anti-B. burdorferi em equinos de uso militar
da AMAN ¢é indicativo da circulacéo de Borrelia spp. na area militar.

A presenca de infestagdo por carrapatos foi significativamente associada a
soropositividade dos equinos para Borrelia spp., sugerindo que tal artrépode é potencial vetor.

A alta prevaléncia de animais positivos ao iELISA para T. equi indica que area militar
da AMAN, no municipio de Resende, é endémica para a hemoparasitose, estando o rebanho
equino em estabilidade enzodtica.

O tempo de criagdo na AMAN (animais com mais de 15 anos na propriedade)
apresentou associagdo significante com a soropositividade para T. equi, sugerindo que,
guanto mais tempo 0 equino passa numa regido enzodtica, maiores as chances deste tornar-se
sorologicamente positivo.
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ANEXOS

Anexo | — Ficha individual de exame fisico informacéao de equino.
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FICHA INDIVIDUAL DE EXAME FiSICO E INFORMAGCAO DE EQUINO

Data: / / Nome do equino:

Data de nascimento: / /

Data de chegada a proriedade: / /

Sexo:

OM ()F

Raca:

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

() Castanho () Alazdo () Tordilho () Rosilho () Pampa () Lobuno

Origem do equino:

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

Local:
() Secdo de Equitacéo () Curso de Cavalaria

Pavilhdo de baias:

() Odim () Box () Geral () Curso de Cavalaria

Manejo:

() Estabulado (') Semi-estabulado

Tipo de emprego:

() Instrucao Militar () Pélo () Hipismo ou Concurso Completo de Equitacao

Area de pastagem (animais semi-estabulados):

() Secéo de Equitacéo () Curso de Cavalaria

Contato com areas de capoeira, fragmentos de mata atlantica, mata ciliar e animais silvestres:
() Sim () Néo

NUmero de carrapatos infestando equino no momento da coleta:

Amblyomma spp.:

Dermacentor nitens:

Rhipicephalus microplus:

Outras observacoes relevantes:
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