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RESUMO

PECKLE, Maristela Peixoto. ‘“Aspectos epidemioldgicos e hematologicos de equinos
naturalmente infectados por Theileria equi (Piroplasmida: Theileriidae) e sua associacao
com carrapatos no Estado do Rio de Janeiro”, 2013. 55p. Dissertacdo (Mestre em Ciéncias,
CiénciasVeterinarias). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2013.

Theileriose equina é uma doencga causada pelo protozodrio intraeritrocitico e linfocitico
Theileria equi (Laveran, 1901), que em diversos animais assume carater cronico, dificultando
o diagndstico por métodos parasitologicos tradicionais. O objetivo deste estudo foi detectar a
presenca do DNA de T. equi em equinos e carrapatos através da PCR em tempo real (qPCR) e
associar com fatores relacionados ao equino (sexo, idade, raca), ao ambiente e a0 manejo dos
equinos, além de avaliar as alteracdes hematoldgicas nos animais cronicamente infectados
criados nos municipios de Seropédica e Petrdpolis, estado do Rio de Janeiro. Foram testadas
314 amostras de sangue e 300 amostras de carrapatos ixodideos, sendo 191 de Amblyomma
cajennense (Fabricius, 1787), 104 de Dermacentor nitens (Neumann, 1897) e 5 larvas de
Ixodidae. Fatores inerentes ao equino, a propriedade e ao manejo dos animais foram obtidos
através de questiondrio epidemioldgico e associados a presenca do DNA de T. equi nos
animais. As amostras de sangue foram também submetidas a andlise hematoldgica em
contador automadtico de células, a refratometria e a confec¢do de esfregacos, para a realizacdo
da contagem diferencial de leuc6citos por microscopia Optica. Do total de equinos analisados,
81% (n=253/314) apresentaram DNA de 7. equi, sendo o municipio de Seropédica o de maior
frequéncia (90,1%; n=128/141; p<0,001). As frequéncias que diferiram estatisticamente pelo
Qui-quadrado (p<0,2) e apresentaram colinearidade pelo teste de Spearman abaixo de 0,6
foram incluidas no modelo de regressdo logistica utilizando o programa R. Observou-se que
os equinos destinados ao trabalho e passeio (OR=5,7, IC=2,3-14,4), a reproducdao (OR=3,8,
IC=1,3-11,5) e a infestac@o por carrapatos nos animais (OR=2,6, IC=1,1-6,2) foram fatores
associados a presenga do DNA de T. equi nos equinos (p<0,05). Das amostras de carrapatos
coletadas, A. cajennense e D. nitens foram as espécies identificadas. A presenca do DNA de
T. equi foi observada em 9,9% (n=19/191) das amostras de A. cajennense e 3,8% (n=4/104)
de D. nitens. A andlise multivariada simples demonstrou que a presenca de A. cajennense nos
equinos (OR=4,1, IC=1,8-9,1) apresentou associacao com a presenga do DNA de 7. equi nos
animais. Com relacdo as andlises hematoldgicas das amostras de Seropédica, de forma geral
foi observada anemia e eosinofilia como principais altera¢cdes nos grupos positivo e negativo.
Estas alteracdes parecem estar relacionadas ao manejo animal inadequado instituido em
grande parte das propriedades deste municipio. No municipio de Petrépolis, a anemia foi uma
alteracdo frequente (p<0,05) nos animais positivos para 7. equi, sugerindo uma possivel
associacdo deste protozodrio com esta alteracdo hematoldgica no referido municipio. Equinos
destinados ao trabalho, passeio e reprodugdo, assim como a infestacdo por carrapatos,
principalmente a intensa infestacao por A. cajennense, sao fatores que favoreceram a presenca
de T. equi em equinos nos municipios estudados.

Palavras-chave: Theileriose equina, PCR em tempo real, Epidemiologia.



ABSTRACT

PECKLE, Maristela Peixoto. ‘“Epidemiological and hematological aspects of horses
naturally infected by Theileria equi (Piroplasmida: Theileriidae) and its association with
ticks in the State of Rio de Janeiro”, 2013. 55p. Dissertation (Master Science, Veterinary
Science). Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2013.

The aim of this study was to detect Theileria equi (Laveran 1901) DNA in horses and ticks
using real-time PCR, to list the factors associated with infection and to evaluate hematological
changes in chronically infected animals located in Seropedica and Petropolis municipalities of
the state of Rio de Janeiro. We tested blood samples from 314 horses and samples from 300
ticks were tested, including 191 Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), 104 Dermacentor
nitens (Neumann, 1897) and 5 Ixodida larvae. Factors inherent to the horse, the ownership
and animal management were obtained from an epidemiological questionnaire and were
evaluated in association with the presence of 7. equi DNA in the animals. Among the horses
in the study, 81% (n=253/314) presented 7. equi DNA, and the animals of the Seropedica
municipality had the highest infection frequency (90,1%, n=128/141, p<0.001). The factors
that had significantly different infection frequencies by chi-squared or Fisher’s exact tests
(p<0.2) and had collinearity by Spearman test below 0.6 were included in a logistic regression
model using the R programming package. Work and walking activity (OR=5.7, CI=2.3-14.4),
reproductive activity (OR=3.8, CI=1.3-11.5) and tick infestation (OR=2.6, CI=1.1-6.2) were
factors that favored the presence of 7. equi DNA in the animals (p<0.05). Among the tick
samples, A. cajennense and D. nitens were the identified species. The presence of 7. equi
DNA was observed in 9.9% (n=19/191) of the A. cajennense samples and 3.8% (n=4/104) of
the D. nitens samples. A multivariate analysis revealed that the presence of A. cajennense on
the animals (OR=4.1, CI=1.8-9.1) was associated with the presence of 7. equi DNA in the
horses. Regarding Seropedica hematological analyses, anemia and eosinophilia was observed
as major changes in both groups. These changes may be related to the poor animal
management, instituted largely the properties of this municipality. In Petropolis, anemia
characterized only in positive animals indicates the possibility of 7. equi participation,
especially because this group differed from the negative. In the studied municipalities,
activities related to work, walking and reproduction and the presence of ticks on horses,
particularly an intense infestation of A. cajennense, are factors that lead to infection with 7.
equi in the horses.

Keywords: Equine theileriosis, Real-time PCR, Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui atualmente o terceiro maior rebanho de equideos do mundo, sendo a
maior concentracao desta populacdo na regido sudeste do pais. Os equideos estdo envolvidos
em mais de 30 segmentos da economia, gerando em torno de 7,3 bilhdes de reais anualmente
(MAPA, 2012). No entanto, devido ao precario controle sistemdtico do plantel nacional, este
segmento perde em numero e importancia.

Dentre as doengas que atingem a maioria dos plantéis de equideos no Brasil, as
piroplasmoses tém destaque. Seus agentes etioldgicos sdo protozodrios de localizagdo
intraeritrocitica denominados Theileria equi (Laveran, 1901) Mehlhorn e Schein 1998 e
Babesia caballi Nuttall e Strickland, 1912. Além das perdas econdmicas a nivel nacional, esta
doenca € considerada o principal impedimento para o transito internacional de equinos, sendo
proibida a entrada de animais positivos em paises livres da doenca, seja para competicoes
esportivas ou para exportacao definitiva (KNOWLES, 1996; FRIEDHOFF, 1990).

Theileriose equina, causada pelo agente 7. equi, apresenta cardter endémico em
diversos estados do pais, com uma prevaléncia em torno de 90% (PFEIFER BARBOSA et al.,
1995; BATTSETSEG et al., 2002; SANTOS et al., 2011). Ap6s a infec¢do os equinos se
tornam portadores cronicos de 7. equi, mantendo a infec¢do provavelmente por toda a sua
vida. Animais cronicamente infectados atuam com muita eficiéncia como fonte de infec¢dao
para carrapatos vetores. Além disso, € de dificil tratamento através de farmacos atualmente
disponiveis e, portanto, € considerado um dos principais agentes que influencia
consideravelmente nas perdas econdmicas da produg@o equina em nivel nacional.

Até o presente momento, as espécies de carrapatos que foram identificadas como
vetores de 7. equi, listam dez espécies de carrapatos, agrupadas em trés géneros:
Dermacentor, Rhipicephalus ¢ Hyalomma (THOMPSON, 1969; MEHLHORN; SHEIN,
1998). No continente Americano, Dermacentor variabilis € Rhipicephalus microplus foram
identificados como vetores experimentais de 7. equi (GUIMARAES, 1998a; UETI et al.,
2005; 2008) sendo a transmissdo natural de 7. equi por estes ainda ndo comprovada
(FRIEDHOFF et al., 1990). Além da transmissao bioldgica, a forma iatrogénica, congénita e
transplacentaria ja foram relatadas.

O diagnéstico da piroplasmose equina pode ser realizado principalmente utilizando-se
o exame microscopico de esfregacos sanguineos, o ensaio imunoenzimdtico (ELISA), a
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), a reac@o de fixacdo do complemento (RFC) e a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Em amostras de carrapato, o diagnostico destes
agentes ja foi descrito a partir do exame direto de hemolinfa, esfregaco de O6rgaos
(BARREIRA et al., 2005) e pela técnica da PCR (UETTI et al., 2005; 2008).

A sensibilidade da reacdo da PCR € mais elevada quando comparada ao exame
microscopico de esfregacos sanguineos (RAMPERSAD et al., 2003; ALHASSAN et al.,
2007). A PCR em tempo real (QPCR), vem apresentado bons resultados na detecc¢dao de
patégenos transmitidos por carrapatos, tanto em amostra de sangue (UETI et al., 2005; 2008),
como no proprio tecido do carrapato (PAULAUSKAS et al., 2008). Além disso, €&
caracterizada como método alternativo para o ensaio da PCR convencional, pois utiliza
marcadores moleculares especificos (sondas de hidrélise), que aumentam ainda mais a
especificidade, sensibilidade e reprodutibilidade do teste.

Diversos fatores t€ém sido associados a infeccdo de equinos por 7. equi. Dentre os
fatores ja descritos, destacam-se equinos criados a pasto, condi¢des de manejo na criagdo,
infestac@o por carrapatos, principalmente relacionada as espécies R. microplus e Amblyomma
cajennense, criacdo de equinos em contato com bovinos e condi¢des climaticas da localidade.

Devido a necessidade do melhor entendimento dos mecanismos de infec¢do e
transmissdo de 7. equi, tanto nos equinos cOmo hos carrapatos, a presente pesquisa estd
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embasada na importancia que a piroplasmose equina possui para a equideocultura do Brasil e
do mundo, e na busca de conhecimentos sobre os carrapatos vetores desse agente em
condi¢des naturais, utilizando métodos epidemioldgicos e ferramentas moleculares. A
caréncia de informacdes sobre as espécies de carrapatos envolvidos na transmissdo e
distribuicao de 7. equi na América do Sul, principalmente no Brasil, demonstra a necessidade
de desenvolver novos estudos para elucidar estes fatores, o que permitird estabelecer medidas
de controle mais eficazes.

Os objetivos do presente estudo foram: a) Avaliar a qPCR como técnica de
diagnéstico para theileriose equina; b) Avaliar a frequéncia do DNA de 7. equi, em equinos e
carrapatos nos municipios de Seropédica e Petrépolis, estado do Rio de Janeiro, pela técnica
da PCR em tempo real, e identificar através de andlise multivariada os fatores associados aos
equinos (sexo, idade e raga), a0 ambiente e a0 manejo dos animias; c) Avaliar as alteracdes
hematoldgicas em equinos naturalmente infectados por 7. equi.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Breve Historico

No final do século XIX, Babés associou microrganismos intra-eritrociticos com
hemoglobintiria ou “febre da dgua vermelha” em bovinos na Roménia (BABES, 1888). Na
mesma época, este pesquisador observou organismos similares em ovelhas.

Em 1893, Smith e Kilborne denominaram o agente da “Febre do Texas” dos bovinos
de Pyrosoma bigeminum e observou que os carrapatos desempenhavam o papel da
transmissdo do agente para os animais. Este foi um dos primeiros relatos sobre a transmissao
de protozodrios parasitas por artropodes. Ainda em 1893, Starcovici renomeou o género,
nomeando os hematozodrios Babesia bovis, Babesia ovis e Babesia bigemina (UILENBERG,
2006).

O pequeno piroplasma dos equinos foi denominado inicialmente Piroplasma equi
(Laveran, 1901). Este organismo foi estudado por Laveran (1901) a partir de esfregacos
sanguineos da Africa do Sul, enviados a ele por Theiler (NUTTALL; STRICKLAND, 1912).
Piroplasma foi o nome proposto devido a sua forma muito semelhante a pera, denominagdo
que ainda hoje € utilizada como sinonimia para o género Babesia (UILENBERG, 2006).

Em 1909, Franca percebeu que o organismo descrito ndo apresentava caracteristicas de
forma e modo de multiplicagdo do género Piroplasma, denominando-o de Nuttallia. Em 1912,
o estudo de Franca (1909) foi confirmado por Nuttall e Strickland, reafirmando o género
Nuttallia, nome criado para os piroplasmas que apds reproducdo assexuada em hemdcias
formam quatro células filhas.

Ap6s estudos em Rhipicephalus turanicus e Hyalomma anatolicum sobre a
transmissao transestadial e falha na transmissdo transovariana deste agente (SIGRIST, 1983),
a descoberta da esquizogonia em linfécitos de equinos por Schein et al. (1981), Uilenberg
(1986) pensou em retirar Babesia equi do gé€nero Babesia e transferir para Theileria. No
entanto, com receio de uma reclassificacdo precipitada, Mehlhorn e Schein (1993)
mantiveram este protozodrio no mesmo género, classificando-o como Babesia com estagio
intralinfocitico. Mehlhorn e Schein (1998), finalmente reclassificaram B. equi para o género
Theileria, amplamente aceito por pesquisadores da area.

Em 1910, Dr. Carini, na época diretor do Instituto Pasteur de Sdo Paulo, fez uma
comunicacdo assinalando a presenca da piroplasmose equina pela primeira vez no Brasil,
baseado em sintomas clinicos € exame microscopico de esfregago sanguineo (DUPONT;
TERRA, 1952). Pela descri¢ao da morfologia parecia tratar-se de 7. equi.

Na América do Norte, 7. equi foi diagnosticado pela primeira vez em um equino do
estado da Florida em 1964 (TAYLOR et al., 1969; FRIEDHOFF et al., 1990), ndo havendo
dispersdo deste hemoparasito para outros estados dos Estados Unidos da América até hoje. No
Uruguai, T. equi foi diagnosticado pela primeira vez por Cassamagnaghi (1948). O primeiro
isolamento de 7. equi no Brasil foi realizado por Ribeiro e Lima (1989) em equinos
naturalmente infectados no intuito de produzir um antigeno para fins sorolégicos.

2.2 Mudanca na Sistematica de Theileria equi

A mudanga na sistemdtica de Babesia equi para Theileria equi vem sendo discutida
desde a década de 80, quando diversos estudos morfoldgicos e experimentais foram
desenvolvidos, dando origem a informagdes detalhadas sobre o ciclo de vida deste
hemoparasito.

O género Babesia compreende hemoparasitos que, uma vez no hospedeiro vertebrado,
adentram diretamente nos eritrécitos. Em contraste, os esporozoitos do género Theileria, nao
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infectam os eritrécitos diretamente, realizando sua esquizogonia em linfécitos, e
desenvolvendo-se em esquizontes (SCHEIN et al., 1981; MOLTMANN et al., 1983). Devido
a esta caracteristica, Mehlhorn e Schein (1993) inicialmente, mantiveram esta espécie como
pertencente ao género Babesia, porém, com estagios intralinfociticos.

No carrapato vetor, os zigotos de Babesia multiplicam-se e os vermiculos resultantes
invadem numerosos 6rgdos do carrapato, incluindo ovérios, o que ndo ocorre no género
Theileria (SIGRIST, 1983). Em Theileria, os zigotos invadem a hemolinfa do carrapato
movendo-se direto para a glandula salivar e, portanto, ndo hd desenvolvimento reprodutivo
nos 6rgaos de carrapatos vetores, incluindo ovarios (ZAPF; SCHEIN, 1994).

Um aspecto singular da morfologia dos trofozoitos de 7. equi é a presenca de uma
estrutura de alimentacdo tubular envolvida no mecanismo de alimentagdo, caracteristica ja
observada em algumas espécies de Theileria (GUIMARAES et al., 2003).

Além dessas caracteristicas, 7. equi apresenta resisténcia a farmacos “babesicidas”, o
que sugeriu um metabolismo distinto (MEHLHORN; SCHEIN, 1984).

No estudo de Mehlhorn e Schein (1998), a reclassifica¢do de 7. equi foi embasada no
pequeno tamanho dos trofozoitos intraeritrociticos (1.5+2.5 um); na comprovacao de que os
esporozoitos adentram primeiro em linfocitos; na motilidade dos merozoitos produzidos no
inicio da fase esquizogdnica; no processo de desenvolvimento de 7. equi na glandula salivar,
idéntico ao do género Theileria; na auséncia de desenvolvimento reprodutivo desta espécie de
protozodrio nos Orgdos dos carrapatos, incluindo ovdrios; nas proteinas de superficie
homdlogas as encontradas no género Theileria; na susceptibilidade de 7. equi a compostos
efetivos aos protozodrios do género Theileria; pela comparacdo, na biologia molecular, da
subunidade menor do RNA ribossomal, observou-se que B. equi pertencia ao género
Theileria. A partir destas informacgdes, foi possivel entdo concluir que Babesia equi nao
pertencia ao género Babesia, mas sim Theileria, como bem demonstrado neste estudo.

2.3 Atual Posicao Taxonomica

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.

2.4 Ciclo de Vida (Segundo Mehlhorn e Schein, 1998)
2.4.1 Esquizogonia no hospedeiro vertebrado

O carrapato vetor inocula esporozoitos através de sua saliva. Estes esporozoitos
penetram primeiramente em linfécitos, onde ocorre a formagdo de macroesquizontes e
microesquizontes, em um processo denominado esquizogonia. Os esquizontes ddo origem aos
merozoitos, que penetram nos eritrocitos, se tornam esféricos e iniciam a reprodugdo por
fissdo bindria, dando origem a quatro células-filhas, formando tétrades, muitas vezes na forma
de “Cruz de Malta”. Os organismos podem escapar dos eritrécitos por trés mecanismos
distintos: podem passar pela membrana do eritrécito sem nenhum dano evidente; podem
intensificar sua atividade e passar pela membrana de eritrocitos que perderam sua
hemoglobina (chamados de “fantasmas”); ou podem escapar junto com a hemoglobina
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quando ha o rompimento do eritrécito (HOLBROOK, 1969). Apds escapar das hemadcias, os
merozoitos podem ficar livres na circulacdo, adentrar em outras hemdcias ou apenas aderir a
sua superficie. As formas livres na circulagdo podem ser fagocitadas por leucocitos ou
simplesmente degenerar (HOLBROOK, 1969). Ao penetrarem nos eritrdcitos, fazem novas
divisdes assexuadas (Figura 1).

Alguns merozoitos tornam-se esféricos, similares a forma em anel encontrada na
Maléria, e sao denominados gamontes. Estes gamontes podem ser ingeridos por carrapatos
vetores.

Figura 1. Tlustracdo da reproducdo assexuada de Theileria equi no sangue do hospedeiro
vertebrado segundo Nuttall, Strickland (1912). 1: Entrada do parasito em eritrécito; 2,3,4,5:
Crescimento em tamanho, passando pela forma amebdide e piriforme; 6,7,8,9,10: Mudanga na
forma da cromatina, multiplica¢io e divisdo celular; 11,12,13: Forma caracteristica em “Cruz
de Malta”; 14: Dispersao das células filhas no eritrocito; 15: Saida das células filhas do
eritrécito.

2.4.2 Gametogonia e esporogonia no hospedeiro invertebrado

Os carrapatos vetores ingerem os gamontes formados na circulagdo do hospedeiro
vertebrado. Estas formas permanecem no intestino do vetor por 48 horas e em seguida,
comecam a crescer. Muitos gamontes mudam sua conformacao, iniciando a divisdo binéria do
nucleo e formam protrusdes, sendo conhecidos nesta fase como corpos raiados. Em seguida,
dividem-se em microgametas uninucleados. Alguns gamontes ndo mudam, e sd@o considerados
macrogametas multinucleares. Os macrogametas e microgametas fusionam formando o



zigoto. Dentro deste, finalmente, ¢ formado um cineto. Os cinetos sao vistos livres na
hemolinfa em 5-7 dias pds-infecgao.

Os cinetos penetram nas glandulas salivares, aproximadamente 7-8 dias apds a
infeccdo. Apds esta entrada, ocorre a formagdo de uma massa esporogénica multinuclear,
denominada esporontes, que se dividem em esporoblastos multinucleados e posteriormente
em esporozoitos de tamanho menor.

2.5 Ecologia e Epidemiologia
2.5.1 Possiveis vetores

A transmissdo bioldgica de T. equi ocorre através da inoculacdo de esporozoitos no
equideo pelo carrapato vetor. Até o presente momento, dez espécies de carrapatos, de trés
géneros distintos, Dermacentor, Rhipicephalus e Hyalomma, ja foram identificadas como
vetores de 7. equi no mundo (NEITZ, 1956; THOMPSON, 1969; MEHLHORN; SHEIN,
1998).

Battsetseg et al. (2001) demonstraram por meio das técnicas da PCR e nested PCR,
que o carrapato da espécie Dermacentor nuttalli é o vetor de maior importincia na
transmissdo e na manuten¢do da condi¢do endémica de theileriose equina na Mongodlia.
Posteriormente, esses autores detectaram o acido desoxirribonucleico (DNA) do protozoéario
em ovos, larvas e fémeas ingurgitadas de D. nuttalli, sugerindo a possibilidade de transmissao
transovariana nessa espécie de carrapato (BATTSETSEG et al., 2002).

Na América do Norte e América do Sul, at€é o momento, D. variabilis Say, 1821 e
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) Murrell e Barker, 2003 sdao os
carrapatos identificados, respectivamente, como vetores experimentais de 7. equi (STILER;
COAN, 1995; GUIMARAES, 1998a; UETI et al., 2005; 2008), sendo a transmissdo natural
de T. equi por estes ainda ndo comprovada (FRIEDHOFF et al., 1990).

No Brasil, T. equi é transmitido transestadialmente e intraestadialmente por R.
microplus (GUIMARAES et al., 1998b; UETI et al., 2005, 2008). Em condi¢des
experimentais, foram identificados esporoblastos e esquizontes de 7. equi nas glandulas
salivares de R. microplus (GUIMARAES et al., 1998a). Posteriormente, a transmissao
transestadial de 7. equi foi demonstrada por Guimaraes et al. (1998b). Ueti et al. (2005; 2008)
comprovaram a participagdo de R. microplus como vetor experimental de 7. equi nas
modalidades transestadial e intraestadial. Também demonstraram que equinos cronicamente
infectados s@o competentes reservatorios para infeccdo de carrapatos vetores de 7. equi. No
entanto, a participacdo do carrapato R. microplus como vetor na cadeia epidemioldgica de
theileriose equina permanece indefinida, ja que os equinos sdo hospedeiros alternativos dessa
espécie de carrapato. Consequentemente, a presenga deste carrapato em equinos depende do
contato com bovinos, hospedeiros primdrios, nas condi¢cdes em que ambas as espécies sao
criadas juntas na mesma pastagem (HEUCHERT et al., 1999; LABRUNA et al., 2001). Além
disso, R. microplus é um carrapato monoxeno € a transmissao transovariana de parasitos do
género Theileria até o momento ndo foi detectada. Dessa forma, sua importancia
epidemioldgica tem sido discutida (HEUCHERT et al., 1999; KERBER et al., 2009; SANTOS
et al., 2011).

A transmissdo de T. equi de forma experimental ndo foi observada utilizando-se os
ixodideos D. nitens (DENNIG, 1988) e A. cajennense (DENNIG, 1988; RIBEIRO et al.,
2011). Kerber et al. (2009) observaram uma associagdo significativa entre a abundancia de A.
cajennense sobre 0s equinos e a presenga de anticorpos contra 7. equi. Em estudo realizado no
Texas por Scoles et al. (2011), demonstraram que A. cajennense adquire a infec¢do por 7.
equi enquanto se alimenta em equinos infectados e transmite transestadialmente quando se
alimenta em equinos nao infectados. Vale destacar que, no Brasil, as principais espécies de

6



carrapatos que parasitam equinos sao D. nitens e A. cajennense (SOUZA; SERRA-FREIRE,
1992; LABRUNA et al., 2001), contudo, até o presente momento, ndo foi demonstrado a
participacdo destes artropodes como vetores de 7. equi, sob condi¢cdes naturais ou
experimentais.

2.5.2 Outras formas de transmissao

Acredita-se que a forma principal de transmissdo de 7. equi para os equinos € a
transmissdo bioldgica, que ocorre através da inoculagdo de esporozoitos no equideo pelo
carrapato vetor. Além da forma bioldgica, o piroplasma 7. equi pode ser transmitido de forma
iatrogénica através de sangue infectado (TENTER; FRIEDHOFF, 1986). No entanto, segundo
Kerber et al. (2009), em todas as fazendas utilizavam-se agulhas estéreis e, portanto, esta
parece ser uma via de transmissdo minima frente a alta prevaléncia deste hemoparasito
encontrada nos animais. A transmissdo mecanica por dipteros hematéfagos ainda ndo foi
relatada (FRIEDHOFF, 1988).

A infec¢do por via transplacentdria também foi relatada (ALLSOPP et al., 2007).
Neste caso, 0s potros nascem apenas portadores do agente, podendo desenvolver rapidamente
a doenca clinica ou ja nascer mortos. As perdas por este tipo de transmissdo sdo relativamente
comuns (DE WAAL, 1992). A transmissao congénita foi observada por Phipps e Otter (2004)
e Santos et al. (2008).

2.5.3 Distribuicao e prevaléncia no Brasil e no mundo

A prevaléncia desta doenga em equinos apresenta elevada taxa no continente Africano
(TENTER; FRIEDHOFF, 1986; FRIEDHOFF et al., 1990). Bhoora et al. (2009) realizaram
estudo no Sul da Africa com 488 amostras de equinos e zebras, e observaram prevaléncia de
50% para T. equi através da técnica da PCR.

Esta doenca ocorre de forma enzoGtica em alguns paises da Asia como a Turquia
(SEVINC et al., 2008), Isracl (SHKAP et al., 1998) e Jordania (ABUTARBUSH et al., 2012),
no entanto as prevaléncias entre os estudos divergem. Na Jordania, por exemplo, Abutarbush
et al. (2012) observaram 14,6% das amostras positivas para 7. equi. Em Israel, observou-se
prevaléncia de 33,7% e na Turquia, uma positividade de 16,2%.

Theileria equi parece estar amplamente disperso em diversos paises da Europa, sendo
a prevaléncia deste agente descrita na Hungria (32%) (FARKAS et al., 2013), Itdlia (12%)
(MORETTI et al., 2010), Grécia (11%) (KOUAM et al., 2010), Espanha (40%; 56,1%)
(CAMACHO et al., 2005; GARCIA-BOCANEGRA et al., 2012). Além desses paises, ja foi
descrito em Portugal, Bélgica, Russia e Franca (FRIEDHOFF, 1982; FRIEDHOFF et al.,
1990). Neste continente, também foi possivel observar grande diferenga entre as prevaléncias
de cada pais ou regido estudada. Em paises como Alemanha, Austria, Suica e Gra-Bretanha a
theileriose equina ainda nao se estabeleceu (FRIEDHOFF et al., 1990).

Na America Latina, 7. equi ja foi descrito em diversos paises como Republica de
Trindad e Tobago (ASGARALI et al., 2007; RAMPERSAD et al., 2003), Venezuela, com
prevaléncia de 50,3% (MUJICA et al., 2011) e Colombia (TENTER; FRIEDHOFF, 1986).

Os Estados Unidos e o Canada sao considerados livres de T. equi e B. caballi, com
excecdo do estado da Flérida (HOLBROOK, 1969). O continente Australiano é o Unico em
que a piroplasmose equina nao se estabeleceu (MAHONEY et al., 1977; FRIEDHOFF et al.,
1990).

A prevaléncia de T. equi relatada em alguns estudos no Brasil é de aproximadamente
90% (LINHARES, 1994; PFEIFER BARBOSA et al., 1995; BATTSETSEG et al., 2002;
SANTOS et al.,, 2011). Sabendo-se que este agente permanece no organismo do animal
infectado por provavelmente toda a sua vida (MEHLHORN; SCHEIN, 1998; RUEGG et al.,
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2008), além de ser de dificil tratamento através de farmacos, é considerado um dos principais
agentes de influéncia nas perdas econdmicas da producao equina em nivel nacional.

Na regido sul do Brasil hd relatos sobre prevaléncia abaixo da média observada nas
outras regides do pais. Em estudo conduzido por Golynsky et al. (2008), foi observada
soropositividade em torno de 35% na zona norte do estado do Rio Grande do Sul. J4 no
municipio de Bagé, do referido estado, Nizoli et al. (2008) observaram soroprevaléncia de
22,1% para T. equi através da RIFI e positividade de 15% através da PCR.

No estado de Sdo Paulo, regido sudeste do pais, observou-se soroprevaléncia de 21,6%
(KERBER et al., 2009) ¢ 75% (BALDANI et al., 2004). No Rio de Janeiro, Botteon et al.
(2002) observaram soroprevaléncia de 89%, em equinos criados em sistema extensivo, 87%
em equinos criados em sistema semi-confinado e 45% de soropositividade para animais
criados em regime confinado. No mesmo estado, Santos et al. (2011) observaram
soroprevaléncia de 89% nos equinos testados pela RIFI.

No Centro-Oeste do pais, em estudo conduzido por Linhares (1994) foi observado
prevaléncia de 94,7% para T. equi nos equinos testados pela RIFI.

A diferenca entre as prevaléncias observadas em estudos sobre a piroplasmose equina
¢ comum. Isso ocorre pelas diferencas climaticas dos locais de coleta das amostras, pela
abundancia de carrapatos vetores na regido de estudo, pelas diferencas entre sensibilidade das
técnicas de diagndstico utilizadas nestes estudos, pelo tipo de manejo adotado na criagao dos
equinos e pelas medidas de controle e profilaxia aplicadas contra ectoparasitos.

2.5.4 Fatores associados a infec¢ao por Theileria equi

No Brasil, a theileriose equina € endémica e a identificagdo de fatores de risco e/ou
associados a infec¢@o por 7. equi pode ter um papel fundamental na ado¢dao de medidas
profildticas. Além disso, os fatores associados a ocorréncia de 7. equi no animal podem
sugerir evidéncias epidemioldgicas sobre os mecanismos pelos quais o referido agente se
distribui na populacdo de hospedeiros vertebrados e invertebrados. Buscar a causa e os fatores
que influenciam a ocorréncia de eventos relacionados ao processo saude-doenca é uma das
principais questdes da epidemiologia (PEREIRA, 1995).

Existem diversos fatores incriminados como de influéncia para a ocorréncia de
theileriose equina. Heuchert et al. (1999) relataram o tipo de fazenda criadora de equinos
como um fator associado a infec¢do por 7. equi. Este fato foi observado, pois fazendas de
criacdo de equinos do tipo convencional (sistema de criacdo extensivo) possuiam alta
infestacdo por carrapatos nos animais, indice considerado muito maior em detrimento das
fazendas de criacdo profissional. Os autores concluiram que o tipo de manejo empregado na
criacdo parecia ser um fator associado a prevaléncia de 7. equi na propriedade. Shkap et al.
(1998) observaram a baixa positividade no grupo dos garanhdes estudados, e atribuiram este
fato ao excelente manejo que estes animais recebem, e ndo a classe de equinos investigada.
No Rio de Janeiro, Santos et al. (2011) observaram que animais criados em propriedades
consideradas de nivel ruim tem mais chances de exposicdo a 7. equi em detrimento aos
animais criados em condi¢des boas, 6timas ou moderadas.

A criagdo de equinos em contato proximo a bovinos também foi considerado por
Heuchert et al. (1999), um fator de risco para infec¢do por 7. equi, porque a infestacdo de
equinos com R. microplus foi associada ao contato direto destes animais com a criacdo de
bovinos, nas mesmas pastagens. Além disso, R. microplus nao foi detectado em equinos
criados em fazendas profissionais no estudo, reforcando a sugestao dos autores.

A atividade didria do animal na propriedade também parece ter relacdo com a
positividade para 7. equi. Para Camacho et al. (2005), a utilizacdo dos animais para recreagao
e passeio pode predispor a exposi¢do aos carrapatos vetores, aumentando as chances de
exposicdo aos agentes da piroplasmose equina. Da mesma forma, Shkap et al. (1998)
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associaram a alta prevaléncia de equinos soropositivos para 7. equi em Israel aos animais com
atividade de passeio, que possuiam acesso a pastagem. Animais utilizados para trabalho na
propriedade tiveram alta taxa de positividade para 7. equi em relacdo aos animais de corrida
(KOUAM et al., 2010).

O sistema de criagdo extensivo, semi-confinado e confinado, também foi um fator
associado a positividade para T. equi em diversos estudos. Botteon et al. (2002) observaram
que a soroprevaléncia de animais criados em sistema extensivo foi o dobro da observada em
animais criados confinados (sistema intensivo de criacdo) na mesma regido de estudo. Na
Itdlia, Moretti et al. (2010) observaram que animais que pastejam tem 9,2 vezes mais chances
de terem contato com os agentes da piroplasmose equina.

Os fatores relacionados a interagdo do equino com o meio ambiente que o cerca, em
muitos casos, influenciam a taxa de infestagdo por carrapatos nos animais, como € o caso de
equinos que tem acesso livre ao pasto. A infestacdo por carrapatos € outro fator associado a
positividade de equinos para 7. equi, avaliada de forma direta, pela visualizacdo de carrapatos
nos animais (KERBER et al., 2009) ou indireta, pela suposi¢do através de outras varidveis do
estudo como sistema de criacdo, acesso a pasto (BOTTEON et al., 2002; MORETTI et al.,
2010).

Com relagdo as varidveis inerentes ao equino, Riiegg et al. (2007) observaram que a
soropositividade dos animais para 7. equi aumentava em relacdo a idade e que, a partir dos
dois anos de idade pode-se esperar uma prevaléncia de 50%. Além disso, é esperado que
12,5% dos animais ja estejam infectados ao nascimento. Porém, outros autores nao
identificaram nenhuma relacdo da idade com a presenca do agente nos animais (SHKAP et al.,
1998; MORETTI et al., 2010; MUJICA et al., 2011; SANTOS et al., 2011; FARKAS et al.,
2013).

A raca do animal e o sexo sdo fatores que parecem ndo estar relacionados a
prevaléncia de T. equi no rebanho equino (ASGARALI et al., 2007; MUJICA et al., 2011;
FARKAS et al., 2013).

A elaboracdo de modelos na compreensdo da realidade de uma doenca é uma
representacdo visual da concep¢do de que as doencas sdao produtos de varios fatores, e da
interacdo bastante complexa destes (PEREIRA, 1995). Quando sao multiplos os fatores a
serem considerados no processo saude-doenca, indica-se o uso da andlise multivariada de
dados. Ela tem por objetivo determinar quais sdo os fatores que significativamente concorrem
para o aparecimento da doenca, e sobre eles atuar com medidas preventivas (PEREIRA,
1995). A cadeia epidemioldgica de transmissdo de 7. equi permanece sem algumas respostas,
impossibilitando a tomada de medidas de prevencao mais eficazes.

2.6 Patogenia
2.6.1 Manifestacoes clinicas

Ap6s a infeccdo por T. equi, o periodo de incubacdo do piroplasma € de 12-19 dias,
ocorrendo entdo os primeiros sintomas (DE WAAL, 1992). Para os animais portadores
assintomdticos desse agente, o exercicio fisico intenso pode predispor as manifestacdes
clinicas (HAILAT et al., 1997).

Durante a fase aguda da doenca o animal apresenta como sinais clinicos: febre acima
de 40°C, anorexia, anemia, ictericia, varios graus de hemoglobintria, esplenomegalia,
fraqueza, respiracdo e batimentos cardiacos elevados (NUTTALL; STRICKLAND, 1912;
DUPONT; TERRA, 1952; DE WAAL, 1990; 1992), petéquias e edemas
(CASSAMAGNAGHI, 1948; DUPONT; TERRA, 1952). A forma clinica de theileriose
geralmente ocorre quando equinos susceptiveis sao movidos para dreas endémicas, quando
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capacidade de transmissao do agente para equinos susceptiveis (KNOWLES, 1988), ou ainda
quando o animal infectado por 7. equi apresenta-se imunodeprimido.

Apés a inoculacdo de T. equi em trés equinos livres desta protozoose, Nuttall e
Stickland (1912) observaram que o parasito pode ser detectado em esfregaco de sangue a
partir do sétimo dia apds a inoculacdo experimental. Observaram também que o pico febril
coincidiu com a elevada parasitemia, o que ocorreu por volta do 11° dia apds inoculacdo de
sangue contendo 7. equi.

Em casos subagudos, ainda podem ser observados anorexia, perda de peso, taquipnéia
e taquicardia, petéquias e equimoses nas mucosas e sinais de cdlica (DE WAAL, 1992). A
febre pode ocorrer ou ndo. A urina pode apresentar-se de amarela a castanho avermelhada.

Em éreas endémicas, o agente pode ser mais prevalente do que o nimero de casos
clinicos, sendo caracteristica nestes casos, a cronicidade da doenga. Em casos cronicos, os
sinais clinicos ndo sdo especificos, podendo cursar com baixo desempenho, leve inapeténcia e
reducdo de massa corporea (DE WAAL, 1992). Os animais portadores sdao os principais
responsaveis pela manuten¢do da infeccao em uma regiao criadora de equinos.

Animais cujo diagndstico e tratamento foram negligenciados, podem apresentar
acentuado grau de anemia e fraqueza, além de edema na regido distal dos membros, podendo
vir a 6bito (DE WAAL, 1992). A insuficiéncia renal aguda, cdlica, pneumonia, reducdo na
fertilidade de garanhdes e éguas sdo algumas complicacdes ja relatadas em casos de
piroplasmose equina (DE WAAL, 1992).

2.6.2 Alteracoes hematologicas

As alteracdes hematoldgicas mais frequentes encontradas em equinos infectados por 7.
equi sao: a reducdo do nimero de hemdacias (HEM), reducdo no volume globular (VG),
redu¢do na concentragdo de hemoglobina (HB) e reducdo do nimero de plaquetas (PLAQ)
(DE WAAL, 1987; HAILAT et al., 1997; CAMACHO et al., 2005). Em casos agudos, a
neutrofilia e a linfopenia também sao observadas (RUBINO et al., 2006), além da redu¢do no
fibrinogénio, ferro sérico e fésforo. A bilirrubina sérica € encontrada em taxa elevada (DE
WAAL, 1987).

Em estudo realizado por Camacho et al. (2005) na Espanha, os animais infectados por
T. equi que apresentaram alguma sintomatologia clinica tiveram seus valores de VG, HEM,
HB e PLAQ reduzidos, além de bilirrubina total aumentada. Além disso, estes valores
diferiram significativamente dos demonstrados pelo grupo controle. A anemia associada as
altas taxas de bilirrubina total sustenta o quadro de anemia hemolitica nos animais infectados
(CAMACHO et al., 2005; HAILAT et al., 1997).

Segundo Zobba et al. (2008), trombocitopenia foi um achado encontrado em 39,1%
dos equinos infectados por 7. equi, em 80% dos infectados por B. caballi, e em 100% dos que
apresentaram coinfec¢do. O mecanismo de reducdo de plaquetas ainda ¢ mal compreendido
nas piroplasmoses. Algumas hipéteses apontam a coagulagdo intravascular disseminada local
e sistémica, destruicdo imunomediada e o sequestro de plaquetas pelo baco (BOOZER;
MACINTIRE, 2003).

O aumento das enzimas Aspartato aminotransferase (AST) e Creatinofosfoquinase
(CPK) em equinos estdo relacionados em muitos casos a disfungdes musculares e hepaticas
(DA CAS et al., 2001). Ja a enzima y-Glutamiltransferase (GGT) pode estar aumentada em
disfungdes hepdticas associadas a colestase e a Uréia (UR) em casos de disfungdo renal
(EVANS, 2009). Em estudo realizado por Camacho et al. (2005), observaram aumento
significativo nas taxas de UR, AST, GGT e CPK entre o grupo de equinos que apresentaram
sintomatologia clinica e o grupo controle. A UR elevada em casos de infec¢do por 7. equi nos
animais pode estar associada a desidratacdo, em decorréncia da prostragdo e anorexia ou a
insuficiéncia renal aguda, complicacdo ja relatada em casos de piroplasmose equina (DE
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WAAL, 1992). J4 as enzimas AST, GGT e CPK podem estar aumentadas em manifestacdes
clinicas devido a degeneragdo centrolobular e necrose de hepatdcitos (CAMACHO et al.,
2005; HAILAT et al., 1997).

2.7 Diagnostico Laboratorial

A piroplasmose equina tem sido diagnosticada principalmente através da pesquisa do
agente etioldgico, por microscopia direta em amostras de sangue através da técnica de
esfregaco sanguineo; pela PCR; por métodos indiretos, como o ELISA, a RIFI e a RFC. E
importante ressaltar que cada teste diagndstico tem uma indicacdo adequada e que todos
possuem vantagens e desvantagens.

As técnicas soroldgicas, utilizadas para deteccdo de IgG, aplicam-se a estudos de
levantamento epidemioldgico, pois detectam infec¢des subclinicas ou cronicas devido a alta
sensibilidade (BRUNING, 1996; SANTOS et al., 2009; DE WAAL, 2012; IKADAI et al.
2002).

Em 1969, a RFC foi declarada como o teste oficial na detec¢do de babesiose equina
(FRIEDHOFF, 1982). Porém, a partir de estudos desenvolvidos, observou-se que esta ¢ uma
técnica subjetiva, cuja resposta depende da classe de imunoglobulina presente na amostra, €
apresenta muitos resultados falso-negativos, além da necessidade de equinos
esplenectomizados como tunica fonte de antigeno suficiente para a RFC (KNOWLES, 1996).
Em estudo realizado por Santos et al. (2009), foi observada baixa sensibilidade da RFC em
relacdo ao ELISA e a RIFL. Por todos estes motivos, a Organizacdo Internacional de
Epizootias (OIE) recomendou que a RIFI, ou mesmo o ELISA, sejam utilizados em
substituicdo a RFC (TENTER; FRIEDHOFF, 1986).

O ELISA € um teste simples, porém no caso de piroplasmose equina, podemos
observar reacdo cruzada entre 7. equi e B. caballi e portanto, ele perde em especificidade
(BRUNING et al., 1997). Neste mesmo estudo, ainda relatam que a técnica Western blotting
pode ser utilizada posterior ao ELISA para determinar a espécie do piroplasma. No entanto,
dependendo do objetivo do teste, ndo € necessdria a determinacdo da espécie na infecg¢do,
como € o caso de testes realizados para o transito internacional de animais, onde um animal
soro reagente para 7. equi ou B. caballi fica impossibilitado de transitar a nivel internacional.

A RIFI tem se mostrado mais sensivel que a RFC e raramente observa-se um resultado
falso-negativo a partir desta técnica (TENTER; FRIEDHOFF, 1986). No entanto, consome
mais tempo, € subjetiva e requer profissional habilitado para a interpretacdo dos resultados
(BRUNING et al., 1997). Além disso, a producdo e disponibilidade do antigeno é uma das
principais barreiras da técnica (SHKAP et al., 1998). Devido as desvantagens apresentadas em
diversos estudos, a elaboragdo de uma técnica soroldgica de baixo custo, rdpida, sensivel e
especifica € necessdria, principalmente porque estes testes tém assumido um papel
internacional importante na movimentagdo de equinos (BALDANI et al., 2007).

Levando em consideragdo a baixa sensibilidade do exame microscépico de esfregaco
de sangue, principalmente na fase latente da doenca, e a limitacdo dos métodos sorolégicos
por detectarem apenas anticorpos e/ou a possibilidade de reacdes cruzadas com outros
agentes, a utilizacdo dos métodos moleculares como ferramenta de diagndstico assume grande
importancia. Estudos observaram que a PCR é um método direto de diagndstico mais sensivel
que a técnica de microscopia para a visualizacdo do agente por esfregaco sanguineo em
laminas (BASHIRUDDIN et al., 1999; RAMPERSAD et al., 2003; ALHASSAN et al., 2007;
BALDANTI et al., 2008).

Virios estudos tém utilizado a ferramenta molecular de diagnéstico, baseada na PCR,
para a deteccdo do DNA de piroplasmas em equinos (BASHIRUDDIN et al., 1999;
RAMPERSAD et al., 2003; ALHASSAN et al., 2007; KIM et al., 2008; BHOORA et al.,
2010).
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Os primeiros passos para desenvolver um teste molecular no inicio da década de 90
contaram com sondas do DNA espécies-especificas, desenhadas para detectar parasitos em
amostras de sangue de animais experimentalmente e naturalmente infectados (POSNETT et
al., 1991; POTGIETER et al., 1992). No entanto, as técnicas baseadas na hibridizacdo através
de sondas do DNA foram substituidas pela PCR, uma vez que essa apresenta maior
especificidade e menor custo quando comparada a hibridizacdo (OHTA et al., 1995).

Atualmente, a PCR em tempo real (qPCR) vem apresentado bons resultados na
deteccao de patdgenos transmitidos por carrapatos em amostra de sangue (UETI et al., 2005;
2008; KIM et al., 2008). Esta técnica é caracterizada como um método alternativo para o
ensaio da PCR convencional, pois utilizam marcadores moleculares especificos (sondas),
quando no sistema Tagman, que aumenta ainda mais a especificidade, sensibilidade e
reprodutibilidade do teste (LEUTENEGGER, 2001).

Em amostras de carrapato, a deteccao do DNA de T. equi ja foi descrito a partir do
exame direto de hemolinfa (ZAPF; SCHEIN, 1994a), esfregaco de 6rgdos (ZAPF; SCHEIN,
1994a; ZAPF;,; SCHEIN, 1994b), pela técnica da PCR (BATTSETSEG et al., 2001;
BATTSETSEG et al., 2002; UETI et al., 2005; UETI et al., 2008; IORI et al., 2010; RIBEIRO
et al., 2011; ZAKKYEH et al., 2012) e qPCR em tecido do carrapato (PAULAUSKAS et al.,
2008).

2.8 Theileriose e sua Importancia Economica na Criacio de Equinos

O Brasil possui a maior populacdo de equideos da América Latina e a terceira maior
do mundo, com um rebanho de aproximadamente 7,7 milhdes de animais movimentando 7,3
bilhdes de reais em todo o pais (MAPA, 2012). A regido Sudeste do pais concentra 0 maior
nimero de animais, sendo que o estado do Rio de Janeiro abriga cerca de 120 mil animais
(IBGE, 2010).

A piroplasmose equina € considerada no mundo inteiro o principal impedimento para o
transito internacional de equinos, seja para exportacao de animais, seja para participacado em
esportes, comprometendo de forma considerdvel o negécio equestre brasileiro. Da mesma
forma, esta doencga causa prejuizos decorrentes de gastos com tratamentos, abortamentos e
mortes (DE WALL, 1992; ALLSOPP et al., 2007). Theileriose equina, em especial, €
endémica em quase todas as regides brasileiras, com alta prevaléncia no Sudeste do pais.
Além disso, persiste provavelmente durante toda a vida do animal e € de dificil eliminacdo do
organismo por farmacos convencionais (DE WAAL; VAN HEERDEN, 1994). Neste aspecto,
a prevencdo da doenga é de suma importancia nas criagdes de equinos, porém, pouco se sabe
sobre o papel do vetor ixodideo natural como responsdvel pela alta prevaléncia de 7. equi no
rebanho de equideos do Brasil.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descricio da Area de Estudo

O estudo foi realizado nos municipios de Petropolis e Seropédica, estado do Rio de
Janeiro, Brasil (Figura 2).

Coordenadas geogrdficas:

e Municipio de Seropédica (22° 44’ 38’ latitude Sul; 43° 42> 27’ longitude Oeste;

Altitude 26 a 300 metros ao nivel do mar).

® Municipio de Petrépolis (22°30°18° latitude Sul; 43°10°44”° longitude Oeste;

altitude: 809 a 1200 metros ao nivel do mar).

Figura 2. Localizacdo geografica dos municipios de Petrépolis (A) e Seropédica (B), Rio de
Janeiro. Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Petr%C3%B3polis/http://pt.wikipedia.org/wiki/
Serop%C3%A9dica

O municipio de Seropédica, localizado em regido de baixa altitude no Rio de Janeiro,
possui clima tropical semi-umido, classificado como Aw pelo Koppen-Geiger (PIEEL et al.,
2007), com chuvas abundantes no verdo e invernos secos. A temperatura média anual varia de
22°C a 24°C e o indice pluviométrico é de 1.000 a 1.500 milimetros anuais. Ja Petrépolis,
localizada em regido de alta altitude no referido estado, possui um clima tropical de altitude,
classificado como Cwa pelo Koppen-Geiger (PIEEL et al., 2007), com verdes pouco quentes
e chuvosos e invernos frios e secos. A temperatura média anual é de 19°C (SANTOS, 2009),
podendo chegar a 0°C em invernos rigorosos.

3.2 Principios Eticos

Todas as etapas deste estudo que tiveram a utilizacdo de animais foram realizadas por
equipe formada por Médicos Veterindrios capacitados, além de prévia aprovacido do projeto
pela Comissdo de Etica na Pesquisa da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(COMEP/UFRRYJ), processo numero 23083.001257/2012-53 (protocolo N°201/2012).
Portanto, o trabalho atende aos principios basicos e éticos para a pesquisa desenvolvida com o
uso de animais (ANEXO II).

3.3 Tamanho da Amostra e Amostragem

O tamanho da amostra foi definido conforme equacdo descrita por Sampaio (2002),
sendo a amostragem realizada por conveniéncia na regido de estudo, admitindo-se uma
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prevaléncia esperada de 59% (HEIM et al., 2007), margem de erro de 5% e precisdo absoluta
desejada de 9%.

[ n=1.96 x(ﬁﬁp(l-Pm) 1

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

Apo6s aplicagdo da referida formula, obteve-se um nimero amostral minimo de 115
equinos para cada municipio. Foram coletadas 314 amostras de sangue de equinos, sendo 173
de Petrépolis e 141 de Seropédica, satisfazendo o nimero amostral minimo.

Amostras foram coletadas em 31 propriedades com criacdo de equinos, sendo 16 no
municipio de Seropédica e 15 em Petrépolis, sendo 16 e 15 respectivamente. Além das
propriedades selecionadas em Petrdpolis, equinos pertencentes a uma Organizagdo Nao
Governamental (ONG) também foram selecionados para o estudo. Foram coletadas 300
amostras de carrapatos presentes nestes animais no momento da inspecao.

3.4 Coleta e Armazenamento das Amostras de Sangue e Carrapatos

Com o consentimento dos proprietdrios, os animais foram inspecionados quanto a
presenca de carrapatos e o nivel de infestacdo, e posteriormente foi realizada a coleta das
amostras de sangue e carrapatos. As amostras de sangue foram coletadas por venopunc¢do
jugular em tubos a vdacuo, estéreis, contendo o anticoagulante 4cido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), em um volume médio de 4mL por animal. Estas amostras foram mantidas
sob refrigeracdo até a chegada 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.

Apos a utilizagdo das amostras de sangue para a andlise hematolégica do animal, elas
foram aliquotadas em microtubos de polipropileno de 1,5 mL e mantidas a -80°C até o
momento da extracdo do DNA total.

Em relacdo aos carrapatos, foram coletados, em média, 10 espécimes de diversos
estagios evolutivos, apds visualizagdo nas diferentes dreas do corpo de cada animal infestado.
A 1identificagdo taxondmica foi realizada com base na chave dicotomica de Barros-Battesti
(2006) e Aragdo e Fonseca (1961). Apds a identificacdo, estes espécimes foram armazenados
em “pools” de acordo com a espécie, o estdgio de desenvolvimento e o dimorfismo sexual em
tubos de polipropileno contendo dlcool isopropilico. O nivel de infestagdo por carrapatos foi
mensurado nos equinos de forma subjetiva a partir de espécimes adultos observados nos
animais, sendo categorizado e classificado em dois niveis de infestacdo (ausente/baixo ou
moderado/alto) segundo Labruna et al. (2001).

3.5 Analise Hematoldgica

As amostras de sangue dos equinos coletadas em tubos contendo EDTA, foram
homogeneizadas e submetidas a andlise pelo contador automdtico de células (ABC VET,
Horiba ABX). Em seguida, ap6s nova homogeneizacdo, foram confeccionados esfregacos
sanguineos. As laminas contendo os esfregacos foram fixadas em metanol e coradas pelo
Giemsa (MERCK®, Germany). A proteina plasmaética total foi quantificada por refratometria
segundo Coles (1984). A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada por microscopia
Optica, através da andlise dos esfregacos sanguineos.

Os parametros hematoldgicos avaliados foram: volume globular (VG), hemoglobina
(HB), nimero de hemdcias (HEM), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
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corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),
amplitude de distribuicdo das hemadacias (ADH), nimero de plaquetas (PLA), volume
plaquetario médio (VPM), nimero de leucécitos (LEUC), nimero de linfécitos (LIN),
nimero de mondcitos (MON), nimero de neutréfilos (NEUT), niimero de eosinéfilos (EOS) e
numero de baséfilos (BAS).

3.6 Questionario Epidemiologico

Com o objetivo de avaliar os possiveis fatores associados a infeccao dos equinos por
T. equi, foi aplicado um questiondrio semiestruturado (ANEXO I) sobre questdes referentes
ao equino, a criagao e ao manejo realizado na propriedade.

Uma ficha individual foi preenchida por animal, contendo informacdes bdsicas como
sexo, idade, raca. As varidveis idade e raca foram posteriormente categorizadas como
dicotdmicas, sendo a idade dividida em animais maiores de dois anos € menores ou igual a
dois anos, e a raga dividida em animais mesticos (sem raca definida) e com raga definida
(animais considerados de raca dnica).

Outros fatores foram abordados no questiondrio, dentre os quais: a localidade
(Municipios de Seropédica ou Petrépolis); Manejo satisfatério ou insatisfatério da
propriedade (manejo satisfatério: instalacdes zootécnicas apropriadas a criacdo, animais
recebem alimentacdo adequada, presenca de controle sanitirio e assisténcia veterindria
constante; manejo insatisfatério: instalacdes zootécnicas inadequadas a criagdo, os animais
nao recebem alimentacao balanceada rotineiramente, o controle sanitdrio nao € sistemdtico e a
assisténcia veterindria ocorre somente em casos de emergéncia); Presenca ou auséncia de
carrapatos nos animais; Equinos criados com ou sem contato proximo de bovinos; Sistema de
criacdo confinado ou Semi-confinado/extensivo (Sistema confinado: animal sem acesso as
areas externas, restrito a baia ou Sistema Semi-confinado/extensivo: acesso limitado ou total a
areas de pastagem); Atividade dos animais (Esporte/Exposicdo; Trabalho/Passeio ou
Reproducio).

3.7 Extracao do DNA das Amostras de Sangue e Carrapato

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

Para a extracdo do DNA das amostras de carrapatos, os espécimes foram macerados
em “pools” separados por espécie, estdgio evolutivo e género. Cada “pool” continha em
média, 10 exemplares de ninfas, 10 exemplares de larvas, 2 exemplares de fémeas ndo
ingurgitadas ou 3 exemplares de machos. As fémeas ingurgitadas foram maceradas
individualmente. Apds esta etapa, o DNA de cada “pool” foi extraido com base em protocolo
de extragdo do DNA gendmico segundo Ferreira e Grattapaglia (1998) com algumas
adaptacdes (SANTOS, 2011). A cada bateria de 11 amostras, um controle com dgua ultrapura
(Nuclease-Free Water, Ambion®) foi incluido com a finalidade de verificar contaminacdo
durante o processo de extragdao do DNA.

As amostras do DNA foram ressuspendidas em 200uL de Tris-EDTA (TE),
quantificadas em espectrofotometro Nanodrop® ND-2000 (Nanodrop Technologies, DE,
USA), aliquotadas na concentragdo de 60 ng/uL. e armazenadas a -20°C até o momento da
utilizacdo.

3.8 Sensibilidade Analitica da PCR em Tempo Real para Deteccao de Theileria equi
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A sensibilidade analitica do ensaio foi determinada pela avaliacio de dilui¢des
decimais seriadas do gene /8S rRNA clonado em plasmidio pPGEM-T® Easy Vector System
(Promega, Madison, WI, USA). A concentracio e pureza do DNA plasmidial foram
mensuradas em espectrofotdmetro Nanodrop® ND-2000 (Nanodrop Technologies, DE,
USA). A concentragdo do DNA plasmidial serviu de base para o cdlculo do nimero de
plasmidios.

A sensibilidade da qPCR foi avaliada com e sem a adi¢ao de 1uL. do DNA extraido de
sangue total de um equino ndo infectado e com e sem a adi¢do de 1uL do DNA extraido de
carrapato nao infectado.

Para determinar a precisao das réplicas na qPCR, foi confeccionada uma curva padrao
composta por cinco pontos, plotando-se o nimero de cépias do plasmidio pelos valores do
Ciclo de Quantifica¢do (Cy) de cada réplica. A partir desta, o coeficiente de correlacio foi
calculado. O ndmero de cépias variou de 3x10* a apenas trés, e quatro diluicdes separadas
foram realizadas para cada ponto na curva.

Para determinar a eficiéncia da qPCR foram confeccionadas curvas de sensibilidade
analitica, plotando-se o delta Rn pelos valores de C,.

3.9 Ensaio da PCR em Tempo Real

A deteccdo de T. equi foi realizada através do sistema TagMan da qPCR no aparelho
StepOne Plus® (Applied Biosystems) para amplificacdo de um fragmento de 85pb do gene
18§ rRNA (KIM et al., 2008). Foi utilizado um par de primers Bel8SF (5°-
GCGGTGTTTCGGTGATTCATA-3") e Bel8SR (5’-TGATAGGTCAGAAACTTGAATG
ATACATC-3’) e uma sonda fluorescente Bel8SP (5’-AAATTAGCGAATCGCATGGCTT-
3’) marcada na extremidade 5° com um Reporter Dye 6-carboxyfluoresceina e na extremidade
3’ com o Quencher Dye 6-carboxy-tetramethylrhodamine (KIM et al., 2008). As reacdes
foram realizadas em duplicata com volume final de 12uL, contendo: 1X de TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems®), 450nM de cada primer, 250nM da sonda
e 180ng de DNA total.

As condi¢des de termociclagem foram: 50°C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos, e
45 ciclos a 95 °C por 20 segundos, seguidos de 55°C por 1 minuto (KIM et al., 2008). A linha
que determina o limite de detec¢do foi padronizada entre as placas e manualmente alocada
trés ciclos apos a fluorescéncia de base. As amostras com o Cq inferior ou igual a 40 ciclos
foram consideradas positivas.

3.9.1 Cuidados na técnica da PCR em tempo real

As amostras do DNA foram padronizadas na concentragao de 60ng/uLL em aliquotas
de 10uL, de forma que cada uma fosse descongelada no méximo trés vezes, garantindo a
integridade do DNA e a confiabilidade da técnica.

Com o objetivo de evitar contaminacao, a extracdo do DNA, o preparo da reacdo e a
pipetagem das amostras foram realizadas em ambientes separados. O preparo da reagdo e a
pipetagem das amostras contendo DNA foram realizados em capela de fluxo laminar distintas,
esterilizadas com luz UV (ultravioleta) imediatamente antes de cada reacdo. Ponteiras com
filtro foram utilizadas em todas as etapas do estudo. Todas as reagdes da PCR foram
realizadas em sistema fechado.

Dois controles positivos (amostra de sangue de equino positivo — cepa
Jaboticabal/UNESP) e dois controles negativos foram adicionados em cada placa de reagao,
sendo um controle negativo composto por dgua ultrapura (Nuclease-Free Water, Ambion®)
pipetado na drea de preparo da reacdo e outro na drea de pipetagem das amostras. Para
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garantir a reprodutibilidade do ensaio, cada amostra foi testada pela qPCR pelo menos duas
vezes, em placas distintas e a amplitude média de seus C, foi observada.

3.10 Analise Estatistica
3.10.1 Epidemiologia

A positividade dos equinos para T. equi, determinada a partir da qPCR, foi associada
através do teste Qui-quadrado ou exato de Fisher em nivel de 20% de significancia com as
varidveis do questiondrio epidemiolégico.

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

Para a avaliacdo dos fatores associados a presenga do DNA de T. equi em equinos,
utilizou-se um modelo multivariado através da regressdo logistica multipla, utilizando a
varidvel dependente (resultado da qPCR para 7. equi) em nivel dicotdmico qualitativo
(negativo=0; positivo=1) em fun¢do das varidveis independentes presentes no questiondrio
epidemioldgico, em nivel de 5% de significancia.

Com o objetivo de verificar o efeito isolado que a varidvel “presenca de carrapato”
possui sobre a presenca do DNA de T. equi nos equinos avaliados, um modelo de regressao
logistica foi elaborado com varidveis dicotomicas qualitativas (auséncia=0 ou presenga=1) de
cada espécie de carrapato em relagdo a presenga do DNA de 7. equi nos equinos. A partir do
resultado desta andlise, foi elaborado um modelo de regressao logistica simples para avaliar o
grau de infestacdo da espécie de Ixodideo, em relacdo a presenca do DNA de 7. equi nos
animais, sendo o grau de infestacdo uma varidvel qualitativa e dicotdmica (ausente/baixo=0
ou moderado/alto=1) (LABRUNA et al., 2001).

Em relacdo as amostras de carrapatos, a presenca do DNA de 7. equi foi avaliada em
funcdo das diferentes espécies coletadas, dos gé€neros, dos estdgios evolutivos, e dos
municipios estudados, através do teste Qui-quadrado ou exato de Fisher, em nivel de 5% de
significancia.

Todos os modelos de regressdo logistica finais foram analisados pela razdo de
verossimilhanca. As andlises estatisticas foram realizadas no programa R, utilizando a
interface grafica R-Studio (DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010).

3.10.2 Hematologia

Os parametros hematoldgicos dos equinos de cada municipio foram submetidos a
andlise descritiva dos dados. Em seguida, a distribui¢do normal de cada parametro foi
verificada pelo teste de normalidade “Shapiro-Wilk”. Para dados que seguiram distribui¢dao
normal, os valores médios obtidos dos parametros hematolégicos de animais infectados e ndo
infectados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e quando significativos, foram
analisados pelo teste “z-student” em nivel de 5% de significancia. Para dados hematoldgicos
ndo paramétricos, os valores médios obtidos dos parametros hematolégicos de animais
infectados e ndo infectados foram submetidos ao teste “Mann-Whitney”, a 5% de
significancia.
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A frequéncia de equinos que apresentaram alteracdes hematolégicas no VG, HEM,
HB, LEUC, PLAQ e VPM em funcdo do resultado positivo na qPCR para T. equi foram
comparadas através do teste Qui-quadrado ou exato de Fisher em nivel de 5% de
significancia.

Além destas andlises, foram selecionados trés grupos de equinos a partir do Cg
determinado pela qPCR, ou seja, de acordo com a quantidade de alvo do parasito detectada.
Desta forma instituiram-se os grupos: negativo (n=12, Cy=0), positivo I (n=12; C4<29) e
positivo II (n=12; C;>29), para cada municipio. Apés a formagdo dos grupos, a andlise dos
indices VG, HEM, HB, LEUC, PLAQ, VPM foi realizada utilizando-se o teste de
normalidade “Shapiro-Wilk”, seguido da ANOVA e teste “s-student” em nivel de 5% de
significancia para dados normais, ou teste “Mann-Whitney”, a 5% de significancia, para
dados ndo normais. Os indices escolhidos, tanto para esta andlise quanto para a andlise de
frequéncia, foram baseados nos indices que se mostraram alterados em outros estudos
(CAMACHO et al., 2005; RUBINO et al., 2006; ZOBBA et al., 2008; AL-SAAD, 2009).

As andlises estatisticas foram realizadas no programa R, utilizando a interface grafica
R-Studio (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010).
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4 RESULTADOS

4.1 Deteccao Molecular Através da PCR em Tempo Real de Theileria equi em Equinos
dos Municipios de Seropédica e Petrépolis

Do total de amostras sanguineas de equinos, 81% (n=253/314) apresentaram
amplificacdo de um fragmento de 85pb do gene /8S rRNA, através da qPCR (Figura 3),
especifico para T. equi. Em relagdo aos municipios analisados, 91% (n=128/141) dos equinos
de Seropédica apresentaram DNA de 7. equi, diferindo estatisticamente (p<0,001) da
positividade dos equinos criados em Petrépolis (72%, n=125/173) (Tabela 1).

Grafico de Amplificagio
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Figura 3. Curvas com padrdes de amplificacdo do fragmento de 85pb do gene /8S rRNA de
Theileria equi em amostras de sangue de equinos dos Municipios de Petrépolis e Seropédica,
obtidas pela PCR em tempo real utilizando o sistema TagMan. Duas curvas deslocadas a
esquerda: controle positivo; oito curvas deslocadas a direita: amostras positivas.

As varidveis inerentes aos equinos, como sexo, raca e a faixa etdria dos animais nao
apresentaram associacdo com a positividade (p>0,20) para 7. equi. Contudo, em relagdo as
variaveis relacionadas a propriedade e a criacdo dos animais, observou-se que o Municipio
(p<0,0001), o manejo da propriedade (p<0,00001), a infestacdo por carrapatos nos animais
(p<0,0001), a criagcdo de equinos em contato com bovinos (p=0,027), e o tipo de atividade dos
animais na criacdo (p<0,0001), apresentaram associacdo (p<0,20) com a presenca do DNA de
T. equi nos equinos (Tabela 1).

No modelo de regressdao logistica apenas a atividade do equino na propriedade
(p<0,00001) e a infestacio por carrapatos (p=0,02) apresentaram associagdo com a
positividade de equinos para T. equi. A varidvel “manejo da propriedade” (p<0,00001) foi
retirada da andlise multivariada por apresentar colinearidade com a varidvel “infestacao por
carrapatos” (p<0,00001 e p=0,6).

Os equinos com atividades de trabalho (animais de tracdo em atividades agricolas,
animais de montaria para manejo de bovinos) ou passeio (transporte e lazer de pessoas)
apresentavam 5,35 vezes (IC: 2,3 — 14,4) mais chances de apresentarem o DNA de 7. equi,
quando comparados com os equinos que possuem atividade relacionada a esporte ou
exposi¢do. Os equinos utilizados para reproducdo apresentaram 3,85 vezes (IC: 1,3 — 11,5)
mais chances de apresentarem o DNA do agente. No presente estudo, a infestacdo por
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carrapatos nos animais aumentou em 2,63 vezes (IC: 1,1- 6,2) a chance dos equinos

apresentarem o DNA de 7. equi.

Tabela 1. Andlise bivariada e multivariada dos fatores associados a positividade por Theileria
equi nos equinos, através da técnica da PCR em tempo real, em funcao das caracteristicas dos
animais, local de coleta, manejo de criacdo, atividade dos animais, sistema de criagdo,
infestac@o por carrapatos e origem do animal, no estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Caracteristicas dos animais e

. .~ PCR em tempo real Bivariada Multivariada
do manejo na criacio
N  Positivos (%) v P P OR IC95%
Sexo
Macho 194 80,00
Fémea 120 80,93 0003 05%6 - - )
Idade
<2 anos 42 78,57
> 2 anos 272 80,88 0020 0887 — - - )
Raca
Sem racga definida 140 83,57
Com raga definida 174 78,16 0,444 0,505 ) ) )
Localidade
Petrépolis (>400 173 72,25 !
etrGpolis (>400m) 15,870 0,000
Seropédica (<400m) 141 90,78 0,39 - 0,6-3,2
Manejo sanitario e zootécnico
Satisfatorio 150 66,67 0,000
Insatisfatério 164 93,29 33803 e S )
Criacao com bovinos
Na 218 77,06 :
40 ’ 4,900 0,027
Sim 96 88,54 048 - 0,2-1,8
Atividade
Esporte/Exposi¢do 118 61,02 !
Trabalho/Passeio 127 92,13 46,200 0,000 0,00 5,75 22-14,4
Reproducdo 69 92,75 0,02 3,85 1,2-11,5
Sistema de criacao
Confinado 19 78,95 0,970
Extensivo/Semi-extensivo 295 78,64 b
Infestacio por carrapatos
Ausente 153 67,97 a
Presente 161 92,55 28,713 0,000 0,03 2,63 1,162
Origem do animal
Interna 98 84,69
1,1 27 - - -
Externa 216 78,70 86 0,276

N: ndmero de equinos; Xz: Teste Qui-quadrado; P: P valor; OR: Odds Rate; IC: intervalo de confianga; *: Valor
de referéncia para andlise multivariada; "Teste Exato de Fisher; ‘Retirada da andlise multivariada pela

colinearidade verificada pelo teste de Spearman.
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Infestagdes por carrapatos foram observadas em 51,27% (n=161/314) dos equinos
avaliados. As espécies de carrapatos observadas infestando os equinos foram A. cajennense e
D. nitens, com frequéncia de 47,77% (n=150/314) e 31,85% (n=100/314), respectivamente.
Infestacdes simultdneas pelas duas espécies de carrapatos foram observadas em 28,34%
(n=89/314) dos equinos avaliados (Figura 4).
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Figura 4. Infestacdo simultanea por Amblyomma cajennense e Dermacentor nitens na regiao
da tabua do pescoco de dois equinos (A e B) do municipio de Seropédica, Rio de Janeiro.

Do total de 300 amostras de carrapatos coletados, A. cajennense foi identificado em
63,67% (n=191/300) e D. nitens em 34,67% (n=104/300). Amostras de espécimes adultos
representaram a maioria da amostragem de carrapatos (n=274/300, 91,33%), seguidos por
ninfas (n=21/300, 7%) e larvas (n=5/300, 1,67%). Os espécimes coletados em estdgio inicial
de desenvolvimento foram identificados em nivel taxon6mico como larvas de Ixodidae.
Quanto ao sexo dos carrapatos, 61% (n=183/300) das amostras coletadas foram identificadas
como fémeas e 30,33% (n=91/300) como machos.

O resultado do modelo de regressdo logistica simples aplicado as espécies de
carrapatos em relacdo a presenca do DNA de T. equi nos equinos mostrou que 0s animais
infestados com A. cajennense possuem quatro vezes mais chances de apresentar o DNA de T.
equi (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise multivariada da positividade de Theileria equi em equinos, através da
técnica da PCR em tempo real, em relagdo a espécie de carrapato observada nos animais no
estado do Rio de Janeiro, Brasil.

PCR em tempo real Multivariada
Presenca de carrapato N Positivos (%) P OR IC

Amblyomma cajennense

Sim 150 92,7 0,00 4,10 (1,8-9,1)

Nao 164 69,5 4 - -
Dermacentor nitens

Sim 100 93,0 0,18 - -

Nao 214 74,8 4 - -

N: nimero de equinos; P: P valor; OR: Odds Rate; IC: intervalo de confianga; *: Valor de referéncia para
analise multivariada
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Na avaliagdo do grau de infestacdo por A. cajennense em relagdo a positividade dos
equinos, pelo modelo de regressdo logistica simples, observou-se que equinos com infestacao
considerada de moderada a alta possuem 2,7 vezes mais chance de apresentarem DNA de T.
equi do que os animais com baixa ou nenhuma infestacao (Tabela 3).

Tabela 3. Regressdo logistica simples na avaliacdo do grau de infestacdo por Amblyomma
cajennense em comparacao com a positividade dos equinos para Theileria equi, no estado do
Rio de Janeiro, Brasil.

Real Time PCR Multivariada
Amblyomma cajennense N Positivos (%) P OR IC
Grau de infestaciao
Moderada/alta infestagao 74 90,5 0,01 2,77 (1,2-6,4)
Ausente/leve 240 77.5 a - -

N: ndimero de equinos; P: P valor; OR: Odds Rate; IC: intervalo de confianga; *: Valor de referéncia para
andlise multivariada.

4.2 Deteccao Molecular Através da PCR em Tempo Real de Theileria equi em Carrapatos
Coletados de Equinos nos Municipios de Petropolis e Seropédica

Em relacdo a deteccdo do DNA de T. equi no total das amostras de carrapatos
avaliadas, a presenga do DNA alvo para T. equi foi observada em 7,67% (n=23/300) (Figura
5). Observou-se que 9,95% das amostras de A. cajennense (n=19/191) e 3,85% das amostras
de D. nitens (n=4/104) amplificaram o fragmento de 85pb do gene /8S rRNA de T. equi, ndao
havendo diferenca estatistica (p=0,07) entre as espécies (Tabela 4). Ainda assim, vale destacar
que embora ndao haja diferenca estatistica, a frequéncia de amostras de carrapatos A.
cajennense consideradas positivas para T equi foi 2,6 vezes maior do que a frequéncia do
DNA de T. equi observada em D. nitens. Nas amostras de “pools” de ninfas (n=0/21) e larvas
(n=0/5), ndo foi detectado o fragmento do DNA de T. equi.

Grafico de AmplificagSo

ARN
N

0.1 4 f
0.04459 A

Ciclos

Figura 5. Curvas com padroes de amplificagdo do fragmento de 85 pares de bases do gene
18§ rRNA de Theileria equi em amostras de carrapatos Amblyomma cajennense e
Dermacentor nitens, obtidas pela PCR em tempo real utilizando o sistema TagMan. Duas
curvas deslocadas a esquerda: controle positivo; trés curvas deslocadas a direita: amostras
positivas.
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A frequéncia de carrapatos machos positivos para T. equi (15,38%, n=14/91) foi
significativamente maior (p<0,05) quando comparada a frequéncia das fémeas (4,92%,
n=9/183). Analisando a frequéncia de T. equi em relagdo ao sexo de cada espécie de carrapato
coletado, observou-se uma frequéncia de 18,18% (n=12/66) de T. equi nos machos, percentual
superior (p<0,05) aos 5,78% (n=7/121) observados em fémeas de A. cajennense. Entretanto,
para a espécie D. nitens a frequéncia de amostras de carrapatos machos positivos (8%,
n=2/25) nao diferiu significativamente (p>0,05) das fémeas (3,22%, n=2/62) (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise bivariada dos fatores associados a positividade de Theileria equi nas
amostras de carrapatos, através da técnica da PCR em tempo real, em funcdo das
caracteristicas das amostras de carrapatos, como local de coleta, espécie identificada, estiagio
evolutivo e o sexo do carrapato, no estado do Rio de Janeiro, Brasil.

. PCR em tempo real Bivariada

Caracteristicas das amostras de
carrapato N Positivos (%) v P
Altitude

<400m (Seropédica) 238 6,69 ] 0.28%

>400m (Petrépolis) 62 11,29 ’
Espécie

Amblyomma cajennense 191 9,95 ) 0.07*

Dermacentor nitens 104 3,85 ’
Estagio evolutivo

Adultos 274 8,39

Ninfas 21 0,00 2,36 0,31

Larvas 5 0,00
Sexo

Macho 91 15,38

Fémea 183 4,92 1,77 0,00
Amblyomma cajennense

Machos 66 18,18

Fémeas 121 5,79 7,78 0,02

Ninfas 4 0,00
Dermacentor nitens

Machos 25 8,00

Fémeas 62 3,23 1,91 0,38

Ninfas 17 0,00

N: nimero de equinos; xzz Teste Qui-quadrado; P: P valor; *Teste Exato de Fisher.

4.3 Sensibilidade Analitica da PCR em Tempo Real para Deteccao de Theileria equi

A sensibilidade analitica da técnica da qPCR pelo sistema Tagman, foi avaliada
utilizando-se um nimero conhecido de copias do vetor-inserto. O limite de deteccdo da
técnica foi de trés copias do plasmidio contendo o gene I8S rRNA. O coeficiente de
correlagdo de quatro repeti¢des das cinco dilui¢des testadas na curva padrao foi de 97,65%,
com Cq4 variando de 22+0,17 ciclos na primeira dilui¢do (3x10* cépias do plasmidio) até
33,91+1,07 ciclos na dltima dilui¢do (trés copias do plasmidio) (Figura 6).
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N2 de Copias

Figura 6. Curva padrao construida a partir de diluicdes decimais seriadas do DNA plasmidial,
contendo o gene /8S rRNA de Theileria equi (=1.600 pb). O valor do Ciclo de Quantificacdo
obtido pela PCR em tempo real utilizando o sistema Tagman foi plotado em fungdo do
namero inicial de cépias do plasmidio.

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) na sensibilidade analitica quando 1uL do
DNA da amostra de sangue de um equino nao infectado ou 1pul. do DNA de um carrapato ndo
infectado foi adicionado a PCR. As curvas apresentaram a mesma inclinagdo durante a fase
exponencial da amplificagdo demonstrando a eficiéncia da reagdo mesmo nos pontos com
pouco alvo (Figura 7).

—e— 30,000 copias
—O— 3,000 copias
—w— 300 copias
3 —A— 30 copias
—m— 3 copias

Delta Rn

N¢ de Ciclos

Figura 7. Sensibilidade analitica da PCR em tempo real utilizando sistema Taqman,
mostrando as curvas de amplificacio do DNA plasmidial contendo o gene /85 rRNA de

Theileria equi (=1.600 pb), em dilui¢des seriadas (3 — 30.000 copias).
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4.4 Avaliacao dos Controles Negativos e Reprodutibilidade das Reacoes da PCR em
Tempo Real

Todos os controles negativos utilizados nas reacdes ndao amplificaram o fragmento de
85pb do gene 185 rRNA especifico de T. equi. Além disso, observou-se que as amostras de
Petropolis repetidas em placas distintas tiveram uma amplitude média do C, de 0,95, enquanto
as amostras de Seropédica tiveram uma amplitude média de 1,18 em suas repeti¢cdes.

4.5 Analise Hematolégica
4.5.1 Municipio de Seropédica

Em rela¢do ao municipio de Seropédica e aos valores hematolégicos médios entre os
animais positivos e negativos para 7. equi, nao houve diferenca significativa (p>0,05) nos
testes de hipétese para os seguintes parametros: HEM, HB, VG, VCM, HCM, ADH, LEUC,
LINE, NEUT, EOS, PLAQ, VPM, PPT, FIB. Houve diferenca estatistica (p=0,007) entre os
valores médios de animais positivos e negativos em Seropédica em relagdo a concentragao de
CHCM. No entanto, as médias deste parametro para o grupo de equinos positivos e negativos
permaneceram dentro dos valores de referéncia para a espécie (Tabela 5).

Tabela 5. Eritrograma, plaquetas, proteina plasmdtica total e fibrinogénio de equinos
positivos e negativos na PCR em tempo real para Theileria equi no municipio de Seropédica,
Rio de Janeiro (continua).

Valores limites Valores de

Parametros Resultado N Meédia DP — — .
Minimo Maximo Referéncia**

Série Vermelha

HEM Positivo 128 675 132 0,11 235 9,69
(x107mm)*  Negativo 13 7.04° 061 017 626 814
Positivo 128 10,64° 191 0,17 330 1540
Negativo 13 11,17° 1,13 031 830 12,90
VG (%) Positivo 128 30,02 562 049 1400 4580 449

Negativo 13 3224° 415 1,15 21,50 3830

Positivo 128 44,61° 479 042 3400 62,00
Negativo 13 4584° 573 159 3400 52,00
Positivo 128 1588 1,63 0,14 1220 20,90

HCM (pg) 15-19
Negativo 13 15,88 1,38 0,38 13,20 17,70

Positivo 128 35,66 1,11 0,10 32,70 40,90

6,0-11,3

HB (g/dL) 10,6 - 18,9

VCM (fm’) 38-49

CHCM (g/dL) 37 -40
Negativo 13 34,81 1,53 042 33,10 38,50

ADH (%) Positivo 128 16,70 1,02 0,09 12,70 18,20 152-19.8
Negativo 13 16,15* 1,34 0,37 13,20 18,00

Outros Valores

PLAQ (x103/ Positivo 128 153,36* 52,04 4,60 35,00 313,00 100 - 350

3 -
mm’)* Negativo 13 148,07° 44,55 12,35 94,00 239,00
VPM OCHIS)* Positivo 128 6,36 0,38 0,03 5,30 7,20 5.6-8.3

Negativo 13 647° 0,32 0,09 6,10 7,00
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Tabela 5. Continuacao.

ppr  Positivo 128 754 057 005 620 880

52-79
(g/dL) Negativo 13 7,38° 0,56 0,15 6,20 8,20
FIB Positivo 128 351 158,23 13,98 100 800 100 - 400
(mg/dL) Negativo 13 284% 140,51 38,97 100 600

*Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através dos testes, a 5% de
significancia (p<0,05). *Dados paramétricos, avaliados pelo teste de hipétese ¢ student. Demais, se tratam de
dados nio paramétricos, avaliados pelo teste Mann-Whitney. HEM: nimero médio de hemicias; HB:
concentracdo de hemoglobina plasmatica; VG: volume globular; VCM: volume corpuscular médio; HCM:
hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média; ADH amplitude de
distribuicdo das hemadcias; PLAQ: nimero médio de plaquetas; VPM: volume plaquetdrio médio; PPT: proteina
plasmatica total; FIB: fibrinogénio; N: nimero de equinos; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo. **Valores de
referéncia segundo Schalm (2010); valores de ADH segundo Easley et al. (1985).

Quanto ao leucograma dos equinos do referido municipio, foi observada diferenca
estatistica significativa (p=0,03) no nimero médio de mondcitos (MON) entre os grupos
positivo e negativo para 7. equi. Ambas médias apresentaram valores dentro dos limites de
referéncia para equinos (Tabela 6).

Tabela 6. Leucograma de equinos positivos e negativos na PCR em tempo real para Theileria
equi no municipio de Seropédica, Rio de Janeiro.

Valores limites Valores

Parametros Resultado N Média DP EP — — .
Minimo Maximo de Referéncia**

Série Branca

LEUC (x10% Positivo 128 11,41* 3,12 0,27 6,2 25 53.13.8
3 ) T ’
mm’) Negativo 13 12,41* 323 0,89 8,8 20
LINF (x10%/ mm?) Positivo 128 5,15* 248 0,22 1,56 14,60 1.1-57
Negativo 13 4,53* 153 042 2,16 7,38
NEUT (x10%/ Positivo 128 5,38 1,81 0,16 1,04 10,4 27-97
3 o T 7y
mm’) Negativo 13 6,76 3,02 0,84 4,06 13,34
o b
MON (x10% mm?®) Positivo 128 0,26 0,20 0,02 0 0,8 0.1-0.6
Negativo 13 0,40* 0,22 0,06 0,1 0,8
EOS (x10% mm’) Positivo 128 0,62° 0,45 0,04 0 3,73 0.06 - 0.6
Negativo 13 0,72* 0,66 0,18 0 2,4
3 ;. Positivo 128 0,00? 0 0 0 0
BAS (x10°/ mm”) . 0-0,29
Negativo 13 0,00° 0 0 0 0

*Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através dos testes, a 5% de
significancia (p<0,05). *Dados paramétricos, avaliados pelo teste de hipétese ¢ student. Demais, se tratam de
dados ndo paramétricos, avaliados pelo teste Mann-Whitney. LEUC: leucdécitos; LINF: linfécitos; NEUT:
Neutréfilos; MON: Mondcitos; EOS: Eosinéfilos; BAS: Baséfilos; N: nimero de equinos; DP: desvio padrao;
EP: erro padrdo. **Valores de referéncia segundo Schalm (2010). Neutréfilos distintos foram agrupados.
Basoéfilos ndo foram observados.

A frequéncia de equinos com alteracdes dos indices hematimétricos VG, LEUC, PLAQ
e VPM nio diferiu entre os grupos de animais positivos e negativos (p>0,05) (Figura 8).

Leucocitose foi a alteracdo observada em 23,1% (n=3/13) dos equinos negativos e
18,8% (n=24/128) dos animais positivos. A normalidade no LEUC foi observada em 81,3%
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(n=104/128) dos animais positivos e em 76,9% (n=10/13) dos animais negativos. Nao foram
observados animais leucopénicos no municipio de Seropédica.

O VG manteve-se dentro dos valores de referéncia em 22,7% (n=29/128) dos animais
positivos e em 23,1% (n=3/13) dos animais negativos. Este indice foi observado abaixo dos
valores de referéncia para a espécie em 77,3% (n=99/128) dos animais positivos € em 76,9%
(n=10/13) dos animais negativos. Nao foi observado VG acima dos padrdes normais para a
espécie no referido municipio.

Em 82,8% (n=106/128) dos animais positivos e em 84,6% (n=11/13) dos animais
negativos para 7. equi, observou-se o0 PLAQ dentro dos indices de normalidade para a espécie.
O numero de plaquetas foi encontrado abaixo dos valores de referéncia em 17,2% (n=22/128)
dos animais positivos e em 15,4% (n=2/13) dos animais negativos. Quanto ao VPM,
observou-se que 97,7% (n=125/128) dos animais positivos € 100% (n=13/13) dos animais
negativos apresentaram o indice dentro dos valores de referéncia. Apenas trés animais (2,3%)
do grupo de positivos tiveram este indice abaixo dos valores de referéncia. Nao foram
observados PLAQ e VPM acima dos valores esperados para a espécie na localidade de estudo.

Todos os animais do grupo dos negativos para 7. equi (100%, n=13/13) apresentaram o
HEM dentro dos padrdes de normalidade, o que diferiu estatisticamente do grupo de positivos
(71,1%, n=91/128) (p=0,02). Porém, quando o HEM apresentou-se abaixo dos indices de
referéncia para a espécie, a frequéncia observada foi maior nos animais positivos (28,9%,
n=37/128) (p=0,02), diferindo significativamente dos negativos. Nenhum animal foi
observado com HEM acima dos valores de referéncia para a espécie (Figura 8).

A frequéncia dos equinos com HB dentro da normalidade foi significativamente maior
no grupo de animais negativos (84,6%, n=11/13) com relacdo aos animais positivos para T.
equi (49,2%, n=63/128) (p=0,01). A frequéncia de animais com HB abaixo dos indices de
referéncia foi significativamente maior no grupo dos animais positivos (50,8%, n=65/128),
em detrimento aos animais negativos (15,4%, n=2/13) (p=0,01). Nenhum animal foi
observado com HB acima dos valores de referéncia para a espécie (Figura 8).

Em relacdo aos testes de hipdtese de animais negativos e positivos separados em
grupos por C,, pdde-se observar que o grupo positivo I (C;<29) e positivo II (Cy>29)
apresentaram diferenca estatistica significativa (p=0,01) com relacdo a média do nimero de
hemaécias (HEM). Nao houve diferenga estatistica entre as demais comparacdes de grupos
para este indice (p>0,05). A média deste indice esteve dentro da normalidade para equinos,
em todos os grupos formados (Tabela 7).

O parametro PLAQ e o VPM néo diferiram estatisticamente entre os grupos negativo,
positivo 1 e positivo II (p>0,05). A média destes indices manteve-se dentro da faixa de
normalidade para a espécie nos trés grupos (Tabela 7).

Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos formados, com relagdo a
HB (p>0,05). No entanto, o grupo positivo I apresentou a média de HB abaixo do valor
minimo de referéncia para a espécie (Tabela 7). O indice médio apresentou-se reduzido
também em todos os grupos com relacdo ao VG, nao havendo, entretanto diferenca estatistica
entre eles (p>0,05).

A média do parametro LEUC do grupo positivo I mostrou-se acima do valor de
referéncia padrdo para equinos. Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos
formados com relacdo ao LEUC (p>0,05).
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Figura 8. Frequéncia de equinos de Seropédica com alteracdes no volume globular, nimero
de hemdcias, concentracdo de hemoglobina plasmdtica, nimero de leucdcitos, nimero de
plaquetas e volume plaquetéario em funcdo do resultado positivo na PCR em tempo real para
Theileria equi. “Letras iguais entre as colunas de mesma legenda nio diferem entre si pelo
teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5% de confianga.
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Tabela 7. Nimero de hemadcias, concentragdao de hemoglobina plasmatica, volume globular,
nimero de leucdcitos, nimero de plaquetas e volume plaquetdrio médio, analisados em trés
grupos distintos de equinos, de acordo com o C4 da amostra dos positivos no municipio de
Seropédica, Rio de Janeiro. Grupos: negativo, positivos I (Cq<29) e positivo II (C;>29).

Valores limites Valores

Parametros Resultado N Média DP EP — — .
Minimo Miximo de Referéncia®*

Série Vermelha

Negativo 12 7,05 0,64 0,18 6,26 8,14
HEM (x10mm’) positivol 12 7,36® 1,83 034 503 9,05 6,0-11,30
Positivoll 12 637° 065 0,19 55 794

Negativo 12 11,16* 1,18 034 8,30 12,90
HB (g/dL)*  positivol 12 10,36 1,42 041 7,50 12,60 10,6 - 18,9
PositivoIl 12 10,66° 1,02 029 940 12,10

Negativo 12 32,15 432 124 215 38,30
VG (%) Positivol 12 30,06° 5,13 148 207 39,10 34-49
Positivoll 12 30,13* 338 097 26,10 35,70

Série Branca

Negativo 12 12,76 2,71 0,78 8,80 17,10
Positivol 12 14,00° 429 124 9,60 17,20 53-138
PositivoIl 12 10,95° 1,99 057  8.10 13,70

LEUC (x10%
mm’ )

Outros Valores

Negativo 12 152,58* 43,33 12,51 97,00 239,00

PLAISI;%103/ Positivol 12 158,66° 40,94 0,56 98,00 237,00 100 - 350
Positivo Il 12 143,91* 48,75 14,07 44,00 241,00
Negativo 12 645° 032 009 610 7,00

VPM (fm))  Positivol 12 644° 056 0,16 560 7,20 56-83

PositivoIl 12 6,44 0,28 0,08 6,00 6,90

*Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através dos testes, a 5% de
significancia (p<0,05). *Dados ndo-paramétricos, avaliados pelo teste Mann-Whitney. Demais, se tratam de
dados paramétricos, avaliados pelo teste de hipétese ¢ student. HEM: nimero médio de hemadcias; HB:
concentracdo de hemoglobina plasmética; VG: volume globular; LEUC: nimero de leucécitos; PLAQ: nimero
médio de plaquetas; VPM: volume plaquetdrio médio; N: nimero de equinos; DP: desvio padrdo; EP: erro
padrdo. **Valores de referéncia segundo Schalm (2010).

4.5.2 Municipio de Petréopolis

Em relacdo ao municipio de Petrépolis e aos valores hematolégicos médios entre os
animais positivos e negativos para 7. equi, nao houve diferencga significativa (p>0,05) pelos
testes de hipétese no VCM, HCM, CHCM, PLAQ, VPM e FIB (Tabela 8).

Houve diferenga estatistica (p<0,05) entre os valores médios de animais positivos e
negativos em Petrépolis em relacdo ao HEM (p=0,002), HB (p=0,007), VG (p=0,01), ADH
(p=0,02), LEUC (p<0,0001), LINF (p=0,004), NEUT (p=0,001), MON (p=0,003), EOS
(p=0,006) e PPT (p=0,004) (Tabelas 8 € 9).
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Tabela 8. Eritrograma, plaquetas, proteina plasmdtica total e fibrinogénio de equinos
positivos e negativos na PCR em tempo real para Theileria equi no municipio de Petrépolis,
Rio de Janeiro.

. . Valores de
N 3 Valores limites e
Parametros Resultado N Média DP EP Referéncia

Minimo Maximo

Série Vermelha

HEM Positivo 125 748" 1,13 0,1 5,01 11,37
6 3\ ) 6,0-11,30
(x10%/mm’) Negativo 48 807° 1,1 0,16 53 10,19
Positivo 125 11,97° 1,58 0,14 8,2 16,9
HB (g/dL)* . 10,6 - 18,9
Negativo 48 12,69° 1,57 0,23 8,4 15,7
Positivo 125 33,87° 4,89 044 227 50
VG (%)* . 34 -49
Negativo 48 3592° 471 0,68 23,5 448
; Positivo 125 44,54 6,13 0,55 4 54
VCM (fin’) , 38 — 49
Negativo 48 44,75 387 0,56 33 51
Positivo 125 16,060 123 0,11 123 19
HCM (pg) . 15-19
Negativo 48 15,80° 1,36 0,2 12,2 18
Positivo 125 3532° 194 0,17 154 37,8
CHCM (g/dL) _ 37 -40
Negativo 48 35,37* 0,59 0,09 34 36,9
Positivo 125 16,79° 0,71 0,06 13 18,2
ADH (%) 15,2-19,8
Negativo 48 16,95 092 0,13 12,9 18,2
Outros Valores
PLAQ (x10%  Ppositivo 125 113,62° 38,84 3,47 29 240 100 - 350
mm3)>’< .
Negativo 48 12035 37,63 543 37 218
VPM (fir) Positivo 125 6,32 0,36 0,03 55 7.4 56-83
Negativo 48 6,39 0,38 0,05 54 7.4
Positivo 125 7,11° 049 0,04 5,8 8,6
PPT (g/dL) 52-79
Negativo 48 688" 045 0,06 6,2 8,2
FIB (mg/dL) Positivo 125 309,6* 152,62 13,65 100 800 100 - 400
Negativo 48 302,1* 164,37 2372 100 800

*Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através dos testes, a 5% de
significancia (p<0,05). *Dados paramétricos, avaliados pelo teste de hipétese ¢ student. Demais, se tratam de
dados ndo paramétricos, avaliados pelo teste Mann-Whitney. HEM: nimero médio de hemadcias; HB:
concentracdo de hemoglobina plasmatica; VG: volume globular; VCM: volume corpuscular médio; HCM:
hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média; ADH amplitude de
distribuicdo das hemadcias; PLAQ: nimero médio de plaquetas; VPM: volume plaquetdrio médio; PPT: proteina
plasmatica total; FIB: fibrinogénio; N: nimero de equinos; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdao. **Valores de
referéncia segundo Schalm (2010); valores de ADH segundo Easley et al. (1985).

Pdde-se observar que a frequéncia de animais com monocitose e eosinofilia foi maior
no grupo de animais positivos para 7. equi no municipio de Petrépolis, enquanto o grupo de
animais negativos mantiveram estes parametros dentro da normalidade para a espécie (Tabela
9). Todas as outras médias que diferiram significativamente entre o grupo de positivos e
negativos no municipio de Petrépolis, tiveram seus valores médios mantidos dentro dos
valores de referéncia para a espécie.
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Tabela 9. Leucograma de equinos positivos e negativos na PCR em tempo real para Theileria
equi no municipio de Petrépolis, Rio de Janeiro.

Valores limites Valores de
Minimo Maximo Referéncia™*

Parametros Resultado N Média DP EP

Série Branca

5 ,. Positivo 125 9,52 234 0,21 4,7 19,1
LEUC (x10°/ mm’) X 5,3-13,8
Negativo 48 7,8 2,07 0,3 4,8 15,1
s ,. Positivo 125 1,69° 0,89 0,08 0,50 5,37
LINF (x10°/ mm”) . b 1,1-5,7
Negativo 48 1,29 0,74 0,11 0,32 4,25
3 ,. Positivo 125 6,35 2,18 0,19 2,25 16,8
NEUT (x10°/ mm”) . b 2,7-9,7
Negativo 48 5,4 1,83 0,64 2,26 12,38
3 3 Positivo 125  0,74% 0,33 0,03 0,21 1,66
MON (x10°/ mm”) ) b 0,1-0,6
Negativo 48 0,59 0,29 0,04 0,15 1,53
EOS (x10Y Positivo 125 0,73* 0,58 0,05 0 2,8 0.06.- 0.6
(O mm) - Ceativo 48 05" 054 008 0 2,41 o
3 . Positivo 125 0,00 0 0 0 0
BAS (x10°/ mm”) ) 0-0,29
Negativo 48 0,007 0 0 0 0

*Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através dos testes, a 5% de
significancia (p<0,05). *Dados paramétricos, avaliados pelo teste de hipétese ¢ student. Demais, se tratam de
dados ndo paramétricos, avaliados pelo teste Mann-Whitney. LEUC: leucécitos; LINF: linfécitos; NEUT:
Neutréfilos; MON: Mondcitos; EOS: Eosinéfilos; BAS: Baséfilos; N: nimero de equinos; DP: desvio padrao;
EP: erro padrdo. **Valores de referéncia segundo Schalm (2010). Neutréfilos distintos foram agrupados.

A frequéncia de equinos com alteragcdes nos valores de HEM, LEUC, PLAQ e VPM
ndo diferiu entre os grupos de animais positivos e negativos para 7. equi (p>0,05).

Os valores de LEUC foi observado dentro da normalidade em 93,6% dos animais
positivos (n=117/125) e em 93,8% (n=45/48) dos animais negativos. Leucocitose foi a
alteracdo observada em 5,6% (n=7/125) dos animais positivos € em 2,1% (n=1/48) dos
animais negativos. Leucopenia foi a alteragdo observada em 0,8% (n=1/125) dos animais
positivos e em 4,2% (n=2/48) dos animais negativos (Figura 9).

Quanto ao HEM, observou-se o indice dentro dos valores de referéncia em 90,4%
(n=113/125) dos animais positivos e em 95,8% (n=46/48) dos animais negativos. Foi
observada anemia em 8,8% (n=11/125) dos animais positivos e em 4,2% (n=2/48) dos
animais negativos e policitemia em 0,8% (n=1/125) dos animais positivos € em nenhum dos
animais negativos (Figura 9).

Em 67,2% (n=84/125) dos animais positivos e em 72,9% (n=35/48) dos animais
negativos, observou-se o PLAQ dentro dos indices de normalidade para a espécie.
Trombocitopenia foi observada em 32,8% (n=41/125) dos animais positivos e em 27,1%
(n=13/48) dos negativos. Quanto ao VPM, observou-se que 99,2% (n=124/125) dos animais
positivos e 97,9% (n=47/48) dos animais negativos apresentaram o indice dentro dos valores
de referéncia. Apenas um animal positivo (0,8%) e um animal negativo (2,1%) tiveram este
indice abaixo dos valores de referéncia. Nao foram observados PLAQ e VPM acima dos
indices esperados para a espécie no municipio de Petrépolis (Figura 9).

Observou-se frequéncia significativamente maior de equinos do grupo negativo
(68,8%, n=33/48) em relacdo ao positivo (49,6%, n=62/125) quando o VG estava dentro dos
padrées de normalidade (p=0,002). J4 quando o VG apresentou-se abaixo dos indices de
referéncia para a espécie, a frequéncia observada foi maior nos animais positivos (49,6%,

31



n=62/125), diferindo significativamente dos negativos (31,3%, n=15/48) (p=0,002). A
frequéncia de animais que apresentaram VG acima dos padrdes de normalidade foi baixa e
nao diferiu estatisticamente entre o grupo de animais positivos (0,8%, n=1/125) e negativos
(0%) (p>0,05) (Figura 9).

A frequéncia de equinos com a HB dentro da normalidade foi significativamente maior
no grupo de animais negativos (93,8%, n=45/48) em relacdo aos animais positivos (78,4%,
n=98/125) (p=0,01). A maior frequéncia de animais com HB abaixo dos indices de referéncia
foi observada no grupo dos animais positivos (21,6%, n=27/125) em detrimento aos negativos
(6,3%, n=3/48) (p=0,01). Nao foi observada HB acima dos indices esperados para a espécie
no municipio de Petrépolis (Figura 9).
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90.0 90.0
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Positivos (n=125)

Negativos (n=48)

Resultado na PCR em tempo real

Positivos (n=125) Negativos (n=48)

Resultado na PCR emtempo real

Figura 9. Frequéncia de equinos de Petrépolis com alteragdes no volume globular, nimero de
hemadcias, concentragdo de hemoglobina plasmdtica, nimero de leucdcitos, nimero de
plaquetas e volume plaquetéario em funcdo do resultado positivo na PCR em tempo real para
Theileria equi. “Letras iguais entre as colunas de mesma legenda ndo diferem entre si pelo
teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5% de confianga.
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Em relac@o aos testes de hipotese nos grupos de animais negativos e positivos para 7.
equi separados por Cg, pOde-se observar que o grupo negativo e positivo I (C4<29)
apresentaram diferenca estatistica significativa (p=0,01) com relagdo a média do LEUC. Nao
houve diferenca estatistica entre as demais comparacdes de grupos para este indice (p>0,05).
A média deste indice esteve dentro do intervalo de normalidade para equinos em todos os
grupos formados (Tabela 10). Os valores de HEM, HB, PLAQ e VPM niao diferiram
estatisticamente entre os grupos negativo, positivo I e positivo II (p>0,05). A média destes
indices manteve-se dentro da faixa de normalidade para a espécie nos trés grupos (Tabela 10).

Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos formados com relacio ao
VG (p>0,05). No entanto, somente no grupo de equinos positivo I observou-se a média deste
indice abaixo dos valores de referéncia determinados para a espécie.

Tabela 10. Numero de hemadcias, concentragao de hemoglobina plasmatica, volume globular,
nimero de leucdcitos, nimero de plaquetas e volume plaquetdrio médio analisados em trés
grupos distintos de equinos de acordo com o Cy da amostra dos positivos no municipio de
Petropolis, Rio de Janeiro. Grupos: negativo, positivos I (Cq<29) e positivo II (C4>29).

Valores limites Valores

Parametros Resultado N Média DP EP — — .
Minimo Maximo de Referéncia*

Série Vermelha

Negativo 12 822* 0,96 0,28 6,50 9,83
HEM (x10%/mm*) Positivol 12 836" 0,54 0,16 747 9,12 6,0 -11,30
Positivoll 12 7.83* 087 025 699 9,66
Negativo 12 12,76° 1,07 031 10,8 14,50
HB (g/dL) Positivol 12 11,74 137 039 9,70 14,10 10,6 - 18,9
Positivoll 12 12,77° 1,19 034 11,10 1540
Negativo 12 36,26 342 0,99 30,2 42.00
VG (%) Positivol 12 3327 431 124 27,00 40,60 34 - 49
Positivoll 12 36,10° 3,50 1,01 31,40 43,90

Série Branca

Negativo 12 7,65 2,69 0,77 480 15,10
LEUC (x10/ mm’) Positivol 12 9,75% 1,35 039 7,30 11,40 53-1338
Positivoll 12 827 140 040 6,60 10,50

Outros Valores

Negativo 12 114,00 31,36 9,05 37,00 144,00

PLAQ (x10/ mm’) positivoT 12 13625 35.81 1034 71,00 190,00 100 - 350
Positivoll 12 117.58" 56,50 1631 38,00 240,00

Negativo 12 6,58 0,35 0,10 6,10 7,20
VPM (fm’) Positivol 12 643* 045 0,13 5,80 7,10 5,6-83
Positivoll 12 646 028 008 5,80 6,80

*Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, nio diferem significativamente através do teste de hipitese
t student, a 5% de significancia (p<0,05). HEM: nimero médio de hemécias; HB: concentracdo de hemoglobina
plasmatica; VG: volume globular; LEUC: nimero de leucécitos; PLAQ: nimero médio de plaquetas; VPM:
volume plaquetario médio; N: nimero de equinos; DP: desvio padrio; EP: erro padrdo. *Valores de referéncia
segundo Schalm (2010).
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5 DISCUSSAO

5.1 Deteccao Molecular Através da PCR em Tempo Real de Theileria equi em Equinos
dos Municipios de Seropédica e Petrépolis

A avaliacdo epidemioldgica do presente estudo reforca o cardter endémico que a
theileriose equina assume no Brasil (PFEIFER BARBOSA et al., 1995; HEUCHERT et al.,
1999; GOLYNSKI et al., 2008; KERBER et al., 2009; SANTOS et al., 2011). Além disso, o
estudo destaca alguns fatores associados a presenca do agente etioldgico nos equinos criados
em Seropédica e Petrépolis, em funcdo de aspectos referentes a propriedade, ao manejo
adotado na criacdo e caracteristicas inerentes ao proprio animal. Demonstra também a
importancia da epidemiologia como uma ferramenta de investiga¢do vetorial, destacando o
possivel papel de outras espécies de carrapatos, além de R. microplus, na transmissdao e
disseminacgao de 7. equi no territério nacional.

A alta frequéncia de equinos positivos para 7. equi nos municipios estudados, estd de
acordo com a frequéncia observada em diversos estudos soroldgicos realizados em dreas
proximas (PFEIFER BARBOSA et al., 1995; SANTOS et al., 2011). No entanto, o presente
estudo utilizou a qPCR para o diagndstico de T. equi, pois se trata de uma técnica que possui
elevada sensibilidade e especificidade, sendo, portanto uma ferramenta que forma bases nas
investigacdes de epidemiologia molecular (MONIS et al., 2005).

Nenhuma associagdo significativa com a positividade foi encontrada em relacdo a
idade dos animais, fato também observado por Farkas et al. (2013) na Hungria, Shkap et al.
(1998) em Israel, Moretti et al. (2010) na Itdlia, Mujica et al. (2011) na Venezuela e por
Santos et al. (2011) no Brasil. No entanto, outros estudos demonstraram associacao
significativa entre a positividade e o avancar da idade do animal (RUEGG et al., 2007;
SEVINC et al., 2008; ASGARALI et al., 2007), o que € sustentado pelo fato de que o agente
de theileriose equina permanece no organismo do animal por muitos anos, ou até mesmo por
toda sua vida.

Entre machos e fémeas também ndo foi possivel observar diferenca estatistica com
relacdo a presenca do DNA de T. equi. Este achado € reforcado por diversos estudos, onde
também ndo foi possivel observar esta diferenca (ASGARALI et al., 2007; MUJICA et al.,
2011; SANTOS et al., 2011; FARKAS et al., 2013). Portanto, o sexo dos animais ndo parece
atuar como fator de risco a infec¢do pelo agente de theileriose equina.

O municipio de Seropédica, localizado em regido de baixa altitude no Rio de Janeiro,
possui clima tropical semi-imido com temperatura média anual de 24°C. Ja Petrépolis,
localizado em regido de alta altitude no referido estado, possui um clima tropical de altitude e
temperatura média anual de 19°C, podendo chegar a 0°C em invernos rigorosos. As condigdes
encontradas pelos carrapatos vetores em municipios de elevada altitude, como € o caso de
Petrépolis, sdo menos favoraveis ao desenvolvimento de seu ciclo biol6gico, o que contribuiu
para uma menor frequéncia de equinos positivos para 7. equi nessa microrregidao (DAVEY;
COOKSEY, 1989; CHACON et al., 2003). Aliado a essa questdo, as condi¢cdes de manejo e
qualidade tecnoldgica encontradas nas propriedades localizadas no municipio de Petrépolis
sao superiores as observadas no municipio de Seropédica.

A positividade dos equinos criados em contato proximo a bovinos, em relagdo ao
grupo criado na auséncia de bovinos, diferiu estatisticamente pela andlise bivariada. Essa
observacdo sugere o possivel envolvimento de R. microplus na cadeia epidemioldgica de
theileriose equina na regido estudada. Estudos experimentais demonstram que o carrapato R.
microplus € capaz de se infectar e transmitir 7. equi, quando alimentados em equinos agudos
ou cronicamente infectados (GUIMARAES et al., 1998; STILLER et al., 2002; UETI et al.,
2008). Além disso, a infestacdo de equinos por R. microplus € observada com maior
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frequéncia em dreas onde bovinos pastejam (BITTENCOURT et al., 1990; LABRUNA et al.,
2001). No entanto, ndo € possivel determinar o papel de R. microplus na epidemiologia de
theileriose equina nas regides estudadas, ja que no presente estudo ndo se observou equinos
infestados por esta espécie de carrapato. Provavelmente, outras formas de transmissdo ou
outros artropodes podem estar envolvidos na manutencdo de um elevado nivel enzodtico da
doenca, como verificado neste estudo.

A criacdo de equinos destinados ao trabalho, passeio e reproducdo na criagdo de
equinos, foi um fator determinante na infec¢do do animal por 7. equi. Este fato foi observado
por Abutarbush et al. (2012), onde o grupo de equinos utilizados para trabalho apresentou
maior frequéncia de positividade para 7. equi, diferindo significativamente das demais
varidveis, como animais criados para a pratica de polo, corrida, salto, exposi¢do e reprodugao.
Este achado também pode estar relacionado as atividades que o equino exerce na propriedade,
onde em muitos casos, os animais destinados ao trabalho ou passeio acabam se deslocando em
grandes perimetros de pastagem, aumentando a probabilidade de se infestarem com possiveis
carrapatos vetores. Além disso, animais destinados ao trabalho, passeio e reprodu¢do, muitas
vezes estdo domiciliados em propriedades com manejo insatisfatério (HEUCHERT et al.,
1999; SANTOS et al., 2011), criados com bovinos em pastos infestados por carrapatos
(HEUCHERT et al., 1999), que possuem hdbito de pastejo (ABUTARBUSH et al., 2012;
NIZOLI et al., 2008; MORETTI et al., 2010), aumentando as chances de contato com
carrapatos vetores.

No presente estudo foi possivel observar que os equinos destinados a atividade de
esporte e exposicdo, recebem um manejo considerado ideal dentro deste tipo de criagdo, com
instalagdes zootécnicas apropriadas, onde os animais recebem alimentacdo adequada e ha a
presenca de controle sanitario e assisténcia veterinaria constante, o que limitaria as chances
destes serem infestados por carrapatos vetores. O mesmo foi observado por Moretti et al.
(2010), que relacionaram a baixa positividade encontrada em animais com praticas esportivas,
ao excelente manejo que recebem nas propriedades, o que reduz a exposicao destes animais a
infestacdo por carrapatos.

5.2 Deteccao Molecular Através da PCR em Tempo Real de Theileria equi em Carrapatos
Coletados de Equinos nos Municipios de Petropolis e Seropédica

A transmissdo experimental do piroplasma 7. equi estd associada a carrapatos do
género Rhipicephalus (GUIMARAES et al., 1998a; GUIMARAES et al., 1998b; STILLER &
COAN, 1995; DE WAAL, 1992, UETI et al., 2005). Porém, até o presente momento, nao ha
relatos que realmente demonstrem qual o vetor natural deste agente etiol6gico de importancia
na criagdo equina mundial. Estudos sugerem que a espécie A. cajennense (SCOLES et al.,
2011; KERBER et al., 2009) pode atuar como possivel vetor natural deste agente, pela sua
alta dispersao e predilecao por equinos. No entanto, em um estudo experimental realizado por
Ribeiro et al. (2011), ndo foi possivel observar a infeccao por 7. equi em exemplares de A.
cajennense alimentados em equinos com infec¢do aguda ou cronica. O presente estudo
demonstrou que, A. cajennense esta associado com a presenca do DNA de T. equi em equinos,
no entanto, a sua participacdo como vetor natural deste hemoparasito permanece indefinida.
Assim, a elevada frequéncia de equinos infestados por A. cajennense pode ser considerada um
fator de confundimento na andlise epidemioldgica. Aliado a este aspecto, existem estudos que
demonstram a capacidade de T. equi ser transmitida de forma congénita no Brasil (SANTOS
et al., 2008), o que dificulta a investigacdo vetorial através de andlise epidemioldgica. Por
outro lado, Scoles et al. (2011) verificaram que A. cajennense foi capaz de infectar-se de
forma natural com 7. equi e transmitir o agente, ao realizar o repasto sanguineo em equinos
livres, demonstrando que 7. equi pode ser transmitida de forma transestadial por essa espécie
de carrapato no estado do Texas, Estados Unidos.
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No presente estudo foi observado um percentual significativamente maior de machos
de A. cajennense com a presenga do DNA de T. equi. Os espécimes machos de A. cajennense
sdo capazes de se alimentarem em um maior nimero de hospedeiros durante o seu ciclo de
vida comparado as fémeas, aumentando a probabilidade de se infectarem com 7. equi, além
de sobreviverem por longos periodos em jejum (OLIVEIRA et al., 2003; SERRA-FREIRE,
1982). Essas caracteristicas os tornam importantes dispersores de agentes etiologicos de
doencas para os animais e seres humanos.

A elevada frequéncia de T. equi em equinos no Brasil € no mundo sugere que o vetor
natural € abundante nos animais e comum em todos os locais onde existe criacdo de equinos.
Portanto, epidemiologicamente, A. cajennense seria um vetor adequado, pois € um carrapato
heteroxeno, estd amplamente distribuido em todo o mundo e os equinos parecem ser 0s
hospedeiros primarios para todos os estigios evolutivos deste carrapato (ARAGAO, 1936;
OLIVEIRA, 1998). No presente estudo foi possivel observar que os equinos com niveis de
infestacdo moderada e alta por A. cajennense apresentaram mais chances de estarem
infectados por 7. equi, corroborando os achados anteriores.

5.3 Anélise Hematoldgica

A hematologia tem sido amplamente utilizada para fornecer informagdes acerca de
doencas, problemas de performance e exercicio em equinos. Diversos fatores podem alterar
os dados hematol6gicos de equinos, como o sexo, a fase reprodutiva, a idade, a raga, a pratica
de exercicios e o estresse no momento da coleta (SCHALM'S, 2010). Este estudo agrupou
todos os animais, sem distin¢do quanto a idade, sexo e raga, porém, separou 0s animais quanto
a localidade, devido a altitude, pois se sabe que hd um aumento no nimero e tamanho de
hemdicias em resposta a exposicdo a elevadas altitudes (JAIN, 1993; WICKLER;
ANDERSON, 2000).

Anemia e trombocitopenia sdo os achados mais comuns em casos de theileriose
equina (DE WAAL, 1987; HAILAT et al., 1997, CAMACHO et al., 2005). Leucopenia (DE
WAAL, 1992; ZOBBA et al.,, 2008), neutrofilia e linfopenia também sdo alteracdes
observadas em quadros agudos da doenca (RUBINO et al., 2006).

No municipio de Seropédica, os valores médios de VG e CHCM apresentaram-se
abaixo dos valores de referéncia em ambos os grupos, o que caracteriza o quadro de anemia
nos animais. O grupo positivo e negativo em relagdo ao CHCM, diferiram significativamente
entre si, ao contrario do observado para o VG. A alta infestagdo por carrapatos parece ser um
fator de alta correlagdo para o VG abaixo dos valores de referéncia. Em estudo realizado por
Labruna et al. (2002), os maiores niveis de infestacdo por D. nitens nos animais esteve
altamente correlacionado ao VG abaixo dos valores de referéncia. Cunha et al. (2008)
verificou o VG dos animais abaixo dos valores de referéncia para a espécie antes do
tratamento carrapaticida contra A. cajennense, indice que aumentou gradativamente chegando
a normalidade apds o tratamento. Além disso, no municipio de Seropédica observou-se que
80,85% (n=114/140) das propriedades encontravam-se em condicdes técnicas insatisfatorias
para cria¢do de equinos. Desta forma, os indices hematolégicos abaixo da normalidade podem
ser atribuidos as mds condi¢des na criagdo, onde as instalagdes zootécnicas sao inadequadas a
criacdo, os animais ndo recebem alimentacdo balanceada rotineiramente, o controle sanitario
ndo ¢é sistemdtico e a assisténcia veterindria, quando ocorre, ¢ somente em casos de
emergéncia clinica.

Ainda em Seropédica, observou-se que o grupo de animais positivos para o agente de
theileriose equina, apresentou seus indices médios de HEM e HB limitrofes, ou seja,
proximos ao limite inferior instituido como normal para a espécie. Este achado indica que
estes valores podem ter sido influenciados por 7. equi, embora ndao tenha sido observada
diferenga estatistica. Entretanto, na andlise de frequéncia, foi possivel observar diferenca
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estatistica entre os grupos positivos e negativos nas ateracdoes de ambos os indices. A maior
frequéncia de animais positivos foi observada quando os grupos foram comparados abaixo do
valor de referéncia. Da mesma forma, a maior frequéncia de animais negativos foi observada
quando os grupos foram comparados dentro da faixa de normalidade. Este resultado
demonstra que o agente de theileriose equina pode participar de forma efetiva na alteracdo
destes indices, como ja citado por diversos autores (DE WAAL, 1987; HAILAT et al., 1997,
CAMACHO et al., 2005). Além disso, supde-se que os animais mais parasitados, instituido
como grupo positivo I pelo Cy da técnica de diagnodstico, tiveram os valores de HEM
reduzidos significativamente em relacdo ao positivo I e sua HB abaixo dos valores de
referéncia, indicando a participacdo do agente.

A anemia durante a infeccdo por T. equi, relatada por diversos autores, pode ser
multifatorial: devido ao efeito direto do parasito nos eritrdcitos infectados levando a hemdlise;
pela reducdo da vida util das hemdcias; pela supressdo no sistema hematopoiéico e/ou pelo
papel dos anticorpos na destrui¢do de eritrdcitos infectados e ndo infectados (DE WAAL,
1992; HAILAT et al., 1997; ZOBBA et al., 2008).

Em relagdo ao leucograma dos equinos criados no municipio de Seropédica, a
diferenca significativa observada no nimero de mondcitos absolutos mostrou que os animais
positivos tiveram este indice inferior ao dos animais do grupo de negativos, mesmo dentro da
faixa de normalidade para a espécie. Mondcitos ativados aumentam sua atividade na
piroplasmose aguda (RUBINO et al., 2006), o que ndo foi observado neste estudo, onde a
maioria dos animais avaliados sdo no geral, portadores cronicos de 7. equi.

A eosinofilia observada em ambos os grupos também parece estar relacionada ao
manejo animal insatisfatério, j& que os eosinéfilos aumentam no sangue em casos de
helmintose, parasitose comum em equideos. Este indice sofre alteragdo devido a resposta
imune do tipo Th2, que associada a producdo de interleucinas, leva a mobilizagdo de
eosinéfilos e degranulagdo dos mesmos (TIZARD, 2009). Da mesma forma, pode-se observar
resposta do tipo Th2, ou seja, de hipersensibilidade tipo I, na imunidade contra a saliva dos
artrépodes (TIZARD, 2009). Em estudo realizado por Garba et al. (2011), foi observada
eosinopenia em equinos com piroplasmose e eosinofilia em equinos portadores de
piroplasmose cronica associada a helmintose. Desta forma, a helmintose em principal, parece
ter interferéncia na elevagao deste indice.

Os animais do grupo positivo I do municipio de Seropédica apresentaram leucocitose,
alteracdo nao evidenciada nos outros grupos e sem diferenca estatistica dentre estes. Em
Petrépolis, este indice diferiu estatisticamente entre o grupo positivo I e negativo (grupos
instituidos pelo Cy) e entre os grupos positivo e negativo, porém sem alteragdes quanto a
normalidade das médias. Hailat et al. (1997) observaram uma leve reducdo neste indice,
enquanto All-Saad (2009) observou leve aumento. All-Saad (2009) atribuiu este fato a
estimulagdo do sistema linféide e medula 6ssea na resposta imune tardia contra os parasitos e
suas toxinas e associou este aumento a linfocitose. Rubino et al. (2006) observaram
linfocitose e neutropenia em animais portadores cronicos da piroplasmose equina, alteragdes
ndo observadas neste estudo. Portanto, existem controvérsias quanto ao nimero de leucdcitos
entre os autores. Além disso, este indice pode gerar confundimento, pois é muito influenciado
por fatores inerentes ao animal, ao estado reprodutivo e a sanidade.

Em relagdo ao municipio de Petrépolis, o VG médio dos animais positivos para 7. equi
indicou anemia, diferindo significativamente do grupo negativo (p=0,01), o qual obteve VG
médio dentro do valor de referéncia normal para a espécie. A mesma alteracio ocorreu quando
os grupos separados por Cq foram comparados, onde os animais do grupo positivo I tiveram
seu valor de VG abaixo dos valores de referéncia para equinos, porém nao diferiu dos demais.
A anemia trata-se da alteracdo mais comum entre equinos infectados pelo agente de
theileriose equina (CUNHA et al., 1998; RUBINO et al., 2006; ZOBBA et al., 2008; AL-
SAAD, 2009).
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Os valores médios de HEM e HB nos grupos positivo e negativo diferiram
estatisticamente, porém dentro da normalidade. Na analise de frequéncia, pode-se observar
maior frequéncia de positivos quando os indices estiveram abaixo do valor de referéncia, e
maior frequéncia de negativos quando os indices estiveram dentro da normalidade. Além
disso, este mesmo resultado de frequéncia foi observado no municipio de Seropédica. Estes
achados reforcam a participacdo dos agentes da piroplasmose equina, pois a anemia € um dos
achados mais comuns desta afec¢ao nos animais (DE WAAL, 1987; HAILAT et al., 1997).

Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos positivo e negativo
quanto ao indice CHCM, porém ambos os grupos estiveram com a média abaixo dos valores
de referéncia. O baixo indice indica hipocromia nas hemdcias, o que € bem documentado na
piroplasmose equina, associado a macrocitose (RUBINO et al., 2006; AL-SAAD, 2009;
ZOBBA et al., 2008).

Na série branca analisada nos animais do municipio de Petrépolis, todos os parametros
apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos positivo e negativo. Isto se
deve, provavelmente, ao aumento no nimero de LEUC dos animais positivos, o que levou as
diferencas nos indices da contagem diferencial de leucdcitos absoluta, ji que esta segue
proporcional a leucometria global. Porém, o grupo de animais positivos apresentou uma
monocitose, 0 que ndo ocorreu nos animais negativos. Este resultado pode indicar a
participacdo de T. equi, elevando a média deste indice, fato observado nos animais
domiciliados em Seropédica. A monocitose € caracteristica das piroplasmoses, pois 0s
mondcitos controlam o aumento da taxa de parasitos, juntamente com células Natural Killer
(NK) durante a resposta imune inata (HOMER, 2000).

O numero de eosinéfilos (EOS) acima dos valores de referéncia para a espécie em
animais infectados pelo agente de theileriose, assim como relatado em Seropédica, pode estar
associado a helmintose, como bem demonstrado por Garba et al. (2011), ou ainda a alta
infestacdo por ectoparasitas (TIZARD, 2009).

Inimeras alteragdes brandas foram observadas nas andlises estatisticas dos dados
hematolégicos dos equinos de Seropédica e Petrdpolis. No entanto, além da theileriose,
diversos fatores podem influenciar diretamente os parametros hematoldgicos. Além disso,
houve dificuldade quanto a escolha dos valores de referéncia que melhor se adéquam a
realidade dos indices dos animais no Brasil, j4 que ndo existem estudos acerca destes em
nosso pais.
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6 CONCLUSOES

O diagndstico através da qPCR mostrou-se uma excelente ferramenta na investigacao
epidemioldgica deste hemoparasito, jd que a infeccdo por 7. equi tem cardter cronico em
equinos.

Theileriose equina € uma doenga com elevada frequéncia nos equinos do estudo nos
Municipios de Seropédica e Petrépolis, no estado do Rio de Janeiro.

A infestacdo por carrapatos e a atividade do animal na criagao sdo fatores associados
a infeccdo por 7. equi em equinos nas regides estudadas.

Animais utilizados para trabalho e/ou passeio e os equinos utilizados para fins
reprodutivos sdo as categorias de atividade de maior influéncia na positividade para 7. equi no
presente estudo.

Dentre os carrapatos investigados, A. cajennense € a espécie indicada
epidemiologicamente como possivel vetor bioldgico de T. equi sob condi¢des naturais nas
regides estudadas, principalmente o macho.

As alteracdes hematoldgicas encontradas entre os equinos estudados em ambos
municipios ndo estdo relacionadas somente a positividade dos animais para 7. equi, pois
existem outros fatores que interferem de forma direta e indireta nestes parametros.
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Anexo I — Questiondrio epidemiol6gico semi-estruturado aplicado aos responsdveis pelas
propriedades nos municipios de Seropédica e Petropolis, Rio de Janeiro.
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INSTITUTO DE VETERINARIA

“waw”  CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

QUESTIONARIO (AO RESPONSAVEL PELOS ANIMAIS)

INFORMA COES GERAIS SOBRE A PROPRIEDADE

Data: / /

1. Dados gerais:

Nome da propriedade:

Municipio de localizagdo:

Coordenadas :

2. Areada propriedade

Total: ha ou alqueires

3. Localizacao dos animais

( )s6embaias ( )s6em piquetes ( )sépasto ( ) baias e piquetes

() baias e pasto ( ) baias, piquetes e pasto

4. Possui eqiiinos na mesma pastagem de outros animais que nao sejam equinos?

( ) Sim ( ) Nao Quais ?

5. Alimentacio dos animais
( )capim ( )feno ( )ragdo
6. Origem do capim

( )capineira ( )pasto Outro:

7. Cama das baias:

( )serragem ( )areiaecarvao ( )nenhuma ( ) outro

8. Principal forrageira do pasto:
() Capim gordura ( ) Capim elefante ( )Pangola ( ) Tifton ( ) Coast cross
( ) Napier ( ) Alfafa ( ) Capimnativo ( ) Outros:

9. Caracteristicas das areas de pasto
( )seca ( )poucas dreas alagadas ( ) muitas dreas alagas ( )rios ( )lagos

10. Os animais apresentam infestacoes por carrapatos
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( )sim ( )ndao qual épocado ano

Meétodo de controle

11. Usa produtos carrapaticidas?

() sim ( ) ndo

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

( )2x/més ( ) 1x/més ( )3 a4 x/ano ( )acada6 meses ( ) 1x/ano

() outro:

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

carrapaticida diluido?

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

() outros

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

( ) outra

17. Nimero de divisoes do pasto (piquetes):

18. Utiliza limpeza de pasto

() sim ( )ndo periodicidade: método:

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

20. Ha quanto tempo existe a criacao?

21. Percentual de animais nascidos na propriedade

22. Abriga animais de outras propriedades?

() sim ( )ndo

Ficam em dreas separadas?

() sim ( ) ndo

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

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

25. Quais doencas ja ocorreram na propriedade?

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

( ) outra
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26. Quais doencas consideram mais importantes

27. Qual o tratamento utilizado para as

doencas?

28. Quantos animais morreram nos ultimos anos?

29. Caso tenha morrido, quais foram as causas?

INFORMA COES SOBRE O ANIMAL

Propriedade: Regido: Data: /

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

. Raca:

. Origem do animal

) nascido na propriedade ( )externa Procedéncia

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

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

QR TSN N R W N -

. Alguma doenca atual?

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

Quais?

25. Este animal apresenta carrapatos?

( )sim ( )ndo Qual/Quais?

Grau de infestacao: Espécie:

26. Este animal apresenta outros parasitos?

( )sim ( )nao Qual/Quais?

Grau de infestacgao:

54



Anexo II — Parecer da Comissio de Etica na Pesquisa da UFRRJ/COMEP

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA NA PESQUISA DA UFRRJ / COMEP

Protocolo N° 201/2012

PARECER

O Projeto de Pesquisa intitulado “Mecanismos de infeccdo e transmissdo de
Theileria equi (Piroplasmida: Theileriidae) e Babesia caballi (Piroplasmida:
Babesiidae) por carrapatos em egiiinos sob condi¢hes experimentais” sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Carlos Luiz Massard do Departamento de Parasitologia
Animal do Instituto de Veteriniria, processo 23083.001257/2012-53, atende aos
principios basicos para pesquisa envolvendo o uso de animais e estd de acordo com 0s
principios éticos e do bem estar animal estando de acordo com a Resolugdo 714 de

20/06/2002 do CFMV.

UFRRYJ, 24/05/2012.

Profa. Dra. Aurea Echevarria Neves Lima
Pro-reitora de Pesquisa ¢ Pos-graduagao

55



