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RESUMO

Piroplasmose equina (PE) é uma enfermidade de equideos causada por Theileria equi e Babesia
caballi. Anaplasma phagocytophilum é o agente etiolégico da Anaplasmose granulocitica
equina (AGE). Ambas doencas sdo transmitidas por carrapatos Ixodideos. Objetivou-se
determinar a ocorréncia de PE e AGE no bioma Cerrado e numa area de transicdo Amazonia-
Cerrado, Estado do Maranhdo, por reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), esfregacos
sanguineos e identificar as espécies de carrapatos infestando equinos. Coletou-se 210 amostras
de sangue; 33 (15,7%) equinos estavam infestados por carrapato das espécies Dermacentor
nitens, Rhipicephalus microplus e Amblyomma sculptum. Nenhum esfregaco sanguineo
apresentou hemopat6genos. A PCR detectou 150 (71,4%) e 33 (15,7%) amostras positivas para
T. equi e B. caballi, respectivamente; 17 (8,1%) e 10 (4,7%) foram positivas para 0s genes
msp4 e msp2 de A. phagocytophilum, respectivamente. As variaveis bioma e tratamento
acaricida apresentaram diferenca significativa (P < 0.05), estando associadas a infeccéo por B.
caballi. T. equi, B. caballi e A. phagocythophilum circulam na Amazénia e Cerrado
maranhense, havendo co-infeccdo entre estes patdgenos. A presenca de animais positivos para
A. phagocytophilum torna necessaria a inclusdo da AGE como diagnostico diferencial de PE no

estado.

Palavras-chave: Anaplasmose; Piroplasmose; carrapatos; cavalo.



ABSTRACT

Equine Piroplasmosis (EP) is a disease of equids caused by Theileria equi and Babesia caballi.
Anaplasma phagocytophilum is the etiological agent of Equine granulocytic anaplasmosis
(EGA). Both diseases are transmitted by Ixodid ticks. The study aimed to determine the
occurrence of PE and EGA in the Cerrado biome and in a transition Amazon-Cerrado area,
Maranhdo State, by polymerase chain reaction (PCR), blood smears and identify species of
ticks parasitizing horses. Blood samples were collected from 210 equines; 33 (15,7%) were
infested with ticks of the species Dermacentor nitens, Rhipicephalus microplus e Amblyomma
sculptum. Hemopathogens were not detected in blood smears. PCR detected 150 (71.4%) and
33 (15.7%) positive samples for T. equi and B. caballi, respectively; 17 (8.1%) e 10 (4.7%)
were positive for the msp4 and msp2 of A. phagocytophilum genes, respectively. The biome
and acaricidal treatment variables showed a significant difference (P < 0.05), associated with
infection by B. caballi. T. equi, B. caballi and A. phagocythophilum circulate in the Amazon
and Cerrado of Maranh&o, with co-infection between these pathogens. The presence of positive
animals for A. phagocytophilum makes it necessary to include AGE as a differential diagnosis
of PE in the state.

Keywords: Anaplasmosis, Piroplasmosis; ticks, horse.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui um dos maiores rebanhos equino do mundo, tendo um efetivo de
5.751.798 milhGes de cabecas (IBGE, 2018). Estes animais sdo utilizados em varias
atividades, como lazer, equoterapia, manejo do gado em fazendas, préticas desportivas,
entre outras. O Complexo do Agronegdcio do Cavalo no Brasil é responsavel por criar
cerca de 3 milhGes de empregos diretos e indiretos, gerando uma renda de R$ 16,15
bilhdes (LIMA; CINTRA, 2016).

Os equinos sao passiveis de serem acometidos por enfermidades, as quais podem
comprometer seu rendimento em suas atividades e até levar ao Obito, acarretando
prejuizos no setor da equideocultura. Dentre as enfermidades, estdo as hemoparasitoses,
transmitidas para animais por meio de vetores, sejam eles mecanicos ou bioldgicos
(RODRIGUEZ-VIVAS; COB-GALERA; DOMINGUEZ-ALPIZAR, 2000).

Em equinos, Anaplasmose granulocitica equina (AGE) e Piroplasmose equina
(PE) séo responsaveis por causar perdas econdémicas nas criacdes, devido a custos com
tratamentos e Obitos, trazendo implicacfes no comércio internacional de animais. Estas
doencas podem ocorrer simultaneamente manifestando-se com sintomatologia similar
(PARRA, 2009). Apresentam distribuicdo mundial (SALEEM et al., 2018; SCOLES;
UETI, 2015), e sendo transmitidas por carrapatos ixodideos (ONYICHE et al., 2019;
SCOLES et al., 2011; SILAGHI; LIEBISCH; PFISTER, 2011).

Os sinais clinicos ndo sdo suficientes para fechar um diagndstico, uma vez que
podem ser semelhantes a de outras doencas, sendo importante levar em conta um
conjunto de informacGes para se estabelecer um diagndstico definitivo. O
reconhecimento de areas endémicas confere informacdes epidemioldgicas importantes,
apoiando o diagnostico (FRAZEN et al., 2005).

Segundo dados do IBGE (2018), o Maranhdo possui um rebanho equino
estimado em 236.883 cabecas, sendo o segundo maior rebanho equino da regido
Nordeste. Estudos apontam a ocorréncia e circulacdo dos agentes causadores da PE na
ilha de S8o Luis e AGE e PE na microrregido da Baixada Maranhense (BRAGA et al.,
2017; NOGUEIRA et al., 2017;). Ambas as localidades estdo situadas no bioma
Amazdnico o qual, juntamente com o bioma Cerrado, compdem a maior parte do
territorio maranhense. Devido a ampla dimenséo territorial do Cerrado maranhense e do
expressivo numero de equinos no estado, torna-se importante a realizar um estudo

epidemiologico neste bioma, a fim de investigar a ocorréncia de Anaplasma
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phagocytophilum, o qual € o agente etioldgico da AGE, assim como T. equi e B. caballi,
0s quais sdo 0s agentes etioldgicos da PE.

O trabalho teve como objetivo realizar deteccdo molecular de T. equi, B. caballi
e A. phagocytophilum em equinos no bioma Cerrado e numa éarea de transicéo
Amazbnia-Cerrado, no Estado do Maranhdo, além de identificar taxonomicamente as

espécies de carrapatos que parasitam 0s equinos.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Anaplasmose granulocitica equina

AGE ¢é uma doenca infecciosa, zoonoética, transmitida por carrapatos, sendo
causada pela bactéria A. phagocytophilum. O primeiro relato dessa doenga ocorreu no
ano de 1969 no estado americano da Califérnia (GRIBBLE, 1969). Anteriormente, a
doenca era denominada Erliquiose granulocitica equina (EGE), sendo o agente
denominado Ehrlichia equi.

Uma reclassificacdo foi realizada baseada nas similaridades do RNA (&cido
ribonucléico) ribossdmico 16S, na qual E. equi, Ehrlichia phagocytophila (agente da
febre dos carrapatos em ruminantes), e o agente da Erliquiose granulocitica humana
(EGH) sdo agora pertencentes a uma Unica espécie, denominada A. phagocytophilum
(DUMLER et al., 2001).

A. phagocytophilum pertence ao filo Proteobacteria, classe Alphaproteobacteria,
Ordem Rickettsiales, Familia Anaplasmatacea, género Anaplasma (DUMLER et al.,
2001). E uma bactéria gram negativa, pleomorfica ou cocdide, que se localiza em
granuldcitos, principalmente neutréfilos, formando nestes os chamados corpusculos de

inclusdo ou mérulas (Figura 1).
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Figura 1. Mérula de A. phagocytophilum em equino com infec¢do aguda. (A) Duas
mérulas de A. phagocytophilum (seta) dentro de um neutrofilo infectado (Wright-
Giemsa 1000x). (B) Corpusculo de inclusdo ligado a membrana (seta) dentro de um
neutréfilo circulante (fotomicrografia eletrdnica de transmissao 37000X).

Fonte: Siska et al., (2013).

Varios fatores atuam na dindmica da AGE numa determinada regido para que
haja a manutencdo dos ciclos de transmissdo, como a presenca de hospedeiros
vertebrados suscetiveis ao agente, a capacidade do vetor em se infectar durante o
repasto sanguineo no hospedeiro infectado, além de sua capacidade de infectar um novo
hospedeiro (PRADO, 2014).

AGE é transmitida aos hospedeiros através da picada de carrapatos ixodideos
(DZIEGIEL et al., 2013; PUSTERLA; MADIGAN, 2013; SALEEM et al., 2018;
VERONESI et al., 2014). No vetor ocorre a transmissao transestadial, na qual as larvas
e ninfas, ao se alimentarem de animais infectados, transmitem a bactéria para o proximo
estagio de vida, ndo havendo transmissao transovariana (SALEEM et al., 2018).

Na América do Norte, Europa e Asia, A. phagocytophilum é transmitido por
carrapatos do complexo Ixodes ricinus, no qual estdo inclusas as espécies Ixodes
scapularis, Ixodes pacificus, Ixodes ricinus e Ixodes persulcatus, onde estas tem ampla
distribuicdo geogréfica nestes continentes (SWANSON et al., 2006). Dependendo do
continente, outros géneros podem atuar como vetores de A. phagocytophilum, como
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Dermacentor spp., Rhipicephalus spp., Hyalomma spp. e Haemaphysalis spp.
(DZIEGIEL et al., 2013).

No Brasil, Santos et al. (2013) detectaram A. phagocytophilum em espécimes
adultos de Rhipicephalus sanguineus sensu lato e Amblyomma sculptum (antes
Amblyomma cajennense) por meio de Reagdo em Cadeia de Polimerase em tempo real
(gPCR), sendo o primeiro relato de infeccdo por este agente em carrapatos adultos
destas espécies.

A. phagocytophilum apresenta distribuicdo mundial, estando presente em regides
tropicais e subtropicais. Na Europa, ja foi detectado em equinos na Holanda (BUTLER,
et al., 2008), Polonia (ADASZEK; WINIARCZYK, 2011), Franca (BONI et al., 2009),
Alemanha (SILAGHI; LIEBISCH; PFISTER, 2011), Gra-Bretanha (KORBUTIAK;
SCHNEIDERS, 1994), Itdlia (PASSAMONTI et al, 2010) e Croéacia, onde
recentemente foi relatado o primeiro caso de AGE (GOTIC, et al., 2017).

Na Africa, M’Ghirbi et al. (2012) diagnosticarm o agente em carrapatos e
equinos na Tunisia, enquanto que na Asia, foi diagnosticado em equinos da Coreia do
Sul (SEO, et al., 2018), Paquistdao (RAZZAQ, et al., 2015) e Iraque (ALBADRANI;
AL-IRAQI, 2019).

Na America do Norte, ha relato de um caso de AGE no Canada, na provincia de
Nova Escocia (UEHLINGER; CLANCEY; LOFSTEDT, 2011), e nos Estados Unidos,
foram reportados casos nos estados da Califérnia (GRIBBLE, 1969; MADIGAN;
GRIBBLE, 1987), Virginia (LEWIS, et al., 2009), Indiana (SISKA, et al., 2013),
Minnesota e Wisconsin (BULLOCK, et al., 2000).

Na América Latina, A. phagocytophilum foi diagnosticado por meio de
esfregaco sanguineo em um cavalo no municipio de Florencia, na Colémbia
(CALDERON; DELGADO, 2013) e por Nested Reacdo em Cadeia de Polimerase
(nPCR) num equino em Ciudad Juarez, México (MEDRADO-BUGARINI et al., 2019);
na Guatemala, através de nPCR e Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em
equinos no departamento de Petén (TEGLAS, et al., 2005).

No Brasil, diagndstico soroldgico e molecular foi realizado a partir de amostras
de sangue de equideos do estado de Minas Gerais (PRADO, 2014). Estudos sorolégicos
detectaram anticorpos em cavalos do Esquadrdo da Cavalaria e do Regimento da Policia
Montada do Estado do Rio de Janeiro pela técnica de RIFI (ROLIM et al., 2015), assim

como em equinos da microrregido da Baixada Maranhense (NOGUEIRA et al., 2017).
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Em equinos da Regido Centro-Oeste brasileira foram detectados anticorpos por meio de
Ensaio Imunoenzimatico Indireto (ELISA) (SALVAGNI et al., 2010).

A. phagocytophilum pode infectar uma variedade de hospedeiros, tais como
equinos, ruminantes, cées, gatos e humanos (DE LA FUENTE et al., 2005; STUEN,
2007; CARRADE et al., 2009; RIKIHISA, 2011). Roedores, cervideos e aves atuam
como reservatorios do agente (DE LA FUENTE et al., 2005; THOMAS et al., 2009;
NIETO; MADIGAN; FOLEY, 2010; MACHADO et al., 2012).

Estégios de larva, ninfa e adultos de Ixodes spp. ao se alimentarem do sangue de
animais infectados, adquirem cepas de A. phagocytophilum. Quando estes realizam o
repasto sanguineo em outros hospedeiros, ocorre transmissao caso estes hospedeiros
sejam sensiveis as cepas. Seres humanos sdo hospedeiros finais de A. phagocytophilum,
mas hd uma limitacdo na suscetibilidade as cepas. Apesar de poderem se infectar e
serem parasitados por carrapatos, ndo constituem parte do ciclo de vida da bactéria e
dos carrapatos (RIKIHISA, 2011).

A. phagocytophilum consegue viver e se multiplicar no interior de vacuolos
citoplasmaticos de células polimorfonucleares. Infecta as células progenitoras das
linhagens mieldides e monociticas, sendo observado em neutréfilos tanto no sangue
periférico como nos tecidos (GUZMAN; BEIDAS, 2019).

No interior dos neutrofilos, assim que ocorre a fagocitose de um agente
infeccioso, forma-se um fagossoma, o qual ird se fundir com os lisossomos para que
ocorra sua destruicdo por meio de enzimas hidroliticas. Para fugir deste mecanismo de
defesa, A. phagocytophilum possui a capacidade de se replicar em compartimentos
ligados a membrana citoplasmatica, impedindo a fusdo destes com os lisossomos e,
consequentemente, bloqueando a acdo das enzimas hidroliticas, o que permite sua
replicacdo e a formacdo de morulas ou corpusculos de inclusdo (NIU et al., 2008).
Consegue também inibir a apoptose dos neutréfilos infectados, conferindo tempo habil
para se replicar dentro destas células, antes que estas sejam destruidas (SCAIFE et al.,
2003; RIKIHISA, 2011).

Os corpusculos de inclusdo tém aproximadamente 0,2um de didmetro,
consistindo em um ou mais organismos cocdides ou cocobacilares; ja as mérulas sdo
formadas por agregados granulares com aproximadamente Sum de didmetro. Tais
estruturas podem ser visualizadas por microscopia Optica e coradas com Giemsa ou
Wright-Leishman (PUSTERLA; MADIGAN, 2013).
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AGE ¢ responsavel por provocar desequilibrios nas defesas do organismo,
fazendo com que o animal fique exposto a patdgenos oportunistas, como fungos, virus e
outras espécies de bactérias. Isso ocorre devido a falhas na imunidade humoral e
imunidade mediada por linfécitos T, além de falhas nas fungBes migratorias e
fagociticas dos neutréfilos (PUSTERLA; MADIGAN, 2013).

A doenca pode se manifestar nas formas subclinica e clinica, com um periodo de
incubacgéo variando de 1 a 3 semanas em infecgdes sob condicbes naturais (MADIGAN;
GRIBBLE, 1987). Os sinais clinicos da AGE incluem febre, depressdo, anorexia
parcial, edema nas partes distais dos membros, ictericia, petéquias e relutancia em se
movimentar (PUSTERLA; MADIGAN, 2013). Segundo Stuen (2007), a doenca afeta o
sistema reprodutor, sendo responsavel por causar aborto e alterar a espermiogénese.
Também provoca alteracbes hematoldgicas como trombocitopenia, leucocitose,
neutropenia, linfopenia, anemia leve e hiperbilirrubinemia (DZIEGIEL et al., 2013;
SAID et al., 2014).

O diagnostico é realizado com base em dados epidemiologicos da regido, sinais
clinicos apresentados pelo animal, alteragdes em exames hematolégicos, e na
visualizacdo de morulas em neutrofilos e eosinofilos de esfregacos sanguineos
(PUSTERLA; MADIGAN, 2013). As morulas aparecem na fase aguda da doenca, cerca
de 2 a 4 dias ap0s a infeccdo (ADASZEK; WINIARCZYK, 2011).

Diagnostico soroldgico de AGE € baseado na deteccdo de anticorpos anti-A.
phagocytophilum, com grande parte dos laboratorios veterinarios utilizando as técnicas
de RIFI e ELISA (MAGNARELLI et al., 2001). Mesmo sendo muito utilizada, a
sorologia apresenta limitacdes, ja que na fase aguda da doenca os animais apresentam-
se soronegativos devido aos anticorpos especificos anti-A. phagocytophilum ndo terem
se desenvolvido no plasma (FRANZEN et al., 2005; DZIEGIEL et al., 2013).

Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) é eficiente no diagndstico de AGE tanto
na fase aguda como na fase cronica, quando a bacteremia pode ser pequena a ponto de
ser inviavel o diagnostico microscopico (PUSTERLA; MADIGAN, 2013). E uma
técnica que promove a replicacéo in vitro do DNA (&cido desoxirribonucleico), na qual
ocorre a amplificacdo de fragmentos de material genético (genes) do agente pesquisado.
Para deteccdo de A. phagocytophilum em equinos, ensaios ja foram realizados
utilizando como alvo os genes 16S rRNA, groEL, msp2 e msp4 (SILAGHI; LIEBISCH;
PFISTER, 2011). As técnicas de PCR utilizadas no diagndstico sdo a convencional,

NPCR e qPCR, sendo realizadas a partir de amostras de sangue ou tecidos.
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Até o momento ndo existe uma vacina capaz de prevenir a AGE, o que torna
ainda mais importante o controle de vetores com produtos acaricidas (SWANSON, et
al., 2006). Dentre os acaricidas utilizados no controle de Ixodideos, destacam-se 0s
piretroides (LABRUNA et al., 2004; CUNHA, et al., 2007; BELLO, et al., 2008;
STUEN et al., 2012).

2.2 Piroplasmose equina

Piroplasmose equina (PE) € uma enfermidade que acomete equideos, causada
por Theileria equi e/ou Babesia caballi (SCOLES; UETI, 2015). E transmitida por
carrapatos, causando no hospedeiro hemdlise intravascular e doenca sistémica
associada. Na literatura ela € também denominada de babesiose equina, theileriose ou
febre biliar (WISE et al., 2013).

A doenga causa impacto no transito internacional de equinos, tanto no comercio
como na participacdo dos animais em competicdes (FRIEDHOFF; TENTER;
MULLER, 1990). Os prejuizos econdmicos também estdo relacionados a custos com
tratamentos, abortos, afastamento dos animais de suas funcdes e morte (ROTHSCHILD,
2013). Foi observada pela primeira vez na Africa do Sul em 1883 por Wiltshare, sendo
nomeada como “febre do antraz” (BOWHILL, 1905).

Quanto a taxonomia dos agentes, estes sdo classificados no filo Apicomplexa,
com B. caballi pertencendo a familia Babesidae, sendo classificada como uma
verdadeira Babesia pelo fato de apresentar um ciclo intraeritrocitario no hospedeiro
vertebrado, dividindo-se apenas em dois merozoitos (BRUNING, 1996). Em 1998 foi
reconhecido que T. equi, antes denominada B. equi, ndo se enquadrava
taxonomicamente no género Babesia devido ao seu tamanho, que é menor em relacdo a
outras espécies do género. Além disso, parte de seu ciclo € realizado no interior de
células mononucleares (linfocitos) do sangue periférico de equinos (WISE et al., 2014).
Essa mudanca também levou em consideracdo as semelhancas genéticas com outras
espécies do género Theileria (MEHLHORN, H.; SCHEIN, 1998).

Em virtude de todos estes fatores, B. equi que antes pertencia a familia
Babesidae foi reclassificada como T. equi, sendo enquadrada na familia Theileriidae.

As formas merozoitas de B. caballi localizam-se no interior dos eritrocitos como
corpos biofilicos em formato piriforme, com aproximadamente 2 a 5um de

comprimento e 1,3 a 3um de diametro (LEVINE et al., 1985), estando dispostos aos
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pares (Figura 2A). Merozoitos de T. equi aparecem como corpos piriformes menores no
interior dos eritrocitos, medindo 2 a 3um de comprimento, apresentando um aspecto de
“cruz de malta”, (Figura 2B). Podem ocorrer variagfes em sua morfologia, onde 0s
merozoitos podem assumir formas esféricas ou ovais (DE WAAL, 1992; SCHEIN,
1988).

Figura 2. Fotomicrografia de esfregacos sanguineos corados com Giemsa. A: dois

merozoitos piriformes de B. caballi no interior de um eritrécito. B: quatro merozoitos de

T. equi no interior de um eritrocito, apresentando aspecto de “cruz de malta”.

A PE apresenta distribuicdo mundial, sendo endémica em regibes tropicais e
subtropicais onde o vetor esta presente. E relatada na Asia, América Central e do Sul,
Africa, Sul da Europa, e em algumas regides do Sul dos Estados Unidos (SALIM, et al.,
2013).

Na Europa, estd presente na Espanha (CORTES; FERNANDEZ-GARCIA;
MARTINEZ-ESTELLEZ, 2017), Italia (ZANET, et al., 2017), Roménia (IONITA et al.,
2018), Portugal (RIBEIRO et al., 2013), Hungria (FARKAS et al., 2013) e Suica (SIGG
et al., 2010). Na Africa, a doenca ocorre no Egito (MAHMOUD et al., 2016) e Africa
do Sul (MOTLOANG et al., 2008), enquanto que na Asia, ocorre na Coréia do Sul
(SEOQ, et al., 2013) e Mongélia (MUNKHJARGAL, et al., 2013).

Nos Estados Unidos, ha relatos de surtos no sul do estado do Texas associado a
Amblyomma mixtum (antes A. cajennense) (SCOLES et al., 2011), e no estado da
Florida (SHORT et al., 2012). No Brasil, inquérito sorolégico realizado no estado de
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S&o Paulo indicou a presenca de PE associada a infestacGes por carrapatos das espécies
Dermacentor nitens e A. sculptum (KERBER et al., 2009). Diagndstico soroldgico e
molecular da doenca foi realizado no Pantanal Sul Matogrossense (CAMPQOS, 2017) e
norte do estado do Maranhdo (BRAGA et al., 2017; NOGUEIRA et al., 2017).

Foram listadas 33 espécies de ixodideos pertencentes a seis géneros como
vetores competentes na transmissao de B. caballi, T. equi ou ambas, contudo, apenas
Rhipicephalus (Boophilus) microplus e D. nitens sdo as espécies transmissoras na
América do Sul (SCOLES; UETI, 2015). Estudos realizados por Kerber et al. (2009)
sugerem que A. cajennense sensu lato atue como vetor de T. equi.

Quanto ao ciclo de vida, T. equi realiza reprodugdo assexuada (esquizogonia)
nas células mononucleares do sangue periférico do hospedeiro, para em seguida
reproduzir-se novamente de forma assexuada (merogonia), sé que dessa vez no interior
dos eritrocitos, com posterior ruptura destas células. Apos realizar repasto sanguineo no
hospedeiro infectado, os carrapatos adquirem T. equi, a qual ird se reproduzir
sexuadamente (gamogonia) em seu intestino e assexuadamente (esporogonia) nas
glandulas salivares, onde serédo liberadas juntamente com a saliva as formas infectantes
denominadas esporozoitos. Diferentemente de T. equi, 0s esporozoitos de B. caballi ao
serem inoculados no hospedeiro penetram exclusivamente os eritrocitos, ndo ocorrendo
a invasdo de células mononucleares e esquizogonia no interior delas (SCOLES; UETI,
2015). Os esporozoitos de B. caballi invadem os eritrdcitos, transformando-se em
trofozoitos e posteriormente em merozoitos. Os merozoitos se reproduzem
assexuadamente (merogonia), causando em seguida a ruptura dos eritrocitos
parasitados. O ciclo de B. caballi no interior do carrapato é semelhante ao ciclo de T.
equi, resultando na formacdo de esporozoitos infectantes nas glandulas salivares do
vetor.

Em éareas endémicas para PE, grande parte dos potros sdo infectados. A
mortalidade dos animais nestas areas varia de 5% a 10%, o que vai depender das cepas
dos protozoarios, da sanidade dos animais e da possibilidade destes receberem
tratamento. Quando equinos adultos provenientes de areas ndo endémicas sdo
introduzidos em areas endémicas, a taxa de mortalidade pode superar 0s 50%
(ROTHSCHILD, 2013).

T. equi e B. caballi provocam um quadro de anemia hemolitica em decorréncia
da ruptura dos eritrdcitos pelos merozoitos (WISE et al., 2013). Devido a hemdlise

continua provocada por estes agentes, ocorre uma redugdo no volume globular, além de
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hemoglobindria e ictericia. Na infeccdo por T. equi a hemoglobindria pode ter uma
intensidade varidvel, decorrente de uma severa hemdlise, enquanto que na infec¢do por
B. caballi ocorre uma oclusdo dos capilares, devido ao acUmulo de eritrocitos
parasitados nos vasos (ROTHSCHILD, 2013). Trombocitopenia e alteracbes na
coagulacdo sdo observadas em infecgcdes causadas por ambos os agentes (ALLEN;
FRERICHS; HOLBROOK, 1975; AMBAWAT, 1999).

Os sinais clinicos observados na PE sdo febre, anorexia, perda de peso, letargia,
petéquias nas mucosas e edema periférico (DE WAAL, 1992; WISE et al., 2014).
Taquicardia, taquipnéia, palidez das mucosas, ictericia, edema pulmonar,
sintomatologia nervosa e sinais gastrintestinais, como célica, constipacdo e diarreia sao
observados (MAURER, 1962; TAYLOR et al., 1969; SUMBRIA; BOTTEON et al.,
2005; ZOBBA et al., 2008; SUMBRIA; MOUDGIL; SINGLA, 2014).

Em infecgdes cronicas, 0s animais tornam-se portadores assintomaticos, atuando
como reservatorios (FRIEDHOFF, 1990). Quando estes animais sdo submetidos a
condicdes de estresse, onde ha uma imunodepressdo, a doenca pode reagudizar.

Anemia € a principal alteragdo hematoldgica observada, a qual é caracterizada
pela queda do numero de eritrdcitos, hemoglobina e volume globular. Varia¢ées no
leucograma podem ocorrer, assim como trombocitopenia (RUDOLPH, 1975; WISE et
al., 2014; ZOBBA et al., 2008). Anormalidades bioquimicas incluem diminuicdo das
proteinas totais, aumento dos niveis de bilirrubina, aspartato aminotransferase (AST),
gama glutamil-transferase (GGT), creatina quinase, fosfatase alcalina, hipoalbunemia e
alteracdes nos niveis de fosforo (HAILAT et al., 1997; ZOBBA et al., 2008).

Sinais clinicos e exames hematoldgicos, como hemograma e dosagens
bioguimicas, ndo sdo suficientes para se fechar um diagndstico, ja outras doencas
podem ter sinais clinicos semelhantes, assim como alteracdes hematoldgicas. Para maior
confiabilidade no diagnostico de PE, € necessario o uso de outras técnicas, como
pesquisa direta de hemoparasitos em esfregacos sanguineos por microscopia optica,
sorologia e PCR.

Esfregacos sanguineos corados podem ser Uteis na fase aguda da doenca, quando
a parasitemia é alta, porém na fase cronica o diagndstico torna-se dificil devido a baixa
parasitemia no sangue periférico. Esfregacos sanguineos obtidos a partir de pun¢do do
baco podem ser uma boa alternativa, ja que ocorre sequestro de eritrdcitos infectados
para este 6rgao (RIBEIRO et al., 2013).
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Para o transporte e comércio internacional, a Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE) recomenda a utilizagdo de RIFI ou Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica
competitivo (c-ELISA), como testes de triagem (COULTOUS et al., 2018). Apesar de
apresentarem boa sensibilidade, estes testes ndo demonstram os niveis de parasitemia,
ndo esclarecendo se o animal ainda pode transmitir a doenca, ja que os anticorpos
permanecem por Varios meses apds a eliminacdo do patdgeno (UETI et al., 2012).

As técnicas de PCR sdo mais sensiveis e especificas no diagnostico de B. caballi
e T. equi que as soroldgicas, pois elas amplificam sequéncias génicas destes agentes,
caso estejam presentes na amostra bioldgica coletada. A nPCR tem como vantagem a
deteccdo de animais positivos, mesmo aqueles cronicamente infectados
(NICOLAIEWSKY et al., 2001), enquanto que a multiplex Reacdo em Cadeia de
Polimerase (multiplex PCR) permite o diagnostico e identificacdo simultanea de T. equi
e B. caballi em equinos, com elevada sensibilidade e especificidade (ALHASSAN et al.,
2005).

Em areas endémicas, a prevencdo se baseia no controle da populagdo de
carrapatos vetores por meio do uso de produtos acaricidas, como organofosforados,
piretroides e formamidinas. Os acaricidas podem ser utilizados no momento da
importacdo, para reduzir o risco de introduzir carrapatos em areas ndo endémicas
(FRIEDHOFF; SOULE, 1996; ONYICHE et al., 2019). Outra forma de prevencdo é a
associacdo entre testes sorologicos e moleculares na triagem de animais importados,
tornando a triagem da PE mais eficiente (COULTOUS et al., 2018).
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CAPITULO 2
DETECCAO MOLECULAR DE Theileria equi, Babesia caballi e Anaplasma

phagocytophilum EM EQUINOS NO BIOMA CERRADO, E NUMA AREA DE
TRANSICAO AMAZONIA-CERRADO, MARANHAO, BRASIL
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Abstract

Equine Piroplasmosis (EP) is a disease of equids caused by Theileria equi and Babesia
caballi. Anaplasma phagocytophilum is the etiological agent of Equine granulocytic
anaplasmosis (EGA). Both diseases are transmitted by Ixodid ticks. The study aimed to
determine the occurrence of PE and EGA in the Cerrado biome and in a transition
Amazon-Cerrado area, Maranhdo State, by polymerase chain reaction (PCR), blood
smears and identify species of ticks parasitizing horses. Blood samples were collected
from 210 equines; 33 (15,7%) were infested with ticks of the species Dermacentor
nitens, Rhipicephalus (Boophilus) microplus e Amblyomma sculptum. Hemopathogens
were not detected in blood smears. PCR detected 150 (71.4%) and 33 (15.7%) positive
samples for T. equi and B. caballi, respectively; 17 (8.1%) e 10 (4.7%) were positive for
the msp4 and msp2 of A. phagocytophilum genes, respectively. The biome and
acaricidal treatment variables showed a significant difference (P < 0.05), associated
with infection by B. caballi. T. equi, B. caballi and A. phagocythophilum circulate in the
Amazon and Cerrado of Maranhdo, with co-infection between these pathogens. AGE
should be included as a differential diagnosis of PE in the state of Maranh&o.

Keywords: Anaplasmosis, Piroplasmosis; ticks, horse.
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Resumo

Piroplasmose equina (PE) é uma enfermidade de equideos causada por Theileria equi e
Babesia caballi. Anaplasma phagocytophilum é o agente etiol6gico da Anaplasmose
granulocitica equina (AGE). Ambas doencas sdao transmitidas por carrapatos Ixodideos.
Objetivou-se determinar a ocorréncia de PE e AGE no bioma Cerrado e numa &rea de
transicdo Amazonia-Cerrado, Estado do Maranhdo, por reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR), esfregacos sanguineos e identificar as espécies de carrapatos
infestando equinos. Coletou-se 210 amostras de sangue; 33 (15,7%) equinos estavam
infestados por carrapato das espécies Dermacentor nitens, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus e Amblyomma sculptum. Nenhum esfregago sanguineo apresentou
hemopatdgenos. PCR detectou 150 (71,4%) e 33 (15,7%) amostras positivas para T.
equi e B. caballi, respectivamente; 17 (8,1%) e 10 (4,7%) foram positivas para 0s genes
msp4 e msp2 de A. phagocytophilum, respectivamente. As variaveis bioma e tratamento
acaricida apresentaram diferenca significativa (P < 0.05), estando associadas a infeccao
por B. caballi. T. equi, B. caballi e A. phagocythophilum circulam na Amazonia e
Cerrado maranhense, havendo co-infeccao entre estes patdgenos. AGE deve ser incluida
como diagnostico diferencial de PE no estado do Maranh&o.

Palavras-chave: Anaplasmose; Piroplasmose; carrapatos; cavalo.
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Introducéo

Piroplasmose equina (PE) é uma enfermidade que acomete equideos, causada
por Theileria equi e/ou Babesia caballi (Scoles & Ueti, 2015). Estes parasitas
intraeritrocitarios obrigatorios podem desencadear uma anemia hemolitica de
intensidade variavel, associada a um quadro patoldgico sistémico (Wise, et al., 2013).
Alguns paises considerados areas livres para a doenca impBem restricdes para a
importagdo de animais, devendo estes testarem negativo em exames soroldgicos
(Nicolaiewsky et al., 2001). Os prejuizos causados pela doenca estdo relacionados aos
custos com tratamento, aborto, afastamento dos animais de suas fungGes e morte
(Rothschild, 2013).

A doenca apresenta distribuicio mundial, sendo relatada na Asia, Américas
Central e do Sul, Africa, Sul da Europa e em algumas regides do Sul dos Estados
Unidos (Salim, et al., 2013). Na America do Sul, os carrapatos transmissores Sao
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Dermacentor nitens (Scoles & Ueti, 2015) e,
segundo um estudo realizado por Kerber et al. (2009), infestacdes por Amblyomma
sculptum (antes denominado Amblyomma cajennense) estdo associadas a infec¢do por
T. equi em cavalos.

No Brasil, diagostico molecular de T. equi e B. caballi em equinos tem sido
realizado em diferentes partes do pais (Heim et al., 2007; Baldani et al., 2010; Peckle et
al., 2013; Ferreira et al., 2016; Schein et al., 2018; Costa et al., 2019; Valente et al.,
2019). No Maranhdo, tais agentes ja foram detectados em equideos na Ilha de S&o Luis
(Braga et al., 2017) e em equinos na microrregido da Baixada Maranhense (Nogueira et
al., 2017), sendo ambas as localidades situadas no norte do Estado, dentro do bioma
Amazonia.

Anaplasma phagocytophilum (antes denominado Ehrlichia equi) é o agente
causador da Anaplasmose granulocitica equina (AGE; antes denominada erliquiose
granulocitica equina) (Pusterla & Madigan, 2013). E uma bactéria gram-negativa, que
se localiza no interior de granuldcitos de hospedeiros infectados, principalmente
neutrofilos (Bjoersdorff et al., 2002; McQuiston et al., 2003). Os sinais clinicos mais
comuns relatados em equinos sdo febre, depressdo, anorexia, edema dos membros,
relutdncia em se mover e ictericia (M’Ghirbi et al., 2012). A transmisséo € através da
picada de carrapatos Ixodideos (Dziegiel et al., 2013; Pusterla & Madigan, 2013;
Saleem et al., 2018; Veronesi et al., 2014).
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A doenca é relatada em diversas partes do mundo (Woldehiwet, 2010; Pusterla
& Madigan, 2014; Saleem et al., 2018a). No Brasil, diagndstico sorologico tem sido
realizado no Rio de Janeiro (Rolim et al., 2015), Maranhdo (Nogueira et al., 2017) e
Distrito Federal (Salvagni et al., 2010), enquanto que em Minas Gerais e também no
Rio de Janeiro, diagnostico foi obtido por associacdo entre técnicas soroldgicas e
moleculares (Prado et al., 2018; Dos Santos et al., 2019).

Este trabalho tem como objetivo determinar a ocorréncia de T. equi, B. caballi e
A. phagocytophilum em equinos por técnicas moleculares e esfregacos sanguineos, e
identificar as espécies de carrapatos parasitando os equinos no bioma Cerrado, € numa
area de transicdo Amazonia-Cerrado, no Estado do Maranhao.

Material e Métodos
Comité de Etica e Experimentacio Animal

O trabalho foi submetido ao Comité de Etica e Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual do Maranhdo (CEEA/UEMA), sendo aprovado com o numero de
protocolo 08/2019.

Area de estudo

O estudo foi realizado nos meses de Agosto e Setembro de 2019, nos municipios
de S&o Francisco do Brejdo (latitude 5° 7' 24" S, longitude 47° 25' 6" O), Sitio Novo
(latitude 4° 59' 13" S, longitude 46° 34' 39" O), Sdo Pedro dos Crentes (latitude 6° 49'
29" S, longitude 46° 31' 56" O), Feira Nova do Maranhdo (latitude 6° 57' 16" S,
longitude 46° 40' 44" O) e Balsas (latitude 7° 31' 59" S, longitude 46° 2' 6" O),

localizados no Estado do Maranhdo, Nordeste do Brasil (Figura 1).
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Figura 1. Mapa do estado do Maranhdo com os biomas e municipios estudados.
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Amostras

A quantidade de animais amostrados foi obtida por conveniéncia, onde estes
foram escolhidos independentemente da raga, sexo, idade ou condicdo clinica. Todos 0s
equinos foram submetidos a inspe¢do para presenca de carrapatos e coleta de sangue
VEeNoso.

As amostras de sangue venoso (5ml) foram obtidas por puncdo da veia jugular,
acondicionadas em tubos com 4&cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Labor
Import®) e armazenadas em freezer a temperatura de -20°C. Os carrapatos coletados
foram acondicionados em microtubos de 1,5ml (Eppendorf Tubes® 3810X) e
conservados em alcool a 70%. A identificacdo taxon6mica dos carrapatos seguiu a
chave taxondmica de Barros-Battesti et al. (2006).

Questionario epidemiologico

Foram aplicados questionarios epidemiologicos junto aos proprietarios para
levantamento de dados sobre os animais (nome, idade, sexo, presenca de carrapatos e

tratamento acaricida).

Esfregaco sanguineo e analises laboratoriais

Esfregacos sanguineos foram confeccionados em laminas de vidro para
microscopia, posteriormente corados com Giemsa (Laborclin®) para pesquisa dos

agentes por meio de microscopia Optica, com aumento de 1000X sob imersédo em dleo.

Extracdo de Acido Desoxirribonucleico (DNA) e Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR).

DNA foi extraido das amostras de sangue utilizando-se o kit de extracdo
PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen™, Calrsbad, CA, USA), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Cada amostra de DNA extraido foi acondicionada
individualmente em microtubo de 1,5 ml e armazenada em freezer a temperatura de -
20°C. As amostras de DNA extraido foram submetidas & reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) para o gene enddgeno gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase

(GAPDH). Foram realizados ensaios de nested reagdo em cadeia de polimerase (NPCR)
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com alvo nos genes msp2 e msp4 de A. phagocythophilum (Zeidner et al., 2000; Bown
et al., 2007), e PCR convencional com alvo no gene ema-1 de T. equi, conforme
descrito por Nicolaiewsky et al. (2001), e no gene da proteina 48-kDa de roptrias de B.
Ikadai (1999). As
iniciadores, tamanho dos produtos amplificados,

caballi, segundo et al regibes génicas, sequéncias dos

oligonucleotideos ciclos de

amplificacdo e referéncias, encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, regido génica e condigdes de
amplificagdo para ensaios de PCR convencional para Theileria equi e Babesia caballi e

nested-PCR para Anaplasma phagocytophilum.

RAeg.'ao Sequéncia dos Oligonucleotideos iniciadores (5°-3”) Tama}qho do_produto C'CIO.S. . de Referéncia
génica amplificado (pb) amplificacdo
94°C por 4 min;
40 ciclos de: 94°C o
ema EMAE-F(CCGCCCTTCACCTCGTTCTCAA) 296 por 40s, 60°C por :':f'gg‘gi')‘y
EMAE-R (TCTCGGCGGCATCCTTGACCTC) Imin., 72°C por :
1min. e 72°C por
4 min.
94°C por 2 min,;
i . 0
BC48-F (GGCTCCCAGCGACTCTG) :grc'g‘ggs 5d5eéc9£:)§
48-kDa BC48-R (GCATCAAGAGGGCACTTAAG) 570 30s, 72°C  por Ikadai et al.
1min. e 72°C por (1999)
7 min.
12 reacéo 94°C por 5
MSP4AP5 (ATGAATTACAGAGAATTGCTTGTAGG) 849 minutos; 29 ciclos de la Fuente
MSP4AP3 (TTAATTGAAAGCAAATCTTGCTCCTATG) de: 92°C por 1  etal. (2005)
msp4 2% reacédo min., 54°C  por
mspaf (CTATTGGYGGNGCYAGAGT) 1Imin., 72 °C por
msp4r (GTTCATCGAAAATTCCGTGGTA) 381 imin. e 30s e 72 Bownetal.
°C por 8 min. (2007)
94°C por 5
minutos; 29 ciclos
msp2-3F (CCAGCGTTTAGCAAGATAAGAG) de: 94°C por 30s,  Zeidner etal.
msp2/p44 334 64°C por 30s, 68 °C
msp2-3R (GCCCAGTAACATCATAAGC) por 2min. e 30s e (2000)
68 °C por 5 min
Os produtos amplificados dos ensaios de PCR foram

submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose a 1%, corados com GelRed™
(Biotium, Fremont, CA, USA) em tamp&o de corrida TAE 0,5X (TRIS 400 mM, Acido
Acético 1% e EDTA 20 mM). Para determinacdo do tamanho em pares de bases (pb)
dos produtos amplificados de interesse, utilizou-se um marcador de peso molecular de
1kb DNA Ladder (Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos). Os resultados

foram visualizados e analisados através de um transiluminador de luz ultravioleta.
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Andlise estatistica

Foi utilizado teste qui-quadrado para determinar se as varidveis individuais
(sexo, idade, bioma, tratamento acaricida e presenca de carrapatos) estavam associadas
a infeccdo por T. equi, B. caballi e A. phagocytophilum. Odds ratio (OR), intervalo de
confianca de 95% e valores de P foram calculados separadamente para cada variavel.
Resultados foram considerados significativamente diferentes quando P <0,05. Os dados
foram compilados e analisados no software Epi Info ™ (versao 7.1.5, CDC).

Resultados

Foram obtidas amostras de sangue de 210 equinos, onde 15,7% (33) destes
apresentaram infestacdo por carrapatos. Um total de 179 exemplares de carrapatos
foram coletados, sendo a maior parte pertencente a espécie D. nitens (162/90,5%),
seguida por Rhipicephalus (B.) microplus (13/7,2%) e Amblyomma sculptum (4/2,2%).
Casos de infestacbes simples e mistas foram observados, conforme apresentado na
tabela 2.

Tabela 2. Infestacdo simples e mista por carrapatos em equinos de areas do Cerrado e de

transicdo (Amazoénia/Cerrado) no Maranhdo, Nordeste do Brasil.

Areas
Ectoparasitos Cerrado Area de transicio Total

% (n/total) % (n/total) % (n/total)
Dermacentor nitens 14,1 (22/156) 7,4 (4/54) 12,3 (26/210)
Rhipicephalus microplus 0,64 (1/156) 0 0,47 (1/210)
Dermacentor nitens/Rhipicephalus (B.) microplus 1,9 (3/156) 1,8 (1/54) 1,9 (4/210)
(I?Be';n;::z:;c::snitens/AmbIyomma sculptum/Rhipicephalus 1.2 (2/156) 0 0,95 (2/210)
Total 17,9 (28/156) 9,2 (5/54) 15,7 (33/210)

n, nUmero

Todos os esfregacos sanguineos foram negativos para a presenca dos patégenos
pesquisados. As amostras submetidas a PCR para o gene GAPDH tiveram DNA
amplificado, validando o processo de extragéo.

Nas analises moleculares referentes aos piroplasmideos, 71,4% (150) dos

animais foram positivos para T. equi, enquanto que 15,7% (33) foram positivos para B.
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caballi. Co-infecgéo entre estes agentes foi observada em 12,3% (26) dos animais. Em
relacdo a A. phagocytophilum, 8,1% (17) e 4,7% (10) dos animais foram positivos para
0S genes msp4 e msp2, respectivamente.

As analises das variaveis individuais e sua relagdo com infecc¢des por T. equi, B.
caballi e A. phagocytophilum esté&o dispostas nas tabelas 3, 4 e 5, respectivamente. N&o
foram verificadas diferencas significativas (P < 0.05) entre as varigveis analisadas, com
excessao das variaveis bioma e tratamento acaricida (P < 0.05), as quais estavam

associadas a maiores chances de infecgdo por B. caballi.

Tabela 3. Distribuicdo das variaveis: sexo, idade, bioma, tratamento acaricida e
presenca de carrapatos em equinos positivos para T. equi na area de Cerrado e transi¢cdo

Amazonia-Cerrado, Maranhdo, Brasil.

T. equi
Variable +/n (%) P
OR 95% ClI
value
Female 58/80 70.8
Sex 0.918 0.494-1.706 0.788
Male 92/130 72.5
<5 92/130 72.5
Age 0.918 0.494-1.706 0.788
5-10 58/80 70.8
Cerrado 116/156 74.4
Biome Amazon-Cerrado 0.587 0.303-1.130 0.110
o 34/54 63
Transition
Acaricidal Yes 37/53 69.8
0.900 0.455-1.781 0.763
treatment No 113/157 72
Presence of Yes 20/34 58.8
) 0.505 0.236-1.082 0.075
ticks No 130/176 73.8

+, Number of positive animals; n, number of samples; 95% CI, 95% confidence
interval.

39



Tabela 4. Distribuicdo das varidveis sexo, idade, bioma, tratamento acaricida e presenca

de carrapatos em equinos positivos para B. caballi na &rea de Cerrado e transigdo

Amazbnia-Cerrado, Maranhao, Brasil.

B. caballi
Variable +/n (%)
OR 95% ClI
value
Female 14/80 17.5
Sex 0.806 0.379-1.716 0.577
Male 19/130 14.6
<5 19/130 14.6
Age 0.806 0.379-1.716 0.577
5-10 14/80 175
Cerrado 31/156 19.9
Biome Amazon-Cerrado 0.155 0.035-0.671 0.004
o 2/54 3.7
Transition
Acaricidal Yes 2/53 3.8
0.159 0.036-0.690 0.005
treatment No 31/157 19.7
Presence of Yes 9/34 26.5
) 2.280 0.950-5.470 0.059
ticks No 24/152 13.6

+, Number of positive animals; n, number of samples; 95%

interval.

Cl, 95% confidence
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Tabela 5. Distribuicdo das variaveis: sexo, idade, bioma, tratamento acaricida e
presenca de carrapatos em equinos positivos para A. phagocytophilum na area de

Cerrado e transicdo Amazonia-Cerrado, Maranh&o, Brasil.

A. phagocytophilum

Variable +/n (%)
OR 95% CI
value
Female 8/80 6.92
Sex 0.669 0.247-1.812 0.427
Male 9/130 10
<5 9/130 10
Age 0.669 0.247-1.812 0.427
5-10 8/80 6.92
Cerrado 13/156 8.33
Biome Amazon-Cerrado 1.136 0.354-3.646 0.829
o 4/54 7.41
Transition
Acaricidal Yes 2/53 3.77
0.371 0.082-1.680 0.182
treatment No 15/157 9.55
Presence of Yes 2/34 5.88
) 0.733 0.159-3.362 0.688
ticks No 15/176 7.85

+, Number of positive animals; n, number of samples; 95% CI, 95% confidence
interval.

Discussao

Os resultados do presente estudo foram semelhantes aos obtidos em outros
paises, como Espanha, Italia, Roménia, Ird, Cuba e Egito, onde através de técnicas
moleculares foram diagnosticados um quantitativo maior de amostras positivas para T.
equi em relacdo a B. caballi (Abedi et al., 2014; Gallusova et al., 2014; Del Pino et al.,
2016; Mahmoud et al., 2016; Diaz-Sanchez et al., 2018; Camino et al., 2019). Resultado
contrario foi obtido por Munkhjargal et al. (2013) na Mongdlia, onde utilizando-se
nPCR, verificou-se que 42,4% dos animais foram positivos para B. caballi e 6,4% para

T. equi.
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Uma maior ocorréncia de T. equi em relagdo a B. caballi também foi observada
em outros estudos realizados no Brasil, mais precisamente nos estados de Mato Grosso,
Bahia, Parana e Maranhdo (Nogueira et al., 2017; Schein et al., 2018; Costa et al., 2019;
Valente et al., 2019). No entanto, Braga et al. (2017) ao investigarem a diversidade
genética de espécies de piroplasmideos em equideos na llha de Sao Luis, Maranhéo,
verificaram uma maior proporcdo de animais positivos para B. caballi (55,4%) em
relacdo a T. equi 21,6%.

Segundo Riegg et al. (2008), infeccbes por T. equi tendem a persistir no
hospedeiro no decorrer de sua vida, enquanto que infeccbes por B. caballi tem um
periodo de duracdo mais restrito. Outra caracteristica de T. equi é sua capacidade de
resistir a maior parte dos farmacos utilizados para terapia de PE (Rothschild, 2013), o
que pode favorecer sua maior prevaléncia em equinos quando comparada a B. caballi.
Ainda assim, tais fatores ndo impedem que em algumas localidades possa existir uma
maior predominancia de equinos infectados por B. caballi em relagdo a T. equi, mesmo
que isto seja menos habitual.

Todos os animais co-infectados (12,3%) no presente estudo pertenciam a area de
Cerrado. Auséncia de co-infeccdo na éarea de transicdo Amazonia-Cerrado (Séo
Francisco do Brejdo) pode estar associado ao menor numero de animais amostrados
neste territorio. A maior parte dos equinos infectados por B. caballi estavam co-
infectados com T. equi, 0 que pode estar associado ao alto nimero de animais positivos
para T. equi (71,4%).

Nenhum animal positivo apresentou sinais clinicos compativeis com PE, sendo
que todos apresentaram-se assintomaticos no momento da coleta. A constante exposicdo
aos vetores e, consequentemente aos piroplasmideos, permite que os animais adquiram
imunidade a ponto de ndo desenvolverem doenca clinica. Esta interacdo ao longo do
tempo é importante para que determinadas localidades sejam classificadas como areas
de estabilidade enzodtica.

Segundo Onyiche et al. (2019), o diagnéstico de patdgenos através de PCR
apresenta mais eficiéncia comparado a outras técnicas, apresentando maior
sensibilidade, sendo eficaz no diagnéstico de animais com PE crénica. E importante
enfatizar que equinos cronicamente infectados podem transmitir piroplasmideos aos
carrapatos vetores quando estes realizam repasto sanguineo, permitindo a manutengao
destes patdgenos numa determinada localidade e, consequentemente na sua propagacao

para outras regides, quando estes animais sao transportados.
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As espécies de carrapatos identificadas foram D. nitens, R. (B.) microplus e A.
sculptum, sendo a Ultima restrita ao Cerrado, onde sua presenca vem sendo associada a
este bioma (Szab6 et al., 2007; Martins, 2014). Nao foram observadas espécies do
complexo Amblyomma cajennense na éarea de transicdo, embora Amblyomma
cajennense sensu stricto tenha sido relatado por outros autores em areas de transi¢do
Amazénia-Cerrado (Martins, 2014; Nava et al., 2014). Todas as espécies de carrapatos
coletadas dos equinos amostrados estdo associadas a ocorréncia de PE, sendo as
mesmas identificadas em outros estudos realizados no Brasil (Battsetseg et al., 2002;
Kerber et al., 2009; Campos et al., 2019; Costa et al., 2019; Minervino et al., 2019;
Valente et al., 2019).

A taxa de infestacdo por carrapatos (15,7%) nos equinos amostrados foi inferior
as taxas encontradas na Paraiba (47%), Rio de Janeiro (81,6%), Parana (24,27%), Para
(63,5%) e Mato Grosso do Sul (51,7%), sendo superior as taxas verificadas em
Pernambuco (4,3%) e Rio Grande do Sul (0%) (Ferreira et al., 2016; Vieira et al., 2018;
Campos et al., 2019; Dos Santos et al., 2019; Souza et al., 2019; Minervino et al., 2019;
Valente et al., 2019).

Fatores como clima e vegetacdo podem favorecer uma maior ou menor
incidéncia de carrapatos em determinada regido, influenciando em sua dindmica
sazonal. No decorrer deste estudo, as coletas concentraram-se no periodo de estiagem,
no qual verifica-se uma menor incidéncia de estagios adultos das espécies A. sculptum e
D. nitens. Tais espécies sao mais abundantes nos meses mais hdmidos e chuvosos
(Labruna et al., 2002). Apesar disto, é importante ressaltar a necessidade de pesquisas
sobre a dindmica sazonal destas espécies de carrapatos na regido Nordeste, uma vez que
diferentes regides e, até mesmo diferentes localidades numa mesma regido apresentam
caracteristicas geogréaficas e climaticas proprias.

Equinos sdo considerados hospedeiros secundarios de R. (B.) microplus, sendo
0s bovinos seus hospedeiros primarios. A ocorréncia de parasitismo desta espécie de
carrapato em equinos geralmente esta associdada a presenca de bovinos ocupando o
mesmo territério (Labruna et al., 2001; Labruna et al., 2002). Grande parte dos equinos
amostrados era utilizada no manejo do gado em fazendas, sendo um fator preponderante
para gque alguns animais estivessem infestados por R. (B.) microplus.

Nas analises moleculares referentes a A. phagocytophilum, os percentuais de
equinos positivos para os genes msp4 (8,1%) e msp2 (4,7%) estiveram abaixo dos
percentuais verificados no Paquistdo (10,67%), Tunisia (13%), Italia (8,14%),
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Guatemala (13%) e Chile (13,6%) (Teglas et al., 2005; Passamonti et al., 2010;
M’Ghirbi et al., 2012; Saleem et al., 2018b; Hurtado et al., 2020). No entanto, foram
superiores ao observado por Seo et al. (2018) na Coréia do Sul (0,2%), e Slivinska et al.
(2016) na Ucrania (0%), Poldnia (2,63%) e Eslovaquia (2,56%), onde investigou-se a
presenca de A. phagocytophilum nestes paises por meio de nPCR.

No Brasil, observou-se menores percentuais em equinos infectados nos estados
do Rio de Janeiro (1%), Para (2,58%) e Minas Gerais (1,94%) (Everton, 2014; Prado et
al., 2018; Dos Santos et al., 2019). No Mato Grosso do Sul, Campos et al. (2021) ao
pesquisarem agentes zoon6ticos transmitidos por carrapatos em equinos utilizando
Reacdo em Cadeia de Polimerase em tempo real (qPCR), ndo conseguiram diagnosticar
amostras positivas para A. phagocytophilum, embora tenha sido constatada a presenca
de titulos de anticorpos em 31,6% dos animais por Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI). Na microrregido da Baixada Maranhense, estado do Maranh&o, também
ndo foram identificados animais positivos através de PCR, porém foram detectadas
amostras positivas por RIFI (11,34%) (Nogueira et al., 2017). A presenca de anticorpos
nos animais indica uma exposicao prévia, embora ndo tenha sido detectado DNA de A.
phagocytophilum em nenhum dos carrapatos coletados em tais estudos.

No mundo, carrapatos dos géneros Ixodes spp., Dermacentor spp.,
Rhipicephalus spp., Hyalomma spp. e Haemaphysalis spp., atuam como vetores de A.
phagocytophilum, dependendo de sua distribui¢do geografica (Dziggiel et al., 2013). No
Brasil ainda ndo se sabe qual o vetor responsavel por sua transmissao (Dos Santos et al.,
2019), apesar do DNA ter sido detectado por gPCR num exemplar de A. sculptum e, em
exemplares de Rhipicephalus sanguineus sensu lato coletados de cées no estado do Rio
de Janeiro. Ainda que o DNA de A. phagocytophilum tenha sido detectado nestes
vetores, as amostras de sangue dos cdes infestados testaram negativas por gPCR (Santos
et al., 2013).

Mesmo ndo bem esclarecido quais vetores estdo envolvidos na transmissao de A.
phagocytophilum no Brasil, é sabido que este patdgeno infecta uma variedade de
espécies animais pelo mundo, tanto domésticas quanto silvestres, também infectando
pessoas (De La Fuente et al., 2005; Stuen, 2007; Carrade et al., 2009; Rikihisa, 2011;
Mongruel et al., 2017). Roedores, cervideos e aves podem atuar como reservatorios,
favorecendo a manutengcdo do agente no meio ambiente (De La Fuente et al., 2005;
Thomas et al., 2009; Nieto et al., 2010; Machado et al., 2012).
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Co-infeccdo entre equinos positivos para o gene msp4 e piroplasmideos foi
observada em 4,2% (9/210) dos animais, enquanto que em equinos positivos para o
gene msp2 e piroplasmideos foi de 2,3% (5/210). Ndo foi observada a presenca de
piroplasmas nos esfregacos sanguineos, assim como mdrulas de A. phagocytophilum.
Geralmente baixas parasitemias tendem a ocorrer nas fases crénicas da AGE e PE,
levando a resultados falso-negativos. Segundo Onyiche et al. (2019), baixa carga
parasitaria pode ocorrer mesmo na fase aguda da PE, assim como em infeccGes mais
severas (Wise et al, 2014), enquanto que mdrulas de A. phagocytophilum séo
detectaveis em esfregacos sanguineos em periodo restrito na fase aguda da AGE (Butler
et al., 2008).

Os resultados obtidos neste trabalho, associados a dados prévios de outros
estudos no Maranhdo, demonstram que T. equi, B. caballi e A. phagocytophilum
infectam equinos tanto no Cerrado quanto na Amazonia maranhense, havendo co-
infeccdo entre estes patdgenos. A presenca de animais positivos para A.
phagocytophilum torna necessaria a inclusdo da AGE como diagnostico diferencial de

PE no estado.
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