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The protozoan, Theileria equi is one of the main agents transmitted by ticks to hor-
ses, causing serious barriers to equine breeding in Brazil. Its epidemiology in the coun-
try still has gaps. Thus, this study aimed to perform serological diagnosis and assess
the risk factors for military use in horses located at the Municipality of Resende, in the
State of Rio de Janeiro. Samples of 174 horses were tested by enzyme-linked immu-
nosorbent assay indirect adsorption (1IELISA) using partially purified 7. equi antigen.
The dependent variable (seroreactivity) was tested through bivariate analysis, the asso-
ciation as the independent variables (gender, age, racial definition, group management,
breeding time at Academia Militar das Agulhas Negras (AMAN), breeding system,
the equine origin, presence and degree of tick infestation). Variables with association
in bivariate analysis (p<0.25) were included in the logistic regression model. It was
found that seropositivity for 7. equi was 74.14%. Multivariate analysis showed that the
time of creation in AMAN higher than 15 years is associated with seropositivity for
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T equi (OR: 5.70, CI: 1.23 to 22.1). It can be inferred that the area is endemic, with a
high prevalence of asymptomatic carriers, and enzootic stability. This evokes care and
preventive measures in the introduction of horses in the herd.
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RESUMO. O protozoario, Theileria equi ¢ um
dos principais agentes transmitidos por carrapatos
aos equideos, causando sérios entraves a equideo-
cultura no Brasil. Sua epidemiologia no pais ain-
da apresenta lacunas. Assim, este estudo objetivou
realizar o diagndstico sorologico e avaliar os fato-
res de risco em equinos de uso militar situados no
municipio de Resende, Rio de Janeiro. Amostras
de 174 equinos foram testadas através do ensaio de
adsor¢do imunoenzimatica indireta (1IELISA) utili-
zando antigeno parcialmente purificado de 7. equi.
A variavel dependente (sororeatividade) foi testada,
através de andlise bivariada, quanto a associacao as
variaveis independentes (género, idade, defini¢do
racial, grupo de manejo, tempo de criacdo na Aca-
demia Militar das Agulhas Negras (AMAN), siste-
ma de criag¢do, origem do equino, presenga e grau
de infestagdo por carrapatos). As varidveis com as-
sociacdo na analise bivariada (p<0,25) foram inclu-
idas no modelo de regressao logistica. Verificou-se
que a soroprevaléncia para 7. equi foi de 74,14%.
A analise multivariada demonstrou que o tempo de
criacdo na AMAN superior a 15 anos esta associa-
do a soropositividade para 7. equi (OR: 5,70; IC:
1,23 - 22,1). Pode-se inferir que a area ¢ endémica,
com alta prevaléncia de portadores assintomaticos,
e em estabilidade enzootica. Isto evoca cuidados e
medidas preventivas na introducao de equinos no
rebanho.

PALAVRAS-CHAVE. Theileriose, babesiose, ELISA, cava-
los.

INTRODUCAO

O Brasil tem mais de 7.793.000 equideos distri-
buidos pelo territorio nacional (IBGE 2010), pos-
suindo o terceiro maior rebanho equideo do mun-
do (MAPA 2013). O Complexo do Agronegocio
Cavalo, em nosso pais, ¢ responsavel pela geracao
de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos, e
movimenta cerca de R$ 7,3 bilhdes, somente com
a produgdo de cavalos. A expansdo da exportacao
de equinos vivos pelo Brasil cresceu 524% entre os
anos de 1997 e 2009, indo de um volume de movi-
mentagao financeira de US$ 702,8 mil para US$ 4,4
milhdes. Ademais, o pais € o oitavo maior exporta-
dor mundial de carne equina (MAPA 2013).

Além de um crescente aumento dos negdcios re-
lacionados a importagcdo e exportagdao de equideos,
a proximidade de grandes eventos em nosso pais,
a exemplo das Olimpiadas de 2016, abarca consi-
go esportes equestres e a intensificacdo do transito
internacional de equinos para o Brasil. Dentro do
contexto das doengas transmitidas por carrapatos
com alta relevancia a sanidade equestre destaca-se
a Theileriose equina.

A teileriose equina ¢ uma doenga transmitida
por carrapatos causada pelo hemoparasito Theileria
equi (Laveran 1901) Mehlhorn & Schein 1998. A
doenca pode ser aguda, subaguda ou cronica e tem
sintomatologia caracterizada por perda de apetite,
decréscimo na capacidade de trabalho, febre, que
pode ser intermitente, hemolise intravascular, icte-
ricia, anemia, hemoglobinuria, bilirubinuria, esple-
no e hepatomegalia, depressao e pode levar animais
a obito (De Wall 1992).

Em equideos domésticos tal doenga toma rele-
vancia pois, além de causar doenga com sintomato-
logia que vai desde queda de desempenho até Obi-
tos, ainda ¢ fator de restri¢ao de transito de equideos
(Sevinc et al. 2008). Tal fato interfere diretamente
no negdcio equestre, a0 comprometer 0 COmercio e
o transito internacional de equideos, visto que pa-
ises livres ou com programa de controle rigido da
doenga exigem sorologia negativa para a entrada de
equideos em seus territorios.

Recentemente, paises considerados livres pela
Organizagao Internacional de Epizootias (OIE) tem
relatado casos de sorologia positiva em seus reba-
nhos. Os EUA, maior rebanho equino do mundo,
tem experimentado surtos da doenga, sendo esta ja
considerada reemergente naquele pais (Ueti et al.
2012).

A epidemiologia da theileriose equina no Brasil
ainda tem lacunas a serem esclarecidas. Talvez a
maior delas diga respeito ao real vetor da doenca.
Apesar de Amblyomma cajennense (Fabricius,1787)
e Dermacentor (Anocentor) nitens (Neumann,
1897) (Acari: Ixodidae) serem os principais carra-
patos que afetam equideos em nosso pais, nenhum
deles se mostrou vetor competente em pesquisas re-
alizadas at¢ o momento (Ribeiro et al. 2011, Den-
ning, 1988, apud Pfeifer Barbosa et al. 1995).
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Algumas pesquisas indicam que Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini 1887) Murrel &
Barker 2003 possa ser um vetor da hemoparasitose
(Guimaraes et al. 1997, Guimaraes et al. 1998, Ueti
et al. 2005). Entretanto, por tratar-se de um carrapato
monoxeno, seu real papel na epidemiologia da do-
enga a campo permanece incerto € sua importancia
epidemioldgica como vetor sob discussdo, especial-
mente em areas altamente endémicas, visto que ad-
mite-se que ndo ha transmissao transovariana em 7.
equi (Kerber et al. 2009). Ademais, os recentes sur-
tos ocorridos nos EUA tém sido associados aos car-
rapatos do género Amblyomma (Scoles et al. 2011).

Estudos de soroprevaléncia para 7. equi demons-
tram resultados diversos de acordo com o rebanho,
tipo de manejo, regido fisiografica e microclima
(Golynski et al. 2008, Kerber et al. 2009, Baldani
et al. 2010, Santos et al. 2011). Uma série de fato-
res pode influenciar na presenca, dispersdo e nivel
de infestagcdo dos possiveis vetores e, consequente-
mente, na soroprevaléncia da doencga, ocasionando
tal diversidade de resultados nos estudos.

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar a pre-
valéncia de animais sorologicamente positivos para
T’ equi em uma populagdo de equinos de uso militar
da microrregido do Vale do Paraiba Fluminense, por
meio da técnica de ensaio de imunoadsorcao enzi-
matica indireta (iIELISA), além de identificar os
fatores de risco associados com a soropositividade
dos animais através de analise multivariada.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no rebanho de equinos de uso
militar da Academia Militar das Agulhas Negras (AMAN), lo-
calizada a 22°27’ de latitude sul e a 44°28” de longitude oeste,
na microrregido do Vale do Paraiba Fluminense, no municipio
de Resende, estado do Rio de janeiro. Foram realizadas co-
letas de amostras de sangue de toda a populacdo de equinos,
totalizando 174 animais de uso militar presentes no rebanho
da AMAN, entre os meses de fevereiro e margo de 2013.

Os equinos da AMAN foram subdivididos em quatro gru-
pos, de acordo com a area de criagdo, tipo de manejo e em-
prego: Grupo 1, constituido de 37 equinos estabulados, ma-
nejados no pavilhao 1 da Secdo de equitacdo da AMAN (Sec
Equi), utilizados em hipismo, com acesso esporadico a pique-
tes que apresentavam areas de mata e eram coabitados por ani-
mais silvestres; Grupo 2, composto por 40 equinos em regime
semi-estabulado, manejados no pavilhdo 2 da Sec Equi, em-
pregados para instrug@o de equitacdo militar e recreagdo, com
acesso a area de pastagem que ndo apresentava areas de mata
e era composta basicamente por forrageiras; Grupo 3, com 60
equinos em regime semi-estabulado, manejados no pavilhao
3 da Sec Equi, utilizados em instrug@o de equitacao militar e
pélo, que tinham acesso a mesma area de pastagem do grupo

2; e o Grupo 4 com 37 equinos em regime semi-estabulado,
manejados nos pavilhdes 1 e 2 do Curso de Cavalaria, utili-
zados em instrugdo de equitacdo militar, e com acesso a area
de pastagem que apresentava area de mata e era coabitada por
animais silvestres.

Uma amostra de sangue foi coletada de cada animal atra-
vés de pungdo da veia jugular e acondicionada em tubo sem
anticoagulante. Os soros obtidos foram submetidos a pesqui-
sa de anticorpos da classe IgG contra antigeno parcialmente
purificado de 7. equi utilizando o Ensaio de Imunoadsor¢ao
Enzimatico (ELISA) indireto, conforme Baldani et al. (2004)
e modificado por Machado 2013 (Comunicagdo Pessoal).

Os soros para o controle positivo foram provenientes de
animais esplenectomizados e cronicamente infectados por 7.
equi, além disso, foram comprovadamente positivas para 7.
equi pela técnica de reagdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e reag@o em cadeia da polimerase (PCR). Os soros con-
troles negativos foram obtidos de amostras comprovadamente
negativas na RIFI e PCR para 7. equi. Todos estes soros foram
oriundos do banco de soros do Laboratério de Hemoparasi-
toses da Estacdo Experimental W.O. Neitz, Departamento de
Parasitologia/TV/UFRRIJ.

O antigeno utilizado no presente estudo ¢ um antigeno par-
cialmente purificado de 7. equi, que foi gentilmente cedido
pela Professora Rosangela Zacarias Machado, Departamento
de Patologia Animal UNESP/FCAYV, Jaboticabal. Tal antigeno
foi obtido conforme descrito por Baldani et al. (2004).

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

Todos os equinos tiveram o corpo inteiro inspecionado
visualmente, com ateng@o nas regides mais comumente para-
sitadas por Ixodideos. Todos os espécimes encontrados foram
removidos manualmente ou com auxilio de pinga oftalmolo-
gica e acondicionados em frascos de polipropileno contendo
alcool isopropilico, que foram identificados com o nome do
equino, para a posterior contagem e identificagdo das espécies
baseado na chave de Aragdo & Fonseca (1961). Cada animal
teve seus dados registrados através de questionario e ficha in-
dividual de exame fisico, visando recolher informagdes ine-
rentes aos equinos, as condi¢des de manejo e a infestacdo por
carrapatos.

O estudo das associag¢des entre as variaveis de interesse
foi inicialmente realizado por meio do teste Qui-quadrado
ou Exato de Fisher em nivel de 25% de significancia, sendo
as variaveis com diferenca estatistica nas analises bivaria-
das incluidas no modelo de regressao logistica para analise
multivariada, em nivel de 5% de significancia, e tendo os res-
pectivos Odds Ratio (OR) e Intervalos de Confianga (IC) cal-
culados através do programa R (R Development Core Team
2010).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das 174 amostras submetidas ao ELISA,
foram dectados 129 (74,14%) animais sororreagen-
tes para 7. equi. Os resultados de soropositividade
e respectivas prevaléncias dos grupos e rebanho
como um todo estdo expressos na Tabela 1.

A soroprevaléncia encontrada no presente estudo
corrobora a enzootia de 7. equi na regido, observada
por Henriques (2006), de forma similar ao observa-
do em outras regides do estado do Rio de Janeiro
(Pfeifer Barbosa et al. 1995, Santos et al. 2011, Pe-
ckle et al. 2013).

A despeito da alta prevaléncia, nenhum animal
do rebanho apresentava sintomatologia clinica no
periodo de coleta das amostras, corroborando a
rara ocorréncia de manifestagdes clinicas e surtos
em areas enzooticas relatadas por De Wall (1992) e
Heucheter et al. (1999). Demonstrando que, em re-
gides enzooticas, a maioria dos animais recuperam-
-se da doenca e tornam-se portadores e carreadores
assintomaticos (Rothschild 2013). Desta forma,
conclui-se que o rebanho esta em estabilidade enzo-
otica (Mahoney & Ross 1972).

O exame de ELISA indireto, baseado em antige-
no parcialmente purificado de 7. equi, mostrou-se
eficiente na varredura epidemiolédgica do rebanho,
identificando portadores assintomaticos, corrobo-
rando o observado por Baldani et al. (2004) na mi-
crorregido de Jaboticabal, SP.

Nao houve diferencga significante (p=0,59), ao
teste de comparacao de proporgdes, entre as preva-
léncias dos diferentes grupos de equinos estudados.
Tal fato possivelmente pode ter ocorrido pelo baixo
numero amostral dos grupos.

Observou-se na andlise bivariada que, dentre
todas as variaveis independentes, defini¢do racial,
idade, grupo de manejo, sistema de criagdo, origem
dos equinos, infestagdo por D. nitens e infestacao

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

iELISA Prevaléncia Valor de p
Positivos Negativos
Grupo 1 27 10 72,97
Grupo 2 29 11 72,50
0,59
Grupo 3 41 19 68,33
Grupo 4 30 7 81,08

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

por A. cajennese ndo apresentaram associagdo es-
tatistica (p>0,25) a partir da analise bivariada (Ta-
bela 2). As variaveis, género, tempo de criagdo na
AMAN, presenga de infestacdo por carrapatos e
grau de infestagdo por carrapatos, apresentaram
significancia na analise bivariada (p<0,25) e, assim,
foram incluidas na andlise multivariada. De todas
estas variaveis, quando submetidas a regressao lo-
gistica, apenas o tempo de criagio na AMAN foi
significantemente associado a soropositividade nos
equinos.

Neste estudo transversal as infestagcdes por Am-
blyomma ou por Dermacentor, assim como o grau
de infestagdo por carrapatos e, a presenga de infes-
tacdo por carrapatos, foram varidveis que ndo de-
monstraram associagdo com a soropositividade dos
equinos. O carrapato D. nitens ¢ vetor competente
da B. caballi (Mujica 2002, Roby & Anthony 1963),
mas ndo de 7. equi (Denning 1988, apud Pfeifer
Barbosa et al. 1995).

Estudo realizado por Pfeifer Barbosa et al.
(1995) também ndo encontrou associagdo entre a
soropositividade para 7. equi com a infestacdo por
A. cajennense. J& outras pesquisas indicaram uma
associagdo entre a infestagdo de 4. cajennense e po-
sitividade para 7. equi em exames soroldgicos (Ker-
ber et al. 2009) e em exames moleculares (Peckle et
al. 2013). Ademais, houve evidéncia epidemiologi-
ca dessa associacao nos surtos recentes assinalados
nos EUA (Scoles et al. 2011). Entretanto, o presente
estudo nao verificou associacao entre as infestagdes
por carrapatos, ou por A. cajennense ou D. nitens,
e a soropositividade para 7. equi nos animais, indo
de encontro ao observado por Pfeifer Barbosa et
al. (1995). Tal pesquisa, analisando as glandulas
salivares de carrapatos A. cajenense, R. microplus
e D. nitens, ambos coletados de rebanhos equinos
de regides endémicas do estado do Rio de Janeiro
e com soroprevaléncia para 7. equi entre 90,6% a
100%, nao identificou nenhum carrapato infectado
por 7. equi, indicando que esses ndo estariam en-
volvidos na epidemiologia da doenga. Além disso,
Ribeiro et al. (2011) ao verificar que ninfas de A.
cajennense falharam em ficar infectadas por 7. equi
apos alimentacdo em animais cronicamente infec-
tados, concluiram que esse carrapato ndo seja um
vetor competente para essa hemoparasitose.

Todos os equinos positivos para 7. equi no pre-
sente estudo, ao momento da coleta, estavam cli-
nicamente higidos, indicando tratar-se de infec¢oes
subclinicas, portadores assintomaticos que se infec-
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Tabela 2. Analise bivariada e multivariada da frequéncia de equinos soropositivos através do
iELISA para Theileria equi, em funcéo dos fatores associados, como género, idade, definicao
racial, manejo dos animais, origem, sistema de criagcdo e presenca de carrapatos nos equi-
nos de uso militar do municipio de Resende, RJ.

Caracteristicas dos animais e manejo N (%) Bivariada Multivariada
X2 P P OR IC 95%

Género

Fémea 77 77,9 1,70 0,25 0,36 - (0,68 -2,85)

Macho 97 69,1 * -
Idade

< 6 anos 10 70 3,45 0,33 - - -

>6e <10 anos 62 71 - - -

>10 e <20 anos 87 71,3 - - -

> 20 anos 15 93,3 - - -
Definigao racial

Com raga 42 71,4 0,07 0,95 - - -

Sem raga definida 132 735 - -
Grupo de manejo

Grupo 1 37 73 1,89 0,59 - -

Grupo 2 40 72,5 - -

Grupo 3 60 68,3 - -

Grupo 4 37 81,1 - -
Tempo de criagdo na AMAN

<5 anos 82 659 21,71 0,00 - * -

>5e<15anos 64 73,4 0,48 - (0,61-2,77)

> 15 anos 28 92,9 0,02 5,79 (1,23-27,1)
Emprego do equino

Esporte 42 73,8 0,02 0,95 - - -

Instrugéo 132 72,7 - - -
Sistema de criagao

Semi-estabulado 134 73,1 0,006 0,90 - - -

Estabulado 40 72,5 - -
Origem dos equinos

Coudelaria do Rincéao 90 80 3,79 0,31 - - -

Rio Grande do Sul 61 62,3 - - -

Desconhecida 23 73,9 - - -
Infestacéo por Dermacentor

Nao 105 71,4 0,33 0,69 - - -

Sim 69 75,4 - -
Infestacéo por Amblyomma

Nao 67 70,1 0,44 0,62 - - -

Sim 107 74,8 - -
Grau de infestagao por carrapatos

Ausente/leve 140 70,7 1,18 0,24 - * -

Moderado/alta 34 82,4 0,51 - (0,50 -3,96)
Infestacéo por carrapatos

Nao 50 66 1,74 0,25 - * -

Sim 124 75,8 0,84 - (0,49-2,38)

N: Numero de amostras de animais; x2: Valor do Qui-quadrado; **Teste Exato de Fisher; P: p-valor; OR:
Odds Ratio; IC: Intervalo de confianga. *Categoria de referéncia.

taram ha tempo e recuperaram-se da doenga, sendo
o rebanho considerado em estabilidade enzootica.
Desta forma, por se tratar de estudo transversal, e con-
siderando-se que 7. equi persiste ao longo da vida do
equino infectado (De Wall 1992, Riiegg et al. 2007),
¢ possivel que a inexisténcia de associacdo entre a
infestagdo por carrapatos tenha sido ocasionada pelo
descompasso temporal entre a infestacdo de carrapa-
tos verificada no momento da coleta e a infestagao
de carrapatos que ocorreu proximo a época da primo-
-infec¢do dos equinos. Desta forma, tal resultado ndo
refuta a possibilidade dos carrapatos estarem envolvi-
dos na epidemiologia da teileriose equina no rebanho.

Pesquisas também tem evidenciado o possivel pa-
pel do carrapato R. microplus como vetor competente
para 7. equi (Guimaraes et al. 1997, Guimaraes et al.
1998, Ueti et al. 2005), havendo também, evidéncia
epidemioldgica pela ocorréncia de 7. equi em reba-
nho parasitado somente por R. microplus (De Souza
et al. 2000), assim como associagao entre o contato
de equinos com bovinos, com presen¢a de R. micro-
plus, e a soropositividade para 7. equi (Heucheter et
al. 1999). Entretanto, no rebanho estudado ¢ muito
pouco provavel que R. microplus tenha desempenha-
do papel como vetor na manutenc¢do da enzootia de
T. equi, pois os equinos deste local sdo criados sem
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contato com bovinos. Ademais, ndo foi verificado
parasitismo por R. microplus em nenhum equino des-
te rebanho, sendo A. cajennense e D. nitens as duas
espécies identificadas no plantel estudado.

Das varidveis que apresentaram significancia
na andlise bivariada (género, tempo de criacdo na
AMAN, presenga de infestacdo por carrapatos e
grau de infestagdo por carrapatos) ao serem coloca-
das no modelo de regressdo logistica (analise mul-
tivariada), somente o tempo de criagio na AMAN
(animais com mais de 15 anos na propriedade)
apresentou associagdo com a soropositividade para
T equi (OR 5,79; 1C 1,23-27,1). Esta observagao in-
dica que os equinos com mais tempo na propriedade
do estudo, caracterizada como enzodtica, tem mais
chances de tornarem-se soropositivos. Tal inferén-
cia ¢ logica pois equinos negativos num rebanho
enzodtico, com o passar do tempo, acabaram por se
infectar e tornaram-se positivos. Tal fato corrobora
com o aumento da prevaléncia para 7. equi obser-
vado por Heuchert et al. (1999) em estudo longi-
tudinal, ao acompanhar a prevaléncia para essa he-
moparasitose em potros em fazendas no estado de
Sao Paulo, onde também, observaram aumento da
prevaléncia com o passar do tempo. Assim como,
por Riiegg et al. (2007), que constataram que a as-
sociacdo entre a idade e positividade para 7. equi
pela PCR e RIFI, h4a um aumento da prevaléncia de
T. equi com o passar da idade, indicando a persis-
téncia da infec¢do nos equinos.

CONCLUSOES

A area militar da AMAN, no municipio de Re-
sende, ¢ considerada como endémica para 7. equi, e
o rebanho equino desta 4rea encontra-se em estabi-
lidade enzootica.

A associagdo entre a soropositividade e perma-
néncia dos animais por um longo periodo de tempo
na propriedade estudada, evidencia o fato que, em
regidoes enzooticas, quanto mais tempo os animais
permanecerem na regido, maiores as chances de
tornarem-se infectados.
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