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RESUMO

AMORIM-FILHO, E. F. Pesquisa de Rickettsia em equinos do grupamento
racial “cavalo baixadeiro” e em ectoparasitas potencialmente vetores de
patdgenos, na microrregidao da Baixada Maranhense, Maranh&o, Brasil.
2013. 71 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual
do Maranhéo, S&o Luis, 2013.

Os cavalos nativos da microrregido da Baixada Maranhense,
denominados “cavalos baixadeiros” sdo criados predominantemente soltos nos
campos, sem manejo nutricional e sanitario, predispondo-os ao surgimento de
diversas enfermidades, principalmente as doencas parasitarias. Objetivou-se
detectar Rickettsia e identificar os principais ectoparasitas potencialmente
vetores de patdgenos em cavalos baixadeiros. Para pesquisa de Rickettsia
foram amostrados 258 equinos submetidos a0 mesmo manejo, sendo 37
(14,34%) do municipio de Santa Helena, 60 (23,26%) de Viana e 191 (62,40%)
de Pinheiro. Destes 64,34% fémeas e 35,66% machos. Do total de amostras
submetidas a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), 152 (58,91%)
reagiram a pelo menos um dos antigenos testados (Rickettsia rickettsii,
Rickettsia amblyommii e Rickettsia bellii). Constatou-se somente infestacao por
carrapatos em 220 (85,27%) animais que apresentaram infestagdo por uma ou
mais espécies. ldentificou-se carrapatos das espécies, Dermacentor nitens
(98,64%), Amblyomma cajennense (4,55%) e Rhipcephalus (Boophilus)
microplus (1,82%). Realizou-se a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em
115 carrapatos, sendo 92 espécimes de D. nitens, 18 de A. cajennense e cinco
de R. (B.) microplus. Trés amostras de A. cajennense foram positivas para o
gene gltA e OmpA. As amostras foram sequenciadas e apresentaram 100% de

similaridade para R. amblyommii.

Palavras — chave: Rickettsia, Febre Maculosa, ectoparasitas, equinos e
Maranhé&o.
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ABSTRACT

AMORIM-FILHO, E. F. Search of Rickettsia in the equine group "Cavalo
Baixadeiro"” and ectoparasites potentially vectors of pathogens in the
microregion of the Baixada Maranhense, Maranh&o, Brazil. 2013. 71 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual do
Maranh&o, Séo Luis, 2013.

Native horses from the microregion of the “Baixada Maranhense” are
called “cavalo baixadeiro” and are created predominantly in the fields, without
health and nutritional management, predisposing them to variety diseases,
especially parasitic diseases. The aim of the present study was to detect
Rickettsia and identify ectoparasites which have potential in transmitting of the
pathogens to “cavalo baixadeiro”. To search Rickettsia were sampled 258
horses subjected to the same management, 37 (14.34%) of the municipality of
Santa Helena, 60 (23.26%) of Viana and 191 (62.40%) of Pinheiro. Of these
64.34% were females and 35.66% were males. Of the total samples submitted
to IFA, 152 (58.91%) reacted at least to one of the antigens tested (Rickettsia
rickettsii, Rickettsia amblyommii and Rickettsia bellii). It was found only tick
infestation in 220 (85.27%) animals by one or more species. The following
species were identified, Dermacentor nitens (98.64%), Amblyomma cajennense
(4.55%) and Rhipcephalus (Boophilus) microplus (1.82%). A Polymerase Chain
Reacti

on (PCR) was performed in115 ticks as follows: 92 specimens of D.
nitens, 18 A. cajennense and five of R. (B.) microplus. Three samples of
Amblyomma cajennense were positive for the gltA and OmpA genes. The

samples were sequenced and showed 100% similarity to R. amblyommii.

Keywords: Rickettsia, Spotted Fever, ectoparasites, horses and Maranhao.
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1 INTRODUGCAO

A América do Sul possui um rebanho estimado em 19.695.112
equideos, sendo sua maioria constituida por equinos com 14.197.740 cabecas.
O Brasil possui papel de destague, com uma populacdo estimada em
7.752.282 equideos (FAO, 2011), representando assim 39,36% do efetivo total
da América do Sul. Destes aproximadamente 5.508.550 s&o equinos
totalizando 71% do rebanho equideo nacional, o que torna o Brasil detentor do
maior rebanho equino da América do Sul e terceiro do mundo. A regido
Nordeste destaca-se com um efetivo de 1.340.921 equinos, atras apenas da
regido Sudeste que detém um efetivo de 1.344.229 animais. O rebanho
maranhense constitui o segundo maior rebanho do Nordeste, com um efetivo
de 173.739 equinos, ultrapassado somente pela Bahia que possui um rebanho
de 555.905 animais (IBGE, 2011).

A Baixada Maranhense, por sua vez, possui uma populagdo equina
estimada em 22.127 cabecas, das quais 2.200 encontram-se no municipio de
Pinheiro, 2.022 em Anajatuba, 1.867 em Viana, 1.730 em Penalva e 1.490 em
Sé&o Joédo Batista (IBGE, 2011). Do rebanho equino da baixada maranhense,
chama atencdo um grupamento genético localizado nessa regido denominado
pela populacéo de cavalo baixadeiro, notado pela sua resisténcia, rusticidade e
adaptabilidade as condi¢des climaticas da regiao.

O cavalo baixadeiro é criado predominantemente solto nos campos,
de forma extensiva alimentando-se basicamente de pastagem nativa Paratheria
prostata (capim-marreca). Serra (2004) destacou que a criagdo do cavalo
baixadeiro faz-se nos campos assim como o gado bovino, no periodo seco nos
baixos e durante o periodo chuvoso nas areas mais altas ndo sujeitas a
inundacao.

O sistema extensivo a que cavalo baixadeiro € submetido, bem
como a falta de manejo sanitario e assisténcia meédica-veterinaria sao fatores
que podem predispor ao surgimento de doencas parasitarias, quer sejam elas
causadas por endoparasitos ou aquelas transmitidas por artropodes

ectoparasitos, com consequente impacto a saude dos animais.
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Os artropodes desempenham um papel importante na transmisséo e
manutencdo de determinadas enfermidades parasitarias, especialmente os
ectoparasitos como o0s carrapatos e os piolhos que infestam equinos. De igual
importancia registram-se também os tabanideos. O conhecimento desse
parasitismo e medidas apropriadas de controle podem auxiliar os criadores a
prevenir doengas graves como a babesiose, tripanossomiase e entre outras
(ENGLISH et al., 2005), assim como a riquetsiose.

As riquetsioses sdo doencas causadas por bactérias Gram-
negativas, parasitas intracelulares obrigatérias pertencentes ao sub-grupo a-
Proteobacteria, familia Rickettsiaceae e ordem Rickettsiales. As riquetsioses
mantém carater endémico estando presente em quase todos os continentes
(OPAS, 2004).

As riquétsias causadoras de Febre Maculosa (FM) estédo
classificadas no Grupo da Febre Maculosa (GFM) e atualmente sé&o
reconhecidas mais de 15 espécies de riguétsias do GFM patogénicas ao
homem. Sendo Rickettsia rickettsii a representante mais patogénica e letal do
grupo. Sao zoonoses transmitidas por artropodes, que tem em seu hospedeiro
silvestre a manuteng&o do agente funcionando como animais amplificadores no
ambiente, promovendo a infeccdo dos artropodes através do repasto
sanguineo e consequentemente sua transmissdo ao homem e animais
domesticos (LABRUNA, 2009).

As acdes do homem e os impactos ambientais por eles causados,
através do desmatamento, queimadas entre outros, tem promovido o
desequilibrio do ciclo silvestre das riquétsias, predispondo o0 homem ao risco de
contrair tal enfermidade, principalmente em virtude da exposicdo deste aos
vetores e hospedeiros amplificadores das riquetsioses.

Os géneros de Ixodides, como Dermacentor, Amblyomma e
Rhipicephalus sdo importantes reservatérios de R. rickettsii (BURGDORFER,
1988). Varios estudos tem relatado que estas trés espécies de carrapatos
infestam os equinos no Brasil: Dermacentor nitens, Amblyomma cajennense e

menos comumente Rhipicephalus (Boophilus) microplus (FALCE et al., 1983;
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GUERIM & SERRA-FREIRE, 2001; LABRUNA et al., 2001, 2002). Sendo A.
cajennense apontado como o principal vetor da R. rickettsii no Brasil.

A. cajennense ocorre em abundancia sendo amplamente distribuido
nos estados das regides Sudeste e Centro-Oeste do pais (LABRUNA, 2009).
Os equinos e capivaras (Hydrochoerus hydrochoerus) sédo considerados os
principais hospedeiros primarios do A. cajennense (GUEDES et al., 2005;
VIANNA et al., 2008; SOUZA et al., 2009; LABRUNA, 2009).

Os equinos, assim como as capivaras, sao considerados
hospedeiros amplificadores em &reas endémicas, pois além de serem
hospedeiros primarios do principal vetor, apresentam baixa sintomatologia
clinica. Lemos et al. (1996) destacam o0s equinos com quadro clinico
assintomatico, apesar de apresentar titulos acima de 1:1024.
Consequentemente predispde ao aumento de casos de FM nessas areas.

O primeiro registro de FM ocorreu por volta de 1896 no vale do rio
Snake, estado de ldaho, nos Estados Unidos (WALKER, 1989). A FM foi
primeiramente descrita no Brasil, no estado de Sdo Paulo e atualmente &
reportada em quase todas as regides do pais, sendo endémica para regido
Sudeste e recebe o nome de Febre Maculosa Brasileira (FMB). Além destes
paises, R. rickettsii ocorre, em carater endémico, na Colémbia, México,
Panama e Costa Rica (PATINO et al., 1937; BUSTAMANTE & VARELA, 1947,
RODANICHE, 1953; FUENTES, 1986).

Segundo dados do Ministério da Saude, entre os anos de 1997 e
2011 houve a notificagdo no Brasil de 968 casos confirmados da doenga,
dentre os quais 227 oObitos registrados, distribuidos entre Sdo Paulo, Minas
Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Bahia, Parana, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul e Distrito Federal.

Sendo o equino, comumente considerado hospedeiro primario do A.
cajennense, e este por sua vez o principal vetor da FMB, e associados aos
recentes estudos realizados no Maranh&o que tem demonstrado a ocorréncia
de Rickettsia € que se propds este estudo, a pesquisa de Rickettsia em

equinos e artropodes ectoparasitas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

FEBRE MACULOSA

2.1 Histo6rico

Os primeiros casos de Febre Maculosa (FM), denominada sarampo
preto (black measles) datam dos anos de 1896 no vale do rio Snake, Idaho,
nos Estados Unidos quando em 1899 Maxey descreveu os relatos clinicos
inicias da doenca, caracterizada como uma enfermidade febril com erupcdes
de cor avermelhada que progressivamente tornam-se enegrecidas (WALKER,
1989; PAROLA et al., 2005).

No inicio do século XX, ocorreram as primeiras tentativas de elucidar
a enfermidade. Wilson e Chowning (1904) apontaram as possiveis causas e
mecanismos de transmissao envolvendo os carrapatos. Entretanto, coube ao
pesquisador Dr. Howard Taylor Ricketts identificar o agente etiolégico, quando
efetuou o isolamento de uma bactéria, a partir da inoculacdo de sangue de
pessoas infectadas em cobaias, descrevendo ainda as caracteristicas
epidemiolégicas da doenca, quando também estabeleceu o papel do carrapato
Dermacentor spp. na transmissédo da enfermidade que posteriormente fora
denominada Rocky Mountain Spotted Fever (RMSF) e que no Brasil é
traduzida como Febre Maculosa das Montanhas Rochosas (FMMR)
(RICKETTS, 1906; RICKETTS, 1909; WALKER, 1989; PACHECO, 2007).

Entre 1916 e 1919, Wolbach visualizou, pela primeira vez, a bactéria
no interior de células endoteliais humanas lesadas, descrevendo, também, a
presenca do patégeno em todas as fases evolutivas dos carrapatos, inclusive
0s ovos (WALKER, 1989; PAROLA et al., 2005; DANTAS-TORRES, 2007).
Nesse periodo a bactéria foi denominada Rickettsia rickettsii em homenagem
ao Dr. Ricketts, que faleceu em 1910 no México de outra riquetsiose, o tifo
(WEISS & STRAUSS, 1991; SANGIONI, 2003).
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Em 1937, um organismo semelhante ao identificado por Dr. Ricketts
foi isolado por Ralph Robinson Parker, provenientes de carrapatos da espécie
Amblyomma maculatum do estado do Texas, Estados Unidos, responséavel por
sintomas semelhantes em cobaias, entretanto mais brandos e de menor
mortalidade (PARKER, 1939). Anos mais tarde o agente etiologico isolado do
A. maculatum, relatado por Parker tem sua patogenicidade confirmada em
humanos e recebe o nome cientifico de Rickettsia parkeri (PADDOCK et al.,
2004).

Nos Estados Unidos a FMMR tem essa denominacao devido aos
primeiros casos reportados da doenca ocorrerem nas regides montanhosas,
cujo vetor, o carrapato Dermacentor andersoni, serem encontrados nessas
regides. Contudo o termo utilizado para a FM nos Estados Unidos é
erroneamente empregado, pois desde a década de 30, sabia-se que a FMMR
estava amplamente distribuida no territorio estadounidense. Sendo que entre
1981 a 1996 somente os estados de Alasca, Havai, Maine e Vermont nao
apresentaram casos de doenca (CDC, 2006).

Além dos Estados Unidos, R. rickettsii ocorre endemicamente na
Colébmbia, denominada de Fiebre de Tobia (PATINO et al., 1937), no México
cuja doenca recebe o nome de Fiebre Manchada (BUSTAMANTE & VARELA,
1947), além de Panama (RODANICHE, 1953) e Costa Rica (FUENTES, 1986)
transmitida por carrapatos do género Amblyomma (McDADE & NEWHOUSE,
1986).

No Brasil a enfermidade é denominada de Febre Maculosa Brasileira
(FMB) e teve seu primeiro registro datado do fim da década de 30, quando fora
denominada “typho exanthematico de S&o Paulo”, por Piza, quando este
relatou o primeiro caso em S&o Paulo no ano de 1929 (PIZA et al.,, 1932;
ANGERAMI et al., 2004; LABRUNA, 2009).

Em 1988 foi realizado o primeiro isolamento de Rickettsia do Grupo
da Febre Maculosa (GFM) no Brasil em humano com comprovacao sorolégica
e caracterizacdo do isolado por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (DEL
GUERCIO et al., 1997; SANGIONI, 2003). Posteriormente sucessivos casos de
FMB foram diagnosticados, sendo a maioria dos agravos registrados na regiao
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Sudeste, principalmente nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais (VRANJAC,
2003). Entretanto, a FMB em cées s6 foi descrita recentemente no pais, a partir
da confirmacao de enfermidade em dois animais oriundos do municipio de Itu,
no estado de S&o Paulo (LABRUNA et al., 2009).

A partir de 2001, a doenga passou a ser incluida na lista de agravos
de notificacdo compulsoria pelo Ministério da Saude regulamentada pela
Portaria n® 1943 de 18 de outubro de 2001. Novos casos de FMB passaram a
ser notificados em outros estados, inclusive com casos na regido Nordeste,
sendo dois casos na Bahia nos anos de 2007 e 2009, e um caso no estado do
Ceard, todos sem 0Obitos e o mais recente registro aponta dois casos em 2011
também neste estado (BRASIL, 2011).

2.2 Etiologia

As riquétsias sdo bactérias Gram-negativas intracelulares
obrigatdrias pertencentes ao sub-grupo a-Proteobacteria, familia Rickettsiaceae
e ordem Rickettsiales (RAOULT & ROUX, 1997) descritas com tamanho entre
0,3 a 0,8 um comprimento por 0,5 a 2,0 um de largura (FOURNIER & RAOULT
in: RAOULT & PAROLA, 2009), que adere fucsina basica quando corado pelo
método de Giménez (GIMENEZ, 1964) permite observacdo em microscopia
Optica em aumento de 1000X.

Possuem predilecdo por células do endotélio em animais
vertebrados, onde o agente se multiplica, causando vasculites e exantema com
a ativacdo de plaguetas e do sistema de coagulacdo (GREENE &
BREITSCHWERDT, 2006). Ja nos vetores diversos autores tem reportado a
bactéria, alojando-se em células intestinais, tubulos de Malpighi, hemolinfa,
glandulas salivares e ovéarios (GIMENEZ, 1964; BURGDORFER, 1970;
BILLINGS et al., 1998; YU & WALKER, 2003; RAOULT et al., 2005).

O género Rickettsia esta tradicionalmente subdivido em dois grupos:
o Grupo do Tifo (GF) que compreende duas espécies Rickettsia prowazekii
causadora do tifo epidémico transmitida por piolhos e Rickettsia typhi agente
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etiolégico do tifo endémico ou tifo murino, cujo vetor é a pulga (EREMEEVA &
DASCH, 2000); e o GFM constituido por mais de 30 espécies, das quais
aproximadamente 15 causam diferentes doencas ao homem, a saber Rickettsia
aeschlimannii, Rickettsia africae, Rickettsia akari, Rickettsia australis, Rickettsia
conorii, Rickettsia felis, Rickettsia helvitica, Rickettsia honei, Rickettsia
japonica, Rickettsia marmionii, Rickettsia mongolotimonae, R. parkeri, R.
ricketsii, Rickettsia sibirica, Rickettsia slovaca. Além de Rickettsia amblyommii
que ja tem sua patogenicidade comprovada em humanos. A maioria das
espécies do GFM tem sua transmissao veiculada por carrapatos, com excecao
de R. akari e R. felis que sao transmitidas por &caros e pulgas,
respectivamente (RAOULT & ROUX, 1997; SEKEYOVA et al., 2001; RAOULT
et al., 2002; BROUQUI et al., 2004; PAROLA et al., 2005; HORTA, et al., 2007).

Um terceiro grupo, Grupo Ancestral (GA) compreendido pelas
espécies Rickettsia canadensis e Rickettsia bellii, de patogenicidade ainda
desconhecida (RAOULT & ROUX, 1997), foi proposto por Sekeyova et al.
(2001). Um quarto grupo tem sido discutido, o Grupo de Transicéao (GTr), que
seria compreendido por R. akari e R. felis, que sdo as uUnicas no GFM que néo
sao transmitidas por carrapatos (GILLESPIE et al., 2007).

Estudos realizados por Gillespie et al. (2007) tem sugerido o
reagrupamento de R. felis para o GTr em virtude do seu genoma, que € maior
em relacdo as outras riguétsias, concordando ainda com a classificacdo das
riquétsias em quatro linhagens distintas, ou seja, GA, GTr, GT e GFM.

Yu & Walker (2003) destacaram que algumas espécies pertencentes
ao GFM possuem comprovada patogenicidade para humanos, assim como
espécies de patogenicidade moderada, outras sem patogenicidade
comprovada e por sua vez algumas ainda desconhecidas.

A bactéria R. rickettsii constitui-se como principal agente da FM. A
FMB, causada por este agente € considerada como uma das doencas de maior
letalidade no estado de S&o Paulo (PACHECO, 2007). Tem sido reportada em
diversas regides do mundo.

Paddock et al. (2004) relataram o primeiro caso de infec¢cao por R.
parkeri em humanos nos Estados Unidos, no estado de Virginia,
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posteriormente o0 segundo caso de infeccdo por esse agente em humanos foi
relatado por Whitman et al. (2007) também nesse pais.

R. amblyommii foi isolada inicialmente de Amblyomma americanum,
no ano de 1970, no estado de Tennessee, Estados Unidos. Parola et al. (2005)
sugeriram, pela primeira vez, este agente como causador de doencas em
humanos, quando observaram um grupo composto por 12 militares que
apresentou febre mediana e soropositividade para riquétsias do GFM, sendo
que cinco destes exibiram perfil especifico com reatividade maior para o
antigeno de R. amblyommii (MEDEIROS, 2010). Este mesmo agente também é
suspeito de causar doencas na Carolina do Norte, Estados Unidos
(APPERSON et al., 2008).

2.3 Epidemiologia

Rickettsia do GFM foi descrita em diversas regides do mundo. Nas
Ameéricas esta amplamente difundida, registrando-se casos da América do
Norte & América do Sul. Relatos de FM nos Estados Unidos, Canada, México,
Panama, Costa Rica, Colémbia, Brasil e Argentina ja foram descritos.

Até antes de 2002, todos os casos confirmados de FM nas Américas
eram atribuidos a um unico agente, R. rickettsii. Entretanto, R. rickettsii
contribuia com a minoria dos isolados do GFM (PACHECO, 2007).

No Brasil, a FMB é endémica nos estados de S&o Paulo e Minas
Gerais. Antes de 1980, os casos de FMB eram restritos a estes dois estados,
guando no ano de 1981 registrou-se um caso de FMB no estado do Rio de
Janeiro por Gongalves et al. (1981). Posteriormente sendo notificado em todos
os estados da regido Sudeste (DIAS & MARTINS, 1939; SEXTON et al., 1993;
ROZENTAL et al., 2002).

Com a inclusdo da FMB na lista de doencas de notificacdo
compulséria pelo Ministério da Saude em 2001, sucessivos casos da
enfermidade foram relatados em Santa Catarina, Distrito Federal, Parana, Rio
Grande do Sul, Bahia, Ceara e Goias (BRASIL, 2011). Nos Estados Unidos a
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doenca tem sido notificada desde 1920 pelo sistema de vigilancia do pais
(PADDOCK et al., 1999; ANGERAMI, 2011).

Casos confirmados de FMB entre os anos de 1997 a 2011 foram
registrados em quase todas as regides do Brasil totalizando 968 casos,
excetuando a Regiao Norte, onde ndo foram constatados casos da doenca até
o momento (BRASIL, 2011). Ainda de acordo com os dados do Ministério da
Saude, somente no ano de 2011 foram notificados dois casos no Ceara, seis
casos em Minas Gerais, dois casos no Espirito Santo e quatro no Rio de
Janeiro e 39 registros no estado de Sao Paulo. Aléem desses foram confirmados
um caso no Parana, dez casos em Santa Catarina e um caso no Distrito
Federal, totalizando 65 casos confirmados de FMB até o més de outubro de
2011.

Lim et al. (2012) destacaram a especial atencdo dispensada as
riquetsioses em todo o mundo, sendo consideradas doencas de ameaca

emergente global.

2.4 Vetor

Nos Estados Unidos a FMMR é reportada sendo veiculada pelos
carrapatos D. andersoni na costa Oeste e Dermacentor variabilis na costa
Leste. Demma et al. (2006) incriminaram carrapatos da espécie Rhipicephalus
sanguineus como possivel vetor da FMMR no estado do Arizona, Estados
Unidos, a partir de relatos de pacientes que tiveram contato com caes que
apresentavam alta infestacdo por R. sanguineus, dos quais foram obtidos
isolados de R. rickettsii.

A. cajennense é o principal veiculador de R. rickettsii no Brasil (DIAS
& MARTINS, 1939; GUIMARAES et al., 2001), sendo também considerado
como principal vetor da bactéria na Coldombia (PATINO et al., 1937), no México
(BUSTAMANTE & VARELA, 1947) e no Panama (RODANICHE, 1953).

Lemos-Monteiro et al. (1932) foram os primeiros a demonstrar a
capacidade de A. cajennense se infectar por R. rickettsii, através de infeccao
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experimental com cobaias infectadas. Outros estudos analogos testaram a
capacidade de carrapatos dos géneros Argas e Ornithodoros, obtendo
resultados satisfatérios apenas para o segundo (SANTOS, 2007).

A. cajennense possui baixa especificidade parasitaria,
principalmente nos estagios iniciais, larva e ninfa, podendo parasitar inclusive o
homem (ARAGAO, 1911; ARAGAO & FONSECA, 1953; SANGIONI, 2003). E
em todos os estagios evolutivos, tanto a larva, a ninfa, quanto o adulto séo
capazes de transmitir Rickettsia sp. durante o repasto sanguineo (COMER,
1991; SANGIONI, 2003).

Além de A. cajennense, mais duas espécies foram incriminadas
como vetor da FMB, onde R. rickettsii foi isolada de Amblyomma aureolatum
(PINTER & LABRUNA, 2006; LABRUNA, 2009). e Amblyomma dubitatum
comum em capivaras, sendo apontado como possivel vetor, embora isso ainda
néo tenha sido comprovado (SUCEN, 2012). H& registros de deteccao, através
da PCR, de infeccdo de R. parkeri em Amblyomma triste, porém ha poucos
relatos de ocorréncias de A. triste no Brasil; e ainda ndo se tem casos
registrados de picada deste carrapato em seres humanos (SILVEIRA et al.,
2007).

Além dos Estados Unidos, R. sanguineus também foi incriminado
como vetor da FM, na regido de Sonora, México (MARIOTE & BUSTAMANTE,
1944).

Estudos realizados por Moraes-Filho et al. (2009) identificaram no
estado de S&o Paulo R. rickettsii em carrapatos R. sanguineus, assim como
Rozental et al. (2009), demonstraram estes carrapatos albergando Rickettsia
sp. R. sanguineus € o principal carrapato de cdes no Brasil, principalmente em
areas urbanas (LABRUNA et al., 2004). Moraes-Filho et al. (2009) relataram
ainda o frequente parasitismo por parte destes carrapatos em cées de area
urbana, gerando questionamentos a respeito da possivel participacdo de R.
sanguineus no ciclo da FMB, assim como os casos descritos nos Estados
Unidos (WALKER, 2007; CHEN & SEXTON, 2008; ANGERAMI, 2011).
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2.5 Reservatorios e Hospedeiros amplificadores

Os carrapatos dos géneros Dermacentor, Rhipicephalus e
Amblyomma séo considerados importantes reservatérios de R. rickettssii na
natureza (BURGDORFER, 1998). A capacidade de transmisséo da bactéria via
transovariana e transestadial sdo caracteristicas que os incluem na categoria
de potenciais vetores reservatorios, uma vez que o carrapato infectado pode
transmitir tanto horizontal como verticalmente o agente para outras geracoes e
em todos os estagios de vida.

Entretanto, apenas esses mecanismos nao seriam suficientes para
disseminar a bactéria por longos periodos, haja vista, o efeito patogénico que a
mesma causa aos carrapatos, embora em propor¢des inferiores, R. rickettsii
também é patogénica ao hospedeiro invertebrado que a alberga (McDADE &
NEWHOUSE, 1986). O que torna necessario a existéncia de outras fontes de
contaminagéao, para que popula¢cdes de carrapatos nao infectados contraiam a
bactéria e possam dar continuidade ao ciclo, isto €, o0s hospedeiros
amplificadores, que em sua maioria sdo hospedeiros naturais do carrapato
vetor.

Labruna (2006) descreve que para ser um hospedeiro competente, 0
animal dever ocorrer em abundéancia na area endémica, ser um hospedeiro
natural do vetor em condi¢bes naturais, ser susceptivel a infeccdo, manter a
parasitemia em niveis suficientes para infeccao do vetor e ter uma alta taxa de
renovacgao populacional.

Ao manter a riguetsemia durante dias ou semanas, 0 hospedeiro
amplificador possibilita a infeccdo do carrapato ndo exposto anteriormente,
aumentando a taxa de infec¢ao da populacéo do vetor (BURGDORFER, 1988).

Na América do Norte o papel de amplificador de algumas espécies
de pequenos roedores (Microtus pensilvanicus, Pitymus pinetorum,
Peromyscus leucopus e Sigmodon hispidus) ja foi descrito (McDADE &
NEWHOUSE, 1986; BURGDORFER, 1988). No Brasil os principais
hospedeiros amplificadores reportados foram H. hydrochoerus, Didelphis
marsupialis (MOREIRA & MAGALHAES, 1935; TRAVASSOS & VALLEJO,
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1942; LABRUNA, 2006; HORTA et al.,, 2009). O cdo doméstico (Canis
familiaris); o cachorro do mato (Dusicyon sp., sin. Canis brasiliensis); o coelho
do mato (Sylvilagus brasiliensis, sin. Sylvilagus minensis); o prea (Cavia
aperea); e a cutia (Dasyprocta azarae) também foram incriminados como
hospedeiros amplificadores de R. rickettsii (MOREIRA & MAGALHAES, 1935).
Demma et al. (2006) sugeriram o papel de hospedeiro amplificador do cé&o
domeéstico, a partir de estudos realizados, quando identificaram R. rickettsii em
R. sanguineus que infestavam os cées.

Além desses animais, 0s equinos também figuram na lista de
possiveis hospedeiros amplificadores, uma vez que apresentam altos titulos de
anticorpos anti-Rickettsia rickettssii, sdo assintomaticos e constituem-se como
hospedeiros primarios de A. cajennense (LEMOS et al., 1996; SANGIONI et al.,
2005). Tais caracteristicas corroboram com as descricbes de Labruna (2006)
para o hospedeiro amplificador competente.

Estudos realizados no estado de Séo Paulo com caes, humanos e
equinos, apontaram este Ultimo como um potencial animal sentinela,
demonstrando que equinos sororreagentes sao forte indicadores de FM em

areas onde os humanos estao expostos ao vetor (SANGIONI et al., 2005).

2.6 Patogenia

Para desenvolver um quadro de FM além de entrar em contato com
o carrapato infectado € necessario que o artropode passe de cinco a dez horas
fixado ao homem para que ocorra a transmissdo (COMER, 1991; SANGIONI,
2003). Isso se deve a uma reativacdo das riquétsias presentes na glandula
salivar do vetor, que se encontra em um estado de baixa viruléncia e passa
para outro de alta patogenicidade (WALKER, 1989; PAROLA et al., 2005;
CHEN & SEXTON 2008; ANGERAMI, 2011).

O periodo de incubacdo da FM varia de dois a 14 dias, com média
de sete dias apos a fixacdo do carrapato. A disseminacdo da bactéria se da
pela rede linfatica e hematogénica para os principais tecidos e 6rgdos incluindo
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pele, musculos esqueléticos, cérebro, pulmdes, coracao, rins, baco, figado e
segmentos do trato gastrintestinal (WALKER, 1989; ANGERAMI, 2011). Onde
as células do endotélio vascular constituem o principal sitio de infeccao.

A bactéria multiplica-se nas células endoteliais, produzindo enzimas
toxico-celulares, causando disturbios vasculares e tissulares (MARTINS, 2009).
Observa-se um quadro de vasculite generalizada, resultado da destruicdo das
células endoteliais dos vasos sanguineos devido a acdo das riquétsias
(WALKER & MATTERN, 1980).

Dentre as espécies de riquétsias do GFM, R. rickettsii destaca-se
por sua alta patogenicidade, seguida pela R. parkeri, com patogenicidade
moderada, seguida pelas demais com patogenicidade baixa ou indefinida, além
daquelas apatogénicas como é o caso da Rickettsia peacockii e Rickettsia
montanensis (WALKER et a., 2008).

Burgdorfer (1970) destacou que, em linhas gerais, as riquétsias
patogénicas nao sao distinguiveis das ndo patogénicas pelos aspectos
morfologicos e bioquimicos. Contudo tanto as riquétsias ndo patogénicas como
as de patogenicidade indefinida apresentam um papel fundamental na
epidemiologia da doencga, pois carrapatos infectados por riquétsia nao
patogénica se tornam incapazes de transmitir via transovariana a infeccao por
outra espécie patogénica (BURGDORFER, 1988; MACALUSO et al., 2002;
PACHECO, 2007).

Na FMB causada por R. ricketsii, 0s sintomas iniciais incluem febre,
nduseas, cefaléias, mialgias e méaculas (GUIMARAES et al., 2001) que se ndo
instituido o tratamento com antecedéncia, evolui para infeccdo generalizada
com complicacdes pulmonares, vasculares, ocorrendo desidratacdo, choque,
coma e Obito do paciente (GALVAO, 1993). Quando n&o tratada
imediatamente, a FMB por este agente tem letalidade de 30% (ANGERAMI et
al., 2006).

Ja a FMB causada por R. parkeri apresenta-se de forma mais
branda e sem letalidade. Alguns estudos tém demonstrado ocorrer variacdo na
sintomatologia da FMB, principalmente pela variedade de agentes. A

associacdo entre febre, cefaléia e exantema compde a triade clinica classica
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da FM, sendo descrita nos Estados Unidos com frequéncia entre 44 e 70% dos
casos (DANTAS-TORRES, 2007).

A natureza semelhante das rigquétsias confere-lhes um alto grau de
dificuldade de identificacao, sobretudo quanto a composicdo da parede celular
apresentando grande quantidade de lipopolissacarideos (LPS); entretanto, a
presenca das proteinas de membrana externas OmpA, especifica das bactérias
do GFM, e a OmpB presente em R. rickettsii conferindo-lhe seu potencial
patogénico, caracteristicas antigénicas e imunogénicas, sao fundamentais para
o diagnéstico sorologico e caracterizacdo génica (PAROLA et al., 2005;
DANTAS-TORRES, 2007; CHEN & SEXTON, 2008; ANGERAMI, 2011).

Em virtude da similaridade entre as espécies e o0 retardo no
diagndstico e consequentemente no tratamento, a taxa de letalidade da doenca
€ alta, principalmente em areas ndo endémicas.

As taxas de letalidade e mortalidade da FM variam entre 10-40% e
20-30%, no Brasil, respectivamente, em virtude principalmente das dificuldades
em concluir o diagnéstico com rapidez e estabelecer o tratamento imediato
relacionada & sintomatologia pouco especifica (GALVAO et al., 2005;
ANGERAMI et al., 2006; CHAPMAN et al., 2006).

2.7 Diagnéstico

O diagnostico clinico da FM baseia-se na sintomatologia clinica
apresentada pelo paciente, tais como os descritos na patogenia, associado a
anamnese relacionada sobretudo a exposicdo do paciente ao vetor e a areas
de riscos como éareas rurais e zonas de mata. O histérico de exposicdo a
carrapatos devem ser levados em consideracédo, uma vez que S80 0s principais
transmissores da bactéria (GASSER et al., 2001).

Contudo a aproximacdo do A. cajennense das areas urbanas e a
demonstracdo cientifica da infeccdo de espécies de “carrapatos urbanos”,
como o R. sanguineus, tem dificultado a conclusdo do diagnostico, uma vez

que torna a FMB uma enfermidade n&do s6 de zona rural, mas também do meio
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urbano, o que torna necessario a prova laboratorial rapida e eficaz para auxiliar
e fechar o diagnastico.

O diagnostico laboratorial da FMB se fundamenta principalmente em
provas soroldgicas (CHEN & SEXTON, 2008). A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) recomenda desde 1987 a utilizacdo da Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) com antigenos especificos. Constituindo
assim, este método como o padrédo ouro dentre os métodos sorolégicos (WHO,
1988).

A RIFI baseia-se na deteccéo de imunoglobulinas das classes IgM e
IgG, com uma sensibilidade entre 94 a 100% (DUMLER, 1996; PAROLA et al.,
2005) e especificidade préoxima de 100% quando utilizado antigenos
especificos (WALKER, 1989; PAROLA et al., 2005). A IgM € um anticorpo que
sugere evidéncias recentes de exposicdo a antigenos, contudo seu uso
rotineiro € limitado no Brasil, sendo comumente empregado a IgG, anticorpo de
memoria tardia, que possibilita detectar anticorpos anti-riquétsiais apés a
segunda semana do inicio da doenca. Portanto, o diagnostico definitivo podera
ser tardio em alguns casos (LA SCOLA & RAOULT, 1997).

A confirmacdo do diagnostico é feito a partir da interpretacdo da
titulacdo, onde titulagdes iguais ou superiores a 1:64 em Unica amostra, ou uma
diferenca minima de quatro vezes o titulo entre amostras de soro pareadas,
coletadas com intervalo de duas a quatro semanas, confirmam o diagnostico
(BRASIL, 2005). Esse critério vem sendo utilizado em varias pesquisas
soroldgicas utilizando animais sentinelas no Brasil, para determinar o provavel
agente causador da infeccdo (HORTA et al., 2004; FREITAS et al.,, 2006;
LABRUNA et al., 2007; PINTER et al., 2008; TAMEKUNI et al., 2008).

Galvéao et al. (2005) ressalta que a RIFI apesar de ser um teste
altamente sensivel, ndo distingue as espécies testadas, em virtude da
possibilidade de reacdo cruzada. Entretanto, quando utilizado antigeno
especifico, o titulo resultante é mais elevado (PHILIP et al., 1978).

Outros meétodos sorolégicos, como Fixacdo de Complemento (FC),

hemaglutinacdo indireta (HI) e Western-blot (WB) ja foram padronizados, mas
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tem seu uso limitado a pesquisas cientificas (WAKLER, 1998; PAROLA et al.,
2005; CHEN & SEXTON, 2008; ANGERAMI, 2011).

Os métodos de diagnostico direto empregados sdo Isolamento em
Cultura de Células e a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

O isolamento de riquétsias € considerado o exame mais apropriado
para identificacdo da espécie infectante (PAROLA et al.,, 2005; CHEN &
SEXTON, 2008; ANGERAMI, 2011); entretanto, as caracteristicas intrinsecas
do agente predispde as dificuldades técnicas e operacionais comprometendo
seu emprego no cotidiano. Ainda mais, ndo sao cultivadas em meios artificiais
rotineiramente empregados na microbiologia, sendo viavel seu cultivo apenas
em meios de culturas de células ou inoculacdo em animais (PAROLA et al.,
2005).

Para realizar o isolamento do patdgeno, utiliza-se plasma, triturado
de coagulo, bidpsia de pele, tecidos de necropsia e mesmo os artrépodes
(LABRUNA, 2006). O isolamento em cultivo celular é realizado em células Vero
geralmente associada a técnica de “Shell Vial”, que favorece a penetragao da
bactéria para o interior da célula. Este procedimento tem permitido alcancar
bons indices de isolamento. A desvantagem é que este procedimento pode
levar algumas semanas (RAOULT & PAROLA, 2007).

O emprego da biologia molecular, através de PCR e
sequenciamento para deteccao e identificacdo de riquétsias, tem sido utilizado
em diversos laboratérios. O método se baseia na amplificacdo dos genes
Citrato sintase, OmpA e OmpB.

A PCR fornece resultados rapidos e é a prova de eleicdo para um
diagndstico precoce, fornecendo resultado antes da soroconversao (LA SCOLA
& RAOULT, 1997). Entretanto, a utilizacdo desta técnica para deteccdo de
Rickettsia spp. em sangue de animais vertebrados normalmente é rara, pois o
periodo de riquetsemia dura poucos dias, resultando na migracdo da bactéria
para seu sitio de acdo, as células do endotélio vascular (BURGDORFER,
1988). Em contrapartida a deteccdo de Rickettsia spp. através da PCR em
espécies de carrapatos tem sido amplamente utilizada em estudos
epidemiolégicos ou em surtos de riquetsioses.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Detectar e caracterizar Rickettsia, e identificar os principais
ectoparasitas potencialmente vetores de patdgenos em equinos do grupamento

racial “cavalo baixadeiro” da regido da Baixada Maranhense.

3.2 Especificos

Verificar 0 manejo sanitario e nutricional dos cavalos baixadeiros;

Detectar Rickettsia em cavalo baixadeiro através de RIFI;

Identificar os principais ectoparasitas de equinos da Baixada
Maranhense;

Detectar, por meio de PCR, Rickettsia em ectoparasitas
potencialmente vetores de patégenos;

Sequenciar e caracterizar Rickettsia em ectoparasitas de cavalos;

Fornecer dados epizootiologicos aos oOrgaos de defesa e saude

animal.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Local

A microrregido da Baixada Maranhense esta inserida na
Mesorregiao Norte Maranhense, sob as coordenadas 01°59’-04°00’S; 44°00’-
45°33'W, abrangendo uma area total de 17.579,366 Km?, com uma populacéo
total estimada de 518.241 habitantes distribuidas em 21 municipios (IBGE,
2011). A Baixada Maranhense caracteriza-se por possuir um relevo plano
suavemente ondulado, com extensos campos rebaixados inundaveis durante o
periodo chuvoso, constituindo o maior conjunto de bacias lacustres da regiao
Nordeste do Brasil. Constitui-se ainda, como &rea de preservagdo ambiental
(APA) (Figura 1), banhada pelos rios Mearim, Pindaré, Pericumda, Turiagu,
Grajau e Aura. A regido possui extensos conjuntos de lagos e lagoas naturais,
denominados também de pantanal amazoénico, que incorpora uma complexa
interface de ecossistemas, abrigando rica fauna e flora aquéatica e terrestre
(PINHEIRO et al., 2005). Apresenta temperatura média anual de 26 a 27 °C,
com proximidade maritima que exerce grande influéncia na temperatura do ar
contribuindo para os elevados valores anuais de umidade relativa do ar em
torno de 79 a 82% e indices pluviométricos que variam de 2000 a 2400 mm
durante o ano.

Foram coletadas amostras em equinos dos municipios de Santa
Helena, Pinheiro e Viana. O processamento das amostras foi realizado no
Laboratério da Fazenda Escola de S&o Bento/UEMA, no Laboratério de
Parasitologia Veterindria do Curso de Medicina Veterinaria/lUEMA e no
Laboratério de Doencas Parasitérias do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Animal (VPS), da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o Paulo (USP).
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UNIDADES DE CONSERVACAO E AREAS AFINS
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Figura 1. Areas de Preservacdo Ambiental do Estado do Maranhdo. Fonte:

HTTP://uema.br/labgeo/labeo.htm

4.2 Animais

No periodo de maio de 2011 a maio de 2012 foram amostrados 258
equinos do grupamento racial “cavalo baixadeiro”, independente de sexo, idade
e estado fisiol6gico e submetidos ao mesmo sistema de manejo. Para cada
animal amostrado foi preenchido um questionario individual contendo

informacdes sobre manejo sanitario e nutricional fornecidas pelos criadores. Os
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cavalos baixadeiros sdo popularmente conhecidos pela sua baixa estatura,

porte fisico pequeno, grande forca e ao mesmo tempo leveza.

4.3 Coleta de sangue e diagndstico indireto de Rickettsia

Foram coletados diretamente da veia jugular 5mL de sangue
utilizando agulha hipodérmica para tubo a vacuo. As amostras foram
centrifugadas a 3600 giros por cinco minutos para obtencao do soro sanguineo
e, em seguida, aliquotados em microtubos do tipo eppendorf, em duplicata,
previamente identificados e acondicionados a -20°C até a realizacdo da
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para o género Rickettsia.

Para a pesquisa de Rickettsia utilizou-se os antigenos das espécies
Rickettsia rickettsii (cepa Taiagu), Rickettsia amblyommii (cepa Ac37) e
Rickettsia bellii (cepa Mogi) Labruna et al. (2007). Na triagem os soros foram
testados inicialmente na diluicdo de 1:64 contra antigenos das espécies acima
descritas e, no caso de reacgao positiva, diluicdes seriadas foram realizadas até

a obtencdao da titulac&o final segundo protocolo descrito por Horta et al. (2004).

4.4 Coleta e PCR dos carrapatos

Os animais amostrados foram inspecionados visual e manualmente
para a pesquisa de ectoparasitas e quando presentes eram coletados e
acondicionados em frascos contendo alcool a 70% como conservante e
identificados de acordo com o animal amostrado, para posterior identificacédo
morfolégica. Para identificacdo dos carrapatos foi utilizada lupa estereoscépica
seguindo critérios morfolégicos da chave descrita por Barros-Battesti et al.
(2006).

Apos a identificacdo os espécimes de carrapatos foram preservados

em &lcool isopropilico para conservacdo até o momento da extragdo do acido
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desoxirribonucleico (DNA) pelo método de Isotiocianato de Guanidina (GT)
descrito por Chomekzynski (1993), adaptado por Sangioni et al. (2005).

Os carrapatos foram processados individualmente, considerando
espécie, sexo e estagio, e testados por Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR) com os seguintes iniciadores CS-78 e CS-323 para fragmento de 410pb
do gene Citrato Sintase (gltA) de Rickettsia spp. segundo Labruna et al. (2004).

As amostras de DNA positivas para o gene gltA foram submetidas
ao segundo teste de PCR, utilizando os iniciadores Rs190.70p e Rs 190.602n
para fragmentos do gene outher membrane protein A (OmpA) (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo dos iniciadores utilizados nos testes de PCR para
diagndstico de Rickettsia sp. em carrapatos coletados de equinos amostrados
no periodo de maio de 2011 a maio de 2012 na regido da Baixada

Maranhense, MA

Gene alvo Especificidade Sequéncia dos iniciadores Fragmento Referéncia
(5 —3) amplificado (pb)
gltA
CS-78 GCAAGTATCGGTGAGGATG
e Rickettsi 401 Labruna et al.,
énero Rickettsia
TAAT 2004
CS- 323 GCTTCCTTAAAATTCAATAA
ATCAGGAT
OmpA
I
Rr 190.70 ATGGCGAATATTTCTCCAAA
Grupo da Febre Regnery et
A 632
Maculosa al., 1991
Rr 190.701 GTTCCGTTAATGGCAGCAT
CT

4.5 Sequenciamento de Nucleotideos

Os fragmentos de PCR positivos sugestivos para riquétsias foram

purificados utilizando o kit ExoSAP-IT (USB® Corporation), seguindo instrugdes
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do fabricante (2ul de ExoSAP e 5 pl de DNA amplificado) em seguida as
amostras foram colocadas no termociclador nas temperaturas de 37°C por 15
minutos e 80°C por mais 15 minutos. Posteriormente os fragmentos de PCR
purificados submetidos ao seqienciamento direto de DNA, utilizando o kit “Big
Dye 3.17, de acordo com instrugdes do fabricante (4 pl de DNA purificado —
concentragao maxima de 100ng, 1 upl de agua miliQ, 0,75 pl de “Big Dye”, 1 ul
de iniciadores especificos e 3,25 ul de “save money”) em sequenciador
automatico ABI 377 (Applyed Biosystem, Foster, CA). As sequéncias obtidas
foram submetidas a andlise sistémica do software BLAST analysis (ALTSCHUL
et al., 1990) para determinagdo da homogeneidade com outras espécies de

riquétsias.

4.6 Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados através de tabelas de contingéncias
com as diferentes variaveis. A comparacdo dos dados foi feita pelo teste Qui-
Quadrado e calculo de “Odds Ratio” para cada variavel. Para os testes
estatisticos foi utilizado o programa computacional Epilnfo versdo 6 de 1993 e
versao 3.4.3 de 2007.

4.7 Comité de Etica

Esta pesquisa foi desenvolvida dentro dos padrées e normas do Comité
de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Estadual do Maranh&o, sob
0 numero de protocolo 011/2012, sendo aprovado, por atender as normas da
Resolu¢cdo do CFMV n°1000/2012 e a Lei n°® 11794/2008. Segue em anexo a
declaracdo do CEEA/UEMA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 258 equinos amostrados, 37 animais, representando
14,34%, eram do municipio de Santa Helena, 60 (23,26%) do municipio de
Viana e 161 (62,40%) de Pinheiro.

Com base no questionario aplicado aos criadores e tratadores dos
animais pesquisados, o rebanho de cavalo baixadeiro criado no sistema
extensivo € predominantemente formado por fémeas com 64,34% em relacao
aos machos, que representaram 35,66% dos animais amostrados, 166 e 92,
respectivamente. I1sso se deve ao tipo de exploracdo praticada na regiao, em
que geralmente as fémeas séo retidas no plantel para reproducdo, como
matrizes e as potrancas para reposi¢cao, enquanto os potros nascidos, em sua
maioria sdo comercializados para auxiliar no manejo do rebanho bovino e
bubalino, de modo que, uma pequena parcela dos machos remanescentes ao
lote € destinada a reproducédo e reposicdo de garanhdo. A caracterizacdo da

exploracdo dos equinos € demonstrada na figura 2.
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Figura 2. Caracterizacdo da exploracdo, quanto a utilidade, de 258 equinos amostrados no

periodo de maio de 2011 a maio de 2012 na regido da Baixada Maranhense, MA.
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O sistema de criagdo do cavalo baixadeiro € predominantemente
extensivo, onde os animais sao divididos em lotes liderados por um garanhao
cada, convivendo livres nos campos inundaveis da baixada, com escassez de
manejo nutricional e deficiéncia no manejo sanitario. Verificou-se que os 258
(100%) cavalos amostrados alimentavam-se basicamente de pastagem nativa
Paratheria préstata (capim-marreca), uma pequena parte, cerca de 3,88% (10)
e 3,49% (9) alimentavam-se concomitantemente de milho e capim quicuio
(Pennisetum clandestinum), respectivamente.

Quanto ao manejo sanitario, 231 (89,53%) equinos nao eram
vacinados para nenhum patdégeno, e somente 27 (10,47%) animais receberam
algum tipo de vacina, dos quais 100% dos animais vacinados recebiam doses
de imundégenos para toxoides de Clostridium botulinum.

Quanto as doencas parasitarias, 0 manejo sanitario caracterizou-se
pelo emprego de endoparasiticidas e ectoparasiticidas. Um total de 94 equinos,
compreendendo 36,43% do rebanho foram vermifugados, sendo a Doramectina
injetdvel e azeite de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) por via oral
empregados em 41 e 37 animais (43,62 e 39,36%), respectivamente. Relatou-
se administracdo de pasta oral a base de Febendazol em 16 animais (17,02%)
do rebanho vermifugado. Todavia, 164 (63,57%) equinos nao eram
vermifugados. Estes dados ratificam a deficiéncia e inadequacdo do manejo
sanitario empregado e ignora a aplicacdo da vermifugacdo estratégica,
predispondo os animais a varias enfermidades.

Santos et al. (2005) obtiveram taxas de 80 e 100% de vermifugacéao,
em propriedades de criacdo de cavalo pantaneiro no estado de Mato Grosso,
no sistema extensivo e semi-intensivo, respectivamente. Estes autores
realizaram inquérito investigativo considerando apenas as propriedades,
diferindo dessa pesquisa na qual foi investigado por animal amostrado. Além
disto, o sistema de criacdo do cavalo baixadeiro difere-se do cavalo pantaneiro,
embora haja semelhanca no ambiente dos campos inundaveis, uma vez que as
propriedades no pantanal mato-grossense sao delimitadas. Os autores relatam
ainda que a maioria das fazendas amostradas possuiam entre 5.000 e 25.000
hectares. Diferindo-se dos campos da baixada maranhense, onde os cavalos
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baixadeiros séo criados soltos, sem delimitacfes fisicas, ou seja, animais de
varios proprietarios cohabitam no mesmo espaco em constante contato,
caracteristica intrinseca do manejo da Baixada Maranhense.

Quanto ao uso de drogas ectoparasiticidas, 60,85% dos animais
amostrados foram submetidos a aplicacdo de produtos com esta finalidade, e
em 39,15% nao foram administradas quaisquer drogas. Valores semelhantes
foram observados por Santos et al. (2005) em fazendas do Pantanal, Mato
Grosso, onde obtiveram taxas de 60 e 80% para o0 sistema extensivo e 0 semi-
intensivo, respectivamente. Um dos fatores que sugerem o alto indice de
aplicacdo de produtos ectoparasiticidas comparado a vacinacdo e a
vermifugacdo, é a visualizacdo macroscépica do ectoparasita associada ao
baixo custo do tratamento empregado.

As drogas quimicas empregados no controle de ectoparasitas
compreendiam basicamente os concentrados a base de Cipermetrina para
pulverizacdo e Fosforados associados a Violeta Genciana, representando
28,66% para ambos; além do endectocida Doramectina. A maioria dos
criadores utilizava como controle de ectoparasitas uma formulacdo empirica a
base de solucéo tépica de duas partes de déleo queimado para uma parte de
cresol (2:1), aplicada no pavilhdo auricular e regido perianal, totalizando
67,52% (106) dos casos investigados. O que demonstra a deficiéncia do
manejo associada a falta de informacfes técnicas e assisténcia veterinaria,
uma vez que o uso desta formulacao além de ndo possuir resultados cientificos
comprovados, pode causar sérios danos a saude do animal, como alergias,
dermatites, intoxicacfes ou até mesmo otites graves.

Ressalta-se que a regido anatbmica utilizada nessa forma de
tratamento sugere nao apresentar efeito sob o ixodideo A. cajennense, haja
vista, que este é mais frequente na regido peitoral, inguinal e cabeca, sendo
ocasionalmente encontrado no pavilhdo auricular, microhabitat este
caracteristico do Dermacentor nitens.

Em virtude da falta de um manejo adequado para controle de
carrapatos, e, sendo estes veiculadores de vérios patdgenos, tais como
Babesia e Rickettsia, estes animais estdo sempre expostos ao risco de
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contrairem diversas infec¢des. As riquétsias sdo consideradas uma doenca de
ameaca de emergéncia global (LIM et al., 2012).

Das 258 amostras de soro submetidas a RIFI, 152 amostras foram
sororreagentes, representando assim, 58,91% das amostras testadas para o
género Rickettsia. Recentes estudos realizados no estado do Piaui apontaram
52,3% de equideos sororreagentes (LOPES, 2012). Demonstrando assim uma
similaridade na ocorréncia de Rickettsia sp. nho Maranhdo e Piaui com alta
prevaléncia em areas ndo endémicas, sugerindo, portanto a circulacdo da
bactéria nesses estados. Medeiros (2010), detectando anticorpos anti-
riquétsias do GFM em equinos do estado de Santa Catarina obtiveram taxa de
18,66% de animais soropositivos.

As 152 amostras reagiram a pelo menos um dos antigenos testados
(R. rickettsii, R. amblyommii e R. bellii), desse modo 77 (50,66%) das reacdes
foram inconclusivas para a determinacdo do provavel antigeno. J& em 39
amostras (25,66%) as reacfes apontaram para R. amblyommii como provavel
antigeno. Enquanto, em 36 amostras (23,68%) as reacfes determinaram R.
bellii como provavel antigeno reagente. Desta forma duas espécies foram
sugestivas através da RIFI com titulos quatro vezes maior em relacdo as outras
espécies testadas (Figura 3).

Recentes estudos direcionados a investigacdo sorologica de
Rickettsia sp. foram desenvolvidas no Maranh&o. Costa (2011), pesquisando a
soroprevaléncia de Rickettsia em caes da microrregido de Chapadinha obteve
18,9% (61/322) das amostras sororeagentes e R. amblyommii como provéavel
antigeno responsavel pela infeccdo natural, naquela regido. Enquanto, Silva
(2012), também em cées, obteve 1,67% (5/300) das amostras reagentes para
alguma espécie de Rickettsia, onde determinou R. rickettsii como provavel
antigeno em uma amostra de soro, R. amblyommii em duas amostras de soro e
as outras duas inconclusivas para determinacao do provavel antigeno.

Ao considerar o papel epidemiologico das espécies ja estudadas no
Maranh&o, os equinos sao considerados reservatorios e quase nado apresentam
sinais de FMB quando comparado aos caes, Haydon et al. (2008) né&o

observaram manifesta¢cdes clinicas por Rickettsia em equinos, além disto, os
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animais amostrados nessa pesquisa possuem um importante papel de
reservatorio de Rickettsia. Em cdes os casos clinicos de FM por R. rickettsii ja
foram descritos nos Estados Unidos (McDADE & NEWHOUSE, 1986). No
Brasil, Piranda et al. (2008) descreveram os sintomas clinicos em caes apos
infecgdo experimental por R. rickettsii. Posteriormente, Labruna et al. (2009)
reportaram os primeiros casos de infeccdo natural em cédes provenientes do
estado de Sdo Paulo. Tais relatos elucidam a maior prevaléncia de animais
soropositivos em equinos em detrimento dos caes, uma vez que 0S equinos
nao sofrem alteracdes clinicas aparente, demonstrando assim maior resisténcia

a infeccao por riquétsias.

Frequéncia %

R. amblyommii R. bellii Rickettsia spp.

Provabel antigeno

Figura 3. Determinag&o do provavel antigeno de Rickettsia pela Reagdo de Imunofluorescéncia

Indireta em amostras sororreagentes de equinos da Baixada Maranhense, MA

Considerando os trés municipios amostrados, dos 152 soros que
reagiram, 15,79%, das amostras eram do municipio de Santa Helena que
apresentou ocorréncia de 64,86% (24/37), 65,79%, com 100 amostras de

Pinheiro que apresentou ocorréncia de 62,11% (100/161) e 18,42% (28
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amostras) oriundos de Viana, cuja ocorréncia foi de 46,66% (28/60),
considerando o nimero de amostras sororreagentes e o niumero de animais
amostrados no municipio. Desta forma, ndo foi observado diferencas
estatisticas entre os municipios (p>0,05) (Tabela 2). Demonstrando, portanto, a
semelhanca das areas pesquisadas quanto a exposicdo do equino e o risco
uniforme que este animal possui para contrair riquétsias, em virtude

principalmente do manejo e do ambiente que se encontra.

Tabela 2. Distribuicdo das amostras sororreagentes considerando o0s
municipios pesquisados no periodo de maio de 2011 a maio de 2012 na regiao

da Baixada Maranhense, MA

Amostras  reagentes  por | Amostras reagentes considerando
Municipio municipio pesquisado total de amostras positivas
N % N %
Santa Helena® 24 64,96 24 15,79
Pinheiro® 100 62,11 100 65,79
Viana® 28 46,66 28 18,42

1. Santa Helena X Pinheiro: p>0,99
2. Santa Helena X Viana: p>0,43
3. Pinheiro X Viana: p>0,33

a. Letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si.

A maior titulacdo observada foi de 1:2048 em uma amostra de soro
de Pinheiro, com provavel antigeno da espécie R. amblyommii. A titulacdo mais
frequente foi de 1:256 para R. bellii em 41 amostras. Ainda para esta espécie, a
maior titulacdo registrada foi 1:512 em 27 oportunidades. J& para R.
amblyommii as titulacfes 1:128 e 1:256 se repetiram 36 vezes. Observou-se
em R. rickettsii titulacdo de 1:64 em quatro amostras e 1:128 em cinco

amostras (Figura 4).
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W Rickettsia rickettsii = Rickettsia amblyommii ® Rickettsia bellii
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Figura 4. Titulagdo maxima e minima para as trés espécies de Rickettsia sp. testadas pela
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta em amostras sororreagentes de equinos

da Baixada Maranhense, MA

Observando isoladamente a titulacdo encontrada nas 152 amostras
sororreagentes, considerando as trés espécies testadas, verificou-se
ocorréncia de 5,92% (9/152) para R. rickettsii, 82,89% (126/152) para R.
amblyommii e 84,87% (129/152) para R. bellii, sendo o primeiro registro de
titulacdo positiva para estas espécies em equinos no Maranhdo. Ressalta-se
gue nao ha evidéncias de que R. bellii seja patogénica para homem e animais,
entretanto possui grande importancia na epidemiologia da FMB, uma vez que
infectando o0s carrapatos nao permite que 0S mesmos transmitam via
transovariana uma outra espécie patogénica (BURGDORFER, 1988),
garantindo assim niveis baixos de transmissdo vertical da bactéria nos
carrapatos.

Diversos estudos realizados em areas endémicas tem demonstrado
o papel do equino como reservatorio de riquétsias causadoras da FMB. Horta
et al. (2004), estudando a soroprevaléncia da FMB em areas endémicas de
Sédo Paulo, registraram taxas de 77% para R. rickettsii com titulos variando

entre 64 a 4.096. Os valores reportados pelo autor considerando areas
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endémicas possuem similaridade com outros trabalhos nessa mesma regiéo.
Sangioni et al. (2005), avaliando a soroprevaléncia da FMB em propriedades
de areas endémicas e ndo endémicas do estado de S&o Paulo registraram
variacao entre 57 a 90% em propriedades de areas endémicas. Tais resultados
sugerem a integracdo hospedeiro, vetor e agente etiolégico com o ambiente,
resultando em taxas mais elevadas em areas endémicas quando comparada
com areas nao endémicas. Uma vez que o mesmo Estudo realizado por
Sangione et al. (2005) ndo registraram equinos sororreagentes nas
propriedades de areas ndao endémicas. Além disto, a titulagdo reportada nesta
pesquisa apontam valores muito abaixo dos relatados por Horta et al. (2004),
gue permite implicar que o cavalo no Maranhdo nao é um eficiente hospedeiro
amplificador para este patégeno.

Moraes-Filho et al. (2009), avaliando a soroprevaléncia de R.
rickettsii em equinos do Centro de Controle de Zoonoses do municipios de S&o
Paulo, observaram taxas de 17,5%. Achado bastante inferior a outros estudos
de areas endémicas, todavia os animais amostrados por estes autores s&o
oriundos de centros urbanos, que por sua vez, sdo areas com menor
frequéncia de A. cajennense, onde o0 carrapato mais abundante € o
Amblyomma aureolatum, que tem como principal hospedeiro os cées,
sugerindo portando a reducéo da infeccdo em equinos.

Quanto a presenca de ectoparasitas, constatou-se somente
infestacdo por carrapatos. Sendo que 220 (85,27%) dos animais estavam
infestados por uma ou mais espécies, enquanto 38 animais (14,73%) nao
foram observados infestacdo por ectoparasitas. Foram identificados carrapatos

das espécies, D. nitens, A. cajennense e R. (B.) microplus (Figura 5).
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Figura 5. A — Amblyomma cajennense macho e seu escudo ornamentado (seta); B —
Rhipcephalus (Boophilus) microplus macho, observa-se os dois pares de placas
adanais (seta preta) e capitulo em forma de hexagono (seta vermelha); C —

Dermacentor nitens macho, placa espiracular caracteristica (seta).

D. nitens destacou-se com parasitismo em 217 animais (98,64%)
fato este ja esperado, uma vez que este carrapato possui completa
especificidade com o hospedeiro, sendo este encontrado ndo s6 em seu micro
habitat, o pavilhdo auricular, como também em outras regibes do corpo, tais
como chanfro, crina, peito, regido perianal e pélvica, em alta infestacdo. A alta
taxa de infestacdo por ixodideos demonstra a ineficiéncia do controle de
carrapatos realizado no cavalo baixadeiro.

Verificou-se também parasitismo em quatro animais (1,82%) por R.
(B) microplus. Ressalta-se ainda, que em nenhum dos casos de infestagéo por
R. (B) microplus foi verificado o monoparasitismo, e em todos 0s eventos,
estava associado ao D. nitens com indice de afinidade parasitaria de 0, 036
(SERRA-FREIRE, 2002), sugerindo, portanto uma baixa afinidade parasitaria
com 0s equinos.

O primeiro relato, no Brasil, do parasitismo natural de R. (B)
microplus em equinos foi realizado por Rohr (1909). O parasitismo por esse
carrapato ocorre em diversos estados do Brasil (ARAGAO, 1936). Contudo em
equinos, 0 parasitismo por esta espécie sugere alteragcbes em seu ciclo
biolégico. Em estudos experimentais verificando o parasitismo de R. (B)
microplus em equinos, Franque et al. (2009) concluiram que este carrapato

apresenta alteracbes em sua biologia, caracterizada principalmente pelo
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aumento do periodo parasitério e pela diminuicdo na taxa de recuperacao de
teledginas. Este achado corrobora aos trabalhos reportados por Bittencourt et
al. (1990) que nao obtiveram recuperacao de teledginas a partir da inoculacéo
de larvas de R. (B.) microplus em equinos.

Verificou-se ainda que 10 animais (4,55%) apresentaram infestacao
por A. cajennense. Em apenas trés animais (1,36%) ocorreram
monoparasitismo por apenas esta espécie de carrapato (Tabela 3).

Diversos estudos tem reportado o parasitismo em equinos pelas trés
espécies de carrapatos identificadas neste estudo. Martins et al. (2008)
estudando o ectoparasitismo em éguas da raca Mangalarga Machador no Rio
de Janeiro, obteve a frequéncia de 82,5 e 17,% para as espécies A.
cajennense e D. nitens, respectivamente. No entanto, Labruna et al. (2001 e
2002) encontraram 50 e 95%, respectivamente, para as espécies A.
cajennense e D. nitens. Esses resultados demonstram a especificidade entre A.
cajennense e 0s equinos, que em muitos trabalhos é reportado como principal
hospedeiro desse carrapato, colocando-os como os principais hospedeiros
amplificadores da FMB em areas endémicas.

Contudo, no Maranhdo Guerra & Brito (2004) encontraram apenas
as espécies D. nitens e R. (B) microplus em equinos da llha de Sao Luis e esta
dltima em apenas um equino. Os resultados aqui apresentados corroboram
com os achados de Guerra & Brito (2004), embora o presente estudo tenha
registrado a ocorréncia de A. cajennense na taxa 4,55%, esses dois estudos no
Maranh&o sugerem que A. cajennense se comporta diferente nesta regido.
Ressalta-se ainda que o registro desse carrapato em um estudo e a auséncia
em outra é reportada em virtude da origem dos animais, Guerra & Brito (2004)
amostraram animais da Microrregido da Aglomeracdo Urbana de Sé&o Luis,
enquanto a presente pesquisa foi realizada em equinos da Microrregido da
Baixada Maranhense, onde os animais séo criados extensivamente, livres nos
campos com maior contato com zonas de mata, ambiente este favoravel ao A.

cajennense.
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Tabela 3. Distribuicdo quanto a infestacdo por carrapatos considerando o tipo

de parasitismo em equinos no periodo de maio de 2011 a maio de 2012 na

regido da Baixada Maranhense, MA

Tipo de parasitismo

Espécie de carrapato

Monoparasitismo

N I %
D. nitens 206 93,64
A. cajennense 3 1,36

Espécie de carrapato

Associacoes

N | %
D. nitens e A. cajennense 3,18
D. nitens e R. (B) microplus 4 1,82

Utilizou-se um total de 115 carrapatos adultos machos e fémeas,

sendo 92 de D. nitens, 18 de A. cajennense e cinco de R. (B.) microplus os

quais foram processados individualmente para obtencdo do DNA (Tabela 4)

para pesquisa de Rickettsia sp. nos carrapatos foi realizada a PCR das trés

espécies de carrapato identificadas.

Tabela 4. Quantitativo de carrapatos coletados em equinos da Baixada

Maranhense, no periodo de maio de 2011 a maio de 2012, submetidos a

Reacgdo em Cadeia de Polimerase

Ixodideos
Municipio I D nitens A. cajennense I R. (B.) microplus | TOTAL
Pinheiro 50 4 2 56
Viana 27 10 0 37
Santa Helena 15 4 3 22
TOTAL 92 18 5 115
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Todas as amostras 115 de DNA obtidas pelo método de extracao
com o GT, foram submetidas a PCR com os seguintes iniciadores CS-78 e CS-
323 para fragmento de 410pb do gene citrato sintase (gItA) presente em
Rickettsia spp. Estes iniciadores sdo utilizados para triagem, pois 0s mesmos
selecionam todas as espécies de Rickettsia, tanto as do GT quanto as do GFM.
As 92 amostras de D. nitens testadas nao tiveram reacéo, indicando que estes
carrapatos ndo albergavam as riquétsias, assim como 0s cinco exemplares de
R. (B) microplus. Contudo das 18 amostras de DNA de A. cajennense trés

estavam positivas para Rickettsia sp. (Figura 6).

W
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Figura 6. Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. Leitura da PCR utilizando os
iniciadores CS-78 e CS-323 para fragmento de 410pb do gene citrato sintase
(gltA) de Rickettsia spp. sob luz ultravioleta. Reacdo positiva para amostras 49,
167 e 168. Sendo C+: controle positivo; C-: controle negativo; C-e.: controle de
extracdo; C-m: controle do mix.
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As amostras positivas para os iniciadores CS-78 e CS-323 foram
submetidas ao segundo teste de PCR utilizando os iniciadores Rs 190.70p e
Rs 190.602n para fragmentos do gene OmpA, segundo Labruna et al. (2004)
iniciadores especificos para riquétsias do GFM. Em cada teste, foram utilizados
controles negativos a base de agua miliQ livre de DNA e controles positivos de
R. parkeri cepa NOD. As trés amostras submetidas ao novo teste de PCR
foram positivas (Figura 7), sendo, portanto estes oligonucleotideos submetidos
ao sequenciamento genético para determinacdo da espécie das trés amostras

testadas.

L s . & K — X

Figura 7. Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. Leitura da PCR utilizando os
iniciadores Rs190.70p e Rs 190.602n para fragmentos do gene outher membrane
protein (OmpA), de Rickettsia sp. do GFM sob luz ultravioleta. Reagéo positiva
para amostras 49, 167 e 168. Sendo C+: controle positivo; C-: controle negativo;

C-m: controle do mix.
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Os fragmentos de PCR das trés amostras positivas tanto para os
genes gltA e OmpA foram submetidos ao sequenciamento genético. Todas as
amostras sequenciadas obtiveram 100% de grau de similaridade com R.
amblyommii.

A amostra 1 apresentou 100% de similaridade com “Candidatus
Rickettsia amblyommii strain Acalll citrate synthase (gItA) gene, partial cds”
(GenBank accession n°® AY375163) (LABRUNA et al.,, 2004a) e “Candidatus
Rickettsia amblyommii str. GAT-30V, complete genome” (GenBank accession
n° CP003334.1) para o gene gltA, no entanto, para o gene OmpA identificou-se
as cepas “Candidatus Rickettsia amblyommii str. GAT-30V, complete genome”
(GenBank accession n° CP003334.1) e “Candidatus Rickettsia amblyommii
outer membrane protein A (OmpA) gene, partial cds" (GenBank accession n°
GQB891955) (OGRZEWALSKA et al., 2010), com grau de similaridade de 100%
e 99%, respectivamente; entretanto a cobertura de consulta foi de 99% em
ambas. As divergéncias quanto as cepas registradas baseia-se na quantidade
de pares de bases identificados depositadas no GenBank, uma vez que quanto
maior a quantidade de pares de bases, mais fiel sera o resultado da
similaridade entre as mesmas.

A amostra 2 apresentou 100% de identidade com “Candidatus
Rickettsia. amblyommii strain. GAT-30V complete genome” (GenBank
accession n°® CP003334.1) para o gene gltA; enquanto, para o gene OmpA
identificou-se “Candidatus Rickettsia amblyommii outer membrane protein A
(OmpA) gene, partial cds” (GenBank accession n°® GQ891955.1)
(OGRZEWALSKA et al., 2010) com 100% de similaridade.

Resultado semelhante foi registrado na amostra 3 que apresentou
100% de similaridade para “Candidatus Rickettsia amblyommii strain. GAT-30V
complete genome” (GenBank accession n°® CP003334.1) e “Candidatus
Rickettsia amblyommii outer membrane protein A (OmpA) gene, partial cds"
(GenBank accession n°® GQ891955.1) (OGRZEWALSKA et al., 2010), para os
genes gItA e OmpA, respectivamente, sendo as Unicas cepas que registraram

100% de identidade nesta amostra.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Maria+Ogrzewalska%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Maria+Ogrzewalska%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Maria+Ogrzewalska%22
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Ressalta-se que a amostra 1 é oriunda do municipio de Santa
Helena e as amostras 2 e 3 do municipio de Viana, o que sugere a circulacao
de uma mesma cepa nesta regido da baixada.

Em estudos realizados na regido Leste da Amazonia brasileira,
objetivando descrever os ixodides de aves silvestres, Ogrzewalska et al. (2010)
encontraram R. amblyommii em Amblyomma longirostre e Amblyomma geayi,
56,7 e 57,1%, respectivamente. Embora observada em carrapato de outra
espécie, a cepa encontrada no presente estudo para o gene OmpA das
amostras 2 e 3, corresponde com similaridade de 100%, aos achados dos
autores. Ao analisar a amostra 1 o grau de identidade € de 99%. A proximidade
geogréfica entre as regifes, assim como as caracteristicas de manejo das
mesmas, em gue no periodo chuvoso, com os campos alagados, 0os animais
sdo transportados e alocados em outros municipios, cujo relevo é mais

elevado, séo fatores que podem contribuir com a similaridade desses achados.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Maria+Ogrzewalska%22
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6. CONCLUSAO

Relata-se a presenca de Rickettsia bellii e Rickettsia amblyommii em
equinos do grupamento racial “cavalo baixadeiro”, da Baixada Maranhense,
como o primeiro registro de ocorréncia dessas espécies de riquétsias em

equinos no Maranhdo.

Primeiro registro de Rickettsia amblyommii em Amblyomma
cajennense coletado de equinos da baixada maranhense, através de ensaio

biomolecular, por meio de PCR.

Os cavalos baixadeiros apresentam parasitismo por Dermacentor

nitens, Amblyomma cajennense e Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
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