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RESUMO

COIMBRA, Helen Silveira. Ocorréncia clinica da ehrlichiose monocitica equina e
pesquisa de formas jovens de trematddeos em Heleobia spp. (Mollusca:
Hydrobiidae) em terras baixas da encosta do Sudeste, RS. 2010. 48f. Tese
(Doutorado) — Programa de Pds-Graduacao em Veterinaria. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Orientador: Dr.: Mario Carlos Araujo Meireles

Co-Orientador: Dr.: Luiz Filipe Damé Schuch

A Ebhrlichiose Monocitica Equina (EME) € uma doenca infecciosa causada pela
Neorickettsia risticii. Possui picos sazonais, ocorrendo nas épocas quentes do ano e
em regifes alagadicas. A transmisséo é via oral veiculada por vetores trematodeos.
A enfermidade tem sido relatada e diagnosticada como causa de diarréia em
equinos nao estabulados na regido Sul do Estado. Este trabalho teve como objetivo
relatar casos de EME no Rio Grande do Sul e identificar os possiveis vetores da
enfermidade. Durante o periodo de 2006 a 2009 foram realizadas coletas de vetores,
dados clinicos e sangue de animais com quadro clinico de EME, em Rio Grande,
Santa Vitoria do Palmar, Arroio Grande e Palmares do Sul. As amostras de sangue
foram submetidas a extracdo e pesquisa do DNA de N. risticii através da PCR e os
vetores foram submetidos a identificacdo. No periodo de novembro de 2006 a
novembro de 2009 coletou-se 16 amostras de sangue de animais. Um dos cavalos
foi positivo na PCR para N. risticii com frequéncia de 6,6%. Foram coletados um total
de 16864 caracois do género Heleobia e um total de 357 insetos da Ordem Odonata
classificados nas subordens Zigoptera e Anisoptera. Duas espécies de Heleobia
foram identificadas, H. piscium e H. robusta. Trés morfotipos distintos de cercarias
foram encontrados nos caracois, bem como dois morfotipos de metacercarias. A
freqUéncia de parasitismo de trematddeos nos caracOis chegou a 12,83% de 1671
caracOis dissecados. Apenas na subordem Anisoptera a fase de metacercaria foi
encontrada, com freqiiéncia de 5,3%. Através deste estudo reafirma-se que a regido
sul do Brasil possui caracteristicas ecolégicas que devem contribuir com o carater
endémico e sazonal da enfermidade. Estudos s&o necessarios para identificacao
das fases larvais de trematédeos encontradas, bem como para conhecer o
hospedeiro definitivo, identificar o parasito adulto e a relacdo de seu ciclo de vida
com a ocorréncia da ehrlichiose monocitica equina.

Palavras-chave: diarréia em equinos, Heleobia spp., Neorickettsia risticii.



ABSTRACT

COIMBRA, Helen Silveira. Clinical occurrence of the equine monocytic
ehrlichiosis and research of trematodes stages in Heleobia spp. (Mollusca:
Hydrobiidae) in low lands of the southeastern hillside, RS. 2010. 48f. Tese
(Doutorado) — Programa de Pés-Graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Orientador: Dr.: Mario Carlos Araujo Meireles

Co-Orientador: Dr.: Luiz Filipe Damé Schuch

The equine monocytic ehrlichiosis (EME) is an infectious diseases caused by the
Neorickettsia risticii. It present seasonal peaks, occurring hot of the year at the time
and in subject to flooding regions. The transmission is oral way propagated for
trematodes vectors. The disease has been told and diagnosed as cause of diarrhea
in equinos not surrounded in the South region of the State. This study have as
objective to tell cases of EME in the Rio Grande do Sul as well as the possible
vectors of the disease. During the period of 2006 the 2009 had been carried through
collections of vectors, clinical data and blood of animals with clinical case, in Rio
Grande, Santa Vitéria do Palmar, Arroio Grande and Palmares do Sul. The blood
samples had been submitted the extraction and search of the DNA of the N. risticii
through the PCR, and the joined vectors had been submitted the identification. In the
period of November of 2006 the November of 2009 collected 16 samples of blood of
animals. One of the horses was positive in the PCR for N. risticii with frequency of
6.6%. A total of 16864 snails of the Heleobia sort and a total of 357 insects of the
classified Odonata Order had been collected in suborder Zigoptera and Anisoptera.
Two species of Heleobia were identified, H. piscium and H. robusta. Three distinct
morphologic types of cercariae had been found in the snails, as well as two
morphologic types of metacercariae. The frequency of parasitism of trematodes in
the snails to reach 12.83% of 1671 dissected snails. Only by suborder Anisoptera
metacercariae phase was found in a 5.3% frequency. Through this study it is
reaffirmed that the south region of Brazil presents ecological characteristics that must
contribute with the endemic and seasonal character of the disease.

Keywords: diarrhea of horses, Heleobia spp, Neorickettsia risticii.
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1 INTRODUCAO

A ehrlichiose monocitica equina (EME) € uma doenca infecciosa que atinge
equinos de todas as idades causando diarréia grave (Rikihisa, 1998). No Brasil foi
identificada ao Sul do Estado no Rio Grande do Sul, em propriedades localizadas
préximas a Lagoa Mirim e Mangueira, com primeiro diagnéstico no ano de 1998,
realizado pelo grupo de pesquisa do Departamento de Veterinaria Preventiva e
Departamento de Patologia, Faculdade Veterinaria, UFPEL (CURCIO et al., 1998;
DUTRA et al., 2001).

Os casos de ehrlichiose monaocitica equina evidenciados no Rio Grande do
Sul ocorreram nos periodos mais quentes do ano, com a concentragdo dos casos
nos meses de novembro a janeiro. As propriedades apresentavam caracteristicas
geograficas semelhantes sendo compostas de campos e areas alagadicas. Essas
evidéncias sugerem que a EME apresente no Sul do Brasil um carater endémico e
sazonal como é descrita nos Estados Unidos.

A enfermidade para o Rio Grande do Sul tem demonstrado ser importante nas
criacbes de cavalos Crioulos. A mais de um século os gauchos fizeram do crioulo o
seu meio de transporte, companheiro de cacga ou trabalho e de lazer. O Rio Grande
do Sul tornou-se o bergo da criagao do cavalo crioulo e destaca-se pelo maior plantel
crioulo do pais, com 48.544 fémeas e 24.359 machos registrados (ABCCC). A EME
tem sido relatada e diagnosticada em cavalos Crioulos causando perdas com
tratamentos e com a morte dos animais, sendo apontada como um fator limitante na

criacdo em algumas regioes (COIMBRA et al., 2006).
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O cavalo crioulo ganhou expansdo a partir do Rio Grande do Sul
conquistando um alto conceito entre criadores de todas as partes do pais,
principalmente devido a caracteristicas raciais como rusticidade, habilidade nas lides
de campo e mais recentemente nos esportes equestres como o Freio de Ouro. Com
o crescimento da popularidade das competicBes especificas da raca o interesse por
animais de provas aumentou entre o0s proprietarios. Com esse interesse em
competicdes, o transporte de animais de uma regido para outra também aumenta e
o deslocamento de cavalos para areas endémicas de EME deve ser considerado
uma vez que 0s animais introduzidos nestas areas séo suscetiveis a infec¢cbes mais
graves do que aqueles criados na regido (ATWILL et al., 1992; DUTRA et al., 2001).
No verdo do ano de 2001 foi diagnosticado um surto de EME com morbidade de
26% e letalidade de 46,1% em uma propriedade criadora de crioulos localizada no
municipio de Arroio Grande (COIMBRA, 2003).

Todos os equinos séo suscetiveis a doenca, que pode se apresentar de forma
subclinica ou pelo desenvolvimento de diarréia aquosa profusa seguida de
desidratacdo. A via oral é a principal forma de transmissdo da Neorickettsia risticii
envolvendo trematdédeos aquaticos (WEN et al., 1996; RIKIHISA, 1998; BARLOUGH
et al.,, 1998; PUSTERLA et al., 2000; KANTER et al., 2000; DUMLER et al., 2001).
Os trematddeos apresentam um ciclo de vida que envolve um hospedeiro definitivo e
um ou mais hospedeiros intermediarios, o que estabelece um ciclo complexo para
manutencao e transmissao da N. risticii.

No Rio Grande do Sul, municipio de Arroio Grande, em propriedade com
casos confirmados de ehrlichiose monocitica equina, caracois do género Heleobia
foram encontrados abundantemente nas raizes de aguapés presentes nos cursos
d’agua, e identificadas as espécies H. piscium, H. parchappei e H. davisi. Cercéarias
do tipo Parapleurolophocercous cercariae como portadores da N.risticii foram
identificadas nos caracdis da H. piscium (COIMBRA et al., 2005). Estas cercarias
ocorrem no ciclo de vida de Digenea da superfamilia Opisthorchioidea que se
desenvolvem em rédias em moluscos aquaticos e se encistam em peixes ou
anfibios, sendo necessarios trés hospedeiros, dois intermediarios e um definitivo
para completar seu ciclo de vida. A fase adulta parasita o intestino, ductos biliares,
vesicula biliar ou figado de aves e mamiferos (SHELL, 1970; FRANDSEN;
CHRISTENSEN, 1984).
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Estudos devem ser realizados para elucidar qual espécie de trematddeo e o
hospedeiro definitivo que estdo envolvidos no o ciclo evolutivo da N. risticii. Gibson
et al. (2005), encontraram DNA da N. risticii em trematédeos identificados como
Acanthatrium oregonense que parasitavam o intestino de morcegos (Eptesicus
fuscus). Pusterla et al. (2003), relataram, que o baco e o intestino de morcegos
foram positivos para o DNA da N. risticii por PCR sugerindo que 0s morcegos
estavam infectados por N. risticii.

A compreensdo da forma de transmissédo da ehrlichiose monocitica equina,
assim como o entendimento da biologia e ecologia de N. risticii e de seus
reservatorios naturais podem permitir a introducdo de métodos de controle eficazes
nas areas de risco.

Este estudo teve como objetivo relatar a ocorréncia clinica de casos
compativeis com ehrlichiose monocitica equina no verdo de 2006 a 2009, em
propriedades localizadas nos municipios do Rio Grande, Arroio Grande, Palmares do
Sul e Santa Vitoria do Palmar, RS, Brasil, assim como identificar trematodeos,
possiveis vetores de N. risticii, através da pesquisa em hospedeiros intermediarios,

caracois do género Heleobia e insetos da ordem Odonata.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A ehrlichiose monocitica equina (EME) é uma doenca infecciosa néo
contagiosa causada por um agente monocitotropico, Neorickettsia (Ehrlichia) risticii,
gue apresenta como célula alvo os mondcitos circulantes. O agente apresenta
tropismo pelo trato intestinal, especialmente colon maior e ceco, onde infectam
macrofagos e células epiteliais na lamina prépria e submucosa do intestino
produzindo diarréia (HOLLAND et al., 1985; CORDES et al., 1986; STEELE et al.,
1986).

A enfermidade foi evidenciada em 1979, no Estado de Maryland, nos Estados
Unidos, em regido proxima ao Rio Potomac sendo conhecida também como a Febre
do Cavalo de Potomac (Potomac Horse Fever) (RIKIHISA; PERRY, 1985).

A prevaléncia da EME nos Estados Unidos € bastante variavel sendo
detectada em varios estados americanos, existindo uma relagdo com localizacéo
geografica e sazonalidade. Segundo Goetz et al. (1989), a soro-prevaléncia para N.
risticii demonstrou tendéncia sazonal, com variacdo de 16% em junho a 62% em
agosto em cavalos aparentemente saudaveis no Estado de lllinois. Em New York,
prevaléncia acima de 75% foi encontrada nas cidades do leste daquele Estado
americano, com fronteiras ou muito préximas ao Rio Hudson (ATWILL et al., 1992).
Nos estados de lllinois, Minnesota e Ohio, as taxas de prevaléncia anuais foram de
27%, 17% e 16% respectivamente, com o maior pico em julho e agosto (GOETZ et
al., 1989; OLCHOWY et. al., 1990; ATWILL et al., 1992; ATWILL et. al., 1994).

No Rio Grande do Sul, casos confirmados para EME foram encontrados nos

municipios de Arroio Grande, Santa Vitéria do Palmar e Rio Grande (COIMBRA et
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al., 1999; COIMBRA, 2003). Em dezembro de 2001 e fevereiro de 2002 em Arroio
Grande casos confirmados de EME foram identificados com morbidade de 26% e
letalidade de 46,15% (COIMBRA, 2003).

A infecc&o por N. risticii pode produzir desde uma doenca subclinica até uma
infeccdo severa e fatal, o periodo de incubacdo € de aproximadamente uma a trés
semanas. Os sinais de febre (temperatura corpérea acima de 42°C), anorexia,
leucopenia, diarréia aquosa profusa e desidratacdo podem manifestar-se nas
primeiras 24 a 48 horas do curso clinico. A diarréia ocorre em 30% dos casos e pode
apresentar-se de forma leve, transitoria, inaparente ou persistente. Laminite,
caracterizada por dificuldade de locomocdo e dor digital € uma complicacdo que
pode ser desenvolvida em 20 a 30% dos casos de infec¢cdes naturais (RIKIHISA et
al., 1984; ZIEMER et al., 1987; DUTTA et al., 1988; LONG et al., 1995). H4 inducéo
de uma resposta de anticorpos especifica em equlinos hospedeiros naturais e
experimentais, no entanto, a presenca de anticorpos nem sempre determina uma
imunidade protetora, uma vez que existem variagdes antigénicas entre cepas de N.
risticii, o que acarreta também falhas no controle da EME através de vacinagéo
(VEMUPALLI et al.,, 1995). Ainda assim animais que se recuperam da infeccao
podem tornar-se imunes a re-infeccao por pelo menos 20 meses (PALMER et al.,
1990).

Para o entendimento do modo de transmissdo da EME estudos com varios
vetores foram realizados, e atualmente as pesquisas sustentam que o modo de
transmissdo ocorre através da via oral, intermediada por trematddeos que se
desenvolvem ou utilizam caracéis aquaticos como hospedeiros intermediarios
(BARLOUGH et al., 1998; RIKIHISA, 1998; KANTER et al., 2000; PUSTERLA et al.,
2000). Pesquisas moleculares auxiliaram em parte ao direcionamento e
entendimento quanto ao modo de transmisséo da enfermidade, por revelarem uma
relacdo filogenética entre N. risticii e Neorickettsia helminthoeca, Neorickettsia
(Ehrlichia) sennetsu e o agente erliquial do trematdédeo Stellantchasmus falcatus -
agente SF - a partir da sequéncia do gene 16S RNAr com homologia do DNA de
94,8%, 98,9% e 99,1%, respectivamente. Essas riquétsias citadas sdo todas de
transmissao oral (RIKIHISA et al., 1991; WEN et al., 1996). Com base em estudos
de reatividade antigénica cruzada entre o agente, aliado ao mecanismo de
transmissdo e caracteristicas moleculares, foi sugerida a mudan¢a da nomenclatura
da E. risticii para Neorickettsia risticii (DUMLER et. al., 2001).
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Com o enfoque dos estudos de vetores da N. risticii em ambiente aquatico
Barlough et al. (1998), na regido norte da Califérnia, USA, onde ocorreram casos de
EME, estudaram caracéis da familia Pleuroceridae do género Juga como possiveis
vetores de trematddeos portadores de N. risticii. Os caracdis foram coletados das
regibes de ocorréncia de EME. Estagios de esporocistos e cercarias de um
trematédeo foram encontrados. Os estdgios do trematédeo foram coletados e
testados por PCR para presenca de DNA da N. risticii, com resultados compativeis
para o agente, tornando assim os trematdédeos liberados pelo caracol Juga spp
possiveis vetores da N. risticii.

Pusterla et al. (2000), reproduziram experimentalmente a EME em equinos
inoculando fases de esporocistos e cercéarias coletadas de caracoéis da espécie Juga
yrekaensins. Os caracois foram coletados na cidade de Siskyiou, California, USA,
em regido de ocorréncia de casos de EME. Dois cavalos foram inoculados via
intravenosa com os trematédeos, no 15 dia p6s-inoculacdo desenvolveram
sintomatologia compativel para a enfermidade. A partir do sangue desses animais,
outros dois equinos foram inoculados e desenvolveram sinais compativeis com EME.
Achados de necropsia, assim como testes moleculares e sorolégicos foram
compativeis com o esperado para N. risticii. Através destes estudos foi constatado
gue a infeccdo por N. risticii esta associada ao ciclo biolégico de um trematdédeo que
utiliza caracois de agua doce como hospedeiros intermediarios, sendo essa a forma
que 0 agente existe na natureza.

Neorickettsia risticii foi identificada em cercérias virguladas, Xiphidiocercariae,
albergadas em caramujos do género Elimia, incluindo as espécies E. livescens
(KANTER et al., 2000) e E. virginica (MOTT et al., 2002). Através do PCR, pode-se
identificar o DNA de N. risticii, com uma taxa de positividade de 4 a 54%. Trés
grupos de trematdédeos positivos foram inoculados em fémeas de camundongos CF-
1, que foram necropsiados e testados por PCR, com resultado positivo para N. risticii
(KANTER et al., 2000). As cercarias deste tipo sdo caracteristicas de trematddeos
digenéticos que utilizam como segundo hospedeiro intermediario um inseto. O DNA
de N. risticii foi encontrado nas fases de metacercarias presentes em insetos
aquaticos, tanto em adultos como na fase larval, sugerindo que a riquétsia tenha
sido transmitida durante os estagios de desenvolvimento do trematddeo (CHAE et
al., 2000; MOTT et al., 2002).
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No municipio de Arroio Grande, Rio Grande do Sul, em propriedade
localizada préxima a Lagoa Mirim onde casos de EME foram confirmados, caracois
do género Heleobia foram identificados como positivos para N. risticii, dentro do
género foram identificadas as espécies H. piscium, H. parchappei e H. davisi. As
espécies de H. piscium albergavam cercarias do tipo Parapleurolophocercous
cercariae como portadores de N.risticii (COIMBRA et al., 2005).

Para o diagnéstico da EME a técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) tem sido uma ferramenta para a deteccdo de N. ristici. A PCR tem
demonstrado muitas vantagens sobre o isolamento e sorologia para o diagnostico.
Segundo Mott et al. (1997), a PCR foi mais sensivel que a cultura detectando a N.
risticii a partir do primeiro dia pés-inoculacdo (d.p.i) até o dia 32 d.p.i., e em cavalos
infectados naturalmente a técnica foi bastante especifica, tendo detectado N. risticii
em 81% das amostras de sangue com cultura positiva, sem nenhum resultado falso
positivo.

A PCR demonstra ser conveniente para diagnostico rapido e seguro, aliada
a achados clinicos e patolégicos da enfermidade. Pode identificar o agente a partir
de amostras de sangue e de fezes dos animais doentes, bem como ser utilizada
para o estudo de vetores envolvidos na transmissdo da doenga (BISWAS et al.,
1991; MOTT et al., 1997).

Os achados pos-mortem mais claros sao distendimento do coélon maior e
ceco que se encontram repletos de conteddo liquido. As alteracdes patoldgicas
encontradas variam de ulceragcbes, hiperemia focal e congestdo que estao
localizadas no intestino grosso e em menor extensdao no intestino delgado
(CORDES et al., 1986). A auséncia de lesdo severa e infiltrado neutrocitario é
importante para o diagnéstico diferencial de EME com outros agentes como, por
exemplo, Salmonella spp. (RIKIHISA et al., 1984; RIKIHISA; PERRY, 1985).

No Brasil os diagnodsticos da EME foram realizados na regido Sul do Rio
Grande do Sul, baseados em achados clinicos, dados epidemiolégicos, achados de
necropsia e confirmacdo com PCR. Em outros estados do pais ndo ha registro de
EME.
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3 OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo relatar a ocorréncia clinica de casos
compativeis com ehrlichiose monocitica equina no periodo de 2006 a 2009, em
propriedades localizadas nos municipios do Rio Grande, Arroio Grande, Palmares do
Sul e Santa Vitéria do Palmar, RS, Brasil, assim como identificar trematddeos,
possiveis vetores de N. risticii, através pesquisa em hospedeiros intermediarios,

caracois do género Heleobia spp. e insetos da Ordem Odonata.
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Ehrlichiose monocitica equina em terras baixas da encosta do sudeste, RS, Brasil e
relato de hospedeiros intermediarios, parasitados com trematddeos, possiveis vetores.
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Resumo - A ehrlichiose monocitica equina (EME) é relatada como causa de diarréia em
equinos, em propriedades proximas a lagoas, na encosta do sudeste gaucho. A forma de
transmissdo é a via oral, onde a Neorickettsia risticii é veiculada por trematddeos. A
enfermidade na regido é descrita como sazonal e conhecida como “Curso”. O objetivo deste
trabalho foi acompanhar casos clinicos de EME e relatar a presenca de hospedeiros
intermediarios, caracOis Heleobia spp. e insetos da ordem Odonata, parasitados com
trematodeos. Foram acompanhadas quatro localidades, Rio Grande, Arroio Grande, Santa
Vitoria do Palmar e Palmares do Sul. A morbidade encontrada variou de 5% a 18,18% e
letalidade de 18,2 e 42,85%. Caracdis Heleobia spp foram encontrados parasitados com
trematddeos numa freqiéncia de 2,3 a 19,35%, conforme época da coleta, e insetos da
subordem Anisoptera foi positivo para a fase de metacercaria em até 11,11%. Este € o
primeiro relato de casos compativeis com EME em Palmares do Sul. Os casos que pode
ocorrer de forma esporadica e ou de surto, quando da introducdo de cavalos em area endémica
para presenca do vetor.

Termos de indexacdo: Neorickettsia risticii, diarréia, equinos, ehrlichiose eqliina

Equine monocytic ehrlichiosis in law lands of the southeastern hillside, RS, Brazil and to
tell the intermediate hosts harboring trematodes, possible vectors.

Abstract - Equine monocytic ehrlichiosis is causative diarrhea in horse on South of Rio

Grande do Sul State, around the lagoons the southeastern hillside gaucho. The transmission is

the oral way. N. risticii is propagated by trematodes. The disease in the region is known as
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“Course”, that it’s described as seasonal. The objective of this study was to follow of EME
and to tell the presence of intermediate hosts, Heleobia spp. and insects of the Odonata order,
parasite with trematodes. Four city, Rio Grande, Arroio Grande, Santa Vitoria do Palmar and
Palmares do Sul had been folloied. The reached morbility varied 5% and 18,18%, and
lethality, 10 to 42.85%. The Heleobia spp. shails was positive by trematodes in a 2,3%
frequency 19.35% as time of the collection, and insets Anisoptera suborder was positive by
metacercariae stages about 11,11%. This is the first story of compatible cases with EME in
Palmares do Sul, the cases can occur of sporadical form and or of outbreak, when of the
introduction of horses in endemic area for presence vectors.

Index terms: Neorickettsia risticii, horse, diarrhea, equine ehrlichiosis

Introducéo

A ehrlichiose monocitica eqliina (EME), tem como agente etioldgico Neorickettsia
risticii e foi diagnosticada primeiramente nos Estados Unidos, onde esta amplamente
distribuida com prevaléncia que varia conforme a localizacdo geografica, relevo e
sazonalidade, com a ocorréncia dos casos em regides alagadicas, préximas a rios e lagos, nos
meses mais quentes do ano (Atwill et al., 1994, Rikihisa, 1998).

A enfermidade no Rio Grande do Sul, Brasil, € relatada como a principal causa de
diarréia em equinos ndo estabulados, em propriedades localizadas a orla da Lagoa Mirim, e ja
foi relatada e diagnosticada em cavalos Crioulos causando prejuizos com tratamentos e com a
morte dos animais, sendo apontada como um fator limitante na criagdo em algumas regides.
(Dutra et al., 2001, Coimbra et al., 2003; Coimbra et al., 2006a). Os casos de EME
evidenciados no Rio Grande do Sul ocorreram nos periodos mais quentes do ano, com a
concentracdo dos casos nos meses de novembro a janeiro (Dutra et al., 2001; Coimbra, et al.,

2006). As propriedades apresentavam caracteristicas geograficas semelhantes sendo
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compostas de campos e areas alagadicas. Essas evidéncias sugerem que a EME apresente no
Sul do Brasil um carater endémico e sazonal como é descrita nos Estados Unidos.

A principal forma de transmissdo do agente ocorre por via oral veiculada por
trematodeos que parasitam caracois e insetos presentes em ambientes aquaticos (Barlough et
al., 1998; Chae et al., 2000; Pusterla et al., 2000; Coimbra et al., 2005). Caracdis do género
Heleobia foram identificados como portadores de trematodeos infectados com o agente, em
propriedades endémicas da EME no Rio Grande do Sul (Coimbra, 2003). A enfermidade na
regido ¢ conhecida como “Curso” e ¢ sazonal, ocorrendo do final da primavera até o outono
em animais acima de um ano de idade (Dutra et al., 2001). Clinicamente, 0s animais podem
demonstrar desde uma doenca subclinica até uma infeccdo hiperaguda, severa e fatal. O
periodo de incubacdo € de uma a trés semanas. Entre os sinais clinicos mais comuns estdo
febre, anorexia, leucopenia, diarréia e desidratacdo (Rikihisa, 1998).

Este estudo teve como objetivo relatar a ocorréncia clinica de casos compativeis com
EME no periodo de 2006 a 2009, em propriedades localizadas proximas a Lagoa mirim e a
Lagoa dos Patos, RS, assim como relatar a presenca de vetores da enfermidade

Material e Métodos

Os casos clinicos de EME acompanhados foram de propriedades localizadas em terras
baixas da encosta sudeste do Estado do RS, préximas a Lagoa Mirim, compreendendo os
municipios Arroio Grande, Rio Grande e Santa Vitoria do Palmar, e proxima a Lagoa dos
Patos, municipio de Palmares do Sul.

As propriedades de estudo se caracterizam por estarem localizadas em regido de baixa
altitude e com predominancia de campos alagadicos. Nestas propriedades séo criados cavalos
da raca Crioula que tem por finalidade o uso nas lides de campo, participacdo em feiras,
exposicoes e em provas hipicas, sendo utilizado também, para a manutencdo de garanhdes, o

que propicia entrada de animais de outras regides nas estagdes de monta.
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A propriedade de Arroio Grande apresentava 132 equinos da raca crioula, nascidos na
propriedade e cavalos que foram introduzidos temporariamente, para manejo reprodutivo ou
doma. A propriedade em Rio Grande possuia uma manada de 90 cavalos crioulos, sendo parte
dos animais oriundos da regido da campanha. No municipio de Palmares do Sul, duas
propriedades totalizavam de 60 cavalos crioulos. Em Santa Vitoria do Palmar uma
propriedade apresentava 11 cavalos.

Para a pesquisa do agente foi coletado sangue com EDTA a 10% dos cavalos que
apresentavam quadro de diarréia e realizado um Nested PCR, segundo Barlough et al. ( 1997).

Para pesquisa dos vetores foram coletados caracéis do género Heleobia das raizes de
aguapés dos canais de irrigacdo que cortam as propriedades e insetos da ordem Odonata para
a observacdo da presenca de fases de desenvolvimento de trematodeos.

Resultados e discusséo

Durante o periodo de 2006 a 2009 foi observado que os casos de diarréia ocorreram
nos meses mais quentes do ano. Essa caracteristica estacional esta associada a enfermidade e
ja foi observada na regido (Dutra et al., 2001; Coimbra et al., 2003).

Na propriedade de Arroio Grande durante o periodo de verdo de 2006 a 2009, foram
observados onze cavalos com quadro compativel com a ehrlichiose monocitica equina
indicando uma morbidade de 8,33%. Uma fémea que foi introduzida na propriedade para
cobertura cerca de 60 dias antes, desenvolveu diarréia de forma aguda, profusa que evoluiu
para laminite, apresentando marcha rigida, dor e edema digital. De acordo com o descrito por
Long et al. (1995) e por Rikihisa (1998), a diarréia é a apresentagdo clinica mais evidente e
comum da enfermidade e ocorre em 30% das infec¢des, e a laminite € uma das complicac¢des
da enfermidade. Dois casos agudos e mais graves de diarréia culminaram em dois 6bitos
marcando uma letalidade de 18,18%. Nesta propriedade, os cavalos que apresentavam

alteracdo de comportamento como afastamento do grupo, andar de cabeca caida e paravam de
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pastar eram tratados com antibiotico (oxitetraciclina) mesmo sem demonstrarem sinais de
diarréia. Esta atitude pode ter feito com que nem todos os animais infectados desenvolvessem
diarréia. O tratamento recomendado é oxitetraciclina 6,6 mg/kg/pv injetavel administrada
duas vezes ao dia, 0s animais se recuperam em cinco a sete dias. Nos casos em que a diarréia
ja esta presente, o tratamento deve ser mais prolongado e pode ser menos eficiente (Rikihisa,
1998).
No municipio do Rio Grande, a enfermidade foi observada com uma morbidade de
7,77% nos cavalos. Nesta propriedade ocorreu a introducdo de 90 cavalos no periodo de
dezembro de 2007, onde sete cavalos desenvolveram quadro de diarréia aguda com evolugéo
de 3 a 5 dias, ap6s 60 dias da estada. Os animais eram oriundos da regido da campanha,
sudoeste do estado, RS, com caracteristicas de campos altos e dobrados, sem relato da
ocorréncia de EME. Ocorreram trés obitos, marcando uma letalidade de 42,85%. Todos 0s
animais foram tratados com oxitetraciclina com recuperacdo de 57,14%. Aborto foi observado
em uma égua cerca de 20 dias ap0s ter apresentado quadro de diarréia. Long et al. (1995) e
Coffman et al. (2008), descreveram casos de aborto em fémeas que desenvolveram sinais
clinicos da enfermidade. Em um dos animais dessa propriedade foi realizada necropsia, onde
macroscopicamente foram observadas, presenca de contetdo liquido no ceco e célon, leve
aumento do figado e baco com petéquias. Microscopicamente, na ldmina propria e submucosa
do ceco e célon maior havia infiltrado difuso de células mononucleares e polimorfonucleares,
dilatacdo de vasos linfaticos e edema. Nos demais 6rgdos ndo foram observadas alteracdes. As
caracteristicas anatomopatologicas encontradas foram compativeis com o descrito para
enfermidade (Cordes et al., 1986; Coimbra et al., 2006).
No municipio de Palmares do Sul, em duas propriedades com total de 60 cavalos, foi
relatada a ocorréncia de trés casos de diarréia em cavalos, verificados no periodo de veréo de

2008. Os animais desenvolveram diarréia de forma aguda e evolucdo de até cinco dias,
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resultando em uma morte, atingindo uma morbidade de 5% e letalidade de 33,33%. Os casos
foram caracterizados pelos proprietarios como “curso negro” devido ao desenvolvimento de
uma diarréia preta. O tratamento preconizado pelos tratadores era retirar os animais do campo
com “grama boiadeira”, os animais eram alojados num potreiro e recebiam agua do poco,
dessa forma muitos animais demonstravam melhora dos sinais de diarréia. A EME é
aparentemente dose dependente, ou seja, para estabelecer a infeccdo e produzir alteracGes
patoldgicas ha necessidade da presenca de altas dosagens do agente, dessa forma a retirada
dos cavalos das areas alagadicas (grama boiadeira) pode ter tido sucesso em alguns casos
porque diminuiu a exposi¢do do animal com o ambiente, que provavelmente mantém o vetor
da riquetisa (Rikihisa, 1998; Dutra et al., 2001).

Em Santa Vitdria do Palmar foram acompanhados casos de diarréia em cavalos de
dezembro de 2008 a marco de 2009. Uma propriedade apresentava uma manada de onze
cavalos, onde ocorreram dois casos de diarréia, marcando uma morbidade de 18,18%. Nesta
regido foram relatados ainda mais quatro casos de diarréia grave com duas mortes em pelo
menos cinco propriedades, somando os dois primeiros casos, a letalidade chegou a 33,33% na
regido. Alguns cavalos foram tratados com oxitetraciclina e outros com sulfas nas dosagens
comerciais, segundo Rikihisa (1998) como alternativa a oxitetraciclina o uso de trimetropim
mais sulfatiazida (5mg/kg/pv — baseado na fra¢do do trimetropim) também podem ser efetivos
no tratamento da diarréia.

A alta letalidade encontrada neste estudo (tabela 1) se assemelha ao ja constatado em
estudos anteriores na regido (Dutra et al., 2001; Coimbra et al., 2006) em que a incidéncia
atingiu até 46% dos animais oriundos de &reas livres introduzidos em ambiente endémico e
segundo Rikihisa, (1998) a letalidade pode variar de 5 a 30% em cavalos expostos
naturalmente. Todas as propriedades apresentam caracteristicas geograficas semelhantes as de

ocorréncia da enfermidade, de acordo com Dutra et al., 2001 e Coimbra, 2003, com campos
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alagadicos e com canais de irrigacdo das culturas de arroz que cortam as propriedades tendo
0S animais acesso a esses ambientes.

Tabela. 1: indices de morbidade e letalidade de EME acompanhados no periodo de 2006 a
2009 em quatro municipios localizados a encosta Sudeste do Rio Grande do Sul.

Propriedades N animais Morbidade % Letalidade %
Arroio Grande 132 8,33 18,18

Rio Grande 90 7,77 42,85
Palmares do Sul 60 5 33,33

Santa Vitoria do Palmar 11 18,18 33,33*

*valor sobre 0s casos ocorridos em cinco propriedades

Foram coletadas amostras de sangue para realizacdo da Nested PCR 16 cavalos com
diarréia, e destes um equino foi positivo, 6,25% (1/16), com um produto da PCR de 529pb,
considerado compativel com N. risticii (figura 1). Alguns destes cavalos haviam sido tratados
com oxitetraciclina e outros foram coletados em fase de recuperacdo dos sinais de diarréia, 0
que pode ter interferido para a baixa fregiiéncia de positivos na PCR. O animal positivo era
uma égua oriunda do municipio de Santa Vit6ria do Palmar, e o sangue foi coletado antes da

administracao do tratamento.

Figura 1. Eletroforese em agarose
indicando o produto do PCR de 529pb do
DNA da N. risticii. Na coluna 2 o cavalo
positivo. Nas colunas 3, 4 e 5, o controle
negativo, controle positivo e marcador de
peso molecular de 100pb
respectivamente.
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Nas propriedades do estudo foram encontrados caracois do género Heleobia com
maior densidade (92,21%) nas raizes de aguapés. Duas espécies foram identificadas na regiao
H. robusta e H. piscium. A presenca de trematddeos (fases de rédias, cercarias e
metacercarias) nos caracoéis foi verificada com frequéncia que variou de 5 a 19,35%, nos
meses mais quentes a frequéncia de caracois infectados foi maior. Em Arroio Grande
Coimbra (2003) e Coimbra et al. (2005) j& haviam constatado frequéncia de 16,66% de
caracois infectados por trematddeos. Insetos da ordem Odonata coletados foram classificados
em duas subordens: Zigoptera e Anisoptera. A frequéncia de metacercaria encontradas na
subordem Anisoptera foi de 8,33 e 11,11%. Fases de metacercarias em insetos aquaticos da
Ordem Odonata, Trichoptera, Plecoptera e Ephemenoptera foram demonstradas estarem
envolvidas na transmissdo da ehrlichiose monocitica equina (Chae et al., 2000).

Este é o primeiro relato de casos compativeis com ehrlichiose monocitica equina na
regido norte da Lagoa dos Patos e este estudo demonstra que a enfermidade pode ocorrer de
forma esporadica, durante os meses mais quentes do ano, ou na forma de surto quando

animais sdo introduzidos em ambientes endémicos para a presenca do vetor.
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RESUMO
A ehrlichiose monocitica equina na regido Sul do Rio Grande do Sul tem demonstrado ser
importante nas cria¢fes de cavalos Crioulos, tem sido relatada e diagnosticada como causa de
diarréia em equinos ndo estabulados e como causa prejuizos com tratamentos e morte de
animais, sendo apontada como um fator limitante na criagdo em algumas regiées. O modo de

transmissdo pela via oral, intermediada por trematddeos em ambientes aquéticos, tem sido
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sustentada. Caracois dulciaquicolas estdo envolvidos como hospedeiros intermediarios de
trematodeos albergadores de Neorickettsia risticii. Um total de 16.846 caracois Heleobia
foram coletados nos municipios de Arroio Grande, Rio Grande, Palmares do Sul e Santa
Vitoria do Palmar, 92,2% dos caracois foram encontrados nas raizes de aguapés (Eichornea
spp.) A frequéncia de trematodeos presentes nos caracoOis variou de 2,3% a 12,8% nas
propriedades coletadas. Foram encontrados trés tipos de cercarias, morfotipo 1, morfotipo 2 e
morfotipo 3 e dois morfotipos de metacercarias nos caracois. Um total de 357 insetos da
ordem Odonata foram coletados, fases de metacercarias foram encontradas no tegumento da
subordem Anisoptera com frequéncia de 1,66%. Mais estudos sdo necessarios para
identificacdo das fases larvais encontradas, bem como para conhecer o hospedeiro definitivo,
identificar o parasito adulto e a relacdo de seu ciclo de vida com a ocorréncia da ehrlichiose
monocitica equina.

PALAVRAS-CHAVE: Trematddeos, Heleobia spp., Neorickettsia risticii.

RESEARCH OF TREMATODES DIGENETICS FROM HELEOBIA SPP (MOLLUSCA:
HYDROBIIDAE) IN AREA OF OCCURRENCE OF EQUINE MONOCYTIC
EHRLICHIOSIS, IN RIO GRANDE DO SUL, BRAZIL.

ABSTRAT
The ehrlichiose monocitica equina in the region South of the Rio Grande Do Sul has
demonstrated to be important in the creations of Crioulo horses, it has been reported and
diagnosised as cause of diarrhea in equinos not surround and as cause of losses with
treatments and death of the animals, being pointed as a limited factor in the range breeding in
some regions. The way of transmission for the oral way, intermediated for trematodes in
aquatic environments, has been supported. Freshwater snails are involved as intermediate

hosts of trematodes and harbor of the Neorickettsia risticii. A total of 16.846 Heleobia snails
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had been collected, in the cities of Arroio Grande, Rio Grande, Palmares do Sul and Santa
Vitoria do Palmar, 92.2% of the snails had been found in the roots of aquatics plants
(Eichornea spp.). The frequency of trematodes present in the snails varied of 2.3% - 12.8% in
the collected regions. Three types of cercariae were found, morphology type 1, morphology
type 2 and morphology type 3, And two morphologic type of metacercarias of the snails. A
total of 357 insects of the Odonata order were collected, stages of metacercariae had been
found in the tissues of suborder Anisoptera with 1.66% frequency. More studies are necessary
for identification of the joined larval phases, as well as knowing the host definitive and
identifying to the adult parasite and the relation of its cycle of life with the occurrence of
equine monocytic ehrlichiosis.

KEY WORDS: Trematodes, Heleobia spp., Neorickettsia risticii.

INTRODUCAO

A ehrlichiose monocitica eqiiina (EME) é uma doenca infecciosa ndo contagiosa
causada pela Neorickettsia risticii. A diarréia é a principal forma clinica e ocorre em 30% dos
casos (RIKIHISA, 1998). A enfermidade para o Rio Grande do Sul tem demonstrado ser
importante nas criacdes de cavalos Crioulos, devido a prejuizos com tratamentos e morte de
animais e foi apontada como um fator limitante na criagdo em algumas regides (DUTRA et al.,
2001; COIMBRA, 2003). Desde 1999, nas épocas de verdo em propriedades localizadas
proximas a lagoas de agua doce a EME foi diagnosticada (DUTRA et al., 2001; COIMBRA,
2003; COIMBRA, 2010).

Para o entendimento do modo de transmissdo da EME estudos com varios vetores
foram realizados, e atualmente 0 modo de transmissdo pela via oral, intermediada por

trematodeos digenéticos em ambientes aquaticos, tem sido sustentada (BARLOUGH et al.,
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1998; RIKIHISA, 1998; KANTER et al., 2000; PUSTERLA et al., 2000; COIMBRA et al.,
2005).

Os trematodeos digenéticos tem um ciclo de vida complexo envolvendo dois a quatro
hospedeiros e com fases de reproducdo sexual e assexual. Em todos os ciclos conhecidos, o
primeiro hospedeiro € um molusco, geralmente um caracol. Com poucas excegdes, 0
hospedeiro definitivo, que contem o adulto, € um animal vertebrado (THATCHER, 1993).

No municipio de Arroio Grande, RS, em propriedade localizada proxima a Lagoa
Mirim onde casos de EME foram confirmados, caracois do género Heleobia foram
identificados como positivos para N. risticii. Trés espécies foram identificadas nesta regiao,
H. piscium, H. parchappei e H. davisi (COIMBRA et al., 2005).

Os caraco6is Heleobia spp. pertencem ao filo Mollusca, classe Gastropoda, subclasse
Prosobranchia e familia Hydrobiidae estdo presentes em varias regides da planicie costeira, do
Rio Grande do Sul (SILVA, 1993; LANZER, 2001; SILVA; VEITENHEIMER-MENDES, 2004).
Sao encontrados abundantemente nas raizes de macrofitas aquaticas que estdo presentes em
arroios, rios, lagoas, canais de irrigacdo e de drenagem nas propriedades.

De acordo FLORES; BRUGNI, (2006) carac6is do género Heleobia estdo envolvidos
como hospedeiros intermediarios de trematddeos digenéticos, a espécie Catatropis hatcheri n.
sp. (Digenea: Notocodylidae) foi encontrado parasitando Heleobia hatchery. COIMBRA et al.,
(2005) encontraram cercarias do tipo Parapleurolophocercous cercariae parasitando caracois
H. piscium, infectadas com o DNA da N.risticii.

BARLOUGH et al. (1998), estudaram caracois da familia Pleuroceridae do género Juga
como vetores de trematddeos portadores de N. risticii. PUSTERLA et al. (2000), reproduziram
experimentalmente a EME em equinos inoculando fases de esporocistos e cercarias coletadas
de caracois da espécie Juga yrekaensins. KANTER et al. (2000) e MOTT et al. (2002),

identificaram N. risticii em cercarias virguladas, Xiphidiocercariae, albergadas em caramujos
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do género Elimia, incluindo as espécies E. livescens e E. virginica. As cercéarias deste tipo sdo
caracteristicas de trematodeos digenéticos que utilizam como segundo hospedeiro
intermediario um inseto.

Em pesquisa com insetos aquaticos CHAE, et al. (2000) e MOTT et al. (2002),
encontraram as fases de metacercarias infectadas com N. risticii. Sugerindo que a riquétsia
tenha sido transmitida durante os estagios de desenvolvimento do trematddeo.

PUSTERLA et al. (2003), encontraram trematddeos Lecithodendrium sp. e
Acanthatrium sp. parasitando baco e intestino de morcegos e andorinhas em area enzoética
par a EME no norte da Califérnia. Tanto as andorinhas quanto os morcegos parasitados foram
positivos para 0 DNA de N. risticii por PCR, sugerindo que a infec¢do por N. risticii ocorreu
veiculada pelo trematdédeo. GIBSON et al. (2005), encontraram DNA de N. risticii em
trematodeos da espécie Acanthatrium oregonense que parasitavam o intestino de morcegos
(Eptesicus fuscus) em regido endémica no estado da Pensilvania, USA.

Este trabalho teve como objetivo identificar os trematddeos possiveis vetores de N.
risticii, através da pesquisa em hospedeiros intermediarios, carac6is do género Heleobia e
insetos.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de 2006 a 2009 foram realizadas coletas de insetos (libélulas) e
caracGis do género Heleobia como possiveis hospedeiros intermediarios de trematddeos. As
coletas foram realizadas em terras baixas da encosta sudeste do Rio Grande do Sul, nos
municipios, Arroio Grande, Rio Grande, Santa Vitoria do Palmar e Palmares do Sul,
totalizando 16 coletas.

Em Arroio Grande, foram realizadas quatro coletas caracois em duas localidades
denominadas como propriedade 1 e propriedade 2. Em cada propriedade foram estabelecidos

trés pontos de coletas de 3 metros lineares. Diferentes substratos de cada ponto foram
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coletados, plantas aquaticas (aguapé — Eichornea spp. e erva-de-bicho - Polygonum spp.) e
sedimento presente nos canais de irrigacdo e no arroio Parapd. A amostragem das raizes das
plantas (substratos) foi realizada utilizando uma peneira de 22cm de diametro por 9,5cm de
profundidade. O sedimento de cada ponto foi coletado em até %, de balde de 5 litros de
capacidade. Para retirada dos caracdis, as raizes e o sedimento foram lavados vigorosamente
em balde com &gua do local e passados em peneira, sendo 0s caracois retirados manualmente
e acondicionados em recipientes plasticos com agua do local. Apds foram contados e
separados em placas de petri contendo agua destilada para observacdo e recuperacdo de
cercarias e metacercarias. Alguns caracdis foram dissecados para verificar a freqtiéncia de
parasitismo pelos trematddeos. As cercarias e metacercarias oriundas dos caracois foram
coletadas em agua destilada e mantidas sob 4°C.

A partir de novembro de 2007 a marco de 2009 incluiu-se na pesquisa de vetores
insetos (libélulas). Os insetos foram capturados com uso de pucd e mantidos em recipiente
com éalcool 70% e apds dissecados para verificar a presenca de metacercarias em seu
tegumento. Os insetos capturados foram enviados para identificacdo e classificacdo ao
departamento de Microbiologia e Parasitologia, do Instituto de Biologia da UFPEL, os
caracdis foram enviados para o Laboratdério de Malacologia do departamento de Zoologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul para identificacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas quatro coletas realizadas no periodo de um ano em Arroio Grande, nas duas
propriedades foram coletados 7630 caracOis Heleobia spp. e a maior densidade dos
gastropodes foi observada nas raizes de aguapés onde 92,2% (7037) dos caracois foram
encontrados, no sedimento 6,2% (477) e 1,5% (116) nas raizes de erva-de-bicho.

Em todos os substratos coletados foram identificadas espécies de H. robusta (SILVA;

VEITENHEIMER-MENDES comunicagdo pessoal) e H. piscium (ORBIGNY, 1935) (Figura 1)
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formas jovens e adultas. A espécie H. piscium foi encontrada nas duas propriedades enquanto
H. robusta foi encontrada somente na propriedade 1. Fatores bioticos e abidticos como a
salinidade, temperatura da agua presenca de substrato, podem interferir tanto na presenca
quanto na densidade populacional de determinadas espécies de Heleobia (FRANCESCO;
ISLA, 2004).

Dentre os sete géneros de Hydrobiidae representados no continente sul-americano,
Heleobia € o que representa maior diversidade e distribuicdo com 71 espécies (HERSHELER,;
THOMPSON, 1992). No municipio de Arroio Grande foram identificados H. piscium, H.

parchappei e H. davisi em raizes de aguapés por COIMBRA et al., (2005).

Figura 1: Heleobia robusta (esquerda)
Heleobia piscium (direita) encontrados
nas raizes de aguapés, canais de irrigacdo
das propriedades de estudo.

No periodo de verdo foram verificadas as maiores quantidades de cercérias nos
caracGis com uma frequéncia de 19,35%, na propriedade 1. Na propriedade 2 ndo foram
encontrados caraco6is nos canais de irrigacdo, pois 0s canais tinham sido limpos com a retirada
de toda a vegetacdo. A freqliéncia de trematddeos nos caracdis coletados na época de outono
foi de 10,25% (4/39) na propriedade 1 e de 11,11% (2/18) na propriedade 2. Nas coletas do
més de agosto (inverno) a frequéncia de trematddeos nos caracdis foi 5% na propriedade 1, e

na propriedade 2 foi 0%, nenhum trematodeo encontrado. Na primavera a freqiéncia foi de
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17,33 na propriedade 1, e na propriedades devido a falha na obtencdo de dados, ndo foi
possivel apresentar os resultados (figura 2).

A partir de novembro de 2007 a margo de 2009 foram coletados um total de 9216
caracois Heleobia e um total de 357 insetos da ordem Odonata, classificados nas subordens
Anisoptera (320) e Zigoptera (37). Nos insetos dissecados, foi verificada a fase de
metacercaria somente na subordem Anisoptera, com freqiiéncia de 5,3% (17/320). Nos insetos
a metacercaria pode apresentar diferentes estagios de maturidade (BODDEKE, 1960), isso
pode ser observado nas diferentes formas que foram encontradas (Figura 3a, b e c). Libélulas
da subordem Anisoptera foram citadas como segundo hospedeiro intermediario do
Prosthogonimus ovatus, um trematddeo digenético parasito de aves, e metacercarias foram
encontradas em diferentes fases de desenvolvimento no tegumento do inseto (BODDEKE,
1960). Esta espécie Prosthogonimus ovatus foi encontrada como parasita de trés espécies de
aves aquaticas na regido Sul do Brasil (MONTEIRO et al., 2007) e como parasita de

passeriforme na regido Sul do Rio Grande do Sul, Brasil (MASCARENHAS, 2008).

20,00%

18,00%
16,00%
14,00%
12,00%

10,00% - O propriedade 1

8,00% -

M propriedade 2

6,00%
4,00%
2,00% -
0,00%-

verao outono inverno primavera

Figura 2 - Taxa de parasitismo em caracdis Heleobia spp.
coletados em Arroio Grande no periodo de um ano.
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Figura 3 a, b e ¢: Metacercarias encontradas no tegumento das libélulas dissecadas. Aumento de 200x.
Zoom digital.

Uma amostragem de 1671 caracdis foi dissecada sendo encontrado uma frequéncia de
cercarias entre 2,3% a 12,8%. Em Heleobia spp. oriundos de Arroio Grande a frequéncia foi
de 6,47% (63/973), de Rio Grande foi 12,83% (24/187), de Palmares do Sul foi zero (foram
encontradas so as fases de metacercérias) e Santa Vitoria do Palmar 4,72% (18/381) (tabela
1). COIMBRA et al. (2005) encontraram em Arroio Grande uma freqiiéncia de 16,6% de
trematddeos parasitando caracéis Heleobia spp.

Ambas as espécies de Heleobia encontradas albergavam fases de rédias e cercérias.
Para verificar a emissao de cercarias pelos caracois, foram observadas diariamente dez placas
contendo 50 caracdis cada. Os primeiros cinco dias de observacdo a emissdo de
aproximadamente 200 cercarias foi verificada a cada 24h, em pelo menos em trés placas e
emissdo persistente por até 17 dias, principalmente no periodo noturno. Foram encontrados
trés tipos de cercarias, classificadas como morfotipo 1, morfotipo 2 e morfotipo 3.

Tabela 1. Taxa de parasitismo das fases de cercarias encontradas nos caracOis Heleobia spp.

coletados em Rio Grande, Arroio Grande, Palmares do Sul e Santa Vitéria do Palmar de 2006
a 20009.

Locais Total de caracois Total de caracodis Taxa de
dissecados parasitados parasitismo %

Arroio grande 973 63 6,47

Rio Grande 187 24 12,83

Palmares do Sul 130 0 -

Santa Vitoria do Palmar 381 18 4,72

Totais 1671 105 6,26
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As cercarias classificadas como morfotipo 1 apresentavam caracteristicas de corpo em
forma eliptica, intensamente pigmentado. Presenca de trés ocelos fortemente pigmentados
posicionados logo abaixo da ventosa oral, sendo os laterais mais facilmente observaveis que o
ocelo central, uma vez que esses se destacavam por apresentarem uma faixa sem pigmento
junto as suas faces internas. Auséncia de acetabulo. Outro aspecto deste morfotipo, encista-se
rapidamente no meio externo em metacercaria fortemente pigmentada com caracteristicas
compativeis com as cercarias do morfotipo 1, como a presenca de ocelos fortemente
pigmentados (Figura 4). Essas metacercarias foram denominadas de metacercarias morfotipo
1 (Figura 5). O conjunto de caracteres possiveis de serem observados indica que esta cercaria
originara trematddeos digenéticos das familias Notocotylidae ou Pronocephalidae de acordo
com SCHELL, (1970) e FRANDSEN; CHRISTENSEN, (1984). Os moluscos, hospedeiros
intermediarios caracterizam-se por serem gastropodes operculados, como no presente caso

exemplares de Heleobia spp.

Figura 5: Metacercéria morfotipo 1,
encontrada presa no funda da placa.

Figura 4: Cercaria morfotipo 1. Aumento 40x. Zoom digital
Aumento de 40x. Zoom digital.

As cercarias do morfotipo 2 apresentavam as caracteristicas de corpo pigmentado, sem

manchas ocelares e com presenca de estilete na por¢édo oral. As medidas encontradas foram de
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0,24mm em comprimento total, 0,20mm comprimento de cauda e 0,14mm de corpo (Figura 6
a e b). Nas placas que apresentavam as cercarias morfotipo 2, foi verificado que estas nédo
encistavam, ou seja, ndo foi observada nenhuma estrutura com caracteristicas de metacercaria
no ambiente externo (placa de petri). O observado foi que ap6s um periodo (acima de 4
horas), essas cercarias perdiam totalmente a motilidade e a vitalidade. Provavelmente, as
cercarias de morfotipo 2 pertencam a uma espécie de trematddeo que necessita mais de um
hospedeiro intermediario para formar a fase infectante de metacercaria. Ainda, foram
encontradas metacercarias presentes no interior de Heleobia, com frequéncia de 2,03%
(34/1671). Essas metacercarias foram classificadas como morfotipo 2 (Figura 7). Essas
caracteristicas reafirmam uma possibilidade deste trematddeo necessitar de um segundo
hospedeiro intermediario.

Tabela 2. Taxa de parasitismo das fases de metacercérias encontradas nos caracois

Heleobia spp. coletados em Arroio Grande, Rio Grande, Palmares do Sul e Santa Vitoria do
Palmar de 2006 a 2009.

Locais N° de caracois N° de caracois Taxa de
dissecados parasitados parasitismo (%)

Arroio Grande 972 16 1,64

Rio Grande 187 10 5,34

Palmares do Sul 130 3 2,3

Santa Vitéria do Palmar 381 5 1,3

Total 1671 34 2,03
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Figura 6 a e b: Cercéria morfotipo 2. Aumento

10x. Zoom digital
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Figura 7: Metacercaria morfotipo 2, encontrada nos tecidos e
interior da concha dos Heleobia spp. Aumento 200x.

As cercarias de morfotipo 3 foram encontradas em duas das coletas realizadas e em
pequena quantidade quando comparado com os outros morfotipos, o que ndo permitiu a coleta
de maiores dados. O morfotipo 3 apresentou caracteristicas como cauda bifida, e de 0,2105mm

de cauda e de 0,15 de corpo e um comprimento total de 0,255mm (Figura 8).

Figura 8: Cercéaria morfotipo3. Aumento 40x.
Zoom digital

Diversos tipos de cercarias de trematddeos foram descritos no Brasil por diferentes
autores desde o inicio do século passado. Entre as larvas mais comumente encontradas
destacam-se as cercarias de cauda bifurcada (onde esta incluida a de Schistossoma mansoni) e
de cauda simples (como a de Fasciola hepatica) que apresentam importancia médico-

veterinaria. Uma gama de formas diferentes podem ser encontradas em moluscos. Para
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algumas dessas larvas, os hospedeiros definitivos ja sdo conhecidos, mas para grande maioria
ainda néo foi possivel fazer a identificacdo, pois, os adultos sdo parasitos de peixes, anfibios,
répteis, aves ou mamiferos, alguns ainda desconhecidos para a ciéncia (MELO, 2007).

Com os resultados encontrados podemos concluir que os caracois do género Heleobia
e insetos da ordem Odonata, subordem Anisoptera sdo hospedeiros intermediarios de
trematodeos, por apresentarem pelo menos trés morfotipos distintos de cercarias (caracdis) e
fases de metacercarias (caracois e insetos) nas localidades estudadas. Porém, mais estudos séo
necessarios para identificacdo das fases larvais encontradas, bem como para conhecer o
hospedeiro definitivo e identificar o parasito adulto e a relacdo de seu ciclo de vida com a

ocorréncia da ehrlichiose monocitica equina.
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6 CONCLUSOES

Com os resultados encontrados podemos afirmar que a ehrlichiose
monocitica equina é uma importante causa de diarréia e morte de nas criacdes de
cavalos Crioulos.

As regidbes de estudo e de ocorréncia da enfermidade apresentam
caracteristicas ecoldgicas favoraveis para a manutencdo dos possiveis vetores
biolégicos.

Caracéis do género Heleobia sao encontrados em abundancia em todos os
pontos de coletas, nas quatro localidades estudadas, e sdo hospedeiros de pelo
menos trés morfotipos distintos de cercarias.

Insetos da ordem Odonata apresentam fases de metacercarias.
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