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RESUMO: A chrlichiose monocitica equina (EME) na regido Sul
do Rio Grande do Sul tem demonstrado ser importante nas criagoes
de cavalos Crioulos. A enfermidade foi relatada e diagnosticada como
causa de diarreia, prejuizos com tratamentos e com a morte de equi-
nos ndo estabulados, sendo apontada como um fator limitante na
criagio de equinos em algumas regi6es. O modo de transmissio pela
via oral, intermediada por trematddeos em ambientes aqudticos, tem
sido sustentado. Caracéis dulciaquicolas estao envolvidos como hos-
pedeiros intermedidrios de trematédeos albergadores de Neorickettsia
risticii. Um total de 16.846 caracdis Heleobia foi coletado nos muni-
cipios de Arroio Grande, Rio Grande, Palmares do Sul e Santa Vitéria
do Palmar, 92,2% dos quais foram encontrados nas raizes de aguapés
(Eichornea spp.). A frequéncia de trematédeos presentes nos caracéis
variou de 2,3 a 12,8% nas propriedades coletadas. Foram encontra-
dos trés tipos de cercdrias, morfotipo 1, morfotipo 2 ¢ morfotipo 3,
¢ dois morfotipos de metacercdrias nos caracéis. Um total de 357
insetos da ordem Odonata foi coletado, fases de metacercdrias foram
encontradas no tegumento da subordem Anisoptera com frequéncia
de 5,3%. Mais estudos sio necessdrios para identificar as fases lar-
vais encontradas, bem como para conhecer o hospedeiro definitivo,
identificar o parasito adulto e a relacio de seu ciclo de vida com a
ocorréncia da chrlichiose monocitica equina.

PALAVRAS-CHAVE: tremat6deos; Heleobia spp.; Neorickettsia risticii.

ABSTRACT: The equine monocytic ehrlichiosis 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 as cause of diar-
thea in equine 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 had been collected in the cities of Arroio Grande,
Rio Grande, Palmares do Sul and Santa Vitoria do Palmar, 92.2%
of which had been found in the roots of aquatics plants (Eichornea
spp.). The frequency of trematodes present in the snails varied of
2.3 to 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 metacercariae of the snails. A total
of 357 insects of the Odonata order were collected, stages of meta-
cercariae had been found in the tissues of suborder Anisoptera with
5.3% of frequency. More studies are necessary for identification of
the joined larval phases, as well as knowing the host definitive and
identifying the adult parasite and the relation of its cycle of life with
the occurrence of equine monocytic ehrlichiosis.
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Pesquisa de trematddeos digenéticos em
Heleobia spp. (Mollusca: Hydrobiidae) em area de ocorréncia da ehrlichiose monocitica equina, no Rio Grande do Sul, Brasil

INTRODUCAO

A Ehrlichiose monocitica equina (EME) é uma doenca infeccio-
sa ndo contagiosa causada pela Neorickettsia risticii. A diarreia ¢
a principal forma clinica e ocorre em 30% dos casos (RIkiHIsA,
1998). A enfermidade para o Rio Grande do Sul tem demons-
trado ser importante nas criagoes de cavalos Crioulos, em razio
de prejuizos com tratamentos e morte de animais, e foi apontada
como um fator limitante na criagio em algumas regioes (DuTRA
et al., 2001; CommBRa, 2003). Desde 1999, nas épocas de verio,
em propriedades localizadas préximas a lagoas de dgua doce, a
EME foi diagnosticada (Dutra ez al., 2001; ComvBsRra, 2003;
CoIMBR4, 2010).

Para o entendimento do modo de transmissio da EME,
estudos com varios vetores foram realizados e, atualmente, o
modo de transmissao pela via oral, intermediado por trematé-
deos digenéticos em ambientes aqudticos, tem sido sustentado
(BARLOUGH et al., 1998; RikiHisa, 1998; KANTER er al., 2000;
PusTERLA et al., 2000; CommBRaA et al., 2005).

Os trematédeos digenéticos tém um ciclo de vida comple-
xo envolvendo dois a quatro hospedeiros. Em todos os ciclos
conhecidos, o primeiro hospedeiro ¢ um molusco, geralmente
um caracol. Com poucas excegoes, o hospedeiro definitivo, que
contém o adulto, é um animal vertebrado (THATCHER, 1993).

No municipio de Arroio Grande, RS, em propriedade
localizada préxima a Lagoa Mirim, onde casos de EME fo-
ram confirmados, caracdis do género Heleobia foram iden-
tificados como positivos para V. risticii. Trés espécies foram
identificadas nessa regido, H. piscium, H. parchappei e H. da-
visi (COIMBRA et al., 2005).

Os caracois Heleobia spp. pertencem ao filo Mollusca, clas-
se Gastropoda, subclasse Prosobranchia e familia Hydrobiidae,
e estdo presentes em vdrias regides da planicie costeira, do
Rio Grande do Sul (Siva, 1993; Lanzer, 2001; Sirva;
VEITENHEIMER-MENDES, 2004). Sio encontrados abundan-
temente nas raizes de macréfitas aqudticas que estdo presentes
em arroios, rios, lagoas, canais de irrigacio e de drenagem nas
propriedades.

De acordo com Frores; Bruanr (2006), caracdis do gé-
nero Heleobia estio envolvidos como hospedeiros intermedid-
rios de trematddeos digenéticos; a espécie Catatropis hatcheri
n. sp. (Digenea: Notocodylidae) foi encontrada parasitando
Heleobiahatchery. CommBRa et al. (2005) encontraram cercdrias
do tipo Parapleurolophocercouscercariae parasitando caracéis H.
piscium, infectadas com o DNA da N. risticii.

BarLoucH er al. (1998) estudaram caracéis da familia
Pleuroceridae do género Juga como vetores de trematddeos
portadores de V. risticii. PUSTERLA e al. (2000) reproduziram
experimentalmente a EME em equinos inoculando fases
de esporocistos e cercdrias coletadas de caracdis da espécie
Juga yrekaensins. KANTER et al. (2000) e MorT et al. (2002)
identificaram V. risticii em cercérias virguladas, Xiphidiocercariae,

albergadas em caramujos do género Elimia, incluindo as
espécies E. livescense e E. virginica. As cercdrias desse tipo sio
caracteristicas de trematddeos digenéticos, que utilizam como
segundo hospedeiro intermedidrio um inseto.

Em pesquisa com insetos aqudticos, CHAE ez a/. (2000) e
Morrt et al. (2002) encontraram as fases de metacercdrias infec-
tadas com V. risticii, sugerindo que a riquétsia tenha sido trans-
mitida durante os estdgios de desenvolvimento do trematédeo.
et al. (2003)
Lecithodendrium sp. e Acanthatrium sp. parasitando bago e

PUSTERLA encontraram  trematddeos
intestino de morcegos e andorinhas em 4rea enzodtica para EME
no norte da Califérnia. Tanto as andorinhas quanto os morcegos
parasitados foram positivos para o DNA de N. risticii por
PCR, sugerindo que a infecgio por V. risticii ocorreu veiculada
pelo trematédeo. GiBsoN ez al. (2005) encontraram DNA de
N. risticii em trematddeos da espécie Acanthatrium oregonense
que parasitavam o intestino de morcegos (Eptesicusfuscus) em
regido endémica no estado da Pensilvinia, USA.

Este trabalho teve como objetivo identificar os trematddeos
possiveis vetores de N. risticii, por meio da pesquisa em hospe-

deiros intermedidrios, caracdis do género Heleobia e insetos.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de 2006 a 2009, foram realizadas 16 coletas
de caracdis do género Heleobia e de insetos (libélulas) como pos-
stveis hospedeiros intermedidrios de trematddeos. As coletas fo-
ram realizadas em terras baixas da encosta sudeste do Rio Grande
do Sul, em propriedades dos municipios de Arroio Grande, Rio
Grande, Santa Vitdria do Palmar e Palmares do Sul. Das cole-
tas realizadas no perfodo de estudo, 13 (treze) ocorreram em
Arroio Grande e 3 (trés) em propriedades dos municipios de
Rio Grande e Palmares do Sul (2008) e Santa Vitéria do Palmar
(2009), conforme a notificagio de doenga clinica de casos de
diarreia em cavalos, compativel com EME. Em Arroio Grande,
porém, das 13 coletas, 8 foram realizadas (2006 a 2007) em duas
localidades denominadas como propriedade 1 e propriedade 2
com o objetivo de verificar varia¢io na presenca de trematédeos
no caracdis Heleobia spp. conforme a época do ano. As outras 5
coletas foram feitas na mesma localidade conforme a ocorréncia
clinica de cavalos com diarreia.

Em cada propriedade, foram estabelecidos trés pontos de
coletas de 3 metros lineares cada. Em todas as coletas de cara-
cdis, diferentes substratos foram recolhidos — plantas aqudticas
(aguapé — Eichornea spp. e erva-de-bicho — Polygonum spp.) e
sedimento presente nos canais de irrigagdo, ou arroio. A amos-
tragem das raizes das plantas (substratos) foi realizada utilizando
uma peneira de 22 cm de didmetro por 9,5 cm de profundidade.
O sedimento de cada ponto foi coletado em até 3% de balde de
5 litros de capacidade. Para a retirada dos caracdis, as raizes e o
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sedimento foram lavados vigorosamente em balde com dgua do
local e passados em peneira, sendo os caracdis retirados manual-
mente e acondicionados em recipientes pldsticos com 4gua do
local. No laboratério, foram contados e separados em placas de
petri contendo 4gua destilada para observagio e recuperacio
de cercdrias e metacercérias. Alguns caracdis foram dissecados
para verificar a frequéncia de parasitismo pelos trematddeos.
As cercdrias e metacercdrias oriundas dos caracdis foram coleta-
das em 4gua destilada e mantidas sob 4°C.

De novembro de 2007 a marco de 2009, inclufram-se na
pesquisa coletas de insetos (libélulas). Os insetos foram captura-
dos com uso de pugd e mantidos em recipiente com dlcool 70%
e depois dissecados para verificar a presenca de metacercérias
em seu tegumento. Os insetos capturados foram enviados para
identificagdo e classificagio ao departamento de Microbiologia
e Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade Federal
de Pelotas. Os caracdis foram enviados para o Laboratério de
Malacologia do departamento de Zoologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul para identificagio, de acordo com
Poligrafo nao publicado, “Moluscos Limnicos do Rio Grande
do Sul: Reconhecendo géneros de Gastropodas”, informacao in
litteris de VEITENHEIMER-MENDES; S1LvA (2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas coletas realizadas no perfodo de um ano (2006 a 2007), em
Arroio Grande, nas duas propriedades foram coletados 7.630
caracis Heleobia spp., e a maior densidade dos gastrépodes foi
observada nas raizes de aguapés onde 92,2% (7.037) dos caracéis
foram encontrados; no sedimento, encontraram-se 6,2% (477) e
nas raizes de erva-de-bicho, 1,5% (116).

Em todos os substratos coletados, foram identificadas es-
pécies de H. robusta (Stiva; VEITENHEIMER-MENDES, 2004) e
H. piscium j& identificados na regido (CormmsRra, 2003; CoimBRA
et al., 2005) (Fig. 1) nas formas jovens e adultas. A espécie H.
piscium foi encontrada nas duas propriedades, enquanto a H.
robusta somente na propriedade 1. Fatores bidticos e abidticos,
como a salinidade, a temperatura da dgua e a presenca de subs-
trato, podem interferir tanto na presenca quanto na densidade
populacional de determinadas espécies de Heleobia (FRANCESCO;
IsLa, 2004).

Dentre os 7 géneros de Hydrobiidae representados no con-
tinente sul-americano, Heleobia é o que representa maior diver-
sidade e distribui¢ao com 71 espécies (HERSHELER; THOMPSON,
1992). No municipio de Arroio Grande, ji foram identificados
H. piscium, H. parchappei e H. davisi em raizes de aguapés por
CommBra et al. (2005).

Na avaliacdo de frequéncias estacionais para presenca de tre-
matédeos nos carac6is nas duas propriedade de Arroio Grande
estudadas no periodo de 2006 a 2007, foram encontradas na
propriedade 1 as maiores quantidades de cercdrias nos caracdis

no verdo, com frequéncia de 19,35%; no outono, 10,25%; no
inverno, 5%; e na primavera, 17,33% (Fig. 2). Na propriedade
2, em razio do manejo nos canais de irrigacio e uso de produtos
quimicos na limpeza dos canais com a retirada de toda a vegeta-
¢40, em dois momentos nao se obtiveram caracéis nos substratos
estudados. Assim, na propriedade 2, as frequéncias puderam ser
observadas nas estagoes nas quais foi possivel coletar caracdis para
pesquisa das cercdrias. Dessa forma, no outono, foi encontrada
uma frequéncia de 11,11% e no inverno, 0%. Nao houve emis-
s3o ou presenca de cercdrias nos caracéis coletados (Fig. 2).

De novembro de 2007 a marco de 2009, foram co-
letados um total de 9.216 caracdis Heleobia e um total de

357 insetos da ordem Odonata, classificados nas subordens

Figura 1. Heleobia robusta (esquerda) e Heleobia piscium
(direita) encontrados nas raizes de aguapés, canais de irrigacdo
das propriedades de estudo.
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Figura 2. Taxa de parasitismo em caracdis Heleobia spp.
coletados em Arroio Grande no periodo de um ano.
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Anisoptera (320) e Zigoptera (37). Nos insetos dissecados,
foi verificada a fase de metacercdria somente na subordem
Anisoptera, com frequéncia de 5,3% (17/320). Nos insetos,
a metacercdria pode apresentar diferentes estdgios de ma-
turidade (BoDDEKE, 1960), o que pode ser observado nas
diferentes formas que foram encontradas (Fig. 3 A, B e C).
Libélulas da subordem Anisoprera foram citadas como se-
gundo hospedeiro intermedidrio do Prosthogonimus ovatus,
um trematddeo digenético parasito de aves, e metacercdrias
foram encontradas em diferentes fases de desenvolvimen-
to no tegumento do inseto (BODDEKE, 1960). Essa espécie
Prosthogonimus ovatus foi encontrada como parasita de trés
espécies de aves aqudticas na regido Sul do Brasil (MoONTEIRO
et al., 2007) e como parasita de passeriforme na regiao Sul do
Rio Grande do Sul, Brasil (MascareNHAS, 2008).

Uma amostragem de 1.671 caracéis foi dissecada, sendo
encontrada uma frequéncia de cercdrias entre 2,3 e 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 sé as fases de
metacercdrias) e de Santa Vitéria do Palmar, 4,72% (18/381)
(Tabela). CommBRa et al. (2005) encontraram em Arroio
Grande uma frequéncia de 16,6% de trematédeos parasitan-
do caracéis Heleobia spp.

Ambeas as espécies de Heleobia encontradas albergavam

fases de rédias e cercdrias. Para verificar a emissio de cercdrias

pelos caracdis, foram observadas diariamente 10 placas con-
tendo 50 caracdis cada. Nos primeiros 5 dias de observacio,
a emissdo de aproximadamente 200 cercdrias foi verificada a
cada 24 horas, em pelo menos 3 placas e persistente por até
17 dias, principalmente no perfodo noturno. Foram encon-
trados 3 tipos de cercdrias, classificadas como morfotipo 1,
morfotipo 2 e morfotipo 3.

As cercdrias classificadas como morfotipo 1 apre-
sentavam caracteristicas de corpo em forma eliptica, in-
tensamente pigmentado. Constatou-se presen¢a de trés
ocelos fortemente pigmentados posicionados logo abaixo
da ventosa oral, sendo os laterais mais facilmente obser-
vdveis que o ocelo central, uma vez que se destacavam
por apresentarem uma faixa sem pigmento com suas faces
internas. Observou-se auséncia de acetédbulo. Outro as-
pecto desse morfotipo ¢ que se encista rapidamente no
meio externo em metacercdria fortemente pigmentada
com caracteristicas compativeis com as cercdrias do mor-
fotipo 1, como a presenca de ocelos fortemente pigmen-
tados (Fig. 4). Essas metacercdrias foram denominadas
de metacercdrias morfotipo 1 (Fig. 5). O conjunto de
caracteres possiveis de serem observados indica que essa
cercdria originard trematddeos digenéticos das familias
Notocotylidae ou Pronocephalidae de acordo com ScHELL
(1970) e FRANDSEN; CHRISTENSEN (1984). Os moluscos,

hospedeiros intermedidrios, caracterizam-se por serem

(\ ¥

Figura 3. Metacercarias encontradas no tegumento das libélulas dissecadas. Aumento de 200x. Zoom digital.

Tabela. Taxa de parasitismo das fases de cercérias e metacercarias encontradas nos caracdis Heleobia spp. coletados em Rio
Grande, Arroio Grande, Palmares do Sul e Santa Vitéria do Palmar de 2006 a 2009.

Arroio Grande 973 63 6,47 16 1,64
Rio Grande 187 24 12,83 10 5,34
Palmares do Sul 130 0 = 3 2,3
Santa Vitoria do 381 18 4,72 5 1,3
Palmar

Total 1671 105 6,26 34 2,03
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gastrépodes operculados, como no presente caso exem-
plares de Heleobia spp.

As cercdrias do morfotipo 2 apresentavam as caracte-
risticas de corpo pigmentado, sem manchas ocelares e com
presenga de estilete na por¢ao oral. As medidas encontradas
foram de 0,24 mm em comprimento total, 0,10 mm compri-
mento de cauda e 0,14 mm de corpo (Fig. 6A e B). Nas pla-
cas que apresentavam as cercdrias morfotipo 2, foi verificado
que nio encistavam, ou seja, nao foi observada nenhuma es-
trutura com caracteristicas de metacercdria no ambiente ex-
terno (placa de petri). O observado foi que, apés um periodo
(acima de quatro horas), essas cercdrias perdiam totalmente

a motilidade e a vitalidade. E provével que as cercdrias de . .
Figura 5. Metacercaria morfotipo 1, encontrada presa no

fotipo 2 pert écie de trematéd
fOTiotipo = pertenicam a uma especie de trematodeo que fundo da placa. Aumento 40x. Zoom digital

necessite mais de um hospedeiro intermedidrio para formar
a fase infectante de metacercdria. Ainda, foram encontradas
metacercdrias presentes no interior de Heleobia spp., com A
frequéncia de 2,03% (34/1671) (Tabela). Essas metacercd- A
rias foram classificadas como morfotipo 2 (Fig. 7). Essas ca-

racteristicas reafirmam uma possibilidade de esse trematédeo

necessitar de um segundo hospedeiro intermedidrio.

As cercdrias de morfotipo 3 foram encontradas em duas .
das coletas realizadas e em pequena quantidade quando 7
comparado com os outros morfotipos, o que ndo permitiu a 7 Q \\
coleta de mais dados. O morfotipo 3 apresentou caracteristi- . \ \'\\\\\\
cas como cauda bifida, de 0,105 mm de cauda e de 0,15 de
corpo, e um comprimento total de 0,255 mm (Fig. 8).

Figura 6. Cercaria morfotipo 2. Aumento 10x. Zoom digital

Diversos tipos de cercdrias de trematddeos foram des-
critos no Brasil por diferentes autores desde o inicio do sé-
culo passado. Entre as larvas mais comumente encontradas,

destacam-se as cercdrias de cauda bifurcada (entre as quais

Figura 7. Metacercdria morfotipo 2, encontrada nos tecidos e
interior da concha dos Heleobia spp. Aumento 200x.

Figura 4. Cercaria morfotipo 1. Aumento de 40x. Zoom digital. Figura 8. Cercéria morfotipo 3. Aumento 40x. Zoom digital.
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estd inclusa a de Schistossoma mansoni) e de cauda simples
(como a de Fasciola hepatica) que apresentam importincia
médico-veterindria. Uma gama de formas diferentes pode
ser encontrada em moluscos. Para algumas dessas larvas, os
hospedeiros definitivos jd sao conhecidos, mas para a gran-
de maioria ainda nao foi possivel fazer a identificagao, 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 caracdis do género Heleobia e insetos da ordem
Odonata, subordem Anisoptera, sao hospedeiros interme-

didrios de trematddeos por apresentarem pelo menos trés

morfotipos distintos de cercdrias (caracdis) e fases de me-
tacercdrias (caracdis e insetos) nas localidades estudadas.
As maiores frequéncias de caracéis parasitados ou emitin-
do trematddeos nos periodos mais quentes do ano suge-
rem uma relacio na sazonalidade e endemicidade de ocor-
réncia da EME, uma vez que os cavalos criados em dreas
de alagados apresentam maior contato com o ambiente
potencialmente infectado pelos trematédeos que podem
conter a V. risticii. No entanto, mais estudos sao necessi-
rios para a identificagdo das fases larvais encontradas, bem
como para conhecer o hospedeiro definitivo e identificar
o parasito adulto e a relagio de seu ciclo de vida com a

ocorréncia da ehrlichiose monocitica equina.
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