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RESUMO

Para pesquisa de possiveis vetores envolvidos na transmissao da erliquiose monocitica eqliina
(EME) no Rio Grande do Sul, Brasil, caramujos dulciaquicolas dos géneros Drepanotrema, Physa,
Pomacea, Biomphalaria e Heleobiaforam coletados em propriedades com histérico de ocorrénciade EME
localizadas nos Municipios de Rio Grande, Arroio Grande e Santa Vitériado Palmar, extremosul do
Estado. A Neorickettsia (Ehrlichia) risticii foi detectada através de PCR em uma freqtiéncia de 13,33%,
em caramujos do género Heleobia (H. piscium, H. parchappei e H. davisi). Nesses caramujos, estagios de
cercarias e rédias de um trematddeo néo identificado foram encontrados. Cercarias emergidas deH.
pisciumforam classificadas como Parapleurolophocercouscercariae. Esses trematddeos testados por PCR
foram positivos paraN. risticii em 20% das amostras. Com esses resultados pode-se afirmar que aN.
risticii esta no ambiente veiculada por caramujos do géneroHeleobia presentesem canaisdeirrigacéo
e rios da regido costeira da Lagoa Mirim, e em trematédeos portados por eles.
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ABSTRACT

NEORICKETTSIA (EHRLICHIA) RISTICII IN SOUTHERN BRAZIL: HELEOBIA SPP.
(MOLLUSCA: HYDROBILIDAE) ANDPARAPLEUROLOPHOCECOUS CERCARIAE (TREMATODA:
DIGENEA) ASPOSSIBLEVECTORS. Inorder to study possible vectorsinvolved in the transmission
of Equine monocytic Ehrlichiosis (EME) in Rio Grande do Sul state, Brazil, fresh water snails were
collected fromestablishmentswith ahistory of EME occurrence. The snails were collected from the
area of Rio Grande, Santa Vitoria and Arroio Grande counties. Snails belonging to the genera
Drepanotrema, Physa, Pomacea, Biomphalaria, and Heleobia were found. Neorickettsia (Ehrlichia) risticii
were detected in 13.33% of the snails of the genus (Heleobia H. piscium, H. parchappei, H. davisi)using
the PCR method, butnotin the other genera. In these snails we found cercariae that were classified
as Parapleurolophocercous cercariae. It was observed that 20% of the P. cercariae were positive for N.
risticii by PCR. Based in our observations we concluded thatN. risticii is presentin thisarea of Brazil.
Also, we can suggest that its transmission is mediated by the snail of genusHeleohiasince this snail
harborsthe trematode and is presentinirrigation channels, riversand in the coastal area of Mirim
Lake.

KEY WORDS: Neorickettsia (Ehrlichia) risticii, Heleobia, Parapleurolophocecous cercariae.

INTRODUCAO

A erliquiose monociticaequina (EME), também
conhecida como a febre do cavalo de Potomac, é
uma sindrome diarréica de eqliinos causada por
uma riquétsia denominadaNeorickettsia(anterior-
mente Ehrlichia) risticii. Atualmente, a enfermida-

de é reconhecida em mais de 34 estados america-
nos (PALmeR et al., 1986; BREIDER & HENTON, 1987),
Brasil e Uruguai (DuTra et al., 2001). Evidéncias
sorolégicas da EME em Canada, Franca, ltalia,
Venezuela, india e Australia ja foram relatadas
(PALMER et al., 1986; BreipER & HenTON, 1987;
RikiHisA, 1998).
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No Rio Grande do Sul e Uruguai, assim como nos
Estados Unidos, aenfermidade demonstratendéncia
sazonal e endémica, com a ocorrénciadamaioriados
casos nos meses mais quentes do ano e em regides
alagadicas (PALMER et al., 1986; Goetz et al., 1989;
OcrcHowy et al., 1990; Atwice et al., 1992; Atwice et al.,
1994; DuTtrAcetal.,2001; Coimera, 2003). Estudos expe-
rimentais do modo de transmissdo revelaram que a
EME pode ser obtida mais facilmente via transfusdo
sanglinea, sendo que os eqliinos também séo sensi-
veis ainfeccdo pelas vias subcutanea, intradérmicae
aoral (HoLLanD etal., 1985; DutTaet al., 1988; PALMER
& Benson, 1988).

Devido a semelhanca genética com riquétsias
sabidamente de transmissdo oral (Ehrlichia sennetsu,
Neorickettsia helminthoeca e o agente SF-Stellantchasmus
falcatus), foi sugerido que a Neorickettsia (Ehrlichia)
risticii acompanha esse padrdo de transmissao,
intermediado por trematédeos aquéaticos RIKIHISA,
1998; BarLoucHetal. 1998; PusTerLAet al. 2000; K ANTER
etal. 2000).

BarLoucH et al. (1998) estudaram caramujos da
familia Pleuroceridae do género Juga como possiveis
vetores de trematddeos portadores de N. risticii. Esses
caramujos sdo operculados e medem 0,5 a 3 cm de
comprimento, foram coletados das regies de ocor-
réncia de EME. Os estagios do trematédeo foram
coletados, caracterizados e testados por PCR para
presenca de DNA daN. risticii. Ascercariasencontra-
das foram morfologicamente classificadas como
cercarias virguladas. Os resultados no PCR foram
compativeis paraoagente daEME, tornando assim os
trematddeos liberados pelo caramujoJugaspp. possi-
veis vetores da N. risticii.

PusTerLa et al. (2000) reproduziram experi-
mentalmente aEME em eqiinosinoculando fases
deesporocistose cercariascoletadas de caramujos
Juga yrekaensins coletados de areas de ocorréncia
de casos de EME. Esses autores constataram que
a infeccdo pela N. risticii esta envolvida com o
ciclo biol6gico de um trematédeo de ambiente
aquatico.

Caramujos operculados Elimia livescens foram
coletados no Estado de Ohio-EUA, nos meses de
junho a outubro e estudados para presenca de
trematédeos e DNA da N. risticii; as cercarias encon-
tradas foram identificadas como Xhiphidiocercarias
virguladas. AtravésdoPCR, pode-seidentificaro DNA
da N. risticii a partir dos tremat6deos, com uma fre-
gléncia de 4 a 54% de positivos no “Nested PCR”
(KanTer et al., 2000).

Este estudo tem como objetivo relatar a presen-
ca de caramujos dulciaquicolas como possiveis
vetores envolvidos na transmissdo da EME em
regido endémica no Estado do Rio Grande do Sul,
Brasil.

MATERIAL E METODOS

Coletas de caramujos: foram realizadas em areas
endémicas da EME no RS, mais especificamente nos
Municipios de Rio Grande — coletas em agosto e
novembro de 2001, Arroio Grande — coletas em de-
zembro de 2001, janeiro, fevereiro e maio de 2002 e
Santa Vitdria do Palmar em maio de 2002.

Todos caramujos eram de agua doce, sendo
coletados manualmente aderidosas raizes de aguapés
Eichorneaazurea/ou enterrados nalama, em canais de
irrigacédo e aguadasem que os cavalostinhamacesso.
Os espécimes coletados foram acondicionados em
potes plasticos contendo dgua do habitat e transpor-
tados para o Laboratério de Doencas Infecciosas da
Faculdade Veterinaria— UFPEL. Os caramujos foram
identificados no Departamento de Microbiologia e
Parasitologia - Instituto de Biologia— UFPEL e Labo-
ratorio de Malacologia do Departamento de Zoologia
- Instituto de Biociéncias — UFRGS.

Processamento dos caramujos: 0S caramujos
coletados - Drepanotrema, Physa, Pomacea, Biomphalaria
e Heleobia - foram separados por taxon e tamanho,
lavados e acondicionados em placas de Petri com 15
mL de aguadestiladaestéril. Pararealizacdo do PCR,
as partes moles de cada exemplar foram retiradas da
concha e rompidas com bisturi estéril sobre lamina
histoldgica estéril. Para o processamento, foi utiliza-
do material individual por amostra e colocados em
tubos de reacgédo do tipo "eppendorff’, de 1,5 mL,
contendo tampéo de extracdo SE (EDTA 0,1 M (pH
8,0), NaCl 0,15 M). Cadaamostracontinhaum pool de
cinco caramujos, exceto aqueles caramujos grandes -
acimade 1cmde comprimento - que foram utilizados
individualmente. Nototal, foram obtidas 30amostras
de caramujos do géneroHeleobia (14 de Arroio Grande
e 16 de Rio Grande), 11 deBiomphalaria (umde Arroio
Grandee 10deRio Grande), dois deDrepanotrema(Rio
Grande), dois de Physa (Rio Grande) e um Pomacea
(Rio Grande). Duas amostras foram feitas com restos
decaramujos (conchas e aguarestante dadissecacéo)
e umacom a agua da placa de Petri onde eles perma-
neceram entre 48 e 72h.

Coleta e processamento dos trematddeos: para
pesquisa e coleta de trematddeos, foram processados
108 caramujos do género Heleobia. Esses caramujos
foram dissecados com auxilio de ping¢as e agulhas
sendo observados sob lupa em aumento 8x para
visualizacdo das fases derédias e cercarias presentes
naglanduladigestiva dos caramujos. Pararecuperar
as fases larvais dos tremat6édeos presentes sobre o
tecido dos caramujos, foi adicionado 300 nL. de 4gua
destilada estéril. Com auxilio de micropipeta, essas
estruturas foram aspiradas e acondicionadas em tu-
bos "eppendorff' de 1,5 mL. As amostras com 0s
estagios larvais do trematddeo foram montadas em
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forma de pools: cinco amostras contendo estagios de
rédias e cercariasemvarios graus de desenvolvimen-
to; trés amostras com cercérias maduras oriundas da
agua em que estavam os caramujos; e dois pools
contendotecidos de 10 caramujos que ndo apresenta-
vam rédias e cercérias, a titulo de controle negativo.
Todo material foi centrifugadoa10.000 rpm por 2min,
o sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi
ressuspendido em tampéo de extra¢do SE (EDTA0,1
M (pH 8,0), NaCl 0,15 M) para proceder a extragdo do
DNA.

Extracdo de DNA: a partir dos caramujos,
trematddeos e agua, a extracédo foi realizada pelo
método do fenol-cloroférmio, que consiste em lava-
gens sucessivas com fenol, fenol x cloroférmio (1:1) e
cloroférmio com a finalidade de extrair e purificar o
DNA, seguido de precipitacdo do DNA com etanol.
Ap0Gs, o sedimento obtido foi ressuspendido em 100
mL de Tampé&o TE (TrisHCI 10 mM (pH 7,4), EDTA 1
mM pH 8,0).

Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR: para a
deteccdo do DNA de N. risticii, PCR em duas etapas
(Nested PCR) foi realizado segundo descrito por
BarLoucHet al., (1997). A primeira etapa utilizando
um par de oligonucleotideos (ER-3 5’ATTTGA
GAGTTTGATCCTGG3 eER-25'GTTTTAAATGCA
TTCTTG3’) que amplifica uma regido de 599pb do
DNA que codifica para a regido 16s do RNA
ribossdbmico daN.risticii. Nasegundaetapa, utilizou-
se um segundo par de oligonucleotideo (ER-3a
5’'CTAGCGGTAGCGTTAAC 3 e ERSSSS-2a
5'CACACCTAACTTACGGG3’) que amplifica uma
regido interna ao primeiro de 529 pb.

As reacdes do PCR foram montadas para um
volume final de 50ni, sendo utilizadoem cadareacéo
1U de tag DNA Polymerase, 20 mM Tris-HCI (pH8,4)
e 50 mM KCl, 400mM dNTP, MgCl,a1,5mM, 40 pmol
de cada oligonucleotideo iniciador e quantidade su-
ficiente para 50 L (gsp) de agua milli Q estéril, em
termociclador 480. Na primeira etapa do PCR, utili-
zou-se 3nl do DNA alvo e, nasegunda etapa, 1,5n.
do produto do 1° PCR. As duas etapas do PCR foram
realizadas sob as mesmas condic8es de temperatura
etempo. Primeiramente, umadesnaturacéoinicial de
5minutosa94° C,apds 35ciclosdedesnaturacdoa94°
C por 1min,anelamentoa60° C por2min e amplifica-
¢doa72° Cporl,5min,apdésumaextensao finala72°
C por 7min. Ap6s o término dos ciclos, atemperatura
foi reduzida para 4° C até que o material fosse mani-
pulado ou retirado e conservado sob refrigeracao até
proceder-se aleitura do produto do PCR. Um volume
de 15 nL. do produto do PCR, adicionado a 3 ni. de
tampao de corrida (LB - sacarose a 40%, com azul de
bromocresol a 0,06%, foi submetido a eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, conduzida a 100V por 60min,
e visualizado em transluminador (MacoVue, UV-25

hoefer), sendo o tamanho das bandas obtido por
comparagdo com marcador de peso molecular de
100pb (100 Base-Paier Ladder).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nested PCR apartir de caramujos: o PCRrealiza-
do a partir de 30 amostras de caramujos do género
Heleobia, oriundos de Arroio Grande e Rio Grande,
quatro foram positivas (uma de Rio Grande e trés de
Arroio Grande), apresentandoum produtode PCR de
529pbindicandoumafreqténciade 13,33% de positi-
vos. Os outros géneros de caramujos submetidos ao
PCR foram negativos. Os caramujos do género
Heleobia que se apresentaram positivos paraN.risticii
noPCR, séo moluscos que possuemconchacénicaem
espiral de coloragdo amarelo castanho (marrom),
medindo em média 0,5 cm de comprimento (Fig. 1). A
partir de coletas de caramujos em zonas endémicas
para a enfermidade, trés espécies de Gastropoda da
familia Hydrobiidae foram identificadas - Heleobia
piscium (OreicNY, 1935), Heleobia parchappe (OrsiGNY,
1935) e Heleobia davisi SiLva & THowmE, 1985. Tais
espécies de caramujos estdo presentes em varias
regides, inclusive nas lagoas localizadas na Planicie
Costeira do Rio Grande do Sul (ALmeipa et al., 2001,
SiLva, 2003), onde j& foram diagnosticados casos de
EME. Este estudo identificou umafreqténciaminima
de 13,33% de caramujos do género Heleobia PCR-
positivos paraN. risticii. BArRLoucHet al. (1998) encon-
traram pelo menos 3,5% dos caramujos Juga spp.
positivos. PusTerLA et al. (2000), encontraram uma
frequéncia de 12,5% de caramujos da familia
Pleuroceridae positivos no PCR. Possivelmente, es-
sas frequéncias sejam variaveis em diferentes épocas
doanoeemdiferentesespéciesde caramujos; umadas
razdes para essas variagdes € a necessidade da pre-
senca de trematddeos infestando o caramujo.

Pesquisade trematddeos: dos 108 caramujos dis-
secados do géneroHeleobia, fasesde rédiasecercarias
foram evidenciadas em 18 caramujos verificando-se
uma frequiéncia de 16,66%. A partir do esmagamento
daconchadocaramujoforamobtidascercariaslivres,
junto ao corpo do molusco em varios estagios de
desenvolvimento. Rédias com diferentes graus de
desenvolvimento foram observadas, entretanto todas
de coloracdo clara sendo possivel observar, interna-
mente a presenga de bolas germinativas. Em rédias
maiores, juntoaregidoanterior, observou-se apresen-
cadecercariasemformacao sem pigmentacgdo escura,
sendo observado o corpo e curta cauda. Cercarias
maduras emergidas de H. piscium foram caracteriza-
das como do tipo Parapleurolophocercous cercariae. Es-
sas cercarias apresentaram corpo aproximadamente
eliptico, medindo 250 nm comprimento x 62,5 mm
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largura, fortemente pigmentado, com a presenca de
uma ventosa oral e um par de ocelos fortemente
pigmentados (Fig. 2). A cauda mediu 325 nm de
comprimento sendo mais longa que o corpo, e apre-
sentando duas membranas natatérias, uma membra-
na posicionada lateralmente em ambos os lados da
cauda até a extremidade posterior onde se unem, e
outra membrana posicionada na regido mediana
dorsal dacauda, iniciando naregidoanterior até mais
ou menos a metade da cauda (onde parece que termi-
na). Segundo FRANDSEN & CHRISTENSES (1984), acercéria
do tipoParapleurolophocercous cercariae, secaracteriza
por apresentar cauda mais longa (sem furca) ou tdo
longa quanto o corpo com a presenca de membranas
caudais bem desenvolvidas. Segundo SHeLL (1970),
h&apresencade membranas laterais e dorso-ventral,
ventosa ventral ausente ou vestigial; presenca de
ocelos; auséncia de érgéos adesivos na regido poste-
rior do corpo.

Nested PCR a partir dos trematédeos: um dos
cinco pools de trematédeos oriundos dos caramujos
demonstrou reagéo positivanoPCR, com umaampli-
ficacdo de umfragmento de DNA de 529pb, esperado
para N. risticii, demonstrando uma freqtiéncia de 20%
(Fig. 3). Dospoolsrealizadosa partir dos trematédeos

Fig. 1-Caramujos identificados
como pertencentes ao género
Heleobia.

livres nadgua, nenhum foi positivo. Asamostras com
tecidos dos caramujos sem tremat6deos foram nega-
tivas no PCR. Esse resultado aproxima-se com o obti-
do por KanTeret al. (2000), que relataram umafreqiién-
ciade 20,4% de trematddeos positivos paraN. risticii.
Foi possivel verificar a presenca de trematdédeos
parasitando caramujos do género Heleobia, com uma
freqliéncia de 16,66%.

A compreensao da forma de transmissdo da EME
pode permitir a introducédo de métodos de controle
eficazes nas areas de risco. PusTerLA et al. (2000) e
BarLoucH et al. (1998) demonstraram através do PCR
apresenca do DNA daN.risticiiem caramujos encon-
trados nas &reas de ocorréncia da EME nos EUA.
Esses caramujos eram da familia Pleuroceridae, en-
contrados as margens superficiais de cOrregos e ca-
nais com agua corrente sendo classificados e identi-
ficados como Juga spp. e Elimia livescens. Através da
andlise dos caramujos, esses autores verificaram que
osmesmosalbergavam tremat6deos, sendo encontra-
das as fases de esporocisto, rédias e cercarias que
foram testadas por PCR para pesquisade DNA deN.
risticii, obtendo resultado positivo; as cercarias en-
contradas pelos autores foram identificadas como
Xiphidiocercarias virguladas.

.\.:- F--_ T :-h'?'-c'

'1- wE '-.- . '_{? Fig. 2- Cercaria do tipo

o B R R o Parapleurolophocercous
Era] = cercariae presentes em

e a2 R Heleobiae positivasnoPCR
B Ry para E. risticii.
R .

"2

Fig.3—Eletroforeseemagarose indicando o produto doPCR de 529pb do DNA daN. risticii. Nacoluna Acontrole positivo
para N. risticii. Nas colunas B, C, E, e G, caramujos dos géneros Drepanotrema, Physa, Pomacea e Biomphalariarespectivamente.
Nas colunas D e F caramujos do géneroHeleobia. Na coluna H pool de tecido de caramujosHeleobiacom rédias e cercarias.

Nacolunal pool de tecido de caramujosHeleobiasem tremat6édeos. Nacolunal, marcador de peso molecular de 100 pares.
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