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RESUMO

Caracterizagao epidemiolégica de riquétsias (Rickettsia spp.) em equinos de
seus potenciais vetores na regiao de Ji-Parana, Rondénia

Este estudo avaliou a infecgdo causada por Rickettsia spp. em equinos e carrapatos
na regido de Ji-Parana, Rondbnia, na Amazénia Ocidental, considerada ndo endémica
para a Febre Maculosa Brasileira (FMB). Um total de 400 equinos foi testado pela
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Rickettsia rickettsii, Rickettsia
parkeri, Rickettsia amblyommatis e Rickettsia bellii. Além disso, 1103 carrapatos
coletados de equinos foram morfologicamente identificados seguindo chaves
taxondmicas. A soroprevaléncia geral de Rickettsia spp. foi de 21,75% (87/400),
distribuida nas regides rural, urbana e periurbana do municipio, com destaque para
esta ultima. Nao foram identificadas amostras positivas para R. rickettsii e R. parkeri.
Do total, 99,09% (1093/1103) dos carrapatos de equinos foram identificados como
Dermacentor nitens, 0,54% (6/1103) como Rhipicephalus microplus, 0,27% (3/1103)
como Amblyomma cajennense sensu stricto (s.s.) e 0,09% (1/1103) como
Amblyomma sculptum, com os carrapatos do género Amblyomma notadamente
presentes nas regides urbana e periurbana. Este foi o primeiro estudo de
soroprevaléncia de riquétsias em equinos na regidao de Ji-Parana e, com base nos
resultados, ha indicios da circulagdo de R. bellii e de R. amblyommatis (espécie do
do Grupo da Febre Maculosa — GFM) nestes animais, considerados sentinelas para
infeccdo no homem. Considerando nao se tratar de area endémica de FMB, a
propor¢cao de soroprevaléncia e dos vetores identificados, considera-se, para o
momento, baixa a probabilidade de infeccdo humana na regido estudada. No entanto,
estudos moleculares das aliquotas de carrapatos poderdo fornecer melhores

conclusoes.

Palavras-chave: Equinos; Carrapatos; Rickettsia; Amazonia; Ji-Parana.



ABSTRACT

Epidemiological characterization of rickettsiae (Rickettsia spp.) in horses and

potential vectors in the region of Ji-Parana, Rondénia

This study evaluated the infection caused by Rickefttsia spp. in horses and ticks in the
region of Ji-Parana, Rondbnia, in Western Amazonia, considered non-endemic for
Brazilian Spotted Fever (BSF). A total of 400 horses were tested by Indirect
Immunofluorescence Assay (IFA) for Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia
amblyommatis and Rickettsia bellii. In addition, 1103 ticks collected from horses were
morphologically identified following taxonomic keys. The overall seroprevalence of
Rickettsia spp. was 21.75% (87/400), distributed in the rural, urban and peri-urban
regions of the municipality, with emphasis on the latter. No positive samples were
identified for R. rickettsii and R. parkeri. Of the total, 99.09% (1093/1103) of the equine
ticks were identified as Dermacentor nitens, 0.54% (6/1103) as Rhipicephalus
microplus, 0.27% (3/1103) as Amblyomma cajennense sensu stricto (s.s.) and 0.09%
(1/1103) as Amblyomma sculptum, with ticks of the genus Amblyomma notably present
in urban and peri-urban regions. This was the first study of rickettsiae seroprevalence
in horses in the region of Ji-Parana and, based on the results, there are indications of
the circulation of R. belliiand R. amblyommatis (a species of the Spotted Fever Group
— GFM) in these animals, considered sentinels for infection in humans. Considering
that this is not an endemic area of BSF, the proportion of seroprevalence and of the
vectors identified is considered low for the moment However, molecular studies of tick

aliquots may provide better conclusions.

Keywords: Equine; Ticks; Rickettsia; Amazon; Ji-Parana.
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1 INTRODUGAO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) é uma zoonose e é considerada uma das
mais importantes riquetsioses ja descritas no Brasil, que tem como principal agente
causal a bactéria Rickettsia rickettsii, um cocobacilo Gram-negativo e intracelular
obrigatorio transmitido através da picada de carrapatos. A partir da picada, o agente
se dissemina pelo organismo, gerando sintomas inespecificos até comprometimento
do sistema nervoso central, podendo ser fatal (DEL FIOL et al., 2010; FREITAS et al.,
2010; MEDEIROS et al., 2013; NASSER et al., 2015).

Equinos e outros mamiferos, como capivaras, sdo suscetiveis a infeccao e
considerados o0s hospedeiros primarios para todos os estagios parasitarios de
importantes vetores, como Amblyomma cajennense sensu stricto (s.s.) e Amblyomma
sculptum. Em varias regides do Brasil, 0os equinos sédo considerados um dos principais
hospedeiros para estas espécies de carrapato e pesquisas tém, de fato, relatado
evidéncias soroldgicas de infec¢cdo por riquétsias nesses animais, indicando a relacao
entre a doengca em humanos com o contato frequente com animais (DEL FIOL et al.,
2010; FREITAS et al.,2010; SPOLIDORIO et al., 2010; MEDEIROS et al., 2013, UENO
et al., 2016).

O estudo sorolégico periédico dos animais é sugerido para a vigilancia do
agente, para examinar o status de uma populacdo animal quanto a presenca de
vetores e para determinar a circulacao do patégeno em uma regido, pois 0s achados
sorologicos e a presenca do vetor para a FMB reforcam a necessidade de um plano
de monitoramento na area, visto que o risco de disseminac¢ado da doenca pode existir.
Isso torna a soroprevaléncia uma ferramenta util para estudos sobre a ocorréncia de
FMB em uma regido em particular (FREITAS et al.,2010; OTOMURA et al., 2010;
MEDEIROS et al., 2013).

No Estado de Rondénia, os equideos estdo presentes compondo um rebanho
efetivo de aproximadamente 169.587 animais. O Estado acumula 6 casos confirmados
de Febre Maculosa em humanos no periodo de 2007 a 2022, sem o6bitos e desde o
primeiro caso, ocorrido na regido noroeste de Rondénia, notou-se uma redistribuicéo
das infec¢des para a regido central do Estado, na qual esta localizada o municipio de
Ji-Parana (IBGE, 2021; BRASIL, 2022).

Além dos casos humanos notificados, a circulagao de riquétsias em Rondonia
ja foi demonstrada em carrapatos e cdes (LABRUNA et al., 2004; LABRUNA et al.,
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2007; AGUIRRE et al., 2018; COSTA et al., 2021; PACHECO et al., 2021). No entanto,
até o presente momento, ndo foi identificada a existéncia de pesquisa de
soroprevaléncia em equinos no estado, nem especificamente na regido do municipio
de Ji-Parand, que apresenta o quarto maior rebanho rondoniense de equideos.

Entre os 26 estados brasileiros, Rondbnia é, possivelmente, aquele com a
fauna de carrapatos mais explorada nos ultimos 10 anos, com estudos realizados
desde a década de 30 e descricdo de carrapatos argasideos e ixodideos, com maior
destaque para estes ultimos (Martins et al., 2014). Em recente estudo desenvolvido
por Da Costa et al. (2022), a fauna de carrapatos do estado foi atualizada para o total
de 39 espécies, entre as quais estdo carrapatos dos géneros Dermacentor e
Amblyomma. Este ultimo, de acordo com Martins et al. (2014), é o mais abundante.

A ocorréncia de A. cajennense s.s. em Rondonia tem sido relatada, bem como
de outras 38 espécies de carrapatos catalogadas, incluindo A. sculptum (MARTINS et
al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017, DA COSTA et al., 2021), no entanto, ndo houve ainda
o isolamento de riquétsias em A. cajennense s.S. ou A. sculptum na regido de Ji-
Parana. Como A. sculptum é considerado incomum na localidade, dados os escassos
relatos, € de suma importancia investigar o potencial papel do A. cajennense s.s., bem
como de outras espécies de carrapatos que possam vir a ser encontrada na regiao.

Considerando, entdo: a) o efetivo animal e a potencial presenca dos vetores; b)
as caracteristicas epidemioldgicas da regido; c) a importancia do agente etiol6gico no
ambito da saude publica; d) a reduzida quantidade de estudos sobre estas bactérias
no estado; e) a inexisténcia de inquéritos sorolégicos para a regido de Ji-Parana; e f)
a existéncia de casos clinicos suspeitos e confirmados em humanos de Febre
Maculosa em Rondbnia, a pesquisa justifica-se ao buscar a identificacéo de vetores e
a analise da circulacdo de riquétsias em Ji-Parana, regido central do estado de
Rondbnia, por meio de estudo sorolégico de amostras de equinos e identificagéo
morfoldgica de carrapatos, contribuindo com o desenvolvimento de acdes estratégicas

de protecdo a saude.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
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Investigar a ocorréncia de riquétsias em equinos e identificar a presenca de
carrapatos potencialmente vetores na regido de Ji-Parana, Rondoénia, bem como
estabelecer as associa¢gfes epidemiolégicas com possiveis fontes de infeccdo e

fatores de risco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar a soroprevaléncia anti-Rickettsia spp. em equinos nas zonas urbana,
periurbana e rural do municipio de Ji-Parana, Rondénia;

* |dentificar possiveis vetores de riquétsias parasitando os equinos amostrados;

» Caracterizar espacialmente a ocorréncia da exposicdo em animais;

* Determinar os fatores de risco para a infecgao nas populagcdes animais;

» Associar os sentinelas com o potencial de infecgao para humanos.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CONCEITO E ETIOLOGIA

Geneticamente classificado em quatro grupos, o género Rickettsia engloba
bactérias causadoras das riquetsioses, enfermidades potencialmente zoondticas cuja
transmissdo normalmente ocorre por meio de carrapatos. Estes quatro grupos séo
nominados como Grupo Tifo (GT), Grupo Ancestral (GA), Grupo de Transicédo (GRT)
e Grupo da Febre Maculosa (GFM), entre os quais se notam particularidades de cada
Rickettsia que os compdem, mas que compartiliham o fato de se tratar de bactérias
Gram-negativas e intracelulares obrigatorias, pertencentes a familia Rickettsiaceae e
a ordem Rickettsiales, com potencial para circularem entre diferentes espécies
animais, domésticas e silvestres, além do proprio homem (LABRUNA, 2009;
BONILLA-ALDANA et al., 2022).

O Grupo da Febre Maculosa (GFM) inclui mais de 25 sorotipos, como Rickettsia
rickettsii, Rickettsia conorii, Rickettsia sibirica, Rickettsia australis e Rickettsia slovaca.
O Grupo Tifo (GT) inclui as espécies Rickettsia prowazekii e Rickettsia typhi, enquanto
o Grupo de Transicao (GTR) € composto por R. akari, R. australis e R. felis e 0 Grupo
Ancestral (GA) inclui R. bellii e R. canadensis. As riquétsias do GFM e do GA sé&o
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normalmente associadas com carrapatos, enquanto as demais sdo normalmente
vinculadas a outros artropodes, como pulgas (FREITAS et al., 2010; THU et al., 2019).

Nota-se que, apesar de ainda recente, esta classificacdo ja apresenta nova
proposicdo. De acordo com Richardson et al. (2023), os quatro grupos seriam,
reconhecidamente, o Grupo da Febre Maculosa, o Grupo Tifo, 0 Grupo Rickettsia bellii
e 0 Grupo Rickettsia canadensis, além da demonstracéo de que Candidatus Rickettsia
mendelii compde um grupo basal separado.

R. rickettsii, considerada a mais patogénica riquétsia no mundo, compde o GFM
e € transmitida, principalmente, por carrapatos do género Amblyomma (LABRUNA,
2009; SOUZA et al., 2020). Também de grande importancia, a bactéria R. parkeri faz
parte deste mesmo grupo e compartilha caracteristicas microbiologicas similares,
tendo o A. ovale como seu importante vetor (KRAWCZAK et al., 2016; MARTINIANO
et al., 2022).

No GFM também esta Rickettsia amblyommatis, relatada primariamente nos
Estados Unidos. Atualmente, se encontra amplamente distribuida nas Américas e no
Brasil, tendo sido relatada em 34 espécies de carrapatos, com destaque para o género
Amblyomma (LABRUNA, 2009; RICHARDSON et al., 2023).

Rickettsia bellii, por outro lado, representa um grupo basal dentre as riquétsias
e, destas, € a que apresenta maior variedade de carrapatos hospedeiros na América
do Sul, distribuida na Argentina, no Brasil e no Peru, com relatos de transmisséo por
varias espécies de carrapatos do género Amblyomma (PAROLA et al., 2013;
KRAWCZAK et al., 2018).

3.2 POTENCIAL ZOONOTICO

Atualmente, 34 espécies do género Rickettsia encontram-se validadas e
publicadas junto ao ICNP (International Code of Nomenclature of Prokaryotes)
(PARTE et al., 2020), das quais, a0 menos 17 sdo consideradas patogénicas ao
homem (FANG et al., 2017). Sabe-se que elas possuem capacidade de adaptacéao,
demostrando comportamento pleomorfico e pleiotrépico (BONILLA-ALDANA, 2022).

No Brasil, a Febre Maculosa Brasileira (FMB) €é uma importante
antropozoonose causada pela R. rickettsii, a qual é transmitida por carrapatos. Os
primeiros casos da doenca no pais foram registrados na década de 20, notando-se

substancial aumento nos anos 80 devido ao favorecimento dos carrapatos vetores,
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provavelmente em funcdo de importantes alteracdes ecologicas (LABRUNA, 2009;
SOUZA et al., 2020).

Considerada grave por sua alta taxa de mortalidade, a FMB apresenta sinais
genéricos como dor de cabega, febre, mialgia e dores nas articulagbes, além do
classico exantema maculopapular, podendo evoluir para comprometimento dos
sistemas nervoso, respiratorio e urinario, com insuficiéncia renal aguda, resultando
normalmente em letalidade entre 20 e 40% (PAROLA et al., 2013; BRASIL, 2022). A
apresentacdo clinica semelhante a outras doengas, como leptospirose, meningite
meningococica e dengue dificulta o diagnoéstico e faz com que a FMB seja
negligenciada (SZABO, PINTER E LABRUNA,2019).

Por outro lado, R. parkeri geralmente causa doenga mais branda do que a
desencadeada por outras riquétsias do GFM, como a prépria R. rickettsii e R. conorii,
que é a causadora da Febre Maculosa do Mediterraneo. Infecta células endoteliais
vasculares e macrofagos e leva ao desenvolvimento de febre, dor de cabega, mialgia
e exantema (rash) (SCOTT et al., 2022).

Apesar da R. amblyommatis também pertencer ao GFM e ter reconhecida
capacidade zoonoética, ainda ha necessidade de esclarecimentos quanto a sua
associagdo com casos de riquetsioses do Grupo da Febre Maculosa. Como o
potencial patogénico ja foi reportado, esta bactéria pode ser considerada agente de
infeccbes assintomaticas, com relatos de doenga autolimitante no homem (SOUZA et
al., 2022).

3.3 CARRAPATOS COMO VETORES DE Rickettsia spp.

No Brasil, os relatos de isolamento de riquétsias em carrapatos incluem R.
rickettsii, R. parkeri, R. rhipicephali, R. amblyommatis e R. bellii, entre outras. O
carrapato Amblyomma cajennense possui reconhecido papel na transmissao de
riquétsias, mas outras espécies de carrapatos também podem ser infectadas e
atuarem na transmissao. Em areas de Mata Atlantica, por exemplo, o A. aureolatum
ja foi comprovado como vetor e, inclusive, necessita um menor tempo de parasitismo
no homem para transmissao da R. rickettsii. Relatou-se também esta mesma bactéria
em A. sculptum e ainda, ha evidéncias circunstanciais de que, no Brasil, Rhipicephalus
sanguineus também tenha papel na transmissédo, bem como Amblyomma dubitatum
(DEL FIOL et al., 2010; OTOMURA et al., 2010; FORTES et al., 2011; PACHECO et
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al., 2011; BRITES-NETO et al., 2013; SARAIVA et al., 2014; NASSER et al., 2015;
LABRUNA et al., 2017).

A maior notoriedade como vetor da Rickettsia rickettsii atualmente no Brasil é
reconhecida para o carrapato Amblyomma sculptum, pertencente ao complexo A.
cajennense. Esta espécie possui, mesmo que baixa, a habilidade de transmitir a
bactéria a suas futuras geracdes por meio da transmissao vertical, bem como aos
vertebrados nos quais realiza a hematofagia, por meio da transmissao horizontal
(KRAWCZAK et al., 2014).

Além da R. rickettsii, outras bactérias deste género, com patogenia ainda
desconhecida aos seres humanos e outros vertebrados, ou ainda em detalhamento,
também sdo encontradas em carrapatos no Brasil. Sdo exemplos R. amblyommatis,
relatada em A. coelebs, A. longirostre, A. cajennense s.s., R. rhipicephali em H.
juxtakochi, R. bellii em A. dubitatum, A. ovale, A. aureolatum, entre outros (PAROLA
et al., 2005; LABRUNA et al., 2011).

Carrapatos Dermacentor nitens sdo conhecidos por serem mondxenos e
capazes de completar até cinco geracdes por ano. Distribuidos por todo o territorio
brasileiro, tém o0s equinos como seus hospedeiros primarios, apesar de descritos
infestando, natural e experimentalmente, outros mamiferos e animais silvestres. No
Brasil, esse ixodideo ndo esta relacionado com a transmissao de Rickettsia spp.,
apesar de relatos de transmissao por outros carrapatos do género Dermacentor, como
Dermacentor andersoni e Dermacentor variabilis nos Estados Unidos
(BURGDORFER et al.,1966; GAGE et al.,1990 apud UENO et al., 2016; RODRIGUES
et al., 2017; LABRUNA e FACCINI, 2020).

3.4 EQUINOS COMO ANIMAIS SENTINELAS

Os equinos infectados por Rickettsia spp. ndo atuam como hospedeiros
amplificadores, no entanto, a infeccdo nestes animais leva ao desenvolvimento de
resposta humoral altamente efetiva. Estes fatos tornam estes animais elegiveis como
sentinelas e representam importante papel na vigilancia epidemiolégica da FMB
(UENO et al., 2016).

Varios estudos tém demonstrado prevaléncias de anticorpos anti-R. rickettsii e
outras riquétsias em equinos, principalmente em areas endémicas para a FMB. Do

mesmo modo, a auséncia de soropositividade em animais estudados em areas
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consideradas nao endémicas, reforca a eficaz atuacdo destes animais como
sentinelas para a transmissao e casos humanos da doenca (HORTA et al., 2004;
SANGIONI et al., 2005; SOUZA et al., 2016).

A vigilancia ativa conduzida em animais sentinelas deve ser estimulada para a
determinacdo de possiveis areas endémicas, antes mesmo da ocorréncia de casos
humanos da doenca, pois colabora fornecendo subsidios para a implementacédo de
medidas educativas, com objetivos de evitar casos de febre maculosa em humanos
em areas estudadas (LABRUNA et al., 2009; OTOMURA et al., 2010; MEDEIROS et
al., 2013).

3.5 DIAGNOSTICO

Atualmente, o teste padrédo-ouro para diagnostico de riquétsias em humanos e
animais € a Reacdo da Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), que apresenta alta
sensibilidade e especificidade. Para esta reacdo, R. rickettsii € o antigeno mais
utilizado em inquéritos sorolégicos no Brasil, seguido de R. parkeri. Em atencéo, deve-
se considerar que reacdes cruzadas sao possiveis entre espécies relacionadas e séo,
na verdade, frequentemente observadas, o que dificulta a identificacéo sorolégica da
espécie envolvida em uma infeccdo. Por padrédo, sera considerado o provavel agente
da infeccdo aquele que apresentar os titulos, no minimo, quatro vezes superiores aos
outros antigenos analisados ao mesmo tempo (HORTA et al., 2004; PAROLA et al.,
2005; UENO et al., 2016).

Por serem considerados de facil execugao, os testes soroldgicos ainda sao os
mais utilizados e disponiveis para o diagndstico das riquetsioses. Apresentam o
beneficio de poderem detectar anticorpos no prazo de 7 a 15 dias apds a infeccao,
mas a desvantagem da limitada disponibilidade de antigenos, dada a reatividade
cruzada entre diferentes riquétsias, podendo ser insuficiente para a identificacao
definitiva do agente (PAROLA et al., 2013).

Exames como histopatologia e técnicas de biologia molecular também sé&o
indicados, como a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), a qual tem sido
amplamente utilizada em associacdo as pesquisas soroldgicas para caracterizagdo
gendmica das riquétsias. No entanto, o diagnodstico direto utilizando amostras

sanguineas dificilmente é bem-sucedido, visto que a bactéria infecta, principalmente,
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células endoteliais (HORTA et al., 2004; DEL FIOL et al., 2010; MEDEIROS et al.,
2013; LEVIN et al., 2016).

4 MATERIAL E METODOS
4.1 AREA DE ESTUDO

A pesquisa foi desenvolvida no municipio de Ji-Parana (10° 53' 07" S; 61° 57"
06" W), situado na porgao centro-leste do estado de Rondénia, regidao Norte do Brasil,
na Amazédnia Ocidental (Figura 1). O municipio esta localizado em regiao tropical, com
clima do tipo Aw — Clima Tropical Chuvoso. A média de temperatura do ar varia entre
25°C e 26°C com predominancia de seca durante o inverno. A precipitacdo média
anual varia em torno de 1.849 mm/ano, com a estagcéo chuvosa distribuida de outubro
a abril e a estagao seca, de maio a setembro (SIPAM, 2007). A fauna e a flora da
regido sao abundantes, sendo contemplada pelo bioma Amazénico em 100% de seu

territorio.

Figura 1. Estado de Rondbnia, Brasil, com o municipio de Ji-Parana em destaque, onde o estudo foi
realizado.

Brasil

Rondonia o ' o~ J_}

Ji-Parana

N
Vs‘_)"\\.

Rondonia

Fonte: Elaboragao do autor (2023).

A cidade de Ji-Parana € naturalmente dividida em dois distritos pelo Rio

Machado, o qual tem cerca de 260 metros de largura e é considerado um dos rios
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mais caudalosos da regido. Percorre as areas urbana, periurbana e rurais do
municipio, formando lagoas e regides alagadas em varios pontos de sua extenséo,
inclusive no meio urbano. Alguns destes pontos, devido a estas caracteristicas, sdo
notadamente utilizados pela populagdo para a manutencao livre de equinos para
ingestao de agua e alimentos de forma gratuita, sendo perceptivel também a presenca
de capivaras. Ressalta-se ainda que muitos destes locais sdo também utilizados como

pontos de lazer pela populagao, principalmente durante os finais de semana.

4.2 COLETA DE AMOSTRAS

Uma versao do software Epiinfo foi utilizada para calcular a amostragem de
equinos, considerando-se a populagao estimada de 5.516 equideos (IBGE, 2019). A
prevaléncia estimada foi de 50%, o erro estatistico de 5% e intervalo de confianga de
95%, totalizando 359 animais. A area do municipio de Ji-Parana foi entao dividida em
quatro quadrantes (Figura 2), tendo o Rio Machado e a BR-364 como seus eixos para

a distribuicdo das areas de coleta.

Figura 2. Distribuicdo do municipio de Ji-Parana, Rondénia, em quadrantes, para a realizacdo das
coletas de amostras de equinos.

ji-Parané ;

(3

|_10.000m__| Y
1: Regido 1, urbana e rural; 2: Regido 2, urbana e rural; 3: Regido 3, urbana e rural; 4: Regido 4,
urbana e rural. Fonte: Elaboracgdo do autor, adaptado de Google Earth (2023).

Esta escolha de divisao em quadrantes foi baseada em alguns critérios: divisao
natural ja existente no municipio, em fungado do rio e das vias de acesso; divisdo

aplicada pelos 6rgaos publicos e de saude humana e animal; divisdo aplicada no
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zoneamento rural da cidade, sendo conhecimentos como a) quadrante 1, Riachuelo,
b) quadrante 2, Setor das 200, c¢) quadrante 3, Linha ltapirema e d) quadrante 4, Gleba
G; e limite com outros municipios.

Optou-se pelo arredondamento de numero de amostras, totalizando n = 400,
distribuidas entre os quadrantes de estudo e suas regides urbana, periurbana e rural.
Compuseram a amostra equinos de idades e aptiddes produtivas variadas, machos e
fémeas, clinicamente saudaveis, submetidos a amostragem por conveniéncia,
considerando a disponibilidade dos proprietarios (nas zonas urbanas e periurbanas) e
de acesso as propriedades rurais.

As coletas foram realizadas no periodo de novembro de 2019 a abril de 2021 e
o manejo destes animais foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais do
Centro Universitario Sdo Lucas Ji-Parana, protocolo ID18.

As amostras de sangue dos equinos foram coletadas por puncédo venosa
através da veia jugular, armazenadas adequadamente em tubos apropriados e
imediatamente mantidas em isopor com gelo reciclavel para o transporte. No
laboratério de analises clinicas de uma clinica veterinaria parceira as amostras foram
centrifugadas (2.500 rpm/10 minutos) e o soros obtidos foram aliquotados em
microtubos, devidamente identificados e armazenados em freezer a -20°C até o
momento da analise.

No momento da coleta, cada equino também foi cuidadosamente inspecionado
por aproximadamente 60 segundos e em caso de infestagdo por carrapatos, estes
foram coletados individualmente, sempre pelos mesmos examinadores, manualmente
ou com auxilio de pinga anatdmica, buscando-se preservar todas as suas estruturas
e foram acondicionados em microtubos contendo etanol absoluto.

A coleta de carrapatos de mamiferos silvestres foi proposta seguindo os
mesmos cuidados aplicados as amostras de equinos, considerando-se aqueles que
fossem atendidos clinicamente em um hospital veterinario universitario de referéncia,
por demanda espontanea, durante o periodo deste estudo. O hospital veterinario em
questao, a época, realizava a recepgao destes animais em parceria com o corpo de

bombeiros e a policia ambiental da cidade de Ji-Parana.
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Figura 3. Coleta de amostras de sangue e carrapatos de equinos na cidade de Ji-Parana, Rondbnia,
no periodo de novembro de 2019 a abril de 2021.

A: Coleta em regido Urbana 1; B: Coleta em regido Periurbana; C e D: Coletas nas regides Rurais 2
e 3, respectivamente. Fonte: Autoria propria (2023)

4.3 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

As amostras de soro de equinos foram individualmente testadas por meio da
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), como descrito por Labruna et al.
(2007), para antigenos brutos das seguintes espécies de Rickettsia do Brasil: R.
amblyommatis cepa Ac37, R. bellii cepa Mogi, R. parkeri cepa Mata Atlantica e R.
rickettsii cepa Pampulha, no Laboratério de Doencgas Parasitarias da Universidade
Federal de Goias (LADOPAR/EVZ/UFG).

Os soros foram diluidos em phosphate buffered saline (PBS) e testados
inicialmente na diluicdo de 1:64. As laminas foram incubadas, lavadas e incubadas
novamente com isotiocianato de fluoresceina, anti-lgG de equinos (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), lavadas novamente, montadas com glicerina tamponada e lidas
usando microscopio de imunofluorescéncia (HBO 50/Ac — Axiovert 40CFL — Carl
Zeiss), no aumento de 40x.

Em cada lamina, soros sabidamente negativos e positivos foram utilizados
como controles. As amostras de soro que possuiram anticorpos para qualquer
espécie de Rickettsia testada, com titulos = 64, foram posteriormente tituladas em
incremento de duas vezes, para determinar o titulo final de IgG frente aos quatro

antigenos de Rickettsia.
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Um titulo final de pelo menos quatro vezes maior para uma espécie de
Rickettsia, do que o observado para qualquer outra espécie, foi considerado como
provavel antigeno homélogo a primeira espécie de Rickettsia ou a uma espécie
intimamente relacionada (LABRUNA et al., 2007; SZABO et al., 2013).

4.4 IDENTIFICACAO DE CARRAPATOS

Todos os carrapatos coletados foram submetidos a identificagdo morfoldgica
individual, de acordo com Barros-Battesti (2006) e Martins et al. (2010), realizada no
Laboratério de Virologia e Rickettsioses da Universidade Federal de Mato Grosso. A
confirmagao da morfologia dos carrapatos do género Amblyomma foi realizada em
parceria com a Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de S&o Paulo
(FMVZ/USP).

ApOs a identificagao, os carrapatos foram separados em microtubos formando
aliquotas da mesma espécie e congelados a -20°C, para posterior extragdo de DNA,
respeitando-se a seguinte padronizagao: a) Dermacentor nitens f€émeas, ingurgitadas
formaram aliquotas individuais, b) Dermacentor nitens larvas, ninfas, adultos machos
e fémeas nao ingurgitadas, formam pools de trés carrapatos, c) Rhipicephalus
microplus e Amblyomma spp., em qualquer estagio evolutivo, formam aliquotas
individuais. A escolha da quantidade de trés carrapatos para formar pools foi baseada
na experiéncia do laboratorio, para a garantia de quantidades adequadas de material
genético extraido. No caso de amostras nao suficientes para formar pools de trés

carrapatos, os pools foram formados com quantos estivessem disponiveis.

5 RESULTADOS

Amostras de soro foram obtidas de todos os 400 equinos, em todos os
quadrantes de estudo propostos no municipio de Ji-Parana, Rondbnia, conforme

demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos equinos amostrados, conforme localizagdo no momento da coleta e
caracteristicas individuais.

Regiao Quadrante n (%) Sexo Idade

Macho (%) Fémea (%) Adulto (%) Potro (%)

Urbana
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53 (13,25%) 1 17 10 7 14 3
2 16 11 5 16 0
3 9 5 4 9 0
4 11 6 5 1 0
1 62 37 25 61 1
Rural

2 95 56 39 86 9

333 (83,25%)
3 88 56 32 83 5
4 88 59 29 81 7

Periurbana
14 (3,5%) 1 14 6 8 14 0
Total 400 (100%) 246 (61,5%) 154 (38,5%) 375(93,75%) 25 (6,25%)

1 = Regido incluida no Quadrante 1; 2 = Regido incluida no Quadrante 2; 3 = Regido incluida no
Quadrate 3; 4 = Regiao incluida no Quadrante 4.

Do total de amostras testadas na RIFI, 87 (21,75%) amostras foram reagentes

para pelo menos um antigeno de Rickettsia spp., apresentando titulos de 64 a 512

(Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo das amostras sororeagentes, com relagéo aos antigenos testados e os provaveis
antigenos responséveis pela infeccéo.

Antigeno

n  Equino =T ctsi R, parkeri  R. bellii ~ R. amblyommatis PARI

1 2 ND ND ND 256 . amblyommatis
2 ND 64 ND 128 ND

3 128 128 ND 256 ND

4 12 ND ND ND 512 . amblyommatis
5 14 ND ND 256 ND R. bellii

6 17 ND ND 128 ND R. bellii

7 19 ND ND ND 64 ND

8 28 ND ND ND 128 R. amblyommatis
9 30 ND ND ND 128 . amblyommatis
10 32 ND ND ND 512 . amblyommatis
11 43 ND ND ND 64 ND

12 47 ND ND 128 ND R. bellii

13 52 ND ND 128 ND R. bellii

14 59 ND ND ND 128 . amblyommatis
15 62 ND ND 64 ND ND

16 63 ND ND 64 ND ND

17 64 ND ND ND 128 . amblyommatis



18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

65
66
67
68
73
74
82
84
85
86
87
91
92
95
97
98
99
100
104
105
106
107
114
135
143
147
164
165
170
172
176
178
190
216
218
220
231
233
241
243
246

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
128
ND
ND
ND
ND
256
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
64
ND
ND
ND
ND
128
ND
ND
128
64
128
64
64
64

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
64
ND
ND
ND
ND
128
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
64
ND
ND
ND
ND
128
ND
ND
128
64
64
ND
64
64

ND
128
ND
ND
128
ND
ND
ND
256
ND
ND
ND
ND
ND
ND
128
ND
ND
ND
128
128
256
64
128
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
64
ND
128
ND
128
128
128

256
ND
512
512
128
256
256
128
256
128
128
128
128
256
64
ND
128
256
512
128
ND
256
ND
ND
64
64
128
256
64
128
128
128
256
128
64
256
256
256
512
512
512

. amblyommatis

R. bellii

. amblyommatis

. amblyommatis

ND

R. amblyommatis

R. amblyommatis

o

D X D XD

. amblyommatis

ND

. amblyommatis
. amblyommatis
. amblyommatis

. amblyommatis

ND
ND
R. bellii

. amblyommatis

. amblyommatis

ND
ND
R. bellii
ND
ND
R. bellii
ND
ND

R. amblyommatis

. amblyommatis

ND

. amblyommatis

. amblyommatis

R. amblyommatis

ND

. amblyommatis

ND
ND
ND
ND

. amblyommatis

R. amblyommatis

. amblyommatis
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59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

255
257
258
260
264
265
272
273
278
294
299
314
331
334
342
344
347
356
358
362
365
368
381
382
383
389
390
393
398

ND
ND
ND
ND
128
ND
128
ND
ND
ND
ND
ND
ND
128
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
256
ND
128
64
ND
ND
ND
ND
ND
128
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
512
256
256
256
512
256
ND
ND
64
ND
128
64
64
ND
ND
64
128
64
512
128
256
ND
256
128
ND

256
256
256
256
256
ND
ND
ND
ND
256
256
128
ND
256
64
128
ND
64
128
ND
ND
ND
256
128
256
128
128
128
128

R. amblyommatis
R. amblyommatis
R. amblyommatis
R. amblyommatis
ND
R. bellii
ND
R. bellii
R. bellii
ND
R. amblyommatis
R. amblyommatis
ND
ND
ND
ND
ND
ND
R. amblyommatis
ND
R. bellii
R. bellii
ND
ND
ND
R. amblyommatis
ND
ND
R. amblyommatis
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n = numero de amostras soropositivas; PARI: provavel antigeno responsavel pela infec¢do; ND: n&o
determinado. Fonte: Elaborac&o do autor (2024).

As analises indicaram que a soroprevaléncia geral de Rickettsia spp. foi

significativamente diferente entre as regides de estudo, com maior soroprevaléncia na

regido periurbana 1. Para as soroprevaléncias relacionadas as variaveis sexo, idade

e presenca de -carrapatos, 0s
encontradas no estudo nao apresentaram significancia (Tabela 3).

resultados demonstraram que as diferencas

Tabela 3. Andlise univariada de associagdo entre variaveis independentes e a soroprevaléncia a
Rickettsia spp. em equinos, no municipio de Ji-Parana, Rondbnia.
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Variaveis independentes n equinos soropositivos com titulo =64 /n  Soroprevaléncia  P*
testados (%)
Regiéo 0.03
Urbana 13/53 24,5
Periurbana 714 50,0
Rural 67/333 20,12
Sexo 0.10
Macho 47/246 19,1
Fémea 40/154 25,97
Idade 0.95
Potro 6/27 22,22
Adulto 81/373 21,71
Presencga de carrapatos 0.28
Sim 21115 18,26
Nao 66/285 23,15

P*: Baseado no teste de Qui-quadrado (ou Teste Exato de Fisher, se n < 5). Fonte: Elaboragao do autor
(2023).

Das amostras reagentes, 9,25% (37/87) resultaram como provavel antigeno
homologo para R. amblyommatis e 3,0% (12/87) para R. bellii, conforme descrito na
Tabela 2. Para ambas as espécies, as titulagdes encontradas nas amostras
consideradas homologas variaram de 128 a 512.

Com excecédo da regido Urbana 3, todas as demais regides de estudo
apresentaram amostras reagentes a, no minimo, um provavel antigeno. A regiao
Urbana 2 apresentou amostras com Provavel Antigeno Responsavel pela Infecgao
(PARI) exclusivamente de R. amblyommatis e a regido Urbana 4, exclusivamente de
R. bellii. As demais regioes de estudo apresentaram PARI tanto para R. amblyommatis
quanto para R. bellii. Nenhuma regido de estudo apresentou amostras positivas de
PARI de R. rickettsii ou R. parkeri (Tabela 4).

Tabela 4. Amostras de soro equino reagentes e provaveis antigenos homoélogos de Rickettsia spp., por
regido de estudo.

PARI

Regiao n/n % Rickettsia Rickettsia Rickettsia Rickettsia

(+) rickettsii parkeri amblyommatis bellii
Urbana 1 17 (6) 35,29 ND ND 2 2
Urbana 2 16 (4) 25 ND ND 3 ND
Urbana 3 9 (0) 0 ND ND ND ND
Urbana 4 11 (3) 27,27 ND ND ND 2
Periurbana 1 14 (7) 50 ND ND 4 1

Rural 1 62 (20) 32,25 ND ND 10 2
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Rural 2 95(13) 13,68 ND ND 6 1
Rural 3 88 (16) 18,18 ND ND 8 3
Rural 4 88 (18) 20,45 ND ND 4 1
Total 400 21,75 0 0 37 12

n = numero de amostras por area de estudo; n° positivos: numero de amostras de soro equino positivas
(titulo >64); %: percentual de amostras de soros positivos por area de estudo; PARI: provavel antigeno
responsavel pela infecgao; ND: ndo determinado. Fonte: Elaboragéo do autor (2023).
Considerando os resultados que contemplam exclusivamente riquétsias do
Grupo da Febre Maculosa, a prevaléncia obtida foi de 9,25% (37/400), ndo sendo
possivel estabelecer significAncia com relagdo as regides de estudo (p = 0.054)

(Tabela 3).

Tabela 3. Amostras de soro equino reagentes e provaveis antigenos homologos a riquétsias do Grupo
da Febre Maculosa (GFM), por regido de estudo.

PARI
Regiao n/n(+) % Rickettsia Rickettsia Rickettsia
rickettsii parkeri amblyommatis
Urbana 53 (5) 9,43 ND ND 2
Periurbana 14 (4) 28,57 ND ND 4
Rural 333 (28) 8,40 ND ND 10
Total 400 (37) 9,25 0 0 37

n = nimero de amostras por area de estudo; n° positivos: nimero de amostras de soro equino positivas
(titulo >64); %: percentual de amostras de soros positivos por area de estudo; PARI: provavel antigeno
responsavel pela infecgao; ND: ndo determinado. Fonte: Elaboragéo do autor (2023).

Entre os 400 equinos examinados quanto a presenca de carrapatos, 115
(28,75%) se apresentaram infestados. De um total de 1.103 carrapatos coletados,
99,09% (1093/1103) foram identificados como D. nitens, 0,36% (4/1103) como
Amblyomma spp. e 0,54% (6/1103) como R. microplus. Os quatro carrapatos do
género Amblyomma foram identificados como 03 (trés) Amblyomma cajennense s.s.,
sendo 02 (dois) machos e 01 (uma) fémea e 01 (uma) fémea de A. sculptum (Tabela
4).

Tabela 4. Distribuicado dos carrapatos coletados de equinos, conforme espécie e estagio evolutivo.

Estagio evolutivo

Espécie n %
Larva Ninfa Adulto
Dermacentor nitens 1.093 99,09 224 (20,5%) 279 (25,52%) 590 (53,98%)
Rhipicephalus microplus 6 0,54 0 0 6 (100%)
Amblyomma cajennense s.s. 3 0,27 0 0 3 (100%)

Amblyomma sculptum 1 0,09 0 0 1 (100%)
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Total 1103 100 224 (20,3%) 279 (25,3%) 600 (54,4%)

n = numero de carrapatos por espécie de vetor; %: percentual de espécies de carrapatos observadas
no estudo. Fonte: Elaboracao do autor (2023).

Em todas as regides de estudo, o carrapato D. nitens foi o0 mais comumente
encontrado parasitando equinos. Os carrapatos R. microplus apresentaram-se mais
comuns na regiao rural, enquanto carrapatos do género Amblyomma foram, em sua

maioria, identificados na regido periurbana (Tabela 5).

Tabela 5. Distribuicdo das espécies de carrapatos coletados de equinos, conforme regido de estudo.
Espécie de carrapato
A.cajennense

Regiao N % D. nitens R. microplus ss. A. sculptum
Urbana 1 434 39,35 433 (99,76%) 0 1(0,24%) 0
Urbana 2 19 1,72 19 (100%) 0 0 0
Urbana 3 105 9,51 103 (98,09%) 2 (1,9%) 0 0
Urbana 4 75 6,8 75 (100%) 0 0 0
Periurbana 1 103 9,33 100 (97,08%) 0 2 (1,94%) 1(0,98%)
Rural 1 108 9,8 106 (98,14%) 2 (1,85%) 0 0
Rural 2 111 10,07 110 (99,09%) 1(0,91%) 0 0
Rural 3 86 7,8 85 (98,83%) 1(1,17%) 0 0
Rural 4 62 5,62 62 (100%) 0 0 0
Total 1.103 100 1.093 6 3 1

n = namero de carrapatos por regido de estudo; %: percentual de carrapatos coletados por regido de
estudo. Fonte: Elaboragéo do autor (2023).

Os carrapatos do género Amblyomma foram coletados de 02 (dois) equinos
diferentes, 01 deles, no momento da coleta estava na regiao Urbana 1 (Equino 04) e
01 mantido em area de pastagem a beira do Rio Machado, na regidao Periurbana 1

(Equino 60). Ambos os animais se apresentaram como nio reagentes na RIFI.

Tabela 6. Distribuicdo dos carrapatos do género Amblyomma conforme estagio evolutivo, regido de
observagao e identificacdo dos equinos dos quais foram coletados.

Estagio/Sexo Regido Resultado
Vetor n %
M F Urbana  Periurbana RIFI
Amblyomma 3 75 2(75%)b  1(15%) 1(15%) 2 (75%) N&o
cajennense S.s. reagente
Amblyomma 1 15 0 1(100%) 0 1(100%): ~ Nao
sculptum reagente
Total 4 100 2 (50%) 2 (50%) 1(15%) 3 (75%)

n = numero de carrapatos por espécie; %: percentual de carrapatos coletados por espécie; a: equino
60; b: equino 04. Fonte: Elaboragao do autor (2023).
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A separagao de carrapatos dos animais em microtubos, a partir da identificagao
morfoldgica, resultou em 55, 52, 74 e 9 aliquotas de fémeas adultas, de machos
adultos, de ninfas e de larvas de D. nitens, respectivamente. As amostras de machos
adultos de Rhipicephalus microplus resultaram em 06 aliquotas e, para o género
Amblyomma, foram formadas 02 aliquotas de Amblyomma cajennense s.s. adultos
machos, 01 aliquota de A. cajennense s.s. adulto fémea e 01 aliquota de A. sculptum

adulto fémea

6 DISCUSSAO

Até o presente momento, ndo puderam ser identificados estudos de
soroprevaléncia de riquétsias em equinos na regido de Ji-Parana ou no estado de
Rondénia, avaliando o papel destes animais como sentinelas. Ueno et al. (2020)
afirmam que estes testes sdo importantes para a vigilancia ativa da FMB, mesmo nas
regides nas quais casos da doencga ainda ndo tenham sido notificados, como é o caso
da regido estudada, suportando a importancia do estudo. As infec¢des experimentais
de equinos com riquétsias ja demonstraram que estes animais sao refratarios a
doenca e nao desenvolvem bacteremia, mas apresentam forte resposta humoral a
infeccdo, o que os caracteriza como sentinelas para a vigilancia em areas onde estes
animais séo expostos ao vetor (Ueno et al., 2016), como a area desta pesquisa.

Bonilla-Aldana et al. (2022), que desenvolveram uma complexa revisao
sistematica e meta-analise a partir de bases de dados sobre ocorréncia de riquétsias
em equinos no mundo, afirmam que a prevaléncia de riquétsias em equinos € alta,
apesar de subdiagnosticada e pobremente estudada, com maior incidéncia, da maior
para a menor, de R. rickettsii, R. parkeri, R. bellii, R. amblyommatis, R. rhipicephali, R.
felis e R. helvetica. No presente trabalho, porém, os resultados discordam ao
demonstrarem inversao de posi¢des entre R. amblyommatis e R. bellii, sendo esta
altima menos prevalente (9,25% e 3,0%, respectivamente), além da ndo detecgéo das
duas primeiras.

Portanto, ndo foi possivel detectar soroprevaléncia para R. rickettsii neste
estudo, apesar de diversas pesquisas de riquétsias do GFM em populagdes de
equinos no Brasil a reportarem como provavel responsavel pela infeccdo nestes
animais. Horta et al. (2004) em Sao Paulo, Batista et al. (2010) no Parana, Pacheco

et al. (2011) em Minas Gerais, Medeiros et al. (2013) em Santa Catarina, Cordeiro et
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al. (2015) no Rio de Janeiro, Amorim Filho et al. (2018) no Maranh&o, Oliveira et al.
(2019) na Bahia, Campos et al. (2021) no Mato Grosso do Sul, Martins et al. (2022)
no Distrito Federal e Minervino et al. (2022) no Para puderam detectar esta bactéria
por meio da RIFI, com prevaléncias variando de 8,5% a 83,33%. A auséncia na regiao
estudada por ser provavelmente explicada por divergéncia na distribuicao de vetores
entre as regioes.

Vieira et al. (2018) detectaram baixa prevaléncia de Rickettsia estudando caes
e equinos no estado do Espirito Santo e concluiram que a area estudada nao pbéde
ser considerada de elevado risco para FMB pois, para isso, 50% dos animais devem
testar positivo. A logica se aplica aos resultados deste trabalho porque, por mais que
a regido periurbana 1 tenha resultado em 50% de prevaléncia, esse dado inclui R.
bellii. Ao analisarmos apenas as riquétsias do GFM, a prevaléncia nesta mesma
regido cai para 28,57%, desenquadrando a regido estudada deste risco.

Entre os antigenos de riguétsias do GFM testados por meio da RIFI, houve
soropositividade apenas para R. amblyommatis, sugerindo-se como o Unico potencial
antigeno responsavel pela infec¢do, com 9,25% de prevaléncia. A primeira descri¢cdo
desta bactéria no Brasil ocorreu, de fato, em Ronddnia, em pesquisa realizada por
Labruna et al. (2004) que identificou a presenca de microorganismo 100% homadlogo
ao isolado norte-americano em carrapatos A. cajennense e A. coelebs na regido do
municipio de Monte Negro, distante cerca de 164 quildbmetros de Ji-Parana,
reforgcando os atuais achados.

A ocorréncia desta bactéria no estado de Ronddnia também foi confirmada por
Aguirre et al. (2018), por meio de deteccdo molecular da mesma em carrapatos do
género Amblyomma na regidao das cidades de Cacoal, Pimenta Bueno e Vilhena,
sendo as duas primeiras situadas cerca de 100 a 140 quildmetros de distancia de Ji-
Parana. Assim, a proximidade regional com o municipio estudado e a coincidéncia do
género do vetor encontrado conecta os resultados de ambas as pesquisas e reforca
a ocorréncia de R. amblyommatis na regido. Soares et al. (2015), em um robusto
estudo realizado nos estados do Para e do Mato Grosso, para identificagdo molecular
de riquétsias em carrapatos, jA haviam apontado, de fato, R. amblyommatis como a
representante do género Rickettsia mais comum no bioma amazdnico.

Ainda com relacdo a ocorréncia de R. amblyommatis em animais no estado de
Rondo6nia, Labruna et al. (2007) detectaram casos positivos em duas amostras de soro

de caes da zona rural do municipio de Monte Negro. Da Costa et al. (2021), também
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estudando cées, obtiveram 27,6% de soroprevaléncia para a mesma bactéria, no
municipio de Porto Velho. Mesmo que estas pesquisas apontem para outra espécie
animal, reforcam a circulagdo desta bactéria em areas rurais, onde também estéo os
equinos, bem como que estd distribuida de forma consistente pelo estado de
Rondbnia, pois Porto Velho esta localizada a cerca de 360 quildometros de Ji-Parana,
reforcando assim a necessidade de vigilancia para o GFM no estado.

No estado vizinho, Mato Grosso, Amorim et al. (2013) observaram R.
amblyommatis em 28,47% dos equinos avaliados sorologicamente e no Mato Grosso
do Sul, Campos et al. (2021) obtiveram prevaléncia de 17,5% para esta bactéria,
também em equinos. Essas taxas se apresentam 3,07 e 1,9 vezes maiores que a
obtida nesta pesquisa, respectivamente, permitindo sugerir que, apesar da
proximidade geogréfica entre os estados, suas caracteristicas ambientais e climéticas
e a divergéncia na distribuicdo dos vetores entre as regides, interferem na dinamica
de circulacdo das riquétsias do GFM.

Apesar de R. amblyommatis ter contribuido para os 50% de prevaléncia de
riquétsias na regido Periurbana 1, a &rea ndo pode ser considerada de elevado risco
para a FMB. Isto, porque Vieira et al. (2018) concluiram em pesquisa com caes e
equinos no estado do Espirito Santo que a area estudada nao péde ser considerada
de elevado risco para FMB pois, para isso, 50% dos animais deveriam testar positivo
para riquétsias do Grupo da Febre Maculosa. Esta légica se aplica, portanto, aos
resultados deste trabalho, porque por mais que a regiao Periurbana 1 tenha resultado
em tamanha prevaléncia, os dados incluem R. belli. Ao analisarmos apenas as
riquétsias do GFM, a prevaléncia nesta mesma regido cai para 28,57%,
desenquadrando-a desta condicao de elevado risco.

A bactéria R. bellii, foi observada em 3% das amostras de soro equino neste
trabalho. De acordo com Labruna et al. (2004), esta espécie é considerada a mais
primitiva do género e ja se apresentou como a mais comum em carrapatos
pesquisados no estado de Ronddnia, fortalecendo a sua circulacéo na regido. Apesar
de baixa, esta prevaléncia se apresenta maior que a encontrada por Horta et al.
(2004), que em regido endémica para R. rickettsii, ndo detectaram qualquer circulacao
de R. bellii em equinos.

A espécie R. belli, das duas riquétsias detectadas neste estudo (R.
amblyommatis e R. bellii) foi, portanto, a de menor prevaléncia, atras da primeira, que

apresentou taxa de 9,25%. Estudando equinos no estado da Bahia, Oliveira et al.
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(2019), apesar de demonstrarem titulos maximos para R. bellii similares aos deste
trabalho, ou seja, 512, obtiveram relacéo inversa na prevaléncia, sendo que a de R.
bellii se mostrou consideravelmente maior (21,7%) que a da R. amblyommatis (4,3%).
Como o foco do estudo destes autores foi em uma regido de mata atlantica, com
umidade, pluviosidade e temperatura muito similares aos de Ji-Parana, esperava-se
maior proximidade entre os resultados. A diferenca por ser explicada pelo fato deca
R. bellii n&o ter detectada em nos carrapatos daquela pesquisa, considerando-se a
possibilidade de que esta alta sororeatividade se deva a reagcdes cruzadas com outros
agentes relacionados.

Por outro lado, a prevaléncia obtida para R. bellii neste trabalho corrobora
fortemente os achados de Amorim et al. (2013), que obtiveram em sua pesquisa com
equinos no estado do Mato Grosso, prevaléncia de 2,82%. Além da grande
semelhanca quanto a prevaléncia obtida para esta bactéria (3% X 2,82%), o tamanho
da amostra também se assemelha muito ao desenvolvido neste estudo (n =400 X n
= 460), demonstrando que apesar das divergéncias na ocorréncia de riquétsias do
GFM, o cenario € muito similar quando se trata de R. bellii, possivelmente por sua
caracteristica basal no Brasil.

Das 400 amostras de soro equino submetidas a RIFI, foram observados
animais reagentes (titulo = 64) nos quatro quadrantes de estudo e em 8 das 9 regides
amostradas. A porcentagem de soropositividade variou de 13,68% (regido Rural 2) a
50% (regido Periurbana 1) e os titulos de anticorpos para Rickettsia spp. variaram de
64 a 512. Amorim et al. (2013), com a ja citada pesquisa muito similar em nimero de
animais amostrados no estado do Mato Grosso, vizinho a Ronddnia, obtiveram maior
soroprevaléncia, variando de 16% a 82,6% e maiores titulos de anticorpos, que
variaram de 64 a 2048. Nota-se titulagcdo maxima bem acima do achado neste estudo,
mas deve-se levar em consideragdo as variagdbes ambientais e de vetores entre as
regides, bem como o fato de que puderam detectar também R. rickettsii, englobada
nestas taxas. Este foi o estudo regionalmente mais préximo possivel de se comparar.

A urbanizacdo da FMB tem sido demonstrada em pesquisas em varias regioes
do pais, chegando a areas periurbanas e urbanas, como em parques publicos, o que
pode sugerir adaptacdo do ciclo da doenca, decorrente, talvez, de fatores migratérios
e mudancas nos nichos dos vetores, levando-a a regides até entdo ndo consideradas
de risco para transmissdo (SZABO et al., 2013; NASSER et al., 2015). De fato, neste

estudo, as maiores prevaléncias de Rickettsia spp. e de riquétsias do GFM foram
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observadas na regido Periurbana 1 de Ji-Parana, com 50% e 28,57%,
respectivamente.

Sobretudo, no que concerne aos resultados relativos as riquétsias do GFM,
estes dados também corroboram parcialmente a informagéo apresentada por Souza
et al. (2020), de que, apesar de se tratar de uma doenca de transmissao rural e
silvestre, 0 aumento da densidade populacional em areas de pequenos fragmentos
de florestas tem sido relacionado ao aumento de casos de FMB em areas periurbanas
e urbanas. Ou seja, ndo ha casos de FMB na regido estudada, mas a maior
prevaléncia de circulacdo de riquétsias em regido periurbana pode ser justificada
pelos argumentos do autor.

Minervino et al. (2022) afirmam que equinos presentes na zona rural tendem a
apresentar maior soroprevaléncia de Rickettsia spp., quando comparados com
equideos urbanos ou de esportes, possivelmente relacionado a maior exposicédo a
carrapatos entre animais de fazenda. Porém, os resultados desta pesquisa diferem,
ao apresentar maior soroprevaléncia na regido periurbana, seguida da regido urbana
e com menor soroprevaléncia na regido rural. Estes dados podem ser explicados por
caracteristicas ambientais da cidade de Ji-Parana, com seus fragmentos de mata,
lagos e regides ribeirinhas em meio a cidade e ao seu ambiente urbano.

No mesmo sentido, Farias et al. (2021) afirmam, em estudo soroldgico anti-
Rickettsia em equinos de uma regiao do semi-arido brasileiro, que o status sorologico
pode estar relacionado com o fato de estes animais, quando possuem acesso a areas
de florestas e riachos, poderem ser infestados por carrapatos de animais silvestres
infectados por Rickettsia spp. Durante o estudo, de fato, detectou-se comumente na
regido periurbana de Ji-Parana, areas como as citadas, bem como a presenca nas
mesmas de uma variedade de animais silvestres, como aves, tatus, antas e capivaras,
corroborando os autores.

Nesta logica, cabe citar Ueno et al. (2020), que consideram que o ambiente
onde 0s equinos se encontram pode ndo ser uma variavel util, porque equinos de
regides urbanas se movem por toda a cidade, em fungéo da atividade de carroceiro e
assim nao se pode determinar onde o equino adquiriu a infecgdo. De fato, n&o foi
incomum durante as pesquisas, ouvir relatos de proprietarios de animais encontrados
nas areas urbanas e periurbana do atual estudo, de que os mantinham durante o dia

nestas areas de fragmentos de matas em transicdo com a zona rural, o que pode
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favorecer o contato com carrapatos e, entdo, com a infeccdo, explicando os
resultados.

Freitas et al. (2010) realizaram estudo de soroprevaléncia de riquétsias do GFM
em cavalos carroceiros em area ndo endémica do estado do Parana, obtendo
prevaléncia de 9,33%, conforme ja citado. Estes resultados se assemelham a
prevaléncia obtida nesta pesquisa para a regido urbana de Ji-Parana (9,43%) e
embora a variavel funcdo produtiva ndo tenha sido registrada neste trabalho,
notavelmente, a maior parte dos equinos abordados na regido urbana estavam
executando atividade de carroceiro no momento da coleta de amostras, assim como
reportado pelos autores, sugerindo que comportamentos de manejo destes animais
podem estar relacionados ao risco de infecgéo.

Prevaléncia também similar para riquétsias do GFM foi obtida por Batista et al.
(2010), estudando equinos na regido sul do pais. Os autores apontaram taxa de
8,45%, no entanto, foram testados apenas antigenos de R. rickettsii e R. parkeri,
diferentemente desta pesquisa, que também considerou a R. amblyommatis e foi esta
a responsavel por toda a prevaléncia obtida para as riquétsias em questao. Apesar
das espécies diferentes, por pertencerem ao GFM, os estudos corroboram na anélise
de risco a saude publica em proporcdes muito similares.

Neste trabalho, ndo puderam ser estabelecidas associa¢des significativas entre
sexo e idade dos equinos testados, com a soroprevaléncia detectada. Essa mesma
conclusao foi obtida por Cunha et al. (2014), em estudo que envolveu 96 equinos,
mesmo que em uma regido endémica do estado do Rio de Janeiro, diferente da regiao
do atual estudo. Os autores ndo observaram, de forma similar, diferenca estatistica
dos resultados sorologicos em relacao ao sexo e a idade destes animais, o0 que pode
sugerir que nao exista predilecao por parte do vetor.

Dos equinos, 28,75% (115/400) se encontraram parasitados por carrapatos.
Este valor se apresenta maior do que o obtido por outros autores em pesquisas
similares, como Campos et al. (2021), com 7,2%, Freitas et al. (2010), com 11,84% e
Farias et al. (2021), com 18,6% dos equinos examinados. No entanto, € possivel
afirmar que ha relatos de infestagao por carrapatos em equinos com valores muito
superiores ao deste trabalho, como os 74,19% reportados por Ueno et al. (2020),
85,27% de Amorim Filho et al. (2018) e até 89,9%, encontrados por Oliveira et al.
(2019).
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Interessante notar que, quando comparados com os dados de um trabalho cujo
0 numero de animais amostrados € o mais aproximado desta pesquisa (n=400),
percebe-se grande similaridade no percentual de animais infestados. Minervino et al.
(2022), analisando 474 equideos, encontraram carrapatos em 31,54% destes animais.
Outra coincidéncia com os mesmos autores, é o fato de que muitos equinos
inspecionados haviam, visivelmente, sido recentemente tratados com carrapaticidas,
sendo observados carrapatos mortos aderidos ou marcas de picadas, os quais foram
desconsiderados para compor a amostra e os equinos foram classificados como sem
carrapatos, o que pode ter contribuido para a maior proporgéo deste grupo no atual
estudo.

Apesar da existéncia de estudos que permitiram conhecimento da fauna de
carrapatos no estado de Ronddnia, estes envolveram outros municipios como Vilhena,
no sudeste do estado (Labruna et al., 2010), cidades ao noroeste e centro-oeste
(Martins et al., 2014), Cacoal e Pimenta Bueno, na regido centro-leste (Aguirre et al.,
2018) e Porto Velho, também ao noroeste (Da Costa et al., 2021). No entanto, até o
presente momento, ndo foram encontrados relatos de outras pesquisas sobre a fauna
de carrapatos na regiao de Ji-Parana, na regiao central do estado de Rondénia.

Nao foi possivel estabelecer associacao significativa entre a presenca de
carrapatos e a soroprevaléncia anti-Rickettsia neste estudo. De modo similar, Freitas
et al. (2010), em pesquisa que detectou 9,33% de prevaléncia de riquétsias em
equinos no estado do Parand, relataram que apenas um dos equinos soropositivos se
encontrava infestado por carrapatos no momento da coleta.

Do total, 99,09% dos carrapatos encontrados parasitando os equinos neste
estudo foram da espécie D. nitens. Minervino et al. (2022), em estudo realizado no
estado do Para, também no bioma amazbnico, concluiram que, de forma semelhante,
a grande maioria dos 474 equinos de sua pesquisa estavam infestados por esta
mesma espécie de carrapato. Estes dados reforgam a presenca desta espécie de
artropode no bioma em questdo, bem como sua habilidade em infestar esta espécie
animal na regiao.

Ademais, ao analisar dados de outras regides do Brasil, nota-se que a
prevaléncia de infestacao por D. nitens em equinos foi consideravelmente menor que
neste trabalho. Como exemplo, em pesquisa similar desenvolvida por Batista et al.
(2010) em Almirante Tamandaré, no estado do Parana, a taxa de infestagcéo obtida foi

de 15,5% para D. nitens, valor cerca de seis vezes menor que o apresentado aqui.
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Cunha et al. (2014) também obtiveram prevaléncia ainda menor, de apenas 5,7%, em
estudo realizado no estado do Rio de Janeiro.

Outro fator que pode explicar a maior prevaléncia de D. nitens no estudo é a
sua dinamica sazonal. De acordo com Borges et al. (2000), no Brasil, a espécie
apresenta dois maiores picos de atividade no periodo umido e quente do ano e um
terceiro, no periodo mais seco e mais frio. Corroborando os autores, de fato, as
maiores coletas de carrapatos neste estudo ocorreram nos meses de outubro e
novembro e no més de abril, que no estado de Rondbdnia apresentam,
respectivamente, estas caracteristicas climaticas.

Um unico exemplar de A. sculptum foi encontrado, a partir de um equino
amostrado na regidao Periurbana 1 de Ji-Parana. Considerado incomum no bioma
amazobnico, esta espécie de carrapato € associada aos biomas de Cerrado e Mata
Atlantica degradada e esta presente nas regides endémicas do Sudeste brasileiro,
onde € importante vetor da R. rickettsii (COSTA et al., 2017). Este achado possui
importante representatividade quanto ao risco de transmissao da FMB, pois, de
acordo com Oliveira et al. (2016), esta esta relacionada a existéncia de ambientes de
pastagens sujas, nos quais capivaras e carrapatos da espécie A. sculptum estao
presentes. Esta descricdo concorda plenamente com as caracteristicas da regiao
periurbana de Ji-Parana.

Trés carrapatos da espécie A. cajennense s.s. foram identificados, sendo 1
(um) na regido urbana e 2 (dois) na regido periurbana. De acordo com Costa et al.
(2017), o A. cajennense s.s. encontra-se restrito a regiao amazonica e tem sido mais
comumente detectado infectado por outro agente pertencente ao GFM, como
exemplo, R. amblyommatis.

A baixa prevaléncia de carrapatos do género Amblyomma nesta pesquisa difere
de outros estudos similares ja realizados. Pacheco et al. (2011), em pesquisa na
cidade de Juiz de Fora, afirmam que 100% dos carrapatos (288/288) coletados de
equinos foram identificados como sendo A. cajennense, enquanto neste estudo a
prevaléncia encontrada para carrapatos Amblyomma spp. em equinos foi de 0,36%.
Da mesma forma, Cunha et al. (2014) obtiveram 75,9% de prevaléncia para
Amblyomma cajennense em estudo no Rio de Janeiro, muito acima do encontrado na
atual pesquisa. E possivel que esta maior prevaléncia seja explicada pela data dos
trabalhos, anterior a compreensdo do complexo A. cajennense por Martins et al.

(2016) e na verdade, se trate de A. sculptum, dadas as regides.
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Dos 1103 carrapatos coletados, 0,54% (6/1103) foram identificados como R.
microplus. Ueno et al. (2020), em pesquisa realizada em equideos no municipio de
Monte Mor, Sdo Paulo, também obtiveram baixa taxa de deteccdo (1,6%) para esta
espécie de artropode. Por outro lado, Campos et al. (2021) também relataram achado
desta espécie de carrapato em equinos em estudo realizado com 262 animais na
regiao de Campo Grande, regido centro-oeste do Brasil, em proporgao
consideravelmente maior, de 42,1%. Apesar de este ultimo ter suas coletas realizadas
em época do ano simular a da atual pesquisa, diferengas climaticas entre as regides
e o0 regime de criagdo podem explicar a consideravel variagao.

De todos os exemplares de R. microplus, 66,66% foram encontrados na regiao
rural e 33,34% em uma das regides urbanas estudadas (Urbana 3). A maior
prevaléncia rural corrobora as informacdes de Sato et al. (2020), de que este ixodideo
€ conhecido como o “carrapato do boi”, devido a alta especificidade por este
hospedeiro e os equinos possivelmente foram infestados pela convivéncia préxima
com os bovinos. Nesse sentido, os carrapatos R. microplus encontrados na regido
Urbana 3 possivelmente sdo explicados pelo fato de esta regido estar em franca
expansao urbana sobre areas rurais adjacentes, com construgdo de chacaras e

loteamentos, aproximando animal e vetor.

7 CONCLUSAO

Foi demonstrada, pela primeira vez, a presencga de anticorpos anti-Rickettsia
spp. em equinos na regidao de Ji-Parana, Rondénia, na Amazénia Ocidental, com
prevaléncia de 21,75%, com homologia a R. amblyommatis e R. belliiem 12,25% das
amostras. A maioria dos carrapatos parasitando equinos foi identificada como D.
nitens e carrapatos do género Amblyomma foram incomuns, no entanto, parasitavam
equinos nas regides periurbana e urbana, o que desperta a necessidade de vigilancia
devido a sua maior proximidade com seres humanos e ao fato de a regido periurbana
ter apresentado maior soroprevaléncia para riquétsias.

Por néo se tratar de area endémica para a Febre Maculosa Brasileira e néo
haver casos humanos confirmados no municipio estudado, considera-se, para o
momento, baixa a probabilidade de infecgdo humana na regido. A continuidade da
pesquisa, com estudos moleculares das aliquotas de carrapatos, podera fornecer

melhores conclusoes.
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Tick fauna in Brazil are estimated to comprise 70
species, mostly of the genus Amblyomma (Dantas-
Torres et al., 2019). Among them, Amblyomma
nodosum is known as a Neotropical tick already
reported in several states in Brazil, probably
because its hosts occur in all Brazilian biomes
(Mazioli et al., 2012). The species parasitized by
A. nodosum ticks include anteaters, wild birds and
domestic dogs, and the most numerous reports
involve anteaters (Mazioli et al., 2012). This can
be explained by the fact that anteaters are the
natural host of A. nodosum in the adult stage,
while a variety of birds are hosts of its immature
stages (Barros-Battesti et al., 2006). A. nodosum
has been found to be highly dependent on its hosts
and environment (Pinheiro et al., 2015).

Amblyomma humerale, another important species
of the genus Amblyomma, is considered endemic
to South America, where it has been mainly
described parasitizing land tortoises, including
reports in Rondonia (Labruna et al., 2002). Its
parasitism on a lizard has also been described by
Zimmermann et al. (2018) in the same state. In
addition to the veterinary importance of ticks as
animal parasites, several reports have shown the
detection of microorganisms in A. nodosumand A.
humerale such as Rickettsiae, what could
eventually be related to human health risks
(Labruna et al., 2004; Ogrzewalska et al., 2009;
Almeida et al., 2013; Soares et al., 2015; Witter

Recebido em 30 de junho de 2020
Aceito em 5 de novembro de 2020
E-mail: renatafuverki@gmail.com

etal., 2016; Machado et al, 2018; Moerbeck et al.,
2018). This justifies the interest in conducting
research on these ectoparasites in areas rich in
biodiversity, especially the Amazon region.

In November 2019 adult ticks were found
attached to a capybara, which was sent for
veterinary treatment in the municipality of Ji-
Parana (10° 53° S, 61° 57° W), in the state of
Rondénia, northern Brazil. Located in the center
of the state on the banks of the Machado river, this
municipality has a population of 128,969
(Cidades..., 2019) and capybaras are commonly
sighted in its forests, along roadsides and in the
municipality’s peri-urban areas such as public
parks.

A female capybara weighing approximately 45kg
was found injured in a rural area by environmental
police and taken to a university veterinary
hospital, where a clinical examination found it
was already dead. During the physical
examination of the animal, two ticks were noted
on the animal’s back. These ticks were removed
by hand or with anatomical forceps in order to
preserve their structures. They were stored in 70%
ethanol and sent to the laboratory for taxonomic
identification of adult ticks, as proposed by
Barros-Battesti et al. (2006). Two engorged
female ticks were morphologically identified as A.
nodosum and A. humerale (Figure 1). No male
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ticks were found despite these engorged females,
probably because at the time of the collection the
animal was already dead, and they may have left
the carcass due to its cooling.

The A. nodosum tick was characterized by a well
ornamented and symmetrically arranged scutum,
with pale Y-shaped anterolateral smudges and an
irregular posterior smudge. Palpal segment II was
found to be twice as large as palpal segment III
and its dorsal surface presented an oblique crest.
The festoons were devoid of chitinous tubercles.
Coxa [ had two spurs, which were shorter than the
coxa, and the internal one was not vestigial. Coxa
IV had one straight spur and the trochanters

lacked spurs. The hypostome dentition was 3/3
with a rounded apex. This description is in line
with that presented by Barros-Battesti et al.
(2006) for A. nodosum.

The A. humerale tick presented hypostome
dentition 4/4, glabrous alloscutum and spiracular
plates lacking festooned margins. The scutum had
two bright, symmetrically arranged stripes in the
scapular fields. The festoons lacked chitinous
tubercles and coxa IV had two conspicuous spurs,
which is congruent with the morphology of A.
humerale described by Barros-Battesti et al.
(2006).

Figure 1. Ticks collected from a capybara (Hydrochoerus hydrochaeris) in the region of the municipality
of Ji-Parand, Rondonia, Western Amazon. A: Amblyomma nodosum, female, ventral, with visible genital
aperture (50x magnification). B: Amblyomma nodosum, female, scutum ornamentation pattern (50x
magnification). C: Amblyomma humerale, female, ventral, with visible genital aperture (50x

magnification). D: Amblyomma humerale, female, scutum ornamentation pattern (50x magnification).
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Parasitism of a capybara...

No reports were found of A. humerale on
capybaras in Rondonia. In this region, the animal
species found to be parasitized by this tick were
reptiles such as tortoises (Chelonoidis
denticulatus, and Chelonoidis carbonaria),
common caimans (Caiman crocodilus) and
lizards (Plica plica, Plica umbra, Kentropyx
calcarata and Uranoscodon superciliosus)
(Labruna et al., 2002, 2005; Zimmermann et al.,
2018). In this state, armadillos, silky anteaters
(Cyclopes didactylus) and common opossums
(Didelphis marsupialis) were the only mammal
species found to be parasitized by A. humerale,
albeit in its nymph stage (Labruna et al, 2005;
Martins et al., 2014). The presence of free-living
A. humerale on vegetation was also described by
Labruna et al. (2004) in Rondonia, in the region
of the Jamari River, where animals also tested
positive for Rickettsia bellii. This location is about
160 kilometers away from the region of the
present study.

Parasitism of free-living capybaras by A.
humerale has already been reported by Gruhn et
al. (2019) in the state of Acre, in the Western
Amazon, although its parasitism rate was low
compared to that of other Amblyomma species that
were also found. However, these ticks were in
their nymph stages, unlike those in our study,
which involved the adult and engorged stages of
this parasite. No other reports of A. humerale
parasitism on capybaras were found in the
literature consulted.

There are several reports of the tick A. nodosum
in Brazil, parasitizing mainly anteaters in various
regions of the country, including the states of
Mato Grosso, Goias, Ceara (Witter et al., 2016;
Machado et al, 2018; Moerbeck et al., 2018),
Mato Grosso do Sul (Garcia et al, 2013) and
Rondonia (Zimmermann et al, 2018). The
occurrence of A. nodosum in Rondénia has been
reported since 2005, where these ticks were found
by Labruna et al. (2005) and Martins et al. (2014)
on anteaters in different municipalities.

Likewise, reports of this species on birds are
distributed throughout Brazil, including the states
of Minas Gerais (Zeringota et al, 2017), Mato
Grosso do Sul and Mato Grosso (Garcia et al.,
2013; Witter et al., 2016), as well as in the
northeast region (Lugarini et al., 2015). The
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presence of A. nodosum on domestic dogs has
been reported on two occasions in Brazil. Sabatini
et al. (2010) reported finding adult A. nodosum
ticks on two dogs in the state of Sdo Paulo, and
Mazioli et al. (2012) reported an adult tick
attached to a domestic dog in the state of Espirito
Santo. Both studies considered these findings
incidental. However, we found no reports of A.
nodosum parasitizing capybaras in Rondonia, in
Brazil or in another location in the neotropical
region.

This study contributes by describing the
distribution of Amblyomma ticks in the western
Amazon region, and by adding to the list of hosts
of A. nodosum and A. humerale since, to the best
of our knowledge, this is the first report of the
occurrence of an adult A. nodosum and an adult A.
humerale  parasitizing a  capybara (H.
hydrochaeris). Our results suggest that these ticks
cannot withstand the various studies that have
focused on tick populations in Rondonia (Labruna
et al, 2005, 2010; Martins et al, 2014;
Zimmermann et al., 2018), information is still
scarce and more research into the hosts and
ecology of both ticks is needed, since they have
been linked to infectious agents that are
potentially pathogenic for humans, such as
Rickettsia spp. (Soares et al., 2015; Witter et al.,
2016; Moerbeck et al., 2018).
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RESUMO

Dois carrapatos adultos, sendo um Amblyomma nodosum e um Amblyomma humerale foram encontrados
parasitando ativamente uma capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) proveniente da regiao central do
estado de Rondénia, Brasil, na zona rural do municipio de Ji-Parana, localizado na Amazénia ocidental.
Poucos trabalhos cientificos relatam a presenca de A. humerale em capivaras. Assim, esta é a primeira
vez que A. nodosum é relatado parasitando essa espécie animal. Por nao se tratar de um hospedeiro animal
conhecido para A. nodosum ou comum para A. humerale, esses achados podem sugerir uma nova relagao
entre hospedeiros para eles. Portanto, sao necessarios mais estudos acerca da ecologia desses parasitas,
principalmente por serem potenciais transmissores de patogenos de importancia em medicina veterindria

e saiide puiblica.

Palavras-chave: novo hospedeiro, Amblyomma, capivara, Acari, Ixodidae
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Evidéncia sorologica de Rickettsia em equideos na regiao centro-leste de Rondonia,

Amazonia Ocidental, Brasil

Serological evidence of Rickettsia in equids of the central-eastern region of Rondonia,

Western Amazon, Brazil

Resumo

Este estudo avaliou a circulagdo de Rickettsia spp. em equinos na regido de Ji-Parana,
Rondonia, na Amazonia Ocidental, considerada ndo endémica para a Febre Maculosa Brasileira
(FMB). Um total de 400 equinos foi testado pela reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
para Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia amblyommatis e Rickettsia bellii e a
soroprevaléncia geral de Rickettsia spp. foi de 21,75% (87/400), distribuida nas regides rural,
urbana e periurbana do municipio, com destaque para esta ultima. At¢é o momento, este é o
primeiro estudo de soroprevaléncia de riquétsias em equinos na regido de Ji-Parand e no estado
de Rondodnia e sugere a circulacao de R. bellii e de riquétsias do GFM (R. amblyommatis) nestes
animais, considerados sentinelas para risco de infec¢do no homem. Nao foram identificadas

amostras homologas para R. rickettsii e R. parkeri.

Palavras-chave: Equinos. Rickettsia. Amazodnia.

Abstract

This study evaluated the circulation of Rickettsia spp. in horses in the region of Ji-Parana,
Rondonia, in the Western Amazon, considered non-endemic for Brazilian Spotted Fever (BSF).
A total of 400 horses were tested by indirect immunofluorescence assay (IFAT) for Rickettsia
rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia amblyommatis and Rickettsia bellii and the overall
seroprevalence of Rickettsia spp. was 21.75% (87/400), distributed in the rural, urban and peri-

urban regions of the municipality, with emphasis on the latter. To date, this is the first study of
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rickettsiae seroprevalence in horses in the Ji-Parana region and in the state of Rondonia and
suggests the circulation of R. bellii and GFM rickettsiae (R. amblyommatis) in these animals,
considered sentinels for the risk of infection in humans. No homologous samples were

identified for R. rickettsii and R. parkeri.

Keywords: Equine. Rickettsia. Amazon.

Introducio

Geneticamente classificado em quatro grupos, o género Rickettsia engloba bactérias
causadoras das riquetsioses, enfermidades potencialmente zoonoticas cuja transmissiao
normalmente ocorre por meio de vetores (Labruna, 2009), com potencial para circularem entre
diferentes espécies animais, tanto domésticas quanto silvestres, além do préprio homem
(Amorim-Filho et al., 2018; Bonilla-Aldana, 2022). Das 28 espécies de Rickettsia reportadas
desde os primeiros estudos (Alves et al., 2014), ao menos 17 sdo consideradas patogénicas ao
homem (Fang et al., 2017). No Brasil, a mais importante doenca cujo patdogeno ¢ transmitido
por carrapatos ¢ a Febre Maculosa Brasileira (FMB), uma antropozoonose causada por
Rickettsia rickettsii (Labruna, 2009). Considerada grave por sua alta mortalidade, a FMB varia
desde sinais genéricos ao classico exantema macopapular, podendo evoluir para
comprometimento dos sistemas nervoso, respiratdrio e urindrio (com insuficiéncia renal aguda)

Parola, 2013), apresentando uma taxa de letalidade que varia de 20 a 40% (Brasil, 2022).
p q

A transmissdo de riquétsias ocorre principalmente através da picada de carrapatos do
género Amblyomma, sendo o Amblyomma sculptum considerado o principal vetor no Brasil
(Souza et al., 2020). Com relagdo a transmissdo, aspectos epidemiologicos como regido,
ambiente, disponibilidade de hospedeiros e vetores, possuem relevante influéncia. Dentre os
hospedeiros, ressalta-se a importancia das capivaras (Hydrochorus hydrochaeris), dos gambas

(Didelphis aurita), dos caes e dos equinos. Os dois primeiros, por seu papel amplificador,



59
gerando bacteremia em altos niveis e por periodo prolongado, permitindo a infec¢do de
carrapatos nao infectados. E os cdes e equinos, por ndo apresentarem mudangas clinicas
consistentes a infeccdo, mas desenvolverem forte resposta humoral, atuam como importantes

sentinelas para a circulagdo de Rickettsias em uma dada regido (Amorim et al., 2013; Ueno et

al., 2016; Minervino et al., 2022).

Considerados um dos principais hospedeiros para A. sculptum em muitas regides
endémicas para FMB, os equideos estdo presentes no estado de Rondonia, regido de Amazodnia
ocidental, em um rebanho efetivo de 169.587 (IBGE, 2021). O estado acumula 6 casos
confirmados de Febre Maculosa, sem 6bitos, no periodo de 2007 a 2022 e, desde o primeiro
caso, ocorrido na regido noroeste de Rondonia, notou-se uma redistribui¢ao das infecgdes para
a regido central do estado (Brasil, 2022) na qual estd o municipio de Ji-Parana, que apresenta o
4° maior rebanho de equideos do estado. Apesar de ndo ser uma regido tipica de 4. sculptum,
varios estudos foram realizados em Rondonia e demonstraram a circulacdo de riquétsias em
outras espécies de carrapatos e em caes (Labruna et al., 2004, Labruna et al., 2007, Aguirre et
al., 2018; da Costa et al., 2021), no entanto, no que se refere a dados de soroprevaléncia de
riquétsias em equideos no estado, até o presente momento ndo foram encontrados dados

publicados.

Dado este efetivo animal, as demais caracteristicas epidemioldgicas da regido, a
importancia do agente no ambito de satide publica, e a auséncia de um inquérito epidemiologico
desta natureza na regido, o objetivo do estudo foi realizar a pesquisa de anticorpos anti-
Rickettsia spp. em equinos no municipio de Ji-Parana e associar os achados com a potencial
circulagdo e distribuicdo destes agentes, contribuindo assim com o desenvolvimento de agdes
estratégicas de protecdo a satide. Vale ressaltar que este € o primeiro estudo realizado no estado

com essa populagdo animal em se tratando da soroprevaléncia de Rickettsia spp.
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Material e métodos

A pesquisa foi desenvolvida no municipio de Ji-Parana (10° 53' 07" S; 61° 57' 06" W) ,
na por¢ao centro-leste do estado de Rondonia, regido Norte do Brasil, na Amazdnia Ocidental
(Fig. 1). O municipio esta localizado em regido tropical, com clima do tipo Aw — Clima Tropical
Chuvoso. A média de temperatura do ar varia entre 25°C e 26°C com predominancia de seca
durante o inverno. A precipitagdo média anual varia em torno de 1.849 mm/ano, sendo a estagao
chuvosa de outubro a abril e a esta¢do seca, de maio a setembro (SIPAM, 2007). A fauna ¢ a
flora da regido sdo abundantes, sendo contemplada pelo bioma Amazonico em 100% de seu

territorio.

Uma versdao do software Epiinfo foi utilizado para calcular a amostragem equina,
considerando uma populacgao estimada de 5.516 equideos (IBGE, 2019), a prevaléncia estimada
foi de 50%, o erro estatistico de 5% e intervalo de confianca de 95%, totalizando 359 animais.
A area do municipio de Ji-Parand foi entdo dividida em quatro quadrantes, tendo o Rio Machado
como seu eixo central. Optou-se pelo arredondamento de nimero de amostras, totalizando n =

400, distribuidas entre os quadrantes de estudo e suas regides urbana, periurbana e rural.

Compuseram a amostra equinos de idades e aptiddes produtivas variadas, machos e
fémeas, clinicamente saudaveis, submetidos & amostragem por conveniéncia, considerando a
disponibilidade dos proprietarios (nas zonas urbanas e periurbanas) e de acesso as propriedades
rurais. As coletas foram realizadas no periodo de novembro de 2019 a abril de 2021 e 0 manejo
destes animais foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro Universitario

Sdo Lucas Ji-Parand, protocolo ID18.

As amostras de sangue foram coletadas por pun¢do venosa através da veia jugular,
armazenadas adequadamente em tubos apropriados e imediatamente refrigeradas em isopor (8-

10°C) para o transporte. Chegando ao laboratério, as amostras foram centrifugadas (2.500
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rpm/10 minutos) e o soros obtidos foram aliquotados em microtubos devidamente identificados

e armazenados a -20°C até o momento da analise.

As amostras de soro de equinos foram testadas através da Reagao de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) individualmente como descrito por Labruna et al. (2007), para antigenos brutos
das seguintes espécies de Rickettsia do Brasil: R. amblyommatis cepa Ac37, R. bellii cepa Mogi,
R. parkeri cepa Mata Atlantica e R. rickettsii cepa Pampulha, no Laboratorio de Doencas
Parasitarias da Universidade Federal de Goids (LADOPAR/EVZ/UFG). Os soros foram
diluidos em phosphate buffered saline (PBS) e testados inicialmente na proporc¢ao de 1:64. As
laminas foram incubadas, lavadas e incubadas novamente com isotiocianato de fluoresceina,
anti-IgG de equinos (Sigma-AldrichO, St. Louis, MO, EUA), lavadas novamente, montadas
com glicerina tamponada e lidas usando microscépio de imunofluorescéncia (HBO 50/Ac —
Axiovert 40CFL — Carl Zeiss), no aumento de 40x. Em cada lamina, soros sabidamente
negativos e positivos foram utilizados como controles. As amostras de soro que possuiram
anticorpos para qualquer espécie de Rickettsia testada, com titulos > 64, posteriormente foram
tituladas em incremento de duas vezes, para determinar o titulo final de IgG frente aos 4
antigenos de Rickettsia. Um titulo final de pelo menos quatro vezes maior para uma espécie de
Rickettsia, do que o observado para qualquer outra espécie de Rickettsia foi considerado como
provavel antigeno homologo a primeira espécie de Rickettsia ou a uma espécie intimamente

relacionada (LABRUNA et al., 2007; SZABO et al., 2013).
Resultados

Amostras de soro foram obtidas de todos os 400 equinos, em todos os quadrantes de
estudo propostos no municipio de Ji-Parand, Rondonia. Submetidas e testadas utilizando a RIFI,
87 (21,75%) amostras foram reagentes para pelo menos um antigeno de Rickettsia spp.,

apresentando titulos de 64 a 512. As andlises indicaram que a soroprevaléncia geral de



62

Rickettsia spp. foi significativamente diferente entre as regides de estudo, com maior

soroprevaléncia na regido periurbana 1.

Para as soroprevaléncias relacionadas as variaveis sexo, idade e presenga de carrapatos,
os resultados demonstraram que as diferengas encontradas no estudo ndo apresentaram
significancia. Das amostras reagentes, 9,25% (37/87) resultaram como provavel antigeno
homologo para Rickettsia amblyommatis e 3,0% (12/87) para Rickettsia bellii. Para ambas as
espécies, as titulagdes encontradas nas amostras consideradas homologas variaram de 128 a
512. Com excegdo da regido Urbana 3, todas as demais regides de estudo apresentaram amostras
reagentes a, no minimo, um provavel antigeno. A regido Urbana 2 apresentou amostras com
Provavel Antigeno Responsavel pela Infeccdo (PARI) exclusivamente de Rickettsia

amblyommatis e a regido Urbana 4, exclusivamente de Rickettsia bellii.

As demais regides de estudo apresentaram PARI tanto para 4. amblyommatis quanto
para R. bellii. Nenhuma regido de estudo apresentou amostras positivas de PARI de Rickettsia
rickettsii ou Rickettsia parkeri. Considerando os resultados que contemplam exclusivamente
riquétsias do Grupo da Febre Maculosa, a prevaléncia obtida foi de 9,25% (37/400), ndo sendo

possivel estabelecer significancia com relagdo as regides de estudo (p = 0.054)

Discussao

Até o presente momento, nao puderam ser identificados estudos de soroprevaléncia de
riquétsias em equinos na regiao de Ji-Parana ou no estado de Rondonia, avaliando o papel destes
animais como sentinelas. Ueno et al. (2020) afirmam que estes testes sdo importantes para a
vigilancia ativa da FMB, mesmo nas regides nas quais casos da doenga ainda nao tenham sido
notificados, como ¢ o caso da regido estudada, suportando a importancia do estudo. As
infec¢des experimentais de equinos com riquétsias ja demonstraram que estes animais sao

refratarios a doenga e nao desenvolvem bacteremia, mas apresentam forte resposta humoral a
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infeccdo, o que os caracteriza como sentinelas para a vigilancia em areas onde estes animais

sdo expostos ao vetor (Ueno et al., 2016), como a area desta pesquisa.

Bonilla-Aldana et al. (2022), que desenvolveram uma complexa revisdo sistematica e
meta-andlise a partir de bases de dados sobre ocorréncia de riquétsias em equinos no mundo,
afirmam que a prevaléncia de riquétsias em equinos ¢ alta, apesar de subdiagnosticada e
pobremente estudada, com maior incidéncia, da maior para a menor, de R. rickettsii, R. parkeri,
R. bellii, R. amblyommatis, R. rhipicephali, R. felis e R. helvetica. No presente trabalho, porém,
os resultados discordam ao demonstrarem inversdo de posig¢oes entre R. amblyommatis ¢ R.
bellii, sendo esta ultima menos prevalente (9,25% e 3,0%, respectivamente), além da ndo

detecgdo das duas primeiras.

Entre os antigenos de riquétsias do GFM testados por meio da RIFI, houve
soropositividade apenas para R. amblyommatis, sugerindo-se como o unico potencial antigeno
responsavel pela infeccdo, com 9,25% de prevaléncia. A primeira descrigdo desta bactéria no
Brasil ocorreu, de fato, em Rondonia, em pesquisa realizada por Labruna et al. (2004) que
identificou a presenga de microorganismo 100% homologo ao isolado norte-americano em
carrapatos A. cajennense € A. coelebs na regido do municipio de Monte Negro, distante cerca

de 164 quilometros de Ji-Parana, reforgando os atuais achados.

A ocorréncia desta bactéria no estado de Ronddonia também foi confirmada por Aguirre
et al. (2018), por meio de detec¢do molecular da mesma em carrapatos do género Amblyomma
na regido das cidades de Cacoal, Pimenta Bueno e Vilhena, sendo as duas primeiras situadas
cerca de 100 a 140 quildmetros de distancia de Ji-Parand. Assim, a proximidade regional com
o municipio estudado e a coincidéncia do género do vetor encontrado conecta os resultados de
ambas as pesquisas e reforca a ocorréncia de R. amblyommatis na regido. Soares et al. (2015),

em um robusto estudo realizado nos estados do Pard e do Mato Grosso, para identificacdo
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molecular de riquétsias em carrapatos, ja haviam apontado, de fato, R. amblyommatis como a

representante do género Rickettsia mais comum no bioma amazonico.

Ainda com relagdo a ocorréncia de R. amblyommatis em animais no estado de Rondonia,
Labruna et al. (2007) detectaram casos positivos em duas amostras de soro de caes da zona rural
do municipio de Monte Negro. Da Costa et al. (2021), também estudando caes, obtiveram
27,6% de soroprevaléncia para a mesma bactéria, no municipio de Porto Velho. Mesmo que
estas pesquisas apontem para outra espécie animal, reforgam a circulacdo desta bactéria em
areas rurais, onde também estdo os equinos, bem como que esté distribuida de forma consistente
pelo estado de Rondonia, pois Porto Velho esta localizada a cerca de 360 quilometros de Ji-

Parana, refor¢ando assim a necessidade de vigilancia para o GFM no estado.

Apesar de R. amblyommatis ter contribuido para os 50% de prevaléncia de riquétsias na
regido Periurbana 1, a area ndo pode ser considerada de elevado risco para a Febre Maculosa.
Isto, porque Vieira et al. (2018) concluiram em pesquisa com cdes e equinos no estado do
Espirito Santo que a area estudada ndo pdde ser considerada de elevado risco para Febre
Maculosa pois, para isso, 50% dos animais deveriam testar positivo para riquétsias do GFM.
Esta logica se aplica, portanto, aos resultados deste trabalho, porque por mais que a regido
Periurbana 1 tenha resultado em tamanha prevaléncia, os dados incluem R. bellii. Ao
analisarmos apenas as riquétsias do GFM, a prevaléncia nesta mesma regido cai para 28,57%,

desenquadrando-a desta condicao de elevado risco.

A R. bellii, foi observada em 3% das amostras de soro equino neste trabalho. De acordo
com Labruna et al. (2004), esta espécie ¢ considerada a mais primitiva do género e ja se
apresentou como a mais comum em carrapatos pesquisados no estado de Rondonia,

fortalecendo a sua circulagdo na regido. Apesar de baixa, esta prevaléncia se apresenta maior
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que a encontrada por Horta et al. (2004), que em regido endémica para R. rickettsii, ndo

detectaram qualquer circulagdo de R. bellii em equinos.

A urbanizagdo da FMB tem sido demonstrada em pesquisas em vérias regides do pais,
chegando a areas periurbanas e urbanas, como em parques publicos, o que pode sugerir
adaptacao do ciclo da doenga, decorrente, talvez, de fatores migratdrios e mudangas nos nichos
dos vetores, levando-a a regides até entdo ndo consideradas de risco para transmissio (SZABO
etal., 2013; NASSER et al., 2015). De fato, neste estudo, as maiores prevaléncias de Rickettsia
spp. e de riquétsias do GFM foram observadas na regido Periurbana 1 de Ji-Parana, com 50%

e 28,57%, respectivamente.

Neste trabalho, ndo puderam ser estabelecidas associa¢des significativas entre sexo e
idade dos equinos testados, com a soroprevaléncia detectada. Essa mesma conclusao foi obtida
por Cunha et al. (2014), em estudo que envolveu 96 equinos, mesmo que em uma regiao
endémica do estado do Rio de Janeiro, diferente da regido do atual estudo. Os autores nao
observaram, de forma similar, diferenga estatistica dos resultados sorologicos em relagdo ao

sexo e a idade destes animais, o que pode sugerir que ndo exista predile¢do por parte do vetor.
Conclusao

Foi demonstrada, pela primeira vez, a presenga de anticorpos anti-Rickettsia em equinos
na regido de Ji-Paranda, Rondonia, na Amazonia Ocidental, com prevaléncia de 21,75%, com
homologia a R. amblyommatis e R. bellii em 12,25% das amostras. Por ndo se tratar de area
endémica para a Febre Maculosa Brasileira e ndo haver casos humanos confirmados no
municipio estudado, considera-se, para o momento, baixa a probabilidade de infeccao humana

na regiao.
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