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Deteccao de anticorpos anti-Rickettsia spp. em caes e equinos no
estado de Mato Grosso, Brasil

Detection of antibodies anti-Rickettsia spp. in dogs and horses in the
state of Mato Grosso, Brazil
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Resumo

Este estudo avaliou a infeccdo causada por Rickettsia spp. em caes e equinos no Estado de Mato
Grosso . Um total de 384 caes e 460 equinos foi testado pela reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFY) para Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia amblyommii, Rickettsia rhipicephali e
Rickettsia bellii. No total, 3,12 % (12/384) dos cdes foram soros reagentes para pelo menos uma espécie
de Rickettsia. Um total de sete (1,82 %) soros caninos apresentaram titulos para R. bellii, pelo menos
4 vezes maior do para qualquer um dos outros antigenos de riquétsia, permitindo considerar que estes
caes foram infectados por R. bellii. Nos equinos, 273 (59,34 %) foram positivos para pelo menos um
antigeno testado, e os maiores titulos finais anti-Rickettsia spp. foram observados para R. amblyommii,
sugerindo reagdes homologas a este agente ou um organismo intimamente relacionado. Os resultados
mostraram que os caes estdo sob baixa exposicdo a carrapatos infectados com riquétsias do grupo da
febre maculosa, indicando baixo risco de infeccdo humana por esses agentes. No entanto, R. amblyommii
estd amplamente distribuida no Estado.

Palavras-chave: Equinos e cdes, reagdo de imunofluorescéncia indireta, soroprevaléncia, Rickettsia
spp., Mato Grosso

Abstract

This study evaluated the infection caused by Rickettsia spp. among dogs and horses from Mato
Grosso State. A total of 384 dogs and 460 horses were tested by the Indirect Immunofluorescence
Assay (IFA) for Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia amblyommii, Rickettsia rhipicephali
and Rickettsia bellii Overall, 3.12% (12/384) of the dogs were seroreactive for at least one Rickettsia
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species. A total of 7 (1.82%) canine sera showed titers to R. bellii at least 4-fold higher than those to any
of the other rickettsial antigens, allowing us to consider that these dogs were infected by R. bellii. In
horses, 273 (59.34 %) samples were positives for at least one antigen tested, and highest anti-Rickettsia
spp. endpoint titers were observed for R. amblyommii, suggesting homologous reactions to this agent or
a very closely related organism. The results showed that dogs are under low exposition to ticks infected
with spotted fever group Rickettsia, indicating low risk of human infection by these agents. However,

R. amblyommii is widely distributed in the State.

Key words: Horses and dogs, indirect immunofluorescence assay, seroprevalence, Rickettsia spp.,

Mato Grosso

Introducao

Rickettsia ¢ uma bactéria intracelular
obrigatoria, pertencente a familia Rickettsiaceae e
ordem Rickettsiales (RAOULT; ROUX, 1997). As
espécies patogénicas deste género estao divididas
em dois grupos: i-grupo Tifo (GT), com a Rickettsia
prowazekii e Rickettsia typhi (EREMEEVA;
DASCH, 2000); ii-grupo da Febre Maculosa
(GFM). Ha também duas espécies de patogenicidade
desconhecida, Rickettsia canadensis e Rickettsia
bellii, que nao estdo inseridas em nenhum destes

grupos (LABRUNA et al., 2011).

No GFM, ha mais de 20 espécies validas, dentre
elas algumas descritas no Brasil, como a Rickettsia
rickettsii, Rickettsia parkeri e Rickettsia felis,
patogénicas aos humanos, enquanto a Rickettsia
rhipicephali, Rickettsia amblyommii apresentam
patogenicidade desconhecida. Ha outras espécies de
riquétsias descritas no pais, como a R. typhi, R. bellii
e Rickettsia monteiroi (LABRUNA et al., 2011).

A R. rickettsii é considerada a espécie mais
patogénica dentre as descritas no mundo (PAROLA;
PADDOCK; RAOULT, 2005), sendo responsavel
por causar a doenga denominada de Febre Maculosa
das Montanhas Rochosas (FMMR) nos Estados
Unidos. As diversas espécies de riquétsias tém, em
sua maioria, os carrapatos como principal vetor, com
excecdo da R. felis e R. typhi, veiculadas por pulgas,
e da R. prowazekii ¢ Rickettsia akari, transmitidas
por piolhos e acaros, respectivamente (RAOULT;
ROUX, 1997; LABRUNA, 2009).

No Brasil, a infecc¢ao por R. rickettsii ¢ conhecida
como Febre Maculosa Brasileira (FMB), e sua

transmissdo tem sido associada, principalmente aos
carrapatos Amblyomma cajennense e Amblyomma
aureolatum, sendo o Rhipicephalus sanguineus
considerado um provavel vetor na regido
metropolitana de Sdo Paulo (LABRUNA, 2009).

O uso de técnicas sorologicas, principalmente
a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI),
na deteccdo de anticorpos anti-Rickettsia spp.
em animais (equinos e/ou cdes) ja foi descrito em
estudos epidemiologicos nos estados de Rondonia
(LABRUNA et al., 2007b), Mato Grosso (MELO
et al., 2011), Sdo Paulo (HORTA et al., 2007;
PINTER et al., 2008; MORAES-FILHO et al.,
2009), Minas Gerais (VIANNA et al., 2008; SILVA
etal., 2010; PACHECO et al., 2011), Espirito Santo
(SPOLIDORIO et al., 2010b), Parana (TAMEKUNI
et al., 2011; TOLEDO et al., 2011), Santa Catarina
(MEDEIROS et al., 2013) e Rio Grande do Sul
(SAITO et al., 2008; SANGIONI et al., 2011).

Os equinos, abundantes em muitas dareas
endémicas para FMB, juntamente com os caes,
sdo considerados animais sentinelas da doenga,
por servirem como hospedeiros primarios
aos carrapatos vetores (HORTA et al.,, 2004;
SANGIONI et al., 2005; LABRUNA, 2009). No
entanto, a circulagdo e manutencao das riquétsias
dependem de hospedeiros amplificadores, como
os gambas (Didelphis marsupialis) e as capivaras
(Hydrochoerus hydrochaeris), que mantém niveis
altos de bacteremia por um periodo prolongado,
permitindo que carrapatos nao infectados adquiram
a infeccdo (BURGDORFER, 1988; HORTA et
al., 2009; SOUZA et al., 2009). As infecgdes por
riquétsias em capivaras (PACHECO et al., 2007),
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gambas (HORTA et al., 2007) e pequenos mamiferos
ndo voadores (PENA et al., 2009; MILAGRES et
al., 2013), também vém sendo descritas por meio de
analises sorologicas.

Melo et al. (2011) observaram pela RIFI uma
prevaléncia de 47,5% de anticorpos anti-Rickettsia
spp. contra pelo menos um dos antigenos testados
nos caes do municipio de Poconé, regido do Pantanal
mato-grossense, sendo R. amblyommii a espécie
predominante. Considerando que R. amblyommii
esta associada como possivel causadora de doenca
febril em humanos nos Estados Unidos (APPERSON
et al., 2008), e da provavel importancia do agente
em saude publica, bem como a deficiéncia de
estudos acerca das riquétsias no Estado, este
trabalho objetivou detectar a presenga de anticorpos
anti-Rickettsia spp. em animais sentinelas (equinos
e cdes), com intuito de determinar a possivel
circulagdo dos agentes, elucidando melhor a sua
distribuicao e permitindo acdes estratégicas para
estudos futuros.

Material e Métodos
Area de estudo

O Estado do Mato Grosso esta localizado
na regido Centro-Oeste do Brasil, tendo 141
municipios em sua composi¢do, sendo Cuiaba a
capital. O territério ocupa uma area de 903.366,192
km?, tendo uma populagio estimada de 3,1
milhdes de habitantes (IBGE, 2012). Situado no
centro geodésico da América Latina, Mato Grosso
apresenta predominantemente o clima tropical
super-umido, com alta pluviosidade ¢ média de
temperatura superior a 24 °C, além do clima tropical
com chuvas de verdo e inverno seco. A regido
apresenta uma rica fauna e flora, contemplada pelos
seus trés biomas: o cerrado, considerado a savana
brasileira, com mais de 1.500 espécies de seres
vertebrados e invertebrados descritos; o pantanal, a
maior area alagavel e uma das faunas mais ricas do
planeta; e a Amazonia, considerada uma das mais
complexas biodiversidades no mundo, devido a

abundancia e grossuras das copas, que dificulta o
acesso de luminosidade na floresta (MTGOYV, 2012).

Amostras

Foram coletadas 384 amostras de sangue de
caes (utilizando taxa de prevaléncia de 50%, erro
estatistico de 5% e intervalo de confianca de 95%),
acondicionadas em tubos com EDTA, atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Mato Grosso (HOVET-UFMT), campus Cuiaba,
entre o periodo de Agosto de 2011 e Julho de 2012,
sendo todos os animais provenientes da area urbana
(dados nao publicados). Apos a centrifugagdo (1500
x g por 10 minutos) do material, o plasma obtido
foi identificado e armazenado a 20 °C negativos
at¢é o momento do processamento. O sangue
coletado foi submetido as analises hematoldgicas,
obtendo-se valores relacionados ao hematdcrito,
hemoglobina, eritrocitos e plaquetas (MEINKOTH;
CLINKENBEARD, 2000). Informagdes referentes
a idade do paciente, exposi¢do ao carrapato ou
historico de doencas transmitidas por esse vetor
foram reunidas através da ficha de anamnese do
animal.

Para as amostras de soro dos equinos, o estado foi
divido em 12 unidades regionais (Figura 1), segundo
o mapa do Instituto de Defesa Agropecuaria do
Estado do Mato Grosso (INDEA-MT). Realizou-se
o calculo estratificado da populagao total de equinos
de cada regional, observando dados do INDEA-
MT, utilizando prevaléncia de 50%, intervalo de
confianca de 95%, e erro padrao de 5%, perfazendo
um total de 400 amostras. No entanto, foi acrescido
um numero maior de soros a amostragem das
regionais de Alta Floresta, Rondonopolis, Lucas
do Rio Verde e Sinop, com a finalidade de tornar
mais precisa a representagdo nessas localidades,
totalizando 460 animais (Figura 1). As amostras
foram cedidas pelo Laboratorio de Sanidade Animal
(LASA) do INDEA-MT, previamente enviadas para
realizacdo do diagndstico de Anemia Infecciosa
Equina (AIE).
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Figura 1. Distribui¢ao do numero de amostras de soro equino e das espécies de riquétsias determinadas como provavel
antigeno responsavel pela infeccdo (PARI) pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) nas 12 unidades
regionais, segundo o mapa do Instituto de Defesa Agropecuaria do Estado do Mato Grosso (INDEA-MT), 2012.
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Cultivo celular

A produgao dos indculos e confecgao das [dminas
foram realizadas, segundo Horta et al. (2004),
utilizando como antigenos brutos as espécies
R. rickettsii cepa Taiacu e R. bellii cepa Mogi
(PINTER; LABRUNA, 2006), R. parkeri cepa At24
(SILVEIRA et al., 2007), R. amblyommii cepa Ac37
(LABRUNA et al., 2004) e R. rhipicephali cepa HJ5
(LABRUNA et al., 2007a).

Reacgdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A RIFTI foi realizada conforme Horta et al. (2007),
sendo as amostras de plasma dos caes e de soros
dos equinos diluidas a 1:64 em Solu¢do Tampao
Fosfatada (PBS), pH 7,2 (0,0084M Na,HPO,,
0,0018M NaH,PO, ¢ 0,147M NaCl) e aplicadas as
laminas com antigeno fixado e incubadas por 30
minutos a 37 °C em cdmara imida. Em seguida,
foram realizadas duas lavagens de 10 minutos em
PBS e ap6s a secagem das mesmas, foi adicionado
conjugado de coelho anti-IgG de cao e equino (Sigma
Diagnostics, St. Luis, Mo), segundo cada espécie
animal, na dilui¢ao 1:800 e 1:1000, respectivamente.
Novamente, as laminas foram incubadas a 37 °C
por 30 minutos e lavadas duas vezes de 10 minutos
em PBS acrescido com Azul de Evans. Apds a
secagem das laminas, foi aplicada glicerina, pH 8,5
e estas foram examinadas em microscopio (ZEISS
AX10) de epifluorescéncia, com objetiva de 40x.
As amostras consideradas positivas (titulo > 64)
foram sucessivamente diluidas na razdo dois para
obtengdo do titulo final. Quando um titulo obtido
para uma determinada espécie de riquétsia foi pelo
menos quatro vezes maior do que o titulo mais alto
obtido para as demais espécies, pode-se sugerir que
os anticorpos foram homoélogos a primeira espécie,
sendo considerado o provavel antigeno responsavel
pela infeccdo (PARI) (LABRUNA et al., 2007b).
Em cada lamina foram adicionados soros-controle
sabidamente positivo ¢ negativo.

Para analise estatistica das variaveis qualitativas

(sexo, 1idade, exposicdo ao vetor, alteracdo

hematologica, periodo do ano) foi utilizado o teste
Qui-Quadrado (x?) através do programa Epi Info™
7.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais em Pesquisa (CEUA)
da UFMT (Protocolo n.” 23108.003.203/11-9).

Resultados

Dos 384 caes amostrados, 200 (52,08%) eram
fémeas e 184 (47,92%) eram machos, 89 (23,18%)
tinham idade inferior a um ano e 295 (76,82%) com
idade superior ou igual a um ano. Em relacdo as
alteragdeshematologicas: 89(23,18%)apresentavam
anemia; 58 (15,10%) trombocitopenia; 109
(28,39%) anemia e trombocitopenia e 128 (33,33%)
apresentavam valores dentro dos padrdes normais.
Dos animais estudados, 130 (33,85%) tiveram
contato com carrapatos ou manifestaram alguma
doenca transmitida por carrapatos e 254 (66,15%)
ndo tiveram contato com este vetor ou ndo foi
possivel obter esta informagao na ficha de anamnese.
Das amostras submetidas a RIFI, 11 (2,86%) foram
reagentes (titulo > 64) para pelo menos um antigeno
testado e 373 (97,14%) soronegativos. Os caes
reagentes mostraram titulos que variaram de 64
a 2048 para pelo menos um dos cinco antigenos
(Tabela 1), sendo que em sete (63,6%) amostras
determinou-se a R. bellii como PARI.

Das 460 amostras de soro de equino submetidas
a RIFI,
(titulo > 64) nas 12 unidades regionais, com

foram observados animais reagentes

porcentagem de soropositividade que variaram de
16% (Rondonopolis) a 82,60% (Matupa), conforme
Tabela 2, com titulos de anticorpos que variaram
de 64 a 2048. R. amblyommii foi considerada como
PARI em soros de 131 equinos, englobando 10
(83,34%) das 12 regionais avaliadas, exceto nas
regionais de Pontes e Lacerda e Cuiaba. R. bellii,
R. rickettsii ¢ R. rhipicephali foram incriminadas
como PARI em amostras de soro de seis (50%),
quatro (33,34%) e trés (25%) unidades regionais do
Estado, respectivamente (Figura 1).
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Tabela 1. Titulos apresentados pela Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para cinco antigenos brutos de
riquétsia em amostras de plasma de caes atendidos no HOVET-UFMT, Cuiaba-MT, 2011 a 2012.

Plasma Titulo pela RIFI
canino Rl:CkettSIZC.l Rickettszia Rickettsia“ R.ic.kettsia . Ricket?via PARI
rickettsii parkeri amblyommii rhipicephali bellii

N10 NR NR 1024 2048 NR ND
NI113 NR NR NR NR 1024 R. bellii
N132 NR NR NR NR 1024 R. bellii
N146 NR NR NR NR 2048 R. bellii
N223 NR NR NR NR 2048 R. bellii
N227 NR NR NR NR 512 R. bellii
N269 NR NR NR NR 1024 R. bellii
N285 NR NR NR NR 128 R. bellii
N350 NR NR NR NR 64 ND
N364 1024 512 512 NR NR ND
N366 128 256 256 NR NR ND

PARI: provavel antigeno responsavel pela infec¢ao; NR: soro ndo reagente a um titulo > 64; ND: ndo determinado
Fonte: Elaboracgio dos autores.

Tabela 2. Soroprevaléncia pela Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para antigenos de cinco espécies de
riquétsias em soro de equinos das 12 unidades regionais, segundo o mapa do Instituto de Defesa Agropecuaria do
Estado do Mato Grosso (INDEA-MT), 2012.

PARI
Regional n.° N Rickettsia  Rickettsia  Rickettsia Rickettsia  Rickettsia
& positivos ° rickettsii  parkeri — amblyommii rhipicephali bellii
1- Alta Floresta 54 43 79.62% ND ND 20 ND 1
2- Barra do Bugres 19 11 57.89% ND ND 8 ND ND
3- Barra do Gargas 37 22 59.45% 2 ND 13 ND ND
4- Céceres 41 33 80.48% 2 ND 6 ND 4
5- Cuiaba 53 28 52.83% ND ND 12 2 4
6- Juina . 32 25 78.12% ND ND 20 ND ND
z,'erLd‘;"as do Rio 49 23 4693%  ND ND 19 ND 1
8- Matupa 23 19 82.60% ND ND 4 1 ND
9- Pontes e Lacerda 42 18 42.85% 1 ND ND 2 2
10- R9ndoqépolis 50 8 16.00% ND ND 4 ND ND
:r;:i‘;’ifel“‘ do 35 23 6571% 1 ND 17 ND 1
12- Sinop 25 20 80% ND ND 8 ND ND
Total 460 273 59.34% 6 0 131 5 13

n=numero de amostras por regional; n.° positivos: nimero de amostras de soro equino positivas (titulo > 64);

%: percentual de amostras de soro positivos por unidade regional; PARI: provavel antigeno responsavel pela infeccdo;
ND: ndo determinado.

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Discussao e Conclusoes (2,86%), quando comparada com estudos

. . ~ referentes a detecgdo de anticorpos em caes
A sorologia realizada em caes revelou menor

A . . . provenientes de areas endémicas para FMB nos
prevaléncia de anticorpos para Rickettsia spp.
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estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, onde o
percentual de animais soropositivos foi de até 64
e 67,9%, respectivamente (PINTER et al., 2008;
PACHECO et al., 2011). Esses dados confirmam a
caracteristica do municipio de area nao endémica
para FMB ou qualquer outra espécie de riquétsia
do GFM, assim como observados por Silva et al.
(2010) em Minas Gerais ¢ Fortes et al. (2010) no
Parana que encontraram, respectivamente, valores
de 0,66 ¢ 4,4%.

A circulagdo de riquétsias na natureza ¢ um
processo dindmico que envolve a participacdo
de diferentes espécies de carrapatos e animais
vertebrados, de maneira que a vigilancia

adotada
continuamente, a fim de determinar o surgimento

epidemiologica  ativa  deve  ser
de novas areas endémicas para riquetsioses, mesmo
antes da ocorréncia de casos humanos da doencga

(SILVA et al., 2010).

Melo et al. (2011) em um estudo no municipio
de Poconé, localizado do pantanal mato-grossense,
encontraram um panorama diferente do presente
estudo, mostrando esse processo dinamico das
infecges riquetsiais. Os autores observaram uma
taxa de prevaléncia de 19,3% de caes soropositivos
para Rickettsia spp. na area urbana, significativamente
menor do que a observada nos animais provenientes
da area rural (75,6%). Esta maior prevaléncia estaria
associada a maior chance dos cdes daquela localidade
estarem expostos a infestacdo pelo carrapato vetor
(Amblyomma spp.), pois mesmo na area urbana,
teriam acesso a regides de mata, diferentemente dos
cées do presente estudo, os quais eram provenientes
essencialmente da cidade, e estariam expostos a
maior infestagdo pelo R. sanguineus (dados ndo
publicados). Esse fato, associado as informagdes da
baixa exposicao aos carrapatos, segundo informagdes
dos proprietarios, poderiam colaborar também com a
baixa prevaléncia observada.

Dos antigenos testados, somente R. bellii foi
considerada como PARI (Tabela 1), mesmo sendo
observado titulos para as demais espécies. A R.

rhipicephali e a R. bellii apresentam patogenicidade
desconhecida, apesar de Apperson et al. (2008)
apontarem a R. amblyommii como agente provavel
causador de doenca febril em humanos nos Estados
Unidos. A R. rickettsii ¢ considerada como a espécie
mais patog€nica entre as descritas no mundo
(PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005), sendo
responsavel por causar uma doenca de elevada
letalidade em Sao Paulo (ANGERAMI et al., 2006).
No Brasil, a R. parkeri ja foi isolada de diferentes
espécies de carrapatos do género Amblyomma
(LABRUNA et al, 2011), sendo associada a
infeccdo em humano nos estados de Sao Paulo
(SPOLIDORIO et al., 2010a) ¢ da Bahia (SILVA et
al., 2011). Apesar da R. bellii ser a mais comumente
encontrada em carrapatos na América, (PHILIP et
al., 1983) e no Brasil estar associada, principalmente
a carrapatos do género Amblyomma (LABRUNA et
al., 2004; PINTER; LABRUNA, 2006; LABRUNA
et al., 2007a), com taxas de infec¢ao variaveis (0-
100%), ndo ha nenhum evidéncia direta ou indireta
de infeccdo humana por este antigeno (PACHECO
etal., 2009).

Em animais ha evidéncia soroldgica de infec¢ao
por R. bellii em capivaras do estado de Sao Paulo,
possivelmente transmitidos por Amblyomma
dubitatum (PACHECO et al., 2007), além de caes no
Parana (FORTES etal., 2010), Mato Grosso (MELO
et al., 2011) e Para (SPOLIDORIO et al., 2013) .
Apesar disso, nao ha comprovagdo experimental da
capacidade vetorial de nenhuma espécie de carrapato
na transmissdo de R. bellii para animais. Horta et
al. (2010) observaram a soroconversdo de gambas
inoculados experimentalmente com R. bellii;
entretanto, esses animais nao apresentaram niveis de
riquetsemia suficientes para infectar os carrapatos.
Pinter et al. (2008), verificando a ocorréncia de
anticorpos contra Rickettsia spp., ndo observaram
nenhum animal reativo a R. bellii, apesar da taxa
de infecgdo nos carrapatos Amblyomma aureolatum
coletados sobre os caes ser de 1,5%.

Em relacdo a populacio de equinos, a
determinacdo da R. amblyommii como PARI em 10
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unidadesregionaismostraaampladistribui¢dodessa
bactéria pelo Estado, além da primeira evidéncia
sorologica da infeccdo por R. amblyommii nessa
espécie animal no Brasil. Nao ha comprovacao
do possivel vetor para esta espécie de riquétsia,
mas algumas evidéncias sugerem a participacao
do A. cajennense, pois os equinos sao hospedeiros
primarios paras todos os estdgios evolutivos
desse carrapato (LABRUNA, 2009). Além disso,
a R. amblyommii ja foi isolada nessa espécie de
carrapato em Rondonia (LABRUNA et al., 2004),
além da deteccdo molecular em carrapatos A.
cajennense do Pantanal mato-grossense (ALVES
et al., 2013). Bermudez et al. (2011) relataram
uma forte interacdo entre o A. cajennense ¢ a R.
amblyommii, onde foi determinada a sua ocorréncia
pela PCR em carrapatos coletados de cides e
equinos, assim como pela sorologia, onde a mesma
foi incriminada como PARI. Além disso, Melo et
al. (2011) observaram que os cdes expostos ao A.
cajennense no pantanal de Poconé, Mato Grosso
apresentaram a probabilidade 5,9 vezes maior de
estarem infectados por R. amblyommii. No entanto,
o papel dos equinos como possivel amplificador
da bactéria para os carrapatos ainda precisa ser
comprovado, o que contribuiria para a manutengao
da bactéria em carrapatos A.
natureza.

cajennense na

Apesar do fato de haver animais com titulos de
anticorpos homologos a R. rickettsii, e dessa espécie
apresentar alta letalidade aos seres humanos, esses
dados devem ser observados com cautela, pois nao
ha confirmagdo de casos de FMB no Estado do
Mato Grosso.
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