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RESUMO

Diversos casos humanos de borreliose de Lyme foram encontrados em
diferentes regides brasileiras entre 1990 e 1995. Quatro destes casos foram
registrados nos municipio de Cotia e Itapevi, Estado de S&o Paulo. A proposta
deste estudo, foi contribuir para elucidar os aspectos de transmissdo da
borreliose, em um condominio residencial no municipio de Itapevi, SP, onde
foram registrados os primeiros casos humanos com quadro clinico e sorolégico
compativeis com a doenca de Lyme. Os focos naturais de espiroquetas foram
estudados no periodo entre Janeiro/1995 e Junho/1996. Um total de 134
pequenos mamiferos e 88 carrapatos coletados nestes hospedeiros foram
investigados. Os carmrapatos adultos foram identificados como Ixodes
didelphidis, Ixodes loricatus e Amblyomma cajennense e 0s estagios imaturos
como Ixodes sp. Para ambos, hospedeiros e carrapatos, foi calculado o indice
de densidade relativa e correlacionado com dados meteoroldgicos pelos
coeficientes de Spearman e Pearson. Para marsupiais e carrapatos estas
correlagdes nado foram significantes. Para roedores as correlagbes foram
significantes e diretamente relacionadas as baixas temperaturas e indices
pluviométricos (p<0.05). A maior freqiéncia de carrapatos imaturos ocorreu na
estacdo seca, principalmente em roedores; entretanto, carrapatos adultos
predominaram durante a estag@o chuvosa, ocorrendo somente em marsupiais.
Sangue e 6rgdos dos hospedeiros e carrapatos foram inoculados em meio BSK.
Foram observadas espiroquetas semelhantes a Borrelia em culturas de sangue
de 13% dos marsupiais da espécie Didelphis marsupialis e em 36.4% dos
carrapatos coletados neste hospedeiro. Espiroquetas foram também observadas
em 9.7% das culturas de sangue e 6rgdos dos roedores Akodon cursor,
Bolomys lasiurus e Oxymycterus hispidus e em 30.3% dos carrapatos coletados
nestes hospedeiros. Os mamiferos e carrapatos adultos infectados ocorreram
principalmente na estacdo chuvosa e os carrapatos imaturos infectados
somente na estagdo seca. Ha fortes evidéncias de que estas espiroquetas



pertencam ao género Borrelia: Foram encontradas em pequenos mamiferos e
carrapatos; cresceram em meio inoculado com material proveniente de larvas
de Ixodes coletadas em roedores nao infectados, sugerindo transmissdo
transovariana e crescem em meio caracteristico para Borrelia.

Palavra-chave: espiroquetas de carrapatos - espiroquetas de mamiferos - focos

naturais - borreliose de Lyme.



I. INTRODUCAO

Na classificacdo mais recente apresentada por Oliver Jr. (1989) e
mantida por Klompen et al. (1996), os carrapatos estdo compreendidos na
Subclasse Acari da Classe Arachnida, Ordem Parasitiformes, Subordem
Ixodida, Superfamilia Ixodoidea. Das 35.000 espécies de acaros descritas no
mundo e, aproximadamente um milhdo por descrever, cerca de 825 espécies
descritas s&o de carrapatos (Oliver Jr., 1989).

Embora todos os carrapatos sejam hematéfagos, 90% deles séo
ectoparasitos especificos de animais onde o homem ndo esta incluido. As
espécies consideradas de importancia médica e veterinaria, envolvidas na
epidemiologia de doencgas entre humanos e animais, representam os 10%
restantes (Woolley, 1987; Oliver Jr., 1989).

Os carrapatos sdo ectoparasitos hematéfagos altamente especializados e
durante os curtos ou longos periodos em que as espécies vivem fora do
hospedeiro, sua sobrevivéncia depende de um delicado intercAmbio entre os
fatores fisiol6gicos, funcionais, estruturais e ecoldgicos. Assim, as relagdes
carrapatos-hospedeiros e carrapatos-fatores ambientais, sdo ambas
extremamente importantes para a compreensdo do papel individual de cada
espécie como parasito e vetor. Por outro lado, somente através do
conhecimento das semelhangas e diferengas biolégicas e fisiolégicas entre as
espécies, géneros e familias, relacionadas ao hospedeiro e ao meio ambiente, é
possivel avaliar a importancia epidemiolégica das espécies e o método de
controle na prevengdo de doengas (Hoogstraal, 1985).

A Superfamilia Ixodoidea compreende trés Familias: Argasidae, Ixodidae
e Nuttalliellidae. As teorias hipotéticas tradicionais de Hoogstraal, Pomerantsev,
Morel e Filippova, sobre a origem dos carrapatos e a especificidade com o
hospedeiro, foram muito bem discutidas por Klompen et al. (1996). Apesar de
muitas controvérsias, estas teorias foram baseadas na especificidade com o



hospedeiro e na coespeciagdo, mas nenhuma delas foi adequadamente
testadas (Klompen et al., 1996).

Assim, segundo Hoogstraal (1978), estas familias originaram-se de um
ramo da Ordem Parasitiformes como parasitos de Reptilia no final do Paleozbico
superior ou no Mesozéico inferior, ha aproximadamente 225 milhdes de anos,
sugerindo proximidade dos carrapatos ancestrais com os Argasidae atuais.
Posteriormente, estes carrapatos irradiaram originando as familias Argasidae e
Ixodidae. Dentro da familia Ixodidae, o grupo Prostriata foi o0 mais primitivo a se
diferenciar da forma ancestral. Entre os Metastriata, a subfamilia Amblyomminae
originou-se com répteis no final do periodo permiano, irradiando ao mesmo
tempo que o hospedeiro durante o Tridssico e o Jurassico (Mesozbico); as
subfamilias Haemaphysalinae e Hyalomminae irradiaram respectivamente, no
Triassico e final do Cretaceo e Rhipicephalinae somente no Terciario quando
aves e mamiferos superaram os répteis (Hoogstraal, 1985).

Pomerantsev (appud Klompen et al., 1996) postulou que os hospedeiros
ancestrais para Ixodidae nao foram répteis mas sim mamiferos e aves e que as
espécies endémicas australianas de /xodes (Prostriata), foram associadas
primitivamente a monotremados e marsupiais.

Morel (appud Klompen et al., 1996) sugeriu que o género Amblyomma
(Metastriata) foi o mais primitivo, estando associado a tartarugas no Jurassico.

Filippova (appud Klompen et al.,, 1996), assumiu que a origem dos
Ixodidae ocorreu no Cretaceo e que estes carrapatos ancestrais foram
associados aos monotremados e marsupiais.

Entretanto, segundo Oliver Jr. (1989), os registros mais antigos de
fésseis de carrapatos (Parasitiformes) contrastam com o grupo irmé&o
(Acariformes) cujos fésseis datam do Devoniano. Considerando que a subclasse
Acari é de origem monofilética, entdo os grupos irmaos Parasitiformes e
Acariformes devem ter idades semelhantes, sendo mais provavel que os
carrapatos tenham surgido no inicio do Devoniano (350 a 400 milhdes de anos

atras). Esta, foi a primeira hipotese no sentido de que a idade dos carrapatos



ndo é somente dependente da idade do hospedeiro, sugerindo que o grupo
ancestral dos Ixodida foi provavelmente um predador, como ocorre em todas as
ordens de Arachnida. Segundo este autor, quando os carrapatos abandonaram
o habito predatério tornando-se ectoparasitos, seus principais hospedeiros
foram provavelmente os Amphibia e ndo Reptilia.

Para testar todas as teorias acima sobre a origem e especificidade dos
carrapatos, Klompen et al. (1996) propuseram uma comparagao entre a filogenia
tradicional e a filogenia molecular, revelando uma nova interpretagdo que vem
contribuir substancialmente para os agrupamentos e diversidade dos taxa. Por
exemplo as trés familias, Argasidae, Ixodidae e Nuttaliellidae, cuja monofilia ndo
havia ainda sido questionada, torna-se agora abalada quando a filogenia
molecular revela a possibilidade de parafilia em Argasidae e, dentro desta
familia, a andlise molecular demonstrou que subfamilia Argasinae encontra-se
mais préxima aos Ixodidae do que a subfamilia Ornithodorinae. Com relagéo a
especificidade do parasita com o hospedeiro, 0os autores ressaltaram que a
evolugdo do carrapato pode ter sido amplamente determinada a um particular
tipo de habitat e ndo a adaptagdo a um particular taxon de hospedeiro,
baseando-se na observacdo de que muitas espécies de carrapatos parasitam
hospedeiros filogeneticamente distantes, porém com tipos semelhantes de
habitats como ninhos, tocas e ocos de arvores.

A Familia Argasidae, a primeira linha filogenética, contém
aproximadamente 170 espécies descritas para as duas Subfamilias, Argasinae
(com 57 espécies para o género Argas) e Ornithodorinae (com 114 espécies
distribuidas nos géneros Ornithodoros, Otobius e Carnios). Pela filogenia
molecular, os géneros Antricola, Nothoaspis, Argas associados a morcegos e
uma parte de Ornithodoros, estdo combinados com o género Carius, e 0 género
Alveonasus é agora considerado um subgénero de Argas (Klompen et al,
1996).

Os argasideos contemporaneos, conhecidos como carrapatos moles “soft

ticks” devido a auséncia de escudo, sdo mais abundantes em habitats aridos e



semi-aridos, vivendo em ninhos e tocas dos hospedeiros, nos quais se
alimentam multiplas vezes. O ciclo de vida compreende ovo, larva, varios
estagios ninfais e adultos machos e fémeas. Na maioria das espécies, ninfas e
adultos alimentam-se rapidamente (cerca de 30 a 40 minutos em média)
enquanto larvas fixam-se aos hospedeiros por 7 a 10 dias. Para cada estagio
imaturo ocorre uma refeicdo antes de cada ecdise, salvo raras exceg¢bes em que
pode haver dois repastos sangiineos em ninfas antes da muda. Adultos, no
entanto, alimentam-se multiplas vezes, geralmente antes das coépulas e
oviposi¢ao (Hoogstraal, 1985; Woolley, 1987).

A Familia Ixodidae, a segunda maior linha filogenética, € dominante com
13 géneros e 650 espécies arranjadas em dois grandes grupos, consistindo de
cinco Subfamilias (Hoogstraal & Aeschlimann, 1982). Grupo Prostriata,
subfamilia Ixodinae (1 género, 240 espécies), e Grupo Metastriata com as
subfamilias Amblyomminae (2 géneros, 125 espécies), Haemaphysalinae (1
género, 147 espécies), Hyalomminae (1 género, 22 espécies) e Rhipicephalinae
(8 géneros, 119 espécies). Esta classificacdo € contestada por Filippova (1984),
que considera apenas duas Subfamilias: Ixodinae (Prostriata) e Amblyomminae
(Metastriata).

A sistemética molecular baseada na sequéncia de DNA ribossdmico
mitocondrial revelou correlagdes biogeogréficas importantes em todos os niveis
taxondmicos de Ixodidae, demonstrando fortes evidéncias de que esta familia
originou-se na Australia. Se esta hip6tese estiver correta, a estimativa da idade
dos Ixodidae seria ha cerca de 120 milhdes de anos (Klompen et al., 1996),
confirmando a hipétese de Filippova (appud Klompen et al., 1996) de que a
origem do género Ixodes ocorreu no final do Cretaceo.

Os representantes contemporaneos de Ixodidae, conhecidos como
carrapatos duros “hard ticks” por apresentarem escudo, tém ampla distribuigéo,
como parasitos de vertebrados. Quando estdo fora do hospedeiro (fase nado

parasitaria entre mudas), sdo encontrados nos mais variados ambientes.



O ciclo de vida inclui ovo, larva, apenas um estagio ninfal e adultos. Cada
estagio requer varios dias de fixagdo no hospedeiro e longos repastos
sanguineos. H4 uma alimentagdo em cada fase antes da muda. As fémeas
sugam uma unica vez grande quantidade de sangue para a producdo de
milhares de ovos, 0s quais sdo postos numa unica oviposi¢gdo, morrendo em
seguida. Geralmente, os machos alimentam-se intermitentemente, sugando
pouca quantidade de sangue, permanecendo no hospedeiro por semanas ou
meses (Oliver Jr., 1989).

Poucas espécies de Ixodidae desenvolvem seu ciclo em um ou dois
hospedeiros. No primeiro caso, todo o ciclo se processa no hospedeiro até
atingir a fase adulta e, depois da cépula as fémeas ingurgitam e caem no solo
para a postura. No segundo caso, as larvas podem permanecer no hospedeiro
apés alimentacdo, sofrem ecdise mudando para ninfas e, somente apds o
repasto sanglineo caem no solo onde sofrem a muda para adultos, voltando a
procurar o hospedeiro para fazer a ultima alimentagdo e copula, caindo no solo
para a oviposi¢cio. Porém, a maioria dos Ixodidae tem trés hospedeiros sendo
que, frequentemente, as fases imaturas alimentam-se em animais de pequeno
porte, enquanto ingurgitam e realizam a copula em animais de médio e grande
porte. Todas as mudas e oviposi¢do ocorrem no solo (Oliver Jr., 1989).

Aves, répteis e anfibios sdo hospedeiros para muitas espécies de
Ixodidae, mas em geral, os ixodideos alimentam-se em mamiferos, tendo pelo
menos uma espécie de cada género nestes hospedeiros, dos quais Rodentia é
o taxon mais parasitado. Mais de 50% das espécies de carrapatos nas fases
jovens, sugam roedores (Woolley, 1987; Oliver Jr., 1989).

A familia Nuttallielidae, de distribuigao restrita a Africa do Sul e Tanzania,
pobremente estudada, tem apenas uma espécie descrita, Nuftalliela namaqua. A
afiliacéo filogenética desta familia monotipica, tem causado polémica por meio
século e, segundo Hoogstraal (1985) ela & um ramo independente da
superfamilia Ixodoidea, por apresentar caracteristicas Unicas da espécie além

de outras peculiares aos argasideos e ixodideos. Os machos desta espécie e o



ciclo de vida, sdo desconhecidos. Os exemplares foram colhidos em um roedor
(Otomyidae), pequeno carnivoro (Viverridae) e em ninhos de Hirundinidae
(Bedford, 1934; Keirans et al., 1976).

Em geral, os carrapatos apresentam um ritmo definido para procura de
hospedeiro, alimentagdo, desprendimento ap6s alimentagdo, diapausa e
oviposi¢cdo. A queda apd6s ingurgitamento esta associada ao periodo inativo do
hospedeiro, quando estes encontram-se nos ninhos ou em outro local de
descanso onde ha protecdo e um microhabitat favoravel ao carrapato. Em fase
de ndo parasitismo (entre mudas) os carrapatos requerem habitats
especializados para o seu desenvolvimento, bem como, oportunidade de
encontrar hospedeiros para as proximas refeicdes. Esta especializagdo €
estratégica para o seu ciclo de vida, especialmente no caso de espécies
nidicolas como a maioria dos Argasidae e muitas espécies de Ixodes
(Beloserov, 1982).

Ha comumente em Ixodoida representantes dos dois sexos e a relagéo
sexual machoffémea é de 1:1, embora em Argasidae, o dimorfismo sexual seja
pouco aparente contrastando com Ixodidae onde o dimorfismo sexual é muito
acentuado. A partenogénese é conhecida para poucas espécies e, em alguns
argasideos, pode haver autogenia onde ocorre oviposicdo sem alimentagao
(Oliver Jr., 1974).

Na natureza o ciclo de vida dos carrapatos € regulado sazonalmente
ocorrendo, para a maioria das espécies, uma geracdo anual em regides
subtropicais de climas temperados. Em regifes onde o inverno é rigoroso, pode
levar vérios anos para completar a geragdo (ovo-ovo), mesmo sem alimentagio
(Oliver Jr., 1989).

As maiores contribuigdes sobre a fauna ixodolégica brasileira datam, de
pelo menos, trés décadas atras, registradas principalmente nas obras de
Fonseca (1935a), Aragio (1936), Aragdo & Fonseca (1952, 1961). Estudos de
carrapatos de aves e mamiferos em ambientes silvestres, foram ainda
realizados por Guimarées (1945), Ribeiro (1966/1967), Oba & Baggio (1977),



Barros & Baggio (1992), Arzua et al. (1994), Castro & Serra-Freire (1996).
Excetuando os carrapatos que parasitam animais domésticos, s&o raros
os estudos de biologia, ecologia e distribuicdo geogréfica, sobre a grande
maioria das espécies que parasitam animais silvestres no Brasil. Com relagéo a
biologia, poucas espécies foram estudadas em condi¢ées de laboratério, dentre
elas, Amblyomma aureolatum (= A. striatum) (Fonseca, 1935b), Amblyomma
rotundatum (Oba & Schumaker, 1983), Amblyomma dissimile (Schumaker &
Barros, 1994), Ornithodoros talaje (Schumaker & Barros, 1995). Entretanto,
dados sobre epidemiologia de zoonoses transmitidas por carrapatos em
ambiente silvestre, bem como sobre o comprometimento da sobrevivéncia dos
hospedeiros e a veiculagdo de doengas, sdo pouco conhecidos para o Brasil.
Algumas espécies estudadas, que podem atuar como transmissoras de
patégenos entre animais silvestres e o homem, estao citadas em Aragéo (1936),

Davis (1952) e Flechtmann (1977), ndo havendo referéncias ao género /Ixodes.

I.1. Espécies brasileiras do género Ixodes (Ixodinae: Ixodidae)

Algumas espécies podem, indistintamente, parasitar aves ou mamiferos
em seus diferentes estagios de desenvolvimento; outras entretanto, apresentam
maior especificidade com o hospedeiro, dependendo do seu estagio biolégico.
Kiompen et al. (1996) consideram esta especificidade ecolégica principalmente
porque resulta de uma adaptacdo ao habitat e nao propriamente ao hospedeiro.
Assim, na fase adulta, algumas espécies demonstram preferéncia em parasitar
mamiferos de médio e grande porte, estando as fases imaturas, associadas a
pequenos mamiferos, principalmente roedores (Aragéo, 1936; Cooley & Kohls,
1945). Outras encontram-se estreitamente associadas as aves ou apenas
ocasionalmente, mas desconhece-se o parasitismo de tartarugas ou anfibios por
Ixodes. Muitas espécies s3o importantes na transmiss8o de agentes
patogénicos causando zoonoses e antropozoonoses (Keirans, 1992).

O género Ixodes Latreille, 1795 inclui cerca de 240 espécies distribuidas
em 14 subgéneros espalhados no mundo (Clifford et al., 1973; Keirans, 1992;



Klompen et al., 1996). Dentro do género /xodes, um dos subgéneros é o
subgénero Ixodes, com aproximadamente 80 espécies distribuidas em todas as
regides zoogeograficas, exceto a Australiana, cuja taxonomia esta baseada na
espécie tipo Ixodes ricinus (L.), 1758, formando o complexo /. ricinus (Clifford et
al., 1973).

As espécies brasileiras de Ixodes listadas até 1961 por Aragdo &

Fonseca (1961) eram 9:
I. amarali Fonseca, 1935; I. affinis Neumann, 1899 (= /. ricinus aragaoi Fonseca,
1935; 1. aragaoi Aragdo & Fonseca, 1952, Stat. n.); I. cooleyi Aragdo & Fonseca,
1954; |. coxaefurcatus Neumann, 1899; /. didelphidis Fonseca & Aragdo, 1951;
I. fuscipes Koch, 1844; |. loricatus Neumann, 1899; /. luciae Senevet, 1940; /.
schulzei Aragéo & Fonseca, 1951. Exceto para |. coxaefurcatus e I. didelphidis,
as outras espécies foram incluidas por Clifford et al. (1973) dentro do subgénero
Ixodes. As espécies |. coxaefurcatus e |. didelphidis ndo foram mencionadas por
estes autores em nenhum subgénero e também nfo constam na listagem de
espécies consideradas validas por Keirans (1992).

A décima espécie do género Ixodes, I. auntulus Neumann, 1904, foi
confirmada por Arzua et al. (1994) em aves Passeriformes de Curitiba PR e,
recentemente em Columbiformes da mesma regido geogréfica (em preparacéo).
Esta espécie pertence ao subgénero Multidentatus. Até ent&o, este carrapato sé
havia sido coletado em aves Passeriformes da Serra de Itatiaia RJ, em 1922
(Cooley & Kohls, 1945), porém estes exemplares ndo foram depositados em
colegbes brasileiras. Em outras regides zoogeograficas esta espécie esta
associada a aves marinhas (Clifford et al., 1973).

Barros-Battesti & Knysak (1998), realizaram uma investigagdo sobre o
material de Ixodes depositado na cole¢do acarolégica do Instituto Butantan,
considerada uma das mais importantes do Brasil. Os 154 lotes contendo 589
exemplares, foram coletados principalmente durante as décadas de 1930-1960

por Flavio da Fonseca.



Este estudo, permitiu a verificagdo de hospedeiros e procedéncia para a
maioria das espécies do género, bem como consideragdes sobre a validade de
I. didelphidis. Esta espécie é muito préxima de /. loricatus, ndo sé pela
morfologia mas também, pela preferéncia de habitat e hospedeiro, apenas
diferindo de I. loricatus, por possuir a placa peritremal maior com um numero
superior de fossetas (Fairchild et al., 1966), porém a espécie ndo foi
sinonimizada. De qualquer modo, sdo necessarios estudos bioldgicos classicos
e emprego de técnicas modernas de biologia molecular de ambas as espécies
para avaliar se estas diferengas sdo intraespecificas ou interespecificas
(Klompen et al., 1996).

Com base no material depositado na colecido do Instituto Butantan,
constatou-se que as fases imaturas s&o frequentemente encontradas em
roedores, enquanto que os exemplares adultos das espécies /. amarali, I.
didelphidis, 1. loricatus e I. luciae, tém preferéncia por marsupiais. Poucos
individuos adultos de /. schulzei estdo depositados na coleg¢do do Instituto
Oswaldo Cruz e foram coletados em roedores silvestres procedentes de Santa
Catarina e Rio de Janeiro, na década de 1950, ndo havendo mais registros de
ocorréncia. A espécie /. coxaefurcatus, com holétipo depositado na colegdo do
museu de Berlim, foi descrita por Neumann no século passado, de hospedeiro
ignorado procedente da Serra Geral do Brasil, porém nunca mais foi
encontrada. /. cooleyi, cujo lote tipo esta depositado no Instituto Butantan, foi
coletada em roedor silvestre da Bolivia, ndo constando exemplares brasileiros
na colegcdo, embora figurando na listagem das espécies brasileiras publicada
por Aragdo & Fonseca (1961). A espécie |. affinis, cujos exemplares foram
coletados nos arredores do municipio de Cotia, SP (Fonseca, 1935a; Aragéo &
Fonseca,1952), com registros de ocorréncia também para os Estados do Parana
e Rio Grande do Sul, tem como principais hospedeiros, animais de médio e
grande porte tais como cdes domésticos e veados. As espécies /. auritulus e |.
fuscipes, foram coletadas em aves, porém |I. fuscipes parece preferir roedores

da familia Sciuridae.
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Dentre todas as espécies acima investigadas, seja através do material
depositado no Instituto Butantan (Barros-Battesti & Knysak, 1998), seja em
estudos recentes no meio ambiente (Arzua et al, 1994 e manuscrito em
preparag¢do), somente /. auritulus e uma espécie nova de /xodes a ser descrita
(em preparag8o), demonstraram preferéncia por hospedeiros da classe Aves.

Apesar da colegéo do Instituto Butantan conter um numero razoavel de
material de /Ixodes, nenhuma destas espécies foi encontrada em humanos no

Brasil.

.2. Zoonoses transmitidas por carrapatos

Os carrapatos transmitem mais variedade de agentes infecciosos do que
qualquer outro grupo de artrépodes hematdfagos (Hoogstraal, 1985). As toxinas
e a maioria dos microrganismos s3o transmitidos aos vertebrados,
principalmente através dos fluidos salivares inoculados enquanto o carrapato se
alimenta.

Durante as mudas, os derivados da ectoderme e de certos musculos dos
carrapatos sofrem histélise, as células e os o6rgdos internos alteram-se
gradualmente, porém os alvéolos das glandulas salivares sdo completamente
mantidos (Balashov, 1972). Muitos agentes infecciosos sobrevivem dentro do
carrapato transestadialmente, desde o estagio larval ao ninfal e deste ao adulito.

A sobrevivéncia transestadial € comum para virus, riquetsias, bactérias e
protozoarios (Hoogstraal, 1985).

O carrapato pode também, atuar como reservatério, no qual o agente é
um simbionte e sua sobrevivéncia depende somente da sobrevivéncia do
carrapato-reservatério, sendo a transmissdo transovariana um fendémeno
primario da caracterizagdo deste sistema (Oliver Jr., 1989).

As mudangas internas do carrapato, contribuem fundamentalmente para
habilitar a replicagdo e a transmissdo de um grande nimero de microrganismos.
Um carrapato suscetivel torna-se infectado quando se alimenta em um

hospedeiro no qual o agente esta circulante (via sistémica), os chamados
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periodos de viremia, ricketsemia, espiroquetemia e bacteremia (Oliver Jr.,
1989). Entretanto, Randolph et al. (1996) num estudo de transmissdo de
patébgenos demonstraram um modelo alternativo de infecgdo para virus e
bactérias (via ndo-sistémica). Neste modelo, a transmiss&o do patégeno ocorre
quando carrapatos infectados e nao infectados alimentam-se simultaneamente
em proximidade espacial num mesmo hospedeiro, na auséncia de uma infecgédo
sistémica no hospedeiro. Um carrapato ndo infectado pode também adquirir
infeccdo de um local no hospedeiro que foi previamente utilizado por um
carrapato infectado, principalmente em se tratando de patégenos que
permanecem um tempo maior no local da inoculag@o antes da disseminagdo. A
ocorréncia de infeccdo via nao-sistémica foi observada recentemente com o
agente etiologico da doenga de Lyme por Gern & Rais (1996).

As infecgdes com espiroquetas incluem doengas causadas por diversas
espécies dentro de trés géneros: Treponema, Leptospira e Borrelia. Outros dois
géneros de espiroquetideos, Spirochaeta e Cristispira, nao sdo de interesse
médico. Entre os trés géneros causadores de doengas, somente Borrelia é
transmitida através de artrépodes vetores.

Segundo Woolley (1987) os argasideos sdo considerados menos
importantes do que os ixodideos na transmissdo de doengas, mas atuam como
vetores de arboviroses, riquetsias e, principalmente, borrelioses. As borrelias
causadoras das borrelioses, conhecidas como “doencga transmitida por piolho” e
“doenca transmitida por carrapato”, durante muito tempo foram classificadas de
acordo com a nomenclatura do vetor, cujo conceito de “um vetor-uma espécie”
foi mantido, devido ao estreito relacionamento das linhagens especificas de
borrelias com a espécie do vetor (Felsenfeld, 1965).

Seguindo este conceito, Davis (1952) ao estudar a biologia do argasideo
Ornithodoros brasiliensis Aragédo, 1923, cujos exemplares foram coletados em
Sao Francisco de Paula, RS, observou a presencga de escassas espiroquetas no
sangue do rato hospedeiro, entre o sexto e o décimo primeiro dia apés ter sido

utilizado para alimentar uma ninfa do lote original; tendo entdo denominado a
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espécie de Borrelia brasiliensis, baseando-se na morfologia das espiroquetas
coradas e também no fato de terem sido transmitidas por carrapato do género
Ornithodoros considerado bom vetor de borrelias.

IV.3. As principais espiroquetas patogénicas

Ao microscépio eletrdnico, as espiroquetas possuem uma membrana
parietocitoplasmica, de rigidez relativa, circundada por um envoltério externo
elastico (periplasto), que permite a formacdo de ondulagdes secundarias.
Apresentam um aparelho locomotor interno situado entre o periplasto e a
membrana parietocitopldsmica. Reproduzem-se por divisdo transversal, comum
a todas as eubactérias (Hovind-Hougen, 1976; Bier, 1985).

Segundo Fox et al. (1980), as espiroquetas, classificadas na Ordem
Spirochaetales, representam um grupo mais antigo do ponto de vista
filogenético que mereceria um nivel taxdnomico mais apropriado como Classe
ou Phylum. As razdes para tal especulagao, baseiam-se na diversidade do acido
ribonucleico (RNA) e mapeamento de oligonucleotideos.

A morfologia de Treponema em esfregagos corados, revela filamentos
espiralados delicados, de 4 a 18 um de comprimento, com 3 a 5 espiras e,
quando observados em microscépio de campo escuro, exibem ativo movimento
rotatério. Em microscépio eletrdnico, o comprimento das espiras varia entre 0.9
a 1.8 ym, sendo constante para uma mesma espécie (Hovind-Hougen, 1976). A
infecgéo ocorre por via direta.

O género Leptospira Noguchi, 1917, compreende microrganismos
retilineos ou encurvados, de 6 a 20 uym de comprimento, largura de 0.1 a 0.15
pum, com espiras curtas (0.5 um) de aspecto granular e uma ou ambas
extremidades encurvadas em C ou S, lembrando ganchos. O aparelho
locomotor € constituido por um Unico filamento espesso enrolado em hélice em
torno do cilindro citoplasmico. A espécie tipo L. icterohemorrhagie (Inada & ldo)

Noguchi, 1917, possui vérios sorotipos causadores das leptospiroses humanas
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e animais. A infecgdo ocorre por via direta ou indireta, através da pele e
mucosas, por ingestdo e contato de alimentos e aguas contaminadas com a
urina dos animais infectados (Bier, 1985).

I.4. Género Borrelia (Spirochaetaceae: Spirochaetales)

Borrelias s@o espiroquetas (gr. speira, espira e chaita, cabelo), cujas
células sdo helicoidais, flexiveis e deformaveis durante o movimento.
Distinguem-se dos espirilos (Spirillaceae) os quais sdo rigidos, indeformaveis
(parede celular) e movem-se através de flagelos polares (Barbour & Hayes,
1986). Estes autores consideram as caracteristicas bioquimicas e ecoldgicas
fundamentais para a identificagdo do género Borrelia, observando que, o
conteldo de guanina-citosina do DNA gendmico estd entre 27 e 32%.
Frequentemente sd3o transmitidas transovarianamente no vetor e todas as
espécies do género sdo transmitidas para vertebrados através de artropodes
hematéfagos. Além destas caracteristicas, a ultramicroscopia associada a
bioquimica e imunoquimica, tem permitido por mais de uma década, a revelagéo
de estruturas ao nivel de género e espécie, proporcionando uma melhor
compreensédo da superficie e das organelas celulares.

As diferentes espécies de Borrelia variam em comprimento, didmetro,
regularidade e rigidez das espiras, bem como no numero de flagelos. O
comprimento da célula varia desde 8 um para B. coriaceae, até mais de 20 um
para B. burgdorferi (Burgdorfer et al., 1982; Hovind-Hougen, 1984), havendo
também variagdo na amplitude das hélices, sendo as mais estreitas observadas
para B. burgdorferi (0.2 a 0.3um) e as mais largas para B. recurrrentis e B.
persica (0.45 e 0.5um).

Em regra, as medidas de largura sdo mais apropriadas para a
caracterizagdo do que as de comprimento, uma vez que este, depende dos
nutrientes e da idade do meio de cultura (Barbour & Hayes, 1986). Estes

autores observaram que, quando se adiciona glicose em uma cultura com
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espiroquetas, cujo meio estd esgotado energeticamente, ocorre redugdo no
comprimento das células e um aumento na amplitude das espiras.

O cultivo “in vitro” das borrelias é trabalhoso e dificil, requerendo um meio
especialmente enriquecido e com pouco oxigénio (Kelly, 1971; Fraser et al.,
1997). No caso especifico de B. burgdorferi “sensu lato”, agente etiolégico da
doencga de Lyme, as células crescem lentamente. Schwan et al. (1988) e Norris
et al. (1995), observaram que B. burgdorferi, quando cultivadas por muito tempo,
perdem alguns plasmidios, alteram o perfil de expressdo das proteinas,
reduzindo sua capacidade de infectar animais de laboratério, sugerindo que os
plasmidios codificam proteinas importantes envolvidas na viruléncia.

Os componentes estruturais de B. burgdorferi foram bem estudados por
diversos pesquisadores (Barbour & Hayes, 1986). A superficie externa da
espiroqueta, associada intimamente a membrana externa, & coberta com um
material de carater lipoproteico comum a todas as borrelias (Fraser et al., 1997).
A membrana externa de Borrelia sp., tem uma estrutura trilaminar muito fluidica.
Aproximadamente, 7 a 11 flagelos estdo localizados no espago periplasmico

entre a membrana e a parede celular de B. burgdorferi (Hovind-Hougen, 1984).

I.5. Doenga de Lyme

Primariamente, a doengca de Lyme é uma enfermidade infecciosa
causada por Borrelia burgdorferi (sensu lato), transmitida pela picada de
carrapatos do género Ixodes (Sigal, 1995; Marconi et al., 1995). Tem sido
estabelecido que a doenga de Lyme é causada, quando o agente etiologico é
transmitido ao homem através de carrapatos predominantemente do complexo
Ixodes ricinus. Entretanto, estudos recentes (Oliver Jr., 1996) demonstraram que
outras espécies ndo pertencentes ao complexo /. ricinus, tém sido encontradas
naturaimente infectadas com esta espiroqueta em diferentes regibes
geogréficas, tais como /. hexagonus na Europa, /. ovatus no Japéo e /. unae nos
hemisférios Norte e Sul em coldnias de aves marinhas. Segundo Feir et al.

(1994) e Oliver Jr. (1996), as espécies de carrapatos Dermacentor vanabilis, D.
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andersonii € Amblyomma americanum, podem também estar envolvidas na
transmiss&o da doenga no Sul dos Estados Unidos, estando associadas a B.
burgdorferi ou ainda a espécies geneticamente heterogéneas.

Um estudo retrospectivo através de testes de Reacdo de Polimerase em
Cadeia (PCR) foi realizado com carrapatos de colegées de museus.
Surpreendentemente, um material ixodolégico datado de 1946 procedente do
leste de Long Island, Estados Unidos, revelou a presen¢a de B. burgdorferi
(Persing et al., 1990).

Alguns aspectos clinicos e epidemioldgicos da borreliose de Lyme ja
eram conhecidos de estudiosos da Europa desde o inicio do século. Herxheimer
& Hartman (1902) descreveram a les@o cronica da doenga de Lyme como
acrodermatite crbnica atréfica. Afzelius (1921) relatou a presenca de eritema
crdnico migratério (ECM) associado a picada de carrapatos e Bannwarth (1944)
associou a meningorradiculite com algum agente infeccioso transmitido por
carrapatos da espécie Ixodes ricinus.

O ciclo epidemiolégico completo da doenga de Lyme foi desvendado nos
EUA, a partir da década de 1970 quando surgiram os primeiros casos de
eritema crdnico migratério (ECM) associados as manifestagbes articulares
semelhantes a doenga reumatdide juvenil na comunidade de Lyme
(Connecticut), cujos doentes haviam sido picados por carrapatos Ixodes
scapularis (= I. dammini) (Steere et al., 1978, Steere & Malawista, 1979).

Inicialmente, o agente etioldgico foi isolado por Barbour e Burgdorfer
(Barbour, 1984), nos espécimens capturados. Posteriormente, a espiroqueta foi
isolada no sangue, articulag&o, liquor e pele de portadores desta enfermidade
(Steere et al., 1984). Em homenagem a Burgdorfer, o agente etiolégico recebeu
o nome de Borrelia burgdorfer.

O aspecto clinico da doenga em humanos, € uma condigdo inflamatéria
aguda ou crbnica envolvendo um multiestagio e um multissistema
comprometendo pele, coragdo, articulagdo e sistema nervoso central ou

periférico (Steere, 1989).
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A persisténcia da infecgdo em humanos é desconhecida, embora a
espiroqueta tenha sido isolada de pele, liquido cerebro-espinhal, liquido sinovial
e miocéardio, meses e até anos apds o inicio dos sintomas (Asbrink & Hovmark,
1988).

As caracteristicas clinicas da doenga de Lyme variam conforme o
continente geografico, e admite-se que esta resposta heterogénea decorra da
existéncia de cepas distintas de Borrelia burgdorferi (sensu lato) elou de
espécies diferentes (Marconi et al., 1995), explicando a necessidade da
realizagdo de ensaios sorolégicos (ELISA ou Western-blotting), com antigenos
adequados para cada area geografica.

Assim, predomina nos EUA a lesdo cutanea aguda e a artrite, enquanto

que na Europa ocorre o predominio de complicagdes neurolégicas.

1.5.1. Ciclo epidemiolégico e enzoético da doenga de Lyme

Nos paises onde a doenga é endémica, os veados e roedores 830 0S
reservatérios naturais. Trata-se pois, de uma zoonose silvestre, onde o0 homem
e o0s animais domésticos se contagiam quando adentram ao ecossistema
composto de florestas e animais silvestres (Magnarelli et al., 1986).

Desde a primeira descri¢do ha duas décadas a doenga tem se espalhado
no mundo com focos endémicos distribuidos na América do Norte, Europa e
Norte da Asia, tornando-se um grande problema de Saude Publica. Porém, a
epidemiologia e a ecologia da borreliose de Lyme sdo bastante complexas,
existindo muitos pontos que néo estdo esclarecidos (Dennis, 1993).

As andlises de reacdo da polimerase em cadeia (PCR) revelaram
distingdo para diversos isolados de Borrelia burgdorferi (sensu lato),
subdividindo-a em grupos geneticamente heterogéneos: B.burgdorferi, B. ganinii,
B. afzelii, B. japonica, B. andersonii (Marconi et al., 1995; Oliver Jr., 1996).

A transmissdo do agente etiolégico, depende do tempo de contato do
vetor com o hospedeiro e para ocorrer a infec¢do € necessario no minimo 24

horas de contato entre vetor e hospedeiro (Piesman et al., 1987, Costello et al.,
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1989). Entretanto, Angelov (1996) relatou 2 casos de doenca de Lyme na
Bulgaria, dos quais um dos pacientes adquiriu a enfermidade em menos de 24
horas de contato com o parasito e o outro paciente, contaminou-se quando o
conteudo intestinal de carrapato entrou em contato com sua conjuntiva.

A porta de entrada mais importante do agente etiologico é a pele, no local
onde ocorre a picada do carrapato. Ha portanto, a necessidade de rigorosa
inspec¢ao na busca e remocio precoce dos carrapatos, na tentativa de prevenir
o contagio.

No hemisfério Norte, as pessoas contraem a doenga de Lyme
principalmente através das ninfas infectadas, geralmente no final da primavera e
inicio do verdo. Menos frequentemente de carrapatos adultos que normalmente
se alimentam e caem no inverno e inicio da primavera. A espiroqueta ndo é
transmissivel de pessoa a pessoa, excetuando em raros casos em que a
borrelia atravessa a placenta e infecta o feto (Markowitz et al., 1986).

O ciclo endémico da B.burgdorferi varia entre as localidades geograficas.
No nordeste e centroeste dos Estados Unidos, larvas e ninfas de /. scapularis
tém preferéncia em parasitar o roedor Peromyscus leucopus. Segundo Oliver Jr.
(1996), estes roedores s3o reservatorios extremamente competentes,
permanecendo infectivos durante toda a vida. O hospedeiro preferencial para os
carrapatos adultos é o veado Odocoileus virginianus que ndo apresenta
importancia no ciclo biol6gico da espiroqueta, por ser considerado incompetente
como reservatério (Telford et al., 1988) ou marginalmente competente (Oliver Jr.
et al., 1992). Porem a competéncia pode ser relativa e necessita ser reavaliada
(Randolph et al.,, 1996), considerando a probabilidade de infecg@o via néo-
sistémica.

O ciclo endémico no oeste dos Estados Unidos ja é totalmente diferente.
Nesta area, as borrelias mantém-se na natureza num ciclo horizontal entre o
roedor silvestre Neotoma fuscipes e o carrapato /xodes neotomae. Somente
poucas larvas e ninfas de /.pacificus alimentam-se em roedores, sendo que a

maioria prefere lagartos, os quais sdo considerados profilaticos por ndo serem
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reservatérios em algumas areas. Por esta razdo, cerca de 1% das ninfas de /.
pacificus encontram-se infectadas e a transmissdo para humanos é rara,
enquanto que as taxas de infecgdo para /. scapularis, na regido nordeste
americana, atingem 20 a 50% (Lane et al., 1991).

O ciclo enzodbtico de B. burgdorferi na América do Norte foi detalhado por
Dennis (1993) como: 1) Pequenos roedores servem como reservatérios comuns
da infecgdo para os carrapatos vetores; 2) Em um ciclo de dois anos, ocorrem
trés estagios no ciclo biolégico do carrapato vetor. Cada estagio normalmente
requer apenas um simples repasto sangtiineo; 3) O ciclo de infecgdo é mantido
transovarianamente de adulto para as larvas através dos ovos e,
transestadialmente na mudanga de larva para ninfa e desta para adulto; 4) A
eficiéncia do ciclo é favorecida pelo modelo de alimentagdo no qual, as ninfas
alimentando-se na primavera infectam os roedores que entdo, servem como
uma fonte de infecgdo para as larvas que por sua vez, alimentam-se durante o
verdo; 5) Os veados, especialmente Odocoileus virginianus e outros animais
silvestres de médio porte, servem como hospedeiros de carrapatos adultos que
neles realizam o acasalamento e ap6s o repasto sangtiineo, as fémeas caem ao
solo para a produgéo de ovos.

No sul dos Estados Unidos, o ciclo enzoético € bem mais complexo,
porque os carrapatos alimentam-se em uma variedade maior de hospedeiros,
incluindo algumas espécies de aves incriminadas como reservatérios de
borrelias. Na Europa, entretanto, muitas espécies de aves ndo desempenham
papel como reservatérios na transmisséo da borrelia, porém, atuam como
disseminadoras de carrapatos em novas localidades (Matuschka & Spielman,
1992) favorecendo novos focos de borreliose.

A espécie |. affinis estreitamente relacionada ao complexo I. ricinus, é
encontrada naturalmente infectada no sul da América do Norte. Apesar de
habitualmente n&o picar o homem, pode, experimentalmente, transmitir a

espiroqueta. Segundo Oliver Jr. (1996), é provavel que esta espécie participe do
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ciclo enzodtico no sul dos Estados Unidos e também, em outras areas dentro do

seu limite de distribuigéo.

1.5.2. Distribuigé@o Global

A doencga de Lyme tem distribuigdo geografica cosmopolita. Varios casos
foram registrados nas regides Nedrtica e Paleartica. As area endémicas na
Europa incluem as llhas Britanicas, Escandinavia, Alemanha, Austria, Suécia e
o Oeste Europeu. Na Unido Soviética, a 4rea central é afetada desde o Mar
Baltico até o Oceano Pacifico (Dennis, 1993; Steere, 1994).

Uma borrelia com caracteristicas distintas de B. burgdorfen foi detectada
em carrapatos das espécies Ixodes holocyclus e Haemaphysalis longicornis
procedentes de regides afetadas com doenga de Lyme na Australia (Wills &
Barry, 1991). Apesar dos relatos de casos, ainda ndo se tem confirmagéo de
isolados de B. burgdorferi na Africa (Schmid 1985), América do Sul (Yoshinari et
al., 1997) e Australia.

Muitos casos foram também registrados na China e Japéo (Steere, 1994).
Sob condigdes de laboratério, Nakao & Miyamoto (1994) estudaram a
susceptibilidade de carrapatos das espécies . persulcatus e |. ovatus para
espiroquetas isoladas de pessoas doentes, sendo que a espécie I. persulcatus
apresentou maior competéncia na transmissdo da doenga de Lyme no Japd&o.
No entanto, outras espécies de carrapatos tém sido encontradas naturalmente
infectadas, como: /. turdus, I. tanuki, I. columnae (Nakao & Miyamoto, 1993) e
Haemaphysalis flava (Ishiguro et al., 1992).

Na Europa, Baranton et al. (1992) estudaram 48 isolados de Borrelia, os
quais estavam associados a Doenga de Lyme. Nestes isolados foram
reconhecidos trés grupos genotipicos: O grupo |, correspondente a Borrelia
burgdorferi, “sensu stricto” que incluiu 28 isolados da Europa e dos Estados
Unidos; o grupo I, correspondente & Borrelia garinii sp. n., onde foram incluidos
13 isolados da Europa e do Japdo e o grupo i, correspondente ao grupo B.
afzelii (=VS 461), que incluiu sete isolados da Europa e do Japao.
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A Borrelia japonica foi isolada de aves marinhas e pequenos mamiferos
no Japdo, porém nao existem registros desta espécie causar doenga em
humanos (Marconi et al., 1995).

O vetor europeu mais importante é Ixodes ricinus, ectoparasito tanto de
aves como de mamiferos silvestres e domésticos, incluindo roedores
sinantropicos, os quais prontamente se infectam com B. afzeli, como foi
observado por Matuschka et al. (1997), em estudos experimentais com Rattus

norvegicus e R. raltus.

1.5.3. Situagdo da doenga de Lyme no Brasil

Yoshinari et al. (1989), publicaram o primeiro artigo alertando sobre a
possibilidade da existéncia da enfermidade de Lyme no Brasil. Neste mesmo
ano, uma equipe multidisciplinar, liderada pelos pesquisadores Natalino
Yoshinari - FMUSP, Domingos Baggio “in memonan” e Paulo Yassuda -
ICBUSP, criou um laboratério objetivando a realizagdo de sorologias (ELISA e
Western-blotting), cultura de Borrelia burgdorferi (meio BSK) e a produgé&o de
antigenos a partir de B. burgdorferi (cepa americana), isolada de Ixodes
dammini (isolado G 39/40, cedida pelo Dr. Allen C. Steere, Boston, USA).

Como consequéncia, na regido de ltapevi, SP, foram identificados 0s
primeiros casos clinicos com confirmagao sorologica que apresentavam a lesao
cutanea caracteristica (ECM) e manifestagbes sistémicas compativeis (Yoshinari
et al.,, 1992, Barros et al., 1993, Yoshinari et al., 1993 a, b, ¢, d, 1995). Outros
casos foram relatados no Rio de Janeiro (Azulay et al.,, 1991) e em Manaus
(Talhari et al., 1992), porém, exclusivamente com manifestagbes cutaneas.

Embora a sorologia dos pacientes examinados fosse positiva, os titulos
detectados levaram os pesquisadores da USP a suposi¢do de estarem frente a
uma cepa de B. burgdorferi diferente da americana ou ainda de uma outra
espécie.

Em sangue de bovinos procedentes de uma propriedade rural no

municipio de Bragang¢a Paulista, SP, algumas espiroquetas do género Borrelia
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foram visualizadas em esfregagos sanguineos corados com Giemsa (Benesi et
al., 1995). Os autores realizaram sorologia para doenga de Lyme e verificaram
que 23.8% dos soros bovinos analisados estavam positivos, tendo um animal
desenvolvido artrite e trés funcionarios com lesfes cutineas semelhante ao
eritema migratério.

Fonseca et al. (1995) observaram borrelias em sangue e urina de
gambés procedentes de Itaguai, RJ e os exames soroldgicos preliminares
realizados nos animais revelaram alta freqiiéncia de soropositivos. Igualmente,
a sorologia em bovinos desta mesma regido mostrou alta reatividade de
anticorpos da classe 1gG (75.2%) contra antigenos da cepa B.burgdorferi G
39/40.

Os exames soroldgicos efetuados rotineiramente no Laboratério de
Investigacdo em Doenca de Lyme da Faculdade de Medicina da USP,
continuam a mostrar titulos de anticorpos muito baixos que desaparecem
rapidamente. Estes achados levam a crer que o agente etioldgico brasileiro seja
diferente do americano empregado no ensaio sorolégico. Desta forma, o
encontro do agente etiologico autéctone e o seu isolamento torna-se
imprescindivel para a realizacdo de um exame sorolégico diagnéstico mais
sensivel.

Portanto a sorologia para doenga de Lyme no Brasil deve ser interpretada
criteriosamente e o isolamento do agente esta a requerer maiores investigacées
(Yoshinari et al., 1995).

Paralelamente aos ensaios sorologicos, a realizagdo de culturas de
sangue de portadores da doenga de Lyme tem sido procedimento de rotina. Em
uma destas culturas foi observado a presenga de espiroquetas do género
Borrelia (Yoshinari et al., 1995, 1997).

A identificacido de 4 pacientes portadores de borreliose de Lyme nas
regides de Cotia e ltapevi, SP, sugeriu a realizagdo de um inquérito sorolégico,
com amostras de 1067 soros de habitantes locais. A presenga de anticorpos

contra B.burgdorfeni (cepa G 39/40), revelou-se em 7.3% dos soros testados.



22

Destes, foram excluidos 5§ soros positivos para sifilis (VDRL e FTA a,b) e 11
soros positivos para leptospirose. Mesmo assim, a prevaléncia obtida foi de
5.8% valor este, observado para as areas endémicas de doenga de Lyme,
sugerindo contato prévio da populagdo com o agente etioldgico (Yoshinari et al.,
1995).

Na regido de Itapevi, SP, onde surgiram os primeiros casos de doenga
Lyme, foi realizado um plano piloto, de Setembro/1993 a Agosto/1994,
objetivando investigar a presenga de pequenos mamiferos e carrapatos nas
areas peridomiciliares. Em 12 fases de coletas foram capturados 40 mamiferos,
dos quais, 25% estavam parasitados com carrapatos pertencentes aos géneros
Ixodes (76%) e Amblyomma (24%), (Barros-Battesti et al., 1995).

Tendo em vista estes achados, Joppert (1995) padronizou o teste ELISA
para deteccdo de anticorpos da classe IgG em cides domésticos de Cotia e
ltapevi através da imunizagdo de um c&o com B. burgdorferi (cepa G 39/40)
inativada pelo calor, com a finalidade de verificar a frequéncia de animais com
sorologia positiva. Este estudo demonstrou positividade em 23 das 237
amostras de soro canino analisadas, representando uma frequéncia de 9.7%.
Dos caes soropositivos, 70% haviam mantido contato prévio com carrapatos
enquanto que 30% néo entraram previamente em contato com ixodideos.

Todos estes resultados em conjunto, foram pois, sugestivos da presenc¢a
de borrelias nestas regides, bem como a participagdo de carrapatos no

mecanismo de transmissao.
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Il. HIPOTESE

Partindo do pressuposto que, os agentes etioldgicos da borreliose
humana, tanto nos Estados Unidos como Europa e Asia, realizam seu ciclo
principalmente em pequenos mamiferos silvestres e, ja havendo indicios de que,
no Brasil, hospedeiros de Ixodes spp. s&o preferencialmente pequenos
mamiferos, & justificidvel a escolha destes animais para as investigacdes
preliminares. Consequentemente, a hipétese a ser testada € de que marsupiais
e roedores silvestres tomam parte na estrutura zoonética do agente etiol6gico,

de modo a ser determinante de exposi¢do do homem a doenca.
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lll. OBJETIVOS

lil.1. Objetivo Geral

Com a finalidade de contribuir para elucidar os aspectos da transmiss&o
da borreliose, nossa pretenséo foi estudar focos naturais de espiroquetas em
areas onde foram registrados casos humanos com quadro clinico e soroldgico

positivos, compativeis com a doen¢a de Lyme.

lil.2. Objetivos Especificos

o Estudar a fauna ixodolégica de pequenos mamiferos silvestres e suas

relacbes com os hospedeiros.

e Avaliar a importancia das variaveis meteorologicas na distribuigdo
mensal e sazonal dos mamiferos e carrapatos, observando as relagbes
ectoparasito/hospedeiro.

o Verificar a ocorréncia de infecgdo natural por espiroquetas nos
pequenos mamiferos capturados e recapturados e nos carrapatos coletados,
procurando avaliar as perspectivas de transmissdo sazonal.

e Avaliar a situagéo de risco para infecgio em humanos.
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IV. MATERIAL E METODOS

IV.1. Area de estudo

Com uma populagdo estimada em 220.000 habitantes, o Municipio de
Itapevi, 23°32'45” S e 46°56"05” W, compreende regido de Mata Atlantica com
varios trechos alterados pela influéncia antrépica caracterizada por areas de
cultivo, pastagem e edificagdo, formando um mosaico com varios corredores
interligando as areas com vegetacao.

O Planalto Paulistano, onde esta localizado o Municipio de Itapevi, SP,
corresponde a uma area de 5000 km? com altitudes entre 715 a 900 m (Pongano
et al., 1981). Segundo a classificagdo de Képpen, o clima é do tipo Cwb
(mesotérmico com inverno seco e verdo fresco) com precipitagdo anual entre
1300 a 1500 mm® e temperatura média anual entre 20 °C e 22 °C (Setzer, 1949).

A adrea de estudo abrangeu um condominio residencial situado a
sudoeste de Itapevi, com 124.58 ha, sendo 62.07 ha de areas loteadas com 209
residéncias construidas até dezembro/1994 e 32.80 ha de areas verdes de
protecdo as nascentes e mananciais, cuja vegetacdo, é caracterizada como
mata secundaria em estagios de regeneragao (Figura 1).

Esta area foi dividida em quadrados iguais de 4000 m? sendo
selecionados um ou mais quadrados (pontos de coleta), utilizando a tabela de
nameros aleatérios de Pereira & Bussab (1985), para amostrar randomicamente
o numero mensal de captura de pequenos mamiferos silvestres e carrapatos em
cada fase de campo.

A Figura 2 representa uma planta esquematica da area de estudo,
composta por areas construidas (209 residéncias até Dezembro/1994), areas de
loteamento com cobertura vegetal, areas verdes de prote¢do as nascentes e
mananciais, bem como os pontos de coletas, numerados de 1 a 18,
equivalentes aos 12 meses do ano de 1995 e aos seis primeiros meses de
1996.



Figura 1. Fotografia aérea do condominio residencial Transurb, Municipio de
Itapevi, SP, em 1995. ¥, Areade protecdo as nascentes, H area cultivada,
& areade pastagem, @ lago alimentado pelas nascentes.
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Area de loteamento: 1.245.813,00 m?

I:l Areas de lotes: 620.709,97 m*

Areas verdes:  328.091,16 m*

Edificagbes, Dezembro/1994

Figura 2. Planta esquematica do condominio residencial Transurb, ltapevi, SP. Os
pontos de coletas numerados de 1 a 18, correspondem aos 12 meses do ano de
1995 e aos seis primeiros meses de 1996.



28

IV.2. Coleta de Material - Identificagdo hospedeiro/ parasito

O estudo foi desenvolvido de janeiro de 1995 a junho de 1996, em
coletas mensais durante 5 dias consecutivos, sempre na ultima semana de cada
més. Para as capturas dos marsupiais foram usadas em média 15 armadilhas do
tipo "live trap" medindo 20x20x40 cm, com malha de 1 cm? distando 8 a 10
metros uma das outras. Para roedores foram usadas armadilhas medindo
10x10x22 cm, com malha de % cm?, iniciando, nos sete primeiros meses com 12
armadilhas e posteriormente com 27, equidistantes 5 metros.

Mensalmente, as armadilhas foram dispostas linearmente no extrato
inferior em transectos definidos dentro dos quadrados selecionados
randomicamente. Nestes quadrados, as coletas de marsupiais foram realizadas
em ambientes peridomiciliares nas matas das areas verdes e de loteamento; as
de roedores, em bordas de mata e em locais de primeiro estagio de
regeneracio sucessional. O numero de fileiras e a distancia entre as armadilhas
foram estipuladas, em fungdo da area escolhida e do nimero de armadilhas
disponiveis, estabelecendo-se assim os pontos de coletas. O local de cada
armadilha foi, ainda, marcado com uma fita colorida indicando sua posi¢do. As
iscas utilizadas foram bacon e milho para marsupiais e roedores,
respectivamente.

Diariamente todas as armadilhas foram vistoriadas. Aquelas contendo
mamiferos, foram colocadas em sacos plasticos para anestesia com éter etilico.
Apés anestesia, o animal foi penteado sobre uma cuba branca. Os carrapatos
fixos na pele, foram removidos com pinga, depositados em frascos de vidro com
tampa de tecido e transportados para o laboratério para serem identificados,
fotografados em microscépio estereoscépico e processados.

Depois da coleta de ectoparasitos, os marsupiais foram identificados,
pesados, sexados e tomadas as suas medidas biométricas (cauda, corpo, altura
da orelha direita, pata direita posterior). A seguir, foram marcados com coleira

plastica, com trava, contendo um nidmero de identificagdo. As condigdes
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reprodutivas foram observadas em fémeas adultas, verificando-se o tamanho do
marsupio, lactagdo e presenca de filhotes.

Ao final de cada fase de campo, os marsupiais foram fotografados e
devolvidos ao ambiente, garantindo assim, através das recapturas, a
possibilidade de avaliar seu contato com o agente etiolégico e as perspectivas
de evidéncias de transmissio sazonal. Todos os roedores foram fotografados,
mantidos por uma semana em laboratério e, posteriormente, sacrificados.

Para a pesagem, foram usadas balanca mecanica de até 5 kg
(marsupiais) e balanga eletrénica digital, modelo BCM 1100, marca Acatec, de
até 500 g. e precisdo de 0.01g (roedores). As medidas biométricas dos animais
foram realizadas, utilizando-se régua de metal e paquimetro.

Para determinagcéo da idade nos marsupiais, considerou-se padrbes de
peso e tamanho. Nos roedores, foram observados ainda, os desgastes dos
molares superiores, bem como as suturas dos o0ssos da caixa craniana
(Langguth, 1963; Kravetz ,1972) para determinagdo de classes etarias.

A identificagéo taxondmica dos mamiferos foi realizada com o auxilio do
atlas de cores da pelagem de Villalobos-Dominguez & Villalobos (1947), lista de
roedores do Estado de S&o Paulo (Vieira, 1953; Vieira, 1955), classicos de
sisteméatica de mamiferos (Honacki et al., 1982; Emons & Feer, 1990,
Hershkovitz, 1992) e alguns aspectos de ecologia (Zotz, 1985).

Os roedores foram taxidermizados segundo técnicas convencionais
conforme Nagorsen & Peterson (1980). As peles e cranios foram depositadas na
colegc8o de mastozoologia do Museu de Histéria Natural “Capdo da Imbuia”,
Departamento de Zoolégico da Prefeitura Municipal de Curitiba, Parana.

Os carrapatos adultos foram identificados taxonomicamente com auxilio
das chaves descritas por Mendez-Arocha & Ortiz (1958), Aragdo & Fonseca
(1961), Fairchild et al. (1966) e Jones et al. (1972).

As fases imaturas de carrapatos foram fotografadas em microscopio
estereoscépico e identificadas ao nivel de género, uma vez que, para a

identificacdo de larvas e ninfas ao nivel de espécie, seria necessario a



30

preparagdo dos exemplares através de técnicas de fixagdo, clarificacdo e
montagem em laminas, bem como, um estudo especializado de quetotaxia.
Porém, isto impossibilitaria a utilizagdo dos exemplares para a preparagéo em

meio de cultura BSK.

IV.3. Processamento do Meio de cultura de BSK Kelly-Stoenner-

Barbour (Barbour, 1984)

1. 100 ml de CMRL 1066 com glutamina + 500 ml de agua destilada.

2. Autoclavar por 15’ 300 m! de gelatina a 5.7%. Guardar para etapa 9.

3. Aquecer 300ml de agua destilada entre 50 °C a 70 °C e acrescentar 5g de
Neopeptone (Difco), 12g Triptone (Difco), 1g Yeostolate (Difco). Acrescentar
a etapa 1.

4. Acrescentar a etapa 1:
6g tampé&o Hepes + 0.7g citrato de sédio + 5 g glicose alfa D++0.8 g piruvato
de sodio + 0.4 g N-acetil glucosamina + 0.2 g bicarbonato de sédio + 0.3 g
MgCl 6H20.

5. Aquecer 100 ml de soro de coelho (Gibco) a 37 °C e depois filtrar em

Whatman # 1, filtro 0.45 ym e 0.20 ym. Guardar para a etapa 9.

. Acrescentar 143 ml de soroalbumina bovina aquecida a 37 °C a etapa 1.

. Ajustar o pH do meio para 7.55 com NaOH 10M.

. Filtrar o meio: papel de filtro Whatman #1, filtro 0.45 ym e 0.20 pm.

O 0o N O

. Combinar o meio de cultura, gelatina e o soro de coelho no Fluxo Laminar
10. Aliquotar.

IV.4. Preparag¢do e analise do material biolégico

Com seringa de 1 ml foi tirado sangue da veia caudal dos marsupiais.
Algumas gotas foram colocadas imediatamente em tubo estéril Falcon contendo
6 ml de meio de cultura (BSK) préprio para crescimento de espiroquetas do

género Borrelia. Esfregagos em laminas foram preparados para microscopia



31

6ptica (coloragdo com Giemsa).

Os roedores capturados, foram mantidos por uma semana em caixas
plasticas com maravalha e cobertas com meia de seda. Diariamente, a
maravalha foi vistoriada para a coleta das fases jovens de carrapatos, que se
desprenderam naturalmente quando completaram seu repasto sanguineo. Apés
este periodo, os roedores foram submetidos & pungéo cardiaca. Algumas gotas
de sangue foram inoculadas em tubo Falcon contendo 6 ml de meio de cultura
(BSK). Foram ainda, preparados esfregagos corados com Giemsa para exames
de microscopia 6ptica.

Depois de sacrificados, os roedores foram abertos ventralmente, com
bisturi estéril, em Fluxo Laminar. Imediatamente, o sexo dos roedores foi
confirmado pela exposicéo dos 6rgdos sexuais. Partes da bexiga, rim, bago e
figado foram colocadas em tubos Falcon contendo 6 ml de meio de cultura BSK
e 18 pl de antibidtico Kanamicina para reduzir a contaminacéo. Utilizou-se o
restante destes 6rgdos para “in print” em laminas que foram coradas com
Giemsa. A seguir, os animais foram envolvidos em papel aluminio, colocados
em sacos plasticos devidamente etiquetados com o numero de campo e
conservados em freezer a -70 °C, até o momento de serem taxidermizados.

Seguindo as orientagdes de Takada et al. (1994), os ectoparasitos foram
lavados com peréxido hidrogenado a 3% durante 3 minutos e mergulhados em
etanol a 70%, por 5 minutos. Em Fluxo Laminar, os carrapatos foram dissecados
com auxilio de pinga e bisturi em placas de Petri contendo 1 ml de meio de
cultura BSK e 3 nl de antibiético kanamicina. Os homogeneizados de 6rgdos
internos dos espécimens adultos e os macerados totais dos jovens, foram
inoculados em tubos Falcon contendo 5 ml de meio de cultura BSK e 15 nl de
antibiético kanamicina.

As culturas de sangue, 6rgados dos hospedeiros e carrapatos, foram
mantidas em estufa & 33 °C por trés semanas, sendo semanalmente vistoriadas
em Microscopio de Campo Escuro (ME) modelo Axiolab da marca Zeizz, com
aumento de 1000 X em imersdo. Aquelas culturas positivas para espiroquetas,
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foram fotografadas em ME. Foram realizados vérios repiques destas culturas
para manter o crescimento dos microrganismos.

Os esfregagos das culturas positivas foram preparados e corados pelo
método de impregnagdo com prata (Fontana-Tribondeau), conforme a técnica
descrita por Bier (1985). As laminas foram fotografadas em Microscopio Optico
(MO) modelo Ultraphoto Il da marca Zeiss, com aumento de 1260 X. Os
esfregagos sangiliineos e “in print” de 6rgdos corados com Giemsa, foram
fotografados em Microscépio Optico (MO) modelo Axiolab da marca Zeiss, com
aumento de 1000X. Aliquotas das culturas positivas foram congeladas, com
glicerol, em nitrogénio liquido para serem conservadas até o momento de serem

processadas por novas técnicas.

IV.5. Tratamento Estatistico

IV.5.1. indices de densidade relativa de mamiferos e carrapatos

Devido a variagdo no numero de armadilhas, foi calculado o indice de
densidade relativa (IDR) dos animais capturados e dos carrapatos, baseando-se
em Crespo (1966) e Kravetz (1972). Para o calculo do IDR, aplicou-se a
férmula: IDR dos mamiferos = [nimero de individuos capturados / dias de coleta
x nimero médio de armadilhas] x 100 e IDR dos carrapatos = [numero de

exemplares coletados / nimero de dias de coleta x nimero de mamiferos] x 100.

IV.5.2. Aplicagdo dos coeficientes de correlagdo de Spearman e
Pearson - Teste de Fisher e Qui-quadrado

Os numeros absolutos de mamiferos e carrapatos coletados, foram
correlacionados com as variaveis meteorolégicas de temperatura média
semanal, temperatura média mensal, pluviometria média semanal, pluviometria
meédia mensal, pluviometria acumulada semanal e pluviometria acumulada
mensal. Por serem varidveis discretas (nimero de mamiferos e carrapatos) e

variaveis continuas (dados meteorologicos), estas correlagBes foram obtidas
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pelo coeficiente de Spearman =rs (Siegel, 1977).

Os indices de densidade relativa de marsupiais (IDRM), roedores (IDRR)
e carrapatos (IDRC), foram correlacionados com as variaveis meteorolégicas
através do coeficiente de correlagdo de Pearson = r (Glass & Stanley, 1980)
uma vez que todas as variaveis sdo continuas.

Ambos coeficientes de correlagdo variam entre 1 e -1. Quanto mais
préximo de 1 ou -1, maior é a associagdo entre as variaveis; quando préximo de
zero, menor & a associagdo entre elas. Um coeficiente igual a 1 ou -1, indica
respectivamente, associagio linear perfeita direta ou inversa; um coeficiente
igual a zero, indica auséncia de associagdo linear. No entanto, a auséncia de
associagdo linear nao significa que ndo possa existir outro tipo de associagéo
entre as medidas, por exemplo, quadratica.

O teste qui-quadrado foi aplicado para verificar se houve distribuicéo
uniforme entre o numero total de carrapatos coletados em ambas estacbes
sazonais, bem como, para verificar se houve diferengas significativas da
infestagdo de carrapatos segundo o sexo do hospedeiro, ao nivel de
significancia de p<0.05.

Para testar as diferengas entre as propor¢des de mamiferos capturados
em ambas estagbes sazonais, bem como, para verificar se houve sazonalidade
entre os diferentes estagios biolégicos de carrapatos, aplicou-se o teste de
Fisher. Este teste ndo paramétrico é util para analisar dados discretos nominais
ou ordinais, quando as duas amostras independentes sdo pequenas (Zar, 1974;
Siegel, 1977).

A prevaléncia mensal e os indices de infestacdo de carrapatos adultos e
imaturos por grupos de hospedeiros, foram calculados para estipular o grau de
infestacdo mensal, segundo o estagio biolégico dos carrapatos na area de
estudo. Os indices de infestacdo parasito/hospedeiro, segundo as espécies de
mamiferos, faixa etaria e sexo, foram calculados para verificar a intensidade de
infestacdo de acordo com o sexo e idade do hospedeiro. Ambos os indices,
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foram calculados através da relagdo do total de carrapatos coletados pelo total
de animais capturados.

Para as analises estatisticas, utilizou-se o programa Stat Graf (verson
5.0, Statistical Graphics System - STSC).

Os dados pluviométricos foram fornecidos pela Companhia de
Saneamento Basico do Estado de Sado Paulo (SABESP), estacdo de Morro
Grande, Cotia - SP e os dados de temperatura foram obtidos no local de coleta,

através de termdmetro seco de maxima e minima.

IV.6. Instituicdes de Apoio

Todas as prepara¢des do material ectoparasitolégico coletado, bem como
suas identificagbes taxondmicas e fotografias em microscopio estereoscdpico,
foram realizadas no Laboratério de Artropodes do Instituto Butantan.

O processamento do meio de cultura BSK de todo o material bioldgico e
as fotomicrografias das espiroquetas “in vivo" em campo escuro e em laminas
coradas foram realizadas no Laboratério de Investigagdo em Doeng¢a de Lyme
da Faculdade de Medicina da USP.

Parte da microscopia em campo escuro foi realizada no Laboratério de
Pratica de Satide Publica da Faculdade de Saude Publica-USP.

A taxidermia de cranios e pele, bem como, a identificagdo taxondmica dos
roedores, foram realizadas no Museu de Histéria Natural Capdo da Imbuia,
Curitiba, PR.
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V. RESULTADOS

V.1. Espécies de mamiferos e carrapatos - Relagdo parasito/
hospedeiro

Em 18 meses, foram capturados 134 exemplares de pequenos
mamiferos, totalizando 11 espécies. A Ordem Didelphidia (N=62, 46.3%), foi
representada por duas Familias: Didelphidae - Didelphis marsupialis (N=61;
98.4%) e Marmosidae - Marmosops incanus (N=1; 1.6%). A Ordem Rodentia
(N=72, 63.7%), foi representada por nove espécies de trés Familias: Muridae
(95.8%) - Akodon cursor (N=30; 41.6%), Bolomys lasiurus (N=13; 18.1%),
Oligoryzomys nigripes (N=13; 18.1%), Oxymycterus hispidus (N=6; 8.3%),
Oxymycterus nasutus (N=5; 6.9%), Oryzomys ratticeps (N=1; 1.4%) e Rattus
norvegicus (N=1; 1.4%); Echimyidae (2.8%) - Euryzygomatomys spinosus (N=2,
2.8%) e Caviidae (1.4%) - Cavia aperea (N=1; 1.4%). O esforgo de captura foi
de 2888 armadilhas/noite (nimero total de armadilhas utilizadas durante os 18
meses) resultando num sucesso de captura de 4.6% na area amostrada, com
uma média mensal de 7.4 individuos capturados por més.

Um total de 88 carrapatos, sendo N=87 (98.9%) do género Ixodes e N=1
(1.1%) do género Amblyomma, foram colhidos em 39 hospedeiros: Didelphidia
(N=26, 19.4%) e Rodentia (N=13, 9.7%), representando 29.1% de individuos
parasitados dentre o total de mamiferos capturados durante o periodo de estudo
(Tabela 1).

Os carrapatos, todos da familia Ixodidae, foram representados por
especimens em estagios imaturos de I/xodes sp. (N=42, 47.7%), dos quais,
20.5% (N=18) e 27.2% (N=24) eram, respectivamente larvas e ninfas (Figura 3a
e b); e 52.3% (N=46) de adultos identificados como: Ixodes didelphidis Fonseca
& Aragdo, 1951 (Figuras 4a e b, 5a e b), Ixodes loricatus Neumann, (Figuras 6a
e b, 7a e b), Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) (Figura 8), cujas
freqéncias foram, respectivamente 21.6%, N=19; 29.5%, N=26 e 1.1%, N=1.



Tabela 1. Distribuigdo mensal de carrapatos coletados nos marsupiais e roedores capturados em Itapevi, SP, entre
Janeiro/1995 e Junho/1996, segundo as estagdes do ano.

Carrapatos em marsupiais Carrapatos em roedores
Ixodes Amblyomma Ixodes sp.
Hospedeiros Imaturos Adultos Adulto Imaturos
Estagbes Marsupiais Roedores  Larva Ninfa /.didelphidis l.loricatus  A.cajennense Subtotal Larva Ninfa Subtotal TOTAL
Chuvosa
Jan/95 2(2) - - 1 1 13 - 15 - - - 15
Fev/95 5(2) 1(0) - - 2 - - 2 - - - 2
Mar/95 7(1) 1(0) - - 5 - - 5 - - - 5
Seca
Abr/85 6(1) 4 (1) - - 1 - - 1 1 - 1 2
Mai/95 M 5(0) - - . 1 - 1 - - - 1
Jun/g5 5(0) 10 (0) - - - - - - - - - .
Jul/95 2(1) 7 (0) 3 - - - N 3 - - - 3
Apo/as 3(1) B (8) - - - 1 - 1 18 27 28
Set/95 5(4) 6 (1) - 3 - 4 - 7 1 - 1 8
Chuvosa
Out/85 2(0) 8 (1) - - - - - - - 1 1 1
Nov/985 3(2) 3(0) - - - 4 - 4 - - - 4
Dez/95 2(1) 1(0) - - - 1 - 1 . - - 1
Jan/gé 3(1) 3(0) - - 1 - - 1 - - - 1
Fev/96 1(1) 4 (0) - - 1 - - 1 - - - 1
Mar/o6 2(2) - - - 2 - 1 3 - - - 3
Seca
Abr/98 4(2) 2(0) 1 1 1 2 - 5 - - - 5
Mai/o8 3(1) 7(2) - - 1 - 1 3 - 3 4
Jun/eé 4(3) 4(0) - - 4 - - 4 - 4
TOTAL 82 5262 72 ‘132 4 5 19 26 1 55 14 19 33 88

Numero entre parénteses é igual ao nimero de hospedeiros infestados.



0.43mm

Figura 3. Carrapatos imaturos de Ixodes sp. (Ixodidae: Parasitiformes) vista ventral. a) larva (26 X);
b) ninfa (26 X).
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Figura 4. Ixodes didelphidis (Ixodidae: Parasitiformes), vista ventral. a) macho aduito (15 X); b)
fémea adulita (18 X\.
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Figura 5. Placa peritremal de Ixodes didelphidis (Ixodidae: Parasitiformes)
adultos, vista lateral (40 X). As setas evidenciam o bordo posterior. a)
macho; b) fémea.
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Figura 7. Placa peritremal de Ixodes loricatus (Ixodidae: Parasitiformes)
adultos, vista lateral (40 X). a) macho; b) fémea. As setas evidenciam o
bordo posterior da placa do macho e bordo anterior da placa da fémea.
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Figura 8. Amblyomma cajennense (Ixodidae: Parasitiformes), vista dorsal
da fémea adulta (10 X).
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A frequéncia de parasitismo (Tabela 1) registrada entre marsupiais foi
19.4% (N=26), com infestagdo somente em gambas da espécie Didelphis
marsupialis (Figura 9), entre roedores, a frequéncia de parasitismo foi de 9.7%
(N=13), distribuida entre as espécies Akodon cursor, Bolomys lasiurus e
Oligoryzomys nigripes, ilustrados respectivamente, nas Figuras 10, 11 e 12. Os
demais mamiferos capturados (70.9%), foram negativos para estes
ectoparasitos.

A precipitagdo acumulada nos 12 meses de 1995 e nos 6 primeiros
meses de 1996 foi, respectivamente, de 1432.40 mm® e 684.70 mm>. A
pluviometria média mensal em 1995 e em 1996 foi, respectivamente, de 4.61
mm’ e 3.77 mm>. A temperatura média nos 12 meses de 1995 e nos 6 primeiros
meses de 1996 foi, respectivamente, de 21.2 °C e 21.7 °C, com duas estagbes
definidas: estagao seca-fria, de Abril & Setembro e chuvosa-quente, de Outubro
a Margo. Dados semanais e mensais de temperatura e pluviometria obtidos na

area de estudo estdo apresentados na Tabela 2.

V.1.2. Distribuigdo mensal e sazonal de mamiferos e carrapatos

Os numeros absolutos e os indices de densidade relativa de marsupiais
(IDRM), roedores (IDRR) e carrapatos (IDRC) em cada ponto/més de coleta
(Figura 2), estdo apresentados na Tabela 3.

Para verificar se houve correlagdo entre os dados meteorologicos e os
numeros absolutos e relativos de marsupiais, roedores e carrapatos coletados
mensalmente, foram aplicados os coeficientes de correlagdo de Spearman e
Pearson.

A Tabela 4 apresenta ambos os coeficientes de correlagdo e, entre
parénteses, os niveis descritivos (=p) do teste de hipdtese de associacio nula
entre as variaveis, com as correlacdes significativas destacadas em negrito. Um
valor p<0.05 indica que existe associacdo linear e p>0.05 indica auséncia de
associacao linear entre as variaveis. As correlagbes foram inversas e

significativas entre 0 nimero de roedores capturados e a temperatura e
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Figura 9. Exemplar macho de um gamba adulto
da espécie Didelphis marsupialis (Didelphidae:
Didelphidia) capturado no condominio Transurb,
em Itapevi, SP.
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Figura 10. Akodon cursor (Muridae: Rodentia) em ambiente natural.
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Figura 11. Bolomys lasiurus (Muridae: Rodentia), capturado em Itapevi, SP.
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Figura 12. Oligoryzomys nigripes (Muridae: Rodentia) capturado em
Itapevi, SP.




Tabela 2. Temperatura (°C) e pluviometria (mm’) observadas entre Janeiro de 1995 e Junho de 1996, em ltapevi, SP.

Data de coleta

238 27.01.85
20 2 24.02.85
27 2 31.03.85
24 2 28.04.95
22 2 26.05.95
19 a 23.06.95
24 a2 28.07.95
21 a2 25.08.95
25 a 29.09.95
23 a 27.10.85
20a24.11.85
11a15.12.95

Média de 1995

22 2 26.01.96
12 a 16.02.96
25 & 29.03.96
15 a2 19.04.96
20 a 24.05.96

17 a 21.06.96

Média de 1996

Temperatura Semanal Temperatura Mensal Pluviometria Média Pluviometria Acumulada
Média Minima Maxima Média Minima Maxima Semanal Mensal Semanal Mensal
25.20 20.00 30.40 2460 20,00 29.20 2.20 8.00 11.00 24.90
28.30 20.70 31.80 23.70 19.80 27.70 8.90 17.00 34.70 474.70
21.80 17.10 26.50 22.80 18.60 26.90 .70 4.80 48.30 148.60
20.90 16.80 25.00 21.00 16.20 2580 0.20 3.40 0.80 103.00
17.20 13.70 20.70 19.70 15.40 24.00 0 1.80 0 59.10
15.80 12,00 19.80 17.60 13.20 22.70 2.98 1.00 14.90 31.10
20.50 14.60 26.40 18.40 14.80 24.00 0.20 1.60 1.00 48.50
21.10 14.80 21.30 21.20 15.80 26.80 0.12 0.80 0.60 26.20
19.20 15.90 22.40 19.50 14.80 24.20 3.00 2.20 14.30 66.10
22.80 15.80 29.80 20.00 15.70 24.30 0.10 8.20 0.30 191.70
20.20 15.10 25.30 22.30 17.40 27.10 0.10 3.00 0.50 91.20
21.10 16.90 25.30 22.80 18.00 27.80 7.40 5.40 37.00 167.30
21.02 16.12 25.89 21.22 16.64 25.84 2.74 4.61 13.62 119.37
26.00 20.60 31.30 24.60 20.10 29.00 4.80 6.20 238 191.60
22.20 18.40 25.90 24.10 16.70 28.50 1.50 5.30 71.70 154.80
24.20 20.00 28.40 23.20 19.50 26.80 0.60 6.80 3.00 210.20
20.00 17.10 22.90 21.90 17.90 25.90 1.80 1.30 8.90 37.680
18.30 15.70 20.80 18.60 14.70 22.50 0.40 1.50 210 45.30
20.90 17.00 24.80 17.80 13.80 21.80 0.02 1.50 0.10 45.10
21.93 18.13 25.70 21.70 17.62 28.76 1.52 3.77 7.60 114.12

Pluviometria fomecida pela SABESP, estacio de Morro Grande, Cotia, SP. Temperatura obtida no local de coletas.

Ly



Tabela 3. Namero de animais coletados e indice mensal de densidade relativa de marsupiais (IDRM), roedores
(IDRR) e carrapatos (IDRC), entre Janeiro/1995 e Junho/1996, em itapevi, SP.

Marsupiais Roedores Carrapatos Total/Mamiferos
Meses * Armadilhas ** N° Exemplares IDRM  Armadilhas ** N° Exemplares IDRR  N°® Exemplares IDRC Capturados’
Jan/gs 12.60 2 3.17 12.00 - 0 18 160.00 2
Fev/95 15.20 5 6.58 12.00 1 1.87 2 6.70 6
Mar/95 12.20 7(4) 11.48 11.20 1 1.79 5 12.50 8
Abr/95 12.20 8 9.84 10.00 4 8.00 2 4.00 10
Mai/95 13.60 3 4.41 9.20 5 10.87 1 2.50 8
Jun/gs 12.80 5(1) 7.81 6.40 10 31.25 - 0 15
Jul/es 15.00 2(1) 2,87 9.00 7 15.56 3 6.70 9
Ago/95 12.80 3 4.69 22.80 8 7.02 28 59.90 11
Set/85 12.00 5 8.33 23.20 6 5.17 8 156.50 11
Out/g5 14.80 2 2.70 23.60 6 5.08 1 2.50 8
Nov/95 14.60 3 411 24.60 3 243 4 13.30 <]
Dez/95 14.00 2 2.86 26,40 1 0.76 1 6.70 3
Jan/98 12.60 3 4.76 25.40 3 2.38 1 3.30 8
Fev/98 16.60 1 1.28 23.20 4 3.45 1 4.00 5
Mar/96 14.60 2 2.74 26.00 - 0 3 30.00 2
Abr/88 13.20 4 6.06 24.80 2 1.61 5 18.70 6
Mai/e6 13.80 3 435 19.80 7 7.07 4 8.00 10
Jun/o8 14.40 4 5.56 22.00 4 3.64 4 10.00 8

L
* 5 dias trabalhados/maés; **, numero médio mensal de armadilhas; 1, média mensal de mamiferos capturados (7.4);
Numero de marsupiais recapturados entre parénteses.



Tabela 4. Coeficiente de correlagdo de Pearson (=r) e Spearman (=rs), entre parénteses os niveis descritivos (=p) do teste de
hipéte nula de associaglio entre os dados meteorolégicos e os numeros absolutos e indices de densidade
relativa de marsupiais (IDRM), roedores (IDRR) e carrapatos (IDRC) coletados entre Janeiro/1995 e Junho/1996,

em ltapevi, SP.

Dados Meteorolégicos N° de Marsupiais IDRM N° de Roedores IDRR N° de Carrapatos IDRC
TMM -0.284 -0.189 0.73 -0.625 -0.16 0.363
(0.241) (0.453) (0.005) (0.007) 0.523 0.139

TMS -0.298 -0.216 -0.499 -0.646 -0.212 0.35
(0.220) (0.389) (0.053) (0.005) 0.400 0.154
PMM -0.294 0.075 -0.617 -0.402 -0.412 0.146
(0.226) (0.768) (0.017) (0.109) 0.100 0.562

PMS 0.228 0.414 -0.463 -0.217 0.078 0.8
(0.347) (0.087) (0.073) (0.403) 0.754 0.752
PAM -0.306 -0.091 -0.594 -0.42 -0.411 0.173
(0.206) (0.719) (0.022) (0.093) 0.100 0.492

PAS 0.228 0.414 -0.463 -0.217 0.078 -0.08
0.347 0.087 0.073 0.403 0.754 0.752

TTM, temperatura média mensal; TMS, temperatura média semanal; PAM, pluviometria acumulada mensal; PAS, pluviometria acumulada semanal;
PMM, pluviometria média mensal; PMS, pluviometria média semanal. As correlagdes significativas estdo destacadas em negrito.

14
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pluviometria média mensal e pluviometria acumulada mensal. Para o indice de
densidade relativa de roedores (IDRR), houve correlagdo significativa com a
temperatura média semanal e mensal. Os diagramas de dispersdo que
representam as correlagbes significativas estdo demonstrados nas Figuras 13,
14, 15, 16 e 17. Tanto para marsupiais e carrapatos como para seus indices de
densidade relativa, respectivamente (IDRM) e (IDRC), ndo houve correlagéo
com nenhuma das variaveis meterolégicas.

Ao serem comparadas as estagdes seca-fria e chuvosa-quente em
relacdo a abundancia de pequenos mamiferos (Figura 18), observou-se que na
estagdo seca-fria as capturas foram 50% maiores (N=88) do que na estagéo
chuvosa-quente (N=46), considerando marsupiais e roedores. Esta diferenca foi
significativa (p=0.045) pelo teste de Fisher.

Para o nimero de carrapatos e o IDRC, desconsiderando os diferentes
estagios biolbgicos, as correlagbes ndo foram significantes com nenhuma das
varidveis meteorolégicas quando analisadas mensalmente. Porém, segundo as
estacBes sazonais (Figura 19), houve predominancia de carrapatos coletados
na estacdo seca-fria (N=55) em relagdo a chuvosa-quente (N=33), entre adultos
e imaturos, sendo esta diferenga significativa (p=0.019) pelo teste qui-quadrado.

Considerando os diferentes estagios de carrapatos (Tabela 1), os
exemplares imaturos (larvas e ninfas de Ixodes sp.), foram coletados
principalmente em roedores, sendo mais abundantes durante a estagio seca-
fria. Nestes hospedeiros, nenhum exemplar adulto foi encontrado. Poucos
individuos imaturos de /xodes sp. foram coletados em Didelphis marsupialis,
sendo que a totalidade de adultos foi predominante neste hospedeiro, com
maior abundancia durante a estagdo chuvosa-quente. A diferenga entre as
propor¢des dos estagios de carrapatos nos hospedeiros em ambas as estagdes
sazonais (Figura 20), foi significativa pelo Teste de Fisher (p=0.001).

Os carrapatos colhidos nos mamiferos durante as estagdes seca-fria e
chuvosa-quente, segundo o estagio bioldgico, sexo e ingurgitamento de larvas,
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~ |média mensal e nimero de roedores capturados de
Janeiro/1995 a Junho/1996 em Itapevi, SP.

Figura 14. Grafico de dispersido entre a pluviometria médi
- |mensal e nimero de roedores capturados de Janeiro/1995}
- |a Junho/1996 em Itapevi, SP. -
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Figura 15. Grafico de dispersao entre a pluviometria,
acumulada mensal e nimero de roedores capturados de
Janeiro/1995 a Junho/1996 em Itapevi, SP.

- (Figura 16. Gréfico de dispersao entre a temperatura média|
'mensal e o indice de densidade relativa dos roedores|
|(IDRR) capturados de Janeiro/1995 a Junho/1996 em|
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Figura 17. Diagrama de dlspersao entre a eemperatura
média semanal e o indice de densidade relativa dos
roedores (IDRR) capturados de Janeiro/1995 a Junho/1996;

em Itapevi, SP.
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Figura 18. Freqiiéncia de capturas de mamiferos, segundo| :
as estagdes sazonais, entre Janeiro/1995 e Junho/1996, em|
Itapevi, SP, cuja diferenga foi significativa pelo Teste de
Fisher (p=0.045; p<0.05).

' ' O Seca-Fria

B Chuvosa-Quente

Itapevi, SP, cuja diferenca foi significativa pelo teste Qui-
iquadrado (p=0.019; p<0.05).

- . W Seca-Fria
' B Chuvosa-Quente




O Carrapatos adultos
M Carrapatos imaturos
i Roedores
M Marsupiais

Seca-Fria Chuvosa-
Quente

Estacdes

Figura 20. Distribuigao de carrapatos adultos e imaturos coletados em marédbials e roedores nas

estacOes seca-fria e chuvosa-quente, no periodo de Janeiro/1995 a Junho/1996, em Itapevi, SP. Teste
de Fisher significativo entre as proporgdes de carrapatos e as estagdes sazonais (p=0.001; p<0.05).|

Nas tarjas pretas estdo indicados os numeros de mamiferos e carrapatos coletados.
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ninfas e fémeas, podem ser verificados na Tabela 5.

As larvas e ninfas de Ixodes sp. ingurgitaram principalmente durante a
estagdo seca-fria, havendo uma porcentagem maior de fémeas ingurgitadas
durante a estagdo chuvosa-quente. Em /. didelphidis, 0 numero de exemplares
machos foi superior ao de fémeas, sendo duas vezes maior na estagdo
chuvosa-quente; entretanto, machos de /. loricatus foram coletados somente
durante esta estagdo e o nimero de fémeas foi muito superior ao de machos. A
espécie Amblyomma cajennense foi representada por uma Unica fémea estando
no inicio do processo de ingurgitamento. A relagdo sexual macho/fémea para /.
didelphidis e I. loricatus, respectivamente, foi de 2:1 (13/6) e 1.6 (4/22).

A distribuicdo mensal dos diferentes estagios biolégicos das espécies de
carrapatos coletadas nos mamiferos silvestres, em relagdo aos dados mensais
de temperatura média e pluviometria média, esté ilustrada na Figura 21. Dois
meses apds a temperatura média atingir seu valor minimo e durante o menor
indice médio de pluviometria registrados, houve predominancia de carrapatos

imaturos.

V.1.3. Prevaléncia mensal e indices de infestagio

A prevaléncia mensal de carrapatos imaturos e adultos por grupo de
hospedeiro e os indices totais em marsupiais e roedores, encontram-se
demonstrados na Tabela 6. Em marsupiais, 0 maior indice de infestagdo de
carrapatos registrado por hospedeiro, foi em Janeiro/1995, com indice nulo em
Junho e Outubro/1995. Em roedores, s6 houve infestagdo nos meses de Abril,
Agosto, Setembro, Outubro/1995 e Maio/96, com o maior indice registrado por
hospedeiro, em Agosto/1995.

A Tabela 7 apresenta os indices de infestagio parasito/hospedeiro
segundo a faixa etaria e sexo. Apesar de A. cursor ter sido o roedor mais
capturado, somente machos foram infestados e o indice de infestagdo total
parasito por hospedeiro foi (7/30, 0.23), sendo em jovens e adultos,
respectivamente, (1/10, 0.1; 6/20, 0.3). O maior indice total foi registrado para
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Tabela 5. Carrapatos coletados em mamiferos durante as estacles sazonais,
entre Janeiro/1995 e Junho/1996, em ltapevi, SP, segundo os estéagios

biolégicos, sexo e ingurgitamento de imaturos e fémeas.

Estaﬂgs

Espécie Estagio  Seca-fria Chuvosa-quente Total

N° (%) 9% N° (%) %* N° (%) %*
Ixodes sp. Larvas 18(189 100 - - 18(18) 100
Ninfas 22(22%) 100 2@ 100 24 (24) 100

1.dideiphidis Machos 4 (1% 25 2 (3" 33 13 (4) 31
Femeas 3 (3% 100 339 100 8(8) 100

1. loricatus Machos - - 429 50 4 (2% 50
Femeas 8 (3% 38 14 (149 100 207 77

A. cajennense Machos - - - -
Femeas - - (1Y 100 1(1%) 100

Total S5S (479 85 33 (259 75 88 ( ZZZ 81

N°, nimero de exemplares; (*), espécimens engurgitados; %*, porcentagem de ingurgitados.
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Tabela 6. Prevaléncia mensal de carrapatos coletados nos mamiferos de Itapevi - SP, entre Janeiro/1995 e Junho/1996.

Carrapatos em Marsupiais Carrapatos em Roedores
Total Imaturos Adultos Imaturos indices Totais
Meses Hospedeiros N° % n N % n N % n Hospedeiros N % n Por Marsupial  Por Roedor
Jan/gs 2 2 100 16 1 680 1 2 100 14 - - - - 7.5 0.0
Fev/95 5 2 40 2 - - - 2 40 2 1 - - - 04 0.0
Mar/95 7 1 25 5 - - - 1 25 5 1 - - - 0.7 0.0
Abr/85 6 1 17 1 - - - 1 17 1 4 1 25 1 0.2 0.3
Mai/95 3 1 33 1 - - - 1 a3 1 5 - - - 0.3 0.0
Jun/es 5 - - - - - - - - - 10 - - - 0.0 0.0
Jul/8s 2 1 50 3 1 50 3 - - - 7 - - - 1.5 0.0
Ago/g5 3 1 33 1 - - - 33 1 8 8 100 27 0.3 3.0
Set/95 5 4 80 7 2 40 3 3 60 4 6 1 17 1 1.4 0.2
Out/e5 2 - - - - - - - - - 8 1 17 1 0.0 0.2
Nov/95 3 2 87 4 - - - 2 67 4 3 - - - 1.3 0.0
Dez/95 2 1 50 1 - - - 1 50 1 1 - - - 0.5 0.0
Jan/o8 3 1 33 1 - - - 1 33 1 3 - - - 0.3 0.0
Fev/98 1 1 100 1 - - - 1 100 1 4 - - - 1.0 0.0
Mar/98 2 2 100 3 - - - 2 100 3 - - - - 1.5 0.0
Abr/96 4 2 50 5 1 25 2 2 50 3 2 - - - 1.3 0.0
Mai/96 3 1 33 1 - - - 1 33 1 7 2 29 3 03 0.4
Jur/e6 4 3 75 4 - - - 3 75 4 4 - - - 1.0 0.0
TOTAL 82 28 42 55 5 8 9 24 30 46 72 13 18 33 0.9 0.5

N°, numero de hospedeiro infestado; n, niumero de carrapatos.
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Tabela 7. Prevaléncia de infestagdo parasito/hospedeiro, segundo as espécies de mamiferos, faixa
etaria e sexo, entre Janeiro/1995 e Junho/1996, em Iitapevi, SP.

Total Jovens Adultos

Hospedsiros N N° % n(%) Indice N N7Sexo % n(%) Indce N NYSexo % n (%) Indice

A. cursor 30 4 133 712 023 10 M 100 1(16.7) 01 20 im 15.0 6(22.2) 0.3
B. lasiurus 13 2 154 3(9.1) 0.23 8 2M 250 3(50.00 04 5 - - - 0.0
O. nignpes 13 7 538 23(69.7) 1.8 1 iM 1000 2(333) 20 12 6/4M/2F 500 21(778) 1.8
O. ratticeps 1 - - - 0.0 - - - - 0.0 1 - - - 0.0
O. hispidus 8 - - - 0.0 1 - - - 0.0 5 - - - 0.0
O.nasutus 5 - - - 0.0 - - - - 0.0 5 - - - 0.0
E. spinosus 2 - - - 0.0 - - - - 0.0 2 - - - 0.0
R.norvegicus 1 - - - 0.0 - - - - 0.0 1 - - - 0.0
C. aperea 1 - - - 0.0 - - - - 0.0 1 - - - 0.0
Subtotal 72 13 181 33(375) 0.5 20 4M 200 6(857) 03 52 8/TM/2F 173 27(33.3) 06
M. incanus 1 - - - 0.0 - - - - 0.0 1 - - - 0.0
D. marsupialis 61 26 426 55(825) 09 5 1/F 200 1(143) 0.2 56 25/15M/10F 446 54(86.7) 1.0
Subtotal 62 26 419 585(625) 09 5 1/F 20.0 1(143) 0.2 57 25/15M/1OF 43.9 84(66.7) 09

Total 134 39 29.1 885100.0) 0.7 25 S5/4MNMF 20.0 7(100.0) 0.3 100 34/22M/12F 31.2 81(100.0) 0.7

N, numero de animais capturados; N°, nimero de animais infestados; n (%), nimero e porcentagem de carrapatos coletados; M, machos; F, fémeas.



61

O. nigripes (23/13, 1.8), sendo em jovens e adultos, respectivamente (2/1, 2.0;
21112, 1.8), onde 5 machos e 2 fémeas foram parasitados. Para Bolomys
lasiurus, a infestag8o ocorreu somente em machos jovens e os indices foram,
respectivamente, total e jovens (3/13, 0.23; 3/8, 0.4). As outras espécies de
roedores ndo tiveram infestacdo. Em marsupiais, o indice total registrado em D.
marsupialis foi (65/61, 0.9), sendo em jovens e adultos, respectivamente (1/5,
0.2; 54/56, 1.0). Excetuando uma fémea jovem de D. marsupialis parasitada em
Dezembro/1995, todos os outros hospedeiros parasitados eram adultos, sendo
15 machos e 10 fémeas.

Para ambos, marsupiais e roedores, os machos (26/65, 40%) foram mais
parasitados do que as fémeas (13/69, 18.8%), havendo maior infestagdo em
hospedeiros adultos (34/109, 31.2%) do que jovens (5/25, 20%), com excegdo
B. lasiurus. Entretanto estas diferengas ndo foram significativas pelo teste Qui-
quadrado, cujos valores foram respectivamente, p=0.33 e p=0.16.

Na Tabela 8, estdo demonstrados os dados biométricos e peso para as
espécies de mamiferos na fase adulta, excetuando aquelas espécies de
mamiferos representados apenas por um tnico exemplar ou por um exemplar de
cada sexo. Foi verificado para os machos, maior peso e comprimento do corpo.

Considerando capturas e recapturas, foram capturados 26 exemplares
machos e 35 fémeas de D. marsupialis. Dois jovens, D4 e D9 (respectivamente,
féemea e macho) foram recapturados uma ou duas vezes. Observou-se que a
fémea jovem (D4) capturada em Fevereiro/1995 foi recapturada em Margo e
Maio/1995, mas no més seguinte & primeira captura, ela adquiriu um ganho de
peso trés vezes maior e o dobro do comprimento total, estando ja na fase
adulta. O macho jovem (D9) capturado em Margo/1995 foi recapturado como
adulto em Julho/1995, pesando cinco vezes seu peso inicial atingindo o dobro
do comprimento total em apenas quatro meses. Tanto na captura como nas
recapturas, ambos fémea e macho, n&o apresentaram infestagdo com
carrapatos. Foram ainda recapturados 5 exemplares adultos, sendo: 2 machos
(D7, capturado em Fevereiro e Mar¢co/1995 e D15, capturado em Abril e



Tabela 8. Dados biométricos dos mamiferos adultos capturados entre Janeiro/1995 e Junho/1996, em ltapevi, SP.

Biometria
Mamiferos Peso Corpo+Cabeca Cauda Pata Posterior  Altura da Orelha
Espécie Sexo N Média (DP) Média (DP) Média (DP) Média (DP) Média (DP)
Didelphidia
0. marsupialis M 24 1328.4 (434.5) 397.1(38.6) 336.3 (23.9) 57.5(4.3) 47.8 (4.2)
F 32 1098.3 (369.7) 367.8 (33.8) 330.0 (22.7) 54.0 (3.4) 45.3(4.3)
Rodentia
A. cursor M 10 446 (3.5) 118.1 (6.9) 87.6(5.6) 22.5(1.5) 17.8 (1.2)
F 10 37.9(6.9) 1147 (7.9) 86.1(4.5) 22.4(1.8) 17.7 (1.2)
B, lasiurus M 1 45.0 (-) 110.0 (-) 75.0 (-) 20.0 (-) 15.0 ()
F 4 40.5 (13.9) 107.3 (18.2) 745 (8.0) 20.0 (3.4} 15.0 (0.8)
O. hispidus M 2 100.3 (21.6) 166.5 (10.6) 108.0 (25.5) 32.3(0.4) 235(21)
F 3 81.2(7.2) 164.0 (4.0) 115.0 (5.0) 31.0(1.0) 23.3{1.5)
O. nasutus M 3 57.4 (4.6) 147.3 (5.5) 87.3(2.5) 24.3 (0.6) 17.7 (1.2)
F 2 50.0 (14.1) 132.0(2.8) 78.0(58.7) 23.5(0.7) 16.0 (0)
O. nigripes M 7 23.9 (3.4) 08.7 (6.7) 121.4 (2.8) 23.0 (0.8) 15.9 (0.7)
F 5 20.352.82 93.8‘8.52 118.6!9.42 21.651.3! 16.2‘1.1!

N = nimero de individuos, peso em g, biometria em mm, DP = Desvio Padr&o.

29
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Junho/1995) e 3 fémeas (D3, capturada em Fevereiro, Margo e Maio/1995; D6,
em Fevereiro, Marco e Novembro/1995 e, D35, em Dezembro/1995 e
Janeiro/1996). Os machos D7 e D15 apresentaram-se infestados
respectivamente, em Margo e Abril; infestagdo com carrapatos foi também
observada na fémea D3, somente em Fevereiro e na fémea D6, em Fevereiro e
Novembro. A fémea D35 ndo teve infestagdo em nenhuma das capturas.

Quanto & faixa etaria dos mamiferos em relagcdo a sazonalidade,
observou-se que os individuos adultos de D. marsupialis foram mais capturados
na estacdo seca-fria (N=34) do que na chuvosa-quente (N=22), embora esta
diferengca ndo tenha sido significativa. Quatro individuos jovens foram
observados durante a estagdo chuvosa-quente e somente 1 jovem na estagéo
seca-fria.

Gambas fémeas adultas em condigbes reprodutivas foram observadas na
estacdo chuvosa-quente, tendo sido verificado 8 fémeas lactantes e 10 fémeas
com filhotes no marsdpio. O Unico exemplar de Marmosops incanus, uma fémea
adulta prenhe, foi capturada na estagdo chuvosa-quente (Novembro, 1995).

Dentre os roedores, Akodon cursor foi mais freqiente do que outras
espécies (17 machos e 13 fémeas), com adultos e jovens ocorrendo em ambas
as estacbes. Para a espécie Bolomys lasiurus (6 machos e 7 fémeas), houve
maior nuimero de jovens do que adultos, ambos capturados principalmente
durante a estagdo seca-fria, tendo somente um exemplar adulto durante a
estacdo chuvosa-quente (Dezembro, 1995). Para Oxymycterus hispidus (2
machos e 4 fémeas), os individuos adultos foram mais freqlentes durante a
chuvosa-quente, com apenas um jovem capturado na seca-fria; por outro lado,
os exemplares de Oxymycterus nasutus (3 machos e 2 fémeas) foram todos
adultos, ocorrendo somente na seca-fria. Nesta estagdo, foram ainda
capturados adultos de Euryzygomatomys spinosus (macho e fémea), 1 macho
de Oryzomys ratticeps, bem como adultos e jovens de Oligoryzomys nigripes (8
machos e 5 fémeas). Cavia aperea, representada por uma fémea adulta, bem
como um macho adulto de Rattus norvegicus, foram capturados
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respectivamente, em (Fevereiro, 1995 e Fevereiro/1996) na estagdo chuvosa-
quente.

A maior riqueza de espécies ocorreu em Julho/1995 e em Maio/1996,
durante a estacdo seca-fria. Em ambos meses foram capturadas quatro
espécies: Bolomys lasiurus, Oxymycterus nasutus e Oligoryzomys nigripes,
sendo Oxymycterus hispidus e Euryzygomatomys spinosus capturados em
Julho/1995 e Maio/1996, respectivamente. Nestes meses de maior riqueza,

Akodon cursor esteve ausente.

lll.2. Material microbiolégico

As culturas positivas para crescimento de espiroquetas tanto no sangue
dos marsupiais como nos carrapatos coletados nestes mamiferos, segundo os
meses e os pontos de coletas estdo relacionadas na Tabela 9. Houve
crescimento de espiroquetas em 13% das culturas de sangue de D. marsupialis
(8/61). Os gambas D3, D6 e D7, foram capturados mais de uma vez mas
apresentaram infec¢do com espiroquetas somente na primeira captura. Todos
0s marsupiais eram adultos e ambos os sexos foram igualmente infectados.
Destacou-se em negrito quando ambos marsupiais e carrapatos, apresentaram-
se infectados com espiroquetas.

Os carrapatos infectados com espiroquetas e ndo infectados, colhidos
mensalmente nos marsupiais, segundo as espécies, sexo e estagio biologico,
podem ser verificados na Tabela 10. A porcentagem de carrapatos infectados
com espiroquetas representou 36.4% do total, sendo que a maior porcentagem
de infectados foi verificada em Janeiro/1995. Machos de /. didelphidis foram
mais infectados que fémeas, enquanto que as fémeas de /. loricatus foram mais
infectadas que machos.

As proporgdes de carrapatos infectados e néo infectados entre machos,
fémeas e imaturos estéao estdo ilustradas na Figura 22. As fémeas de ambas as
espécies estavam totalmente ingurgitadas, bem como os carrapatos imaturos de

Ixodes sp.
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Tabela 9. Marsupiais e carrapatos coletados entre Janeiro/1995 e Junho/1996, em
itapevi, SP, que apresentaram crescimento de espiroquetas em culturas.

D. marsupialis (N=61) Carrapatos de Marsupiais (N=55)
Meses P  Animais/Sexo Sangue 1. didelphidis | loricatus Ixodes sp. A. cajennense
Jan/gs 1 D1/M + - + - -
Jan/95 1 D2/F - + - - -
Fev/95 2 D3/F + - - - -
Fev/9§ 2 D6/F + + - - -
Fev/95 2 DTM + - - - -
Mar/95 3 DM - + - - -
Mar/95 3 D10/F + - - - -
Abr/95 4 - - - - - -
Mai/95 S5a D17/M + - + - -
Jun/¢5 6 - - - - - -
Jul/9s 7 . - - - - -
Ago/es 8 - - - - - -
Set/95 9 . - - - - -
Ou/95  10a D31/F + - - - -
Nov/95 11c D&/F - - + - -
Dez/85 12 - - - - - -
Jan/9é  13b D36/F - + - - -
Fev/96 14b  D38M - + - - -

Mar/98 15a D39/M - - - - +

Abr/96 18a D41/M + - + + -

Abr/98 16a D44/F - - + - -

Mai/98 17b D46/M - + - - -

Jun/96 18b D50/F - + - - -
AR

Destacados em negrito quando ambos, D. marsupialis e carrapatos, apresentaram-se infectados; M, macho
F, fémea; P, pontos de coletas esquematizados na Figura 2; D, n® de campo do individuo; N, nimero d
exemplares investigados.



Tabela 10. NaGmero de carrapatos infectados com espiroquetas e nio infectados, segunt
as espécies, sexo e estagio bioldgico, coletados mensaimente em marsupia
entre Janeiro/1995 e Junho/1996, em tapevi, SP, e porcentagem de infectado

1. didelphidis 1. loricatus Ixodes sp. A. cajennense

Macho Fémea Macho Fémea Ninfa Larva Fémea Total
Meses N(N° N(N°) NN NN NN N(N9 N (N°) N (N° - %)
Jan/95 1(1) - 4(1) 93 1(0) - - 15 (6 - 33.3)
Fev/5 1(1) 1(0) - - - - - 2(1-50.0)
Mar/85 3(2) 2(1) - - - - - 5(3-60.0)
Abr/95 - 1(0) - - - - - 1)
Mai/95 - - - 1(1) - - - 1(1-100.0)
Jun/9s - - - - - - - -
Jul/95 - - - - - 3(0) - 3(0)
Ago/95 - - - 1(0) - - - 10)
Set/95 - - - 40) 3(0) - - 7(0)
Out/95 - - - - - - - -
Nov/95 - - - 4(1) - - - 4(1-25.0)
Dez/95 - - - 1(0) - - - 1(0)
Jan/9é 1 (1) - - - - - - 1(1-100.0)
Fevi96 1(1) - - - - - - 1(1-100.0)
Mar/98 2 (0) - - - - - 1(1) 3(1-33.3)
Abr/96 - 1(0) - 2(2) 1(1) 1(1) - 5(4-80.0)
Maif96 1 (1) - - - - - - 1(1-100.0)
Jun/98 3(1) 1(0) - - - - - 4(1-25.0)
Total 13(8) 6 (1) 4(1) 22(7) 5(1) 4(1) 1(1) 55 (20 - 36.4)

Espécimens infectados entre parénteses; M, macho; F, fémea; N, ninfa; L, larva
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marsupiais, entre Janeiro/1995 e Junho/1996, em Itapevi, SP, segundo a espécie,
sexo e estagio bioldgico. Mni, machos n#o infectados; Fnl, fémeas ndo
infectadas; MI, machos infectados; Fl, fémeas infectadas; Inl, imaturos ndo
{infectados; I, imaturos infectados.
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Os roedores positivos para espiroquetas em culturas de sangue e 6rgéos,
segundo os meses e pontos de coletas esquematizados na Figura 2, estdo
representados na Tabela 11. A freqiéncia de individuos infectados, tanto
sangue quanto orgéos, representou 9.7% do total de roedores examinados
(7/72), sendo que todos os individuos infectados eram adultos. Dentre as nove
espécies de roedores capturadas durante o periodo de estudo, somente trés
espécies representadas por Akodon cursor, Bolomys lasiurus e Oxymycterus
hispidus (Figura 23), estavam infectadas com espiroquetas, sendo que os
individuos infectados n&o apresentaram infestagdo com carrapatos, exceto um
exemplar de Akodon cursor (DR2) cuja larva ndo estava infectada com
espiroquetas.

Na Tabela 12 podem ser observados os roedores que foram infestados
com carrapatos imaturos infectados e ndo infectados com espiroquetas,
coletados entre Janeiro/1995 e Junho/1996, nos respectivos pontos de coletas
indicados na Figura 2. A espécie de roedor mais infestada com carrapatos foi
Oligoryzomys nigripes; entretanto, foram somente coletados carrapatos positivos
em apenas 2 hospedeiros adultos capturados em Agosto/1995 no ponto 8b. Nos
dois individuos jovens de B. lasiurus infestados, capturados em Maio/1996
(ponto 17 a), os carrapatos estavam positivos. Em trés exemplares infestados
de A. cursor, dois adultos e um jovem, todos os carrapatos foram negativos.

A proporgdo de carrapatos imaturos Ixodes sp. infectados e né&o
infectados colhidos nestes roedores, esta demonstrada na Figura 24.

O nimero de mamiferos e carrapatos coletados e a porcentagem de
infectados com espiroquetas, em relagcdo as estagdes sazonais, podem ser
observados na Figura 25. As mais altas porcentagens de exemplares infectados
foram observadas na estagdo chuvosa-quente, com exceg¢do de carrapatos
infectados coletados em roedores.

Em microscopia de campo escuro (aumento de 1000 X), as espiroquetas
observadas nas culturas de sangue dos mamiferos e carrapatos (Figura 26a e

b, respectivamente) mostram-se semelhantes morfologicamente. Porém sé&o



Tabela 11. Espécies de roedores coletadas entre Janeiro/1985 e Junho/1996, em ltapevi, SP, que

apresentaram espiroquetas em culturas de sangue e 6rgéos.

Roedores (N=72)
Meses P Espécie/Sexo DR Sangue Boxlga Rim Bago Figado
Mar/85 3 Oxymycterus hispidus M DR1 + - - - -
Abr/95 4a Axodon cursor/M DR2 + - - + -
Abr/35 4a A. cursorlF DR3 - - - + -
Abr/95 4a Bolomys lasiurus IF DR4 - - - + -
Jan/98 13a A. cursor/F DR52 - + . - -
Jan/98 13a O. hispidus M DR53 - - + . +
Fev/98 14a Q. hispidus IF DRS7 - - - - +

N, nimero de exemplares examinados; M, macho; F, fémea; DR, nimero de campo do individuo;
P, pontos de coletas esquematizados na Figura 2.
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Figura 23. Oxymycterus hispidus (Muridae: Rodentia), capturado em
Itapevi, SP.
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Tabela 12. Namero de carrapatos imaturos Ixodes sp. infectados e ndo infectados

coletados em roedores, entre Janeiro/1995 e Junho/1996, em ltapevi, SP.

Meses

Abr/95

Ago/95
Ago/95
Ago/95
Ago/95
AQo/95
Ago/95
Ago/95
Ago/95
Set/95

Out/85
Mai/96
Mai/96

P

4a
8b
8b
8b
8b
8b
8b
8b
8b
ga
10a
17a
17a

Roedores Infestados

Larvas de /xodes sp.

Ninfas de Ixodes sp.

Espécie/DR Idade/Sexo Examinadas Infectadas Examinadas Infectadas
A.cursor [DR2 Adufto/M 1 0 0 0
A.cursor/DR32 Aduito/M 0 0 1 0
O.nigripes /DR28  Adulto/M 2 0 2 0
O.nigripes IDR29  Adulto/M 1 0 2 0
O.nigripes /DR30  Aduito/F 1 1 2 1
O.nigripes /DR31  Adulto/M 2 1 5 4
O.nigripes/DR33  Adulto/M 1 0 3 0
O.nigripes/DR34  Adulto/F 1 0 2 0
O.nigripes /IDR35  Jovem/M 1 0 1 4]
O.nigripes/DR40  Adulto/M 1 0 0 0
A.cursoriDR43  Jovem/M 0 0 1 0
B.lasiurus/DR81  Jovem/M 1 1 0 0
B. lasiurus /DR66  Jovem/M 2 2 0 0

P, pontos de coletas esquematizados na Figura 2; DR, nimero do individuo; M, macho; F, fémea.
Destacados em negrito o niimero de carrapatos infectados.
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Figura 25. Namero de mamiferos e carrapatos coletados e (%) de infectados com espiroquetas
i segundo as estagdes sazonais, entre Janeiro/1995 e Junho/1996, em Itapevi, SP. MC, marsupiais
& coletados; MI, marsupiais infectados; CM, carrapatos de marsupiais; CIM, carrapatos infectados
| de marsupiais; RC, roedores coletados; Rl, roedores infectados; CR, carrapatos de roedores; CIR

carrapatos infectados de roedores.
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Figura 26. Espiroquetas fotografadas em microscépio de campo escuro
(1000 X) obtidas no presente estudo. a) em cultura de sangue de pequenos
mamiferos; b) em cultura de carrapatos.
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mais delgadas e com maior nimero de espiras, quando comparadas com a cepa
americana G39/40 de Borrelia burgdorferi (Figura 27), cedida pelo Dr. Allen C.
Steere e com as cepas européias de B. garinii (Figura 28) e B. afzelii (Figura
29), ambas trazidas da Alemanha pela Dra. Sonia Regina Pinheiro e cedidas
pelo Dr. Amo A. Gustav Schonberg.

Os esfregagos de culturas positivas tanto de sangue como de carrapatos
colhidos nos animais, coraram-se perfeitamente com fontana (Figura 30a e b,
respectivamente). Entretanto, em esfregagcos de sangue dos marsupiais e
roedores e “in print’ de 6gaos dos roedores corados com Giemsa, a morfologia
das espiroquetas variou em comprimento, dependendo do 6rgdo, sendo
menores em rim e bago (Figura 31a e b) quando comparadas com aquelas do
sangue (Figura 32), bexiga e figado (Figura 33a, b, respectivamente).

Animais e carrapatos infectados com espiroquetas foram coletados em
quase todos os meses de estudo, excetuando os meses de Julho (ponto 7a, b)
durante a estagéo seca-fria, Setembro (ponto 9a, b, c) final da estagdo seca-fria
e Dezembro/1935 (ponto 12a, b) durante a estagdo chuvosa-quente.

Os pontos onde 0s animais e carrapatos coletados apresentaram culturas
positivas para espiroquetas, foram assinalados com um circulo, conforme
demonstra a Figura 34. Exatamente no ponto 4a indicado por uma flecha curva,
esta localizada a residéncia dos dois meninos que adquiriram a doenga, em
1992, apds terem sido picados por carrapatos quando brincavam no quintal e
arredores. Estes, foram considerados os primeiros casos diagnosticados no
Brasil com sorologia positiva e quadro clinico compativel com a doenga de

Lyme.
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Figura 27. Borrelia burgdorferi (Spirochaetaceae: Spirochaetales) cepa
americana, fotografada em microscépio de campo escuro (1000 X).

Figura 28. Borrelia garinii (Spirochaetaceae: Spirochaetales) cepa
européia, fotografada em microscépio de campo escuro (1000 X).
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Figura 29. Borrelia afzelii (Spirochaetaceae: Spirochaetales) cepa européia,
fotografada em microscépio de campo escuro (1000 X).
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Figura 30. Espiroquetas em esfregacos de culturas positivas corados com
Fontana-Tribondeau (1260 X) obtidas no presente estudo. a) cultura de
sangue de pequenos mamiferos; b) cultura de carrapatos.
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Figura 31. Espiroquetas coradas com Giemsa em “in print" de 6rgaos de
roedores obtidos no presente estudo (1000 X). a) rim; b) bago.



80

Figura 32. Espiroqueta em esfregag¢o sangiiineo corado com Giemsa
(1000 X) , de marsupial obtido no presente estudo.
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Figura 33. Espiroquetas coradas com Giemsa em "in print" de érgados de
roedores obtidos no presente estudo (1000 X). a) bexiga; b) figado.
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Area de loteamento: 1.245.813,00 m?

Areas de lotes: 620.709,97 m?
- Areas verdes: 328.091,16 m?
- EdificagSes, Dezembro/1994

Figura 34. Locais assinalados com um circulo onde os mamiferos e carrapatos
coletados mensalmente, entre Janeiro/1995 e Junho/1996, estavam infectados
com espiroquetas. A flecha indica a localizacio onde dois meninos contrairam
doenca de Lyme em 1992, apés terem sido picados por carrapatos.
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VL. DISCUSSAO

V1.1. Consideragbes bioecolégicas de carrapatos e pequenos
mamiferos

O carater de diferenciacdo morfolégica das placas peritremais entre as
espécies I. didelphidis e |. loricatus (Figuras 5a e b, 7a e b), precisaria ser
melhor investigado pois, pode tratar-se de variagdo intraespecifica como foi
observado por Fairchild et al. (1966). Entretanto, somente os estudos de
biologia tradicional em laboratério, em conjunto com a biologia molecular,
poderiam esclarecer a duvida sobre a validade destas espécies. A andlise de
DNA mitocondrial entre grupos de espécies proximas, cujos resultados
evidenciam a posi¢gdo taxondmica, tem contribuido substancialmente para a
determinagao de sinonimias (Norris et al., 1997). Todavia, enquanto as duvidas
taxondmicas nao forem esclarecidas, ambas as espécies sdo consideradas
validas enquanto ndo forem sinonimizadas, sendo portanto, abordadas no
presente estudo, como espécies distintas pertencentes ao complexo /. ricinus
(Clifford et al.,, 1973). Embora os estagios imaturos ndo tenham sido
identificados ao nivel especifico, as ninfas apresentaram alguns dos caracteres
descritos por Cooley & Kohls (1945) para . loricatus. Em vista ventral, a base do
capitulo é alongada, com bordos arredondados e com largas extensdes laterais
que possivelmente vao originar as auriculas; hipostdémio longo, arredondado
apicalmente, denticdo 2/2 com os dentes laterais maiores que os medianos;
placa espiracular ovalada, com macula central e apenas poucos glomérulos
distribuidos irregularmente. Devido a inseguranga quanto a determinagéo
especifica para os carrapatos imaturos, preferiu-se utilizar somente o taxon
genérico.

Os carrapatos /. didelphidis e . loricatus no estagio adulto, bem como os
estagios imaturos de /xodes sp. foram responsaveis pelo parasitismo em 19.4%
dos marsupiais e 9.7% dos roedores, totalizando 29.1% de hospedeiros



infestados (Tabela 1). Os roedores silvestres foram parasitados somente por
carrapatos imaturos de /xodes sp., enquanto os marsupiais foram infestados
com a totalidade de carrapatos adultos e alguns poucos exemplares de
imaturos. Estes dados, vém confirmar os poucos relatos da literatura sobre /.
loricatus e I. didelphidis, com relagéo as preferéncias pelo hospedeiro, conforme
os diferentes estagios bioldgicos (Aragéo, 1936; Cooley & Kohls, 1945; Ribeiro,
1966/1967). Além disso, estes dados vém somar-se aqueles obtidos sobre
hospedeiros e distribuicdo geografica para as espécies brasileiras de Ixodes
depositadas na cole¢8o acarolégica do Instituto Butantan (Barros-Battesti &
Knysak, 1998).

Em outras regides brasileiras, onde foram realizados estudos de
ectoparasitofauna de pequenos mamiferos em area com vegetagdo secundaria
de Mata Atlantica, os carrapatos do género Ixodes sa@o encontrados infestando
uma porcentagem menor de pequenos mamiferos. Assim, a porcentagem de
roedores infestados com /. amarali em Belo Horizonte, MG, foi 3.5% (Linardi et
al., 1984) e, em Tiradentes, MG, foi 0.8% para Ixodes sp. (Lopes et al., 1989).

Embora Guitton et al. (1986) ndo tenham expressado o numero de
hospedeiros infestados, estes autores encontraram seis exemplares das
espécies /. amarali e |. Joricatus num total de 126 pequenos mamiferos
capturados. Comparando estas porcentagens com aquela obtida no presente
estudo (Tabela 1), verifica-se que as matas do condominio Transurb apresentam
condi¢gdes favoraveis ao desenvolvimento bioldgico das espécies de Ixodes
encontradas, considerando a quantidade média mensal de pequenos mamiferos
capturados nestas areas (Tabela 3). De fato, houve um bom sucesso de captura
de mamiferos (4.6%), apesar do pequeno esforgo de captura (2888
armadilhas/noite) devido ao numero de armadilhas disponiveis.

O presente trabalho foi iniciado com a pretensdo de se coletar por um
periodo de 24 meses, para obtengio resultados més a més que expressassem
melhor as correlagdes entre mamiferos, carrapatos e varidveis meteoroldgicas,

considerando as oscilagdes climaticas que ocorrem em florestas com clima
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tropical. Entretanto, devido ao alto custo financeiro, optamos por reduzir o
periodo de coletas em 18 meses. Para que a analise mensal dos dados néo
fosse prejudicada procuramos contornar o problema, acrescentando aos
resultados, uma interpretagéo sazonal.

Quando analisados mensalmente, os maiores numeros absolutos e
indices de densidade relativa para marsupiais (IDRM) e roedores (IDRR), foram
registrados respectivamente, em Margo/1995 (ponto 3) e Junho/1995 (ponto 6a).
O menor numero absoluto e o IDRM ocorreram em Fevereiro/1996 (ponto 14b),
ndo havendo capturas de roedores em Janeiro/1995 (ponto 1) e Margo/1996
(pontos 15b), cujos indices de densidade relativa foram nulos nestes meses
(Tabela 3, Figura 2).

O maior nimero absoluto de carrapatos coletados foi registrado em
Agosto/1995 (ponto 8b), entretanto, o maior IDRC ocorreu em Janeiro/1995
(ponto 1), apesar do baixo nimero absoluto e densidade relativa de mamiferos
na area; por outro lado, quando houve maior nimero de mamiferos capturados
(Junho/1995, pontos 6a, b, ¢ d), 0 numero absoluto e o IDRC foram nulos
(Tabela 3, Figura 2).

As varidveis meteoroldgicas (Tabela 2), correlacionadas mensalmente
com os nuameros absolutos de marsupiais e carrapatos, bem como, com os
IDRM e IDRC (Tabela 4), ndo foram significantes. Entretanto, para o nimero
absoluto de roedores capturados, as correlagdes foram inversas e significantes
com a temperatura e pluviometria média mensal e pluviometria acumulada
mensal, havendo também correlacdo inversa significante entre o IDRR e
temperatura média mensal e semanal. A medida que os valores de temperatura
e pluviometria aumentaram, reduziu o numero de roedores capturados,
conforme demonstram as linhas de tendéncia nos diagramas de dispers&o
(Figuras 13, 14, 15, 16 e 17).

Quando se analisou a distribuicdo de mamiferos, segundo as estagbes
sazonais, houve maior porcentagem de mamiferos coletados durante a estagio

seca-fria em relagdo a estagdo chuvosa-quente (Figura 18). A ocorréncia de
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flutuacdo sazonal com um aumento de capturas de pequenos mamiferos
durante a estagdo seca-fria, também ja foi relatada para outras areas da Regiéo
Neotropical em estudos populacionais de pequenos mamiferos (Dietz, 1983;
Fonseca & Kierulff, 1989; Stallings, 1988; O'Connell, 1989).

Segundo Vickery & Bider (1981), em temperaturas mais frias, pequenos
roedores apresentam dificuldades na regulagdo da temperatura corporal e &
medida que cresce a diferenga entre a temperatura corporal e a do meio
ambiente, aumenta a taxa metab6lica para compensar a excessiva perda de
calor. Conseqlientemente, para os roedores capturados, cujo tamanho corporal
médio em adultos, variou de 93.8 mm em Oligoryzomys nigripes a 166.5 mm em
Oxymycterus nasutus (Tabela 8), as chances de capturas tendem a aumentar
nas noites mais frias.

Mamiferos maiores, como D. marsupialis (Figura 9), ndo apresentaram
flutuagédo sazonal, muito provavelmente por terem maior biometria e biomassa
(Tabela 8), ndo sofrendo influéncias de temperatura. Entretanto, fémeas de D.
marsupialis em condi¢des reprodutivas foram observadas na estagdo chuvosa-
quente, estando em acordo com os relatos de Bergallo (1991) para a Estagéo
Ecol6gica da Juréia, SP. Nesta estagdo sazonal, ocorre um aumento na oferta
de alimento favorecendo a atividade de reprodugdo. Porém, segundo Julien-
Laferriére & Atramentowicz (1992), estes marsupiais possuem estratégias
reprodutivas através de um mecanismo de "feed-back", conforme os recursos do
habitat. Quando o ambiente encontra-se bastante alterado pela agdo antrépica,
como foi verificado na area de estudo, a presenca dominante de D. marsupialis
entre os marsupiais € um bioindicador de areas perturbadas, conforme foi
observado por Paglia et al., 1995).

Quanto & sazonalidade das espécies de roedores, a maior riqueza de
espécies foi observada durante a estagdo seca-fria. Todavia a ocorréncia de
Oxymycterus nasutus somente na estacéo seca-fria e O. hispidus principalmente
na chuvosa-quente, com apenas um exemplar na seca, sugere uma possivel
divisdo de recursos no uso do habitat. O roedor mais abundante, Akodon cursor
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(Figura 10), ndo apresentou flutuagdo sazonal nem diferencas significativas no
nivel populacional entre as estacdes, mas, naqueles meses em que houve maior
riqueza de espécies, A. cursor esteve ausente, sugerindo que o habitat foi
selecionado. Quando as respostas de muitas espécies e suas atividades no
meio ambiente sd0 comparadas, a ocorréncia de divisdo estrutural na estratégia
de vida pode levar a uma menor competi¢do e as diferentes espécies em uma
comunidade, podem responder diferentemente para uma mesma flutuacéao
ambiental (O'Connell, 1989).

A maior freqiéncia de carrapatos observada na estagio seca-fria (Figura
19), pode ser constatada pelo aumento de larvas e ninfas de Ixodes sp.
coletadas durante esta estagdo sazonal (Figura 20). Porém, considerando os
diferentes estagios bioldgicos do carrapato, bem como, suas preferéncias pelo
hospedeiro, verifica-se que os exemplares imaturos ingurgitaram principalmente
durante a estagdo seca-fria, havendo uma porcentagem maior de fémeas
ingurgitadas durante a estagdo chuvosa-quente (Tabela 5). Embora s6 uma
féemea de Amblyomma cajennense (Figura 8) tenha sido coletada durante a
estagédo chuvosa-quente no inicio do processo de ingurgitamento, seus estagios
imaturos ocorrem principalmente durante a estagdo seca-fria, os chamados
periodos de invernada (Flechtmann, 1977), atacando vorazmente seus
hospedeiros.

As fémeas de |. loricatus alimentaram-se preferencialmente durante a
estacdo chuvosa-quente, enquanto que as fémeas de /. didelphidis ingurgitaram
igualmente em ambas as estag6es. Poucos machos de ambas espécies foram
observados principaimente durante a estagdo chuvosa-quente, fixos a pele do
hospedeiro.

Esta sazonalidade pode ainda ser evidenciada mensalmente (Figura 21),.
quando se analisou a distribuicdo dos diferentes estagios bioldgicos das
espécies de carrapatos coletadas nos mamiferos em relagdo & temperatura e
pluviometria médias, apesar de faltarem dados para o segundo semestre de

1997, os quais poderiam refletir melhor esta distribuicdo més a més. As larvas e
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ninfas de Ixodes sp. (Figura 3a e b) atingiram o maior pico em Agosto/1995, dois
meses apdés a menor média de temperatura e durante a menor média
pluviométrica. Estes carrapatos imaturos, provavelmente sejam resultantes de
fémeas maduras que depositaram ovos nos primeiros meses do ano. Individuos
adultos da espécie . didelphidis foram coletados regularmente de Janeiro a
Abril/1995 e de Janeiro a Junho/1996, desaparecendo entre Maio e
Dezembro/1995; entretanto, apesar da distribuicdo irregular, adultos de /.
loricatus apareceram principalmente naqueles meses quando /. didelphidis
esteve ausente. Estas duas espécies s6 foram coletadas juntas em
Janeiro/1995 e em Abril/1996. O pico maximo de /. loricatus e I. didelphidis foi
registrado em Janeiro/1995 e em Abril/1995, respectivamente. A auséncia de /.
didelphidis nos meses em que [ loricatus foi predominante, sugere uma
possibilidade de estratégia para diminuir a competicdo pelo hospedeiro, entre as
duas espécies na fase adulta.

Quando se analisa a prevaléncia mensal de carrapatos por grupo de
mamiferos (Tabela 6), o pico maximo de infestagdo de carrapatos adultos em
marsupiais, ocorreu em Janeiro/1995 (Ponto 1 da Figura 2) e a maior infestagao
de carrapatos imaturos em roedores, foi em Agosto/1995 (Ponto 8b da Figura 2).
Estes valores demonstram o grau de infestagéo de carrapatos adultos (estagéo
chuvosa-quente) e imaturos (estacdo seca-fria) nos dois respectivos pontos de
coletas e, quando comparados com a Tabela 3, verifica-se em ambos os pontos,
0os maiores indices de densidade relativa de carrapatos, sugerindo alta
infestagc&o nestes locais.

Embora o x2 ndo tenha sido significativo, os mamiferos machos foram
mais parasitados que as fémeas, apresentando o0s maiores indices de
infestacdo em hospedeiros adultos (Tabela 7), excetuando Bolomys lasiurus que
apresentou infestagdo somente em jovens. Oligoryzomys nigripes teve um indice
de infestagdo maior do que as espécies Akodon cursor e B. lasiurus, cujos
indices de infestacdo foram equivalentes. Em média, os indices totais, foram de

0.9 carrapatos por hospedeiro para D. marsupialis ¢ 0.5 para os roedores,
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representando respectivamente, 62.5% e 37.5% do total de carrapatos
coletados.

Considerando o ciclo bioldgico, de dois anos ou mais, para espécies
americanas de /xodes que pertencem ao complexo /. ricinus (Yuval & Spielman,
1990), é possivel que as espécies /. didelphidis e |I. loricatus coletadas no
presente estudo, possam completar o seu ciclo biolégico em um ano, uma vez
que na América do Sul, os invernos na regido Sudeste sd8o bem mais amenos e
as condigdes climaticas em area de Floresta Atlantica sdo mais favoraveis. No
Sul, entretanto, em areas de Florestas com Araucéria angustifolia , a espécie I.
auntulus, que ndo pertence ao complexo /. ricinus (Clifford et al., 1973), foi
coletada em aves durante 1990 a 1995, mostrando evidéncias de um ciclo
bioldgico mais longo (manuscrito em preparagdo).

Dentre as espécies de Ixodes que ocorrem no Brasil, somente /. aurnitulus
e I. affinis alcangam a América do Norte, segundo (Durden & Keirans, 1996),
embora Cooley & Kohls (1945) tenham listado /. loricatus entre as espécies
americanas. A espécie /. auritulus distribui-se até o Alaska, enquanto /. affinis
distribui-se até o sul dos Estados Unidos sendo a Flérida seu limite maximo de
distribuicdo (Barros-Battesti & Knysak, 1998).

VI.2. Sazonalidade da infeccdo em mamiferos e carrapatos

De Janeiro/1995 a Maio/1995, houve uma certa regularidade de
marsupiais infectados com espiroquetas, havendo escassés de individuos
infectados nos meses seguintes (Tabela 9). Em quatro destes marsupiais foram
coletados carrapatos também positivos. As maiores porcentagens de carrapatos
infectados foram verificadas nos meses de Janeiro e Margo de 1995 e em Abril
de 1996, sendo que os machos de /. didelphidis foram mais infectados que as
fémeas, ocorrendo o contrario em relagao a /. loricatus (Tabela 10, Figura 22).
Segundo Oliver Jr. (1996) a transmissdo transovariana de B. burgdorferi ocorre,
mas & menos comum nos /xodes americanos. Considerando a possibilidade de

transmissdo transovariana das espiroquetas nos carrapatos coletados no
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presente estudo, o fato de haver mais fémeas infectadas que machos de /.
loricatus na estagdo chuvosa-quente, sugere que estas fémeas podem originar
um maior numero de larvas infectadas durante a estagio seca-fria.

Dos sete roedores positivos para espiroquetas (Tabela 11), quatro foram
capturados durante a estagcdo chuvosa-quente (Margo/1995, Janeiro e
Fevereiro/1996) e trés foram capturados na seca-fria (Abril/1995). Dentre seis
exemplares de Oxymycterus hispidus coletados principalmente durante a
estagéo chuvosa-quente, trés individuos (50%), sendo dois machos capturados
respectivamente, em Marco/1995 (ponto 3) e em Janeiro/1996 (ponto 13a), e
uma fémea capturada em Fevereiro/1996 (ponto 14 a), os trés exemplares
estavam positivos para espiroqueta; entretanto, esta espécie nunca apresentou
infestagdo de carrapatos durante o periodo de estudo.

Somente trés individuos de Akodon cursor, um macho e duas fémeas,
tiveram culturas positivas entre os 30 exemplares coletados, representando 10%
de individuos infectados, sendo que dois individuos foram capturados na
estacdo seca-fria (Abril/1995, ponto 4a) e um na chuvosa-quente, coincidindo no
mesmo ponto de coleta do exemplar macho de Oxymycterus hispidus infectado
(Janeiro/1996, ponto 13a). Em Bolomys lasiurus, as espiroquetas cresceram
apenas em cultura de bago de um exemplar capturado em Abril/1995, no mesmo
ponto de coleta dos individuos A. cursor positivos.

Todos os exemplares de carrapatos coletados em A. cursor, estavam
negativos para espiroqueta (Tabela 12). Todavia, as culturas de sangue e bago
do individuo DR2 (Tabela 11) procedente do ponto 4a, apresentaram
crescimento de espiroquetas. Das trés larvas e sete ninfas coletadas em dois
exemplares de Oligoryzomys nigripes, duas larvas e cinco ninfas estavam
infectadas, enquanto que as trés larvas de dois exemplares de Bolomys lasiurus
estavam positivas (Figura 24).

Apesar de aumentar significativamente as capturas de mamiferos e
carrapatos durante a estacio seca-fria, o numero de marsupiais e carrapatos

infectados com espiroquetas, foi maior na estagéo chuvosa-quente. Embora o
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ntimero de roedores e carrapatos coletados tenha sido muito superior na
estacio seca-fria, 0 nimero de individuos infectados foi equivalente em ambas
as estagdes, sendo que os carrapatos coletados nos roedores, somente
apresentaram espiroquetas durante a estagcio seca-fria (Figura 25).

Na tentativa de se obter maiores informacdes através das recapturas de
D. marsupialis, quanto a possibilidade de contato com o agente etiolégico e as
perspectivas de evidéncias de transmisséo sazonal, ao final de cada fase de
campo, os marsupiais foram devolvidos ao ambiente. O individuo D3 (capturado
em Fevereiro, Margo, Maio/1995, respectivamente nos pontos 2, 3 e 5a), o
individuo D6 (capturado em Fevereiro, Margco e Novembro/1995,
respectivamente nos pontos 2, 3 e 11c) e o D7 (capturado em Fevereiro,
Margo/1995, respectivamente nos pontos 2 e 3), apresentaram espiroquetas em
culturas de sangue somente na primeira captura. Foram recapturados ainda,
quatro individuos que ndo estavam infectados com espiroquetas e nem
tampouco infestados com carrapatos. Nos animais infectados quando da
primeira captura, é possivel que as espiroquetas tenham migrado para as
visceras, apos o periodo de espiroquetemia. Entretanto, em gambés, n&o se
conhece a persisténcia da espiroqueta na corrente circulatéria.

Em cobaios infectados com B. burgdorfen, a espiroquetemia pode
persistir por até 7 meses, mas a fase mais infectiva para carrapatos /.
scapularis, foi verificada apds 30 dias, conforme demonstrado por Piesman
(1988), atraves de teste xenodiagnédstico.

Modelos experimentais com aves aqudticas da espécie Anas
platyrhynchos platyrhynchos, responde a espiroquetemia de forma semelhante
quando inoculadas com B.burgdorferi. Burgess (1989) em seu experimento
inoculou B. burgdorferi em 4 patos por via oral, 4 patos por via intraperitonial e 2
aves serviram como controle. Naquelas aves infectadas oralmente, foi
encontrado borrelias tanto no material cloacal como no figado 22 dias pods-
infeccdo. Nos patos inoculados intraperitonialmente, as espiroquetas foram

detectadas no sangue 29 dias pés-infecgéo.
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Em carrapatos Amblyomma americanum coletados no Missouri, New
Jersey, New York, Carolina do Norte e Texas, foi identificada uma espécie de
borrelia ndo cultivavel, B. lonestari sp. n., e tem sido postulada como provavel
agente etiolégico de borreliose de Lyme nestas areas por Barbour et al. (1996).

Para o Brasil, ha registro de apenas uma espécie de borrelia denominada
de Borrelia brasiliensis por Davis (1952), tendo sido encontrada no sangue de
roedor de laboratério, que serviu de hospedeiro para um carrapato argasideo da
espécie Omithodoros brasiliensis procedente do Rio Grande do Sul. O sangue
obtido da cauda do animal infectado, foi injetado em outros ratos numa série
consecutiva até a sétima passagem da espiroqueta no sangue periférico.
Entretanto, o autor verificou que a cepa desapareceu apés a sétima passagem
no sangue desde a primeira observagdo, ndo sendo mais recuperado do
hospedeiro, nem tampouco do carrapato. Porém quando o sangue infectado foi
injetado em 2 cobaios, as espiroquetas persistiram na corrente circulatéria dos
cobaios por aproximadamente sete dias, causando febre nos animais.

Pinto & Primo (1931) relataram que pessoas picadas por O. brasiliensis,
gueixaram-se de dor de cabeca, dispineia € aumento da temperatura corporal,
sendo especulado pelos autores, uma possivel relagdo do carrapato com a
doenga, embora a febre reincidente ndo tenha sido registrada para o Estado do
Rio Grande do Sul. Entretanto, a B. brasiliensis nunca mais foi assinalada,
sendo desconhecido o seu papel real como patdgeno em humanos.

Tendo em vista a possibilidade da participacdo de argasideos como
vetores de B. burgdorferi, conforme foi relatado por Butler & Denmark (1990),
nds inoculados alguns camundongos isogénicos intraperitonialmente com B.
burgdorferi (cepa americana), para observarmos o periodo entre o in6culo e o
aparecimento das espiroquetas na corrente circulatdria, tendo por finalidade,
alimentar carrapatos Ornithodoros talaje (Argasidae) nestes animais infectados
e verificar a suscetibilidade destes carrapatos a infecgdo, bem como, a
capacidade de manutencdo das borrelias transestadialmente. Foi observado

que a espiroquetemia nos roedores, ocorreu aproximadamente 30 dias apds a
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inoculacdo e que as larvas e ninfas destes carrapatos, adquiriram a borrelia,
mas perderam-na apos a terceira muda (dados ndo publicados).

Quanto a morfologia das espiroquetas encontradas nos animais de
ltapevi, verificou-se que nos "in print" de rim e bago (Figura 31a e b) as
espiroquetas sdo menores em comprimento do que aquelas observadas em "in
print" de bexiga e figado (Figura 33a e b) e em esfregago sanguineo (Figura
32). E possivel que o corante Giemsa possa ter contribuido para reduzir o
comprimento celular; entretanto, as substancias quimicas produzidas pelo
proprio 6rgdo poderiam igualmente estar contribuindo para estas alteragdes.
Segundo Barbour & Hayes (1986), em culturas de borrelias ocorrem variagdes
tanto em comprimento como em amplitude das espiras, quando os nutrientes
ndo estdo adequados ou ainda, em funcéo de adaptacdo quando séo utilizados

diferentes animais para experimentacao.

V1.3. Vigilancia epidemiolégica em areas endémicas

A situagdo da doenca de Lyme no Canada e Estados Unidos, tem levado
a uma constante conscientizacdo sobre a emergéncia da doenga em
populagbes recentes sob circunstancias de risco, em areas suburbanas onde
ocorre exposicdo ocupacional. Um surto explosivo foi descrito em uma
comunidade que vive em éreas adjacentes a uma regido de preservacéo natural
em Massachusetts (Lastavica et al., 1989).

Um Sistema de Vigilancia Nacional para a doeng¢a de Lyme foi implantado
nos Estados Unidos desde 1982. Porém, este sistema tornou-se completamente
estabelecido somente em 1991. Foi adotado uma definicdo uniforme de caso,
cujas leis foram implementadas em 46 estados americanos. Neste sistema, o
CDC recebe semanalmente os registros de casos dos Departamentos de Saude
dos Estados e os encaminha para publicacdo no MMWR. Uma anélise geral de
todos os dados ¢ interpretada anualmente. Adicionalmente tém sido realizado

esforgos no sentido de criar um mapa de distribuigdo por localidade, com a



finalidade de se identificar a transmissdo enzodtica local, bem como as
variagdes introduzidas nas areas onde ocorre transmiss&o.

O numero de casos vem aumentando regularmente desde 1982,
possivelmente refletindo um aumento real de incidéncia. O suave declinio que
ocorreu de 1994 para 1995, pode estar relacionado a fatores ecoldgicos. Como
resultante das variagbes do meio ambiente, estes fatores ecolégicos, exercem
influéncia nas populagbes de Ixodes scapularis que é o vetor principal no
Nordeste e Centro Norte dos Estados Unidos.

Foram registrados 11.603 casos de doenca de Lyme pelo Center
Diseases Control (CDC, 1995) em 43 estados americanos em 1995 e o Distrito
de Columbia apresentou uma incidéncia na populagdo de 4.4/100.000
habitantes. Esta é a segunda taxa mais alta desde 1982, mas com um declinio
de 11% nos 13.043 casos registrados em 1994. Porém em 1996, o numero de
casos aumentou para 16.461, representando um acréscimo de 41%, com uma
incidéncia de 6.2/100.000 habitantes (CDC, 1997). Durante as ultimas décadas
a doenga de Lyme espalhou-se em novas areas causando surtos no Nordeste,
Norte Central e nas regides do atlantico central dos Estados Unidos. As taxas
de 4.4/100.000 habitantes também foram registradas em oito estados nas areas
endémicas onde o numero de doentes foi de 10.640 (92%) do total de casos.

A proporgéo de doentes entre 0 e 17 anos foi de 2760 (24%) e de adultos
entre 35 a 49 anos foi de 2797 (24%). Em 11.504 casos, 5811 (51%) eram do
sexo masculino.

Foi observado uma reducgéo no numero de casos de borreliose de Lyme
na Georgia e no Missouri. A explicagédo para isto seria porque houve uma maior
conscientiza¢do dos profissionais da satide que atuam em &areas ndo endémicas
ou porque as lesdes pele causadas por carrapatos tém sido associadas a outras
etiologias.

Nenhum caso do Missouri ou do Sul dos Estados Unidos, foi até o
presente momento, confirmado pelo isolamento de Borrelia burgdorferi. Um tipo
semelhante de doenga de Lyme, caracterizada por uma lesdo na pele similar ao
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eritema migratério porém com sorologia negativa para B. burgdorferi, foi
registrada por Campbell et al. (1995), entre 0s pacientes da Georgia e do
Missouri.

Na Segunda Conferéncia Nacional de Diagnésticos Sorolégicos de
Doenga de Lyme (CDC, 1995), foi recomendado o uso de um teste duplo para
sorodiagnéstico. O primeiro seria o teste de sensibilidade a enzima
imunoabsorvente (ELISA) e imunofluorescéncia indireta (IFA). Para aqueles
resultados positivos ou confusos, foi recomendado o teste Western-blotting, de
maior especificidade. Por causa da sensibilidade e especificidade do ELISA e
Western-blotting, os resultados podem variar. Deve se, portanto, considerar o
tempo de exposigcdo e a histéria clinica do paciente para a interpretacio
sorolégica.

Os estudos para produgdo de vacina contra a borreliose de Lyme
encontram-se em estagios avancados, embora com inumeros problemas a
serem resolvidos (Coyle, 1993). A inoculagdo de espiroquetas vivas carreiam
riscos de infecgdo que podem ser incontrolaveis, uma vez que B. burgdorferi é
conhecida como causadora de infecgdo cronica persistente. O uso de
espiroquetas inativadas requer um processo que assegure a morte de todos os
organismos vidveis sem destruicdo estrutural de sua imunogenicidade. Além
disso, esta técnica também requer um cuitivo "in vitro" em grandes quantidades,
fato este que acarreta a adogio de uma boa infraestrutura de recursos humanos
e tecnoldgicos, 0 que ndo é to simples.

Grandes esforcos tém levado ao desenvolvimento de proteinas ou
peptideos sintéticos para a produg&o de imun6genos. A identificacdo de genes
que codificam proteinas imunogénicas, pode ser usada para clonar DNA. Este
pode ser inserido, por exemplo, em Escherichia coli para produzir grandes
quantidades de proteina purificada ou epitopos de proteina (peptideos),
proporcionando a obtencgdo de antigenos puros. Tais antigenos ndo tém sido
bem identificados para a doeng¢a de Lyme em humanos, mas o mais conhecido &
a lipoproteina OspA, porém baseada somente em modelos animais. Anticorpos
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para OspA surgem cedo em infecgdes animais, entretanto em humanos, a
resposta chega tarde e & bastante variavel (Coleman & Benach, 1987). Além
disso, ainda ndo estd claro se uma vacina simples podera ser apta para
oferecer imunidade a diferentes cepas de B. burgdorfen.

Enquanto isso, medidas preventivas sao ainda as mais utilizadas, como:
uso de repelentes para carrapatos, inspeg¢ao rigorosa para a remogao precoce
dos vetores fixados na pele e uso de carrapaticidas em areas frequentadas por
veados. Estes metodos continuam a ser importantes para a redugdo de riscos
nas areas endémicas, além de serem preventivos para outras doengas

veiculadas por ixodideos.

Vi.4. Avaliagdo da situagdo de riscos de infecgdo em humanos

O encontro de Amblyomma cajennense em pequenos mamiferos
silvestres ndo foi incomum na area de estudo, apesar de parasitar animais
domésticos preferencialmente. Esta espécie e A. aureolatum, foram coletadas
em marsupiais, entre setembro/1993 e agosto/1994, durante a realizagdo do
plano piloto (Barros-Battesti et al., 1995; Yoshinari et al., 1995). No presente
estudo, A. cajennense foi coletada novamente em marsupial, apresentando
cultura positiva para espiroqueta; todavia A. aureolatum nao foi observada nos
hospedeiros estudados, mas ocasionalmente este carrapato foi coletado em cao
doméstico do condominio, tendo apresentado crescimento de espiroquetas na
cultura. Ambas espécies picam o homem vorazmente, principalmente nas fases
imaturas.

Um outro fato interessante foi a captura de Raftus norvegicus, em
Fevereiro/1996 no ponto 14b, dentro da area florestada (Figura 34). Apesar de
ndo estar infestado com carrapatos e nem infectado com espiroquetas, este
roedor urbano é incomum em area de floresta. Nos pontos 14b e 14a, foram
capturados respectivamente, um exemplar D. marsupialis (D38) parasitado por /.
didelphidis positivo para espiroquetas (Tabela 8) e um roedor Oxymycterus
hispidus (DR57) infectado no figado (Tabela 11). Na Europa, roedores urbanos
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infectados experimentalmente com Borrelia afzelii, demonstraram ser
reservatorios competentes para a borreliose (Matuschka et al.,, 1997);
entretanto, no Brasil, estes roedores sdo mais comumente hospedeiros para
pulgas vetoras de pestes e acaros Mesostigmata, sendo raramente parasitados
por carrapatos.

Apesar da inexisténcia de provas sobre o envolvimento de outros
artrépodes como vetores para a doenga de Lyme, Pokorny (1989) observou a
presenca de B.burgdorferi em 13 espécies de Acari, 15 espécie de moscas e 2
espécies de pulgas, todos encontrados naturalmente infectados. A incidéncia de
anticorpos contra B.burgdorferi em animais procedentes da mesma localidade,
revelou-se positiva em 8 espécies de aves passeriformes e em 22 espécies de
mamiferos silvestres, incluindo marsupiais.

Casos de doenca de Lyme no Estado do Mato Grosso do Sul, levou a
uma investigagdo de pequenos mamiferos e carrapatos em ambiente de mata
no municipio de Campo Grande. Foram coletados somente carrapatos do
género Amblyomma n&o sendo encontrado /xodes nos animais investigados.
Houve crescimento de espiroquetas em cultura de figado de um roedor e em
cultura de carrapatos imaturos de Amblyomma (lsaias P. Costa, tese de
doutorado em andamento - Faculdade de Medicina da USP).

Por outro lado, a possibilidade de Ixodes picar humanos no Brasil, deve
ser considerada uma vez que, muitos hospedeiros antes restritos ao ambiente
de mata, hoje vivem em fragmentos isolados de vegetagao junto as areas rurais
e urbanas, convivendo no ambiente peri-domiciliar com animais domésticos,
podendo acarretar intercambio e adaptagdo de ectoparasitos entre os
ambientes, bem como a veiculagio de patégenos.

De 1990 a 1995, dos 500 casos suspeitos no Brasil, 25 portadores da
doenca foram detectados, sendo 18 femininos e sete masculinos, na faixa etaria
entre 4 e 48 anos. A casuistica revelou quinze casos na fase aguda, sete no
estagio secundario (latente ou recorrente) e trés evoluindo da fase aguda para
latente (Yoshinari et al., 1995).
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Os sintomas clinicos nem sempre evidentes e o dificil diagndstico,
contribuem para a evolug&o a um quadro crénico da doenga (Yoshinari et al.,
1997). Além da reatividade cruzada das borrélias com outras espirogquetoses,
tais como sifilis e leptospirose, observa-se também, reacdo cruzada com a
Febre Reumatica de carater autoimune com Streptococcus betahemolitico do
grupo A (Giancarla Gauditano, tese de doutorado aguardando defesa -
Faculdade de Medicina da USP).

O aspecto clinico da doenga de Lyme é o Eritema Cronico Migratorio
(ECM), lesao cutanea expansiva de borda eritematosa e fundo claro, que surge
no ponto de inoculagdo do agente etioldgico (Yoshinari et al,, 1993a). Esta
lesdo primdria permanece em geral por 4 a 20 dias, podendo extender-se por
até alguns meses. Na fase septicémica, podem aparecer outras lesdes
chamadas de eritema anular secundario menos expansivas que o ECM,
podendo atingir troncos e membros. Geralmente estdo acompanhadas de
manifestagdes clinicas que lembram um quadro gripal.

Na fase aguda, podem aparecer poucas espiroquetas circulantes no
sangue ou presente nas lesGes. Porém, as chances de isolamento do
microrganismo no sangue s3o minimas. Na fase secundéria, semanas ou meses
ap6s o contagio inicial, sdo observadas oligoartrites de grandes articulagdes,
meningorradiculite e outras lesdes secundarias (Steere, 1989).

Complicagdes podem surgir tardiamente como acrodermatite cronica
atrofica, lesdo cutanea tardia semelhante a esclerodermia em placa com
periostite do osso adjacente, artrite cronica semelhante a doenga reumatoide,
fadiga cronica, disturbios de comportamento, entre outras. Pode ainda ocorrer
miocardites, cardiomegalia e disfungdo ventricular, havendo o encontro de
borrelias no miocardio, em raros casos fatais. Na América do Norte, estima-se
que 4% a 10% dos pacientes apresentam comprometimento cardiaco (Cox &
Kraden, 1991).

Sintomas sugestivos de irritagdo meningeal, caracterizados por cefaléia e

rigidez de nuca, podem surgir no inicio da doenga quando o ECM esta presente,
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assemelhando-se a meningite. Este quadro clinico envolvendo complicagdes
neurolégicas, com ou sem ECM, tem sido mais frequente em pacientes com
doenga de Lyme no Mato Grosso do Sul, cujas manifestagdes neurolégicas
podem ser observadas tanto na fase de disseminagdo precoce como na fase
tardia da doenga (lsaias P. Costa, tese de doutorado em andamento). Na
Regido Sudeste, também tem sido constatada a ocorréncia de paralisia facial
(Sulene Pirana, tese de doutorado em andamento - Faculdade de Medicina da
USP).

O isolamento de um agente etioldogico autdctone, possibilitaria a
realizagdo das provas imunolégicas com antigenos especificos que
contribuiriam para o correto diagnéstico laboratorial dos casos clinicos. Mas,
apesar de todos os esfor¢os para isolar as espiroquetas e tentar identifica-las
através de microscopia eletronica, ndao houve sucesso devido a grande
contaminagdo das culturas. Foram realizadas varias tentativas no sentido de
reduzir os contaminantes, através de antibiéticos e filtragem; entretanto, as
espiroquetas sofrem a agdo dos antibibticos e reduzem consideravelmente nas
culturas filtradas. Outra técnica foi o cultivo em meio sélido para facilitar o
isolamento na presenc¢a de contaminantes, mas as espiroquetas brasileiras néao
se desenvolveram, ocorrendo exatamente o contrario com B. burgdorferi que
apresentou bom crescimento neste meio de cultura (Alexandre D. Zeitune,
comunicagio pessoal).

Foram ainda, realizados vérios testes de PCR (reacdo de polimerase em
cadeia), mas o resultado tem sido sempre negativo (Paulo José L. Barros, tese
de doutorado em andamento - Faculdade de Medicina da USP), embora estes
testes ainda estejam em fase de padronizagéo.

E possivel que estes microrganismos encontrados nos animais e
carrapatos que foram investigados no presente estudo, ndo sejam do género
Borrelia; entretanto, também n&o sdo Leptospira, porque as amostras de sangue

destes mamiferos positivos para espiroquetas visualizadas em microscopio de
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campo escuro, foram submetidas & microaglutinagdo para 24 sorotipos de
Leptospiras por (Mori et al., 1996), cujos resultados foram negativos.

Nos testes de sorologia, pelo método ELISA indireto e ELISA de captura
de antigenos, realizados por Bonoldi et al. (1996) com as amostras de soro dos
marsupiais capturados em ltapevi, constatou-se positividade respectivamente
em, 91% (31/34) e em 21.4% (6/28). Alexandre D. Zeitune (comunicag¢ao
pessoal) testou as amostras de soros dos roedores capturados através da
técnica de hemaglutinagado utilizando B. burgdorferi, resultando 20% positivos.

Embora estes microrganismos ainda nao tenham sido isolados e
identificados, ha fortes evidéncias de que pertencam ao género Borrelia uma
vez que foram encontrados nos mamiferos e carrapatos, apareceram em
culturas inoculadas com macerados de larvas de carrapatos colhidos nos
roedores, porém estes ndo estavam infectados, levando a crer que a
espiroqueta pode estar sendo transmitida transovarianamente, apesar da
possibilidade dos carrapatos terem se infectado por via ndo sistémica
considerando a alimentagdo simultanea, como foi relatado por Randolph et al.
(1996) para outros carrapatos; crescem em meio de cultura BSK préprio para
borrelias; estdo presentes praticamente em toda a area estudada (Figura 34)
incluindo o local onde surgiram casos da doenga.

Consequentemente, na area do condominio residencial Transurb, €
altamente provavel que 0s marsupiais e roedores silvestres, bem como,
carrapatos imaturos do género Ixodes e as espécies Ixodes didelphidis, |.
loricatus e Amblyomma cajennense, tomem parte na estrutura zoonética do
agente etioloégico, de modo a ser determinante de exposi¢do do homem a

doenga.
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VIl. CONCLUSQOES

Ha fortes evidéncias de que os microrganismos encontrados no presente

estudo pertengcam ao género Borrelia, uma vez, que:

Foram encontrados em pequenos mamiferos e carrapatos dos géneros
Ixodes e Amblyomma.

Crescem em meios de cultura BSK inoculados com sangue e o6rgdos de
pequenos mamiferos silvestres e carrapatos.

Considerando que cada vetor normalmente infecta um reservatério, e o
reservatorio pode amplificar horizontalmente a transmissdo ao infectar varios
vetores, a transmiss&o na érea de estudo é mantida por roedores silvestres
quando servem de hospedeiros para os estagios imaturos de /xodes durante
a estagdo seca-fria, estes, por sua vez, ao atingirem o estagio adulto,
infectam os marsupiais principalmente durante a estagdo chuvosa-quente.

Os marsupiais infectados, hospedeiros principais de Ixodes na fase adulta,
quando sdo picados por carrapatos do género Amblyomma, transportam o
patégeno para o peridomicilio.

As pessoas podem contrair a doenga quando sdo picadas principalmente por
carrapatos infectados do género Amblyomma, cuja espécie assinalada na
area de estudo, é altamente eclética, podendo parasitar animais domésticos e
humanos tanto quanto animais silvestres.

A presenga predominante de D. marsupialis entre os mamiferos capturados
durante todo o periodo de estudo, tanto no peridomicilio como na mata,
sugere este modelo de transmissao.

Os focos naturais de espiroquetas estdo distribuidos praticamente, em toda a
area peridomiciliar e mata do condominio residencial, confirmando os dados

previamente registrados de endemismo para esta regido.
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VIil. ABSTRACT

Several cases of human Lyme borreliosis were found in different Brazilian
regions between 1990 to 1995. Four of them were from Cotia and Itapevi,
municipalities, State of Sdo Paulo. This study aims to contribute to the
elucidation of the aspects of the transmission of borreliosis in a residential joint
area, in ltapevi, State of Sao Paulo, where the firsts cases, with clinic and
serology compatible with Lyme disease, were registered. The natural focus of
spirochetes were studied during the period between January, 1995 to June,
1996. In a total 134 small wild mammals, and 88 ticks collected on them, were
investigated. The adult ticks were identified as Ixodes didelphidis, I. loricatus and
Amblyomma cajennense, and the immature stages as /xodes sp. For both, hosts
and ticks, the relative density index was correlated with meteorological data by
Spearman and Pearson coefficients. For marsupials and ticks, these correlations
were not significant. For rodents the correlations were significant and directly
related to the lower temperature and rainfall indices (p<0.05). The greater
frequency of immature ticks occurred in the dry season, mainly on rodents;
meanwhile, adult ticks, prevailed during the rainy season, occurring only on
marsupials. Blood and organs of hosts and ticks were inoculated into BSK
medium. Spirochetes like Borrelia were observed in 13% of marsupial blood
culture of the Didelphis marsupialis species and in 36.4% of ticks collected on
this host. Spirochetes were also observed in 9.7% of the blood and organs of the
rodents Oxymycterus hispidus, Akodon cursor and Bolomys lasiurus and in
30.3% of the ticks collected on them. The infected mammals and adult ticks
mainly occurred in the rainy season, and the infected immature ticks only in the
dry season. There are strong evidences that these spirochetes belong to the
genus Borrelia: they were found in small mammals and ticks, growed in
inoculated medium with material from Ixodes larvae collected on non-infected
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rodents suggesting transovarial transmission; and grow in medium characteristic
for Borrelia.
Key word: ticks spirochetes - mammals spirochetes - natural focus - Lyme

borreliosis.
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