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RESUMO

Microrganismos patogénicos em areas naturais sdo integrantes da biodiversidade.
De forma geral, estes patdogenos ficam restritos ao ambiente original pelas
necessidades bidtica e abidticas evolutivamente impostas. Por outro lado, atitudes de
preservacdo e reconstituicdo de areas naturais bem como a procura para lazer e
moradia com a aceitagdo da proximidade de animais selvagens, como a capivara no
Brasil, sdo crescentes. Estas modificagdes aumentam a interface da vida selvagem
com humanos e adicionaram complexidade as relagcdes patdgeno-hospedeiro. Desta
maneira, o incremento de determinadas doengas infecciosas ja conhecidas e o
surgimento de novas ¢ antecipavel. Neste contexto, vetores como os carrapatos € um
hospedeiro em especial, o cdo, servem como ponte importante dos patogenos de
areas naturais para o homem. Destaca-se que riquetsias, bactérias intracelulares, sao
os principais agentes de zoonoses transmitidas por carrapatos no Brasil. Neste
trabalho foram pesquisadas espécies de Rickettsia em carrapatos do ambiente e de
caes em propriedades rurais no entorno do Parque Estadual do Pau Furado (PEPF),
municipios de Araguari e Uberlandia, Minas Gerais, uma reserva natural de
Cerrado. Ao todo foram coletados 167 carrapatos em caes de duas espécies:
Rhipicephalus sanguineus € Amblyomma sculptum. Foi observada uma prevaléncia
de 78,6%, intensidade média de infestacao de 14,9 e abundancia média de 11,7, de
infestacdo por R. sanguineus e prevaléncia de 14,3%, intensidade média de 1,5 e
abundancia média 0,2 de infestagdo por A. sculptum nos caes. No ambiente foram
coletados 42 carrapatos das espécies Amblyomma sculptum e Amblyomma
dubitatum. A pesquisa de DNA de Rickettsia sp. pela PCR foi realizada em 58
amostras, resultando em duas amostras (um pool de larvas Amblyomma spp. e uma
ninfa de A. dubitatum) positivas para R. bellii ¢ uma amostra (pool de larvas
Amblyomma spp.) amplificada para o gene OmpA. Das 12 amostras de soro de caes,
nove (75%) apresentaram sororreatividade para alguma espécie de riquetsia, destes,
seis (66,7%) apresentaram titulos para R. rhipicephali, sendo que dois (33,3%)
apresentaram titulos >1:1.024. A sororreatividade também foi observada com R.

rickettsii em trés (33,3%) caes sendo que um (33,3%) apresentou titulo >1:1.024.

Palavras-Chave: Caes. Carrapatos. Cerrado. riquetsia. Zoonose.



ABSTRACT

Pathogenic microorganisms in natural areas are part of biodiversity. In general, these

pathogens are restricted to the original environment by biotic and abiotic constrains. On
the other hand, attitudes of preservation and reconstitution of the natural environment,
as well as the demand for recreation and living with the acceptance of proximity to wild
animals, such as the capybara in Brazil, are increasing. These modifications increase
the interface of wildlife with humans and added complexity to host-pathogen relations.
So, the development of certain infectious diseases already known and the emergence of
new ones is predictable. In this context, vectors like ticks, and a specific host, the dog,
stands as an important bridge of pathogens from natural areas to the men. It should be
noted that rickettsia, intracellular bacteria, are the principal zoonotic agents transmitted
by ticks in Brazil. In this work, we studies Rickettsia species in ticks from the
environment and from dogs of rural proprieties surrounding the Pau Furado’s State
Park, Araguari and Uberlandia, Minas Gerais, a nature reserve of Cerrado. On the whole
167 ticks were collected from dogs of two species: Rhipicephalus sanguineus e
Amblyomma sculptum. An infestation prevalence of 78.6%, medium infestation
intensity of 14.9 and average abundance of 11.7 was observed for R. sanguineus and of,
respectively 14.3%, 1.5 and 0.2 for 4. sculptum on dogs. In the environment 42 ticks
from the species Amblyomma sculptum e Amblyomma dubitatum were collected. The
search of Rickettsia sp. DNA was done in 58 tick samples and two samples (one larva
Amblyomma spp. pools and one nymph of 4. dubitatum) were positive to Rickettsia
bellii and one sample (larva Amblyomma spp. pools) amplified for the OmpA gene.
Of 12 samples of dogs serum, nine (75%) showed sororreactivity for at least one
Rickettsia species, of these, six (66.7%) reacted R. rhipicephali, and from these two
(33.3%) showed titles >1:1.024. The sororreactivity for R. rickettsii was observed in
three (33.3%) dogs, and from these one (33,3%) showed title >1:1.024.

Key Words: Dogs. Ticks. Cerrado. Rickettsia. Zoonosis.
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1 INTRODUCAO

Trés quartos das doengas infecciosas emergentes humanas sdo zoonoticas ¢ a maioria
dos patdgenos se origina da vida selvagem (RYAN; SPRAKER, 2010). O aumento de
doengas infecciosas de seres humanos associadas a vida selvagem pode ser atribuido, entre
outros, ao contato maior estabelecido por atitudes antropogénicas (RYAN et al., 2010).
Neste contexto, merece atencdo um agente importante: o cdo (OTRANTO et al., 2009).
Trata-se de uma espécie que ¢ privilegiada em sua convivéncia com o homem, além disso,
explora o ambiente que o cerca e, se ndo restrito, percorre distancias grandes, inclusive
areas selvagens (QUEIROGAS et al., 2010). Nesta situagdo o cdo se expde a uma
variedade maior de ambientes e potencialmente estabelece um fluxo de vetores e/ou
patogenos para seres humanos como, por exemplo, carrapatos e riquetsias (PINTER;
LABRUNA, 2006; QUEIROGAS et al., 2010; SZABO et al., 2013a).

Neste trabalho estudou-se a infeccdo por riquetsias em carrapatos de caes e do
ambiente através da pesquisa de DNA no potencial vetor e a exposicao dos caes por soro-

reatividade anti-riquetsias.



2 REVISAO DE LITERATURA

O Cerrado ¢ considerado um “hotspot” da biodiversidade global o que significa que
possui um nimero particularmente elevado de espécies endémicas e estd muito ameagado
pelas atividades humanas (CINCOTTA et al., 2000). Este bioma também alberga grande
parte da populagdo brasileira. Sua pulverizacao pelas atividades produtivas e urbanizacao
dos tultimos séculos associada as medidas mais recentes de conservacao e reconstitui¢ao
de reservas (muitas urbanas) e alteracdo comportamental do homem face a vida selvagem,
criaram areas novas e diversas de interface. O efeito deste processo sobre a biodiversidade
em pequenos remanescentes naturais, areas reconstituidas, grandes reservas e seu entorno,
areas verdes de lazer e outros ¢ uma incognita. Neste contexto, porém € certo que outros
elementos da biodiversidade, como insetos, artrépodes e microrganismos sao também
influenciados e as relagdes hospedeiro-vetor-microrganismo afetadas, algumas com
potencial para originarem zoonoses emergentes ou reemergentes.

Doengas transmitidas por carrapatos exemplificam algumas das consequéncias deste
complexo de modificacdes no Brasil. Por exemplo, a epidemiologia da Febre Maculosa
Brasileira causada pela bactéria Rickettsia rickettsii ¢ ainda pouco compreendida. Porém,
a reemergéncia da enfermidade humana estd vinculada ao crescimento de populagdes de
capivaras em proximidade ao homem (quando ¢ transmitida por carrapatos do complexo
Amblyomma cajennense) ou associada aos caes que veiculam carrapatos Amblyomma
aureolatum infectados de areas de Mata Atlantica (PINTER; LABRUNA, 2006; revisto
por SZABO et al., 2013a; KRAWCZAK et al., 2014).

Carrapatos, artropodes ectoparasitas obrigatorios, sdo encontrados em todos os
ambientes terrestres, desde desertos quentes a ambientes gelados, e parasitam todos os
vertebrados terrestres incluindo aves, répteis e mamiferos (SONENSHINE, 2002).
Notavelmente, carrapatos sdo vetores de diversos agentes infecciosos a0 homem e animais
e sO perdem para os mosquitos como vetores de patdogenos para o homem, muito embora
possam transmitir uma variedade maior de agentes infecciosos (JONGEJAN;
UILENBERG, 2004). Em ambientes naturais carrapatos integram a fauna parasitaria que
coexiste com hospedeiros (PEREIRA et al., 2000) estabelecendo relacdes que moldam
ambos (parasita e hospedeiro) evolutivamente.

O Brasil possui, a saber, 72 espécies de carrapatos (LABRUNA, 2018). O

conhecimento sobre a biologia e ecologia destes, entretanto, ¢ majoritariamente sobre um
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numero reduzido de espécies, aquelas mais abundantes nas dreas urbanas e rurais. As
outras espécies assim como seus hospedeiros e microrganismos associados, estdo mais
afastadas em ecossistemas e microambientes especificos as vezes em populagdes
reduzidas. No entanto, as alteragdes ambientais, modificacdes de comportamento humano
e transito de cdes ja& mencionados tornam estas espécies alvo importante de pesquisa haja
visto o incremento de contato com o ser humano. Exemplo disso, relatos recentes sobre
carrapatos de animais selvagens em cies é comum (QUEIROGAS et al., 2010; SZABO et
al., 2007, 2013a). O carrapato Amblyomma ovale, exemplifica esta situacdo de forma mais
especifica para a satde publica. Parasita de carnivoros em sua forma adulta (LABRUNA
et al., 2005) este carrapato ¢ comum em caes que adentram areas naturais do Cerrado e
Mata Atlantica (QUEIROGAS et al, 2010; SZABO et al, 2013a). Constatou-se
recentemente a associagdo de uma riquetsia patogénica para seres humanos no Brasil
(SPOLIDORIO et al., 2010) com areas naturais, caes ¢ A.ovale (SABATINI et al., 2010;
SZABO et al., 2013a).

Riquetsias sdo os principais agentes de zoonoses transmitidas por carrapatos no Brasil
(LABRUNA, 2009). Até recentemente a Unica riquetsiose humana conhecida transmitida
por carrapatos era a Febre Maculosa Brasileira causada pela bactéria Rickettsia rickettsii.
Uma segunda riquetsiose humana, mais branda, foi recentemente identificada no Brasil e
atribuido a uma riquetsia (cepa Mata Atlantica) transmitida por carrapatos 4. ovale.
Finalmente ha de se considerar que nas ultimas duas décadas novas espécies de riquetsias
do grupo da febre maculosa foram identificadas no Brasil em carrapatos de areas verdes
mais preservadas ou em fragmentos (LABRUNA et al., 2004; OGRZEWALSKA et al.,
2008).

Com a modificacdo acentuada entre a relagdo dos seres humanos com animais,
ambientes pristinos e conservagdo da natureza, ocorreram conjuntamente alteracdes nas
interfaces entre areas rurais e urbanas ¢ areas naturais. Neste contexto, relacoes
hospedeiro-parasita podem se modificar, entre outros, com a amplificagdo de populagdes

de parasitas ou estabelecimento de novas interagoes.
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3 METODOLOGIA

3.1 Area de Estudo

O estudo foi conduzido no assentamento Aguas Limpas (figura 1) (Coordenadas: - 18°
46’ 477, - 48° 08’ 51.7”), em Araguari, Minas Gerais, vizinha ao Parque Estadual do Pau
Furado (coordenadas: - 18° 49° 17.4>°, - 48° 09’ 55.2”"). Ao todo foram realizadas trés
coletas, as quais ocorreram durante os meses de fevereiro e marco de 2019. Parque
Estadual do Pau Furado (PEPF) ¢ uma reserva de Cerrado, administrada pelo Instituto
Estadual de Florestas (IEF). O PEPF estd localizado nos municipios de Uberlandia e
Araguari, regido do Tridngulo Mineiro, Estado de Minas Gerais, ocupando uma area total
de 2.186,849 hectares. A vegetacdo do PEPF ¢ caracterizada pelo bioma Cerrado,
apresentando pequenas areas de ocorréncia de Mata Atlantica, ao longo do rio Araguari. O
PEPF abriga uma rica flora e fauna e encontra-se cercada por propriedades particulares
que desenvolvem desde agricultura de subsisténcia a diversas atividades comerciais e
turisticas. Muitas das propriedades do assentamento possuem um ou mais caes que, de

forma variavel, de local para local, acessam areas naturais e fragmentos do cerrado.

Figura 1. Local de estudo localizado no interior do assentamento
Aguas Limpas. Na area circulada notamos a presenca de um cao.

Fonte: Arquivo Pessoal.
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3.2 Coletas de Carrapatos

Carrapatos foram coletados em propriedades localizadas do entorno do PEPF. Para tal
foram selecionadas 05 propriedades por conveniéncia. Os critérios para a escolha destas
propriedades foram em ordem de importancia: 1) autorizagdo do proprietario (Anexo I),
2) presenga de caes e 3) presenga de fragmentos de areas naturais, na maioria das vezes a

reserva legal, proximas a PEPF que permitam fluxo da fauna selvagem.

3.3 Coleta de Carrapatos do Ambiente

Estas coletas foram realizadas nas areas naturais das propriedades. As coletas de
carrapato foram feitas por meio de arraste de flanela e com armadilhas de gelo seco, o
qual atual como fonte de CO,, para atrair carrapatos (CANCADO, 2008), conforme
descrito anteriormente (SZABO et al., 2007). Foram determinados cinco pontos de coleta,
proximos a borda da mata, conforme ilustrado na Figura 2. Em cada um dos pontos
foram posicionadas cinco armadilhas de gelo seco, com excec¢dao do ponto de nimero 4, no
qual foram colocadas de 06 armadilhas, totalizando 26 armadilhas de gelo seco. O arraste
utilizando flanela (figura 3a) foi realizado nas trilhas de acesso e entorno dos pontos de

namero 1, 4 e 5 totalizando 1000 metros de arraste (area de 1000 m?).

3.4 Coleta de Carrapatos de Caes

Em cada propriedade visitada, todos os caes disponiveis foram contidos manualmente
e a superficie de cada animal cuidadosamente inspecionada (figura 3b). Cada animal
inspecionado foi identificado devidamente de acordo com o local de origem, raga e sexo.
Foi ainda averiguado o acesso do cdo aos ambientes da regido (restrito ao domicilio do
responsavel, circulagdo pela propriedade, acesso as areas naturais).

Todos os carrapatos coletados foram armazenados em frascos de acrilico e
transportados até o Laboratorio de Ixodologia da Universidade Federal de Uberlandia
(LABIX-UFU) para posterior identificagdo de acordo com chaves dicotomicas

(BARROS-BATTESTI et al. 2006, MARTINS et al. 2010).



13

Figura 2. Pontos de coleta de carrapatos, representados pelos nimeros de 1 a 5, nas
proximidades do assentamento Aguas Limpas e Parque Estadual do Pau Furado,
Araguari, MG.

Fonte: Google Maps (2019).

Figura 3a. Técnica de Arraste com flanela. Figura 3b. Imagem ilustrativa da vistoria do
corpo de um animal para procura de carrapatos.

Fonte: Arquivo Pessoal. Fonte: Arquivo Pessoal.
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3.5 Pesquisa de Rickettsia em Carrapatos

A pesquisa de DNA de Rickettsia em carrapatos foi feito através da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) em amostras de carrapatos coletados do ambiente e dos caes
presentes em cada propriedade. Para esse fim, carrapatos adultos e ninfas foram
individualmente processados para extracio de DNA pelo método de tiocianato de
guanidina (SANGIONI et al. 2005). Larvas em “pools” de 9, 15 e 20 individuos foram
processadas. O DNA extraido foi submetido a reagdo de PCR para gene 16S, a fim de
confirmar o sucesso da extracdo e em seguida foi submetido a PCR para o gene gitd
(CS2) - conforme descrito por Labruna et al. (2004) - o qual estd presente em todas
espécies de riquetsia. Como controle positivo nas reagdoes DNA para 16S e glt4 foi
utilizada 1uL da amostra de Rickettsia parkeri gentilmente cedido por Marcelo Bahia
Labruna, (FMVZ — USP). Para PCR do gene R. bellii e OmpA, foram utilizados como
controle positivo 1uL de R. bellii e R. rickettsii. Apds a realizacdo destes procedimentos,
as amostras que mostraram-se positivas para o gene gltA foram encaminhadas primeiro
para PCR especifica para R. bellii e as que mostraram-se negativas na reacao anterior
passaram por uma segunda PCR para gene OmpA, gene este presente nas riquétsias do

Grupo da Febre Maculosa.

3.6 Teste da Hemolinfa

O teste de hemolinfa ¢ um método de triagem que permite identificar, sob microscopia
de luz, os carrapatos adultos que estejam infectados por organismos morfologicamente
compativeis com riquétsias (BURGDORFER, 1970). Cada carrapato adulto vivo teve a
por¢do distal de uma das patas cortada e uma a duas gotas de sua hemolinfa foi instilada
sobre lamina de vidro limpa e desengordurada. As laminas assim obtidas foram fixadas
ao ar livre, coradas pelo método de Gimenez (1964) e examinadas ao microscopio Optico
sob imersdo (objetiva 100x). Apos este procedimento os carrapatos foram congelados e

armazenados individualmente a -80 °C.
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3.7 Coleta de Amostra Sanguinea de Caes

Para a realizagdo da coleta de sangue dos caes, os mesmos foram contidos
manualmente e por meio da puncdo da veia cefalica, o sangue foi armazenado em tubos a
vacuo e trazidos para o Laboratério de Ixodologia (LABIX- UFU), em temperatura
ambiente. Para obtencdo do soro, foi utilizada a centrifuga modelo Daiki 80-2B
Centrifuge por 10 minutos a 160G, sendo posteriormente armazenado em freezer a -20°C

em tubos de eppendorf para posterior reagdo de imunoflorescéncia indireta (RIFI).

3.8 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Para a RIFI foram utilizados antigenos de cinco espécies de Rickettsia (R. rickettsii, R.
parkeri, R. amblyommatis, R. rhipicephali ¢ R. bellii) gentilmente cedidas pelo Prof.
Marcelo Bahia Labruna da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia-USP.

Uma aliquota de soro foi diluida em solugdo tamponado com fosfato (PBS), na
proporcao de 1:64, sendo em seguida instilado 20 microlitros sobre cada antigeno (cinco
espécies de Rickettsia) previamente fixado na lamina. A lamina foi incubada em estufa a
37°C durante 30 minutos em camera umida, enxaguada e deixada de molho em solugdo
tampao com triton X-100 durante 10 minutos (este processo foi repetido duas vezes cada
qual em solug¢do nova), para em seguida ser seca a temperatura ambiente.

Apos a secagem foi instilado sobre cada amostra da ldmina 20 microlitros da diluigao
contento de conjugado anti-cdo diluido 1:600 (Sigma®) e PBS, a qual passou novamente
pelo processo de incubagdo (37°C, 30 minutos) e enxague com solucao tampao com triton
X-100. As laminas foram deixadas de molho em uma solu¢cao detampao com triton X-100
e corante azul de Evans, sendo este processo e o de secagem agora realizada em camara
escura, tendo em vista que o conjugado ndo deve ficar exposto a luz devido a
fluorescéncia.

Para leitura em campo escuro da reacdo em microscopio de imunofluorescéncia
(aumento de 40x), foi adicionado as laminas gotas de glicerina tamponada (pH=9,0) e
laminulas.

As amostras de soro passaram primeiramente por uma triagem, a qual as soro-
reagentes a determinado antigeno (titulo > 64) foram submetidas ao processo de titulagdo,

através de diluicao seriada do soro em PBS nas seguintes proporcdes: 1:64, 1:128, 1:256,
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1:512 e 1:1024. Todo o processo incubagdo em estufa com cdmara umida teve a adi¢ao de
conjugado anti-cao 1:600 e lavagem em solucdo tamponada de fosfato e triton X-100, com

e sem Azul de Evans, realizado na triagem, foi repetido no processo de titulaco.

3.9 Analise dos Resultados

Os parametros de infestagdo dos caes foram avaliados conforme Bush et al. (1997),
quais sejam; intensidade média (IM) (nimero total de carrapatos encontrados/numero de
hospedeiros infestados), prevaléncia (P) (niimero de hospedeiros infestados/mimero de
hospedeiros vistoriados) e abundancia média (AM) (numero total de carrapatos
encontrados/numero de hospedeiros vistoriados). A pesquisa por riquetsias foi qualitativa,
visando a detecgdo e identificacdo de espécies. A soroprevaléncia para animais reativos

para Rickettsia sp. também foi determinada.

3.10 Etica

A coleta de carrapatos conforme apresentado foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Utilizacao de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (Protocolo 042/15). (Anexo
10).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a primeira ¢ a terceira coleta, foram coletados carrapatos de 14 e o sangue de
12 animais foi colhido e armazenado em tubos devidamente identificados com o nome do
animal, local e data da coleta.

A segunda coleta foi destinada ao ambiente, utilizando o arraste com flanelas por 1000
metros e posicionamento de 26 armadilhas de gelo seco por um periodo de 1,5 horas.

Ao todo foram coletados no corpo dos caes 167 carrapatos. Destes 145 (86,8%) adultos
de R. sanguineus (47 fémeas e 98 machos), trés (1,7%) fémeas de A. sculptum e 19
(11,3%) ninfas de R. sanguineus. Doze destes carrapatos adultos foram submetidos ao teste
da hemolinfa, sendo que todos os mesmos apresentaram resultado negativo.

Como pode ser observado na tabela 1, a espécie que apresentou maior prevaléncia
neste trabalho foi a de R. sanguineus, sobrepondo-se sobre a de 4. sculptum. Apesar do
namero pequeno de caes se comparado ao trabalho realizado por Szab¢d et al. (2010), na
regido de Uberlandia, o mesmo resultado pode ser observado, sendo que tanto caes de
areas urbanas como de areas rurais apresentaram maior infestacdo por R. sanguineus, se
comparado a outras espécies de carrapatos.

Estes resultados ja sdo diferentes do que foi descrito por O’dwyer et al. (2001) onde
cdes de 4areas rurais apresentam frequentemente carrapatos do género Amblyomma,
enquanto caes de areas urbanas apresentam frequentemente infestagdes por R. sanguineus.

Uma possivel explicagdo para os cdes apresentarem maior prevaléncia de R.
sanguineus, assim como descrito por Labruna et al. (2001) seria pelo fato de que estes
hospedeiros possuirem locais especificos de repouso proximo a residéncias. Esta espécie
de carrapato apresenta habitos nidicolas e realiza todo seu ciclo de vida ndo parasitario em
ambiente doméstico seco. Outra possibilidade para a maior prevaléncia de R. sanguineus
seria 0 baixo contato dos cdes com locais ou animais silvestres que favorecessem a
infestacdo com outros carrapatos do género Amblyomma (LABRUNA; PEREIRA, 2001;
RODRIGUES et al., 2008).
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Tabela 1. Prevaléncia, Intensidade Média e Abundancia Média de carrapatos de acordo com a
espécie encontrada em cdes do municipio de Araguari, Minas Gerais, Brasil.

Espécie Prevaléncia (%) Intensidade Média Abundancia Média
R. sanguineus 78 14,91 11,71
A. sculptum 14 1,5 0,21

Fonte: Arquivo Pessoal.

No ambiente ao todo foram coletados 42 carrapatos, sendo trés (7,1%) A. dubitatum (1
fémea e 2 ninfas), 33 (78,6%) 4. sculptum (20 fémeas, 8 machos e 5 ninfas) e 6 (14,3%)
bolos de larvas. Dos 42 carrapatos coletados, 16 foram submetidos ao teste da hemolinfa, a
qual apresentou resultados negativos.

Por se tratar de uma area de reserva natural de cerrado e a coleta ter sido realizada no
verdo, adultos de 4. sculptum apresentaram maior prevaléncia no ambiente, assim como
descrito por Szabd et al. (2007).

Ao todo 86 carrapatos, tanto do ambiente como de caes — 69 adultos (49 R. sanguineus,
19 A. sculptum, 1 A. dubitatum.) , 11 ninfas (2 A. sculptum, 2 A. dubitatum, 7 R.
sanguineus), € 6 pools contendo 9, 15 ou 20 larvas, foram submetidos a PCR. O éxito na
extracdo de DNA foi confirmado por meio da amplificagdo do gene 16S, onde 58
carrapatos mostraram-se positivos, sendo que a maioria (60,3%) era R. sanguineus. Apenas
trés destas amostras amplificaram para a por¢ao gene gl/tA4, sendo 1 ninfa de A. dubitatum e
2 pools de larvas do ambiente.

Como a maioria dos carrapatos que tiveram seu DNA extraido eram da espécie R.
sanguineus, era de se esperar que ndo houvesse amplificagdo para o gene glt4, apesar de
que estudos recentes vem mostrando que em regides do Brasil como de Minas Gerais
(Pacheco, R. C. et al., 2011) e Rio de Janeiro (Cunha, N. C. et al, 2009; Gehrke, F.S. et

al., 2009), foi possivel encontrar a presenga da bactéria nessa espécie de carrapato.
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Figura 4. Gel de Agarose a 1,2% das amostras submetidas a PCR
para amplificacdo do gene gltA. MW: Marcador molecular; C-:
Controle negatico; C+: Controle positivo.

91 12013 14 1516 17 1819 X 2122 O G+

Fonte: Arquivo Pessoal.

A PCR especifica para R. bellii foi realizada em trés amostras sendo que duas (uma
ninfa de A. dubitatum e um bolo de larvas Amblyomma sp.) resultaram na amplificacdo de
DNA (figura 5). A terceira amostra, um bolo de larvas, negativa para R. belli foi
submetida a PCR para amplificagdo do gene OmpA e resultou em produto amplificado
(figura 6). Este resultado indica haver infeccdo do “pool” de larvas com uma espécie de
Rickettsia do grupo da Febre Maculosa e que devera ser identificada por sequenciamento

do gene amplificado.

Figura 5. Gel de Agarose a 1,2% para R. bellii realizada em
amostras positivas para glt4. MW: Marcador molecular; C-:
Controle negatico; C+: Controle positivo.

Fonte: Arquivo Pessoal.



20

Figura 6. Gel de Agarose a 1,2% para OmpA. MW: Marcador
molecular; C-: Controle negatico; C+: Controle positivo.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Os soros dos caes reagentes e seus respectivos titulos para cada antigeno foram estdo
apresentados na tabela 2.

Nove caes (75%) soro-reagiram contra, pelo menos, um antigeno de riquetsia, sendo
que dois (16,7%) apresentaram titulos quatro vezes superior quando comparado a outras
espécies, considerando assim que o possivel causador da infecgdo no cdo 02 seja a R.
rhipicephali € no cao 04 R. rhipicephali ou R. rickettsii.

A prevaléncia pode ser considerada elevada se comparada aos trabalhos realizados
por Cardoso et al. (2006) e Silva et al. (2010), onde respectivamente nenhum dos 73 caes
testados soro-reagiu e com apenas 3/453 (0,66%) cdes soro-reagentes.

No conjunto os resultados indicam que os cdes avaliados estdo expostos a bactéria R.
bellii e uma Rickettsia do grupo da febre maculosa. A identificacdo desta ultima depende
do sequenciamento do DNA e comparagdo com as sequencias do banco genético
(Genbank). O sequenciamento também do gene 16S das larvas de Amblyomma infectadas
pela riquetsia, permitirdo a identificagdo do vetor. Estas andlises serdo feitas
posteriormente.

Considerando o titulo elevado de alguns animais contra as espécies de riquetsias do
grupo da febre maculosa e R. bellii a exposicao deve ser frequente e a mais de uma espécie
de riquetsia. No entanto, o vetor especifico para as riquetsias do grupo da febre maculosa

permanece desconhecido.
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Figura 7. RIFI de um cdo positivo para uma das
cinco espécies de riquetsia.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Tabela 2. Titulos de anticorpos anti-Rickettsia spp. obtidos através da reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) em caes do municipio de Araguari, Minas Gerais, para 5

espécies de Rickettsia.

Titulos RIFI para os antigenos:

Soro R. rickettsii R. parkeri R. amblyommatis R. rhipicephali R. bellii
Cao 01 NR NR 64 128 512
Cao 02 512 256 512 >1024 512
Cao 03 256 NR 128 256 NR
Cao 04 >1024 NR 256 >1024 NR
Cao 05 NR NR NR 128 NR
Cao 06 NR NR NR 128 NR
Cao 09 NR NR 128 NR 512
Cao 10 NR NR 128 NR NR
Cao 11 NR NR NR NR NR
Cao 12 NR NR NR NR 256
Cao 13 NR NR NR NR NR
Cao 14 NR NR NR NR NR

Fonte: Arquivo Pessoal.

NR: Nao reagente
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5 CONCLUSAO

Caes do entorno do Parque Estadual do Pau Furado sdo parasitados por carrapatos da
espécie R. sanguineus ¢ A. sculptum e estdo expostos a riquetsias do Grupo da Febre
Maculosa e R. bellii. O vetor especifico das riquetsias do grupo da febre maculosa ¢ por

ora desconhecido.
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ANEXO I - TERMO DE CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PELO(S)
ANIMAL(IS)

Universidade Federal de Uberlandia
0} Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagéo
Comisséo de Etica na Utilizag#o de Animais (CEUA)
Rua Ceard, S/N — Bloco 2T, sala 113 — CEP 38405-315
Campus Umuarama — Uberlandia/MG — Fone: 3239 4300 Ramal (VOIP) 3423;
e-mail:ceua@propp.ufu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PELO(S) ANIMAL(AIS

Voce esta sendo convidado para participar de uma pesquisa intitulada Carrapatos e patégenos
zoonoticos do Cerrado e da Mata Atlantica na interface com éreas antropizadas, sob responsabilidade
do pesquisador Matias Pablo Juan Szab¢ Este estudo foi aprovado pela Comissido de Etica no uso de
Animais da Universidade Federal de Uberldndia, CEUA-UFU, CNPJ 25.648.387/0001-18, e tem por
objetivo: Pesquisar por patdgenos causadores de zoonoses em carrapatos de cfio de dreas do Cerrado
€ Mata Atlantica em interface com atividade humana. Para participar deste estudo, o(s) animais serdo
contidos manualmente e submetidos a coleta de sangue (5 ml). Neste trabalho os animais poderio

estar expostos a hematoma no local da puncfio venosa. Este estudo possibilitara fornecer parimetros
para avaliacdo do risco de exposicdo da populagio humana a patégenos transmitidos por carrapatos

no Cerrado e Mata Atléntica. Esclarecemos ainda, que sua autorizagfio para a inclusdo do(s) seu(s)
animal(is) nesse estudo € voluntdria. Seu(s) animal(is) podera(@o) ser retirado(s) do estudo, a qualquer
momento, sem que isso cause qualquer prejuizo a ele(s). A confidencialidade dos seus dados pessoais
sera preservada. Os membros da CEUA ou as autoridades regulatorias poderdio solicitar suas
informagdes, € nesse caso, elas serdo dirigidas especificamente para fins de inspegdes regulares.

O Médico Veterinario responsavel pelo(s) seu(s) anima(is) serd o(a) Dr(a) Matias Pablo Juan
Szabg , inscrito(a) no CRMV-MG sob o nimero 7816. Além dele, a equipe do Pesquisador Principal
também se responsabilizara pelo bem estar do(s) seu(s) animal(is) durante todo o estudo e ao final
dele. Quando for necessario, durante ou apos o periodo do estudo, vocé podera entrar em contato com
o Pesquisador Principal ou com a sua equipe pelos seguintes contatos:

Tel. de emergéncia: (34) 99149 4107

Enderego: Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Uberlandia

Telefone: (34) 3225-8432

Apbs estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar
desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, a declaragéio anexa.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus riscos e
beneficios ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsavel. Fui também informado que posso retirar
meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao assinar este Termo de Consentimento, eu

portador do RG declaro
que autorizo a participagdo do(s) meu(s) animal(is) identificado(s), a seguir, neste projeto.

Este documento seré assinado em duas vias, sendo que uma via ficara comigo e outra com o
pesquisador. Identificag@o do(s) animal(is):

Nome ou Numero de identificacdo:

Espécie:

Raga:

Uberlandia, de de20 .
i / c /%Q //,//Dt /

Assinatura do Proprietario ~ Assinatura do Pesquisador
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ANEXO II - CERTIFICADO APROVADO PELA COMISSAO DE ETICA NA
UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA

‘ Universidade Federal de Uberlandia

Cary nna
. LHilizogae de Animals
- CEUR

— Comissio de Etica na Utilizagio de Animais —

h 2 4

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Carrapatos e patégenos
zoonéticos do Cerrado e da Mata Atlantica na interface com areas
antropizadas”, protocolo n° 042/15, sob a responsabilidade de
Matias Pablo Juan Szabé — que envolve a producéo, manutencdo
elou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008. do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacéo
Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA
NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE
FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunigo de 22 de maio de 2015,

(We certify that the project entitled "Carrapatos e patogenos zoonbticos do Cerrado e da Mata
Atlantica na interface com areas antropizadas”, protocel 042/15, under the responsibility of
Matias Pablo Juan Szabé - involving the production, maintenance and/or uss of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is
in accordance with the provisions of Law n° 11.794, of October 8th, 2008, of Decree n® 6.899 of
July 15th, 2008, and the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE
(CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in. meeting of May 22th, 2015..

}_Vigéncia do Projeto Inicio: 20/06/2015 / Término: 28/02/2020
Especie / Linhagem / Grupos Taxondmicos Cao, Espécie silvestre brasileira
NOmero de animais 360
Peso / Idade Variado / variado
Sexo =
Origem / Local Parque Nacicnal do Iguagu
Numero da Autorizago SISBIO 48141-1
Atividade(s) Captura

Uberlandia, 25 de maio de 2015.
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Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU
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