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RESUMO

Localizado em Uberlandia, o Parque do Sabia ¢ o principal parque publico da cidade e
habitat de varias espécies de animais, dentre eles, Hydrochoerus hydrochaeris e Didelphis
albiventris, os quais tiveram coletados entre os anos de 2010 e 2013 carrapatos, que foram
armazenados no Laboratorio de Ixodologia — UFU. O presente estudo objetivou a
investigacdo da presenca de bactérias do género Rickettsiae, nesses carrapatos. Foram
utilizados trezentos e vinte e um carrapatos das espécies Amblyomma sculptum (adultos
e ninfas), Amblyomma dubitatum (ninfas), Ixodes loricatus (adultos e ninfas) e bolos de
larvas de Amblyomma sp., combinados em cento € noventa e oito amostras de DNA.
Realizou-se PCR das extragdes e eletroforese em gel de agarose para visualizagdo de
bandas moleculares. Destas extragdes, trinta e uma apresentaram banda positiva para
rRNA 16S. Destas, doze amostras apresentaram amplificagdo para um segmento da
sequéncia do gene gltA de Rickettsia spp. e também amplificacdo especifica para gt/4 de
R. bellii, oito amostras de A. dubitatum, uma de A. sculptum, duas de Amblyomma sp.
larvas e uma de I loricatus. Trés dessas amostras, uma de A. dubitatum, uma de A.
sculptum coletados de capivara e uma de 1. loricatus de gamba foram sequenciados e suas
sequéncias de nucleotideos eram idénticas uma da outra. Essas sequéncias também eram
idénticas as sequéncias gltA de R. bellii da Colombia (MT174170, de Ixodes tropicalis),
Argentina (MH282858, de Amblyomma ovale), EUA (MN372317, de Rhipicephalus
sanguineus), e varios locais do Brasil (MK962697, de Amblyomma aureolatum, no estado
do Espirito Santo; MN064678, estado do Rio de Janeiro, de Amblyomma longirostre;
MH236876, de Amblyomma rotundatum, no estado do Amap4; e outros). Apesar de ndo
ter sido detectada a presenga de Rickettsia do grupo da febre maculosa neste estudo e R.
bellii apresentar patogenicidade indeterminada em humanos, a presenca de 4. sculptum e
A. dubitatum em animais que vivem no Parque do Sabia reforca a necessidade do
monitoramento da presenga de Rickettsia spp. em carrapatos e seus hospedeiros, pois o
aumento da populacdo desses animais pode favovecer o desenvolvimento de vetores e

possiveis casos de doenga.

Palavras-chave: Rickettsia, Carrapato, Febre Maculosa Brasileira;



ABSTRACT

Located in Uberlandia, the Sabi4 Park is the main public park of the city and habitat of
several animal species, among them, Hydrochoerus hydrochaeris and Didelphis
albiventris, which were collected between 2010 and 2013 ticks, which were stored in the
Ixodology Laboratory - UFU. This study aimed to investigate the presence of bacteria of
the genus Rickettsiae in these ticks. Three hundred and twenty one ticks of the species
Amblyomma sculptum (adults and nymphs), Amblyomma dubitatum (nymphs), Ixodes
loricatus (adults and nymphs) and cakes of larvae of Amblyomma sp. were used,
combined in one hundred and eighty five DNA samples. A PCR of the extractions and
electrophoresis in agarose gel was performed for visualization of molecular bands. Of
these extractions, thirty one presented positive band for rRNA 16S. Of these, twelve
samples showed amplification for a segment of the gt/4 gene sequence of Rickettsia spp.
and also specific amplification for gt/4 of R. bellii, eight samples of A. dubitatum, one of
A. sculptum, two of Amblyomma sp. larvae and one of 1. loricatus. Three of these samples,
one from A. dubitatum, one from A. sculptum collected from capybara and one from /.
loricatus from opossum were sequenced and their nucleotide sequences were identical to
each other. These sequences were also identical to the glt4 sequences R. bellii from
Colombia (MT174170, by Ixodes tropicalis), Argentina (MH282858, by Amblyomma
ovale), USA (MN372317, by Rhipicephalus sanguineus), and several locations in Brazil
(MK962697, by Amblyomma aureolatum, in the state of Espirito Santo; MN064678, state
of Rio de Janeiro, by Amblyomma longirostre; MH236876, by Amblyomma rotundatum,
in the state of Amapa; and others). Although the presence of Rickettsia from the macular
fever group was not detected in this study and R. bellii presents undetermined
pathogenicity in humans, the presence of A. sculptum and A. dubitatum in animals that
live in the Sabiéd Park reinforces the need to monitor the presence of Rickettsia spp. in
ticks and their hosts, because the increase in the population of these animals may favor

the development of vectors and possible cases of disease.

Keywords: Rickettsia, Tick, Brazilian Spotted Fever;



1. INTRODUCAO

Muitos artropodes, incluindo carrapatos, sdo vetores de grande variedade de
patdgenos que causam doengas em animais domésticos e selvagens e humanos, cujas
morbidade e mortalidade vem aumentando nas tltimas décadas. As alteracdes constantes
na biodiversidade, mudancgas climaticas e a interferéncia humana tornam esse mecanismo
cada vez mais frequente (DE LA FUENTE et al., 2016; MANSFIELD et al., 2017;
ARAUJO et al,, 2019; FONSECA et al., 2020). Dentre as principais doencas de
importancia para a saide humana causadas por patdgenos transmitidos por vetores
artropodes estdo a dengue, a febre amarela, a encefalite causada por virus, a borreliose de
Lyme e as riquetsioses (CIOTTTI et al., 2018; JAHFARI et al., 2017; ROSENBERG et al.,
2018; PADDOCK et al., 2008; PADDOCK et al., 2015; STRAILY et al., 2016;
HERRICK et al., 2016). Ja para a area da veterinaria, estdo a babesiose, erliquiose,
anaplasmose, dentre outras (TODD et al., 2015; HERWADT et al., 2011; HARRIZ et al.,
2016). No entanto, novos exemplos de doengas virais e bacterianas transmitidas por

carrapatos estdo sendo constantemente relatadas (VOORDOUW, 2015).

1.1 Carrapatos

O estudo de algumas espécies de carrapatos € de extrema importancia para satde
publica e animal em todo o mundo, pois existem aproximadamente 900 espécies de
carrapatos descritas com ocorréncia em diversos paises, biomas e ecossistemas. Essa
irregularidade est4 relacionada a especificidade ecologica do carrapato e a ocorréncia e

disponibilidade de hospedeiros (GUGLIELMONE et al., 2010; BARBIERI et al., 2019).

Os carrapatos sdo parasitas hematdfagos pertencentes ao filo Arthropoda de
grande importancia médico-veterinaria e sua relagdo com seus hospedeiros e patdogenos
pode ser complexa. Além disso, também estdo difundidos no ambiente, pois podem passar
boa parte da vida fora dos hospedeiros (DE LA FUENTE et al., 2016; RAMOS et al.,
2019).

As diferentes espécies de carrapatos possuem diversidade no mecanismo de
repasto sanguineo, o que influencia diretamente na evolugdo dos estagios larval, de ninfa

e adulto, sendo os componentes da saliva dos carrapatos essenciais para essa relagdo



(PAROLA etal.,2013; DALL’AGNOL et al., 2019). A saliva do carrapato € uma mistura
complexa de compostos bioquimicos. Andlises protedmicas dos transcriptomas de
glandulas salivares sugerem que a alimentagdo do carrapato leva a regulacao positiva de
expressao de proteinas no carrapato; quando secretados, promovem a ligacao deste ao
hospedeiro, inibem as respostas imunoldgicas do mesmo, como a coagulagao do sangue,
e inibem a multiplicagdo microbiana (KARIM & RIBEIRO, 2015; RIBEIRO, SLOVAK,
FRANCISCHETTI, 2017; HOVIUS et al., 2008). Isso permite que o carrapato possa ser
infectado por algum patdégeno em qualquer estagio de seu ciclo de vida, que essa infec¢ao
persista em cada estagio do desenvolvimento, via transmissao transestadial e possibilite
a transmissdo no préximo estagio de vida do micro-organismo para outro hospedeiro

(PAROLA et al. 2013; DALL’AGNOL et al., 2019).

A transmissdo de micro-organismos para o carrapato ocorre no momento do
repasto de sangue de um hospedeiro infectado, enquanto a co-alimentagdo ¢ uma forma
de transmissdo entre carrapatos que ocorre quando varios carrapatos se alimentam em

proximidade, permitindo que o agente seja transferido entre eles (BELLI et al., 2017).

A maioria das espécies de carrapatos Ixodideos podem permanecer se alimentando
no hospedeiro por varios dias, o que parece favorecer a transferéncia de patogenos ao
hospedeiro através da saliva do carrapato, caso ele esteja infectado (KARBOWIAK et al.,
2016). Quando o carrapato entra em contato com a bactéria, ndo ¢ necessario um periodo
minimo de tempo para que a transmissdao aconteca, esse fato ocorre assim que ele se

conecta ao hospedeiro (LEVIN et al., 2020).

Um estudo mostrou que estagios de desenvolvimento de vida livre entre diferentes
espécies de carrapatos sofrem essa interferéncia ambiental. Comparando-se espécies de
A. dubitatum e A. sculptum, observou-se que a primeira apresentou maiores taxas de
sobrevivéncia quando foram submersos em agua por diferentes periodos de tempo. Por
outro lado, taxas maiores de sobrevivéncia foram observadas para A. sculptum quando
foram incubados em condi¢des cuja umidade relativa do ar era mais baixa. Estes
resultados sugerem que A. dubitatum ¢ mais resistente a habitats e solos imidos do que
A. sculptum, enquanto que esta Gltima espécie € mais resistente a habitats mais secos

(LUZ et al., 2019).
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Entre as espécies de carrapatos que mais afetam seres humanos no continente
americano, estdo o Ixodes scapularis, Amblyomma aureolatum, Amblyomma sculptum,
Dermacentor variabilis € Ornithodoros spp., que sdo considerados vetores de diversos
patogenos como Rickettsia rickettsii, Ehrlichia muris eauclairensis, Babesia microti,

Powassan virus e diferentes espécies de Borrelia (MENTZ et al., 2016).

No Brasil, os carrapatos sdo compreendidos por 75 espécies de carrapatos, sendo
a maioria deles associados a animais selvagens descritas (DANTAS-TORRES et al.,
2019; MARTINS et al., 2019; MUNOZ-LEAL et al., 2020; ONOFRIO et al., 2020).
Muitas dessas espécies sdo agressivas a humanos, parasitismo que geralmente acontece
de forma ocasional, possivelmente quando humanos se deslocam para areas onde ocorrem
infestacdes de carrapatos (apud TOLESANO-PASCOLI, 2014). As espécies como A.
sculptum, A. aureolatum, Amblyomma ovale, Amblyomma dubitatum e Ornithodoros
brasiliensis foram relatadas em casos envolvendo picadas em humanos e varias dessas
espécies estdo envolvidas no ciclo de transmissdo de doengas (OGRZEWALSKA et al.,
2012; LABRUNA et al., 2014; DONALISIO et al., 2020; KrRAWCZAL et al., 2014;
NAVA etal., 2014; WECK et al., 2017; MORAES-FILHO et al., 2018; BRITES-NETO
et al., 2018), embora o A. sculptum, encontrado em muitas regides do sudeste e centro-
oeste, seja considerado o vetor mais agressivo e comum da febre maculosa brasileira
(FMB) (LABRUNA et al., 2014; KRAWCZAK et al., 2014; MORAES-FILHO et al.,
2018; BRITES-NETO et al., 2018).

O A. sculptum apresenta baixa especificidade entre hospedeiros e pode parasitar
diversos animais selvagens, domésticos e seres humanos. No entanto, capivaras, antas
(Tapuris terrestris) e cavalos (Equus caballus) sdo seus principais hospedeiros. A
presenca desses animais em parques publicos ou privados, associada a presenca de
espécies de Rickettsia do Grupo da Febre Maculosa GFM e infestagdes de carrapatos,
torna esses locais areas de risco, podendo ocasionar problema de saude publica

(PACHECO et al., 2009).

O A. aureolatum, encontrado em regides de Mata Atlantica, geralmente esta
associado a FMB através de picadas ocasionais em humanos, muitas vezes trazido por
animais domésticos, quando estes acabam sendo parasitados por carrapatos infectados

provenientes de animais silvestres (LAVINA et al., 2011).
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O A. ovale esta envolvido com uma riquetsiose branda se comparada a causada
pela R. rickettsii, com agente etioldgico conhecido como Rickettsia parkeri cepa Mata
Atlantica (SPOLIDORIO et al., 2010). Essa espécie possui uma relagao filogenética
proxima as espécies R. sibirica, R. parkeri e R. africae, pertencentes a0 GFM (SABATINI
et al., 2010).

Os carrapatos da espécie A. dubitatum também sao comuns em regioes do Sudeste
e Centro-Oeste brasileiro, cuja presenca de Rickettsia bellii, de patogenicidade
desconhecida em humanos, parece ser comum e relatada em diversos estudos, o que faz
dessa espécie de carrapato representar um papel indeterminado como vetor de patdogenos
causadores de riquetsiose (ALMEIDA et al., 2011; LABRUNA et al., 2004; PACHECO
et al., 2009; MATIAS et al., 2015; SAKAI et al., 2014; LABRUNA et al. 2007; NAVA
etal., 2010; LABRUNA, 2012; WECK et al., 2017; MONJE et al., 2015; SZABO et al.,
2007).

A ocorréncia 4. dubitatum e A. sculptum parasitando animais ¢ frequentemente
relatada, principalmente em capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) e gambas (Didelphis
spp.), animais comuns em regides endémicas para FMB (LUZ, et al., 2019; POLO et al.,
2017; MONTENEGRO et al., 2017; PASCUCClI et al., 2019). O género Ixodes, composto
por muitas espécies, também € conhecido por ndo possuir especificidade parasitaria,
sendo encontrado em diversos animais, incluindo gambas (BARROS-BATTESTI et al.,
2006; GUIMARAES et al., 2001; HORTA et al., 2006; KRAWCZAK et al., 2016).

A espécie Ornithodoros brasiliensis foi descrita por causar uma sindrome nao-
infecciosa que leva a alteragdes sistémicas e lesdes graves no local da picada, além disso
em condi¢des de pesquisa se mostrou um vetor em potencial para transmissao de Borrelia

(DALL’AGNOL et al., 2019).

Além das ja citadas anteriormente, outras espécies de carrapatos sdo conhecidas
por também causar doengas em seres humanos, como € o caso do Dermacentor andersoni,
que induz casos de paralisia no Canada, e o Ornithodoros savignyi, agente causador de

uma sindrome grave e muitas vezes letal em regioes da Africa. Porém, sdo patologias que
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parecem estar mais associadas a toxinas salivares do que a agentes infecciosos

(MORSHED, et al., 2017; MANS et al., 2002).

O presente estudo teve como objetivo principal investigar a presenca de Rickettsia
spp. em carrapatos das espécies A. sculptum (Figura 1), A. dubitatum (Figura 2), Ixodes
loricatus (Figura 3) e larvas de Amblyomma sp. (Figura 4), que foram encontrados em

capivaras e gambads do Parque do Sabid, um parque publico da cidade de Uberlandia, MG.

Figura 1: Espécie de carrapato Amblyomma sculptum, sendo: (A) fémea e (B) macho.

(Fonte: NAVA et al., 2014).

Figura 2: Espécie de carrapato Amblyomma dubitatum, sendo: (A) fémea e (B) macho.

(Fonte: Museu do carrapato, 2018)
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Figura 3: Ixodes loricatus, adulto. (Fonte: Museu do carrapato, 2018)

Figura 4: Ninfas de Amblyomma sp. (Fonte: MARIA OGRZEWALSKA, 2012).

1.1.2 Doengas causadas por patégenos transmitidos por carrapatos

Algumas espécies patogénicas de Borrelia sdo responsaveis por muitos casos de
doenca em diversos paises, como a Borreliose de Lyme (BL) e a febre recorrente no
hemisfério norte (CIOTTI et al., 2018; JAHFARI et al., 2017). Os sintomas da BL mais
comuns sdo, febre, dores de cabeca, dores musculares, erup¢ao cutanea e complicagdes
neuroldgicas e renais (ROSS RUSSELL et al., 2018); para a febre recorrente os mais
comuns sdo, febre intermitente, vomitos, dores de cabeca e dores no corpo (WARRELL,

2019).

Carrapatos infectados com a bactéria estdo presentes em muitas areas de florestas

e bosques, em diversos paises. Nos Paises Baixos, houve um forte aumento no nimero
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de consultas médicas com picadas de carrapatos e eritema migratério: de 73 mil consultas
para picadas de carrapatos em 2006 para 93 mil em 2009 e um aumento de pacientes com
eritema migratorio de 17 mil em 2006 para 22 mil em 2009 (RIJKSINSTITUUT, 2015).
Os Paises Baixos estdo entre os paises com maior incidéncia relatada de BL em todo o
mundo, com uma incidéncia média de aproximadamente 134 casos por 100 mil habitantes
por ano. Em relagdo a febre recorrente, mais de 500 casos confirmados foram relatados
nos EUA no periodo entre 1990 ¢ 2011 (CIOTTI et al., 2018; ROSENBERG et al., 2018;
SYKES & MAKIELLO, 2017).

As riquetsioses s3o doengas transmitidas principalmente por carrapatos e estiao
entre as principais doengas emergentes em todo o mundo. No Brasil, a principal doenca
transmitida por carrapatos ¢ a FMB, cujo agente etiologico ¢ a Rickettsia rickettsii. Os
sintomas mais comuns da FMB sao eritema no local da picada do carrapato, febre alta,
dores de cabeca, dores no corpo, vomito e diarréia (DEL FIOL et al., 2010). A
sintomatologia observada pela R. parkeri cepa Mata Atlantica ¢ semelhante ao da doenca
causada por espécies nos EUA, ou seja, febre, escara, erupcao cutanea, dores de cabega e

no corpo (SPOLIDORIO et al., 2010).

Nas ultimas décadas, o interesse mundial pelas infec¢gdes humanas causadas pelo
género Rickettsia € crescente. Novas espécies tém sido identificadas em diversos paises,
em grande parte gracas ao avango dos métodos de diagnéstico (BERMUDEZ & TROYO,
2018). A importancia e o estudo das doencas causadas por riquétsias em satde publica
vém ganhando cada vez mais espago, pois estdo associadas a artropodes vetores com

ampla distribuicdo geografica.

O estudo da infec¢do por bactérias transmitidas por carrapatos pode fornecer
informacdes gerais e conhecimento dos sintomas relacionados a cada agente causador de
doencga. Sendo assim, o estudo da ixodofauna em uma determinada regido ¢ fundamental
para a satde publica devido ao grande niimero de agentes etioldgicos e hospedeiros
envolvidos na epidemiologia das doengas causadas por patogenos transmitidos por
carrapatos e vital na preservacdo de espécies de animais selvagens (FONSECA et al.,

2020).
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Nos ultimos anos, doengas parasitarias e bacterianas transmitidas por vetores
surgiram em muitas regides geograficas e a ecologia e a epidemiologia dessas doencas
sdo afetadas pelas inter-relagdes entre os hospedeiros e patdgenos. O estudo e a
compreensdo dessa relagdo junto com o desenvolvimento de novas técnicas de
diagnostico tem permitido aos pesquisadores diagnosticar e rastrear melhor os agentes,
sua origem e rotas de infec¢do, e desenvolver programas preventivos de satde publica e

interven¢gdo (HARRUS & BANETH, 2005).

Considerando as dimensoes territoriais extensas do Brasil, com a grande variedade
de regides e biomas, ¢ evidente que o conhecimento existente sobre patogenos de

carrapatos, seus hospedeiros e suas associagdes estao longe de serem completas.

A detec¢do molecular de agentes infecciosos ¢ uma ferramenta muito importante
para levantamento e melhor compreensdo de dados, sejam eles ecoldgicos,

epidemioldgicos e clinicos, além de identificacdo das espécies e sua viruléncia.

1.2 Rickettsia spp.

As espécies de Rickettsia sao bactérias Gram-negativas intracelulares obrigatérias
que possuem a capacidade de infectar uma grande variedade de hospedeiros vertebrados,
principalmente por meio da transmissdo pela picada de vetores artropodes hematofagos.
Apesar da baixa prevaléncia desses micro-organismos na natureza em certos paises, como
Brasil e China eles sdo frequentemente negligenciados como uma importante causa de
doenga em todo o mundo (ABREU et al., 2019; QIN et al., 2019; BLANTON, 2019). Isso
se deve em parte as manifestagdes clinicas inespecificas, que geralmente sdo confundidas
com outras doengas infecciosas de carater febril agudas endémicas em muitas regides
tropicais e subtropicais e de dificil diagndstico, pela indisponibilidade de testes rapidos
para detectar a infec¢do durante a fase aguda. A confirmagdo do diagndstico, quando
solicitada, geralmente ¢ realizada por retrospectiva pelo uso de métodos sorologicos

(BLANTON, 2019).

O género Rickettsia foi determinado de acordo com caracteristicas morfologicas,
metabolicas e antigénicas. Porém, com o avanco de técnicas metodologicas, diferentes

abordagens tém fornecido novos aspectos sobre classificagdo e evolucdo das espécies
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(NOH et al., 2017; BERMUDEZ & TROYO, 2018). Os nove grupos que compdem o
género sdo divididos de acordo com caracteristicas filogenéticas diferentes. O GFM
compreende os agentes causadores de doenca que sdo transmitidos por carrapatos
ixodideos, o grupo tifo (GT), o agente causador do tifo transmitido por pulgas e piolhos,
o grupo de transi¢ao (GTR), transmitido por pulgas, acaros e carrapatos, o grupo Bellii,
0 grupo Rickettsia canadenses, o grupo Helvetica, o grupo Scapularis, o grupo Adalia e

o grupo Hydra (BLANTON 2019; NOH et al., 2017; MURRAY et al., 2016).

As espécies patogénicas sao as que formam GT e GFM. O GT inclui duas
espécies, Rickettsia prowazekii e Rickettsia typhi, ambas parecem cosmopolitas por causa
da ampla distribuicao geografica de seus vetores. Sao conhecidas 27 espécies, divididas
entre os 9 grupos: Rickettsia coronii caspia, Rickettsia coronii israelenses, Rickettsia
coronii indica, Rickettsia coronii coronii, R. rickettsii, Rickettsia peacockii, Rickettsia
slovaca, Rickettsia africae, R. parkeri, Rickettsia sibirica sibirica, Rickettsia sibirica
mongolitimonae, Rickettsia montanensis, Rickettsia honei, Rickettsia heilongjiangensis,
Rickettsia japonica, Rickettsia rhipicephali, Rickettsia massiliae, R. helvetica, Rickettsia
australis, Rickettsia akari, Rickettsia felis, Rickettsia prowazekii, Rickettsia typhi,
Rickettsia canadenses, Rickettsia philipii, Rickettsia amblyomatis e Rickettsia bellii
(PAROLA et al., 2013). As espécies do GFM apresentam distribuicdes geograficas
variaveis de acordo com a ocorréncia de seus principais vetores de carrapatos
(SOCOLOVSCHI et al., 2009). Dentre as espécies do GFM, R. rickettsii ¢ o agente que
causa a mais importante doenca causada por patdogenos transmitidos por carrapatos nas
Américas, conhecida como febre maculosa das Montanhas Rochosas (FMMR) nos EUA
e FMB, pois apresenta elevadas taxas de mortalidade em casos ndo tratados

(BERMUDEZ & TROYO, 2018).

A R. rickettsii era descrita como sendo o Uinico agente etiologico da riquetsiose do
GFM em humanos presente no continente americano (LABRUNA, 2009). Aspectos
ecoldgicos de R. rickettsii indicam que ela ¢ um agente raramente encontrado em
condi¢des naturais em populagdes de carrapatos, ocorrendo em menos de 0,1% de
carrapatos em regioes endémicas, o que possivelmente se deve ao efeito patogénico da
Rickettsia rickettsii nesses vetores (LUZ et al., 2019; POLO et al., 2017, MORAES-
FILHO et al., 2018).
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Em meados da década de 1930, nos EUA, uma outra espécie, R. parkeri foi
identificada pela primeira vez em carrapatos Amblyomma maculatum no estado do Texas
(PARKER et al.,, 1939). Virios estudos na América do Sul, anos mais tarde,
demonstraram a R. parkeri como agente causador de doenca febril associada a picadas de
carrapatos A. maculatum (VARELA-STOKES et al.,, 2011; WRIGHT et al., 2011;
NODEN; ROSELLI; LOSS, 2020). Em 2004, nos EUA R. parkeri foi relatada como
sendo um novo agente etiologico do GFM (VENZAL et al., 2004; PADDOCK et al.,
2004). Atualmente, a infecg@o por essa bactéria ¢ reconhecida como segunda riquetsiose
mais significativa nos EUA, Brasil e Argentina ¢ a mais importante riquetsiose no

Uruguai (VENZAL et al., 2004; PORTILHO et al., 2013).

Até o ano de 2000 apenas trés espécies de Rickettsia eram conhecidas na América
Latina: R. rickettsii, R. prowazekii e R. typhi (LABRUNA, 2009). Atualmente, outras
espécies adicionais foram identificadas e isoladas a partir de carrapatos: R.massiliae, R.
africae, R. philipii, R. coronii, R. japonica, R. honei, dentre outras espécies (PAROLA et
al., 2013; MAGAIA et al., 2019).

Trés espécies de Rickettsia do GFM sdo reconhecidas como patégenos humanos
nos EUA: Rickettsia rickettsii, o agente da FMMR, Rickettsia parkeri e Rickettsia philipii
cepa 364D, agente da febre do carrapato da costa do Pacifico (PADDOCK et al., 2008;
PADGETT et al., 2016). No Brasil trés espécies de Rickettsia tem sido associadas a focos
de doencas, a Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri e Rickettsia parkeri cepa Mata

Atlantica (WECK et al., 2017; SPOLIDORIO et al., 2010; SILVEIRA et al., 2007).

No Brasil, estudos eco-epidemioldgicos para outras espécies de Rickettsia,
realizados em Sao Paulo, Bahia e Santa Catarina apontam para um ciclo enzoo6tico no
qual a circulacao e a amplificagdo de R. parkeri ocorre em pequenos roedores e carrapatos
da espécie A. ovale. Portanto, € bastante provavel que esse agente possa ser endémico em
outros estados nos quais casos humanos ainda sejam desconhecidos (SZABO et al., 2013;
NASSER et al., 2015; MEDEIROS et al., 2011). J& a riquetsiose da Mata Atlantica,
associada a R. parkeri, ¢ uma doenca menos grave, relatada em diversas regides do Brasil,
onde o carrapato associado ¢ da espécie A. ovale (CAMPOS et al., 2020; SZABO et al.,
2013; SABATINI et al., 2010).
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A ocorréncia dessas doencas e a presenca dos patdgenos em outras localidades do
mundo (PAROLA et al., 2013; FANG et al., 2017; KLEIN et al., 2019) sdo descritas cada
vez com maior frequéncia, devido a proximidade cada vez maior dos humanos com o
meio ambiente, onde circulam os animais silvestres que servem como hospedeiros dos
carrapatos. Além disso, o fato do mundo se tornar cada vez mais globalizado, o risco de
adquirir esses patogenos durante uma viagem e trazé-los a seu pais de origem pode
ocorrer. De fato, as riquetsioses causadas por patdogenos do GFM tém sido cada vez mais
documentadas em viajantes, especialmente aqueles que visitam a Africa subsariana, e o

tifo murino em pessoas que visitam o sudeste da Asia e os EUA (BLANTON, 2019).

Em paises asiaticos, como Coréia do Sul, Japao e Tailandia, os primeiros casos de
riquetsiose, cujo agente etioldgico relatado foi a Rickettsia japonica, foram descritos pela
primeira vez em 2005 por meio de analises soroldgicas de individuos que apresentavam
mal estar, dor de cabeca, erupcdes cutaneas e febre (CHOI et al., 2005). Esses casos foram
avaliados por métodos moleculares baseados na sequéncia do gene ompB presente em
Rickettsia spp., demonstrando semelhanca com R. conorii, R. akari, R. japonica e

Rickettsia sibirica (NOH et al., 2017; QIN et al., 2019).

Na Russia, na regido do Extremo Oriente, foram identificados dois tipos de
infeccdo por patdgenos transmitidos por carrapatos, conhecidos como riquetsiose
transmitida por carrapato do Extremo Oriente, tendo como agente etiologico a Rickettsia
heilongjiangensis, considerada mais prevalente, e a do tifo do carrapato siberiano,
causada pela R. sibirica sub. sibirica. Ambas, porém possuem manifestacoes clinicas
semelhantes, incluindo dor de cabeca, dor muscular, febre alta, erup¢ao cutinea e escara
no local da picada do carrapato. Vale salientar que foram descritas em outras regides do
mesmo pais, infeccdes causadas por outros agentes, como a Rickettsia raoultii, Rickettsia

Jjaponica e “Candidatus Rickettsia tarasevichiae” (YGOLKINA et al., 2018).

Na regido da Sardenha, a riquetsiose conhecida como febre maculosa do
Mediterraneo e os casos de doengas associadas a carrapatos tém sido relatados cada vez
com mais frequéncia (MADEDDU et al., 2016). De acordo com o Instituto Superior de
Saude da Italia, Epidemiologia para Satide Publica, a incidéncia ¢ de 10/10.000 habitantes
por ano. Os agentes etiologicos patologicos detectados em carrapatos da Sardenha foram

Rickettsia aeschlimannii, Rickettsia massiliae, Rickettsia conorii israeliensis, Rickettsia
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slovaca, Rickettsia helvetica e Rickettsia monacensis. Além disso, duas espécies de
Rickettsia, de patogenicidade ainda desconhecida, identificadas como Rickettsia
hoogstralii e “Candidatus Rickettsia barbariae”, foram previamente descritas (CHISU et

al., 2018).

No Norte da Africa um estudo recente evidenciou em carrapatos Ornithodoros sp.
a presenga de duas novas espécies de Rickettsia, pertencentes ao grupo de transi¢ao.
Espécies deste género de carrapato comumente carreiam os agentes da febre recorrente
(Borrelia crocidurae € Borrelia hispanica) e os virus da peste suina africana, mas nunca
foram encontrados como transmissores de Rickettsia patogénica (BUYSSE & DURON
2020).

Outras espécies de Rickettsia de patogenicidade ainda desconhecida foram
isoladas de diversas espécies de carrapatos, dentre elas Rickettsia amblyommatis
detectadas em carrapatos A. cajannense 1.s., Rickettsia rhipicephali em Haemaphysalis
Jjuxtakochi e Rickettsia bellii considerada de maior prevaléncia no Brasil, encontrada em
A. dubitatum, 1. loricatus e Amblyomma longirostre (ALMEIDA et al., 2011; PAROLA
etal., 2013; SZABO et al., 2013).

No género Rickettsia, a espécie que apresenta o maior nimero de registros
infectando carrapatos € R. bellii (HORTA et al., 2006), uma espécie de patogenicidade
indeterminada em humanos (LABRUNA et al., 2009). Além disso, estudos relataram a
infeccdo por R. bellii em inimeras espécies de carrapatos no Brasil (4. dubitatum, A.
sculptum, Amblyomma naponence, Amblyomma incisum, A. aureolatum e A. ovale) e nos
EUA (Dermacentor variabilis, Dermacentor occidentalis, Dermacentor andersoni,
Dermacentor albipictus, Dermacentor parumapertus, Haemaphysalis leporispalustris,
Ornithodoros concanensis) (PACHECO et al., 2009; SAKAI et al., 2014; HORTA et al.,
2007; PINTER & LABRUNA, 2006; HORTA et al., 2007, MCINTOSH et al., 2015;
BARBIERI et al., 2012).

Rickettsia bellii foi isolada pela primeira vez em 1966 de carrapatos Dermacentor
variabilis coletados em Arkansas, EUA, e posteriormente detectada em muitas outras

espécies de carrapatos, incluindo Dermacentor andersoni, Dermacentor albipictus,
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Dermacentor parumapertus, Ornithodoros concanensis, Argas cooleyi, entre outras

espécies (MEDIANNIKOV; PAROLA; RAOULT, 2007).

Durante décadas, R. bellii foi caracterizada como um organismo nao patogénico,
entretanto, a inoculacdo subcutdnea dessa Rickettsia produziu escara em coelhos e
cobaias, sugerindo que seu papel como um potencial patégeno para humanos merece
consideracao adicional (OGATA et al., 2008). A sua classificag¢do e, portanto, inclusdo
tanto no GT ¢ GFM nao foi possivel devido a particularidade antigénica e genética

observada em R. bellii (PAROLA et al., 2013).

Testes moleculares para deteccdo de Rickettsia sdo indispensaveis na
compreensdo epidemioldgica, clinica e na identificacdo da espécie envolvida, por meio
do sequenciamento dos genes detectados. No presente estudo, as reacdes em cadeia da
polimerase (PCRs) tiveram como alvo sequéncias dos genes que codificam para citrato
sintase (gltA) presente em todas as espécies de Rickettsia, para uma proteina importante
da membrana externa (OmpA) presente em espécies de Rickettsia do GFM, para citrato
sintase presente somente em R. bellii e para o RNA ribossdmico 16S de carrapatos, que
¢ utilizada tanto para avaliar a qualidade das amostras de DNA obtidas como para
determinar a espécie do carrapato por meio do sequenciamento nucleotidico do produto
amplificado em caso de duvida (EREQAT et al., 2016; WEINERT et al., 2009;
TOMASSONE et al., 2018). De maneira simplificada, a primeira PCR permite detectar o
material genético (DNA) de Rickettsia spp. presente em uma amostra, enquanto que a
analise da sequéncia nucleotidica do produto formado possibilita a identificagdo da
espécie da Rickettsia detectada. A segunda PCR ¢ especifica para uma sequéncia presente
em R. bellii, permitindo assim a identificacdo desta espécie, no caso de ocorrer a

amplificacdo, sem a necessidade da analise da sequéncia nucleotidica do produto de PCR.

Na infeccdo em hospedeiros vertebrados, como as espécies de Rickettsia que
compdem o GFM possuem proteinas com sequéncias de aminoacidos semelhantes, ocorre
a producdo de anticorpos que reagem com antigenos de outras espécies do micro-
organismo, caracteristica conhecida como reatividade cruzada. Neste contexto, o ensaio
de imunofluorescéncia indireta, realizada com antigenos de diferentes espécies de
Rickettsia, ¢ o teste sorologico considerado de referéncia para o diagndstico ou

identificacdo de infecg¢des causadas por Rickettsia em humanos e animais, domésticos ou
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selvagens (PACHECO et al., 2007). No teste, quando uma amostra ¢ reativa, ¢ sugerida
que a infec¢do tenha sido provavelmente causada por uma determinada espécie quando o
titulo de anticorpos € pelo menos quatro vezes maior para o antigeno desta espécie em
comparacao ao das outras (PAERH: provavel antigeno envolvido na reagdo homologa)
(SPOLIDORIO et al., 2013; SANGIONI et al., 2011; LABRUNA et al., 2007, HORTA
et al., 2004). Porém, em muitos casos, ndo hé a identificagdo da espécie da Rickettsia
responsavel pela infecgio (SZABO et al., 2013). Isso se deve & reatividade de uma
amostra com os antigenos de diferentes espécies de Rickettsia (reatividade cruzada).
Assim, R. amblyommatis, que presumivelmente ndo ¢ patogé€nica a humanos e estd
presente em 30 a 45% dos carrapatos da espécie Amblyomma americanum em varios
regides do estado da Georgia, nos EUA, pode ter sido responsavel por mais de 70% dos
casos diagnosticados como FMMR, devido a reatividade cruzada dos soros com antigenos
de R. rickettsii, mas que nao atendiam aos critérios do pais na definicdo de caso

(STRAILY et al., 2020; HECHT et al., 2019).

1.3 Capivaras

A capivara, Hydrochoerus hydrochaeris Linnaeus, 1766, ¢ considerado o maior
roedor herbivoro semi-aquatico do mundo, amplamente distribuido na América do Sul,
com organizada estrutura hierarquica e forte organizagao social. Habitam extensa faixa
territorial brasileira associada a cursos de 4gua, como rios e lagos artificiais ou naturais,
que fornecem prote¢do e ambientagdo climatica, sendo um recurso fundamental (ASSIS
etal., 2019; ROCHA et al., 2017; LANGONI et al., 2016).

As florestas fornecem abrigo contra o calor diurno e um local de descanso a noite
e as plantas herbaceas baixas representam o principal componente da dieta desses
animais. Compreender como as capivaras selecionam seus habitats em paisagens com
diferentes niveis de perturbacdo antropica e a cobertura vegetal pode ter implicagdes
importantes para as relagdes ecoldgicas entre capivaras, carrapatos e transmissdo de
patogenos (DIAS et al., 2020). Devido a substituicdo da mata nativa por culturas agricolas
e a auséncia de predadores naturais em areas antropizadas, nos ultimos anos, grupos
desses animais estao cada vez mais presentes em algumas regides do Brasil. Diante disso,
0 contato desses animais com os seres humanos se torna cada vez mais frequente e

preocupante, devido ao fato de esses roedores serem considerados reservatdrios
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universais de varios patégenos (ASSIS et al., 2019; ROCHA et al., 2017; LANGONI et
al., 2016).

As capivaras sao frequentemente infestadas por carrapatos 4. dubitatum e A.
sculptum, logo uma grande populacao de capivaras pode provocar uma grande infestagao
ambiental de carrapatos. Como A4. sculptum ¢ o principal vetor transmissor da R. rickettsii
a humanos, a presenca desses animais e carrapatos infectados pela bactéria representam

um papel muito importante na epidemiologia da FMB (QUEIROGAS et al., 2012).

E importante destacar que as ninfas, larvas e adultos de A. sculptum sio
parcialmente refratdrios a infeccdo por R. rickettsii, ¢ menos da metade das fémeas
infectadas transmitem a bactéria aos seus descendentes (transmissdo transovariana)
(LABRUNA et al., 2011; SOARES et al., 2012). Portanto, a infec¢ao por R. rickettsii nao
pode ser sustentada no carrapato por geragdes sucessivas sem a ocorréncia de novas
infecgdes por meio da transmiss@o do micro-organismos durante a alimentagdo em
hospedeiros amplificadores, como ¢ o caso das capivaras (HORTA et al., 2009; Labruna
2009). Esse fato, associado a um menor desempenho reprodutivo € uma maior
mortalidade de carrapatos infectados, quando comparados a ndo infectados, causa uma
infeccdo por R. rickettsii em A. sculptum em éareas endémicas para febre maculosa baixa,
geralmente menor que 1% (CAMPOS et al., 2020; HECHT et al., 2019; MATIAS et al.,
2015; MORAES-FILHO et al., 2018; GERARDI et al., 2019). Todavia, ¢ importante
salientar que outras espécies de carrapatos também foram encontradas parasitando esses
animais, como ¢ o caso do Amblyomma dubitatum, embora ndo possua enveolvimento
direto na epidemiologia da FMB (ALMEIDA et al., 2011; LABRUNA et al. 2007,
LABRUNA, 2012; MONJE et al., 2015; SZABO et al., 2013; SAKAI et al., 2014).

De acordo com LABRUNA (2009), os requisitos necessarios para um hospedeiro
amplificador ideal sdo: ser abundante em uma éarea endémica para a doenga, ser um
hospedeiro importante para o carrapato vetor, ser susceptivel a infec¢ao por R. rickettsii,
ser capaz de manter o agente etioldgico em seu organismo por tempo e quantidades
suficientes para infectar outros carrapatos que se alimentam nele e possuir uma alta taxa
de reprodugdo, introduzindo constantemente animais jovens na populacdo, pois sdo
susceptiveis a infeccdo por R. rickettsii, visto que ainda ndo possuem resposta

imunologica especifica contra o patogeno.
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Esse cenario pode estar associado a diferentes suscetibilidades entre populagdes
distintas de carrapatos, hospedeiros e os tipos varidveis de transmissdo de R. rickettsii,
seja ela por co-alimentagdo, convencional, transovariana e transtadial. Isso sugere que
pode aumentar ainda mais as taxas de infecgao por essa espécie de bactéria. Estratégias e
medidas de controle devem ser de carater amplo, e ndo determinadas apenas em vetores
transmissores de doenga, pois somente elas ndo sdo suficientes para a prevencao dessa
doenga infecciosa (POLO et al., 2017; GERARDI et al., 2019; MORAES-FILHO et al.,
2018).

A interferénca humana em ambientes ecoldgicos tem alterado a distribuicdo da
vida selvagem, atividade, comportamento, movimento e selecdo de habitat desses
animais. Nesse contexto, estudar essa relagdo entre humanos, animais selvagens e
relaciona-los a epidemiologia de zoonoses, ¢ de extrema importancia para saude publica

(DIAS et al., 2020).

1.4 Gambas

Os marsupiais do género Didelphis Linnaeus, 1758 sdo pequenos animais que
compreendem um grupo de 350 espécies existentes no continente americano, encontradas

principalmente na América do Sul (SANTOS et al., 2019).

As populacdes de marsupiais sdo bons indicadores de mudangas ambientais com
implicagdes associadas a saude publica, uma vez que essa espécie € um reservatorio para
agentes protozodarios, como Trypanossoma cruzi € Leishmania spp., e bacterianos como
as do género Rickettsia (SANTOS et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2019). Esse
parasitismo apresenta diferentes niveis de interdependéncia ao longo do tempo,
geralmente associado a uma interagao desfavoravel ao individuo, dependente dos fatores
intrinsecos relacionados ao hospedeiro (raca, idade, estado nutricional e sexo), ao parasita
(diferentes cepas com diferentes graus de viruléncia e coinfec¢des), e ao ambiente
(condigcdes climaticas severas, disponibilidade de alimento e diminui¢do do habitat

original) (NANTES et al., 2019).
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Dentre as espécies de marsupiais, Didelphis albiventris Lund 1841 (gamba-de-
orelha-branca) ¢ considerada onivora, possui ampla capacidade de se adaptar em areas
urbanas e periurbanas, pois seleciona seu habitat através da disponibilidade alimentar.
Encontrados em diversos tipos de vegetacao, possui habito noturno com registros desses
animais nos habitats do Cerrado, Pantanal, Pampas e at¢ mesmo em zonas de transi¢ao

entre esses biomas (NASCIMENTO et al., 2019; SANTOS, et al., 2019).

Marsupiais também sao considerados provaveis hospedeiros amplificadores de R.
rickettsii em carrapatos da espécie 4. sculptum na natureza (LABRUNA, 2012). HORTA
e colaboradores (2009) demonstraram de forma experimental a transmissdo de R.
rickettsii de uma espécie de gamba (Didelphis aurita) para A. sculptum. Esses animais
também podem servir como sentinelas, por meio de testes soroldgicos, permitindo
investigar a circulacdo de agentes riquetsiais em uma drea especifica e possiveis
implicagdes associadas a saude publica (SZABO et al., 2019; SANTOS, et al., 2019;
NASCIMENTO et al., 2019; MILAGRES et al., 2013). Estudos recentes forneceram
evidéncias de que a degradacdo de espacos florestais provocou o aumento da circulagdo
de gambds em dreas antropizadas e consequentemente a infestacdo de carrapatos,
favorecendo o contato de humanos e animais domésticos a agentes riquetsiais (LOPES et

al., 2018; OGRZEWALSKA et al., 2012; SCINACHI et al., 2017).

1.5 Outros reservatorios

Outros animais vertebrados servem como hospedeiros para uma grande variedade
de espécies de carrapatos. Diante disso, no mesmo habitat que as capivaras, muitos
animais podem servir como dispersor de patdgenos, podendo adquirir e transportar
carrapatos que fizeram, anteriormente, o repasto sanguineo nas capivaras, possibilitando
a propagacao tanto de carrapatos, como de Rickettsia para outros locais (MILAGRES et

al., 2013; SCINACHI et al., 2017; SZABO et al., 2019).

Os cavalos sdo provaveis reservatorios para a febre maculosa devido a sua relagao
de hospedeiro definitivo para carrapatos Amblyomma cajennense (MILAGRES et al.,
2010). Apesar de nao ser considerada uma doenga clinica nesses animais, ha também a
ocorréncia de poucos registros de doencas nesses animais justificada pela baixa

intensidade dos sintomas como febre, taquipneia e anorexia branda (FREESE &
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SHEATS, 2019). No Brasil, levantamentos sorologicos realizados em equinos
encontraram altas porcentagens de animais positivos para R. rickettsii em regides
endémicas, com valores superiores aos observados para caes ¢ humanos; e em regides
nao endémicas, as frequéncias de equinos positivos sdo frequentemente menores. Diante
disso, esses animais podem ser considerados sentinela para a presencga desse patdégeno
(UENO, 2014). Os caes, assim como os equinos podem ter também um importante papel
na cadeia epidemioldgica da FMB, pois a prevaléncia de reagdes sorologicas positivas
em cades em uma area geografica pde em evidéncia o risco de infec¢do humana, pois os
cdes serviriam como hospedeiros sentinelas dessa doenca (BERMUDEZ & TROYO
2018).

As aves migratorias também representam um grupo importante, apesar de
Rickettsia rickettsii nunca ter sido detectada em carrapatos coletados desses animais, foi
detectada em espécies do complexo Amblyomma cajennense ¢ em A. aureolatum,
carrapatos que foram detectados em habitats e associagdo com aves no Brasil (PAROLA

etal., 2013; OGRZEWALSKA & PINTER, 2016).

Em tecidos de morcegos da espécie Pipistrellus pipistrellus foram encontrados
DNAs de R. parkeri, Rickettsia lusitaniae, Rickettsia slovaca e Rickettsia raoultii,
enquanto que em carrapatos argasideos da espécie Argas vespertilionis encontrados
infestando esses animais apresentaram DNA de R. rickettsii € R. raoultii (ZHAO et al.,

2020).

A presenca de Rickettsia em carrapatos de animais domésticos e de criagdo
também foi descrita. Assim, R. rickettsii e outras espécies de Rickettsia do GFM foram
detectadas em carrapatos Rhipicephalus sanguineus, Rhipicephalus microplus, em
Dermacentor nitens e em pulgas Ctenocephalides felis € Ctenocephalides canis coletados
de caes (Canis familiares), gatos (Felis catus), bois (Bos taurus) e cavalos (Equus

caballus) (MONTENEGRO et al., 2017; PACHECO-SOLANO et al., 2019).

Em outro estudo, também foi observado a presenga de Rickettsia, no qual relatam
a presenga de R. amblyommatis, R. monacensis e Rickettsia sp. strain Colombianensi em
carrapatos do género Amblyomma coletados de diversas espécies de répteis (SANCHEZ-

MONTES et al., 2019).
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Dados de outros trabalhos relatam a presenga de R. helvetica, R. hoogstraalii, R.
monacensis € R. typhi em carrapatos pertencentes aos géneros Amblyomma,
Dermacentor, Haemaphysalis, Bothriocroton e Ixodes (OGRZEWALSKA et al., 2019;
BITAM et al., 2009; TIJISSE-KLASEN et al., 2010; STENOS et al., 2003; WHIWORTH
et al., 2003).

A intensa urbanizagdo estd cada vez mais presente no mundo atual, considerada
uma das manifestagdes mais complexas e difundidas das mudancas ambientais
administradas pelo homem. As éreas verdes sdo destacadas como multifuncionais para
uma diversa rede de servigos, incluindo servigos de fornecimento da agua, qualidade do
ar, recreacao, lazer e ecossistema diretamente relacionados a biodiversidade. No entanto,
a modificagdo desses espagos também aumenta o risco de exposi¢ao humana a parasitas
e patdgenos associados a animais (RIZZOLI et al., 2014; USPENSKY 2014; PERINI &
SABBION, 2016). Os autores ainda sugerem que o risco de infecgdes transmitidas por
carrapatos deve ser levado em consideragdo ao projetar e criar espagos em areas urbanas.
Destacam também que nas areas urbanas e suburbanas devem ser incluidas areas de
monitoramento de doengas associadas a carrapatos e campanhas de satde publica, pois,
apesar das densidades populacionais serem baixas, a prevaléncia de infeccdo por

carrapatos e o risco de contato ¢ alto.

1.6 Febre Maculosa

A febre maculosa brasileira ¢ uma doenga endémica na regido sudeste do Brasil,

podendo atingir uma taxa de mortalidade de cerca de 50% (LUZ et al., 2019).

Foi relatada pela primeira vez em 1929 no estado de Sao Paulo (PIZA, MEYER,
& GOMES, 1932), mas foi incluida na lista de doengas de notificagdo compulsoria pelo
Ministério da Satde apenas em 2001. Desde entdo, a FMB vem sendo considerada uma
doenca endémica em muitas partes do sudeste do brasileiro, especialmente no estado de

Sao Paulo, fato este que pode ser observado nos dados apresentados na Figura 5 (LUZ et

al., 2019; COSTA et al., 2019; SINAN, 2019).
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Figura 5: Numeros de casos confirmados e dbitos de febre maculosa na regiao Sudeste
do Brasil, dos anos de 2001 a 2018, de acordo com dados do Sistema de

Informacao de Agravos de Notificagdo (SINAN. BRASIL, 2019).

As taxas de letalidade atingiram valores proximos ou superiores a 30%, o que
pode estar associado em muitos casos a um baixo indice de suspeita e erro no diagndstico
da doenca ou até mesmo no tratamento realizado por profissionais de satde

(HERNANDEZ et al., 2020).

Na natureza, a manuten¢cdo do ciclo de transmissdo de agentes do GFM ¢
favorecida pela capacidade dos carrapatos de atuarem como vetores, reservatorios e/ou
amplificadores da bactéria (MONTENEGRO et al., 2017; PASCUCCI et al., 2019).
Diversos estudos elucidaram fatores considerados determinantes na epidemiologia da FM

no sudeste brasileiro.

O cendrio epidemioldgico em curso para a FM no sudeste brasileiro indica serem
areas de maior risco para a transmissdo aquelas que se correlacionam as matas ciliares ou
aos fragmentos arborizados, associadas a presenga de capivaras, animais domésticos,
selvagens e de carrapatos A. sculptum, com proximidade a corregos ou a cursos d’agua,
muitas vezes utilizados como areas de lazer e para atividades ocupacionais (LABRUNA,

2013; SZABO et al,, 2009; GUGLIELMONE et al., 2006; COUTO et al., 2015;
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CAMPOS et al., 2020). Contudo, a situagdo acima em muitos municipios do sudeste
brasileiro ¢ comumente identificada e, apesar da comprovada endemicidade, ndo ocorrem
casos da doenga entre humanos, o que poderia ser explicado pela subnotifica¢ao de casos

e baixa taxa de infec¢do do artropode (HORTA et al., 2004; HORTA et al., 2009).

No Brasil, as doengas sdo agrupadas por meio da vigilancia sindromica, de acordo
com suas caracteristicas mais frequentes, e isso leva em consideragdo as caracteristicas
epidemiolodgicas, a fim de diferenciar doengas exantematicas da FMB. Quando ndo ha
relatos de parasitismo por meio de carrapatos ou quando o individuo nao visitou nenhum
ambiente em que exista risco de contato aos vetores, ndo pode ser considerado como

diagnéstico de febre maculosa (FM) (BLANTON, 2019).

Em geral, a maioria dos casos de FM se concentram no periodo de maior
ocorréncia de ninfas, o que poderia ser explicado pela caracteristica deste estadio
evolutivo por sangue, menor tamanho, quando comparado aos outros estadios, além da
alta competéncia vetorial em comparagdo aos demais estadios biologicos e aptas a

disseminag¢do espacial facilitada (PINTER et al., 2008; SOARES et al., 2012).

O exantema maculopapular ¢ a principal manifestagdo clinica observada, mas
9% a 12% dos individuos infectados podem ndo apresentar este sinal, causando
dificuldade em estabelecer o diagnostico. Além disso, os sintomas iniciais da FMB sao
inespecificos e podem ser confundidos com outras doengas, como dengue e leptospirose
que apresentam altas incidéncias no estado de Sao Paulo (ANGERAMI et al., 2009;
COUTO et al., 2015).

O diagnostico laboratorial atualmente estabelecido pela Organizagdo Mundial de
Satde (OMS) se da através da sorologia pela técnica da reagcdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFT) com amostras pareadas, e deve ser considerado confirmatorio um
aumento no titulo em uma segunda amostra a ser realizada apos intervalo de quinze dias

(GALVAO et al., 2005).
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2. OBJETIVOS

Com os carrapatos coletados em capivaras e gambas capturados no Parque do

Sabia:

Realizar o levantamento das informacdes da coleta: data, quantidade, espécie,

estagio da vida no momento da coleta e em que hospedeiro foram coletados;
Realizar a pesquisa molecular de Rickettsia spp. nos carrapatos coletados;

Realizar a associacdo entre as amostras nas quais a bactéria foi detectada e as

espécies dos carrapatos, estagios de vida e os hospedeiros em que foram coletados;

Identificar as espécies da Rickettsia detectadas por meio de sequenciamento

nucleotidico dos produtos de PCR obtidos e analise de bioinformatica.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de Estudo

O estudo foi realizado na cidade de Uberlandia (Figura 5), em Minas
Gerais, no Parque do Sabia (Figura 6 e Figura 7), Brasil situado a 843 metros de altitude
(18°54'41" S, 48° 15'44" O). O Parque do Sabia foi criado em 1982 e recebe diariamente
mais de 10.000 pessoas. Possui uma éarea de 1.850.000 m?, abrangendo um bosque de
350.000 m* de area verde, que abriga uma rica fauna de animais silvestres, um conjunto
hidrografico composto por trés nascentes que abastecem sete represas € originam um
grande lago e sete outros menores. Atualmente, sua administracdo fica a cargo da
Fundacdo Uberlandense de Turismo, Esporte e Lazer (FUTEL). Além disso, possui um
zoologico com dezenas de animais em cativeiro, uma estacao de piscicultura com varios
tanques, além de um pavilhao de 1.080 m? de area construida, que comporta 36 aquarios
e diferentes espécies de peixes, uma pista de caminhada arborizada de 5.100 metros de
extensdo, além de uma diversidade de quadras poliesportivas e campos de futebol,
lanchonetes e varios recantos contemplativos, entre outras instalagdes, proporcionando a
populacdo da cidade de Uberlandia e visitantes um local para pratica esportiva e diversas

atividades de lazer (UBERLANDIA, 2020).



Figura 6: Mapa de Minas Gerais com destaque para a cidade de Uberlandia.

Fonte: MENDES; SORRATINI, 2014.

Satélite

Figura 7: Vista aérea do Parque do Sabia.

Fonte: Google Earth.
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Figura 8: Lagoa do Parque do Sabia.

Fonte: https://www.uberlandia.mg.gov.br/parque-do-sabia/.

3.2 Coleta de carrapatos

Os ectoparasitos foram coletados de 34 capivaras e 30 gambas do Parque do Sabia,
entre os anos de 2010 e 2013 (TOLESANO-PASCOLI, 2014). As capivaras foram
cevadas, presas em bretes e depois sedadas (1 mg de xilazina e 10 mg de cetamina para
cada quilograma do animal) e a coleta de carrapatos se deu por 10 min em cada capivara.

Os gambas foram capturados com auxilio de armadilhas tipo Sherman (tamanhos
43 x 12,5 x 14,5 cm e 25 x 8 x 9 cm) e armadilhas tipo Tomahawk (30 x 17,5 x 15,5).
Para iscas utilizou-se mortadela. As armadilhas foram dispostas em transectos lineares a
uma distancia de dez metros entre os pontos previamente determinados. Os animais
capturados foram anestesiados com cetamina (100mg/Kg) em associagdo com
Acepromazina (5mg/Kg) e cada individuo identificado. Apos a coleta dos carrapatos, os
animais foram soltos no local de captura.

Posteriormente, os carrapatos foram colocados em tubos contendo alcool
isopropilico e mantidos, em temperatura ambiente, no Laboratorio de Ixodologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia até a
utilizacdo. Os carrapatos adultos foram identificados com o auxilio do
estereomicroscopio utilizando chave dicotomica de acordo com ONOFRIO et al. (2006).
As ninfas do género Amblyomma e Ixodes foram identificadas de acordo com as chaves
dicotdmicas de acordo com MARTINS et al. (2010), BARROS-BATTESTI et al. (2006)
e MARQUES et al. (2004).


https://www.uberlandia.mg.gov.br/parque-do-sabia/
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A autorizacao para realizacdo da pesquisa no Parque do Sabié foi concedida pela
Fundacao Uberlandense de Turismo, Esporte e Lazer (FUTEL); a licenga para captura e
manuseio de animais e transporte de material bioldgico foi concedida pelo Instituto Chico
Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio) sob nimero 26445-2/2011-2013; ¢
o estudo foi autorizado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais da Universidade

Federal de Uberlandia sob protocolo CEUA/UFU 065/12.

3.3 Analise molecular
3.3.1 Extracao de DNA

As extragdes de DNA dos carrapatos foram feitas por meio da técnica adaptada de
CHOMKZYNSKI (1993) e descrita por SANGIONI et al. (2005). Dentro de um
microtubo, o primeiro passo foi cortar o carrapato com o auxilio de um bisturi e
adicionou-se um volume de 150 pl de tampao TE modificado (Tris-HCI 10 mM, EDTA
0,1 mM, pH 8,0). A mistura foi macerada com auxilio de um pistilo, seguida de agitacdo
em um vortex por 15 s. Ao final da agitagdo, 450 pul do tampao GT foram adicionados e
incubou-se a amostra por cerca de 10 min em temperatura ambiente, com agitagao feita a
cada 2 min. Apos o intervalo, adicionaram-se 100 pl de cloroférmio e a mistura passou
por mais uma agitacdo em vortex por cerca de 15 s, sendo que logo em seguida o tubo foi
centrifugado a 11000 x g a 4 °C por 5 min. No fim do processo de centrifugagdo, 400 pl
da fase superior (que contétm o DNA do carrapato) foram transferidos para outro
microtubo, ao qual foram adicionados 600 pl de isopropanol e, apds uma breve agitacao
em vortex, o tubo foi centrifugado a 11000 x g a 4 °C por 15 min. No fim deste passo,
descartou-se entdo o sobrenadante, foram adicionados 800 pl de alcool etilico 70% e o
tubo foi centrifugado outra vez a 11000 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e aguardou-se a secagem do pellet por alguns minutos. Assim, ao final deste
processo, o DNA foi ressuspenso com 40 ul de TE modificado, estando pronto para uso

em técnicas de PCR.
3.3.2 Reagdes em cadeia da polimerase (PCR)

Os primers utilizados em quatros PCRs no presente estudo estdo descritos na

tabela 1.



33

Inicialmente, foi realizada uma primeira PCR com o objetivo de avaliar a
qualidade das amostras de DNA obtidas dos carrapatos. Esta PCR tinha como alvo um
segmento do gene que codifica para o RNA ribossomal 16S de carrapatos. A ocorréncia
de amplificacao indicava boa qualidade da amostra de DNA e, assim, seguia-se com as
demais PCRs. A reacdo de amplificacdo seguinte consistia na detecgdo de DNA de
bactérias do género Rickettsia (segmento do gene gltA) e, ocorrendo a detecgao, seguia-
se com uma PCR para deteccdo de uma sequéncia de DNA presente especificamente em
Rickettsia bellii (segmento do gene glt4 especifico desta espécie) e outra para detecgao
de um segmento do gene OmpA, presente somente em espécies de Rickettsia do Grupo da

Febre Maculosa.

Os reagentes e concentracdes comuns em todas as reacdes foram os seguintes:
tampao de PCR 1X (Tris-HCI 20 mM, KCI1 50 mM, pH 8,4, fornecido pelo fabricante),
MgCl; 1,5 mM, , desoxirribonucleotideos (dANTPs) 0,2 mM (cada dNTP), Tag DNA
polimerase 1 U e 1 ul de amostra de DNA, em volume final de reagdo de 25 pl, com
excegdo da PCR para o gene rDNA 16S de carrapatos, que foi em volume de 20 pl. Além
disso, as condigoes usadas foram de 3 a 10 min a 95 °C; 35 ciclos de 30sa95°C, 30s a
temperatura especifica para cada PCR (tabela 2) e 1 min a 72 °C; seguidos de 7 min a 72
°C. A 4gua utilizada para o preparo da mistura de reacao foi também utilizada em um dos

tubos da reacdo como controle negativo.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,0%
em tampao TBE 1X (Tris-borato 89 mM e EDTA 2,0 mM). Como padrdao de peso
molecular, foi colocado em um poco 0,1 pg do GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific). A visualizagdo do DNA foi realizada utilizando EasyView™ DNA Gel
Stain (Thermo Fisher Scientific) e o gel foi fotografado em transiluminador de luz UV

com sistema de fotodocumentagao.



Tabela 1: Primers utilizados nas PCRs no presente estudo:
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Gene alvoe  Concentragdo Temperatura ~ Especificidade Sequéncia dos Primers Amplicon  Referéncia
Primers dos Primers  de hibridizag¢ao da PCR (5> 3) (pb)
rDNA 16S Carrapatos
16S-F 1 uM 48°C CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT 460 MANGOLD
16S-R GCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGT et al., 1998
gtlA Rickettsia spp.
CS-78 0,8 uM 48°C GCAAGTATCGGTGAGGATAT 401 LABRUNA
CS-323 GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT et al., 2004
gtlA Rickettsia
BELLI-F 0,8 uM 48°C bellii ATCCTGATTTGCTGAATTTTTT 338 SZABO
BELLI-R TGCAATACCAGTACTGACG etal., 2013
OmpA Espécies de
Rr190.70p 0,8 uM Rickettsia do ATGGCGAATAATTCTCCAAAA 1° round: REGNERY
Rr190.701 58 °C Grupo da GTTCCGTTAATGGCAGCATCT 632 etal., 1991;
Rr190.602n 0,3 uM Febre AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT 2° round: ROUX
Maculosa 532 etal., 1996
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3.4 Purificacao dos produtos de PCR, sequenciamento nucleotidico e analise da

sequéncia

Os produtos de PCR com tamanhos aproximadamente o do esperado foram
purificados (diretamente da reacdo ou, no caso da observacdo de amplificacdo
inespecifica, a partir da banda formada no gel de agarose) utilizando o QIAquick® PCR
Purification Kit (QIAGEN), seguindo as orienta¢des dos fabricantes.

Cerca de 100 ng de cada produto de PCR purificado foram utilizados para
sequenciamento nucleotidico com os mesmos primers utilizados na reagdo de
amplificagdo. O sequenciamento foi realizado pela empresa ACTGene Analises

Moleculares utilizando a plataforma AB 3.500.

Para a edicdo da sequéncia a partir dos eletroferogramas obtidos no
sequenciamento, foi utilizado o programa SeqMan do pacote Lasergene versdao 15.1
(DNASTAR). Para a busca por sequéncias similares, foi utilizada a ferramenta BLASTN
(blast.ncbi.nlm.nih.gov).

4. RESULTADOS

Durante o periodo de 2010-2013, 1.860 carrapatos foram coletados de capivaras
(1272/1860, 68,4%) e gambas (588/1860, 31,6%) (Tabela 2). A maioria dos carrapatos
era do género Amblyomma (1829/1860, 98,3%). Nas capivaras, a maioria dos individuos
era de adultos de 4. dubitatum (728/1272, 57,2%) e A. sculptum (474/1272, 37,3%),
enquanto que nos gambdas a maioria dos individuos era de larvas de Amblyomma sp.
(457/588,77,7%), além de adultos e ninfas de /. loricatus (15/588, 2,5%), larvas de Ixodes
sp. e Argasidae (16/588, 2,7%)).
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Tabela 2: Espécies de carrapatos coletados de capivaras e gambas no Parque do Sabia, Uberlandia, Brasil, de 2010 a 2013 (TOLESANO-
PASCOLI 2014).

Carrapatos Total
Espécies hospedeiras Amblyomma sculptum  Amblyomma dubitatum Ixodes loricatus Amblyomma sp.  Ixodes sp.  Argasidae
adultos ninfas adultos ninfas Adultos Ninfas Larvas larvas larva
Hydrochoerus hydrochaeris 474 12 728 51 0 0 7 0 0 1,272
Didelphis albiventris | 20 0 79 12 3 457 15 1 588
Total 508 857 15 464 15 1 1,860
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Para investigar a presenga de Rickettsia spp. por PCR, foram testadas 185
amostras de DNA (153 amostras de carrapatos de capivaras e 32 amostras de carrapatos
de gambas) de 321 carrapatos ninfas ou adultos (149 A. sculptum, 157 A. dubitatum e 15
L loricatus; 239 carrapatos de capivaras e 82 de gambas), além de 13 amostras de larvas
de Amblyomma sp. de gambads, totalizando 198 amostras. Doze delas (6,1%) apresentaram
amplificacdo para um segmento da sequéncia do gene glt4d de Rickettsia spp., oito
amostras de carrapatos A. dubitatum, uma de A. sculptum, duas de larvas de Amblyomma

sp. e uma de /. loricatus (Tabela 3).

Tabela 3. Identificacdo dos carrapatos de capivaras e gambas do Parque do Sabid que
apresentaram amplifica¢do para o gene gt/4 de Rickettsia spp. e para o gene glt4 de R.

bellii.

Hospedeiros Carrapatos
Identificaciao
Espécie Identificacao Espécies Fase evolutiva da amostra
de DNA
Hydrochoerus C3 A. dubitatum Adulto (macho) D38
hydrochaeris Cc7 A. dubitatum Adulto (macho) D43
C13 A. dubitatum Adulto (macho) D12
Clé6 A. dubitatum Adulto (macho) DNA 6
C21 A. dubitatum Desconhecido DNA 8
C22 A. dubitatum Desconhecido DNA 2
C33 A. sculptum Adulto (macho) D46
Didelphis 34 L loricatus Adulto D20
albiventris 2612 A. dubitatum Ninfa D75
2602 A. dubitatum Ninfa D79
38 Amblyomma sp. Larvas D82
2609 Amblyomma sp. Larvas D86

As taxas minimas de infec¢do, considerando que em uma amostra preparada com
um pool de carrapatos pelo menos um carrapato estava infectado com R. bellii, foram de
0,7% (1/149) para A. sculptum, 5,1% (8/157) para A. dubitatum e 6,7% (1/15) para I.
loricatus. Ainda, assumindo que todas as larvas coletadas de um mesmo hospedeiro e no
mesmo dia pertenciam ao mesmo bolo larval, originado de ovos postos por uma Unica
fémea, 15,4% (2/13) dos bolos larvais de Amblyomma sp. apresentaram infeccao por R.
bellii. Além disso, a infeccdo dessas larvas por R. bellii pode ter ocorrido por transmissdo

vertical (BURGDORFER & BRINTON, 1975; HETCH et al., 2019; SAKAI et al., 2014)
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ou pela alimentacao das larvas em um hospedeiro infectado. Nenhuma amplificagdo foi
observada com a PCR direcionada ao gene ompA, que estd presente em espécies de

Rickettsia do GFM.

Os produtos de PCR direcionados ao gene gltA especifico de R. bellii obtidos com
trés amostras, uma de A. dubitatum, uma de A. sculptum e uma de I loricatus, foram
sequenciados e suas sequéncias de nucleotideos eram idénticas umas as outras (251 pares
de base de comprimento). Os carrapatos 4. dubitatum e A. sculptum dessas amostras
foram coletados de capivara, enquanto o carrapato /. loricatus foi coletado de um gamba.
Além disso, essas sequéncias também se mostraram idénticas as sequéncias descritas de
R. bellii de varias regides do Brasil e de outros paises das Américas do Sul e do Norte

(Figura 9).
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Sequéncia consenso TTATGAACTTACAGCTATTAGAATGATAGCTAAAATACCAACTATTGCTGCAATGTCTTATAAATATTCTATAGGTCAGCCTTTTGTTTATCCCGATAATTCTTTAGATTTTACTGAAAATTTCT TGCATATGATGTTTGCCACACCTTG

C33 MG PS As

34 MG PS Il

Cl3 MG PS Ad

G5B1 MG PC Ad

Kx020409 MG Ad

AY375161 RO Asl7

AY362703 SP Ac25

KJ534309 BA Al H3

KX278442 AM Ar C345_15
MT009167 FrGuiana HJ
MT009168 FrGuiana Adissi2
DQ517288 Arg And

MH282857 Arg Ao 5-LAO7
MN325840 Mex H1 CMTRBELOO1
KX772754 USA TX Am APT13-176
CP000849 USA OH Dv OSU 85-389 ...
CP000087 USA AR Dv RML369-C
MN372317 USA CA Rs RS75bel
MN372316 USA CA Do DOl2bel

Sequéncia consenso TGAAAAATATAAAGTAAATCCAGTAAT. TGCCTT. CAAGATATTTATTTTACATGCTGATCATGAGCAAAATGCTTCTACTTCAACAGTCAGAA

C33 MG PS As

34 MG PS Il

Cl3 MG PS Ad

G5B1 MG PC Ad

KX020409 MG Ad

AY375161 RO Asl7

AY362703 SP Ac25

KJ534309 BA Al H3

KX278442 AM Ar C345_15
MT009167 FrGuiana Hj
MT009168 FrGuiana Adissi2
DQ517288 Arg An4

MH282857 Arg Ao 5-LAO7
MN325840 Mex H1 CMTRBELO0O1
KX772754 USA TX Am APT13-176
CP000849 USA OH Dv OSU 85-389
CP000087 USA AR Dv RML369-C
MN372317 USA CA Rs RS75bel
MN372316 USA CA Do DOl2bel

Figura 9: Alinhamento comparativo das sequéncias dos produtos de PCR, de parte do gene gt/A4, detectados em carrapatos do Parque do Sabia
com sequéncias de R. bellii descritas de outros locais do Brasil e de outros paises da América. A sequéncia consenso mostra a base mais
frequente para cada posi¢do dentre as sequéncias comparadas. Os pontos representam sequéncias semelhantes e as letras entre os pontos, bases
divergentes. As trés superiores sdo as sequéncias detectadas no presente estudo e os codigos indicam identificagdo do hospedeiro vertebrado,
estado do Brasil onde os carrapatos foram coletados, iniciais do Parque do Sabid e iniciais das espécies do carrapato (As: Amblyomma sculptum;
1: Ixodes loricatus; Ad: Amblyomma dubitatum). A quarta sequéncia (ndo publicada) foi obtida de carrapatos coletados no Praia Clube (PC),



também em Uberlandia. As demais sequéncias contém o nimero de acesso, local e outras informagdes disponiveis no GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/).
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Dentre as 34 capivaras capturadas, testes sorologicos para infeccdo causada por
Rickettsia foram realizados com amostras de 31 delas, sendo que 19 capivaras (61,3%) se
apresentaram reativas, por reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), com pelo menos
um dos antigenos das cinco diferentes espécies de Rickettsia (TOLESANO-PASCOLI,
2014). Somente duas capivaras (2/31, 6,5%), C04 e C30, apresentaram reatividade para
R. bellii, porém o provavel antigeno envolvido na reacdo homoéloga (PAERH) foi
identificado apenas na primeira capivara (C04) (1/31, 3,2%). Apesar da baixa prevaléncia
de infeccdo, ela esta de acordo com a baixa frequéncia de amostras de carrapatos de
capivaras nas quais este microrganismo foi detectado (2,9%, 7 amostras/239 carrapatos
testados). Dos carrapatos em que o DNA de R. bellii foi detectado, nenhum deles foi

coletado destas capivaras.

Por outro lado, dos 27 gambas, 14 (51,9%) gambas apresentaram reatividade
contra R. bellii, sendo este o PAERH em sete deles (29,9%, 7/27) (TOLESANO-
PASCOLLI, 2014), e carrapatos coletados em quatro desses gambds apresentaram DNA
de R. bellii. Esta prevaléncia de infeccdo foi maior que a taxa minima de infec¢do do
microrganismo nos carrapatos de gambas (5,3%, 5 amostras positivas em 95 carrapatos e

bolos de larvas testados).

5. DISCUSSAO

A presente investigacdo vem de estudos iniciais que visaram avaliar aspectos
ecoldgicos relacionados a carrapatos e hospedeiros em areas urbanas de Uberlandia
(QUEIROGAS et al., 2012; TOLESANO-PASCOLLI, 2014). Devido ao alto nimero de
capivaras no Parque do Sabia, que pode ter atingido mais de 150 individuos em 2008, que
estava relacionado a alta infestagdo por carrapatos e reclamagdes dos visitantes pelas
picadas por esses ectoparasitas, parte dessa populagao foi capturada e remanejada para a
Reserva Particular do Patrimonio Natural Unidade de Conservagdo de Galheiros em

Perdizes, MG.

Dos carrapatos analisados neste estudo, A. sculptum e A. dubitatum foram as
espécies mais encontradas em capivaras e gambas do parque. As capivaras sdo
frequentemente infestadas por essas espécies de carrapatos (QUEIROGAS et al., 2012).

Os gambas também sao hospedeiros importantes para uma grande variedade de carrapatos
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dos géneros Amblyomma e Ixodes. Fatos estes que podem ser observados em alguns
estudos, nos quais a presenca de adultos de 4. dubitatum apresentou prevaléncia de 91,7%
e ninfas 86,1% de carrapatos coletados de capivaras; em outro estudo, prevaléncia de 4.
sculptum e A. dubitatum seguidos de Ixodes sp. em gambas (DEBARBORA et al., 2014
e HORTA et al., 2007; DONALISIO et al., 2020) ¢ os gambas do Parque do Sabia
apresentaram resultados semelhantes (TOLESANO-PASCOLI, 2014).

No Brasil, os carrapatos de A. sculptum sdo abundantes nas regides sudeste e
centro-oeste € sua ocorréncia estd associada a uma cobertura vegetal média e densa,
composta por pastagens e vegetagdo secundaria com gramineas e arbustos esparsos
(LABRUNA, 2009; ANGERAMI et al., 2006 ; DIAS & MARTINS, 1939; KATZ et al.,
2009).

Amblyomma dubitatum possui ocorréncia geografica que abrange areas do sul da
América do Sul e partes das regides centro-oeste e sudeste do Brasil (LABRUNA et al.,
2007; QUEIROGAS et al., 2012; SZABO et al., 2007).

E importante notar que embora A. sculptum e A. dubitatum coexistam no mesmo
ambiente, o comportamento mais agressivo de A. sculptum observado por Pajuaba-Neto
et al. (2018) na busca de hospedeiros, em comparacao com A. dubitatum, representa maior
risco de picada em humanos e, portanto, de transmissao de patdogenos, como a R. rickettsii.

(RAMOS et al., 2017; SONENSHINE & ROE, 2014).

Para que ocorra a circulagdo de Rickettsia em uma regido, além do carrapato
suscetivel, torna-se necessaria a presenga de hospedeiros vertebrados amplificadores, que
sd0 animais que apresentam riquetsemia por tempo suficiente no organismo para que
carrapatos se alimentem neles, sejam infectados e, nos proximos repastos sanguineos,
transmitam o microrganismo a novos individuos (HORTA et al., 2009). Neste contexto,
capivaras e gambas sdo considerados hospedeiros amplificadores de R. rickettsii e seu

vetor carrapatos da espécie 4. sculptum na natureza (LABRUNA, 2012).

A presenca das capivaras no sudeste do Brasil aumentou cerca de 40 vezes mais
nas ultimas trés décadas do que as registradas em regides de seu habitat natural, como o
Pantanal e o Cerrado, que tem sido relacionada a degradagdo de areas naturais e ao cultivo

de cana-de-agucar, principal fonte de alimento desses animais. Logo, uma grande
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populagdo de capivaras pode provocar uma grande infestagdo ambiental de carrapatos

(QUEIROGAS et al., 2012; LUZ et al., 2019; POLO et al., 2017).

Os gambas podem ser encontrados em diversos tipos de ambientes, com registros
desses animais nos habitats do Cerrado, Pantanal, Pampas e até mesmo em zonas de
transi¢do entre esses biomas e areas antropizadas (NASCIMENTO et al., 2019;
TOLESANO-PASCOLLI, 2014; SANTOS et al., 2020). Esses animais sao abundantes em
areas endémicas da FMB, podendo servir como um importante mecanismo para a
dispersdo desses carrapatos e patdogenos que causam doencas em humanos e animais
domésticos e levar ao surgimento de surtos de doencas (HORTA et al. 2007; LOPES et
al., 2018; MILAGRES et al., 2010; LUZ et al., 2018; GONZALEZ et al., 2017; ACOSTA
et al., 2016; LUZ et al., 2020). HORTA e colaboradores (2009) demonstraram de forma
experimental a capacidade do gamba da espécie Didelphis aurita de transmitir e infectar

carrapatos dessa espécie por R. rickettsii.

HORTA e colaboradores (2006) relataram pela primeira vez transmissao
transovariana e sobrevivéncia transestadial de R. bellii em I. loricatus, demonstrando ndo

haver necessidade de um hospedeiro amplificador para esta espécie de microrganismo.

O DNA de R. bellii foi detectado em nosso estudo em amostras das trés espécies
de carrapatos testadas, 4. sculptum, A. dubitatum e I. loricatus, coletadas em ambos os
hospedeiros. Assim, nossos resultados sugerem que hd o envolvimento de diferentes
espécies de carrapatos e diferentes hospedeiros na circulagdo de R. bellii no parque. A
deteccdo de R. bellii em carrapatos A. dubitatum e I. loricatus foi descrita em outros
estudos (LABRUNA et al., 2004; HORTA et al., 2006; HORTA et al., 2010; BRITES-
NETO etal., 2013; PAJUABA-NETO et al., 2018; KRAWCZAK et al., 2016); entretanto
sua presenca em A. sculptum parece ser menos frequente (PACHECO et al., 2009;
HORTA et al., 2007).

A analise das sequéncias de nucleotideos dos produtos de PCR de trés amostras
do presente estudo (uma de A. sculptum e uma de A. dubitatum coletadas de capivaras
diferentes e um /. loricatus de um gamba) mostrou que elas eram idénticas entre si € com
sequéncias relatadas em Ixodes tropicalis da Coldombia (nimero de acesso do GenBank -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ - MT174170), em A. dubitatum da Argentina
(KX009410), e no Brasil, em A. aureolatum do Espirito Santo (MK962697), em
Amblyomma longirostre do Rio de Janeiro (MN064678) e em Amblyomma rotundatum
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do Amapa (MH236876) (LAMANTINA et al., 2018; LUZ et al., 2018; ARROYAVE et
al., 2020; SZABO et al., 2013; FACCINI-MARTINEZ et al., 2020; EBERHARDT et al.,
2015; PACHECO-SOLANO et al., 2019; MCINTOSH et al., 2015; OGRZEWALSKA
et al., 2019). Vale ressaltar que as sequéncias encontradas nos carrapatos do Parque do
Sabia também eram idénticas a uma sequéncia encontrada em A. dubitatum coletado no
ambiente do Praia Clube, um clube de lazer ¢ recreagdo localizado em Uberlandia, as
margens do Rio Uberabinha, onde capivaras estdo presentes (sequéncia nao publicada —

parte do estudo de PAJUABA NETO et al., 2018).

Além destas, também foram idénticas com sequéncias encontradas nos Estados
Unidos, em carrapatos das espécies D. variabilis, Dermacentor occidentalis e
Rhipicephalus sanguineus (respectivamente, CP000087, MN372316 e MN372317.
OGATA et al., 2006; OSBORNE et al., 2020). Independentemente dos mecanismos de
transmissdo horizontal, a tendéncia de cada gendtipo de R. bellii de estar associado a uma
espécie de carrapato diferente sugere a maioria dos isolados de R.bellii co-evoluiu com
seu hospedeiro especifico de carrapato, possivelmente em dire¢do a uma associacio

simbidtica (KRAWCZAK et al., 2018).

A analise filogeografica entre isolados de R. bellii demonstrou uma diferenciagao
em duas linhagens, da América do Sul e da América do Norte, indicando isolamento
geografico e sugerindo que eles haviam sido irradiados em seus respectivos blocos
(KRAWCZAK et al.,, 2018). Exclusivamente por meio da analise da sequéncia
nucleotidica, ou seja, sem considerar a localiza¢ao geografica onde os carrapatos foram
coletados, ndo foi possivel identificar de qual linhagem de R. bellii, se da América do
Norte ou da América do Sul, pertenciam as sequéncias de R. bellii detectadas no presente

estudo.

A alta frequéncia de R. bellii em um estudo de HECHT e colaboradores (2019)
pareceu desempenhar um papel inibitério significativo na manutencao de outras espécies
patogénicas de Rickettsia e reduzir significativamente a ocorréncia de R. rickettsii na
populacdo de carrapatos. No nosso estudo, com a baixa taxa de carrapatos infectados por
R. bellii (taxa minima de infecc¢do total em ninfas e adultos de 3,1%, 10/321, e em bolos
de larvas de 15,4%), um grande niimero de carrapatos ndo infectados esta disponivel para
infeccdo por Rickettsia do GFM, pois uma infec¢ao primaria por R. bellii poderia inibir a

transmissdo transovariana de outra espécie de Rickettsia adquirida secundariamente
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(SAKAI et al., 2014). Além disso, com o nascimento de hospedeiros vertebrados, que
ainda ndo possuem imunidade contra Rickettsia, existe a possibilidade de infec¢do por
esses patogenos e sua amplificagdo, favorecendo o surgimento de surtos de febre

maculosa (PAROLA et al., 2013; WECK et al., 2016).

Considerando a baixa taxa de carrapatos infectados com R. rickettsii em areas
endémicas menor que 1% uma limitacdo do nosso estudo ¢ o nimero de carrapatos
testados. Um dos motivos € o longo armazenamento dos carrapatos, uma vez que muitas
amostras de DNA extraidas ndo apresentaram boa qualidade para PCR, conforme
determinado por ensaio de amplificagdo de um segmento que codifica o rRNA 16S dos

carrapatos (CAMPOS et al., 2020; MATIAS et al., 2015; MORAES-FILHO et al., 2018).

Outra forma de investigar a infeccdo por Rickettsia spp. em capivaras e gambas
do parque foi realizada por meio do teste de suas amostras de soro por RIFI contra quatro
antigenos de Rickettsia do GFM (R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommatis, R.
rhipicephali) e o antigeno de R. bellii (TOLESANO-PASCOLI, 2014). Enquanto que
duas amostras (6,5%), dentre as 31 amostras de soro de capivaras testadas, foram reativas
contra o antigeno de R. bellii, 19 (61,3%) mostraram reatividade contra pelo menos um
dos antigenos de Rickettsia do GFM e R. rickettsii foi o PAERH em seis amostras
(19,4%). Nenhuma amostra das capivaras cujos carrapatos apresentavam DNA de R.
bellii foi reativa contra o antigeno de R. bellii (amostra de soro de um dos animais ndo

estava disponivel).

Por outro lado, além das sete amostras de soros de gambads nas quais a R. bellii foi
o PAERH, 16 amostras (59,3%) dos 27 gambds apresentaram reatividade contra pelo
menos um dos antigenos de Rickettsia do GFM utilizados na RIFI e, dentre estas, com
cinco amostras foi possivel determinar o PAERH: R. amblyommatis (n = 3), R.
rhipicephali (n=1) e R. parkeri (n=1). Amostras de soro de trés gambads cujos carrapatos
apresentavam DNA de R. bellii mostraram reatividade por RIFI ao antigeno de R. bellii.
Porém, R. bellii nao foi o PAERH em nenhum deles e, portanto, ndo houve associagao
entre a presenca da R. bellii nos carrapatos coletados dos gambdas com sorologia positiva

para este patogeno.

Apesar de, no presente estudo, evidéncias moleculares da presenga de espécies de
Rickettsia do GFM nao foram observadas, as evidéncias soroldgicas com amostras de

capivaras e gambas indicam a ocorréncia dessas espécies no Parque do Sabid, inclusive
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tendo R. parkeri e R. rickettsii como PAERH. Essas evidéncias, aliadas a presenca de 4.
sculptum, que ¢ uma espécie agressiva a humanos, reforcam a importancia de se manter
um monitoramento para a presenca desses patogenos e, possivelmente, o controle tanto

de carrapatos como de seus hospedeiros no parque.

6. CONCLUSOES

e O DNA de Rickettsia belli toi detectado em carrapatos de trés espécies diferentes,
Amblyomma dubitatum, Amblyomma sculptum ¢ Ixodes loricatus, além de larvas

do género Amblyomma;

e Os carrapatos nos quais 0 DNA de R. bellii foi detectado foram coletados tanto de

capivaras quanto de gambas;

e As taxas minimas de infec¢do por R. bellii nas diferentes espécies de carrapatos

foram consideradas baixas, variando de 0,7% a 6,7%:;

e Nao houve associacdo entre a presenca de carrapatos infectados com R. bellii
(detectada por PCR) e evidéncia soroldgica de infec¢ao (por RIFI) pelo mesmo

microrganismo;

e Embora evidéncias soroldgicas de estudos anteriores tenham indicado a
ocorréncia de espécies Rickettsia do grupo da febre maculosa no Parque do Sabia,
incluindo as mais importantes para a saude publica, a Rickettsia parkeri e a
Rickettsia rickettsii como provaveis antigenos envolvidos na reacdo homologa,

esses patogenos nao foram detectados por PCR no presente estudo.
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