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RESUMO

Sendo ectoparasitas hematdfagos, os carrapatos podem ser vetores de transmissao de varios
agentes infecciosos, sendo alguns desses agentes, bactérias do género Rickettsia que podem
causar doengas a alguns mamiferos (ex: roedores e seres humanos), sendo classificadas como
pertencentes ao grupo da febre maculosa (GFM). Algumas dessas riquetsioses possuem
sintomatologia mais branda, porém a de maior impacto na saude publica, por sua alta taxa
de letalidade, ¢ a febre maculosa causada por Rickettsia rickettsii. Os casos de febre maculosa
brasileira (FMB) sdo atribuidos principalmente a expansao das populacdes de capivara e a
presenca do carrapato da espécie Amblyomma sculptum. Diante deste contexto, este trabalho
avaliou, por meio de testes moleculares, a presenca de Rickettsia spp. em carrapatos da
espécie A. sculptum, coletados em 2010 e 2011 de capivaras do Parque Municipal do Sabia,
um parque publico da cidade de Uberlandia, MG. Amostras de DNA extraidas de 12
carrapatos foram testadas por PCR para a presenca do DNA de Rickettsia spp. e, apesar de
nenhuma amostra ter se mostrado positiva, foi de suma importancia a avaliacdo da presenca
dessa bactéria em carrapatos do parque, em especial aquelas que sdo potencialmente

patogénicas a humanos, devido ao alto nimero de pessoas que visita o parque todos os dias.

ABSTRACT

Being hematophagous ectoparasites, ticks can carry and transmit many infectious agents,
including Rickettsia spp. bacterium, which cause diseases to mammals as rodents and
humans, classified as Spotted Fever Group. Some of these rickettsioses has a milder
symptomatology, but one with greater impact on public health, due to its high lethality rate,
is the spotted fever caused by Rickettsia rickettsii bacteria. BSF cases are related specially to

the expansion of Capybaras population and Amblyomma sculptum ticks’ presence. Given the



context, this study evaluated, trough molecular tests, presence of Rickettsia spp. on A.
sculptum ticks, collect from capybaras in Sabid Municipal Park in 2010 and 2011. DNA
samples were extracted from 12 ticks and tested by PCR to confirm Rickettsia’s DNA
presence. Although none of the samples were positive, this study was extremally important
to evaluate the presence of those bacterium, especially those who has a higher risk to humans

due the continuous visitation of humans to the park.

INTRODUCAO

No periodo de 2000 até dia 01 de agosto de 2018, foram confirmados, no sudeste
brasileiro, 1.418 casos de Febre Maculosa Brasileira (FMB), e destes 276 casos (19,46%)
foram registrados em Minas Gerais (SINAN, 2018). De acordo com o Sistema de
Informacdes de Agravos de Notificacdo (SINAN) a FMB até 2018, teve 47,6% de fatalidade
em seus casos. A doenga ¢ de dificil diagndstico, pois seus sintomas iniciais sdo parecidos
com de outras doengas como dengue, pneumonia, leptospirose, entre outras, apresentando
alguns sintomas como febre acima de 39°C, diarreia, nauseas, dores abdominais, dor de
cabega intensa (SINAN). A FMB ¢ uma Riquetsiose, ou seja, uma doenca causada por
bactérias Rickettsia spp., que s@o seres intracelulares obrigatorios, pertencentes a familia
Rickettsiaceae.

Dentro da familia, o género Rickettsia que ¢ divido em quatro grupos: o grupo tifo
(GT), o grupo Rickettsia canadenses, grupo Rickettsia bellii e o grupo da febre maculosa
(GFM), que possui quinze espécies descritas incluidas nele (R. akari, R. australis, R. africae,
R. conorii, R. honei, R. japonica, R. sibirica, R. helvetica, R. slovaca, R. massiliae, R.
rhipicephali, R. aeschlimannii, R. montanensis, R. parker e R. felis) (YU; WALKER, 2006;
PASCOAL, 2017) (Fig. 1)
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Figura 1: Arvore filogenética de riquétsias por anilise de rDNA 168, indicando as do grupo da febre maculosa
(GFM) e do grupo tifo (GT). Modificado de ROUX; RAOULT, 1995.

Sendo parasitas intracelulares, essas bactérias se multiplicam apenas nas células de
seus hospedeiros, sendo os artropodes, como carrapatos, piolhos, pulgas e dcaros os mais
comuns, 0s quais sao também seus transmissores a outros animais em geral. Os principais
vetores de Rickettsia do GFM sdo espécies de carrapatos pertencentes ao gé€nero
Amblyomma, dentre quais a espécie A. sculptum (Berlese 1988) ¢ tipica do Cerrado
(OGRZEWALSKA; PINTER, 2016) e apresenta um habito forte de predagdo (PAJUABA
NETO et al., 2018), tendo assim, uma maior potencialidade de transmissao de Rickettsia spp.
a humanos.

Espécies de carrapatos do género Amblyomma sdo frequentemente encontradas em
diversos animais, dentre eles os cachorros e as capivaras, sendo considerados sentinelas para
riquetsioses, pois produzem anticorpos contra bactérias Rickettsia spp. € podem ser usadas
para indicar a presenca desses patdgenos na regido que vivem (FORTES et al., 2011). Estes
animais também sdo considerados amplificadores dessas bactérias por viverem no mesmo
ambiente em que o patdgeno esta presente, atrairem seus vetores e serem suscetiveis a
infecgdo. E preciso também que esses animais consigam manter a bactéria por tempo
suficiente para infectar outros vetores e que sempre haja uma reprodu¢do constante, para que
sempre tenha animais ndo-imunes (Labruna et al. 2009). As capivaras possuem todas as
caracteristicas necessarias para serem amplificadores da bactéria e estdo em constante
crescimento populacional na éarea, pois ha poucos predadores naturais (a onga parda (Puma
concolor Linneaus, 1771) como exemplo) (QUEIROGAS, 2010). Com o crescimento
populacional, as cidades sentiram a necessidade da criacdo de areas ecoldgicas em que a
populacdo tivesse um contato maior com a natureza, servindo também como abrigo para
animais vetores de doengas. Dentro desse contexto, o presente estudo teve como proposta
a investigacdo da presenca de Rickettsia em carrapatos coletados em capivaras do Parque
do Sabia, um parque urbano de Uberlandia que é visitado por muitas pessoas em busca de

lazer e para realizar atividades fisicas.

MATERIAL E METODOS

2.1- Amostras
Os carrapatos utilizados no estudo pertencem a colecdo do Laboratdrio de Ixodologia da

Faculdade de Medicina Veterinaria, da Universidade Federal de Uberlandia. Os carrapatos



foram coletados em 2010 e 2011, identificados e armazenados em alcool isopropilico a
temperatura ambiente (PASCOLI, 2014). As amostras utilizadas foram classificadas como

A. sculptum e separadas por sexo (macho e fémea) de acordo com seu hospedeiro
(capivara).

2.2 — Extragao
Foi realizada a extracdo do DNA de 175 carrapatos diferentes, provenientes de 24 capivaras
distintas entre este estudo e estudos prévios (MUNDIM et al. 2016, SILVA et al., 2017). As
amostras aqui testadas, foram identificadas de acordo com o experimento (Tabela 1). O
método utilizado para extracdo de DNA em carrapatos foi descrito por Chomczynski (1993)
e modificado por Sangioni et al. (2005). O método descrito utiliza o isotiocianato de

guanidina e fenol como agentes principais na liberacdo do DNA no meio.

2.3 - PCR

Para avaliar a qualidade da amostra de DNA obtida, uma primeira PCR (reag¢do
em cadeia de polimerase) foi realizada com os primers 16S-F e 16S-R (MANGOLD
et al.,, 1998) para a amplificagdo de um segmento do gene que codifica 0 RNA
ribossomal /6S de carrapatos (rDNA 16S). Apds, realizou-se eletroforese para a
observa¢ao do produto da reacao. Em seguida, uma nova PCR para a detec¢do do gene

gltA, que codifica a enzima citrato sintase 2 (CS2) de Rickettsia spp., com os primers

CS-78 e CS-323 (LABRUNA et al., 2004) (Tabela 1) foi executada.

Tabela 1: Primers utilizados nas PCRs

GENE ESPECIFICIDADE AMPLICON REFERENCIA
ALVO E (rb)
PRIMERS

GENE 16S Carrapatos 460 Mangold et al., 1998
16S-FE

16S-R

gltd Género Rickettsia 401 Labruna et al., 2004
CS-78 E
CS-323




2.4 — Eletroforese

Ao final de cada PCR era realizada uma eletroforese a gel 1% de Agarose em

TBE 0,5x.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras utilizadas no presente estudo estio descritas na tabela 2. Ao realizar
a PCR para o gene de carrapatos (16S rDNA), resultados positivos para as amostras
testadas foram obtidos (Figura 2), confirmando a presenga do DNA do carrapato,
através de sua amplificacdo, com exce¢do de 4 amostras (V7, V8, V9 e V16). Essa
confirmagdo era necessaria para certificar que a extragao ocorreu de forma correta para

poder, assim, seguir para a proxima PCR, para detec¢do do gene glt4 de Rickettsia spp..

Tabela 2: Tabulagdo do hospedeiro, identificagdo das amostras de Amblyomma sculptum
e resultados das PCRs.

Identificagdo da Identificagdo da PCR

capivara amostra de DNA 16S gltA R. bellii
C5 V1 + — NT
C4 V12 + - NT
C2 V13 + - NT
C10 V15 + - NT
C21 V10 + — NT
C31 31S.F. + — NT
C31 31S.M. + — NT
C32 Vo6 + - NT
C33 33 S.M. + - NT
C33 33S.F. + - NT
C35 Vi1 + - NT
C35 V14 + — NT

Vida livre 1772 + + +

& —amostra 177 é de Amblyomma dubitatum de vida livre, colhida no Parque Santa Luzia 4
(estudo da estudante Caroline Lopes Queiroz);

NT — Amostra nao testada (somente foi testada a que apresentou amplificagdo para o gene
gltA).
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Figura 2: Eletroforese realizada apos a amplificacdo do gene 16S, validando o resultado, onde a)
amostras vl e v6; b) amostras 31 S.F e 31 S.M; c¢) amostras 33F e 33M; d) amostras V10 a V15. A sigla
CN/C- é para controle negativo, CP/C+ indica controle positivo e MW significa marcador molecular.

As amostras de DNA de carrapatos das capivaras 5 e 35 testadas anteriormente
haviam apresentado resultados positivos para a presenca do gene glt4 (PASCOLI,
2014; SILVA, 2017). Porém, neste estudo, com amostras de DNA de outros carrapatos
das mesmas capivaras, ndo foi observada a amplificacdo para este gene (figura 3). As
amostras 177, 177 1:5 e 177 1:10 (diluicdes 1:5 e 1:10, respectivamente), de DNA de

carrapatos 4. dubitatum, apresentaram amplificagdo para o gene glt4 de R. bellii.
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Figura 3: Eletroforese realizada para visualizar a amplificacio do gene glt4. Onde (CPa;
CPc; C+J; C+L) sdo controles positivos para CS2 e CN/C- sdao controles negativos e MW ¢ o
marcador molecular.

Em 2018, um estudo indicou a auséncia de Rickettsia do GFM em carrapatos
Amblyomma spp., principalmente 4. sculptum, coletados no Praia Clube, as margens
do Rio Uberabinha, em Uberlandia (PAJUABA NETO et al., 2018). No estudo, foram
testadas 25 amostras de DNA de 244 ninfas (aproximadamente 10 ninfas/amostra; 204
de A. sculptum e 40 de A. dubitatum), 4 amostras de adultos de A. sculptum e 3 de
adultos de A. dubitatum. E possivel que o niimero de amostras testadas tenha sido um
fator limitante para detec¢dao de Rickettsia do GFM. O presente estudo teve enfoque
maior em carrapatos 4. sculptum, porém a avaliacdo de uma amostragem maior poderia
ser necessaria para descartar a presenca de Rickettsia que causam a febre maculosa no
local, pois sdo a espécie com uma taxa maior de parasitismo em humanos

(GUGLIELMONE et al., 2016).

CONCLUSAO

Doze amostras de DNA, extraidas de carrapatos coletados de capivaras do Parque do
Sabid, foram testadas por PCR e ndo indicaram a presenca de Rickettsia spp.. O que
pode indicar uma baixa taxa de presenca dessa bactéria no ambiente caracteristico da
regido. Como citado acima, A. sculptum tem um maior habito predatorio o que expde

humanos a uma maior chance de contagio com bactérias Rickettsia spp., mostrando,



assim, que ¢ necessaria uma amostragem maior de uma area maior para confirmar os
dados obtidos no presente estudo. O mesmo devera ser continuado para descartar a
presenca de Rickettsia do GFM em carrapatos que infestam as capivaras do Parque do
Sabia, em especial carrapatos da espécie 4. sculptum, uma vez que ha um grande fluxo

de pessoas em areas infestadas do parque.
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