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RESUMO

Os carrapatos sao parasitas acarideos que transmitem agentes patogénicos
capazes de exercer efeitos prejudiciais a saude de seus hospedeiros, dentre eles,
bactéria gram-negativas do género Rickettsia spp., que s&8o responsaveis por
zoonoses emergentes de importancia global. No presente estudo, foi realizado
levantamento epidemioldgico para identificacdo de Rickettsia spp. do grupo da febre
maculosa em carrapatos de hospedeiros domésticos, silvestres e do meio ambiente
no municipio de Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Foram coletados e
classificados 3131 carrapatos, sendo 2015 capturados em hospedeiros na area
urbana e 1116 na area peri-urbana. Os carrapatos foram avaliados por meio de teste
de hemolinfa e por reacdo em cadeia da polimerase utilizando os primers CS 78/CS
323 e as amostras positivas foram submetidas a uma segunda reagdo em cadeia da
polimerase para amplificagdo do gene ompA, utilizando os primers Rr 190.70p e Rr
190.602n. Todas as amostras de hemolinfa analisadas foram negativas e o0s
resultados da reacdo em cadeia da polimerase identificaram como positivas para
Rickettsia spp., quatro amostras de A. nodosum coletados de Tamandua tetradactyla
e uma amostra de Rhipicephalus sanguineus coletada de céo. Os produtos da
reacdo em cadeia da polimerase foram purificados e sequenciados e a andlise
filogenética baseada na sequéncia do gene ompA demostrou que a amostra oriunda
de Amblyomma nodosum esta segregada no mesmo cluster que Rickettsia parkeri
cepa cooperi, com valor de bootstrap de 78%, podendo ser considerada Rickettsia
parkeri-like. A analise da amostra de R. sanguineus mostrou ter homologia de 100%
com outras sequéncias de R. rickettsii disponiveis no GenBank e esta inclusa no
mesmo cluster de isolados de R. rickettsii detectados em Amblyomma spp. no Brasil
e de R. rickettsii e Rickettsia philipii encontrados em Dermacentor spp. nos Estados
Unidos da América. Este trabalho relata pela primeira vez, no Municipio de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, regido Central do Brasil, a infeccdo natural de A.
nodosum por Rickettsia parkeri-like e de R. sanguineus por R. rickettsii, importantes
agentes causadores de doencas em seres humanos.

Descritores: Rickettsia spp. Epidemiologia. Rickettsioses. Febre maculosa.
Carrapatos.



ABSTRACT

Ticks are parasitic mites that transmit pathogens able to exert adverse effects on the
health of their hosts, including Gram-negative bacteria of the genus Rickettsia spp.,
which are responsible for emerging zoonosis of global importance. In this study, an
epidemiological survey was conducted to identify Rickettsia spp. the spotted fever
group in ticks from domestic hosts, wildlife and the environment in Campo Grande,
Mato Grosso do Sul. Were collected and classified 3131 ticks, being 2015 captured
in hosts the urban area and 1116 in the periurban area. Ticks were evaluated using
hemolymph test and by polymerase chain reaction using the primers CS 78 and CS
323 and positive samples were submitted to a second polymerase chain reaction for
amplification of ompA gene, using primers Rr 190.70p and Rr 190.602n. All
hemolymph samples analyzed were negative and the results of polymerase chain
reaction has identified as positives for Rickettsia spp., four samples A. nodosum
collected Tamandua tetradactyla and one sample of Rhipicephalus sanguineus
collected dog. The polymerase chain reaction products were purified and sequenced
and phylogenetic analysis based on the sequence of the ompA gene has
demonstrated that the sample originated from Amblyomma nodosum this segregated
in same cluster as Rickettsia parkeri strain cooperi, with bootstrap value of 78%, and
may be considered Rickettsia parkeri- like. The analysis of sample R. sanguineus
has shown to have 100% homology with other sequences of R. rickettsii available in
GenBank and is included in the same cluster of isolates of R. rickettsii detected in
Amblyomma spp. in Brazil and R. rickettsii and Rickettsia philipii found in
Dermacentor spp. in the United States of America. This work reports for the first time,
in the city of Campo Grande, Mato Grosso do Sul, midwestern of Brazil, natural
infection of A. nodosum by Rickettsia parkeri-like and R. sanguineus by R. rickettsii,
important causative agents of disease in humans.

Descriptors: Rickettsia spp. Epidemiology. Rickettsioses. Spotted fever. Ticks.
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1 INTRODUCAO

Os carrapatos sdo responsaveis por transmitirem aos seres humanos e
animais uma grande variedade de bioagentes que podem causar complicacfes a
salude de seus hospedeiros e, dependendo da intensidade e do microrganismo
envolvido no processo infeccioso, pode, muitas vezes, leva-los a morte. Esses
ectoparasitas tém despertado o interesse da comunidade cientifica e de saude
publica por causa da sua participacdo na transmissao de doencas e esse interesse
vem aumentando por causa da emergéncia e reemergéncia de enfermidades de
natureza zoonodtica e muitas vezes letal para os seres humanos.

Dentre as doencas transmitidas por carrapatos, as rickettsioses tém recebido
especial atencdo em todo mundo, sendo consideradas doencas de ameaca
emergente global. Essas zoonoses, principalmente as determinadas pelas bactérias
do grupo da febre maculosa (GFM), sédo reportadas no Brasil desde o final da
década de 20. No entanto, somente em 2001 as rickettsioses passaram a ser
consideradas doencas de notificacdo compulséria, ratificando a importancia das
rickettsias como importantes causas de doencas, emergentes e reemergentes, em
seres humanos e animais.

Com casos confirmados em diferentes regides do Brasil, sendo a maioria ha
regido Sudeste, principalmente Sao Paulo e Minas Gerais, as doencas determinadas
pelas bactérias do grupo da febre maculosa (GFM) sdo enfermidades subestimadas
gue, por ndo apresentarem sinais clinicos caracteristicos, podem ser com frequéncia
confundidas pelos profissionais da saude.

Todas as espécies de rickéttsias do GFM conhecidas até o0 momento mantém
seu ciclo de vida na natureza entre o carrapato vetor e algumas espécies de
mamiferos silvestres, denominados de hospedeiros amplificadores. Embora a
bactéria também seja transmitida entre geracdes sucessivas de uma populagédo de
carrapatos por meio de transmissdo transovariana ou transestadial, apenas este
mecanismo nao seria suficiente para manté-la ativa ao longo do tempo. Desta forma,
o efeito amplificador que alguns hospedeiros silvestres desempenham deve existir
para assegurar a manutencdo da bactéria na natureza.

Estudos ecoldgicos sobre rickéttsias do GFM tém demonstrado que no Brasil

as principais espécies de carrapatos envolvidas na transmissdo dessa doenca



pertencem ao género Amblyomma spp., no entanto outros géneros ja foram
observados infectados. A bactéria mantém-se nesses carrapatos e amplificam-se em
animais silvestres e domeésticos, principalmente capivaras, antas e equinos. Caes
domeésticos que frequentam éareas de matas, também podem desempenhar um
importante papel epidemiolégico no ciclo urbano da doenga, por causa do transporte
de carrapatos infectados e contato mais préximo com seres humanos.

No Brasil, os carrapatos do género Amblyomma spp., estdo distribuidos por
todas as regides, sendo 0s vetores competentes para a transmissao de Rickettsia
spp., € além deste, outros géneros de carrapatos também sdo potencialmente
vetores, por esta razdo estudos in loco devem ser realizados para identificar a
presenca de rickéttsias na natureza e as relagcdes epidemiologicas desses
bioagentes com os hospedeiros locais, especialmente em &areas sem relato de
casos, mas que apresentam condic6es favoraveis a circulagdo dessas bactérias.

A identificacdo dos hospedeiros amplificadores € um ponto importante no
entendimento epidemioldgico das rickettsioses, pois muitos deles colonizam areas
urbanas e peridomiciliares, determinando a aproximacdo dos seres humanos e
animais domésticos a ixodofauna silvestre potencialmente infectada, aumentando a
probabilidade de novos contagios.

Embora o Estado de Mato Grosso do Sul apresente condi¢des propicias para
a circulacéo de carrapatos potencialmente infectados por Rickettsia spp., os estudos
sobre a circulacédo desta bactéria sdo limitados e somente em 2012 foi observada a
presenca deste agente por meio de analise molecular, infectando vetores no estado.

Considerando que os principais vetores da doenca estdo distribuidos
abundantemente em todo o estado de MS, e os estudos sédo escassos, 0 objetivo
deste trabalho foi estudar a epidemiologia das rickettsias do grupo da febre
maculosa brasileira, por meio da identificagdo dos carrapatos presentes na regiao,
associando-os com seus respectivos hospedeiros, realizando a analise molecular
dos carrapatos para identificacdo dessas bactérias por meio da reagdo em cadeia da

polimerase e o0 sequenciamento e analise filogenética das amostras positivas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais

Carrapatos sao artropodes hematofagos obrigatérios que parasitam
vertebrados em diversas partes do mundo (SONENSHINE, 1991). Estédo entre os
principais vetores de patdgenos (virus, bactérias e protozoarios) para os animais e o
homem (SERRA-FREIRE; SENA; BORSOI, 2011), que podem causar complicacbes
a saude de seus hospedeiros e muitas vezes leva-los & morte (ESTRADA-PENA;
JONGEJAN, 1999). De maneira geral, sdo os segundo maiores vetores de doencas
para humanos em todo mundo, perdendo apenas para 0s mosquitos, e considerados
0s maiores vetores de doencas para animais domeésticos e selvagens (DE LA
FUENTE et al., 2008).

Os carrapatos possuem uma diversidade microbiana bastante variada que se
distribui por diferentes tecidos (ANDREOTTI et al., 2011). Essa diversidade de
bioagentes os permite atuar como grandes vetores, principalmente de doencas
emergentes, pois ao se alimentarem fixados nos hospedeiros, incluindo o homem,
por periodos relativamente longos, transmitem os patdégenos por meio da saliva. Sua
saliva também contém quinases que catalisam a bradicinina, o que explica em parte
a auséncia de dor, enquanto permanecem aderidos aos hospedeiros e a presenca
de prostaglandinas que inibem a producdo de interleucina 1 e a migracdo de
macrofagos (MASSARD; FONSECA, 2004), prejudicando a resposta imunoldgica do
hospedeiro.

Dentre as doencgas transmitidas por carrapatos, as Rickettsioses tém recebido
especial atencdo em todo mundo, sendo consideradas doencas de ameaca
emergente global (LIM et al, 2012). Essas zoonoses, principalmente as
determinadas pelas bactérias do grupo da febre maculosa (GFM), que inclui mais de
20 espécies, a maioria associada a carrapatos (PAROLA; PADDOCK; RAQULT,
2005), possuem caracteristicas bastante variadas e ndo se coram pelo método de
Gram, entretanto, podem ser coradas pelas técnicas de Gimenez (Figura 1) ou
Giemsa (WEISS; MOULDER, 1984).



Com excecdo das rickéttsias do GFM, que eventualmente s&o vistas
intranuclearmente, todas as rickéttsias invadem exclusivamente o citoplasma
(MELLES; COLOMBO; LEMOS, 1999). O mecanismo de invasao celular ainda nao
foi completamente descritos, sabe-se apenas que exige o0 envolvimento de um
complexo grupo de proteinas e da participacdo das células endoteliais que
desempenham uma funcdo importante na regulagdo da resposta imunolédgica de
acordo com sua localizacdo e suas fungdes biologicas (REED; SERIO; WELCH,
2012; RYDKINA; TURPIN; SAHNI, 2010).

As rickettsioses constituem um grupo de doencas determinadas por bactérias
intracelulares obrigatorias da Ordem Rickettsiales, Tribo Rickettisiae, Familia
Rickettisiaceae e Género Rickettsia. Varias espécies dessa ordem sado relatadas
como causadoras de doencas no homem e em outros hospedeiros vertebrados.
Apesar da importancia destas zoonoses ser frequentemente subestimada, as
rickettsioses ocorrem em todos os paises, de modo esporadico ou epidémico, de
acordo com fatores ecoldgicos ou epidemiologicos (DIAS; MARTINS, 1939; WEISS;
MOULDER, 1984; ZOGUEREH; NDIHOKUBWAYO; SIMOYINUMA, 2000).

Figura 1 — Hemolinfa corada com coloracdo de Gimenez (1969). A — Amostra
negativa. B — Amostra com estruturas morfologicamente semelhantes a
Rickettsia spp.
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Fonte A: Almeida (2013a). Fonte B: Piranda (2008).

Das rickettsioses que apresentam potencial patogénico para 0S seres
humanos, a determinada pela bactéria R. rickettsii € a que apresenta maior
letalidade em todo mundo. Esta bactéria determina a doenga intitulada febre

maculosa, que no Brasil apresenta-se como doenca infecciosa aguda, de gravidade



variavel e pelo que se conhece até o momento, transmitida por carrapatos do género
Amblyomma spp. (Figura 2). A ecologia e a distribuicio do carrapato vetor
determinam os principais aspectos epidemioldgicos desta enfermidade (LEMOS et
al., 1997).

Mesmo sendo notificada pela primeira vez no Brasil no final de 1920
(ANGERAMI et al., 2006; LEMOS et al., 2001) somente nos ultimos anos passou a
ser considerada uma doenca de notificacdo compulsoria, ratificando a importancia
das rickéttsias como causadoras de doencas em seres humanos e animais.

A doencga apresenta sazonalidade bastante definida, onde o numero de casos
se concentra no periodo de maior atividade dos carrapatos, normalmente na
primavera e verdo, onde se encontram as melhores condi¢cfes para a multiplicacéo

desses vetores.

Figura 2 — Carrapato do género Amblyomma spp.

Fonte: Almeida (2013b).

Mesmo sendo relatados como hospedeiros acidentais, nao sendo
considerados reservatorios da doenca, e também ndo colaborarem com a
propagacéo do agente, os seres humanos sdo acometidos de maneira bastante

intensa pela bactéria, que ap0s a penetracdo no corpo pela picada do carrapato, as



rickéttsias invadem as células endoteliais da parede vascular e a partir dai
disseminam-se pelo organismo por via hematdgena ou linfatica. A multiplicacéo
bacteriana gera uma vasculite e induz a ativacdo do sistema de coagulacao,
podendo levar a um quadro de trombose. As lesdes geradas no endotélio vascular
provocam aumento da permeabilidade capilar e frequentemente distarbios
hemostéaticos podendo levar a formagéo de petéquias, escaras de inoculacéo (Figura
3), Ulceras pruriginosas e exantema (BROUQUI, 1997).

Figura 3 — Escarra de inoculagao

Fonte: Martino et al., (2001).

Pelo quadro clinico da febre maculosa brasileira podemos considera-la uma
doenca multissistémica, que apresenta um curso variavel, desde quadros classicos a
formas atipicas sem exantema, viscerotrépicas e fulminantes. Inicia-se, geralmente
de forma abrupta, com manifestacfes inespecificas tais como febre, mal-estar
generalizado, cefaléia, hiperemia conjuntival e mialgias.

Os sinais e sintomas clinicos podem variar com comprometimento
gastrintestinal com nausea, vOmito, dor abdominal, diarréia e, eventualmente,
comprometimento hepatico com ictericia; manifestacdes renais com azotemia pré-

renal relacionada a hipovolemia e a necrose tubular aguda; comprometimento

pulmonar com tosse, edema pulmonar e alteragcfes radiologicas incluindo infiltrado



alveolar, pneumonia intersticial, derrame pleural; manifestacdes neurolégicas como
déficit neurolégico, meningite/encefalite e vasculite retiniana (BRASIL, 2010).

O exantema é o sinal mais importante da febre maculosa, aparece geralmente
no terceiro-quinto dia de doenca, podendo estar ausente em 15% a 20% dos
pacientes, o que dificulta e retarda o diagnostico, determinando maior nimero de
Obitos. No inicio macular, o0 exantema pode evoluir posteriormente para um padréo
maculopapular-petequial. Geralmente, no comeco da doenca atinge as
extremidades, disseminando-se a seguir centripetamente para o tronco. Pode
envolver a regido palmoplantar, o que auxilia o diagndstico, embora este
comprometimento ndo seja observado em todos os casos. Podem ser observadas
lesbes equimoticas ou purpuricas, determinando necrose/gangrena, em decorréncia
da extensa lesdo da microcirculacdo, requerendo as vezes amputacédo de dedos ou
membros (KAPLOWITZ et al., 1983).

O diagnostico preciso e imediato € muito dificil, principalmente durante os
primeiros dias, quando as manifestacdes clinicas também podem sugerir
leptospirose, dengue, hepatite viral, salmonelose, encefalite, infeccdes respiratérias
dentre outras . Com o surgimento do exantema, o diagnéstico diferencial deve ser
feito com sarampo, meningococcemia, enteroviroses, tifo endémico, febre tifoide,
leptospirose, dengue, febre purpurica brasileira, sepse com coagulacéo intravascular
disseminada, lues secundaria, rubéola, mononucleose infecciosa, entre outras
(LEMOS, 2002).

Recentemente, com o aumento de casos de doencas transmitidas por
carrapatos, borreliose (doenca de Lyme) e erliquiose devem também fazer parte do
diagnéstico diferencial. Cabe ressaltar que os estudos sobre as rickettsioses sao
dados isolados, de areas equidistantes, com diferentes ecologias, e 0s registros
sugerem que a doenca pode ser mais comum do que € demonstrado por dados
existentes (NASCIMENTO et al., 2005). Por isso, existe a necessidade de estudos
que fornecam dados sobre a presenca da doenca in loco para que em suspeita da
doenca, esta possa ser diagnosticada de maneira oportuna e o tratamento adequado
seja instituido rapidamente.

Nos carrapatos que sdo os hospedeiros naturais, reservatorios e vetores de
R. rickettsii, a transmissdo pode ser transovariana e também de estagio para
estagio, infectando geracdes sucessivas (BILLINGS et al., 1998), permitindo que o

microorganismo Seja mantido na natureza pela transmissao ciclica entre os



carrapatos e os animais hospedeiros (MCDADE; NEWHOUSE, 1986, NASCIMENTO
et al., 2005).

Nos ultimos anos tem se relatado o aumento no nimero de casos da doenca,
tanto pela proximidade maior dos seres humanos dos hospedeiros naturais, por
conta da expansao das cidades sobre as matas, como pela maior participacdo de
outros carrapatos como vetores da doenca, como Rhipicephalus sanguineus (Figura
4). Esse carrapato, parasito de caes, foi confirmado como portador de R. rickettsii no
Rio de Janeiro (CUNHA et al., 2009), e que no Brasil, tem aumentado seu
antropofilismo (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO,; BRANDAO-FILHO, 2006;
GODDARD, 1989; LOULY et al., 2006), sendo considerado um potencial vetor de

doencas transmitidas por carrapatos a seres humanos.

Figura 4 — R. sanguineus principal carrapato de caes observado em areas urbanas
no Brasil

Fonte: ALMEIDA (2013c).

Com relacdo aos métodos de diagndstico para febre maculosa ou para o
GFM, estes sdo geralmente sorologicos e retrospectivos, com a utilizacdo de
diversas técnicas. A imunofluorescéncia indireta ainda é considerada o teste padrao-
ouro para humanos e animais. E uma metodologia simples, econémica, com uma

sensibilidade acima de 90%, podendo ser utilizada no diagndéstico oportuno da



doenca, em estudos soroepidemiolégicos e ainda, na dependéncia da
disponibilidade de diferentes antigenos, pode permitir a diferenciacdo de alguns
isolados (SCOLA; RAOULT, 1997).

Por outro lado, embora de baixa sensibilidade e especificidade, quando
necessario, o teste de Weil-Felix é empregado, pois é de facil utilizacdo no campo e
apresenta baixo custo financeiro (NASCIMENTO; SCHUMAKER, 2004).

Outra metodologia utilizada para o diagndéstico laboratorial da doenca € o
isolamento do agente. Este recurso possibilita obter resultados positivos antes da
soroconversdo pelo paciente infectado, podendo ser utilizado no diagnéstico de
casos agudos. As rickéttsias podem ser isoladas a partir de triturado de coégulo,
plasma, bidpsia de pele, tecido de necropsia e amostras de artropodes. O material
pode ser inoculado em animais experimentais, em culturas primarias de embrido de
galinha, linhagens de células VERO, entre outras (MELLES; COLOMBO; LEMOS,
1999).

A multiplicacdo rickettsiana pode ser acompanhada por meio do efeito
citopatico (ECP) e a confirmacédo do grupo de rickéttsias é feita por meio de reacao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Todavia, a multiplicacdo de patégenos é
extremamente dificil, sendo frustrante em grande parte das tentativas realizadas
mesmo com espécimes coletados de pacientes sintoméaticos (NASCIMENTO;
COLOMBO, 2004).

O advento dos métodos de biologia molecular e a introducao de técnicas mais
desenvolvidas de cultura de células ajudaram na identificacdo de novas rickettsias
(ROUX et al., 1997). A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) mostra-se como
uma técnica eficiente na investigacdo das interacBes entre as rickéttsias e seus
reservatorios artropodes. Por ser uma técnica que depende somente de iniciadores
(primers) de sequéncias especificas, tornou possivel o desenvolvimento de ensaios
de PCR especificos para espécies ou grupos especificos de espécies de rickéttsias
(BOUYER et al., 2001).

A técnica de PCR mostra-se capaz de superar dificuldades associadas aos
meétodos tradicionais de isolamento, identificando a rickéttsia do grupo da febre
maculosa nos casos confirmados no Brasil, resultando em avancos significativos
dentro do estudo da febre maculosa, podendo ser utilizado também para quantificar
rickéttsias, sendo um valioso instrumento complementar dos métodos atuais de
quantificacdo de rickéttsias (EREMEEVA; DASCH; SILVERMAN, 2003).



Cabe ressaltar, que a identificacdo seguida de caracterizacdo molecular é
fundamental para a descoberta de novas rickettsioses, especialmente em regides
onde as rickéttsias ainda ndo tenham sido identificadas, pois diferentes rickettsioses
podem apresentar as mesmas manifestacdes clinicas e os testes sorologicos, frente
a determinados antigenos, podem resultar positivos em funcdo da existéncia de
reacoes cruzadas (CHOI et al., 2005).

A PCR tem sido utilizada com frequéncia para a deteccdo de rickéttsias em
amostras humanas (sangue e tecidos) e em artropodes, porém, muitos isolados
apresentam o mesmo perfil eletroforético, ndo sendo possivel a identificagdo de
todas as espécies do GFM. As andlises de sequéncias de bases de fragmentos de
genes rickettsiais amplificados pela PCR, permitiram a diferenciacdo de inimeras
espécies. O diagnostico baseado na PCR pode ser realizado em laboratérios ou
centros de referéncia, necessitando de infra-estrutura relativamente simples,
fornecendo resultado rapido (24 horas) e positivo em pacientes previamente
submetidos a terapia com antibiético. Esta técnica € a de escolha para diagndstico

rapido, especialmente antes da soroconversao (SCOLA; RAOULT, 1997).

2.1.1 Infeccdo em animais domésticos e silvestres

Os carrapatos possuem uma extraordinaria capacidade de agirem como
vetores de doencas entre animais domeésticos, silvestres, aves e o homem, pois
possuem varias caracteristicas bioldgicas que favorecem a transmissdo de agentes
patogénicos. O hematofagismo em todas as fases evolutivas aumenta sua eficiéncia
como vetor; a fixacdo profunda nos hospedeiros dificulta sua remocgé&o e propicia sua
dispersdo para outras areas; 0 ingurgitamento lento favorece a inoculacdo e
aguisicdo de patdgenos; a adaptacdo a diferentes hospedeiros possibilita a
veiculacdo de patdgenos entre diferentes espécies; grande longevidade dos estagios
imaturos no ambiente, 0 que otimiza o tempo para multiplicacdo de seus bioagentes;
transmissao transovariana, permitindo sucessivas geragbes com potencial de
transmitir e atuarem como reservatorios; poucos inimigos naturais; sdo favorecidos
pela excelente adaptacdo ao ambiente tropical; grande esclerotizacdo, propiciando
resisténcia as adversidades climaticas e; grande potencial biotico, favorecendo a
perpetuacdo da espécie (HARWOOD; JAMES, 1979).



Considera-se que R. rickettsii mantém seu ciclo vital na natureza, entre o
carrapato vetor e algumas espécies de pequenos roedores, chamadas de
hospedeiro amplificador. Embora a bactéria também seja transmitida
hereditariamente entre geracdes sucessivas de uma populacdo de carrapatos,
apenas este mecanismo nao seria suficiente para manté-la ativa ao longo do tempo.
Desta forma, o efeito amplificador que alguns animais silvestres desempenham deve
existir para garantir a manutencdo da bactéria na natureza. Nesse caso, O
hospedeiro amplificador mantém a bactéria em niveis altos em sua corrente
sanguinea por alguns dias ou semanas, garantindo que novos carrapatos se
infectem, amplificando a infeccdo na populacdo de carrapatos (BURGDORFER,
1988).

Alem dos carrapatos outros artropodes podem ser vetores de agentes do
grupo da febre maculosa como pulgas e piolhos que fazem repasto sanguineo (séo
hematéfagos, machos e fémeas) nos animais que parasitam, mantendo assim um
ciclo enzodtico (CALIC, 2004).

Tanto os artrépodes vetores como 0S animais parecem suportar bem a
infeccdo, sendo esta geralmente inaparente, subclinica ou oligossintomatica. Mas
nem sempre a simbiose € bem tolerada. Animais podem adoecer e morrer. Muitos
dos piolhos que adquirem o agente do tifo epidémico podem vir a morrer em
decorréncia de uma descamacao do epitélio de seu trato intestinal e consequente
obstrucdo provocada pelas rickéttsias. Carrapatos também podem ter sua fisiologia
alterada (LABRUNA et al., 2001).

A manutencdo do ciclo zoonético na natureza requer um vetor e um animal
com rickettsemia, mas nao € estritamente necessario este ciclo para a manutencéo
da Rickettsia spp. na natureza. Isto ocorre com os carrapatos, por exemplo, uma vez
que por propagacao transestadial e transovariana as rickéttsias mantém-se na prole
descendente de carrapatos, apesar da reducdo na sua viabilidade. Os mamiferos
funcionam apenas na amplificagéo da infeccdo (LABRUNA et al., 2001).

Em geral, um hospedeiro primario € o vertebrado, sem o0 qual, uma
determinada populacdo de carrapato ndo € capaz de se estabelecer em uma area.
Para a espécie A. cajennense, 0s hospedeiros primarios sdo 0s equinos, antas e
capivaras (FORTES et al., 2011), principalmente os primeiros, que também podem
ser utilizados na vigilancia da rickettsioses por meio da pesquisa de anticorpos em

soro (SANGIONI et al., 2005). Em uma area onde a populagédo de carrapatos esteja



estabelecida, pelo menos uma destas trés espécies de vertebrados devera estar
presente.

Uma vez que a populagéo de carrapatos cresce, ela passa a parasitar outros
hospedeiros, chamados secundarios. Na literatura ha diversos relatos do parasitismo
por A. cajennense em dezenas de espécies de hospedeiros mamiferos e aves.
Como regra geral, quanto maior a populacdo de A. cajennense numa determinada
area, maior a chance de encontra-lo parasitando outras espécies de hospedeiros,
humanos inclusive. De fato, a ocorréncia de infestagdo humana por A. cajennense
esta associada a altas infestagbes por este carrapato em seus hospedeiros
primarios (LABRUNA et al., 2001).

Em areas onde ndo ocorre a presenca de equinos, as capivaras serao 0s
hospedeiros primarios predominantes para A. cajennense (FORTES et al., 2011,
SOUZA et al., 2009), e esses roedores podem servir como potenciais sentinelas
para identificar a circulacdo de Rickettsia spp. (MIRANDA et al., 2011; PACHECO et
al., 2007). Pequenos roedores e gambas também podem participar do ciclo natural
da doenca, amplificando e infectando novos carrapatos durante respasto sanguineo
(HORTA et al., 2007, 2010).

A infeccdo normalmente é sazonal, com a ocorréncia de maior numero de
casos de febre maculosa, correspondendo ao aumento da atividade dos carrapatos
e do concomitante maior contato do homem com estes artrépodes (SOUZA et al.,
2006).

Na regido de Campinas, area endémica de FMB, em levantamento das
espécies, Amblyomma dubitatum apareceu em frequéncia significativa similar ao A.
cajennense. A. dubitatum foi apresentado como hospedeiro de novo agente
rickettsial no Brasil (Rickettsia spp. cepa Pampulha) (ALMEIDA et al., 2011), e
relatado como hospedeiro de Rickettsia spp. em areas endémicas de FMB
(GUEDES et al., 2011). Como eventualmente agride seres humanos pode se tornar
um importante transmissor da doenca para os seres humanos (LABRUNA et al.,
2007),

Segundo Labruna (2006) para que uma espécie de vertebrado seja
considerada como um bom hospedeiro amplificador de R. rickettsii ha natureza, ela
deve preencher basicamente, alguns pre-requisitos, como ser abundante na area
endémica para a febre maculosa; ser um bom hospedeiro do carrapato vetor em

condicdes naturais; ser susceptivel a infecgdo por R. rickettsii; manter R. rickettsii



circulante em niveis plasmaticos suficientes para infectar carrapatos que nele se
alimentam e possuirem uma alta taxa de renovacéo populacional (quanto maior a
renovacao, maior sera a introducdo de animais susceptiveis na populacéo).

Além de A. cajennense, outras espécies de carrapatos podem estar
infectadas com rickéttsias, mas somente as espécies do género Amblyomma spp.
sao consideradas importantes na transmissao da febre maculosa humana no Brasil.
A. aureolatum € outro carrapato envolvido na epidemiologia da FMB, alimentando-se
de animais selvagens durante os estagios imaturos e parasitando cdes durante a
fase adulta (MORAES-FILHO et al., 2009a). R. rickettsii foi identificado neste
carrapato, coletados de cdes em regido endémica de Sao Paulo, sugerindo ser um
importante vetor no Brasil (PINTER; LABRUNA 2006).

Embora os casos humanos sejam associados com infestaces por carrapatos
Amblyomma spp., varios relatos indicam um risco potencial de transmissao de R.
rickettsii aos seres humanos por R. sanguineus, embora a confirmacao deste vetor

como transmissor no Brasil, ainda néo tenha sido comprovada.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a epidemiologia de rickéttsias do grupo da febre maculosa no Estado

de Mato Grosso do Sul.

3.2 Objetivos especificos

Para o alcance do objetivo geral foram estabelecidos os objetivos especificos
descritos abaixo:

a) identificar taxonomicamente os carrapatos coletados do ambiente e de
hospedeiros;

b) pesquisar a presenca de rickéttsias nas amostras por meio do teste de
hemolinfa, a partir de coloracéo pelo método Gimenez;

c) verificar por meio da reacdo em cadeia da polimerase a presenca de
rickéttsias do grupo da febre maculosa, em carrapatos naturalmente
infectados; e

d) realizar o sequenciamento e analise filogenética das amostras positivas.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo, periodo e local da pesquisa

A pesquisa é um estudo seccional, realizado no periodo de marco de 2011 a

outubro de 2012, na area urbana e periurbana de Campo Grande, MS.

4.2 Local do estudo

4.2.1 Area urbana

O estudo foi conduzido no Municipio de Campo Grande, Estado de Mato
Grosso do Sul, regido central do Brasil (20°26'34 S e 54°38’47” O) (Figura 5). A
regido possui clima tropical, com precipitagdo anual media de 1200 mm e altitude de
592 m. O Municipio possui uma area total de 8.096,051 km2 e area urbana de
154.454 km?2, com populacdo estimada de 796.252 habitantes e densidade
populacional de 98,67 hab./km2. A area urbana do Municipio esta dividida em 74
bairros, sete regides e dois distritos.

Na area urbana do municipio, no periodo do estudo, foram realizadas 14
coletas de carrapatos em cdes domiciliados. A populacdo canina da cidade é de

aproximadamente 133 mil animais com uma relagéo cao/habitante de 1: 6,25.
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Figura 5 - Mapa do Brasil destacando a regido Centro-Oeste. Em detalhe mapa
setorizado do Municipio de Campo Grande, Mato Grosso do Sul
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Fonte: Adaptado de Almeida et al. (2013) — Artigo 2 (Anexo C).

4.2.2 Area periurbana

Na area periurbana o estudo foi conduzido em dois fragmentos de matas
nativas pertencentes a Embrapa Gado de Corte, cuja sede ocupa uma area de 3.081
hectares e esta situada a 15 km do centro do Municipio de Campo Grande, Estado
de Mato Grosso do Sul. As posicdes geograficas das matas compreendem as
coordenadas 20° 26.571’ de latitude Sul, 54° 43.506’ de longitude Oeste e altitude de
514 m; e 20° 26.601’ de latitude Sul, 54° 43.738’ de longitude Oeste e altitude de
494 m. O clima é caracterizado como tropical chuvoso de savana, com temperatua
meédia anual de 23 °C. A cobertura vegetal dos fragmentos de mata é caracterizada
por tipos fitofisiondmicos, mata ciliar e vereda (Figura 6)



Figura 6 - Area da coleta periurbana. Os pontos em destaque definem os locais de
coleta de carrapatos e captura de animais silvestres
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Fonte: Google imagens (2013).

Para coleta dos carrapatos em animais silvestres, foram utilizadas para
captura armadilhas tipo Tomahawk. Os animais foram capturados mediante
autorizacdo do Ministério do Meio Ambiente sob numero 29430-1. Estes foram
sedados utilizando associacdo de tiletamina e zolazepan em dosagem espécie
especifica de acordo com as recomendac6es do fabricante. Foram realizadas quatro
coletas, com duragéo de 15 dias, uma em cada estacédo do ano, do outono de 2011
ao verao de 2012. Nesse mesmo periodo, foram realizadas coletas de carrapatos do
ambiente por meio de arraste de flanela, busca visual (TERASSINI et al., 2010) e

com utilizacdo de armadilhas de CO; (Figura 7).



Figura 7 — Armadilhas de CO,, utilizando gelo seco, para captura de carrapatos

~

Fonte: Almeida (2013d)

4.2.3 Coleta de carrapatos

Os animais foram inspecionados com o objetivo de identificar e colher
carrapatos de diferentes espécies em instar de ninfa e adulto. Os carrapatos que se
encontravam fixados a pele do hospedeiro foram removidos com pinga, girando em
sentido horario para facilitar a desprendimento do mesmo, minimizando os danos ao
aparelho bucal. Os carrapatos coletados foram acondicionados em microtubos de
1,5 mL com um peqgueno furo na tampa e identificados quanto ao seu hospedeiro.
Chegando ao laboratério, os carrapatos foram classificados processados e
armazenados em ultrafreezer -80 °C até a extracdo de DNA.

4.2.4 Identificac&do dos carrapatos

Os carrapatos colhidos foram identificados e classificados de acordo com a
chave taxondmica proposta por BARROS-BATTESTI; ARZUA e BECHARA (2006).



As ninfas ingurgitadas foram incubadas em estufa a 28 °C e 80 % de umidade para
ecdise e posterior identificacao.

4.2.5 Teste de hemolinfa

Os carrapatos foram lavados em alcool 70% e submetidos ao teste de
hemolinfa para deteccéo direta das bactérias. Para tanto, a por¢cao distal do primeiro
par de patas foi seccionado e a hemolinfa transferida para uma lamina que, depois
de fixada, foi corada pelo método descrito por GIMENEZ (1969). Os carrapatos

foram acondicionados em tubo de 1,5 mL e mantidos em freezer a — 80 °C.

4.2.6 Extracado de DNA

Apés a identificacdo da espécie, os carrapatos foram submetidos a extracao
de DNA utilizando um protocolo com associacéo de isotiocianato de guanidina (5 mL
de Tris HCI 1 M; 10 mL de EDTA 0,5 M; isotiocianato de guanidina 6 M, 100 mL de
agua destilada) e fenol. O tampé&o de extracdo (GT) € preparado um dia antes do
procedimento adicionando-se um volume de fenol em um volume da solucdo
contendo isotiocianato de guanidina 6 M e incubando-se a 4 °C durante a noite. Os
carrapatos foram retirados do freezer -80 °C e imediatamente macerados com
pistilos em 150 pL de tampéo TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4) em gelo.
Logo apds, adicionou-se 450 pL do tampao GT gelado aos carrapatos macerados.

As amostras foram incubadas em banho de gelo durante 10 minutos, sendo
vortexadas por 10 segundos a cada 2 minutos. Adicionou-se 100 pL de cloroférmio,
homogeneizou-se a amostra em vortex por 10 segundos e incubou-as em gelo por
mais 2 minutos. Foi realizada centrifugacdo a 12.000 x g a 4 °C durante 5 minutos.
Aproximadamente 300 pL de fase aquosa foram transferidos para microtubos
estéreis de 1,5 mL e adicionados de 600 pyL de alcool isopropilico, seguidos de
homogeneizagao por inversao dos tubos por 6 vezes e incubagéo a -20 °C durante 2

horas. As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g durante 15 minutos, a4 °C e o



sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 800 pL de etanol 70% ao precipitado e
centrifugou-se novamente a 12.000 x g durante 15 minutos a 4 °C.

O precipitado foi seco em termobloco a 56 °C durante 15 minutos e
ressuspendido em 50 pyL de agua ultrapura estéril. As extracdes foram incubadas
durante a noite a 4 °C para a reidratacdo do DNA extraido. As amostras foram entdo
quantificadas em aparelho GeneQuant™ Spectrophotometer (Pharmacia) e a
concentracdo de DNA total de cada amostra foi corrigida para 200 ng pL™. As
amostras de DNA extraido foram armazenadas a -20 °C até a realizacdo da reacao

em cadeia da polimerase (PCR).

4.2.7 Deteccéo de Rickettsia spp. por PCR

Para a deteccdo de Rickettsia spp., as amostras foram testadas
individualmente em PCR, utilizando-se os primers CS 78F (5-
GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3’) e CS 323R (5'-
GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT-3’) que tém como alvo uma sequéncia
parcial do gene da enzima citrato sintase (gltA), gerando um produto de 401-pb
(LABRUNA et al., 2004). A sequéncia deste gene é relativamente bem conservada
em todas as espécies de Rickettsia spp. (ROUX et al., 1997).

As PCR foram realizadas em termociclador Masterscycler® personal
(Eppendorf), com 25 pL de volume final por reacéo, contendo 2,5 yL de tampéo de
PCR (200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8.4), 0,75 puL de MgCl, 50 mM (1.5 mM),
0,5 puL de dNTP 10 mM (0,2 mM), 0,5 pL de cada primer a 10 uM (0,2 uM), 0,2 uL de
DNA polimerase 5 U pl™ (1 U), 19,05 uL de agua e 1 pL de DNA (aproximadamente
200 ng). As temperaturas utilizadas na termociclagem foram: um aquecimento inicial
a 95 °C por 3 minutos, seguidos por 40 ciclos de 95 °C a 15 segundos, 55 °C a 30
segundos e 72 °C a 30 segundos, e uma extenséo final a 72 °C por 7 minutos.

As amostras positivas foram submetidas a PCR com os primers Rr 190.70p
(5-ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3’) e Rr 190.602n (5'-
AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT-3’) que tem com alvo o gene ompA (REGNERY;
SPRUILL; PLIKAYTIS, 1991). As PCR foram realizadas com 25 pL de volume final
por reacao, contendo 2,5 puL de tampéo de PCR (200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH



8.4), 0,75 uL de MgCl, 50 mM, 0,5 pL de dNTP 10 mM, 0,5 uL de cada primer a 10
UM, 0,2 uL de DNA polimerase 5 U pl™, 19,05 pL de 4gua e 1 pL de DNA template.
As temperaturas utilizadas na termociclagem foram: um aquecimento inicial a 95 °C
por 3 minutos, seguidos por 40 ciclos de 95 °C a 15 segundos, 55 °C a 30 segundos
e 72 °C a 30 segundos, e uma extenséo final a 72 °C por 7 minutos.

Em cada ensaio foram realizadas PCR’s dos DNA’s controles negativo e
positivo (40 ng de DNA). Quinze microlitros de cada produto de PCR foram utilizados
na eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio (0,5 pg mL™).
O gel foi fotodocumentado em transluminador com luz ultra-violeta.

O DNA utilizado como controle negativo foi extraido de uma cepa de A.
cajennense de vida livre isolada em Campo Grande — MS, nao infectada com
Rickettsia spp. e mantida em laboratorio. O controle positivo foi obtido de 100 uL de
cultivo com 10° células de R. parkeri cepa NOD cultivadas em células Vero,
gentilmente cedidas pelo pesquisador Marcelo Bahia Labruna do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria

e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.

4.2.8 Sequenciamento

Os produtos da PCR para o gene ompA que tiveram amplificacdes foram

purificados pelo Kit Purelink™

(Invitrogen) seguindo recomendacdes do fabricante e
posteriormente sequenciados. O sequenciamento foi realizado em sequenciador
(DNA Analyser, Applied Biosystems), em sistema de andlise de DNA de 48
capilares. As reacdes de sequenciamento foram feitas utilizando reagentes
recomendados para o aparelho (BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit)
conforme recomendacdes do fabricante. As amostras foram sequénciadas no
sentido 5 - 3’, pela amplificacdo com o oligdmero iniciador senso, e no sentido
3’25, com o oligbmero iniciador antisenso. As sequéncias consensos foram
determinadas por andlise em programa computacional BioEdit (HALL, 1999). As
sequéncias parciais obtidas foram submetidas a analise BLAST (ALTSCHUL et al.,
1990) para confirmar se havia semelhanca com espécies de Rickettsia spp. e quais

as espécies mais proximas.



4.2.9 Analise filogenética

A analise filogenética foi realizada utilizando o programa computacional
MEGA 5.05 (TAMURA et al., 2011). As sequéncias de DNA parciais obtidas a partir
dos produtos amplificados por PCR foram alinhadas com as sequéncias
correspondentes de outras espécies de Rickettsia spp. disponiveis no GenBank
utiizando o algoritmo CLUSTAL. A distancia filogenética entre sequéncias
homélogas foi calculada usando o Kimura’s two-parameter model. Um filograma foi
construido pelo método neighbor-joining. Os intervalos de confianca para ramos
individuais da arvore resultante foram determinados por analise de bootstrap com
1.000 repeticOes. Rickettsia australis foi designado como outgroup (STENOS;
WALKER, 2000).

4.3 Aspectos éticos

O projeto foi submetido a apreciacdo e aprovado pela Comisséo de ética no
uso de animais (CEUA/UFMS), estando de acordo com o0s principios éticos em
investigacdo que envolve animais e certificado pelo protocolo nimero 228 (Anexo
A).



5 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho permitram a publicacdo de trés artigos
cientificos:

Artigo 1 - The first report of Rickettsia spp. in Amblyomma nodosum in the
State of Mato Grosso do Sul, Brazil (Anexo B).

Artigo 2 - Ixodid fauna and zoonotic agents in ticks from dogs: first report of
Rickettsia rickettsii in Rhipicephalus sanguineus in the state of Mato Grosso do Sul,
mid-western Brazil (Anexo C).

Artigo 3 — Environmentally associated ticks (Acari: Ixodidae) in Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil (Anexo D).

Esses resultados foram obtidos a partir da coleta de 3131 carrapatos, sendo
2015 capturados em hospedeiros na area urbana e 1116 na area periurbana, em
hospedeiros e no meio ambiente, de trés géneros e oito espécies diferentes Nas
coletas do meio ambiente, por arraste de flanela, armadilhas de CO, e por
visualizagdo em vegetacdo foram coletados 417 exemplares de carrapatos (Tabela
1).

Tabela 1 — NUumero e espécies de carrapatos coletados de marco de 2011 a outubro

de 2012

Espécies de carrapatos Hospedeiros Ambiente n
Amblyomma spp. 82 - 82
A. cajennense 426 391 817
A. ovale 38 - 38
A. nodosum 22 - 22
A. dubitatum - 26 26
Dermacentor nitens 20 - 20
Rhipicephalus sanguineus 2015 - 2015
Rhipicephalus microplus 111 - 111
Total 2714 417 3131

Dos 2714 carrapatos coletados em hospedeiros, 2015 foram coletados em
cées na area urbana de Campo Grande e 699 foram coletados de seis espécies de
hospedeiros silvestres (quati, macaco-prego, tamandua-bandeira, tamandua-mirim,

cotia e cachorro do mato), de bovinos e equinos na area periurbana.



Na area urbana de Campo Grande um total de 148 caes provenientes de 71
bairros foram avaliados e dos 2015 carrapatos coletados, foram identificadas as
espécies R. sanguineus (98,86%) e A. cajennense (1,14%). Desses, 444 foram
submetidos ao teste de hemolinfa e posterior extracdo de DNA para realizacdo de
PCR para identificacao de Rickettsia spp..

O teste de hemolinfa foi realizado em carrapatos adultos, de ambos os sexos,
e todas as amostras analisadas apresentaram-se negativas.

Para extracdo de DNA e PCR as amostras foram agrupadas, utilizando trés
carrapatos de cada animal, totalizando 148 amostras. Com método de extracdo de
DNA utilizado, extrairam-se DNA de carrapatos de forma eficiente, que depois de
quantificados obteve-se uma concentracdo minima entre 50 e 200 ng pL™* de DNA
por amostra, expressando relacdo de pureza de Azsonm/Azsonm = 1,6 para todas as
amostras, permitindo, assim, a realizagéo da PCR.

As PCR realizadas para identificacdo de Rickettsia spp. apresentaram uma
amostra positiva 0 gene gItA, utilizando os primers CS 78 e CS 323, com produto
amplificado de 401 pb. Essa amostra foi submetida a PCR com os primers Rr
190.70p e Rr 190.602n que tem com alvo 0 gene ompA, que gerou um produto de
amplificacéo de 532 pb.

ApoOs purificacdo o material foi encaminhado para sequenciamento e
identificou pela primeira vez no estado de Mato Grosso do Sul, regido central do
Brasil, a presenca de Rickettsia rickettsii em carrapato R. sanguineus infectado
naturalmente. A andlise filogenética do gene OmpA mostrou que Rickettsia. spp.
RsaCG é segregado no mesmo cluster de R. rickettsii de Amblyomma americanum e
de R. rickettsii de Amblyomma spp. do Brasil com um bootstrap de 86% e com R.
rickettsii de Dermacentor andersoni dos EUA e e Rickettsia philipii também dos EUA

com um bootstrap de 100% (Figura 8).



Figura 8 - Arvore filogenética baseada no gene ompA de Rickettsia. spp. Rsa CG.

R. africae of A. variegatum [EU622980]
R. parkeri [JN126321]
R. sibirica [U43807]
R. honei [AF018075]
R. slovaca [U43808]
R. philipii [FJ666087]
R. rickettsii of D. andersoni [U55822]
R. rickettsii of a Brazilian Amblyomma sp. [FJ690668]
R. rickettsii of A. americanum [HM446487]
@ Rickettsia sp. RsaCG
R. conorii [U43794]
R. peacockii [U55821]
R. japonica [U43795]
R. amblyommii [AY062007]
99 » R. aeschlimannii [DQ235777]
99 R. massiliae [U43793]

97— R. rhipicephali [U43803]
R. montanensis [U43801]
R. tamurae [AB114823]
R. australis [AF149108]
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Nota: As sequéncias foram comparadas pelo método de neighbor-joining utilizando o software MEGA 5. A escala representa o numero
de mutacées por posicdo dos nucleotideos. A analise bootstrap foi realizada com 1000 repeticées.  Indica o isolado detectado nesse
estudo. Os numeros entre parénteses sdo os nimeros de acesso ao GenBank

O alinhamento revelou 100% de identidade com sequéncias homologas de R.
rickettsii observada em R. sanguineus no Brasil (CP003307), Colémbia (CP003306)
e Mexico (HM195101). Essa sequéncia também foi idéntica a cepas observadas
nos EUA em Amblyomma americanum (HM446487), Dermacentor spp. (EU109179),
Dermacentor andersoni (U55822) e de R. rickettsii encontrada em cdes e humanos
(DQ150684).

Essa cepa também apresentou 100% de identidade com R. rickettsii relatadas
no Brasil em Amblyomma spp. (JF690668) e em humanos (FJ959382). Este trabalho
também relata pela primeira vez, em Mato Grosso do Sul, a infeccao natural de R.
sanguineus por R. rickettsii.

Na area periurbana de Campo Grande foram capturados 55 animais silvestres
de seis espécies diferentes, sendo 35 quatis (Nasua nasua), 10 macacos-prego
(Cebus spp.), quatro cachorros-do-mato (Cerdocyon thous), dois tamanduas-
bandeira (Myrmecophaga tridactyla), dois tamandués-mirim (Tamandua tetradactyla)
e duas cotias (Dasyprocta aguti). Também foram avaliados 15 equinos e 39 bovinos
presentes na area do estudo. Desses animais foram coletados 699 carrapatos,

conforme a tabela 2.



Tabela 2 — Hospedeiros, numero e espécies de carrapatos coletados de marco de
2011 a outubro de 2012 em é&rea periurbana no municipio de Campo
Grande, no Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil (n = 699)

A. cajennense "' A.ovale A. nodosum Amblyomma spp. “2 D. nitens R. sanguineus R. microplus

Hospedeiros
A N A A N A A A
Quiati 10 46 38 - 37
Macaco prego
Cachorro do mato 7 15 - - 25
Tamandua bandeira - 79 - 9 18
Tamandua mirim 1 - - 13 20
Cotia 1 1 - - 3
Equinos 245 - - - - 20
Bovinos - - - - - - - 111
A - Adultos N - Ninfas

“! Das 141 ninfas ingurgitadas de A. cajennense, 85 sofreram ecdise para forma adulta em estufa.
"2 Das 103 ninfas no ingurgitadas de Amblyomma spp., 21 sofreram ecdise para forma adulta apds repasto sanguineo em coelhos.

Todos os carrapatos adultos foram submetidos individualmente ao teste de
hemolinfa e apresentaram resultado negativo. Procedeu-se extracdo de DNA dos
699 carrapatos coletados em hospedeiros e dos 417 carrapatos coletados do meio
ambiente, totalizando 1116 amostras analisadas por PCR.

Das amostras analisadas, quatro das 13 amostras de A. nodosum, todos
coletados de Tamandua tetradactyla, revelaram resultados positivos em PCR para

Rickettsia spp. genes gltA (Figura 9) e ompA.

Figura 9 — Resultado positivo de amostras de carrapatos A. nodosum submetidas a
PCR com os primers CS 78 e CS 323, identificando o gene gItA, de
Rickettsia spp., originando um produto de amplificacdo de 401 pb. 1 -
marcador molecular de 100 pb; 2, 5, 6, 7, 8 e 10 amostras negativas; 3, 4,
9 e 11 amostras positivas; 12 controle negativo e 13 controle positivo
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Todos os produtos de PCR foram purificados e sequenciados com sucesso.

Desta maneira, foi obtida uma sequéncia consenso do gene gltA para cada amostra,



sendo que as quatro sequéncias geradas a partir dos quatro carrapatos A. nodosum
eram idénticas umas as outras, obtendo-se, assim, uma sequéncia parcial de 315 pb
do gene gItA de rickéttsias a partir de uma estirpe de Campo Grande — MS, Brasil
(gItA-CG).

A similaridade indicada pelo alinhamento mostrou que a sequéncia do gene
gltA-CG amplificado a partir de A. nodosum foi 100 % (315/315) idéntica as
sequéncias correspondentes de R. parkeri e Rickettsia spp. endossimbionte de
Amblyomma tuberculatum dos EUA. Também demonstrou ser 99,7 % (314/315)
idéntica as sequéncias de R. sibirica e R. conorri de Senegal e R. rauolti da Europa
e Russia. Apresentou similaradade para este gene de 99,4 % (313/315) com
Rickettsia spp. da Argentina e 99,0 % (312/315) idéntica & R. massiliae, R. montana
e R. rickettsii. As divergéncias entre pares de bases podem ser observadas na figura
10.

Figura 10 — Alinhamento para avaliar a similaridade e divergéncias da sequéncia do
gene gItA-CG de Rickettsia spp. CG amplificado a partir de A. nodosum,
comparado com sequéncias do gene gItA de outras Rickettsia spp.
dersitadas no GenBank
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As sequéncias de DNA parciais gerados para os genes gItA e ompA, 315 pb e
510 pb, respectivamente, foram depositados no GenBank com numeros de adesao
JX099787 e JX421686. A analise BLAST do gene OmpA CG revelou que a
sequéncia do gene amplificado de A. nodosum foi 100% (491/491) idéntica as



sequéncias de Rickettsia spp. NOD do Brasil e de outras trés sequéncias de
Rickettsia spp. endossimbiontes de A. longirostre (448/448), A. nodosum (445/445) e
A. calcaratum (444/444), todas dos EUA. A sequéncia ompA CG também foi 98,6%
(484/491) idéntica a R. parkeri cepa ApPR e 98,4% idéntica a Rickettsia spp. cepa
Cooperi, ambas do Brasil.

A andlise filogenética inferida a partir da sequéncia do DNA rickettsial do gene
ompA demonstra que Rickettsia spp. CG esta segregada no mesmo cluster de R.
parkeri cepa COOPERI com um valor de bootstrap de 78% . Adicionalmente,
Rickettsia spp. CG esta segregada no mesmo cluster de outras cepas de R. parkeri
do Brasil e de uma cepa de Rickettsia spp. endossimbionte ainda néo classificada

com bootstrap variando de 75 a 99% (Figura 11).

Figura 11 - Arvore filogenética baseada no gene ompA de Rickettsia. spp. CG.

@ Rickettsia sp. CG [JX421686]
Rickettsia sp. of Amblyomma calcaratum [JQ690603]
Rickettsia sp. NOD [EU567180]
Rickettsia sp. of Amblyomma nodosum [JQ690587]
Rickettsia sp. of Amblyomma longirostre [JQ690618]
Rickettsia sp. COOPERI [AY362706]
R. parkeri ApPR [JN126321]
R. africae [EU622980]
R. sibirica [U43807]
R. honei [AF018075]
R. slovaca [U43808]
R. conorii [U43794]
99 56! R. peacockii [U55821]
R. rickettsii [U55822,
91 R. japonica [U43795]
R. amblyommii [AY062007]
99 — R. ae.\‘chlil.m.mnii |DQ235777]
99 |_E R. massiliae [U43793]

98 R. rhipicephali [U43803]

R. isfU43801]

99 l: Rickettsia sp. of Ixodes pacificus [GU047354]
Rickettsia sp. of Ixodes scapularis [EF689735]

100 Rickettsia sp. of Amblyomma fimbriatum [EU283835]
'| f Rickettsia sp. Pampulha [JN190457]
47 58 Rickettsia sp. of Amblyomma exornatum [DQ365985]
R. tamurae [AB114823]
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R. australis [AF149108]

51
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—
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Nota: As sequéncias foram comparadas pelo método de neighbor-joining utilizando o software MEGA 5. A escala representa o
numero de mutacdes por posicao dos nucleotideos. A analise bootstrap foi realizada com 1000 repeticdes. ® Indica o isolado
detectado nesse estudo. Os nimeros entre parénteses sdo os numeros de acesso ao GenBank



6 DISCUSSAO

Os resultados mostraram uma alta prevaléncia de animais infestados por
carrapatos, tanto na area urbana como periurbana de Campo Grande. Todas as
espécies identificadas neste trabalho ja haviam sido relatadas anteriormente em
Mato Grosso do Sul.

Apesar de compartilharem o mesmo habitat, algumas espécies de carrapatos
foram claramente ligadas a hospedeiros silvestres, enquanto outros apenas para
animais domésticos. No entanto, a espécie de carrapato mais prevalente na area
periurbana, A. cajennense foi encontrado em animais silvestres e domeésticos e
também foi a espécie mais frequente nas coletas no meio ambiente. J& a espécie
mais prevalente na area urbana, R. sanguineus foi observada somente em cées
domeésticos.

Equinos encontravam-se parasitados apenas pelas espécies A. cajennense e
D. nitens, confirmando esses carrapatos como 0S principais parasitos desses
hospedeiros. Em bovinos a Unica espécie observada foi R. microplus ratificando ser
este o principal ixodideo de bovinos no Brasil. Mesmo com varios estudos
destacando parasitismo de R. microplus em outros animais domeésticos, silvestres
(ARAGAO, 1936; FRANQUE et al., 2009; SZABO et al., 2003), e seres humanos
(SOARES et al., 2007), neste trabalho este ectoparasito ficou restrito aos bovinos.

A maior prevaléncia e abundancia de A. cajennense parece relacionada a sua
adaptacdo ao Cerrado (SZABO; OLEGARIO; SANTOS, 2007; VERONEZ et al.,
2010) e baixa especificidade parasitaria de hospedeiros durante as fases de vida,
principalmente adulta, que inclui animais domésticos e selvagens (ARAGAO, 1936;
PEREIRA et al., 2000; LABRUNA et al., 2001). Desta forma, é o principal carrapato
vetor de patdgenos no Cerrado e pode ser um elo de transmissédo de doencas entre
animais silvestres e domésticos. Cabe ressaltar que esta espécie de carrapato
também €& agressiva ao homem e relatos de picadas sao frequentes
(GUGLIELMONE et al., 2006), sendo considerado, no Brasil, o principal vetor de
Rickettsia rickettsii (LABRUNA, 2009).

A segunda espécie mais abundante em animais silvestres, A. ovale, foi

encontrada apenas na fase adulta. Esta espécie de carrapato tem uma preferéncia



por carnivoros, como quatis (LABRUNA et al.,, 2005), e acredita-se que larvas e
ninfas parasitam pequenos roedores (MARTINS, MOURA, LABRUNA, 2012).

No entanto, A. ovale ndo foi encontrado no outro carnivoro (Cachorro do
mato), que conhecido por hospedar esta espécie de carrapato (LABRUNA et al.,
2005). Provavelmente, isso tenha ocorrido, por causa do baixo niumero de animais
capturados. A. ovale também € conhecido por agressdo a seres humanos
(GUGLIELMONE et al., 2006) e por ser reservatério de Rickettsia spp. nha Mata
Atlantica e em Santa Catarina (MEDEIROS et al., 2011; SZABO et al., 2103),
podendo atuar como o vetor de uma nova rickettsiose no Brasil (SPOLIDORIO et al.,
2010).

A espécie de carrapato A. nodosum foi encontrada na forma adulta nas duas
espécies de tamanduas capturados. Os relatos indicam que adultos desses
carrapatos sdo mais comuns aos membros da familia Myrmecophagidae, como é o
caso do tamandua mirim e do tamandu& bandeira (ARZUA; ONOFRIO; BARROS-
BATTESTI, 2005; GUGLIELMONE et al., 2003; PEREIRA et al., 2000), e as formas
imaturas sédo parasitas de aves (LABRUNA et al., 2007; OGRZEWALSKA et al.,
2009, TOLESANO-PASCOLI et al., 2010).

A predominancia de 98,86% de R. sanguineus em caes de area urbana
detectada nesse estudo, corrobora com achados que indicam ser esta espécie a
mais prevalente em areas urbanas no Brasil (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO;
BRANDAO-FILHO, 2006; LABRUNA et al., 2001; OYAFUSO et al., 2002; RIBEIRO
et al.,, 1997; RODRIGUES; DAEMON; RODRIGUES, 2008; SZABO et al., 2001),
aliado ao fato de que R. sanguineus possui habito nidicola e est4 adaptado aos
domicilios localizados nas cidades (LABRUNA, 2004, RODRIGUES; DAEMON;
RODRIGUES, 2008).

A observacdo de 1,14% dos cées infestados por A. cajennense pode estar
associada a caes semi-domiciliados e com acesso livre a areas remanescentes de
mata, parques e outros ambientes, onde varias espécies de animais silvestres estao
presentes, favorecendo a infestacdo por diferentes espécies de carrapatos nativos
(LABRUNA; PEREIRA, 2001; LABRUNA et al., 2001).

Todos os caes infestados por A. cajennense, neste trabalho, encontravam-se
em regides da periferia da cidade, onde a existe a presenca de equinos, capivaras,

quatis e outros pequenos roedores, que favorece as infestacbes dos cées por



carrapatos do género Amblyomma spp. (MONTEIRO et al., 2004; PACHECO et al.,
2004; RODRIGUES; DAEMON; RODRIGUES, 2008).

Cabe ressaltar que cdes que se movem livremente em pastagens, matas,
parques, estadbulos e ao redor das casas, sendo a maioria deles animais de
estimacéao, principalmente para as criangas, podem constituir-se fator de risco para a
ocorréncia de casos humanos, pois transportam carrapatos de seu ambiente natural
para as residéncias, aproximando os seres humanos e outros animais domésticos
de espécies de carrapatos potencialmente vetores de rickettsias (CUNHA et al.,
2009).

A aproximacdo de seres humanos a outras espeécies de carrapatos, muitas
com grande antropofilismo, tendo como intermediarios os cdes e outros animais
silvestres sinatrépicos, possui importante implicacdo na transmissao de bioagentes
zoonoticos, antes confinados ao ambiente silvestre (LABRUNA, 2004; SERRA-
FREIRE; SENA; BORSOI, 2011).

Todos os carrapatos capturados foram submetidos ao teste de hemolinfa, no
entanto, em nenhuma das amostras analisadas observou-se estruturas sugestivas
de Rickettsia spp. ou outros agentes patogénicos. O teste de hemolinfa € um método
de triagem para identificar carrapatos infectados por rickéttsias, sendo uma
ferramenta bastante (til para o isolamento, principalmente em locais onde né&o
existem relatos da doenca e a necessidade de caracterizacédo da cepa regional.

Essa técnica ja foi utilizada por varios autores como mecanismo de
identificacdo de Rickettsia spp. (BEATI et al.,, 1995; ESTRADA et al., 2006;
PACHECO et al., 2009); entretanto, neste estudo o teste apresentou baixa
sensibilidade. Salientamos que achados morfolégicos caracteristicos sdo apenas
sugestivos e nao permitem diagnostico conclusivo.

De acordo com Policastro et al. (1997), as rickéttsias apresentam
pleomorfismo térmico, alterando as formas intracelulares, interferindo na
sensibilidade do teste, o que implica em resultados falsos negativos. Também a
utilizacado de diferentes corantes e o pH da hemolinfa podem alterar a fixagcédo e
conduzir a diferencas na qualidade dos resultados, contribuindo com a baixa
confiabilidade do teste (SANGIONI, 2003).

Com relacdo aos hospedeiros silvestres avaliados durante o estudo, dos 55
animais coletados, 35 eram quatis (Nasua nasua). Nasua nasua sao mamiferos, da

Ordem Carnivora, Familia Procyonidade e possuem ampla distribuicdo por toda



America do Sul. Os quatis sdo capazes de se adaptarem a diferentes ambientes e
esse comportamento faz com que seja possivel esses animais viverem em florestas
urbanas, fazendo intercAmbios entre éareas urbanizadas e matas nativas
(BEISIEGEL, 2001; FIGUEIREDO; SANTOS; GUERRA, 2010; RODRIGUES,
DAEMON, MASSARD, 2006).

A facilidade de adaptacédo dos quatis a ambientes modificados pelo homem
pode levar a um aumento da sua populacdo em areas antropizadas (BISBAL, 1993;
SANTOS; BIESIEGEL, 2006). Essa proximidade com areas urbanas pode acarretar
sérios problemas, pois facilita a transmissdo de bioagentes para 0s animais
domésticos e seres humanos. Em quatis ja foram relatados véarias espécies de
carrapatos potencialmente vetores de Rickettsia spp., como A. cajennense e A.
ovale (ARAGAO; FONSECA, 1961).

Nesse trabalho essas foram as duas espécies de carrapatos encontradas
parasitando quatis, sendo que todos os exemplares de A. ovale foram coletados
nesses animais. Sendo esses carrapatos considerados vetores de Rickettsia spp.
(LABRUNA et al., 2004; PACHECO et al.,, 2008; SABATINI et al., 2010), esses
hospedeiros podem atuar como amplificadores de Rickettsia spp.. Desta forma,
estudos para avaliar a importancia desses animais como hospedeiros amplificadores
de Rickettsia spp. e como reservatorios de outras zoonose emergentes devem ser
estimulados.

Nos macacos-prego (Cebus sp. Schreber, 1774) nenhum carrapato foi
observado. Como ocorre com 0s quatis, esses macacos sdo altamente adaptaveis,
sendo encontradas desde ambientes com florestas densas, até ambientes bastante
antropizados. Ressalta-se que esses primatas ndo humanos sao reservatorios
potenciais de varias zoonoses de interesse em Saude Publica (LEITE et al., 2008), e
suscetiveis ao desenvolvimento de rickettsioses (PETERSEN et al., 1975).

Desta forma, esses animais também devem ser investigados para avaliar a
situacdo epidemioldgica local desta infec¢ao e para a vigilancia dessa zoonose, pois
esse hospedeiro ja foi relatado infestado por carrapatos do género Amblyomma spp.
(LABRUNA et al., 2002).

As duas cutias (Dasyprocta aguti Linnaeus 1766) estavam parasitadas
somente com espécimes do género A. cajennense. Esses pequenos mamiferos
roedores ja haviam sido relatados no estado, na regido do Pantanal, como

hospedeiros desta espécie de carrapato (CANCADO, 2008).



Como esses animais pertecem a Ordem Rodentia, a mesma das capivaras,
gue sdo considerados excelentes hospedeiros amplificadores para Rickettsia spp.,
as cotias também podem atuar no ciclo silvestre da doenca. No entanto, em
decorréncia do comportamento social e reprodutivo ndo sdo consideradas
importantes como amplificadores desta bactéria.

Neste estudo, descrevemos o primeiro caso no Estado de Mato Grosso do
Sul, Centro-Oeste do Brasil, de carrapatos da espécie A. nodosum, coletados
diretamente de tamandua-mirim (T. tetradactyla), infectados com Rickettsia spp.
pertencente ao GFM e carrapato da espécie R. sanguineus infectado com R.
rickettsii.

Amblyomma nodosum ja havia sido descrito anteriormente infestando
tamanduas (ARAGAO, 1936; DANTAS-TORRES et al., 2010; LABRUNA et al.,
2002), no entanto ndo existem informacdes sobre a presenca de carrapatos desta
espécie, coletados em T. tetradactyla infectados por Rickettsia spp.. A. nhodosum
infectado com Rickettsia spp., j& foi relatado por Ogrzewalska et al. (2009), em
estudos com espécies de aves passeriformes na Floresta Atlantica, onde foram
identificadas as presencas de R. belli e R. parkeri, sendo este o primeiro relato
desses agentes em A. nodosum.

Cabe lembrar que os tamanduas podem se infestar com outras espécies de
carrapatos, incluindo A. cajennense, e servirem de amplificador da bactéria e infectar
espécies de carrapatos mais agressivas para seres humanos.

Na andlise filogenética do gene ompA, a sequéncia das amostras de
Rickettsia spp. CG de A. nodosum foram idénticas a outras Rickettsia spp.
observadas em Amblyomma longirostre, A. nodosum e A. calcaratum. A sequéncia
também foi idéntica a R. parkeri cepa NOD, que foi isolada a partir de A. nodosum.
Esse resultado nos permite sugerir que podemos ter detectado a mesma espécie de
R. parkeri, pois elas estdo presentes no mesmo cluster, sem uma distancia
significativa entre R. parkeri cepa NOD e Rickettsia sp. CG. No entanto, ndo
podemos concluir que sdo a mesma espécie de Rickettsia spp. sem isolamento do
agente.

Sendo assim, devemos considerar, mesmo sem o isolamento, Rickettsia spp.
CG como uma Rickettsia parkeri-like, que é patogénica para seres humanos e
determina sinais clinicos mais moderados, como linfoadeadenopatia e lesbes

papulares no local da picada do carrapato (WITHMAN et al., 2007).



Rickettsia parkeri ja havia sido relatada no estado de Mato Grosso do Sul
infectando A. calcaratum coletado em aves (OGRZEWALSKA et al., 2013).Mesmo
que, A. calcaratum e A. nodosum nunca tenham sido relatados agredindo seres
humanos, e as possibilidades para estes carrapatos transmitirem R. parkeri-like para
0s seres humanos seja presumidamente baixa, o fato da bactéria ser encontrada
infectando carrapatos, sugere a participacdo destes na epidemiologia da doenca,
principalmente, na infeccdo dos hospedeiros que atuardo como amplificadores e
contaminando outras espécies de carrapatos.

A identificacdo de R. sanguineus infectado por R. rickettsii aumenta os riscos
do aparecimento de casos de febre maculosa em seres humanos, tanto pela
proximidade do homem com os cées infestados, como pela presenca dessa espécie
de carrapato em todas as regibes do Municipio. Desde 1940, estudos tém
demonstrado que R. sanguineus pode participar no ciclo de transmissdo para 0s
seres humanos de rickéttsias do grupo da febre maculosa (BUSTAMANTE;
VARELA, 1947). No entanto, apenas em 2002 foi identificada R. rickettsii em R.
sanguineus nos EUA, passando a ser considerado importante vetor da febre
maculosa das montanhas rochosas no leste do Arizona (DEMMA et al., 2005).

Rickettsia rickettsii ja havia sido identificada infectando naturalmente R.
sanguineus em outras regides do Brasil (CUNHA et al., 2009, GEHRKE et al., 2009;
MORAES-FILHO et al., 2009b) e, com base em infec¢des experimentais realizadas
por Costa et al. (2011), verificou-se a transmisséao transestadial de R. rickettsii em R.
sanguineus guando estes carrapatos sao infectados na fase de ninfa.

A confirmacdo da transmissdo transetadial corroborou com os achados de
Piranda et al. (2011) que, ao alimentarem larvas e ninfas de R. sanguineus em cées
com ricketsemia, observaram por meio da PCR a infec¢cdo por R. rickettsii dos
instares seguintes, comprovando a transmissdo transestadial do agente e a
eficiéncia dos cdes como agentes amplificadores.

Pacheco et al. (2011) também observaram a presenca de DNA rickettsial em
teleogina ingurgitadas e ovos de R. sanguineus coletados de cées, que depois de
sequenciadas, as amostras revelaram identidade de 100% com R. rickettsii. As
larvas de ovos infectados foram mantidas até a fase adulta, utilizando coelhos como
hospedeiros. A infec¢cdo permaneceu durante todas as fases de desenvolvimento do
carrapato (larvas, ninfas e adultos), indicando a competéncia vetorial de R.

sanguineus para transmitir R. rickettsii a hospedeiros suscetiveis.



A anadlise da identidade genética da amostra positiva de R. sanguineus deste
trabalho, Rickettsia spp. Rsa CG, revelou homologia de 100% com isolados de R.
rickettsii de diferentes regides do Brasil e do mundo.

Rickettsia spp. Rsa CG foi idéntica ao isolado detectado por Favacho et al.
(2011), que causou a morte de um homem negro apenas cinco dias apés o inicio
dos sintomas e com auséncia de erupgdes da pele, que e uma caracteristica clinica
comum em casos de febre maculosa, e ao isolado de R. philipii detectado por
Shapiro et al. (2010) em um homem de 80 anos de idade, de uma area rural no sul
da Califérnia, EUA.

Assim, a cepa de Rickettsia spp. identificada no presente estudo pode ter
consideravel potencial zoonético, tanto pelo elevado grau de homologia com R.
ricketissii e R. philipii, como pelo fato dos carrapatos infectados poderem parasitar o
homem. A letalidade exibida por este grupo de bactérias e a diversidade clinica que
pode ocorrer reforcam a importancia de um método de diagnéstico rapido e preciso
e a identificacdo do carrapato vetor que participa no ciclo local de doenca.

A identificacdo de A. nodosum e R. sanguineus infectados por R. parkeri-like
e R. rickettsii, respectivamente, sinaliza que estas espécies de carrapatos podem
desempenhar um papel importante na transmissdo desses agentes aos seres
humanos e na manutencdo e disseminacdo, por meio dos hospedeiros
amplificadores dessas bactérias, no meio ambiente.

No caso de R. sanguineus que pode realizar hematofagia em seres humanos,
0s riscos do surgimento de varias antropozoonoses aumentam significativamente, e
pela auséncia de sintomatologia que as diferencie de outras doencas com eventos
clinicos semelhantes e mais frequentes no homem, muitas vezes sao diagnosticadas
tardiamente, podendo levar a 6bitos.

Alem disso, a estreita relacdo entre cdes e humanos e a frequéncia com que
esse ixodideo é encontrado em ambientes urbanos, a observacao de R. rickettsii em
carrapatos em Campo Grande, serve de alerta aos orgdos de Saude Publica para
inclusdo da febre maculosa no diagndstico diferencial em casos de pacientes com
sinais clinicos compativeis e instituicdo de antibitticoterapia imediata em casos

suspeitos.



7 CONCLUSOES

Os resultados dessa permitem concluir que a fauna ixodidea de caes na area
urbana de Campo Grande esta restrita a duas espécies de carrapatos R. sanguineus
e A. cajennense, enquanto na &rea periurbana encontram-se as espécies A.
cajennense, A. ovale, A. nodosum, A. dubitatum, R. microplus e D. nitens. A maioria
destes carrapatos estdo restritos a microambientes e hospedeiros especificos, no
entanto, A. cajennense esta distribuido por vérias fitofisionomias na area periurbana
e em areas antropizadas.

A grande quantidade de carrapatos observados em hospedeiros selvagens,
principalmente em quatis, pode favorecer a disseminagdo de vetores e agentes
patogénicos, antes confinados a ambiente silvestres, ja que esses animais estao
antropizados e a proximidade com areas urbanas pode facilitar a transmissao de
bioagentes para os animais domésticos e seres humanos.

Ha ocorréncia de Rickettsia spp. do grupo da febre maculosa infectando
carrapatos das espécies A. nodosum e R. sanguineus em Campo Grande, Mato
Grosso do Sul e pode contribuir na transmissdo desses agentes aos seres humanos
e na manutencado e dissemina¢cdo por meio dos hospedeiros amplificadores dessas
bactérias no meio ambiente.

A andlise filogenética identificou em Campo Grande, a circulacdo de R.
parkeri-like e R. rickettsii, que sdo bactérias patogénicas e que podem causar 6bitos
em seres humanos, sendo necessario 0 monitoramento pro-ativo das rickettisioses
em Campo Grande, com a identificacdo de presenca das bactérias do GFM em
vetores e hospedeiros, objetivando a diminuicdo da exposicdo de pessoas e a

consequente letalidade por essas rickettisioses.



8 RECOMENDACOES

Em locais onde existem casos confirmados de rickettsioses ou locais onde
existe a circulacdo da bactéria e risco de ocorréncia da doenca em seres humanos,
devem ser implantados sistemas especificos de vigilancia das rickettsioses que
respeitem as caracteristicas epidemiologicas locais. Essas acdes de vigilancia
devem priorizar o diagnéstico e tratamento imediato de casos suspeitos, a
investigacdo e controle de surtos, a investigacdo epidemioldgica e controle dos
vetores e dos locais provaveis de infecdo e as medidas controle e prevencédo da
doenca.

Entretanto, para que essas acdes sejam eficientes, faz-se necessario a
capacitacdo dos profissionais de saude da rede local e a disseminacdo da
importancia do diagnostico oportuno e diferencial com outras doencas.

Devem ser realizadas acdes de educacdo e saude da populacdo para
informar sobre a circulacdo sazonal do carrapato, como forma educativa e
preventiva.

Os locais provaveis de infeccdo devem ser identificados, mapeados e
monitorados, principalmente quanto a presenca de vetores e disponibilidade de
hospedeiros suscetiveis. Embora a presenca de carrapatos infectados seja
necessario, somente isso ndo é suficiente para produzir casos humanos, no entanto,
fornece um ponto de partida para o estudo da epidemiologia e ecologia da doenca e
acoes locais de vigilancia epidemioldgica.

Pela identificacdo de Rickettsia spp., patogénicas para seres humanos, no
Estado de Mato Grosso Sul, a vigilancia epidemioldgica para as rickettsioses,
principalmente do grupo da febre maculosa, deve ser realizada de maneira continua,
com a estimulacdo e financiamento de novos estudos, colocando-a na agenda de
prioridades da salude publica e de pesquisa, conforme preconizado pela
Organizacdo Mundial de Saude. Ressalta-se que em areas com risco da ocorréncia
da doenca, financiamentos em pesquisas e a criacdo de laboratorios de referéncia
devem estimulados para que se permita o diagndstico rapido e preciso em casos

suspeitos.
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