UFRRJ

INSTITUTO DE VETERINARIA

CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
VETERINARIAS

DISSERTACAO

Pesquisa de Rickettsia spp., Ehrlichia spp. e Anaplasma
spp. em carrapatos de vida livre nas mesorregides Sul
Fluminense e Metropolitana do Rio de Janeiro, RJ

GUSTAVO NUNES DE SANTANA CASTRO

2016



AL RUR4
<& 74
&L %

%
Nyr3q o

&
Q
<
a
(¥s)
%
//l//)
UFRR]J

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
_ INSTITUTO DE VETERINARIA ,
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

Pesquisa de Rickettsia spp., Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. em carrapatos
de vida livre nas mesorregides Sul Fluminense e Metropolitana do Rio de
Janeiro, RJ

GUSTAVO NUNES DE SANTANA CASTRO

Sob Orientacédo do Professor
Adivaldo Henrique da Fonseca

E Co-Orientagdo da Doutora
Andrea Kill Silveira

Dissertacdo submetida como requisito
parcial para obtencdo do grau de Mestre
em Ciéncias, no Curso de Pos-Graduacéo

em Ciéncias Veterinarias.

Seropédica, RJ
Marco de 2016






Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Secéo de Processamento Tecnico

Ficha catalogréfica elaborada
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

C355p

Castro, Gustavo Nunes de Santana, 1991-
pesquisa de Rlckettsla spp., Ehrlichia spp. e
Anaplasma Spp. em carrapatos de vida livre nas
mesorregides Sul Fluminense e Metropolitana do Rio de
Janeiro, RJl/ Gustavo Nunes de Santana Castro. - 2016.
45 £, 1il.

orientador: Adivaldo Henrique da Fonseca.

Coorientadora: Andrea Kill Oliveira .

Dissertacdo (Mestrade) . -- Universidade Federal
Bural de Rio de Janeire, Curso de P6s Graduagdo em
Ciéncias Veterinérias, 2016.

1. Parasitologia Veterinaria. 2. Doengas
Transmitidas por Carrapatos. 3, Hemoparasitoses. T.
Fonseca, Adivaldo Henrique da, 1953-, orient. TII.
Oliveira , Andrea Kill, 1980-, coorient. III
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Curso
de pés Graduagdo em Ciéncias Veterinarias. IV. Titulo.







UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

INSTITUTO DE VETERINARIA i )
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

GUSTAVO NUNES DE SANTANA CASTRO

Requisito parcial para obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias, no Programa de Pos
Pés-graduagio em Ciéncias Veterinarias,

TESE APROVADA EM 03/03/2016

S =
ADIVALDO HENRIQUE DA FONSECA, Dr. UFRRJ-RJ
(Presidente da Banca)

‘A\J\;‘} )/\ d_) ) (/(‘ﬂ'jq ()L' (/(/,,J O

NATHALIE DA COSTA CUNHA, Dr. UFF-RJ

7\
}

1 ’ LW’ . (f-wu-ijv 2
DANIEL DA SIL\&A GUEDES JUNIOR, Dr. FIOCRUZ-RJ




Enquanto a nossa meta néo for atingida
Continuamos gritando o nosso canto (...)
O amanha ta breve”

Elis Regina



Dedico este trabalho aos meus pais, Edna e Jorge,

aos meus irmdos Jorge, Anderson, André e Tassia,

aos meus sobrinhos Mateus e Maria Beatriz,

aos meus avos lIracy, Amalia e Edgar,

a minha noiva Nathany, e a0s meus preciosissimos amigos,

por todo apoio, carinho e presenca ao longo de toda esta caminhada.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, Forgca Soberana, que sempre esteve ao meu lado, me defendendo; dentro de
mim, me guardando; diante de mim, me conduzindo; atrds de mim, me guardando e acima de
mim, me abencoando.

Ao professor Adivaldo Henrique da Fonseca, pela orientacéo, amizade e por toda sabedoria,
serenidade. Por ser um exemplo de profissional a ser seguido.

A doutora Andrea Kill Silveira, pela co-orientacdo, pelos ensinamentos, ajuda e discussdes
sobre o plano de trabalho.

Ao professor Adevair Henrique da Fonseca, por ceder o material bioldgico utilizado, além de
se disponibilizar para ajudar no desenvolvimento do projeto.

Ao doutor Matheus Dias Cordeiro, pela amizade e por toda ajuda prestada desde 2010,
momento em que ingressei no Laboratorio de Doengas Parasitarias.

A minha amiga de longa data, Priscilla Nunes dos Santos, pelos conselhos, ajudas e por estar
sempre presente ao longo da minha jornada.

A discente de graduacio Laura Ribeiro, por participar ativamente de todo o processamento das
amostras, sendo de importancia salutar para a obtengdo dos dados.

A mestre lwine Joyce Faria, por identificar parcialmente as ninfas analisadas neste trabalho.
Aos demais amigos do Laboratorio de Doencas Parasitarias, Adlilton de Oliveira, Bruna Baéta,
Bruna Land, Carla Uz&do, Carolina Marotta, Jaqueline Valim, Jenevaldo da Silva, Mércio
Cepeda, Michelle Silva, Patricia Cepeda, Paulo Cesar, Rafaela Camara e Vanessa Raia, pelas
excelentes discussdes, intenso companheirismo e apoio irrestrito para o curso do meu projeto.
A equipe do Laboratdrio de Biologia Molecular, professor Douglas Mclntosh, Téssia Furtado
e Jodo Petrucelli, por toda ajuda e orientacdo prestada.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo suporte
financeiro.

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) pelo suporte

financeiro.



BIOGRAFIA

GUSTAVO NUNES DE SANTANA CASTRO, filho de Jorge Jodo dos Santos
Castro e Edna Nunes de Santana Castro, nascido na cidade de Duque de Caxias, estado do
Rio de Janeiro.

Em 1998 iniciou o ensino fundamental na Escola Estadual Manoel Joaquim Salgueiro,
cidade de Duque de Caxias, sendo transferido ao término do primeiro segmento, no ano de
2002, para o Colégio Estadual Professor José de Souza Herdy para concluir o Ensino
Fundamental.

No ano de 2006 ingressou no Colégio Pedro Il para o curso do Ensino Médio,
finalizando em 2008. Durante o periodo foi estagiario de Programa de Iniciacdo Cientifica Jr
(PIBIC Jr.) das instituicdes Colégio Pedro Il e Museu Nacional-UFRRJ, desenvolvendo
pesquisas em Plantas Medicinais e Aromaticas/Manejo e Recuperacdo de Solos e Anatomia
Vegetal, respectivamente.

Em 2009 ingressou na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, no curso de
Bacharel em Medicina Veterindria, graduando-se em 2014. Durante a graduacao foi bolsista de
Iniciacdo Cientifica-CNPq, durante 2 anos consecutivos, pesquisando assuntos relacionados a
hematozoarios e vetores em animais domésticos e silvestres. Sendo também monitor das
disciplinas de Bioquimica geral e Doencas Parasitarias.

Iniciou o curso de P6s-Graduacao em Ciéncias Veterinarias em marco de 2014.



RESUMO

Os carrapatos, em sua maioria, sdo artropodes ectoparasitas obrigatérios, sendo importantes
veiculadores de agentes patogénicos, dentre estes, virus, bactérias, protozoarios e helmintos. O
presente estudo teve como objetivo identificar a presenca de bactérias dos géneros Rickettsia,
Ehrlichia e Anaplasma em carrapatos de vida livre coletados em cinco &reas, localizadas nas
mesorregides Sul Fluminense e Metropolitana do Rio de Janeiro. A pesquisa foi conduzida no
campus Seropedica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Floresta Nacional Mario
Xavier, ambos no municipio de Seropédica; Parque Nacional do Itatiaia, em Itatiaia; Depdsito
Central de Municdo em Paracambi; e Centro de Adestramento da llha da Marambaia, municipio
de Mangaratiba. Nas coletas foram utilizadas arrasto de flanela, armadilha quimica de CO2 e
catacdo manual sobre as vestes e corpo dos pesquisadores. Os carrapatos coletados foram
identificados e submetidos a PCR para Rickettsia spp., Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. Foram
coletados 14.469 espécimes de carrapatos em todas as areas pesquisadas. Foram selecionados
9.353 carrapatos para analise, sendo distribuidos em 372 pools, de acordo com a classificacéo
taxonémica, estadio evolutivo, area e ano de coleta. Esse total € composto por 7.273 larvas de
Amblyomma, 1 larva de R. (B.) microplus, 1.952 ninfas de Amblyomma, 120 adultos de A.
sculptum, 4 adultos de A. brasiliense e 3 adultos de A. dubitatum. Destes pools, apenas 2 foram
positivos na triagem, sendo um pool composto por 3 larvas de Amblyomma spp. coletados na
Floresta Nacional Mario Xavier, e o outro pool de 20 ninfas de A. sculptum coletados no local
denominado praia do Sino localizado na llha da Marambaia. A anélise dos dados através do
método PCR-RFLP indicou que as bandas verificadas na analise sdo de Rickettsia bellii. A
positividade para R. bellii encontrada no presente estudo foi de 0,25%. Com esse resultado foi
possivel verificar que ocorre a circulacdo de Rickettsia em duas areas de coleta. Em ambas as
areas em que se encontrou circulacéo de R. bellii, existia a presenca de capivaras e equinos. A
pesquisa molecular para os géneros Ehrlichia e Anaplasma revelou resultados negativos para
ambos o0s géneros. A ocorréncia e a distribuicdo de carrapatos observadas, neste estudo, podem
ser atribuidas & composi¢do da cobertura vegetal, as condi¢cbes ambientais e a atividade dos
hospedeiros, estdo relacionadas as diferentes acdes antropicas exercidas em cada ponto de
coleta, ao longo do estudo.

Palavras-chave: Ixodideos, Rickettsiales, Rickettsia bellii.



ABSTRACT

Ticks are arthropods, mostly obligate ectoparasites, and important pathogens vectors, including
viruses, bacteria, protozoa and helminths. This study aimed to identify bacteria of the Rickettsia,
Ehrlichia and Anaplasma genus in free-living ticks. The research was conducted in five area
located in mesoregions Sul Fluminense and Metropolitana do Rio de Janeiro: Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, National Forest Mario Xavier, both in Seropedica; Itatiaia
National Park in Itatiaia; Ammunition Deposit Center in Paracambi; and Training Center of
Marambaia Island in Mangaratiba. During the collections drag flannel, chemical trap CO2 and
manual scavenging on the clothes and researchers' body were used. The collected ticks were
identified and subjected to PCR for Rickettsia spp., Ehrlichia spp. and Anaplasma spp. 14,469
samples of ticks were collected in all the surveyed areas. 9,353 ticks were selected to analysis,
and distributed in 372 pools, according to taxonimic classification, evolutionary stage, area, and
year of collection. This total consists of 7,273 larvae of Amblyomma, 1 larvae of R. (B.)
microplus, 1,952 of Amblyomma nymphs, 120 adults of A. sculptum, 4 adults of A. brasiliense,
and 3 adults of A. dubitatum. Among these pools, only two were positive in the screening, one
pool being composed of three larvae of Amblyomma spp. collected in the National Forest Mario
Xavier and the other pool of 20 nymphs of A. sculptum collected on a place called Sino's beach
located in the Island of Marambaia. Data analysis by PCR-RFLP showed that the bands
observed in the analysis are Rickettsia bellii. The positivity to R. bellii found in this study is
0.25%. With this result, is possible to confirm that there is Rickettsia circulation in two areas
of collection. In both areas which R. bellii circulation was found, there was a presence of
capybaras and horses. The molecular search for Ehrlichia and Anaplasma genus revealed
negative results for both genus. The occurrence and distribution of ticks observed in this study
can be attributed to the environmental conditions, composition of vegetation, and vertebrate
hosts' activity; these are related to the different human activities conducted in each collection

point throughout the study.

Key words: Ixodides, Rickettsiales, Rickettsia bellii.
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1. INTRODUCAO

O Rio de Janeiro é um dos estados mais visitados do Brasil, seja pelo seu
desenvolvimento econémico, visto que ja foi a capital federal, seja por suas belezas naturais.
Nesse contexto, sua capital sedia eventos nacionais e internacionais de grande renome, como
foi a Copa do Mundo de 2014 e serdo as Olimpiadas de 2016. Tais eventos trazem ao estado
milhares de pessoas, e muitas destas, além de participar dos eventos esportivos, realizam
também o ecoturismo, visto que a natureza exuberante do Rio de Janeiro é apreciada em todo
mundo.

Além da natureza turistica, sabe-se que existem outros perfis de contato com a natureza,
por exemplo o trabalho rural, em que o ser humano estad intimamente ligado com o solo,
vegetais, animais, e mesmo atividades militares, cujos treinamentos incluem isolamento em
florestas e matas.

Neste contexto é imperativo que profissionais de Saude Publica investiguem ativamente
a importancia e capacidade de transmissdo de artrépodes vetores, para que seja conhecido o
possivel grau de risco associado ao contato com areas silvestres e rurais.

Com relacdo a transmissdo de bioagentes aos seres humanos, tem-se ciéncia que 0s
mosquitos sdo 0s mais importantes, seguidos dos carrapatos; Por outro lado, os carrapatos séo
transmissores da maior variedade de agentes patogénicos para 0s animais.

O presente estudo teve como objetivo identificar a presenca de bactérias dos géneros
Rickettsia, Ehrlichia e Anaplasma em carrapatos de vida livre coletados em cinco areas,

localizadas nas mesorregies Sul Fluminense e Metropolitana do Rio de Janeiro, RJ.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carrapatos — biologia e importancia epidemiologica

Os carrapatos, em sua maioria, sdo artropodes ectoparasitas obrigatorios, de habitos
hematofagos em pelo menos um estadio evolutivo. A hematofagia é importante para que seu
ciclo bioldgico seja completado, uma vez que 0 sangue possui elementos importantes para a
maturacdo de ovos (LIU; BONNET, 2014).

O ciclo de vida da maioria dos carrapatos é compreendido por uma fase de vida
parasitaria, em que o ectoparasito esta fixado ao hospedeiro, realizando o repasto sanguineo, e
uma fase de vida livre, que compreende os periodos de oviposicdo e mudas (BARROS-
BATTESTI; ARZUA; BECHARA, 2006). O ciclo biol6gico da maioria dos ixodideos consiste
de um estagio inativo (ovos) e trés estagios moveis e hematdfagos (larva, ninfa e adulto). As
larvas sdo caracterizadas por ndo apresentarem estigmas respiratorios, alem de serem
sexualmente imaturas. Apos ecdise ddo origem as ninfas, que possuem anatomia semelhante a
dos adultos, por exemplo quatro pares de patas, porém com placas espiraculares. Os carrapatos
adultos possuem maturidade sexual, diferente das ninfas, e quatro pares de pernas (BARROS-
BATTESTI; ARZUA; BECHARA, 2006; ANDERSON; MAGNARELLI, 2008).

Os carrapatos sao classificados em 3 familias: Argasidae, Ixodidae e Nuttalliellidae
(GUGLIELMONE et al., 2010). A familia Ixodidae alberga os espécimes de maior importancia
econdmica e sanitaria, a caracteristica principal da familia é a presenca de um escudo dorsal
rigido, formado por quitina, que em fémeas adultas se restringe apenas a uma parte do
idiossoma, com o intuito de possibilitar que a mesma consiga dilatar seu corpo durante o repasto
sanguineo (BARROS-BATTESTI; ARZUA; BECHARA, 2006).

Originalmente os carrapatos sao ectoparasitos de animais silvestres, e sdo extremamente
importantes para a manuten¢do de microrganismos, patogénicos ou ndo. Relata-se a circulacédo
de agentes etiologicos de zoonoses em pequenos mamiferos silvestres, implicando-os na
manuten¢do destes microrganismos na natureza e na infeccdo de populagdes de carrapatos
(QUINTERO et al., 2013). A relagéo vetor (carrapato), patégenos e hospedeiros silvestres tende
a ser equilibrada, sendo esse equilibrio quebrado com agdes antropicas, como desmatamento,
ocupagdes indevidas, introducdo de animais domésticos, dentre outros. Tais atitudes quebram

a harmonia ecoldgica e expde o ser humano e os animais domésticos ao contato com carrapatos
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potencialmente infectados, além de uma infinidade de outros patégenos (OGRZEWALSKA et
al., 2011; ESTRADA-PENA et al., 2014).

Os carrapatos sdo importantes veiculadores de agentes patogénicos, dentre estes, virus,
bactérias, protozoarios e helmintos (JONGEJAN; UILENBERG, 2004; OTRANTO et al.,
2014). Eles tém caracteristicas importantes que os qualificam como excelentes vetores, uma
destas é o periodo de fixacdo no hospedeiro, que geralmente dura horas ou mesmo dias. A
ocorréncia de transmissao transestadial e transovariana de muitos microrganismos tornam 0s
carrapatos excelentes reservatérios de patdégenos, como por exemplo rickettsias, que podem ser
mantidas na natureza, mesmo na auséncia de hospedeiros vertebrados, por vérias geracdes
(STICH et al., 2008; MORAES-FILHO et al., 2015).

Outra caracteristica € a promiscuidade de hospedeiros que algumas espécies tém,
principalmente, quando em estadios imaturos (PEREZ et al., 2008). Tal habito alimentar pode
culminar no contato com diversos agentes etiologicos e transmiti-los para diversas espécies de
vertebrados (BARROS-BATTESTI; ARZUA; BECHARA, 2006; GUGLIELMONE et al.,
2006; SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013; McCOY; LEGER; DIETRICH, 2013). E
relevante citar que além dos habitos alimentares, existem outros fatores intrinsecos aos
carrapatos, que os tornam capacitados a adquirir e/ou transmitir (ou mesmo inibir) agentes
patogénicos, dentre outros estdo proteinas da saliva, anticoagulantes e defensinas (LIU;
BONNET, 2014).

Carrapatos dos géneros Argas, Amblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma,
Ixodes e Rhipicephalus j& foram descritos parasitando seres humanos (GUGLIELMONE etal.,
2006; OTRANTO et al., 2014). Ao pesquisar a presenca de hemoparasitos, 0s mesmos autores
detectaram organismos dos géneros Rickettsia, Anaplasma, Borrelia e Babesia, reiterando
assim a importancia destes acaros como vetores de importantes zoonoses.

Amblyomma sculptum, conhecido como carrapato estrela, possui baixa especificidade
parasitaria principalmente em estadios imaturos (chamados popularmente de micuim e
vermelhinho), podendo parasitar diversos animais, inclusive o ser humano, ja na fase adulta
tem preferéncia por animais de médio e grande porte, como capivaras € equinos
(GUGLIELMONE et al., 2006). A espécie ocorre nas regides nordeste, centro-oeste, sudeste e
sul do Brasil, além de estar presente no Paraguai e na Argentina (NAVA et al., 2014).

Amblyomma brasiliense ja foi descrito no sudeste e sul do Brasil, além de Argentina e

Paraguai. Assim como A. sculptum, seus estadios imaturos sdo promiscuos, estdo entre os



carrapatos mais agressivos para os seres humanos no Brasil, contudo o carrapato adulto,
diferentemente do A. sculptum, tem preferéncia por mamiferos de pequeno e médio porte, como
pacas e cutias (BARROS-BATTESTI; ARZUA; BECHARA, 2006; GUGLIELMONE et al.,
2006; SANCHES et al., 2008; SZABO et al., 2006).

Amblyomma dubitatum foi descrito no Cerrado, Floresta Atlantica, Floresta do Parané e
Floresta Araucaria angustifolia, também tem ocorréncia no Uruguai. Todos os estadios
evolutivos tém preferéncia pela capivara. Mesmo nao sendo tdo agressivo quanto o A. sculptum,
A. dubitatum também pode parasitar os seres humanos, e participar da transmissdo de
hemoparasitos (SZABO et al., 2013).

Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um carrapato monoxéno, exdtico, que tem
preferéncia pelo bovino, sendo por isso chamado popularmente de carrapato do boi, contudo ja
foi descrito seu parasitismo em diversas espécies, como caninos (ZHANG et al., 2012), equinos
(LABRUNA et al., 2001), roedores (NATEGHPOUR et al, 2013) e humanos
(GUGLIELMONE et al., 2006).

2.2 Género Rickettsia

O género Rickettsia, pertencente a familia Rickettsiaceae, € composto por bactérias
gram-negativas, sendo classificado em 5 principais grupos: o Grupo Tifo, que compreende as
espécies Rickettsia prowazekii e Rickettsia typhi, associadas a piolhos e pulgas,
respectivamente; o Grupo da Febre Maculosa (GFM), composto por mais de 20 espécies,
estando a grande maioria associada a carrapatos; o Grupo de Rickettsia bellii, em que se
encontra, além de R. bellii outras ricketsias simbiontes; o Grupo de Rickettsia canadensis, em
gue se encontra apenas R. canadenses; e 0 Grupo de Outras Rickettsias, sendo presentes 0s
demais microrganismos classificados como do género Rickettsia (MERHEJ; RAOULT, 2011).
Na América Latina, existem aproximadamente 13 espécies de rickettsias descritas, e

dentre todas R. bellii € encontrada no maior numero de espécies de carrapatos (LABRUNA et
al., 2007a), a saber: Amblyomma aureolatum, Amblyomma sculptum (complexo A. cajennense),
Amblyomma dubitatum, Amblyomma humerale, Amblyomma incisum, Amblyomma longirostre,
Amblyomma neumanni, Amblyomma nodosum, Amblyomma oblongoguttatum, Amblyomma
ovale, Amblyomma scalpturatum, Amblyomma tigrinum, Haemaphysalis juxtakochi e Ixodes
loricatus (LABRUNA et al., 2004b; PACHECO et al., 2009; LABRUNA et al., 2011; LOPES
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et al., 2014; MOURA-MARTINIANO et al., 2014; McINTOSH et al., 2015), enquanto que na
América Central, R. bellii foi encontrada em 4 carrapatos da espécie Amblyomma sabanerae,
fixados num queldnio (Kinosternon sp.) (BARBIERI; ROMERO; LABRUNA, 2012).

A transmissdo destas rickettsias entre os mamiferos se da principalmente através da
picada de carrapatos, sendo 0 género Amblyomma 0s mais importantes no Brasil (BRITES-
NETO etal., 2013; KRAWCZAK et al., 2014; NUNES et al., 2015). Animais silvestres, como
a capivara, e domésticos, como 0 canino e 0 equino, sdo importantes na epidemiologia das
rickettsioses, atuando como hospedeiros do carrapato vetor, amplificadores das rickettsias e
sentinelas (SANGIONI et al., 2005; PACHECO et al., 2007; MIRANDA et al., 2011,
CORDEIRO et al., 2015a; CORDEIRO et al., 2015b; SOUZA, PINTER, DONALISIO, 2015).
Um outro fator relevante na epidemiologia das rickettsioses sdo as espécies de Rickettsia
circulantes, uma vez que mesmo rickettsias de patogenicidade desconhecidas podem interferir
na aquisicdo, estabilizacdo e transmissdo de rickettsias sabidamente patogénicas pelo carrapato
vetor. (BURGDORFER; HAYES; MAVRO, 1981; MACALUSO et al., 2002).

O ser humano é suscetivel a rickettsioses, e uma das mais importantes é a Febre
Maculosa Brasileira, causada por uma bactéria do género Rickettsia (Rickettsia rickettsii),
transmitida principalmente por carrapatos do género Amblyomma, caracterizando-se por ter
inicio abrupto, com febre elevada, cefaleia e mialgia intensa e/ou prostracdo, seguida de
exantema maculo-papular, predominantemente nas regides palmar e plantar, que pode evoluir
para petéquias, equimoses e hemorragias, com elevada taxa de letalidade (GUEDES et al.,
2011; PAROLA et al., 2013; OTEO et al., 2014; SOUZA, PINTER, DONALISIO, 2015). R.
rickettsii também é patogénica para o carrapato vetor, o que faz com que sua prevaléncia em

pesquisas acaroldgicas seja baixa (SOARES et al., 2012).

2.3 Género Ehrlichia

O género Ehrlichia pertence a familia Anaplasmataceae, da ordem Rickettsiales
(DUMLER et al., 2001), é composto por bactérias gram-negativas, pleomérficas, intracelulares
obrigatérias. O género é atualmente composto por 6 espécies: Ehrlichia canis, Ehrlichia
chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia muris, Ehrlichia ruminantium e Ehrlichia mineirensis
(CRUZ et al., 2012).



O organismo foi descrito pela primeira vez em cdes, na Argélia (DONATIEN;
LETOSQUARD, 1935). No Brasil, o primeiro relato data de 1973, e o agente foi encontrado
em caninos, na cidade de Belo Horizonte, MG (COSTA et al., 1973). No Estado de Minas
Gerais também se descreveu a sexta espécie de Ehrlichia, denominada Ehrlichia mineirensis,
isolada do carrapato do boi, R. (B.) microplus (CRUZ et al., 2012).

A transmissao dos organismos do género Ehrlichia se da pela picada do carrapato vetor
infectado, o que culmina na epidemiologia dos casos, mais frequentes em regides tropicais e
subtropicais (ANDEREG; PASSOS, 1999; OTEO et al., 2014; PESQUERA et al., 2015).

O género Ehrlichia é responsavel por doencas em seres humanos e animais. Ehrlichia
canis é o0 agente etioldgico da Erliquiose Monocitica Canina (DONATIEN; LESTOQUARD,
1935), cujo principal vetor é o carrapato Riphicephalus sanguineus. A doenga € polissistémica,
e 0 animal pode apresentar alteracdes inespecificas, como febre, secre¢do ocular, anorexia,
perda de peso, linfadenopatia, sinais neuroldgicos, oculares, poliartrite (BELLAH; SHULL;
SELCER, 1986). Ehrlichia ewingii é o agente etiolégico da Erliquiose Granulocitica Canina,
cujos principais vetores séo o0 Amblyomma americanum e o Otobius megnini. O quadro clinico
envolve claudicacdo, edema articular, trombocitopenia. Os seres humanos também podem se
infectar com erliquias; o agente etioldgico é bastante semelhante a E. canis (MAEDA et al.,
1987; FISHBEIN et al. 1987), sendo o quadro clinico caracterizado como doenca febril
associada a mialgia, fraqueza e confusé@o mental.

A Erliquiose Monocitica Humana, transmitida principalmente por carrapatos dos
géneros Amblyomma, Haemophysalis, Ixodes e Dermacentor, cujo agente etioldgico € Ehrlicha
chaffeensis, € uma doenca severa, em que 42% dos casos clinicos exigem hospitalizacao, cuja
taxa de mortalidade gira em torno de 3% (ISMAIL; BLOCH; McBRIDE, 2010). Os aspectos
clinicos incluem faléncia cardiovascular, meningite asseptica, hemorragia, insuficiéncia
hepatica, pneumonia intersticial, dentre outros (ISMAIL; BLOCH; McBRIDE, 2010). Ja a
Ehrlichiose Ewingii Humana, cujo agente etioldgico é Ehrlichia ewingii, tem aspectos clinicos
mais brandos, sendo mais importante em pessoas imunocomprometidas (ISMAIL; BLOCH,;

McBRIDE, 2010); os vetores desta zoonose sdo 0s mesmos da Erliquiose Monocitica Humana.



2.4 Género Anaplasma

O género Anaplasma, atualmente, abriga 5 espécies: Anaplasma phagocytophilum,
Anaplasma platys, Anaplasma marginale (e A. marginale subsp. centrale), Anaplasma bovis e
Anaplasma ovis (RYMASZEWSKA; GRENDA, 2008). Anaplasma phagocytophilum é o
agente etiol6gico da Anaplasmose Granulocitica Humana, além de causar quadros patogénicos
em cdes (Anaplasmose Granulocitica Canina), equinos (Anaplasmose Granulocitica Equina) e
em bovinos (febre do carrapato). Anaplasma platys infecta plaquetas, culminando na
trombocitopenia ciclica canina, e A. bovis, A. ovis e A. marginale infectam eritrocitos de
ruminantes domesticos e selvagens, culminando em quadros febris e hematoldgicos
(RYMASZEWSKA; GRENDA, 2008).

Os carrapatos dos géneros Amblyomma, Haemophysalis, Ixodes e Dermacentor sao 0s
principais vetores bioldgicos destes agentes entre 0s animais, e assumem importancia
epidemioldgica na transmissdo aos seres humanos (RYMASZEWSKA; GRENDA, 2008;
PESQUERA et al., 2015).

Casos de febre do carrapato em ruminantes domésticos, na Europa, séo relatados desde
1780. Um século e meio adiante, descreveu-se o0 gene etiologico como Ehrlichia
phagocytophila (atualmente denominado A. phagocytophilum) (JENKINS et al., 2001).

Ja a primeira descricdo de A. marginale ocorreu em 1894, quando Salmon e Smith detectaram
a presenca de inclusdes em eritrécitos de bovinos. A descricdo completa foi feita pelo Sir.
Arnold Theiler, em 1910 (KOCAN et al., 2003).

Anaplasma phagocytophilum tem distribuicdo cosmopolita (ALLISON; LITTLE,
2013), e é agente patogénico para diversas espécies animais, incluindo o ser humano (ATIF,
2015). Com relagdo a infeccdo em caninos, observam-se alteracdes clinicas e hematoldgicas,
como letargia, lesbes dermatoldgicas e trombocitopenia (SANTOS et al., 2011; SILVEIRA et
al.,, 2015). As manifestacbes clinicas em seres humanos variam de um quadro febril
autolimitado a infec¢des fatais. Os pacientes geralmente apresentam sintomas ndo especificos,
como febre, dor de cabeca, mialgia e mal estar (STUEN et al., 2013).

A. phagocytophilum foi encontrado em R. sanguineus e A. sculptum (SANTOS et al.,
2013) tais carrapatos parasitam animais domesticos, preferencialmente o canino e o equino,
respectivamente, mas podem parasitar o ser humano (SZABO et al., 2013; DANTAS-TORRES

et al., 2014), aumentando assim o risco de transmissdo desta importante zoonose. Existe



circulacdo de anticorpos anti-A. phagocytophilum em equinos (SALVAGNI et al., 2010),
apontando a relevancia dessa espécie na epidemiologia desta importante zoonose. Profissdes
que lidam com ambientes naturais, como jardinagem e ecoturismo expdem o ser humano ao
contato com o agente; seres humanos com quadros de imunodeficiéncia, como portadores de
HIV, em tratamentos de cancer ou transplantados, se encontram em situacdo de risco (ATIF,
2015).

2.5 Diagnostico laboratorial das rickettsioses e anaplasmoses

Além do diagndstico clinico, associado a epidemiologia, existem ferramentas
diagnosticas laboratoriais, com técnicas de microscopia direta, sorologicas, de cultivo e
moleculares (ALLISON; LITTLE, 2013).

A deteccdo de organismos da ordem Rickettsiales em artropodes vetores é de grande
importancia nos estudos epidemioldgicos e nas estratégias de controle. Esta deteccdo pode ser
realizada com o uso de ferramentas moleculares, como a PCR, por meio de iniciadores
oligonucleotideos especificos promovendo a deteccéo e identificacdo de rickettsias patogénicas
em vetores infectados. Genes de interesse nestes tipos de estudos sdo o gene htrA codificador
de um antigeno de 17 kilodalton (17-kDa), que € uma proteina de superficie, comum as
rickettsias do grupo do tifo e da febre maculosa, o gltA, ompA e ompB, 16S rDNA, groESL,
MSP2, MSP4, dsb e VLPT (de comprimento variavel-alvo PCR) (ANDERSON et al., 1987;
AZAD et al., 1990; WEBB et al., 1990; MASSUNG et al., 1998; LABRUNA et al., 20043;
ALLISON; LITTLE, 2013; AGUIAR et al., 2014).

No Brasil, a identificacdo molecular de R. rickettsii foi procedida em carrapatos por
diversos pesquisadores, dentre estes em carrapatos da espécie A. sculptum (complexo A.
cajennense) coletados em pastagens e animais (GUEDES et al., 2005; CARDOSO et al., 2006),
em R. sanguineus coletados em cdes (CUNHA et al., 2009), e em Haemaphysalis
leporispalustris alimentados em coelhos (FREITAS et al., 2009). Experimentalmente foi
possivel verificar que capivaras atuam como hospedeiro amplificador de R. rickettsii para A.
sculptum (complexo A. cajennense) (SOUZA et al., 2009). Outras pesquisas diagnosticaram a
presenca de Ehrlichia e Anaplasma em carrapatos, incluindo espécies de carater zoonotico,
como E. ewingii e A. phagocytophilum (LEE et al., 2014; MAYS et a., 2014; WRIGHT et al.,
2014; MICHELET et al., 2014; PROBOSTE et al., 2015).



3. MATERIAL E METODOS
3.1 Areas de Estudo

A pesquisa foi desenvolvida a partir dos dados referentes a coletas de carrapatos
ixodideos realizadas no Estado do Rio de Janeiro, durante o periodo de outubro/2009 a
agosto/2011 (SILVEIRA; FONSECA, 2013).

As coletas no Parque Nacional do Itatiaia e na Floresta Nacional Mario Xavier foram
autorizadas pelo SISBIO: 16622-1, emitido em 22/07/2008. As atividades nas areas militares,
Marinha do Brasil e Exército Brasileiro foram autorizadas pelos seus respectivos comandos. A
cada estacdo do ano foi realizada, em diferentes horarios, uma coleta em seis pontos fixos de
cinco areas amostrais distintas, a saber:

Area 1: UFRRJ Campus SeropédicaPESAGRO/EMBRAPA — Caracterizada pela
presenca de discentes de graduacdo, pos-graduacdo, docentes e técnicos administrativos,
localizada no Km 47 da BR 465, municipio de Seropédica, no estado do Rio de Janeiro. O tipo
de vegetacdo é secundaria, sendo presente pastagens, capoeiras, além de fragmentos de mata,
composta por espécies nativas e introduzidas (FIGURA 1). O Setor de Zootecnia tem ainda a
producdo de bovinos, caprinos e aves, 0 que propicia a imposicao de modelos epidemiologicos
intimamente relacionados a monoculturas, como por exemplo, a predominancia do carrapato
do boi, R. (B.) microplus. Existe ainda a circulacdo de animais silvestres, como 0 quero-quero
(Vanellus chilensis), o gambéa (Didelphis aurita) e a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris)
(SILVEIRA; FONSECA, 2011).
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Figura 1: Vista parcial da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, do Campus de Seropédica, RJ. Em
destaque, os pontos de coletas. Fonte: SILVEIRA; FONSECA, 2011.



Area 2: A FLONA, também localizada no municipio de Seropédica-RJ, fica localizada
as margens da BR 465, 3,5km. A area abriga loteamentos urbanos e o CETAS-RJ, este alberga
espécimes de animais silvestres e exdticos capturados pelo IBAMA e por outras entidades
publicas e privadas (FIGURA 2). Existe ainda circulacdo de animais silvestres de vida livre,
como pequenos mamiferos, capivaras, répteis aves e animais domeésticos introduzidos pela

populacdo local, como caninos, equinos, bovinos e aves (SILVEIRA; FONSECA, 2011).

— - e — = |

Figura 2: Vista parcial da Floresta Nacional Mario Xavier, Seropédica, RJ. Em destaque os pontos de coletas.
Fonte: GOOGLE EARTH (2013).

Area 3: O PNI é uma é4rea de protecdo ambiental, cuja movimentacdo turistica gira em
torno de 100.000 visitantes/ano. Localizada predominantemente no Estado do Rio de Janeiro,
mas com parcela abrigada pelo Estado de Minas Gerais (FIGURA 3). Uma das caracteristicas
do Parque é sua variagdo em altitude, o que tem como consequéncia, variagdo nas caracteristicas
eco-epidemioldgicas do Parque como um todo. Nas areas abaixo de 1100m de altitude, se
observa fragmentos de florestas secundarias, esta € a area de maior visitacdo publica. Nas areas
acima de 1100 m de altitude, se observa a presenca de espécies endémicas do Parque, além de
espécies ameacadas de extingdo (SANTOS; ZIKAN, 2000).
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Figura 3: Vista parcial do Parque Nacional do Itatiaia. Em destaque, os pontos de coletas, Itatiaia, RJ. Fonte:
SILVEIRA; FONSECA, 2011.

Area 4: O DCMun é uma unidade do Exército Brasileiro, situada no municipio de
Paracambi-RJ. Localiza-se na rodovia RJ-127, km 6, margeado pelo rio Ribeirdo das Lages e
contornado por serras. O tipo de vegetacdo € secundario, e observa-se a presenca de pastagens
(FIGURA 4). Com relacédo a fauna, existe circulacdo de animais silvestres, como pequenos e
médios mamiferos, aves, répteis, além de animais domésticos, como caninos, equinos e
bovinos. O DCMun é frequentado, predominantemente, por militares de carreira, lotados na
propria unidade e de outros batalhGes, e recebe anualmente duas turmas de recrutas, com o
intuito de realizar treinamento de campo e circulam nas areas de pastagens e matas (SILVEIRA,;
FONSECA, 2011).
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Figura 4: Vista parcial do Depsito Central de Munigdes do Exército Brasileiro. Em destaque os pontos de
coletas, Seropédica, RJ. Fonte: SILVEIRA; FONSECA, 2011.
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Area 5: O CADIM é uma regido que se encontra no municipio de Mangaratiba, tendo a
oeste a Ilha da Marambaia, a leste um cordao arenoso que liga a regido ao continente, ao norte
a Baia de Sepetiba e ao sul 0 Oceano Atlantico (MENEZES; ARAUJO, 2005) (FIGURA 5). A
vegetacdo caracteristica da area engloba mata atlantica, manguezais, restingas. Na &rea é
possivel se observar animais domésticos, como caninos, equinos e aves, e silvestres, como
pequenos roedores, marsupiais, primatas, aves e repteis. A Ilha da Marambaia € ocupada por
populacdo local e pela Marinha do Brasil. As For¢cas Armadas também utilizam a regido para
treinamento militar do seu corpo técnico (SILVEIRA; FONSECA, 2011).
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Figura 5: Vista parcial do Centro de Avaliagio da llha da Marambaia da Marinha do Brasil. Em destaque os
pontos de coletas, Mangaratiba, RJ. Fonte: SILVEIRA; FONSECA, 2011.

3.2 Metodologia de coleta de carrapatos

Os 30 pontos amostrais para a coleta de carrapatos foram escolhidos considerando a
presenca de humanos, animais domésticos e/ou silvestres e de vegetacdo mista (grama e
arbustos). Os carrapatos foram capturados através trés técnicas de coleta: armadilha quimica de
COo., arrasto de flanela e as roupas dos pesquisadores que participaram das coletas (SILVEIRA;
FONSECA, 2011).

A armadilha de CO> utilizada foi montada da seguinte forma (SILVEIRA; FONSECA,
2011): Utilizou-se um frasco de acondicionamento de soro fisiol6gico hospitalar de 500 ml para
se colocar o &cido latico ja na diluicdo prevista, e 0 acido foi de encontro ao carbonato de célcio
através de um equipo para infusdes endovenosas. O carbonato de calcio estava em um recipiente
plastico, com capacidade de 1,5 L, cuja tampa estava adaptada ao encaixe com a saida do
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equipo. As aberturas para saida do CO- foram feitas na lateral do pote, com 5 mm de didmetro
e distanciando 1 cm da borda, 4,5 cm entre si. O frasco com &cido latico foi dependurado em
uma barra de 1,2 m de altura fixada ao solo pela equipe, enquanto que o pote plastico contendo
o carbonato de calcio foi colocado no centro de uma flanela branca de 1 m?estendida, para que
se visualizasse a movimentacdo dos ixodideos e se realizasse sua captura manual. Com o intuito
de se impedir a fuga dos carrapatos, fitas adesivas do tipo dupla-face foram coladas nas
extremidades da flanela (FIGURA 6). As armadilhas foram inspecionadas a cada 15 minutos,
e a reacdo aconteceu até o termino do carbonato de célcio e/ou do &cido latico. Em cada coleta,
duracdo aproximada de 2 horas, se utilizou 200 g de carbonato de célcio e 400 ml de acido

latico.

Figura 6: Técnicas de armadilha de CO», & esquerda, e arrasto, a direita. Fonte: CASTRO, 2015.

Além da armadilha de CO,, uma flanela branca de 1 m?, com barras de ferro em suas
extremidades (para proporcionar o contato da flanela com o solo), foi arrastada nas areas
adjacentes as que se utilizou a armadilha de CO, delimitou-se tal area ao redor das armadilhas
de CO2 nas dimensdes 4 x 4 m (FIGURA 6). Sendo assim, a area de abrangéncia do arrasto
girou em torno de 16 m?, por ponto de coleta (OLIVEIRA et al., 2000; SILVEIRA; FONSECA,
2011). Os carrapatos isolados individualmente foram colocados em seringas descartaveis

adaptadas para seu armazenamento, enquanto que as flanelas foram colocadas,
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individualmente, em sacos plasticos, para futura catacdo dos carrapatos em ambiente
controlado.

Utilizaram-se chaves especificas para a identificacdo dos espécimes coletados
(ARAGAO; FONSECA, 1961; BARROS-BATESTI; ARZUA; BECHARA, 2006). Adultos
foram identificados até espécie, enquanto que estagios imaturos foram identificados até género.
As larvas foram separadas em lotes de até no maximo 50 espécimes. As ninfas, em lotes com
no maximo 20 e adultos individualmente. Os espécimes foram agrupados de acordo com as
areas de captura, realocados em tubos de polipropileno e congelados a -20°C até a extracéo de

acidos nucleicos.

3.3 Extracdo de acidos nucleicos dos carrapatos

As amostras de carrapatos foram descongeladas, e os carrapatos foram lavados em
solucdo de hipoclorito de sodio 1% por 5 minutos, em seguida foram lavados em solucéo
alcoolica de etanol 70% por 5 minutos e por fim, foram lavados por 3 vezes em HBSS (Hank’s
Balanced Salt Solution) por 5 minutos cada lavagem. Em seguida, larvas e ninfas foram
colocadas em novos tubos contendo 50 mg de beads autoclavados, enquanto os adultos foram
expostos a 7 esferas de zirconio autoclavadas. Em todos os tubos foi adicionado 200 pL de
HBSS sendo entdo colocado no Mini-Beadbeater por 60 segundos para trituracdo. Apos a
trituracdo, adicionou-se 200 pL de Digest buffer 2x, 20 uL de proteinase K e 50 uL de cloreto
de célcio 50 mM. As amostras foram incubadas a 56°C por 3 horas, ao término do tempo, foram
centrifugadas por 16000xg por 60 segundos. Deste centrifugado, extraiu-se 400 pL do
sobrenadante para um novo tubo, em que foram adicionados 200 pL de HBSS e 600 uL de
fenol. Inverteu-se o tubo por 5 vezes, centrifugou-se por 5 minutos a 16000xg e foi aliquotado
550 pL do sobrenadante em novo tubo. Adicionou-se ao novo tubo 550 pL de fenol-
cloroférmio, inverteu-se o tubo por 5 vezes, e se centrifugou por 5 minutos a 16000xg. Em
seguida, 500 puL do sobrenadante foi aliquotado para outro tubo, e neste se adicionou 500 pL
de isopropanol absoluto. Incubou-se a temperatura ambiente por 20 minutos, centrifugou-se por
20 minutos a 16000xg. Observou-se a formagdo do pellet, e o sobrenadante foi desprezado. Em
seguida adicionou-se 500 pL de etanol 70%, inverteu-se o tubo por 5 vezes, centrifugou-se por
5 minutos a 16000xg e o sobrenadante foi desprezado. Sendo tal processo repetido mais uma

vez. Incubou-se o material, com a tampa aberta, a 70°C por 5 minutos, com o intuito de
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proporcionar a evaporacdo do alcool. Adicionou-se entdo 50 pL de TE 1x, e incubou-se o
material por uma hora a 65°C, e o material foi entdo congelado a -20°C até as analises
moleculares (SANTOLIN; FAMADAS; McINTOSH, 2013).

3.4 Analises moleculares para os géneros Rickettsia, Anaplasma e Ehrlichia

As amostras de DNA extraidas foram submetidas a técnica de PCR e eletroforese no
Laboratério de Doencas Parasitarias e no Laboratorio Multi-Usuério de Biologia Molecular na

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

3.4.1 Rickettsia spp.

3.4.1.1 PCR convencional

A composicdo do mix se fez da sequinte forma: 7,6 uL de H20 ultrapura, 1,25 pL de
tampao “buffer” 10 X (Life Technology®), 0,625 uL de MgCl2 (50 mM) (Life Technology®),
nucleotideos trifosfatados (Dntp 1,25 mM) (Sinapse ®) 1 L, primers 1 pyL, Taq polimerase
0,075 (Life Technology®) e 1 pL do DNA extraido. Para a amplificagdo da porcéo de 549 pb
do gene htrA (17kDa), Rickettsia género-especifico, foram utilizados os iniciadores 17k-5 (5
GCTTTACAAAATTCTAAAAACCATATA 3) e 17k-3 (5
TGTCTATCAATTCACAACTTGCC 3°). E para amplificacdo da por¢do de 834 pb do gene
gltA (citrato cintase) também Rickettsia género-especifico, foram utilizados os iniciadores CS-
239 (5GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT 3) e CS-1069 (5
CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT 3°) (LABRUNA et al., 2004c). Estas reacdes foram
utilizadas para triagem dos possiveis positivos. Como controle positivo foi utilizado 1,0 pL de
DNA de R. felis em concentracdo de 10*, 10°e 10 para gltA e 17kDa.

As amostras positivas nas duas reaces foram submetidas a uma nova PCR com primers
que identificam sequencias de Rickettsia do Grupo da Febre Maculosa. Para a amplificagéo da
porcdo de 530 pb do gene ompA (190 kDa) foram utilizados os iniciadores Rr190,70p
(5" ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 3) e Rr190,602n
(5" AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT 3") e para amplificacdo da por¢édo de 856 pb do gene
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ompB (135 kDa) utilizou-se os iniciadores 120-M59 (5"CCGCAGGGTTGGTAACTGC 3") e
0120.807 (5"CCTTTTAGATTACCGCCTAA 3) (LABRUNA et al., 2004c). Para o controle
positivo foi utilizado 1,0 pL de DNA de R. amblyommi.

As condicGes de reacdo para ambas as técnicas foram as seguintes: As amostras foram
inicialmente aquecidas a 95 °C durante 5 minutos para desnaturar as fitas de DNA e ativar a
DNA polimerase, seguido por 40 ciclos repetidos de desnaturacéo a 95 °C durante 20 segundos,
hibridacdo a 52 °C por 20 segundos, e extensdo a 72 °C durante 25 segundos, seguido por uma
extensdo final a 72 °C durante 5 minutos. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese
em gel (1,5% de agarose), com confirmacdo do tamanho amplicon alcancado através de
compara¢do com um marcador de peso molecular de DNA (GeneRuler 100 bp ADN Ladder,
produto # SM024, Thermo Scientific). As bandas foram visualizadas em transiluminador e
procedido o registro fotografico em meio eletrénico.

3.4.1.1 PCR-RFLP

Utilizou-se o banco de dados do GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)
para 0 acesso as sequencias completas ou parciais que codificam para os genes htrA, gltA e
ompB, oriundas de todas as espécies de Rickettsia descritas até 2014, em carrapatos no Brasil.
As sequéncias foram entdo alinhadas com os iniciadores utilizados nos trés ensaios de PCR,
para gerar “amplicons” virtuais utilizando o programa Sequencher® (Versao 5.1; Genecodes,
Corporation). Os produtos de amplificacdo resultantes foram entdo submetidos a digestdo com
uma serie de endonucleases de restricdo in silico, através do Programa NEBcutter V 2,0
(VINCZE et al., 2003; SANTOLIN; FAMADAS; McINTOSH, 2013).

“Amplicons” derivados das amostras de carrapatos positivos nos ensaios de PCR
convencional para Rickettsia foram submetidos a digestdo usando as enzimas de restricao
Hindlll, Mspl e Rsal (New England Biolabs), selecionadas com base na analise de digestdo in
silico. A mistura da digestdo continha 0,2 puL da enzima, 1 pL de tamp&o de amostra, 3,8 uL de
H20 ultrapura e 5 pL de DNA. O volume foi incubado por 3 horas a 37 °C. O produto foi entéo
analisado por eletroforese em gel (2% de agarose) a uma voltagem de 75 W por 1 hora. Os géis
foram corados com brometo de etidio, observados e fotografados digitalmente sob iluminacéo
ultravioleta em uma foto documentador Gel Doc XR (Bio-Rad). Padrdes de bandas foram

comparados entre as amostras e por meio de comparacdo com um marcador de peso molecular
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de DNA (GeneRuler 50 bp DNA Ladder, produtos # SM0371 Thermo Scientific) (SANTOLIN;
FAMADAS; McINTOSH, 2013).

3.4.2 Ehrlichia spp.

A composi¢do do mix relativo a primeira reacdo se fez da seguinte forma: 2,75 pL de
H>0O ultrapura, 6,25 pL de Master Mix, 0,5 pL de cada primer, 2,5 uL do DNA extraido. Para
a primeira amplificagéo, utiliza-se 0S iniciadores dsb 330 (5
GATGATGCTTGAAGATATSAAACAAAT 3%) e dsb 720 (5
CTATTTTACTTCTTAAAGTTGATAWATC 3°), cujo produto tem 401 pb (AGUIAR et al.,
2014). As amostras foram inicialmente aquecidas a 95 °C durante 5 minutos para desnaturar as
fitas de DNA e ativar a DNA polimerase, seguido por 35 ciclos repetidos de desnaturacéo a95
°C durante 15 segundos, hibridacéo a 50 °C por 30 segundos, e extensdo a 72 °C durante 30

segundos, seguido por uma extensao final a 72 °C durante 5 minutos.

A composicdo do mix relativo a segunda reacao se fez da seguinte forma: 9,5uL de H.0O
ultrapura, 1pL de ambos os primers, 12,5uL de Master Mix e 1 pL do produto amplificado.
Para a segunda amplificacdo, utiliza-se os iniciadores dsb 380 (5’
ATTTTTAGRGATTTTCCAATACTTGG 3’) e o dsb 720, j& mencionado, e o tamanho do
produto amplificado é 349 pb. As amostras foram inicialmente aquecidas a 95 °C durante 5
minutos para desnaturar as fitas de DNA e ativar a DNA polimerase, seguido por 30 ciclos
repetidos de desnaturagdo a 95 °C durante 15 segundos, hibridagédo a 52 °C por 30 segundos, e
extensdo a 72 °C durante 30 segundos, seguido por uma extensdo final a 72 °C durante 5

minutos.

Como controle positivo foi utilizado 1,0 uL de DNA extraido de canino naturalmente

infectado por Ehrlichia canis, no municipio de Seropédica.

Todos os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
com confirmacdo do tamanho amplicon alcangado através de comparagdo com um marcador de
peso molecular de DNA (GeneRuler 100 bp ADN Ladder, produto # SMO024, Thermo
Scientific). As bandas foram visualizadas com auxilio de transiluminador, sendo procedido o

registro fotografico por meio de aparelho eletrénico especifico.
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3.4.3 Anaplasma spp.

A composi¢do do mix relativo a primeira reacdo se fez da seguinte forma: 13,5 pL de
H20 ultrapura, 2,5 uL de tampao “buffer” 10 X, 0,75 uL de MgClz (50 mM), nucleotideos
trifosfatados (Dntp 2,5 mM) 2 pL, primers 0,5uL de cada um, taq polimerase 0,25 e 5 pL do
DNA extraido. Para a primeira amplificacdo, utilizou-se os iniciadores ge3a (5’
CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC 3%) e gelOr (5
TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC 3°), cujo produto tem 932 pb (MASSUNG et al.,
1998). As amostras foram inicialmente aquecidas a 95 °C durante 5 minutos para desnaturar as
fitas de DNA e ativar a DNA polimerase, seguido por 40 ciclos repetidos de desnaturacdo a94
°C durante 30 segundos, hibridacéo a 55 °C por 30 segundos, e extensdo a 72 °C durante 60

segundos, seguida por uma extensdo final a 72 °C durante 5 minutos.

A composicdo do mix relativo a segunda reacdo se fez da seguinte forma: 17,5 pL de
H20 ultrapura, 2,5 pL de tampao “buffer” 10 X, 0,75 uL de MgClz (50 mM), nucleotideos
trifosfatados (Dntp 2,5 mM) 2 pL, primers 0,5uL de cada um, Taqg polimerase 0,25 e 1 uL do
produto amplificado. Para a segunda amplificacdo, utilizou-se os iniciadores ge9f (5’
AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT 3%) e ge2 (5
GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG 3’), cujo alvo ¢ o gene GE 16S rRNA, com 546 pb.
As amostras foram inicialmente aquecidas a 95 °C durante 5 minutos para desnaturar as fitas
de DNA e ativar a DNA polimerase, seguido por 30 ciclos repetidos de desnaturacdo a 94 °C
durante 30 segundos, hibridacdo a 55 °C por 30 segundos, e extensdo a 72 °C durante 60

segundos, seguida por uma extensdo final a 72 °C durante 5 minutos.

Como controle positivo foi utilizado 1,0 uL de DNA extraido de canino naturalmente

infectado por Anaplasma platys, no municipio de Seropédica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletados 14.469 espécimes de carrapatos em todas as &reas pesquisadas
(TABELA 1). Uma amostra pertencente ao género Riphicephalus, enquanto todas as demais
amostras pertencem ao género Amblyomma. Com relacdo a distribuicdo dos espécimes em
estadio evolutivo, observou-se 73,05% de larvas, 25,84% de ninfas e 0,05% de adultos
(TABELA 1).

Tabela 1: Carrapatos separados por estadio evolutivo, género, espécie e ano de coleta,
coletados entre outubro de 2008 e agosto de 2012, em cinco areas institucionais, no estado do
Rio de Janeiro, Brasil.

Género/Espécie de Ixodidae 2009/2010 2010/2011 Total
Amblyomma spp. - larvas 5.373 5.198 10.571
Amblyomma spp. - ninfas 885 2.854 3.739
Amblyomma cajennense - 3+9 66 85 151
Amblyomma brasiliense - 3+9 1 3 4
Amblyomma dubitatum - 3+9 0 3 3
Rhipicephalus microplus - larvas 1 0 1
Total 6.326 8.143 14.469

Foram selecionados 9.353 carrapatos para analise, sendo distribuidos em 372 pools, de
acordo com a classificacdo taxondmica, estadio evolutivo, area e ano de coleta. Esse total é
composto por 7.273 larvas de Amblyomma, 1 larva de R. (B.) microplus, 1.952 ninfas de
Amblyomma, 120 adultos de A. sculptum e 4 adultos de A. brasiliense e 3 adultos de A.
dubitatum (TABELA 2).

O PNI foi o local em que se coletou menos espécimes, sendo 2 ninfas de Amblyomma
sp., e 4 adultos de A. brasiliensis, sendo 2 machos e 2 fémeas. Neste ponto de coleta ndo se
observou a presenca de adultos de A. sculptum.

E relevante citar as caracteristicas ambientais do PNI, que o difere dos ambientes
encontrados na UFRRJ, FLONA e DCMun. O clima predominante na regido do PNI é o

subguente imido, a temperatura é amena durante todo o0 ano e a umidade é constante, e tal
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ambiente pode limitar o desenvolvimento e sucesso de A. sculptum, além de favorecer a
prevaléncia de A. brasiliensis (SANCHES et al., 2008; SZABO et al., 2013).

Tabela 2: Carrapatos analisados por biologia molecular, separados por estadio evolutivo,
género, espécie e sexo, coletados entre outubro de 2009 e agosto de 2011, em cinco areas
institucionais, no estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Género/Espécie/Sexo de PNI Marambaia FLONA DCMun UFRRJ Total
Ixodidae

Amblyomma spp. - larvas 0 544 538 4.463 1.728 7.273
Amblyomma spp. - ninfas 6 445 528 295 678 1.952
Amblyomma sculptum - & 0 14 11 16 19 60
Amblyomma sculptum - @ 0 12 11 31 6 60
Amblyomma brasiliense -J& 2 0 0 0 0 2
Amblyomma brasiliense - ¢ 2 0 0 0 0 2
Amblyomma dubitatum -& 0 0 0 0 0 0
Amblyomma dubitatum - Q@ 0 0 2 1 0 3
Rhipicephalus microplus - 0 0 0 0 1 1
larvas

Total 10 1.015 1.090 4.806 2432 9.353

PNI: Parque Nacional do Itatiaia; Marambaia: Restinga da Marambaia; FLONA: Floresta Nacional Méario Xavier;
DCMun: Depdsito Central de Munic¢do; UFRRJ: Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Destes pools, apenas 2 foram positivos na triagem (FIGURA 7), sendo um pool
composto por 3 larvas de Amblyomma spp. coletados na FLONA, durante o outono. Tal ponto
de coleta localizava-se a aproximadamente 100 m da BR 465, na margem de um lago. O solo é
seco e arenoso, com cobertura vegetal predominante de graminea. No entorno havia vegetacao
arbdrea, herbacea, arbustiva e bambuzal. Foram observadas pegadas e fezes de capivaras, e
também presenca de pequenos animais silvestres, como coelhos e pequenos roedores, além de
fezes de equinos e bovinos. Neste ponto, também havia evidéncias de que humanos visitavam
a area com frequéncia. Nos ultimos anos essa area foi completamente alterada com a construcao
do Arco Metropolitano do Rio de Janeiro.

A presencga de capivaras, de A. sculptum, de pastagens e de carrapatos oriundo de
equinos sao fatores de risco paraa FMB (SOUZA; PINTER; DONALISIO, 2015), sendo
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encontrado no ambiente em questéo anticorpos anti-R. rickettsii em equinos (CORDEIRO et al.
(2015a) e caninos (CORDEIRO et al., 2015b) e circulacdo de A. phagocytophilum em caninos
(SANTOS et al., 2011). Alguns ambientes do municipio de Seropédica possuem caracteristicas
compativeis com as exigidas para a ocorréncia da FMB, sendo pois relevante a busca de

hemoparasitos com potencial zoon6tico nos ectoparasitos da regido.

Figura 7: Analise do produto da PCR para amplificacio de DNA de Rickettsia spp. em carrapato. Eletroforese
em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. Legenda: 1 e 2 = bandas positivas para Rickettsia spp.
utilizando o primer 17kDa; 3 e 4 = controles positivos de R. felis, nas diluigdes 10-4 e 10-5, respectivamente; 5 e
6 = bandas positivas para Rickettsia spp. utilizando o primer gltA; 7 = controle positivo (R. felis), na dilui¢do 10-
4; M = marcador de peso molecular de DNA.

A outra amostra positiva corresponde a um pool de 20 ninfas de A. sculptum coletados
no local chamado praia do Sino localizado na Ilha da Marambaia. O ponto de coleta localizava-

se a aproximadamente 50 metros da Praia do Sino, em area utilizada como pasto para equinos,
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com predominancia de gramineas e com presenca de vegetacdo herbéacea e arbustos diversos.
O solo era arenoso e seco. O entorno formado por vegetacao arborea densa. A presenca humana
se d&, eventualmente, durante atividades militares, ocasifes em que se aglomera um numero
grande de pessoas, hum curto espaco de tempo. Além dos militares, moradores, visitantes e
equipe de pesquisas eventualmente frequentam o local.

A presenca de Rickettsia nessa area e estacdo do ano ja foi descrita (SILVEIRA;
FONSECA, 2011). Os estadios de desenvolvimento dos carrapatos positivos para Rickettsia séo
frequentemente observados parasitando humanos (SZABO et al., 2006).

Quando as amostras foram submetidas & reacdo por PCR utilizando os primers
especificos para febre maculosa (ompA e ompB) verificou-se que as mesmas foram negativas
para esse grupo de Rickettsia.

A andlise dos dados atraveés do método PCR-RFLP indicou que as bandas verificadas
na analise sdo de Rickettsia bellii (Figura 8). A positividade para R. bellii encontrada no
presente estudo é de 0,25%. Analisando a percentagem no estadio de larva de Amblyomma,
observou-se 0,04% de positividade, enquanto que o observado para ninfas foi de 0,01%. Néo

se observou positividade para os estadios adultos.
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Figura 8: Analise de gel com padrdes de banda de PCR-RFLP produzidos por HindlIl, Msp1 e Rsp1 na digest&o
de amplicGes de 17kDa e gltA. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio. As faixas 1,2
= amplicons positivos, 3 = Rickettsia bellii e 4 = Rickettsia rickettsii, amplicGes da PCR com o primer 17kDa cada
um digerido pela endonuclease de restricdo Hindlll; As faixas 5, 6 = amplicons positivos, 7 = R. bellii e 8 = R.
rickettsii, amplices da PCR com o primer 17kDa cada um digerido pela endonuclease de restricdo Mspl; 9 =
17kDa sem digestdo; M = marcador de peso molecular de DNA,; 10, e 11 = amplicons positivos, 12 = R. bellii e
13 = R. rickettsii, amplicdes da PCR com o primer gltA cada um digerido pela endonuclease de restricdo Msp1;
14, 15 = amostras positivas, 16 = R. bellii e 17 = R. rickettsii, amplicbes da PCR com o primer gltA cada um
digerido pela endonuclease de restricdo Rsal; 18 = glta sem digestdo pela endonuclease de restri¢ao.
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Rickettsia bellii ja foi identificada em carrapatos do género Amblyomma por diversos
autores (PACHECO et al., 2009; LABRUNA et al, 2011; BARBIERI;, ROMERO;
LABRUNA, 2012; LOPES et al., 2014; MOURA-MARTINIANO et al., 2014; McINTOSH et
al., 2015), sendo a espécie de Rickettsia mais comum a infectar carrapatos no Brasil
(LABRUNA et al., 2007a). De acordo com a alta prevaléncia deste agente em diversas espécies
de Amblyomma, € possivel que haja o0 que se chama de co-evolucdo simbiotica entre ambas as
espécies (LABRUNA et al., 2004b).

Em uma reserva indigena no Mato Grosso, encontrou-se circulacdo de R. bellii em
larvas de Amblyomma (12/12) e em Amblyomma sculptum (complexo A. cajenennse) adulto
(1/10), enquanto que em areas de ocorréncia de FMB no estado do Rio de Janeiro, foi-se
diagnosticado R. bellii em um espécime de A. dubitatum, além de observar positividade para
Rickettsia do GFM em A. sculptum e A. dubitatum., apontando a importancia destas espécies
de ixodideos como vetores de rickettsias do GFM em areas de ocorréncia de FMB, além de
indicar a presenca de R. bellii neste cenarios o que, per se, pode configurar uma ameaca (LOPES
etal., 2014; MOURA-MARTINIANO et al., 2014).

Diversos autores ja diagnosticaram a presenca de Rickettsia em A. sculptum (GUEDES
et al., 2005; GUEDES et al., 2011; NUNES et al., 2015), esta espécie de carrapato tem
importancia na epidemiologia da FMB, dentre outras hemoparasitoses, uma vez que seu estadio
imaturo parasita seres humanos, além de estar presente em areas antropizadas, como areas
rurais, sendo o equino seu principal hospedeiro no ambiente doméstico.

Em contrapartida, é importante citar que R. rickettsii € patogénica para o carrapato
(SOARES et al., 2012), sendo assim, a prevaléncia de infeccdo por rickettsias patogénicas
tendera a ser baixa, ou mesmo negativa, como no presente estudo (SANGIONE et al., 2005;
BRITES-NETO et al., 2013).

E sabido que existe uma relacéo ecoldgica (competicdo) entre rickettsias no interior do
carrapato, uma vez infectado por uma Rickettsia, o carrapato se torna refratario a infeccao por
uma segunda espécie (BURGDORFER; HAYES; MAVRO, 1981), e experimentalmente se
observou também que ao infectar artificialmente um carrapato com uma segunda espécie de
Rickettsia, esta tinha sua transmissao transovariana inibida (MACALUSO et al., 2002), sendo
assim, a presenca de R. bellii pode inibir, por exemplo, sua infeccdo por rickettsias de
patogenicidade conhecida, como R. rickettsii e R. parkeri. E imprescindivel a realizacio de
estudos que objetivem determinar a importancia de R. bellii na eco-epidemiologia da FMB,
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uma vez que tal agente pode interferir na capacidade de veiculagéo de rickettsias do GFM, por
exemplo, sendo um fator de protecdo na epidemiologia da FMB (PACHECO et al., 2009).

Com esse resultado é possivel verificar que ha circulacdo de Rickettsia em duas areas
de coleta. Até o momento a patogenicidade desta espécie para humanos é desconhecida,
contudo apenas a circulagéo pode se constituir uma ameaca (LOPES et al., 2014) sendo, pois,
imperativo que a atengdo e a vigilancia nestas areas deva ser mantida, ja que ha circulacéo de
pessoas, animais domesticos e silvestres.

E importante salientar que a FLONA alberga o Centro de Triagem de Animais
Silvestres-RJ IBAMA, e tal 6rgdo confina animais silvestres, como répteis, mamiferos e aves,
apreendidos e capturados de muitas areas da regido metropolitana do Rio de Janeiro e, uma vez
no local, os animais sdo suscetiveis a carrapatos circulantes no local, ou mesmo, tais animais
podem carregar consigo ectoparasitos. Sendo assim, a vigilancia acarologica da regido € de
suma importancia para a sanidade dos animais enzodticos e dos animais manejados pelo
IBAMA-RJ.

Em ambas as areas em que se encontrou circulacdo de R. bellii, existia a presenca de
capivaras. Este mamifero é altamente importante na epidemiologia da Febre Maculosa
Brasileira, uma vez que é importante hospedeiro primério e amplificador dos carrapatos vetores,
como A. sculptum e A. dubitatum (SOUZA et al., 2009), além de apresentar anticorpos anti-
Rickettsia do GFM (MIRANDA et al, 2011; PACHECO et al., 2007). Anticorpos anti-R. bellii
foram detectados em capivaras, no estado de Séo Paulo (PACHECO et al., 2007), enquanto que
em infeccdo experimental de R. bellii em gambés, observou-se também a soroconversdo
(HORTA et al., 2010), o que é instigante para uma investigacdo profunda sobre a possivel
patogenicidade de R. bellii para hospedeiros vertebrados.

A pesquisa molecular para os géneros Ehrlichia e Anaplasma revelou resultados
negativos para ambos 0s géneros. Todas as espécies do género Ehrlichia infectam hospedeiros
vertebrados e sdo transmitidos por carrapatos, E. chaffensis e E. ewingii sdo importantes agentes
de doencas para humanos na America do Norte, enquanto que E. canis e E. ruminantium tém
importancia veterinaria (DUMLER, 2001). Na América do Sul, os estudos epidemioldgicos
envolvendo a presenca de organismos do género Ehrlichia, exceto E. canis, sdo escassos. O
DNA de E. chaffeensis foi detectado e caracterizado em cervo-do-pantanal (MACHADO et al.

2006), enquanto que E. muris e E. ruminantium ainda ndo foram identificadas no Brasil. Existe
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também a evidéncia molecular da presenca de E. ewingii em cinco cdes no municipio de Vigosa-
MG (OLIVEIRA et al. 2009).

Com o intuito de se detectar molecularmente pela primeira vez, em areas rurais do
Brasil, agentes ehrlichiais em carrapatos, animais e humanos, amostras de 347 carrapatos, 29
capivaras, 5 cdes e 75 humanos foram avaliadas através da PCR em tempo real, entretanto
apenas 0s caes apresentaram-se positivos, com 100% positividade para E. canis (LABRUNA
et al., 2007b). Na regido Nordeste, ao se pesquisar agentes do género Ehrlichia em caninos e
carrapatos, por meio da Nested-PCR, encontrou-se circulacdo de E. canis em ambas as espécies,
contudo néo se evidenciou a circulagdo de E. ewingii e E. chaffeensis (SOUZA et al., 2004).

Com relacéo a circulacdo de A. phagocytophilum na América do Sul, existem dados que
comprovam sua presenca em caninos e em carrapatos na regido sudeste do Brasil (SANTOS et
al., 2011; SANTOS et al., 2013). Além deste, um estudo recente de hemoparasitos em
carrapatos de vida livre no Equador, teve como resultado a constatacdo de A. phagocytophlum
em carrapatos do género Amblyomma e A. marginale em carrapatos R. (B.) microplus
(PESQUERA et al., 2015); tais autores nao detectaram a circulacdo de Ehrlichia nos carrapatos
estudados, corroborando com 0s nossos achados.

Acdes antrdpicas, tais como o desmatamento, ocupacdo irregular de areas florestais,
introducdo de espécies exdticas e domésticas no ambiente, fazem com que se perca o equilibrio
em que se encontram 0s agentes etiol6gicos na natureza (ESTRADA-PENA et al., 2014). E,
uma vez o equilibrio quebrado, o ser humano pode se tornar vulneravel a infeccBes. Esse
modelo é muito importante para doencas de transmissao vetorial, como a leishmaniose, a Febre
Maculosa Brasileira e as arboviroses como, por exemplo, 0s principais agravos de Saude

Pablica hoje no Brasil, Zika e Chikungunya.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados observados, pode-se concluir que:

- A presenca de R. bellii em carrapatos no municipio de Seropédica e na llha de Marambaia

confirma a circulagéo de rickettsias neste local.

- Né&o foi possivel diagnosticar a circulagdo de organismos dos géneros Ehrlichia e Anaplasma

em carrapatos de vida livre nas regides estudadas.

- A ocorréncia e a distribuicdo de carrapatos observadas, neste estudo, podem ser atribuidas as
condi¢cbes ambientais, a composicdo da cobertura vegetal e a atividade dos hospedeiros
vertebrados, estando estas relacionadas as diferentes acdes antropicas exercidas em cada ponto

de coleta, ao longo estudo.

- A identificacdo de rickettsias em carrapatos coletados em ecossistemas de interagdo entre
animais domeésticos, silvestres e humanos indica a necessidade que estudos desta natureza
devem ser intensificados e, em se tratando de area utilizada para treinamento militar, que
medidas de profilaxia e controle sejam incorporadas nas atividades de rotina dos agentes de
salde das unidades militares.
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