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Resumo

As riguetsioses, causadas por organismos do género Rickettsia, S0 zoonoses presentes
em todos os continentes. Com excecdo de Rickettsia felis e Rickettsia akari associadas,
respectivamente, a pulgas e acaros, riquétsias tem como vetores e/ou reservatorios carrapatos.
No Brasil Amblyomma cajennense, Amblyomma aureolatum e Amblyomma ovale sdo os mais
importantes vetores para humanos. O presente estudo teve por objetivo avaliar a circulacdo de
Rickettsia sp. em diferentes regides da cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais, area endémica
para Febre Maculosa. Foram coletados e identificados 5.832 espécimes de potenciais vetores
na area urbana do municipio. A maioria dos locais de coleta tinham casos confirmados de
Febre Maculosa. A analise da presenca de Rickettsia sp. nas amostras coletadas foi realizada
pela PCR quantitativa, utilizando-se oligonucleotideos para a amplificacdo do gene ompA, e
pela PCR qualitativa, empregada para a deteccdo dos genes ompA, gltA e htrA. Doze
amostras de Amblyomma cajennense, espécie mais frequente nesse estudo, e uma de
Rhipicephalus microplus coletada em equino foram positivas, na PCR quantitativa, para a
presenca de Rickettsia sp. Na PCR qualitativa foi encontrado Amblyomma cajennense,
coletado sobre equino, positivo para riquétsia do Grupo febre maculosa. A relacdo temporal e
espacial de A. cajennense com equinos aponta para o ciclo enzodtico de riquétsias envolvendo
essas espécies durante atividade dos focos. Sua antropofilia, potencial de transmissdo e
ocorréncia nos focos durante investigacdo apontam para seu papel como vetor no ciclo
antropofilico. Caracteristicas inerentes ao municipio de Juiz de Fora potencializam a possivel
circulacdo de riguétsias na regido urbana, permitindo o contato dos diferentes hospedeiros
com os carrapatos, aumentando a disseminacdo deste vetor pelo municipio. Os resultados
indicam a necessidade de implementagdo da vigilancia de ambiente no municipio de Juiz de
Fora em relacdo a Febre Maculosa, especialmente pelo monitoramente de A. cajennense e

cavalos.

Palavras chave: Rickettsiaceae, epidemiologia, biologia molecular, satde publica.




Abstract

Rickettsial diseases caused by genus Rickettsia are zoonosis present in all continents.
With exception of Rickettsia felis and Rickettsia akari, respectively associated to fleas and
mites, the vectors and / or reservoirs of Rickettsia sp. are ticks. In Brazil, Amblyomma
cajennense, Amblyomma aureolatum and Amblyomma ovale are the most important vectors to
humans. This study aims evaluate the cycles of Rickettsia sp. in different regions of Juiz de
Fora, Minas Gerais, Brasil, endemic area of Spotted Fever. Were collected and identified
5.832 specimens of potential vectors in the urban area, primarily in foci. The detection of
Rickettsia sp. in the samples was analyzed by quantitative PCR using primers for
amplification of ompA gene, and by qualitative PCR, used for detecting fragments of ompA,
gltA and htrA. 12 samples of Amblyomma cajennense, species most observed in this study,
and one of Rhipicephalus microplus, collected on horses, were positive in the quantitative
PCR. A. cajennense, collected on equine, was positive for spotted fever group in the
qualitative PCR. The temporal and spatial relationship of A. cjennense and horses indicate the
involvement of these species in the enzootic cycle during the major activity of Rickettsia sp.
in the foci. The anthropophily, potential of transmission and occurrence in foci, point to the
role of this species as a vector in anthropophilic cycle. Inherent characteristics of the
municipality can potentiate the circulation of rickettsiae in urban area, increasing the contact
of hosts with tick , expanding the spread of this vector. The results indicate the need of
implementation of the environmental surveillance to spotted fever in Juiz de Fora, especially

by the monitoring of A. cajennense and horses.

Key words: Rickettsiaceae, epidemiology, molecular biology, public health.
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1 Introducao

Historicamente, a Febre Maculosa foi descrita pela primeira vez em 1899 por Maxcy
nos EUA, que a denominou de Febre das Montanhas Rochosas (Rocky Mountain Spotted
Fever) (Harden, 1990). Uma década depois, Howard Taylor Ricketts, conseguiu sucesso na
transmissdo da doenca para porcos da india, identificando o carrapato como principal vetor da
doenca e descrevendo o agente etioldgico, Rickettsia rickettsii (Ricketts, 1909). Durante a
Segunda Grande Guerra Mundial, surgiram alguns avangos no controle das rickettsioses,
como o uso de inseticidas no combate aos vetores e 0 advento dos antibioticos na década de
40, com resultados importantes no tratamento destas (Galvéo, 1996).

A febre Maculosa Brasileira (FMB) foi primariamente descoberta por Piza em 1929,
em uma area de expansdo urbana, onde hoje sdo os bairros paulistanos de Sumaré e Perdizes
(Silva e Galvéo, 2004). Logo depois, foi descrita em Minas Gerais e no Rio de Janeiro (Dias e
Martins, 1939). E uma doenca infecciosa febril aguda, de gravidade variavel, que vai desde
formas leves e atipicas até formas graves, com elevada taxa de letalidade e é transmitida
quando o carrapato vetor permanece aderido ao hospedeiro por um periodo de minimo de 4 a
6 horas. A doenca ndo é transmitida de pessoa a pessoa e caracteriza-se por inicio abrupto,
febre elevada, cefaleia e mialgia e/ou prostracdo, com exantema maculo-papular,
principalmente nas regides palmar e plantar, que pode evoluir para petéquias, equimoses e
hemorragias (Brasil, 2010).

Casos de Febre Maculosa Brasileira sdo descritos principalmente nos Estados de
Minas Gerais (Dias e Martins, 1937; Magalhdes, 1952; Galvéo et al., 1999), Rio de Janeiro
(Gongalves et al., 1981), Bahia (Plank et al., 1979), Séo Paulo (Melles et al., 1992) e Espirito
Santo (Sexton et al., 1993). De 2002 a 2006 foram diagnosticados os primeiros casos de febre
maculosa nos Estados de Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul (SINAN, 2013). Mais
recentemente foram notificados casos de Febre Maculosa nos Estados do Mato Grosso e
Ceara (SINAN, 2013). No entanto, a confirmacdo da espécie de Rickettsia envolvida nos
casos fora da regido sudeste, associado a fatores clinicos e epidemiolégicos, sugere que pelo
menos parte deles ndo tenha sido causado pela espécie Rickettsia rickettsii (Labruna, 2006).

No Brasil os casos de Febre Maculosa se concentram na Regido Sudeste, com énfase
para os estados de Sdo Paulo, que apresenta atualmente a maior prevaléncia da doenca, com

68 casos confirmados no ano de 2012, com 54% de taxa de letalidade (Departamento de
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Saude Publica de Sdo Paulo), e o Estado de Minas Gerais, que no periodo de 2007 a 2013
notificou 31 6bitos por FMB (Brasil, 2014).

Nesse mesmo periodo, 0 municipio de Juiz de Fora teve 13 casos confirmados de
FMB, com trés obitos no ano de 2007, dois em 2008 e dois 6bitos no ano de 2012. Na tabela 1
estdo discriminados os casos segundo a regido e bairro (LPI) que ocorreram. Devido a esta
casuistica, o objetivo deste trabalho foi investigar a ocorréncia de riquétsias em areas de foco
de FMB na cidade de Juiz de Fora, para que uma analise mais apurada sobre a circulagdo da
bactéria possa ser feita.

Tabela 1: NUmero de casos confirmados de Febre Maculosa no municipio de Juiz de Fora,
Minas Gerais, Brasil, segundo a regido e bairro (LPI), no periodo de 2007 a 2012.

Bairro de Provavel Local de Infeccdo NUmero

Regido (LPI) de casos Ano
Araljo 1 2012
Norte Benfica 2 2012
Ceramica 1 2012
Total 4
Nordeste Granjas Bethania 1 2007
Santa Teresinha 2 2007/2012
Total 3
Linhares 1 2008
Leste Progresso 2 2007
Santa Rita de Cassia 2 2007/2008
Total 5
Sul Séo Geraldo 1 2008
Total 1
Total Casos 13

Fonte: Unidade Regional de Salde de juiz de Fora
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1.1 Objetivos especificos:

o Determinar a composi¢cdo da fauna de ectoparasitos potencialmente vetores de
riquétsias nas areas estudadas;

) Analisar a circulacdo de riquétsias em potenciais vetores e seus hospedeiros
através do diagnéstico molecular;

) Caracterizar, através de sequenciamento genético, as riquétsias detectadas no
ambiente biotico das areas estudadas;

. Avaliar aspectos epidemioldgicos de riquétsias circulantes, artropodos vetores

e seus hospedeiros vertebrados.
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2 Revisdo Bibliogréafica

2.1 Agente Etiolégico da Febre Maculosa

A ordem Rickettsiales esta formada por duas familias: Anaplasmataceae, que abriga
espécies dos géneros Neorickettsia, Wolbachia, Ehrlichia e Anaplasma — que ocupam o
compartimento intravacuolar; e Rickettsiaceae, que abriga as espécies dos géneros Rickettsia
e Orientia — que ocupam o compartimento intracitoplasmatico nas células hospedeiras
infectadas (Dumler et al., 2001).

O género Rickettsia compreende bactérias da subdivisao alfa da classe Proteobactéria,
as quais sao coco-bacilos gram-negativos, em associacdo obrigatoria com as ceélulas
hospedeiras localizando-se no citoplasma ou nicleo. Riquétsias patogénicas sdo responsaveis
por vérias doencas denominadas riquetsioses, caracterizadas como zoonoses, com
envolvimento de artrépodes hematdfagos no ciclo enzodtico e epidémico (Bacellar, 1996).

O género Rickettsia é classificado em trés grupos, baseando-se em padrbes
morfoldgicos, moleculares, antigénicos e ecoldgicos: o grupo Ancestral (GA) compreende as
espécies Rickettsia canadenses e Rickettsia belli, associadas a carrapatos, sendo a ultima a
mais comum encontrada em passaros nas Américas; grupo Tifo (GT), que compreende as
espécies Rickettsia prowazekii (agente do tifo exantematico) e Rickettsia typhi, (agente do tifo
murino) associadas primariamente com piolhos e pulgas; e o grupo da Febre Maculosa
(GFM), composto por mais de 20 espécies, sendo pelo menos 9 causadores de doencas e séo
encontradas em diversos locais do planeta: Rickettsia rickettsii (agente da Febre das
Montanhas Rochosas e FMB), presente nas Américas do Norte e do Sul; Rickettsia conorii
(agente da Febre Mediterranea ou Febre Botonosa), encontrada no sul da Europa, Asia e
Africa; Rickettsia japonica (agente da Febre Maculosa Oriental), encontrada no Japao;
Rickettsia honei encontrada na Oceania; Rickettsia africae (agente da Febre da picada do
carrapato), encontrada na Africa; Rickettsia sibirica encontrada na Asia, estando associadas
primariamente a carrapatos, sendo as Unicas excec¢Oes deste grupo Rickettsia felis encontrada
nos EUA, México, Brasil, Franca e Alemanha; e Rickettsia akari encontrada nos EUA e Asia,
que estdo associadas com pulgas e acaros Gamasida respectivamente. (Raoult e Roux 1997;
Ogata et al., 2006)
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Nas Américas, R. rickettsii é considerado o mais importante agente etioldgico da febre
maculosa. Na Colémbia (Febre de Tobia), Panama, México e Costa Rica esta mesma doenca
recebe o nome de “Fiebre Manchada” (citado por Guedes et al., 2005). Nos vertebrados,
incluindo os humanos, R. rickettsii se multiplica nas células endoteliais. Apresenta forma de
bacilo curto ou de cocobacilo medindo de 0,3 a 1,0 um, com um genoma que varia de 1,1 a
1,6 Mb (Xu e Raoult, 1998). Nos carrapatos, vetores da doenca, a bactéria causa infeccdo
disseminada, multiplicando em células dos intestinos, ovérios, glandulas salivares, tdbulos de
Malpighi e hemolinfa (Weiss e Moulder, 1984; Yu e Walker, 2003).

Dentre as espécies de riquétsias do grupo da febre maculosa, trés espécies tem sido
descritas no Brasil: R. rickettsii, R. parkeri e R. felis (Toledo, 2011). No pais, até 0 ano de
2011, foram confirmados casos humanos de FMB causados por R. rickettsii nos estados da
Bahia, e nos quatro Estados da Regido Sudeste do pais. Na Bahia e em Minas Gerais foram
relatados casos causados por R. felis e em So Paulo casos causados por R. parkeri ( Labruna,
2011). O conhecimento sobre a epidemiologia da riquetsiose causada por R. felis ainda ndo é
muito bem conhecida no Brasil, bem como a relacdo desta riquétsia com casos de febre
maculosa causadas por outras riquétsias, além disso sua transmissdo aos humanos também
precisa ser mais estudada (Horta, 2006). A doenca estd incluida no grupo FM pela analise
filogenética do agente (Galvéo et al., 2005).
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2.2 Vetores

Os carrapatos sdo responsaveis pela manutencdo da R. rickettsii na natureza em funcao
da transmissdo transovariana e transestadial: essa caracteristica permite ao carrapato
permanecer infectado durante toda sua vida e durante vérias geracGes ap0s uma infecgdo
primaria (Brasil, 2005).

Os géneros Boophilus, Dermacentor e Rhipicephalus, sdo os principais carrapatos
encontrados em bovinos, equinos e caes, respectivamente, e nenhum deles assume grande
importancia como parasita em humanos. Os géneros Ixodes e Haemaphysalis estdo restritos a
aves e mamiferos silvestres, e ndo ha registros de parasitismo humano no Brasil. O género
Amblyomma, é o de maior importancia médica. Amblyomma cajennense, Amblyomma
aureolatum e Amblyomma ovale', sdo as espécies incriminadas na manutencdo enzoética e na
transmissdo da FMB para humanos (Dias e Martins, 1939). No Brasil, duas espécies de
carrapatos estdo associados a transmissdo de R. rickettsii para humanos e animais: A.
cajennense e A. aureolatum (Pinter e Labruna, 2006).

Os vetores associados a transmissdo da doenca sdo principalmente Dermacentor
andersoni, Dermacentor variabilis e Rhipicephalus sanguineus na América do Norte,
Amblyomma cajennense e Amblyomma triste na América do Sul, que possui
aproximadamente 130 espécies de carrapatos, compreendendo 16% da fauna mundial (Parola
et al., 2005; Demma et al., 2005; Venzal et al., 2008). R. sanguineus e A. cajennense no
México (Bustamante e Varela 1947); A. cajennense no Panama (Rodaniche 1953); A
cajennense e R. sanguineus na Colémbia (Labruna 2006), A. cajennense e A aureolatum no
Brasil (Guedes et al 2005, Pinter e Labruna 2006). R. sanguineus foi descrito como vetor de
R. rickettsii, em 2009 no Estado do Rio de Janeiro, mostrando que esta espécie pode ter
importante papel na transmissdao da doenga para humanos no pais (Cunha et al., 2009). O
mesmo foi mostrado no municipio de Juiz de Fora por Pacheco et al. (2011). Em 2004, Moura
et al., descreveram R. rickettsii infectando A. dubitatum, o que pode indicar sua importancia
em cenarios epidemioldgicos especificos.

A. ovale € apontado como o carrapato com maior potencial de transmissdo nos Estados
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, durante as investigacOes de casos nesses Estados, esta
espécie foi coletada com maior frequéncia, apresentou maior antropofilia e maior positividade

nos focos.!

T Comunicac¢3o pessoal fornecida por GazétaS. G., em 11 defevereiro de 2014.
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Além disso, foi apontado A. ovale como a espécie com maior evidéncia de transmissao no
ciclo epidémico na Regido do macico de Baturité, Estado do Ceara. 2

Dada a menor especificidade parasitaria das larvas e ninfas, estes sao 0s principais
estagios que parasitam os seres humanos. O estagio adulto é mais especifico, e, eventualmente
qguando populacbes de carrapatos adultos se apresentam muito numerosas, € que este ird
parasitar humanos.

No sudeste do Brasil, onde se localizam a maioria dos casos de FMB, a doenga ocorre
dentro de uma relagdo ecoldgica conhecida: altas infestacdes de A. cajennense mantidos por
um de seus principais hospedeiros, as capivaras (Hydrochorus hidrochaeris) (Szabo et al.,
2013).

Observac6es da ecologia da doenca nos anos 90, em area endémica do Estado de S&o
Paulo, sugerem grande potencial das capivaras de serem reservatorios naturais de R. rickettsii.
As evidéncias que sugeremisso sdo: |) Capivaras sdo hospedeiros primarios de A. cajennense;
Il) Riquetsias do grupo FM foram isoladas de A. dubitatum coletados de capivaras soro
positivas para R. rickettsii, de area endémica do Estado de S&o Paulo (Lemos et al., 1996), II)
Estudos realizados nos anos 40 mostram que capivaras infestadas experimentalmente por R.
rickettsii rettm a circulacdo da bactéria sem sinais clinicos e com nivel de riquetsemia
suficiente para infectar A. cajennense que delas se alimentaram (Travassos e Vallejo 1942;
Travassos e Vallejo 1942a).

Experimentos de laboratério vém mostrando baixa competéncia vetorial de larvas de
A. cajennense, contrastando com a alta competéncia observada em ninfas infectadas (Soares
et al., 2012). Pacheco et al. (2009) mostram que A. cajennense nao é um bom vetor para R.
rickettsii. Tal caracteristica se justifica pela baixa eficiéncia para manter a bactéria por
sucessivas geracoes (Soares et al., 2012).

R. sanguineus tem sido apontado como vetor e reservatorio da R. conorii, agente da
Febre Mediterranea na Europa, Africa e Asia (Parola et al., 2005). Desde 1940 no México tem
sido demonstrada a importdncia do R. sanguineus na transmissdo da Febre Maculosa
(Bustamante et al., 1946), mas s6 em 2002 R. rickettsii foi identificada em R. sanguineus nos
EUA como vetor da doenga (Demma et al., 2005).

No Brasil, espécimes de R. sanguineus infectados com R. rickettsii vem sendo

observados em areas de foco para FMB por técnicas moleculares e cultura de células ( Cunha

2 Comunicac3o pessoal fornecida por Gazéta S. G., em 11 de fevereiro de 2014.
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et al., 2009; Pacheco et al.,2011; Orgzewalska et al., 2012). Porém, casos humanos de FMB
causados por R. sanguineus ainda ndo foram demonstrados (Labruna 2005).

No Estado de Minas Gerais, Ctenocephalides felis, Ctenocephalides sp. e R.
sanguineus foram relatados carreando riquétsias do GFM (Cardoso et al., 2006; Oliveira et
al., 2002).

Em 2004, Padock et al., comprovaram o primeiro caso de febre maculosa em humano
causado por R. parkeri, nos EUA. Esta bactéria foi isolada em A. triste no Uruguai por Venzal
et al.(2004). No Brasil, R. parkeri ja foi isolada de A. triste e A. dubitatum (Labruna et al.
2004; Silveira et al.,2007).

A espécie de riquétsia mais abundante no Brasil, R. bellii, ja foi isolada de A.
aureolatum, A. dubitatum, A. humerale, A. scalpturatum, A. rotundatum, A. oblongogutatum,
A. ovale, Ixodes loricatus e Haemaphysalis juxtakochi (Labruna et al.,2004; Pinter e Labruna,
2006; Labruna et al., 2007) No entanto ha evidéncias de infec¢do animal ou humana.

Em 2007, A. triste foi descrito como vetor de R. parkeri em local onde ndo existe

registro de riquetsiose. (Silveira et al., 2007).
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3 Material e métodos

3.1 Local de estudo

O presente estudo foi realizado no municipio de Juiz de Fora, localizado na Zona da
Mata Mineira. De acordo com dados da Estacdo Climatolégica Principal (ECP), da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), o clima é caracterizado por duas estagdes bem
definidas, sendo a estacdo de maior precipitacdo pluvial e temperaturas mais elevadas de
outubro a abril e a estacdo de menor precipitacdo e temperaturas mais frias de maio a
setembro.

Foram realizadas coletas de carrapatos em bairros com casos confirmados de FMB, ou
em locais que apresentavam caracteristicas de possivel contato de humanos com carrapatos,
seja pela presenca de capivaras, cavalos ou outros hospedeiros.

Assim, foram selecionados quatro bairros para coletas no ambiente e /ou em
hospedeiros: Bairro Aratjo (S 21° 417 26.02/ W 43° 25° 45.76” ) em um sitio com presenga
de equinos, cdes e eventuais aparecimentos de capivaras, todos estes no mesmo ambiente;
Bairro Santa Terezinha (S 21°44'39.9" / WO043°21'37.8") em local pertencente a uma
instituicdo de ensino, onde ha a circulagdo de capivaras; Bairro Jockey Il (S21° 42' 35.02"/
W43° 24' 34.76") as margens do Rio Paraibuna, onde € possivel observar pastagem de
bovinos e equinos e a circulacdo de capivaras e Bairro Manoel Honorio (S21°44'45.9" /
W43°21'10.4") também doas margens do Rio Paraibuna, onde é comum a circulacdo de
grandes grupos de capivaras, e pedestres caminhando com seus respectivos animais de

estimacao.
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3.2 Coleta de carrapatos.

As coletas foram feitas em duas épocas do ano, sempre no periodo da manha, sendo
realizadas duas coletas em cada Bairro: a primeira em meses caracterizados como periodos de
seca (agosto e setembro de 2012) e a segunda em meses de caracteristica chuvosa.(novembro
e dezembro de 2012 e janeiro de 2013).

Além disso, foram fornecidos pelo veterinario da Prefeitura de Juiz de Fora (PJF), José
Geraldo de Castro Junior, espécimes de carrapatos coletados durante periodo de investigacdo
no ano de 2007 (janeiro e fevereiro) dos Bairros Linhares, Monte Castelo e Previdenciario e
foram realizadas coletas de ectoparasitas sobre cdes durante a campanha de vacinacdo
antirrdbica, no més de setembro de 2012, nos Bairros Grama, Barreira do Triunfo, Santa Rita
e Progresso.

No ambiente, as coletas foram realizadas utilizando-se a técnica de arraste de flanela
para captura de larvas e ninfas (Oliveira et al., 2000) num raio de 100 metros ao redor do
ponto de marcacdo do GPS, e armadilha quimica para captura de ninfas e adultos (Cancado et
al., 2008). Os carrapatos foram recolhidos e acondicionados em alcool isopropilico para
posterior identificacdo e analise molecular. A identificacdo foi realizada no Laborat6rio de
Microscopia do Programa de Pds Graduacdo em Comportamento e Biologia Animal da
Universidade Federal de Juiz de Fora, com o auxilio de um microscépio estereoscopio,
utilizando-se as chaves taxondmicas Barros — Battesti et al. (2006) e de Aragdo e Fonseca

(1961) para adultos e Martins etal. ( 2010) para ninfas.
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3.3 Analise Molecular

A extracdo de DNAg dos carrapatos foi realizada no Laboratorio de Referéncia
Nacional em Vetores das Riquetsioses (LIRN) IOC- FIOCRUZ, através da técnica de
extracdo por NaCl (Aljanabi e Martinez, 1997) e armazenado a —20°C. Do total (5.832) de
espécimes coletados os estagios de ninfa e larvas foram separados em pools, e o0s adultos
analisados separadamente, totalizando 275 amostras.

A realizacdo da PCR em tempo real (quantitativa) foi feita no Laboratério de Biologia
Molecular do servico de virologia e Riquetsioses/DIOM, na Fundagédo Ezequiel Dias, em Belo
Horizonte, Minas Gerais. Para realizacdo da PCR em real time, utilizou-se 0 SYBR® Green.
O kit utilizado para amplificagcéo foi o Kapa Syber fast e o equipamento Step one, da Aplied
Bio sistens. Para realizacdo da PCR quantitativa, as 275 amostras foram separadas em 55
pools, cada um deles contendo 5 amostras. Cada um desses pools foi analisado e a cada pool
que se mostrou positivo as cinco amostras nele contidas foram analisadas separadamente, para
deteccdo de qual amostra exatamente se mostrou positiva. As amostras foram processadas
utilizando-se oligonucleotideos grupo-especificos, para deteccdo de riquétsias GFM (par de
primer para deteccdo do gene ompA), pois era o unico primer disponivel no periodo de
analises (Tabela 2). Como controle positivo, foi utilizado DNAg de R. parkeri e como
controle negativo agua deionizada.

Apos os resultados da PCR quantitativa, selecionou-se as amostras positivas para a
realizacdo da técnica de PCR qualitativa para detec¢do de espécimes positivos para riquétsias
do grupo febre maculosa. Os primers utilizados foram: o par género especifico RpCS.877p e
RpCS.1258N,que amplifica um fragmento de 381 pares de base (pb) do gene gItA que
codifica a enzima citrato sintase género especifico Rickettsia spp. O par Rr 190.70p e Rr
190.602p, que amplifica que um fragmento de 532pb do gene OmpA que codifica uma
proteina externa de membrana de 190KDa. Os primers estdo indicados na (Tabela 3).

De acordo com Margolis et al.(1982) foi estimado o valor prevaléncia (P) (relacdo
entre o numero de individuos, ou pools de individuos, considerados que reagiram aa PCR,

bem como o numero total analisado) do material.
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Tabela 2: Primers utilizados para desenvolvimento da PCR para detecgédo de riquetsias.

Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo de genes de riquétsias

Referéncia
g - Amref - vwan | Fragmento
Gene Oligonucleotideo  Sequéncia de nucleotideo (5'>3") (pb) Obs
RpCS.877P" GGGGGCCTGCTCACGGCGG 381 Azad et al.,
GltA RpCS.1258N 1990
ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA
834 codificaRickettsia spp.(e
CS4-239 Labruna et al., spécie de origen R.
GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT 2004b prowazekii)
CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT
Labruna et al.,
htrA 17k-5 20042 codificaRickettsia sp.
GCTTTACAAAATTCTAAAAACCATATA 549 (espécie de origen R.
TGTCTATCAATTCACAACTTGCC rickettsii
17k-3
OmpA 532 codificaRickettsia sp.
ATGGCGAATATTTCTCCAAAA Regnery RL et  Grupo Febre maculosa.
Rr 190.70p AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT al.,1991 (espécie de origen R.
rickettsii)
Rr 190.602p

Tabela 3: Primer utilizado para desenvolvimento da PCR quantitativo para Riquétsia do

grupo Febre Maculosa.

Gene Primer

Sequencia de nucleotideos
5'>3'

ompA RR190.588F

RR190.701R

GGA GCG AAT GCT GCA CTA AT

GTT CCGTTA ATG GCA GCA TCT

Eremeeva et al., 2003

Referéncia Tamanho fragmento

amplificado

113




4 Resultados

Um total de 5832 ectoparasitos foi coletado, abrangendo 11 bairros do Municipio de

Juiz de Fora, no Estado de Minas Gerais.

Na Tabela 4, estdo resumidos os resultados obtidos nas coletas de campo, durante o
periodo chuvoso, onde estdo discriminados os dados sobre os hospedeiros examinados

(espécie e nimero) e os vetores coletados (espécie, nimero, estddio de desenvolvimento e

sexo) sobre eles ou no meio ambiente, em cada bairro.

Tabela 4: Espécies de potenciais vetores de riquétsias coletados no ambiente e em
hospedeiros, em bairros investigados para Febre Maculosa Brasileira, no Municipio de Juiz de

Fora, no periodo de agosto de 2012 a setembro de 2012.

Bairro de HOSPEDEIRO VETOR
Coleta (n) ESPECIE L N M F TOTAL
Amblyomma
cajennense 51 349 28 12 440
Equino (9) Dermacentor nitens 0 45 26 39 110
Rhipicephalus
microplus 176 18 3 4 201
Araujo -
Rhipicephalus
Humano (2) microplus 54 3 0 0 57
Livre no Amblyomma 1149 959 1 0 2109
ambiente cajennense
Dermacentor nitens 0 0 1 0 1
Santa Livre no Amblyomma
Terezinha ambiente cajennense 1400 57 1 0 1458
Manoel Livre no Amblyomma
Hondrio ambiente cajennense 16 18 0 0 34
Livre no Amblyomma
Jockey Il ambiente cajennense 752 145 0 O 897

(n)nimero de hospedeiros examinados para coleta de vetores; M: macho; F: fémea; N: ninfa e L:larva.
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Na Tabela 5, estdo resumidos os resultados obtidos nas coletas de campo, durante o periodo
seco, onde estdo discriminados os dados sobre 0s hospedeiros examinados (espécie e nimero)
e os vetores coletados (espécie, nimero, estadio de desenvolvimento e sexo) sobre eles ou no
meio ambiente, em cada bairro.

Tabela 5: Espécies de potenciais vetores de riquétsias coletados no ambiente e em

hospedeiros, em bairros investigados para Febre Maculosa Brasileira, no Municipio de Juiz de
Fora, no periodo de Novembro de 2012 a Abril de 2013.

Bairro de VETOR
HOSPEDEIRO .
Coleta ESPECIE L N M F TOTAL
. Amblyomma
Avatio Equino(5) cajennense 22 106 46 32 206
L|vr_e no Am_blyomma 5 104 8 4 121
ambiente cajennense
Santa Livre no Amblyomma
Terezinha ambiente cajennense 1269 0 0 81
Manoel Livre no Amblyomma
o : : 0 0 0 0 0
Hondrio ambiente cajennense
Jockey I Livre no Amblyomma 4, 3 5 g g
ambiente cajennense

(n) nimero de hospedeiros examinados para coletade vetores; M: macho; F: fémea; N: ninfae L:larva

Na tabela 6 estdo resumidos os resultados do material cedido pelo veterinario da PJF.

Tabela 6: Espécies de potenciais vetores de riquétsias cedidos pelo centro de controle de
zoonoses da PJF.

Bairro de HOSPgDEIR VETOR
Coleta ) ESPECIE L N M F TOTAL
Amblyomma
Previdenciari . cajennense 0 0 0 2 2
Equino (1) .
0S Rhipicephalus 0 0 2 5 7
microplus
Monte . Amblyomma 0 7 12 2 37
Castelo Equino (4) cajennense 6
Dermacentor nitens 0O 1 0 1 2

(n) nimero de hospedeiros examinados para coleta de vetores; M: macho; F: fémea; N: ninfae L:larva
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Na Tabela 7, estdo resumidos os resultados obtidos nas coletas durante a campanha de
vacinagdo antirrabica, no dia 23 de setembro de 2012, onde estdo discriminados os dados
sobre os hospedeiros examinados (espécie e nimero) e os vetores coletados (espécie, nimero,

estadio de desenvolvimento e sexo) sobre eles, em cada bairro.

Tabela 7: Espécies de potenciais vetores de riquétsias coletados em hospedeiros, em bairros
investigados para Febre Maculosa Brasileira, no Municipio de Juiz de Fora, na campanha de
vacinacao antirrabica realizada no dia 23 de setembro de 2012.

Bairro de HOSPEDEIRO VETOR
Coleta (n) ESPECIE L N M F TOTAL

Rhipicephalus 0 2 2 4 8

Progresso Céo (8)

sanguineus

Linhares Ciio (3) Rhipicephalus 0 0 0 4 4
sanguineus

SantaRita  Cio (5) Rhipicephalus 33 2 1 36
sanguineus

Grama Céo (1) Rhlplce_phalus 0 0 1 1 2
sanguineus

Barrglra Ciio (1) Rhlplce_phalus 00 0 1 1

do Triunfo sanguineus

(n) nimero de hospedeiros examinados para coletade vetores; M: macho; F: fémea; N: ninfa e L:larva.

Na PCR qualitativa foi encontrada uma fémea de A. cajennense positivo para riquétsia
GFM, coletada sobre equino no Bairro Monte Castelo (Figura 1).

Na tabela 8 estdo discriminados os resultados para a PCR quantitativa. Foram 13
amostras positivas para presenca de riquétsias do grupo febre maculosa, representando 4,72%
das amostras, apontando quatro Bairros com especimes de carrapatos positivos: Santa
Terezinha e Manoel Hondrio, onde foram realizadas coletas sazonais, e 0S espécimes
positivos foram coletados livres no ambiente, e Monte Castelo e Previdenciarios, Bairros de
onde foi cedido material pelo veterinario da PJF, onde todos os espécimes cedidos foram
coletados sobre equinos. No Bairro Monte Castelo foram observados espécimes de vetores

positivos em dois diferentes hospedeiros, fazendo-se a distingcdo destes por equino A e B.
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PM = Peso Molecular, PB = Pares de Bases, C = Controle positivo

Figura 1: Gel de amido assinalando (circulo vermelho) a banda formada pela eletroforese do
produto amplificado para o gene ompA de amostra de fémea de Amblyomma cajennense
coletada em equino, no bairro Monte Castelo, durante investigacdo de caso de Febre

Maculosa, em 2007.
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Tabela 8: Vetores de riquétsias positivos para o gene riquetsial (ompA), coletados em
hospedeiros e em vida livre, nos bairros investigados para Febre Maculosa Brasileira, no
municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, no periodo de agosto de 2012 a abril de 2013.

Cadigo Local de Periodo de

Amostra Hospedeiro Amastra Coleta Coleta

Fémea A. cajennense Equino (A) 3980 A Monte Castelo Jan/2007
Fémea A. cajennense Equino (A) 3980G Monte Castelo Jan/2007

Fémea A cajennense  Equino (A)  S°00 - Monte Castelo 782007
Fémea A. cajennense Equino (A) 3980M  Nonte Castelo  a0/2007
Femea A cajennense  Equino (A) U Monte Castelo 32007
Macho A. cajennense Equino (A) 3980 P Monte Castelo Jan/2007
Fémea A cajennense  Equino (B) 295 C  Monte Castelo  JaW/2007
Fémea A. cajennense Equino (B) 3994 A Monte Castelo  Jan/2007
Fémea A cajennense  Equino (B) °2°*B  Monte Castelo /2007
Macho R. microplus Equino 3979 F Previdenciarios ~ Fev/2007
Fémea A. cajennense Equino 3997 A Previdenciarios  Fev/2007
Pool 8 Ninfas A. . 4073 _
cajennense Ambiente Santa Terezinha  Ago/2012
Pool 3 Ninfas A. Ambiente 4089 Manpe_zl Ago/2012
cajennense Hondrio

Em relacdo aos dados obtidos, nas coletas realizadas no periodo de seca, levando em
consideracdo espécimes coletados no ambiente e em hospedeiros, observou-se que no Bairro
Araujo de todos os espécimes coletados, 87,35% eram A.cajennense, 3,8% D. nitens e 8,84%
R. microplus.

Nos bairros Santa Rita, Manoel Honorio e Jockey Il, observou-se 100% de A.
cajennense.

Nas coletas realizadas no periodo de chuva observou-se 100% de A. cajennense nos
quatro bairros.

Em relacdo as coletas realizadas nos bairros Linhares, Progresso, Santa Rita, Barreira
do Triunfo e Grama, na campanha de vacinacdo antirrabica foi observada somente a espécie

R. sanguineus.
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O resultado relativo ao material cedido pelo servico de controle de zoonoses da PJF
foi: 77,7% de R. microplus e 22,3% de A. cajennense no Bairro Previdenciarios e 94,87% de
A. cajennense e 5,12% de D. nitens no Bairro Monte Castelo.

A prevaléncia de carrapatos positivos nos bairros apresentou-se da seguinte forma:
23% no Monte Castelo, 22,2% no bairro Previdenciarios, 8,82% no Manoel Hondrio e 0,51%

em Santa Terezinha.
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5 Discussao

Em todos os bairros onde foram realizadas coletas no ambiente, estas foram realizadas
proximas a rios e lagos, locais favoraveis para ocorréncia de carrapatos (Lemos et al., 1997).

No bairro Araujo, foi encontrado baixo nimero de carrapatos em ambiente proximo a
encosta do rio Paraibuna, pois as datas estipuladas para as coletas coincidiram com periodos
po6s-chuvas, o que pode ter prejudicado o encontro de espécimes em seu estagio de vida livre.
Neste mesmo bairro, os resultados encontrados em relacdo ao nimero de R. microplus sobre
equinos podem ser justificados pelo fato de bois e cavalos utilizarem simultaneamenteo
mesmo pasto.

Nos bairros Manoel Honorio e Santa Terezinha, apesar dos pastos sujos e presenca
constante de capivaras nos locais de coleta que propiciam a infestacdo por carrapatos, o baixo
nimero de espécimes coletados se mostrou mais acentuado, apesar destes locais possuirem
atividade antrépica, que potencializam a presenca de carrapatos, nos dias das coletas, ousamos
dizer que o baixo nimero de espécimes coletados foi consequéncia das chuvas, o solo muito
Umido e a alta do volume de &gua do rio que lavou a encosta pode ter interferido diretamente
no processo de coleta de espécimes.

No bairro Joquey II, na data da coleta havia a presenca de funcionarios da PJF
realizando a poda da encosta do rio. A atividade de poda é uma das maneiras de profilaxia a
infestacbes de carrapatos, fazendo com que eles sejam expostos a condi¢bes adversas,
principalmente a desidratacdo (Brasil, 2004). Devido a esta atividade, o nimero de espécimes
encontrados foi pequeno, resultado corroborado por Labruna (2001), que mostra que
ecossistemas com maior ocorréncia de carrapatos sdo aqueles que possuem vegetacdo
suficientemente alta para proteger o solo da radiacdo solar direta, e com presenca de
sombreamento.

Os resultados obtidos pela PCR ressaltam a participacdo de equinos no ciclo enzo6tico
da doenca no bairro Monte Castelo, ja que todos os carrapatos que apresentaram positividade
para riquétsias do grupo febre maculosa neste bairro foram espécimes coletados sobre
equinos.

Os resultados obtidos no bairro Santa Terezinha sdo preocupantes, ja que o local de
coleta pertence a uma instituicdo de ensino e had a circulacdo de pesquisadores e alunos no
local. Segundo Milagres et al., (2013) e Szabd et al., (2001), a presenca de cées e outros
animais silvestres pode indicar sua participacdo na manutencdo do ciclo enzo6tico da doenca.
No local de coleta pode-se observar a circulacdo de capivaras, animais incriminados pela
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manutencdo dos vetores no local, e outros animais silvestres, fazendo assim a manutengéo do
ciclo enzodGtico. Perante os resultados obtidos, mostra-se necessario monitoramento continuo
do local, com a finalidade de observar a circulacdo de riquétsias e possivel perigo de
contaminacdo para a populacdo, j& que sera um local de visitacdo aberta ao publico.

Resultados semelhantes e mais preocupantes se apresentaram no bairro Manoel
Hondrio, cujos exames de PCR apontam presenca de carrapatos positivos para riquétsias na
vegetacéo ciliar do rio Paraibuna, local este onde pessoas caminham pela manhd e levam seus
animais de estimacdo para passear. O local apresenta grande capacidade de disperséo destes
vetores, ja que nele circulam centenas de pessoas todos os dias. A principal caracteristica de
manutencdo destes vetores no local é a presenca constante de capivaras circulando as margens
do rio e a presenca de carroceiros.

Em relacdo a prevaléncia de vetores positivos para riquétsias GFM, os valores
evidenciaram mais uma vez a importancia de equinos na manutencdo do ciclo enzodtico da
doenga, j& que os bairros que apresentaram maiores prevaléncias (Monte Castelo e
Previdenciarios) sdo os locais onde os vetores foram coletados sobre estes hospedeiros.

Comparando estes resultados com trabalhos anteriores, observa-se grande diferenca
entre os valores de animais positivos para riquétsias do GFM. Assim, em paises como 0S
EUA e em outras localidades no Brasil, as taxas de infeccdo de R. rickettsii relatadas entre
carrapatos dos géneros Dermacentor e Amblyomma em areas endémicas variam de 0,005% a
1,3% (Burgdorfer, 1988). Sangioni et al., (2005) ndo encontrou nenhum carrapato infectado
em trés areas endémicas para FMB no Estado de Sdo Paulo. Em outra area endémica para
FMB, também no Estado de Sdo Paulo, Pinter e Labruna (2006), encontraram uma taxa de
0,89% de A. aureolatum infectado por R. rickettsii. Guedes et al., (2005) encontraram uma
taxa 1,28% de A. cajennense infectado por R. rickettsii, em &rea endémica para FMB no
Estado de Minas Gerais. Em 2011, Guedes et al., encontraram uma taxa de 0,5% de A
cajennense infectados por R. rickettsii em area endémica do Estado de Minas Gerais. A
descricdo de taxas entre 0,51% e 23% de carrapatos dos géneros Amblyomma e Rhipicephalus
infectados por Riquetsias do GFM no presente estudo ressalta a importancia de uma vigilancia
constante de ambiente no municipio de Juiz de Fora.

Taxas de infeccdo por R. rickettsii em carrapatos geralmente tem sido muito baixas
(Burgdorfer 1988; Guedes et al., 2005). Sangionini et al., (2005) ndo encontraram nenhum
carrapato infectado dos 810 adultos de A. cajennense por R. rickettsii em area endémica no
Estado de S&o Paulo. Em estudo realizado em Coronel Pacheco, municipio vizinho de Juiz de
Fora, Guedes et al. (2005) encontraram 1,28% de A. cajennense em sua forma de vida livre
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infectados por R. rickettsii; no presente trabalho foi encontrado 8,82% deste mesmo carrapato
na sua fase de vida livre infectado com riquétsia GFM no bairro Manoel Honorio.

No presente estudo ndo foi encontrado nenhum espécime de R. sanguineus infectado
por R. rickettsii, resultado contrastante com Pacheco et al.,(2011) que relataram 13,1% de R.
sanguineus infectados por R. rickettsii em estudo realizado no mesmo municipio, porém esta
diferenca pode ser justificada pelas diferentes condi¢Ges de coleta nos dois estudos, ja que
Pacheco et al., (2011) realizaram seu trabalho dentro de situacdo especifica, no CCZ, em
grande quantidade de cdes com grandes infestacGes de R. sanguineus.

No Bairro Previdenciarios foi encontrado um macho da espécie R. microplus positivo
para riquétsia GFM, representando 0,2% desta espécie no Bairro. Moura et al.(2014)
encontraram 3.0% (1/33) de R. microplus infectados por Rickettsia sp. no Estado do Rio de
Janeiro Sabe-se que riquétsias GFM foram observadas na hemolinfa de R. microplus
coletados em areas endémicas para FMB. (Lemos, 2002). Gehrke,(2010) encontrou um valor
de 3,97% de R. microplus positivos para Rickettsia sp. no RJ. Em Roraima, ha registro de
1,1% de R. microplus infectados por Rickettsia spp (Gehrke, 2002). No ano de 2009, no
Panama, de um montante de 10 carrapatos, 50% dos R. microplus analisados foram
diagnosticados com Rickettsia spp (Bermudez et al., 2009). Os carrapatos desta espécie sdo
reconhecidos vetores de Anaplasma marginale que é responsavel pela doenca da tristeza
bovina. E possivel que exista alguma associacio deste carrapato na manutencdo do ciclo de
riquétsia; além disso, estes apresentam alta especificidade parasitaria e devem participar do

ciclo de riquétsias somente entre animais ndo humanos.
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6 Conclusao

A pesquisa da bioepidemiologia de vetores e riquétsias permitiu:

e Observar a ocorréncia de diferentes espécies de carrapatos infectados por riquétsias do
GFM em diferentes locais da cidade. As especies Amblyomma cajennense e
Rhipicephalus microplus sdo mostradas no presente estudo como espécies infectadas por
riquetsias GFM em Juiz de Fora, com A. Cajennense mostrando-se infectado em
diferentes bairros;

e Observar que Amblyomma cajennense € a espécie mais abundande e de maior
prevaléncia nas regifes estudadas. Sua associacdo temporal e espacial com equinos
aponta para o ciclo enzodtico de riquetsias envolvendo essas espécies. Sua antropofilia
leva a um maior potencial de transmissdo da doenca para humanos, e sua ocorréncia nos
focos durante investigacdo apontam para seu potencial papel de vetor no ciclo
antropofilico.

e Caracteristicas inerentes ao municipio de Juiz de Fora potencializam a circulacdo de
riquétsias na regido urbana, bem como a presenca de capivaras ao longo da encosta do rio,
proximo a local de grande circulacdo da populacdo; pontos de carroceiros na regido
proxima ao rio, permitindo o contato dos diferentes hospedeiros com o0s carrapatos

presentes na encosta, aumentam a disseminacao deste vetor pelos bairros da cidade.

O conjunto de resultados encontrados no presente estudo indica claramente a
necessidade de monitoramento epidemioldgico constante no municipio de Juiz de Fora em

relacdo a FMB, visto o risco potencial de elevacdo do nimero de casos da doenca.
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ANEXO B
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ANEXO C
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ANEXO D
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Gréfico de amplificacdo e curva de Melt resultantes da analise da amostra 3980 M (fémea de
A. cajennense) por Real Time para deteccdo do gene OmpA

*Nao foi possivel salvar a imagem da curva de Melt por problemas no computador do
laboratério no dia da analise.
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ANEXO E

Amplification Plot
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Gréfico de amplificacdo e curva de Melt resultantes da analise da amostra 3980 N (fémea de
A. cajennense) por Real Time para detecgdo do gene OmpA

*Nao foi possivel salvar a imagem da curva de Melt por problemas no computador do
laboratério no dia da analise.
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Gréfico de amplificacdo e curva de Melt resultantes da anélise da amostra 3980 P (fémea de
A. cajennense) por Real Time para deteccdo do gene OmpA.
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Grafico de amplificacdo e curva de Melt resultantes da analise da amostra 3993 G (fémea de
A. cajennense) por Real Time para detec¢do do gene OmpA
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Gréafico de amplificacdo e curva de Melt resultantes da analise da amostra 3994 A (fémea de
A. cajennense) por Real Time para deteccdo do gene OmpA
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Gréfico de amplificacdo e curva de Melt resultantes da analise da amostra 3994 B (fémea de
A. cajennense) por Real Time para detec¢do do gene OmpA
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ANEXO J

Amplification Plot
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Grafico de amplificagdo e curva de Melt resultantes da analise da amostra 3979 F (macho de
R. microplus) por Real Time para deteccdo do gene OmpA.

*Nao foi possivel salvar a imagem da curva de Melt por problemas no computador do
laboratorio no dia da analise.
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Gréafico de amplificacdo e curva de Melt resultantes da analise da amostra 3997 A (fémea de
A. cajennense) por Real Time para deteccdo do gene OmpA
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ANEXO L

Ampilification Plot
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Grafico de amplificacdo resultante da analise da amostra 4073 (pool de oito Ninfas de A.
cajennense) por Real Time para deteccdo do gene OmpA

*Nao foi possivel salvar a imagem da curva de Melt por problemas no computador do
laboratorio no dia da analise.
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ANEXO M

Amplification Plot Melt Curve
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Gréfico de amplificacdo e curva de Melt resultantes da analise da amostra 4089 (pool de trés
Ninfas de A. cajennense) por Real Time para detec¢do do gene OmpA



