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Resumo

A febre maculosa é uma doenca transmitida por carrapatos e tem como agente
etiolégico bactérias do género Rickettsii, envolvendo no ciclo da febre maculosa
Brasileira, cées, equinos, roedores e marsupiais como reservatorios vertebrados e
carrapatos e pulgas como seus vetores invertebrados com os humanos atuando como
hospedeiros acidentais, e constituindo elo terminal no ciclo dessas bactérias. A
patogenicidade atribuida a estes microorganismos é ainda desconhecida para varias
espécies, bem como os fatores de risco, demogréficos e sazonais relacionados as
respectivas doencas ocasionadas. Para a realizacdo deste estudo, foram selecionados
dois municipios do estado de Minas Gerais com prévio histérico de ocorréncia destas
enfermidade em humanos, sendo dois casos recentes no municipio de Pingo D'agua,
localizado na regiéo do Vale do Rio Doce e o municipio de Santa Cruz do Escalvado,
localizado no Vale do Piranga, Zona da Mata Mineira, estado de Minas Gerais foco
antigo para riquetsioses, que sofreu alteracdo recente em sua paisagem natural,
devido a construcdo devido a construcdo de uma usina hidrelétrica na localidade de
Soberbo no ano de 2004. Assim, com o objetivo de melhor compreender a atual
situacdo epidemiolégica das riquetsioses nesses municipios, dentro de uma
concepcdo de ocupacdo e transformacdo do espaco geografico por acdo antrépica,
buscou-se avaliar o nivel de transmissdo destes agentes nas populacbes de animais
domésticos e sinantrépicos, realizaram-se ensaios sorolégicos e ferramentas da
biologia molecular. Equinos, caes, roedores e gambas foram capturados e
identificados, tendo sido ainda coletadas amostras de soro bem como ectoparasitas.
Dos roedores capturados foram colhidas amostras de tecidos (figado e baco), e dos
gambés amostras de sangue total, sendo realizado ainda nestes animais colheita de
material por swab anal. Das amostras de sangue, tecidos, ectoparasitas e swabs anal
extraiu-se DNA, que foram amplificadas através de PCR usando oligonucleotideos
iniciadores para amplificacdo género especifica do gene da citrato sintase (gltA). Os
produtos amplificados obtidos foram visualizados em gel de agarose a 1,5%. Apenas
amostras de ectoparasitas das espécies Amblyomma cajennense coletados de caes,
equinos, gambas-Didelphis aurita e Ctenocefalides canis e Ctenocefalides felis em
pulgas de gambas apresentaram resultados positivos & PCR. As amostras de soros
de animais silvestres e domésticos foram investigadas quanto a presenca de
anticorpos reativos a antigenos de Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia
felis, Rickettsia belli, Ricketssia rhipicephali e Rickettsia amblyommii pela Reacdo de

Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Amostras que apresentaram titulos iguais ou



superiores a 1:64 foram considerados positivas para Rickettsia. No municipio de Pingo
D’ Agua das 46 amostras de soros de roedores analisadas, dentre estas 31 da espécie
Rattus rattus, 7 Oryzomys subflavus, 7 Nectomys squamipes e 1 Bolomys sp. 26
(83,88%) das amostras de R. rattus, seis (85,72%) das amostras de Oryzomys e
Nectomys e a Unica amostra de soro de Bolomys analisada apresentaram resultados
positivos para bacterias do grupo da febre maculosa. No municipio de Santa Cruz do
Escalvado das 62 amostras de soro de roedores analisadas, dentre estas 32 da
espécie R. rattus, 2 Oryzomys subflavus, e 23 Nectomys squamipes e 5 Akodon sp. 30
amostras de R. rattus testadas, 30 foram reativas a RIFI para Rickettsia do Grupo das
Febres Maculosas, totalizando 93,75% das amostras. Os dados soroldgicos obtidos
nos municipios de Pingo D’ Agua e Santa Cruz do Escalvado, apontam a espécie R.
rattus como a mais representativa entre os roedores, o que a credencia para
participacdo no ciclo enzodtico das riquetsioses nas referidas regides. Levando em
consideracdo o agravante de essa ser a espécie mais sinantropica em relacdo as
outras estudadas neste projeto, € importante atentar-se para o possivel risco de
dispersao de organismos do género Rickettsia por esses animais no municipio. Foram
analisadas ainda 42 amostras de soros de equinos e 24 amostras de soros de caes
provenientes de Pingo D’ Agua, com reatividade soroldgica contra riquétsias do GFM
em 16 (38,09%) dentre as amostras de eqiinos e em duas (8,33%) dentre as
amostras de cdes. Em Santa Cruz do Escalvado foram analisadas 66 amostras de
soros de equinos e 67 amostras de soros de cées, verificando-se uma sororeatividade
contra riquétsias do GFM em dez (15,15%) dentre as amostras de soros de equinos e
em 14 (20,89%) dentre as amostras de soros de caes. Das 38 amostras de soro de D.
aurita coletados no municipio de Santa Cruz do Escalvado, em 16 verificou-se a
presenca de Rickettsia, sendo que em 42,1% dos soros foram reativos contra R.
rickettsii, 39,5% contra R. parkeri, 18,4% contra de R. amblyommi e 2,6% contra R.
felis. Os achados sorolégicos e de biologia molecular obtidos neste trabalho
recomendam a manutencdo de uma vigilancia epidemiolégica permanente nos
municipios estudados, bem como em seu entorno, buscando-se desta maneira evitar a
ocorréncia de novos casos humanos causada pela invasédo destes focos naturais pelo
homem ou pela dispersédo de potenciais reservatérios e vetores de agentes riquetsiais

para novas areas do estado.

Palavras chaves: Riquetsioses, febre maculosa Brasileira, Rickettsia, ectoparasitas e
Reservatorios



ABsTRACT

Spotted fever is a disease transmitted by ticks presenting as his etiological
agent bacteria of the genus Rickettsia. Involved in her natural cycle, dogs, horses,
rodents, and marsupials actuated as vertebrate reservoirs, been ticks, and fleas the
invertebrates vectors. Humans actuating as accidental hosts are becoming the final link
in the cycle of these bacteria. The pathogenicity attributed to these microorganisms is
still unknown for several of the Rickettsia species, including the involved factors of risk
and the demographic and seasonal factors related. For this study, we selected two
counties in the state of Minas Gerais, Brazil, that have prior history of occurrence of
this disease in humans: Pingo D'Agua, located in Vale do Rio Doce, with two recent
cases reported, and Santa Cruz do Escalvado, located in Vale do Piranga, Zona da
Mata Mineira, a former focus for rickettsial diseases, which has suffered recent change
in their natural landscape due to the construction of a hydroelectric plant in the town of
Superb in 2004. Thus, in order to better understand the current epidemiological
situation of the rickettsial diseases in these municipalities, under a conception of
occupation and transformation of geographic space by anthropic actions, we sought to
evaluate the level of transmission of these agents in populations of domestic and
synanthropic animals, realizing serological and molecular biology assays. Horses,
dogs, rodents and opossums were captured and identified, from whom were collected
serum samples and ectoparasites. From rodents captured were collected samples of
tissues (liver and spleen). From opossums were collected samples of whole blood and
anal swab. From blood, tissues, ectoparasites, and anal swabs were extracted DNA
samples, which were subsequently amplified by PCR using primers for amplification of
Rickettsia genus-specific citrate synthase gene (gltA). The amplified products obtained
were visualized in agarose gel 1.5%. Only samples of parasites of the species
Amblyomma cajennense collected from dogs, horses, and opossums, and fleas
(Ctenocefalides canis and Ctenocefalides felis) collected from opossums tested
positive by PCR. Serum samples from wild and domestic animals were investigated by
Immunofluorescence Assay (IFA) for the presence of antibodies reactive to antigens of
Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia felis, Rickettsia belli, Rickettsia
rhipicephali and Rickettsia amblyommii. Samples that had titers equal or greater than
1:64 in the IFA were considered positive for Rickettsia. In the municipality of Pingo
D’Agua, from 46 serum samples rodents tested, among these 31 species of Rattus

rattus, seven Oryzomys subflavus, seven Nectomys squamipes, and one Bolomys sp.,



26 (83.88%) samples of R. rattus, six (85.72%) samples of Oryzomys and Nectomys,
and the single serum sample of Bolomys examined were positive for bacteria of the
spotted fever group (SFG).In Santa Cruz do Escalvado, serum samples from 62
rodents tested, among these 32 species of R. rattus, two Oryzomys subflavus and five
Nectomys squamipes, and 23 Akodon sp., 30 samples of R.rattus were reactive by IFA
for Rickettsia agents from the SFG, totaling 93.75% of the samples. The serological
data obtained in the municipalities of Pingo D'Agua and Santa Cruz do Escalvado,
indicated that the species R.rattus is the most representative among the rodents,
which accredits to participate in the enzootic cycle of rickettsial diseases in these
regions. Taking into account the aggravating factor that is the most synanthropic
species over all others studied in this project, it is important to pay attention to the
possible risk of dispersal of the genus Rickettsia by these animals in the
municipalities. We also analyzed serum samples of 42 horses and 24 serum samples
of dogs from Pingo D'Agua, which showed serological reactivity against rickettsiae from
SFG. Sixteen (38.09%) among the samples from horses and two (8, 33%) among the
samples of dogs tested showed positive results. In Santa Cruz do Escalvado were we
analyzed 66 serum samples from horses and 67 serum samples from dogs, were found
a seroreactivity against rickettsiae organisms of SFG in ten (15.15%) among the serum
samples of horses and in 14 (20 89%) among the serum samples of dogs tested. Of 38
serum samples from D. aurita collected in Santa Cruz do Escalvado, in 16 were verified
the response against Rickettsia, been 42.1% of sera reactive against R. rickettsii,
39.5% against R. parkeri, 18.4% against R. amblyomma and 2.6% against R. felis. The
findings of serological and molecular biology in this work recommend the maintenance
of effective epidemiological surveillance in the municipalities studied, as well as its
surroundings, searching in this way avoid the occurrence of new human cases of
outbreaks caused by invasion by man or by natural dispersal of potential reservoirs and

vectors for Rickettsia to new areas of the state.

Keywords: Rickettsioses, Brazilian spotted fever, Rickettsia, ectoparasites, reservouirs
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I-INTRODUCAO



De todas as doencas que afligem o homem, as causadas por riquetsia, situam-
se entre aquelas que mais ocasionaram sofrimento e morte. Dentre os afetados
destacam inclusive pesquisadores envolvidos em seu estudo, principalmente os

pioneiros na busca de dados do diagnéstico, tratamento e controle. (GALVAO,1996).

Apesar de sua baixa prevaléncia, a febre maculosa Brasileira (FMB), uma das
doencgas mais importantes do grupo, alia sua alta letalidade ao fato de ocorrer com
freqiéncia sob a forma epidémica, atingindo nudcleos familiares em comunidades
desasistidas do ponto de vista s6cio econémico e de servigos de atengdo a saude,
emprestando & mesma um carater de prioridade de intervengdo entre as acfes de
saude em regifes afetadas pela doenca. Por esta caracteristica o Ministério da Saude,
reconheceu a doenca como de notificacdo compulsoria nacional a partir do ano de
2001.

A FMB a mais prevalente doenca riquetsial do Brasil (LEMOS et al., 2001),
tendo o seu primeiro relato realizado por Piza e cols. (1932), com varios casos
notificados principalmente na regido sudeste (GALVAO, 1993). A enfermidade é
causada pela Rickettsia rickettsii, uma bactéria pertencente & Ordem Ricketssiases,
Familia Rickettsiaceae, cujos membros caracterizam-se como microrganismos
intracelulares obrigatorios, muitos dos quais causando doencas de distribuicdo
mundial em humanos e outros hospedeiros vertebrados e invertebrados (RAOULT &
ROUX, 1997). Desde a década de 1930, pesquisas indicam os principais vetores
responsaveis pela transmissdo da doenca os carrapatos Amblyomma cajennense
(Lemos-Monteiro , 1932; Dias Martins , 1939) e Amblyomma aureolatum (FONSECA,
1935; DIAS & MARTINS, 1939; LIMA et al., 1995; LEMOS et al., 1996; PINTER et al.,
2004). Esses artropodes pertencem a Familia Ixodidae, Subfamilia Amblyomminae e
género Amblyomma. Esse género € considerado o mais numeroso e de maior
importancia médica no Brasil, apresentando as principais espécies transmissoras da

bactéria Rickettsia que parasitam os humanos (GALVAO et al., 2004).

As doencas causadas por riquétsias estdo associadas a diversos artropodes,
incluindo piolhos, pulgas, carrapatos e outros acaros (RAOULT e ROUX, 1997).
Amplamente distribuidas pelo mundo geralmente ocorrem em focos endémicos e em
intervalos esporadicos, re-emergindo de forma epidémica na populacdo humana. A
interacdo dessas bactérias, tanto com hospedeiros vertebrados como com seus
vetores, tem servido como um excelente modelo de estudo do complexo hospedeiro-
parasita, principalmente quanto a interacdo do agente com artropodes que se

alimentam de sangue, representando um importante elo na evolugédo biol6gica e na



interacdo entre as espécies. As relacBes intimas das riquétsias com o0s vetores
caracterizam-se pela alta eficiéncia de sua multiplicacdo e estabelecimento no
artropode, com ocorréncia de transmissdo trans-estadial e trans-ovariana, com
extensa distribuicdo geogréfica e ecoldgica em diferentes biomas e ecossistemas.
Nestas interacdes observa-se que as riquétsias diferem consideravelmente em termos
do vetor, distribuicdo geogréfica e viruléncia (AZAD & BEARD, 1998).

Para entender a importancia de certos vertebrados no ciclo de organismos do
género Rickettsia, € fundamental o conhecimento dos seguintes fatores: (1) ocorréncia
da infec¢d@o natural em animais; (2) biologia dos hospedeiros vertebrados; (3) espécies
e estadios de carrapatos que parasitam o0s hospedeiros em condi¢cdes naturais; (4)
dindmica e inter-relacdes entre os hospedeiros, vetores e as bactérias em um foco
natural; (5) e a evolugdo da infeccdo experimental em animais ndo imunes com
referéncia particular da duracdo da riquetsemia e 0s niveis necessarios de parasitemia
para infectar os vetores e propiciar o aparecimento e persisténcia de anticorpos
(BOZEMAN et al, 1967).

A disseminacdo de agentes infecciosos e parasitarios para novos hospedeiros e
ambientes estabelece assim novas relagdes entre hospedeiros e parasitas, e novos nichos
ecoldgicos na cadeia de transmissdo destas doencas, evidenciam-se em nosso pais inimeros
ecossistemas com conseqtiente consideravel biodiversidade da flora e fauna. A alteragao e
destruicdo desses ecossistemas em larga escala pela agdo do homem advém nestas relagoes
parasito-hospedeiro com conseqtiiéncias desastrosas. Dentre as a¢Oes antrdpicas destaca-se o
avanco da agricultura e da pecuaria proximos as areas naturais, o que ocasiona contato entre
populagdes humanas e de seus animais domésticos com as populacGes de animais silvestres
nos seus habitat, também merecendo destaque, as acGes para a realizagdo de atividades de
lazer e esporte. Como conseqtiéncia dessas interagdes tem-se a ocorréncia de agravos de
natureza zoondtica sob a forma epidémica, pela dispersdo de animais suscetiveis, ndo
esperada do ponto de vista da historia natural dos agentes bioldgicos, e 0 aumento da
disseminacgao geografica da doenga (BARLETT & JUDGE, 1997). Neste contexto, o estudo da
epidemiologia dessas doengas torna-se vital para o melhor conhecimento dos focos naturais
destas enfermidades, estabelecendo-se assim, os fatores de riscos existentes em
determinados ecossistemas, a circulacdo de agentes entre os animais silvestres, e a
importancia do conhecimento das doencas nestes animais subsidiando as acées de Saude
Publica. Buscando suporte cientifico, nosso grupo vem estudando a epidemiologia das

riquetsioses no municipio de Caratinga (Cardoso et al 2006) e no municipio de Santa Cruz do



Escalvado (PENA et al. 2009), para melhor conhecimento dos fatores envolvidos neste agravo
de saude veiculados por artrépodes, a fim de conhecer a dindmica de transmissdo das
riquetioses nas referidas areas, e estimar o risco bioldgico ao qual estdo submetidas suas

populacdes em suas atividades diarias.

Apesar dos avancos significativos no conhecimento sobre as riquétsias no Brasil,
incluindo a caraterizacdo molecular de algumas espécies, vérias e importantes perguntas ainda
precisam ser respondidas. No Brasil, a consolida¢do da vigilancia das doencas riquetsiais é
urgentemente requerida com a finalidade de estimar a sua incidéncia e prevaléncia, e de
maneira a dar suporte ao diagnéstico e tratamento especifico dos pacientes, permitindo assim

o desenvolvimento e implantacdo de estratégias de controle e prevencdo destes agravos.

O desenvolvimento e aprimoramento de novas técnicas de biologia molecular tém
propiciado novos horizontes com relagdo ao conhecimento dos microorganismos causadores
de riquetsioses do GFM, assim como de outras riquetsioses, além de permitirem o estudo
desses microorganismos em possiveis hospedeiros dessas doencgas. A implementacdo de
técnicas de biologia molecular, vem assim permitindo o avango na caracterizagdo molecular e
filogenética dos organismos do género Rickettsia, com a identificacdo de novas espécies e a

comprovacao de novas interacdes em todo o mundo.

No presente trabalho, propusemo-nos a realizar um estudo de caso a partir do relato,
em 1985, da existéncia de dois casos suspeitos de FMB no municipio de Santa Cruz do
Escalvado, posteriormente confirmados através de necropsia dos pacientes (GALVAO et al.,

1989); e de um caso notificado no ano de 2003 no municipio de Pingo D’ Agua.

Valendo-nos do estudo do ciclo epidemioldgico das riquetioses, envolvendo agentes
riquetsiais em ectoparasitos de animais silvestres e sinantrépicos, bem como esses préprios
animais, empregando-se técnicas moleculares e soroldgicas, com o objetivo de melhor
conhecer a dindmica de transmissdo de riquetisioses na referidas areas, e estimar o real risco
ao qual estdo submetidas suas populagdes, este trabalho se impde de maneira crucial para a
discussao sobre o elo entre o ciclo silvestre e o ciclo periurbano dessas doencas, na busca da
compreensdo dos diversos fendmenos envolvidos sob os pontos de vista microbioldgico e
epidemiolégico no mundo destes fascinantes microrganismos e seus hospedeiros vertebrados

e invertebrados.



II- REVISAO DE LITERATURA

2.1- TAXONOMIA E DISTRIBUICAO DAS RIQUETSIAS NO MUN DO



As riquetsioses constituem um grupo de doencas causadas por parasitas intracelulares
obrigatdrios com caracteristicas de bactérias Gram-negativas (HACKSTADT, 1996), dos géneros
Rickettsia e Orientia, da Familia Rickettsiaceae, Ordem Rickettsiales e Classe a-Proteobactéria.
Descrita inicialmente como pequenos bastonestes e bacilos, que retinham a fucsina basica
guando corado pelo método Gimenez (GIMENEZ, 1964) e fracamente corados por Gram,
podem apresentar agrupadas em pares, em cadeias ou isoladas. Com excecdo da Rickettsia
prowazekii causadora do tifo, ndo apresentam flagelos. Residem em glandulas salivares e
ovarios do artropode hospedeiro (BILLINGS et al., 1998), com varias espécies dessa ordem
causando doengas no homem e em outros hospedeiros vertebrados e invertebrados,

apresentando uma larga distribuicdo mundial (DUMLER et al., 2001).

Desde periodos antes de Cristo se tem noticias de infec¢Bes causadas por
riquétsias, das quais datam do século 5 a.C. com a praga ocorrida em Atenas que
provavelmente foi causado pela Rickettsia typhi, responsavel pelo tifo murino. No
século 16 d.C. houve a confirmagdo de casos do tifo na Europa, que apos esse
incidente houveram casos no mundo todo (SILVEIRA, 2006). O primeiro relato de
febre maculosa ocorreu na cidade de Idaho, EUA, em 1896 sendo que, em 1899,
foram descritas por Maxcy as primeiras manifestacdes clinicas na literatura médica.
Finalmente, em 1907, Ricketts isolou o agente etioldgico da febre maculosa das
Montanhas Rochosas. Em seus estudos Ricketts ja indicava a semelhanca dos
agentes causadores da Rocky Mountain spotted fever e do tifo exantematico,
passando o género, a partir de 1916, a ser denominado Rickettsia em sua
homenagem (WEISS, 1991).

No decorrer do tempo varias bactérias do género Rickettsia foram sendo descobertas
e muitos relatos foram aparecendo. Weiner (2009) descobriu novas relagdes filogenéticas das
riquétsias, através da biologia molecular, modificando alguns grupos no cladograma,
anteriormente considerado e originando e rearranjando as espécies antigas e novas. Desta
forma, o grupo das bactérias do género Rickettsia tomou a seguinte forma: Grupo das Febres
Maculosas (GFM) possuindo as espécies Rickettsia helvetica, Rickettsia montanensis, Rickettsia
massiliae, Rickettsia japonica, Rickettsia peacockii, Rickettsia rickettsii, Rickettsia conorii e
Rickettsia sibirica; o Grupo do Tifo (GT) que permaneceu com as espécies Rickettsia typhi e
Rickettsia prowazekii; o Grupo Canadensis com as espécies Rickettsia canadensis e Rickettsia
tarasevichiae; e o Grupo de Transi¢cdo envolvendo a Rickettsia australis, Rickettsia akari e

Rickettsia felis.



Essa divisdo € o sexto grande clado referido por Weinert (2009), sendo que as
bactérias do género Rickettsia possuem ainda outros cinco grandes clados divididos
como a seguir: Hydra, que engloba riquétsia associada com protistas e outros
hospedeiros desconhecidos; Torix contendo riquetsias presentes em amebas,
sanguessugas e alguns artropodes; Rhizobius no qual as riquétsias parasitam trés
tipos de besouros; Malloidae que apresenta apenas um tipo de besouro; e Bellii que

envolve 11 linhagens de artropodes e a espécie R. bellii.

Dentro do GFM as principais espécies sdo a R. rickettsii, agente da febre
maculosa das Montanhas Rochosas e da Febre Maculosa Brasileira, a R. conorii,
agente da Mediterranean Spotted Fever ou Febre Botonosa (HACKSTADT, 1996), a
R. parkeri e R. felis (AZAD et al., 1992; GALVAO et al., 2004; GALVAO et al., 2006a).

Segundo Paddock e cols. (2004), a R. parkeri, antes considerada nao
patogénica, teve seu primeiro caso de infeccdo humana reconhecida nos Estados
Unidos em 2004, mesmo ano em que ela foi encontrada em carrapatos da espécie
Amblyomma triste no Uruguai, sendo considerada como o agente patogénico
responsavel pela doenca naquele pais (VENZAL et al., 2004). Nos Estados Unidos,
recentemente, tém sido confirmados outros casos em humanos de riquetsioses
causados por esta espécie (RAOULT & PADDOCK, 2005; FINLEY et al.,, 2006;
SUMNER et al., 2007; WHITMAN et al., 2007).

Outras riquétsias relacionadas ao GFM, tém sido isoladas tanto de artréopodes, como
também de humanos em diferentes paises: R. japonica (Japanese spotted fever), R.africae
(African tick bite fever), R. felis (California flea typhus) (MAHARA, 1984; KELLY et al., 2004;
HIGGINS et al., 1996), R. australis (Queensland tick typhus) e Rickettsia honei (Flinder Islands
spotted fever). Com excecdo de R. akari e R. felis transmitidas, respectivamente, por pequenos
acaros e pulgas, todas as outras representantes desse grupo sdo veiculadas por carrapatos

(RAOULT & ROUX, 1997; RAOULT et al, 2002).

A R. felis, inicialmente denominada “agente ELB (ELs Labs, Soquel, CA), ja foi
descrita em todos os continentes tendo sido observada pela primeria vez em tecidos
da pulga do gato (Ctenocephalides felis Bouché) através de microscopia eletrbnica nos
Estados Unidos (ADAMS et al., 1990). O nome R. felis (de Felis domesticus, 0 gato
doméstico) foi proposto, em 1996, quando a sua diferenca com outras riquétsias do
mesmo género foi esclarecida (HIGGINS et al., 1996). Posteriormente, o agente foi
associado a casos clinicos de febre maculosa em pacientes no Texas (EUA)
inicialmente suspeitos de terem contraido tifo murino (SCHRIEFER et al., 1994).

Classicamente, a R. rickettsii € reconhecida, desde o inicio do século passado, como



responsavel pela alta letalidade dos casos clinicos em humanos néo tratados (DIAS &
MARTINS, 1939; ZAVALA-VELASQUEZ et al., 2000). Além dos Estados Unidos,
casos humanos de febre maculosa, causado por R. felis, foram notificados no México
(ZAVALA-VELAZQUE et al., 2000), Brasil, Franca (RAOULT et al., 2001), Alemanha
(RICHTER et al., 2002) e Tailandia (PAROLA et al., 2003). A descri¢cdo por Raoult e
cols. (2001) de casos humanos positivos a R. felis no Estado de Minas Gerais e o
achado de Oliveira e cols. (2002) apontam a possibilidade da pulga ser um vetor de

riquetsioses humanas.

2.2- VETORES E A INTERACAO RIQUETSIA-VETOR

A maioria das espécies de riquétsias patogénicas ao homem, assim como as
riquétsias ndo patogénicas, tem como vetores e reservatorios naturais, artrépodes

hematofagos (pulgas, carrapatos e piolhos) e ainda acaros.

Estudos tém demonstrado que, no Brasil, a febre maculosa é transmitida ao homem
por carrapatos da espécie Amblyomma cajennense e Amblyomma aureolatum, carrapatos de
equinos, os quais apresentam pouca especificidade parasitaria, especialmente nas fases de
larva e ninfa (DIAS & MARTINS, 1939; GALVAO, 1996; LEMOS et al., 1997). Esses artropodes
infectam-se ao sugarem animais silvestres. No entanto, a doenga nao depende exclusivamente
desse mecanismo para sua manutencgdo, pois ocorre transmissdo transovariana entre os
carrapatos, sendo que além de transmissores, sdo também verdadeiros reservatérios desses

patdgenos na natureza (BURGDORFER & VARMA, 1967; BALASHOV, 1984).

Apesar de os carrapatos serem reservatorios e transmissores de riquétsias,
estas podem influenciar as geracdes futuras destes acaros, causando uma diminuicao
de ovos viaveis como consequéncia da reducdo da fertiidade (BURGDORFER &
BRINTON, 1975). Outro fato interessante € a competicdo existente entre diferentes
espécies de riquétsias no interior de seus hospedeiros invertebrados, onde somente
uma espécie permanece e se desenvolve no vetor. Esse fendmeno € chamado de
interferéncia riquetsial (CARMICHAEL & FUERST, 2006).

O género Amblyomma tem, aproximadamente, 100 espécies descritas, sendo
33 destas encontradas no Brasil. Este ixodideo apresenta baixa especificidade,
parasitando diversos mamiferos, inclusive o homem, sendo mais frequente em

equinos e, em menor escala, em bovinos e caninos (ARAGAO & FONSECA, 1961).



Dentro do género Amblyomma destacam-se 0 A. cajennense e 0 A. aureolatum, 0s
guais estdo incriminados na manutencdo enzodtica e na transmissdo da febre
maculosa para humanos (FONSECA, 1935; DIAS & MARTINS, 1939; LIMA et al.,
1995; LEMOS et al., 1996).

A constatacdo de numerosas populacdes desse carrapato has areas
endémicas para FMB é um achado comum, 0s quais completam apenas uma geracao
por ano na regido sudeste do Brasil, com os trés estadios parasitarios marcadamente
distribuidos ao longo dos doze meses (OLIVEIRA, 1998; SOUZA et al., 1999).

As fémeas da maior parte das espécies necessitam de uma refeicdo de sangue
para iniciar a copula e a ovoposicdo, apos a qual morrem (ARTHUR, 1965). A
transmissdo transovariana da riquétsia por fémeas e transestadial entre todos os
estagios de espécie A. cajennense ja havia sido descrita por Monteiro & Fonseca
(1932), sendo considerada responsavel pela manutencéo da R. rickettsii na natureza,
permitindo ao carrapato, dessa forma, permanecer infectado durante toda a sua vida e

também por muitas geragfes apds uma infecgdo primaria.

O periodo de incubacéo tem duracdo média de 30 dias para posterior eclosdo
dos ovos. Geralmente 95% dos ovos dao origem as larvas hexdpodes que precisam
realizar o repasto sanguineo e, bem como ingerir, linfa ou tecidos digeridos como
fonte de alimentacéo. Essas larvas sobem e descem nas vegetacdes de acordo com
as caracteristicas ambientais (FONSECA & MARTINS, 2007). Esse deslocamento
vertical facilita o encontro com o hospedeiro. Depois de fixada ao animal, a larva inicia
o periodo de repasto que dura, em média, de trés a seis dias. Logo depois as larvas
descem do hospedeiro buscando abrigo no solo onde permanecem por volta de 18 a

26 dias para sofrerem a muda ou ecdise, transformando-se em ninfas.

As ninfas octopodes desempenham também o deslocamento vertical.
Encontrado o animal, as ninfas realizam o ingurgitamento durante cinco a sete dias,
gque assim como as larvas, descem do hospedeiro para procurar abrigo e durante 23 a
25 dias realizam a muda para transformarem-se em adultos. Estes em sete dias ja se

encontram aptos para realizarem a alimentacdo de sangue de novos hospedeiros.

Os adultos, macho e fémea, realizam o acasalamento apés o repasto tissular e
sanguineo. Depois de fecundada, a fémea realiza o ingurgitamento de sangue. Esse
periodo dura cerca de 10 dias até que as fémeas desprendem-se da superficie

epitelial e caem no solo para realizar a postura e iniciar outro ciclo



Portanto, além de vetores, os carrapatos sdo verdadeiros reservatérios da
riquétsia na natureza, uma vez que todas as fases evolutivas, no ambiente, sdo
capazes de permanecer infectadas meses ou anos a espera do hospedeiro,
garantindo um foco endémico prolongado. Em algumas &areas, mesmo na abundancia
de hospedeiros primérios (vertebrados) para A. cajennense, este pode ndo se
estabelecer em funcéo de condi¢cbes ambientais, que n&o propiciem um microclima

adequado para as fases de vida livre do carrapato.

Tanto a presenca como a abundancia de populacdes dessa espécie de
carrapato estd fortemente associada a presenca de areas com média a densa
cobertura vegetal, tais como pastos “sujos”, capoeiras e matas (LABRUNA et al,
2001).

O A. cajennense esta presente desde o sul dos Estados Unidos ao norte da
Argentina, incluindo algumas ilhas do Caribe. No Brasil, é encontrado com abundancia
em todos os estados das regifes Sudeste e Centro-Oeste, porém com distribui¢céo
limitada nas demais regides (LABRUNA et al., 2001).

O A. aureolatum é encontrado em diversos paises da América do Sul; no
Brasil, destaca-se em areas das regibes Sul e Sudeste, tendo sido inicialmente
incriminado como vetor da febre maculosa para humanos em Séo Paulo (DIAS e
MARTINS, 1939). Em 2000, foi a Unica espécie encontrada em grande ndmero em
humanos e animais domésticos numa é&rea rural do estado de S&o Paulo (FONTES et
al., 2000).

Tém como hospedeiros primarios para o estagio adulto carnivoros silvestres,
com os caes se comportando também como hospedeiros primarios para essa espeécie,
podendo estes se apresentarem infestados por todo o ano, embora ndo haja
informacfes até o momento sobre a dinAmica populacional deste carrapato, sem um
pico de infestacdo definido (PINTER et al., 2004).

Merece também citacdo o Amblyomma dubitatum, conhecido anteriormente
como Amblyomma cooperi, 0 que é relatado nos estados das regides Sudeste, Sul e
Centro-Oeste, e tém as capivaras como hospedeiros primarios para todos os estadios
parasitarios. Embora haja controvérsias sobre o parasitismo humano por este
carrapato, sua importdncia médica se baseia principalmente numa possivel
participacdo no ciclo enzodtico de riquétsias na natureza, jA que as capivaras sao
consideradas hospedeiros amplificadores de R. rickettsii (SOUZA et al., 2009;
TRAVASSOS & VALLEJO, 1942).



Além disto, grandes populacbes de A. dubitatum tém sido encontradas,
juntamente com o carrapato A. cajennense, em alguns focos de febre maculosa na
regido Sudeste (SOUZA, 2001; LABRUNA et al., 2004b).

2.3- OS MAMIFEROS HOSPEDEIROS E RESERVATORIOS

Véarios sdo os hospedeiros silvestres das riquetsioses incluindo animais como
antas, roedores, aves, capivaras, serpentes, morcegos, peixes e gambas. Animais
domésticos como cachorros, gatos, equinos e aves também possuem grande potencial
para serem parasitados (DIAS, 1938; DIAS e MARTINS, 1939; LEMOS, 2002;
VIANNA, 2002).

Desde a década de 1930, ja havia sido demonstrado que o cdo € susceptivel a
doenca pela R. rickettsi (MOREIRA e MAGALHAES, 1937), embora ndo seja
essencial ao ciclo natural, desempenha papel primordial na manutencéo e dispersdo
dos vetores infectados, além de estar envolvido na transmissédo peri-domiciliar de
doencas riquetsiais ao carrearem para o domicilio carrapatos infectados
(BURGDORFER, 1975; MCDADE e NEWHOUSE, 1986).

A importancia dos eqlinos na participacdo da FMB se deve a grande
capacidade destes em albergar altas infestacdes de carrapatos, em todos os estadios,
sem comprometer sua propria vida. Em condi¢des naturais, um unico equino pode se
apresentar parasitado por mais de cinquenta mil larvas, ou mais de doze mil ninfas, ou
mais de dois mil adultos de A. cajennense, sem que sua vida esteja em risco
(LABRUNA, 2000).

2.3.1 Roedores

Os mamiferos sdo considerados os hospedeiros preferenciais para diversas
espécies de ectoparasitos e destes os da Ordem Rodentia sdo os mais infestados
(WOOLLEY, 1988). De acordo com Botelho e Linardi (1996), este grupo pode ser
considerado uma das ordens de mamiferos mais importantes por incluir grande
namero de espécies, muitos das quais com papel epidemiolégico de extrema

relevancia. Os roedores poderiam atuar no ciclo silvestre das riquétsias, como é o



caso das capivaras, para as quais tem sido sugerido um papel como elo entre os
ciclos enzodticos e zoonéticos de R. rickettsii (NASCIMENTO & SCHUMAKER, 2004).

Os roedores comp8em a Ordem Rodentia que é derivada da palavra latina
rodere que significa roer. A principal caracteristica que unifica os roedores € a
presenca de dentes incisivos proeminentes que crescem ininterruptamente. Eles sdo
classificados quanto a espécie, sexo (macho e fémea), grupo etario (jovem, subadulto
e adulto) e modos de vida (arboricolas, aquicolas, galericolas, rupicolas, arvicolas e
terricolas) (FUNASA, 2002). A Ordem Rodentia € composta pelas Familias Sciuridae,
Cricetidae, Muridae, Caviidae, Ctenomyidae, Cuniculidae, Dasyproctidae, Dinomyidae,

Erethizontidae, Echimyida e Myocastoridae, todas essas estdo encontradas no Brasil.

Existem cerca de 2.000 espécies de roedores no mundo, representando
aproximadamente 40% dos mamiferos existentes. Os roedores vivem em qualquer
ambiente terrestre com condi¢cdes favoraveis a sobrevivéncia. Possuem alta
capacidade de adaptacgéo ecoldgica e fisiologica, suportando os climas mais frios e 0s
mais toérridos, em regides com presenga ou auséncia de vegetagdo e grandes altitudes

(FUNASA, 2002).

Dentre outros roedores, existem espécies consideradas sinantropicas por
associarem-se ao homem em virtude de terem seus ambientes alterados pela acdo do
préprio homem. As espécies sinantropicas ndo-comensais (silvestres) caracterizam-se
por formarem col6nias no ambiente longe do contato com o homem. A presenca do
roedor em areas urbanas e rurais gera agravos econdémicos e sanitarios de relevancia
ao homem, participando da cadeia epidemiologica de pelo menos trinta doencas
transmitidas ao homem, agindo como reservatérios naturais da doenca. Dentre elas a
leptospirose, a peste, a hantavirose e a febre maculosa, doencas de importancia
epidemioldgica no Brasil (MATIAS et al., 2002).

2.3.2 Capivara

Entre os roedores, as capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) sdo os maiores do
mundo, podendo viver em regides alagadas de areas florestais e ao longo das bordas
dos rios em contato com fazendas, as quais sao frequentemente invadidas por esses
animais para se alimentarem de plantagbes de grdos. De acordo com Figueiredo e
cols. (1999), a capivara pode ser reservatorio de zoonoses em areas quase

completamente desflorestadas, como no caso de S&o Paulo. Vivendo proximas a



fazendas ou mesmo cidades, poderiam favorecer a transferéncia de seus
ectoparasitos, juntamente com o0s patdgenos por eles veiculados, para animais
domeésticos, potencializando zoonoses e oferecendo riscos para o homem (Milagres,
2004).

Sédo encontradas em todo territério brasileiro com excecdo de algumas partes
semi-aridas no nordeste. S&o herbivoros com habitos semi-aquaticos, pois habitam
areas com cursos d’agua permanentes como lagos, rios e pantanos. A agua serve de
reflgio contra predadores e sitio para reprodugdo. Em ambiente terrestre, requerem

pastos para forragearem e matas para descansarem e se reproduzirem.

As capivaras sao animais silvestres, porém possuem alto grau de
sinantropismo, comprovado pela sua domesticacdo pelos humanos. Por ser
reservatorio de agentes infecciosos, esses roedores apresentam perigo diante outros
animais domeésticos que estejam em contato. Pesquisas j& apontaram
microorganismos causadores de doengas em capivaras de vida livre e de ambientes
rurais, comprovando o perigo de infecgdo a animais préximos por ser um grande
amplificador (FIGUEIREDO et al., 1999; MILAGRES, 2004).

2.3.3 Ratos

Os ratos, com mais de 2000 espécies distribuidas pelo mundo apresentam,
cerca de 125 que sdao classificadas como pragas, sendo trés de grande importancia
para o homem: Mus musculus, Rattus norvegicus e Rattus rattus. Com uma perda
anual estimada da ordem de 33 milhdes de toneladas de alimentos provocado por
ataque de ratos, quantidade suficiente para alimentar 130 milhdes de pessoas por ano.
De acordo com a Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS), os ratos destroem 10% da
producdo anual brasileira de grdos (FOCUS SAUDE PUBLICA, 2000). Nos campos,
destroem as sementes recém plantadas e atacam os cereais. Nas agroindustrias,
fabricas, usinas, refinarias e industrias causam prejuizos incalculaveis todos os anos.
Na pecuéaria, infestam quase todas as propriedades que criam animais em regime de
confinamento, devido ao armazenamento de racdo. Os ratos e camundongos
provocam ainda severos danos as estruturas e materiais, devido ao seu habito de roer.
Os ratos sdo capazes de provocar danos e perdas em todas as fases de
processamento, producdo e estocagem dos géneros alimenticios, chegam a comer
cerca de 10% de seu préprio peso corporal a cada dia, o que significa algo em torno
de 10 e 20 Kg ao ano (CARVALHO NETO, 2005).



Dentre outros roedores, a espécie Nectomys squamipes € conhecida
popularmente por rato d"agua por ser comumente encontrada em matas ou terrenos
cultivados onde se tenha agua, geralmente em corregos e brejos. Possuem habitos
noturnos e formam seus ninhos no chao em raizes de arvores e troncos. J4 a espécie
Oryzomys subflavus (rato vermelho) geralmente predomina na fauna de pequenos
roedores da mata, sendo responsavel por grandes perdas em &reas cultivadas.
Possuem comportamento solitario e habitos exclusivamente noturnos. Quando
molestados fogem aos saltos e costumam fazer seus ninhos com amontoados de
folhas nas &rvores, mas também se aproveitam de ocos de troncos secos.
Considerando a espécie R. rattus, o rato de telhado, também conhecido como rato
preto, rato de forro, rato de paiol, rato de silo ou rato de navio é o roedor comensal
predominante na maior parte do interior do Brasil, sendo comum nas propriedades
rurais e pequenas e médias cidades do interior. Por ser uma espécie arvicola, os ratos
de telhado ainda cultivam o habito de viver usualmente nas superficies altas das
construcdes, em forros, telhados e s6tdos onde constroem seus ninhos, descendo ao
solo em busca de alimento e 4gua. Seu raio de acéo é grande devido a habilidade em
escalar superficies verticais e a facilidade com que anda sobre fios, cabos e galhos de
arvores (FUNASA, 2002).

Avaliando os roedores silvestres, algumas espécies tém distribuicdo
cosmopolita, como o R. rattus, considerado o roedor predominante na maior parte do
interior do Brasil e, até entéo, incriminado na participacédo do ciclo do tifo murino, cujo

agente etiolégico é a R. typhi transmitida por fezes de pulgas Xenopsylla cheopis
(RIBEIRO et al., 2003).

2.3.4 Gambas

Os gambas, devido as suas caracteristicas comportamentais, fisiologicas e
morfoldgicas, principalmente ao alto grau de sinantropia e a importante relacdo
ecologica parasito-hospedeiro, segundo Antunes (2005) apresentam grande
importancia na epidemiologia de doencas parasitarias, sendo reconhecidos como
potencias disseminadores de agentes etiolégicos de zoonoses, definidas pela OMS

como doencas naturalmente transmissiveis entre animais e o homem.



De acordo com Boostrom e cols. (2002), tornam-se necessarias investigacoes
sobre o papel de animais ndo domésticos, como os roedores silvestres e do género 0s
gambas que vivem proximos aos animais domésticos, no ciclo das riquetsioses, visto
gue os animais silvestres podem desempenhar um papel importante na cadeia
epidemiolégica das riquetsioses, podendo ainda representar um elo entre os ciclos
silvestre e peridomiciliar dessas doengas. Essa caracteristica é devido ao alto grau de
sinantropia, demonstrando boa adaptacdo ao ambiente criado ou modificado pelo
homem (HORTA et al., 2009)

Os gambéas sdo mamiferos primitivos do género Didelphis pertencentes a
ordem Marsupialia, considerados fésseis vivos por ndo terem sofrido muitas mudangas
evolutivas ao longo de sua existéncia (ANTUNES, 2005). A Ordem Marsupialia esta
representada nas Américas, pelos gambas, cuicas e ratos marsupiais. A etimologia do
nome popular gamba originou-se da lingua tupi-guarani, ga ba ou guaamba que

significa aberto ou oco, referente ao marsupio (SECUTTI, 2004).

Segundo Austad (1988), esses mamiferos sdo amplamente distribuidos no
continente americano, constituindo-se no género que possui umas das maiores
distribuicdes, ocorrendo também numa grande variedade de habitats (CERQUEIRA,
1985). Eles podem ser encontrados, em varias regides da América, como no Canada,
nos Estados Unidos, México, Argentina, Paraguai, Bolivia, Venezuela, Uruguai,
Guianas (GARDNER, 1993), e especialmente no territrio brasileiro, onde poderemos
encontrar as trés espécies: Didelphis aurita, Gamba-de-orelha-preta, encontrado em
todo o Estado de Séo Paulo, principalmente nas regibes de Mata Atlantica deste, e de
outros estados préoximos, com ocorréncias no Norte do Rio Grande do Sul e Amazénia;
Didelphis albiventris, Gamba-de-orelha-branca, encontrado na regido Central, sendo
também muito encontrado no Estado de S&o Paulo e; Didelphis. marsupialis, Gamba-

comum encontrado na regido Amazénica (LONGO, 2007).

Estes marsupiais possuem uma grande importancia ecolégica devido a sua
relacdo parasito-hospedeiro. Na revisdo mais atual feita por Linardi (2006) de
ectoparasitos de marsupiais brasileiros, Didelphis foi considerado o género mais
importante por hospedar um elevado nimero de espécies. Os ectoparasitos de
marsupiais brasileiros sdo pertencentes as classes Insecta e Arachnida, com destaque
para as ordens Siphonaptera e Ixodida, conhecidos como pulgas e carrapatos,
respectivamente. Alguns estudiosos acreditam que devido a essa significativa relagédo
parasito-hospedeiro, exista certa especificidade entre esses animais (LINARDI et al.,
1991; BOTELHO & LINARDI, 1996; BARROS & BATTESTI et al., 1998; BERGALHO &
BOSSI, 2004).



A freqiiéncia cada vez maior dos gambas nas zonas urbanas e periurbanas séo
devido a ocupacao de novas areas ecoldgicas, ocorrendo uma maior exposi¢cao dos
homens a esses animais e as infec¢des transmitidas por eles. Como relatado pela
OMS (2003), as doencas comunicaveis, comuns ao homem e aos animais, tém
ganhado uma importancia no mundo inteiro, levando ao melhor entendimento de sua
epidemiologia, mecanismos de transmissdo ao homem, diagnéstico, prevencao e
controle. A migracdo desses animais silvestres, assim como 0 seu comércio séao,
também, uma ameaca constante, podendo ocasionar surtos de doencas ainda

desconhecidas.

Os gambas sdo abundantes em praticamente todas as areas endémicas para a
FMB, sendo comumente parasitados por larvas e ninfas de A. cajennense (HORTA et
al., 2009) e susceptiveis & infeccdo pela R. rickettsii (MOREIRA & MAGALHAES,
1935; HORTA et al, 2005; HORTA, 2009). Os unicos isolamentos de R. rickettsii
diretamente de animais no Brasil foram obtidos em gambas naturalmente infectados
nos Estados de Minas Gerais e Séo Paulo, ainda na década de 1930 (MOREIRA &
MAGALHAES, 1935). Nos Estados Unidos, gambéas (Didelphis virginiana)
experimentalmente infectados com R. rickettsii mantiveram riquetsemia por 3 a 4
semanas, sendo este o periodo riquetsémico mais longo relatado em animais
experimentalmente inoculados, casos estes testados e comprovados também no Brasil
com D. aurita (BOZEMAN et al, 1967; HORTA et al, 2009). No entanto de acordo com
a capacidade destes gambas riquetsémicos em infectar carrapatos que se alimentam
deles, atualmente pode concluir que o0s gambas desempenham o papel de

hospedeiros amplificadores de R. rickettsii na natureza (HORTA et al, 2009).

Além da existéncia de hospedeiros mamiferos, a atividade humana,
especialmente sobre a vegetacao, tem um importante papel no surgimento e expansao
das riquetsioses. O reflorestamento feito com arbustos e a prética agricola de criar
pequenos bosques intercalados com monoculturas de gramineas favorecem a
proliferagdo de artrépodes devida a formagdo de microclimas favoraveis e a
abundancia de cobertura do solo, a qual gera um excelente habitat para os mamiferos
hospedeiros dos estadios intermediarios (ATWOOD et al., 1965).

De acordo com Traub e Jellinson (1981), para que a manutencao das riquétsias
na natureza seja estabelecida em uma determinada &rea, € necessario, em primeiro
lugar determinar a espécie e nimero de provaveis vetores, seguido pela fauna de
vertebrados domésticos e silvestres. Dessa forma, pode-se dizer que quanto maior a
densidade populacional de hospedeiros, maior serd a populacdo de carrapatos. Por

essa razdo, nos ambientes silvestres, com o0 minimo de intervencdo humana, as



populacBes de carrapatos tendem a ser mais baixas, jA que a densidade de
hospedeiros (entendida aqui como oferta de alimento para os carrapatos) sera
significativamente menor (VIEIRA et al., 2004). Portanto, tem-se sugerido que animais
como capivaras, roedores e gambas podem atuar no ciclo silvestre das riquétsias
formando um elo entre os ciclos enzodticos e zoon6ticos das bactérias pertencentes
ao GFM.

Para que uma populacdo esteja estabelecida numa determinada area, ha
alguns requisitos para que os vertebrados sejam considerados bons amplificadores de
riquétsia na natureza: serem abundantes em &areas endémicas; serem susceptiveis a
infeccdo pela riquétsia; e serem altamente proliferos, garantindo assim a introducao
constante de animais susceptiveis na populacéo de vertebrados e a apresentacdo de
bacteremia suficiente para ser considerado amplificador da infeccdo (LABRUNA,
2006).

2.4- IMPORTANCIA DA FEBRE MACULOSA

Notificada atualmente em quase todos os Estados Norte-Americanos (CDC,
2006) a febre maculosa foi reconhecida inicialmente em 1896 no Vale do Rio Snake
em ldaho (HARDEN, 1990). Entre 1906 a 1909, Howard Taylor Ricketts conseguiu a
transmiss&o da doenca para porquinhos-da-india e incriminou o carrapato como vetor,
observando riquétsias em tecidos de carrapatos. A partir de 1930 a doenca foi
identificada focalmente em paises como o Canada, México, Costa Rica, Panama4,
Colébmbia, Brasil e Argentina (BUSTAMANTE & VARELA, 1947; PEACOCK et al.,
1971; FUENTES, 1986; RIPOLL et al., 1999; SUCEN, 2006).

No Brasil, FMB é a doenca riquetsial mais prevalente, sendo conhecida desde
1929, quando José Toledo Piza, em Sao Paulo, iniciou a distin¢gdo da febre maculosa
das demais doencas exanteméticas (PIZA et al., 1932). Segundo dados do Ministério
da Saude (BRASIL, 2006), no periodo de 1995 a 2005, foram registrados 386 casos
humanos de febre maculosa no Brasil, limitados a alguns municipios dos Estados de
Sdo Paulo (139 casos com letalidade de 42%), Minas Gerais (136 casos com
letalidade de 22%), Espirito Santo (30 casos com letalidade de 23%), Rio de Janeiro
(55 casos com letalidade de 24%) e Santa Catarina (26 casos, sem registro de 6bitos)
(BARCI & NOGUEIRA, 2005).



A FMB foi incluida na lista de doencas de notificacdo compulséria em todo o
territério nacional através da Portaria n® 1943/GM, de 18 de outubro de 2001 (BRASIL,
2001). Sendo a mais severa das riquetsiose, vem se consolidando como uma
antropozoonose de dificil controle e associada a significativa morbidade e elevada
letalidade (ANGERANI, 2004), sem o conhecimento das razBes para a ocorréncia de

epidemia e extrema severidade da doenca (WALKER, 2004).

A vigilancia da FMB compreende a vigilancia epidemiolégica de casos
humanos e de fatores biolégicos de risco (vetores, reservatérios e hospedeiros), tendo
como objetivos: (1) detectar e tratar precocemente 0s casos suspeitos visando a
reducdo da letalidade; (2) investigar e controlar surtos, mediante ado¢do de medidas
de controle; (3) conhecer a distribuicdo da doenca segundo lugar, tempo e pessoa; (4)
identificar e investigar os locais provaveis de infeccao (LPI); e (5) recomendar e adotar

medidas de prevencao e controle.

Apesar dos avanc¢os significativos no conhecimento sobre as riquétsias no
Brasil, incluindo a caracterizacdo molecular de algumas espécies, varias e importantes
perguntas ainda precisam ser respondidas. Alguns trabalhos (PHILIP et al.,1978;
PINTER, 2003; OLIVEIRA et al., 2002; VIANA, 2002; HORTA, 2002) indicam que pelo
menos duas espeécies de riquétsias do GFM patogénicas (R. rickettsii e R. felis) devem
circular nos focos endémicos para FMB, porém seus ciclos ndo estdo bem
esclarecidos (NASCIMENTO & SCHUMAKER, 2004 ).

A doenca é conhecida desde 1929 no Estado de S&o Paulo (PIZA, 1932), além
do relato da ocorréncia de casos em Minas Gerais (GALVAO, 1988; GALVAO et al.,
2005), Rio de Janeiro (GONCALVES et al., 1981), Sdo Paulo (MELLES et al., 1992;
LEMOS et al., 1994), Espirito Santo (SEXTON et al., 1993) e Bahia (MANCINI, 1983).

Apenas os Estados de Minas Gerais e Sdo Paulo mantém uma vigilancia da doenca.

A partir da década de 40, ocorreu um declinio do relato de casos de
riquetsioses na literatura médica, que levou a hipdtese de que este fato tenha sido
decorrente, entre outras causas, do uso mais disseminado dos antibiéticos, ja que o
uso de cloranfenicol e tetraciclinas de maneira indiscriminada pode ter mascarado o
principal sinal clinico das riquetsioses até entdo conhecidas, em especial, a Febre
Maculosa, ou seja, 0 exantema maculo-papular que em geral aparece por volta do 3°

ou 4° dia de evolugéo da doenca.

Em Minas Gerais, a febre maculosa passou novamente a ser descrita a partir da
década de 80 sob a forma epidémica e em “clusters”, além de também ocorrer sob a

forma de casos isolados. Do ponto de vista epidemiolégico levantaram-se varias



hipéteses como determinantes do retorno da doenca, entre elas a invasao de focos
naturais e a disseminacdo da doenca a partir da acdo do homem nesses focos
levando a formac&o de focos modificados (GALVAO, 1988). O final da década de 1980
e o0 inicio da década de 1990 caracterizaram-se pelo aparecimento de casos em areas
periurbanas do Vale do Rio Doce, estado de Minas Gerais, como foi o caso de
Caratinga em 1992 (GALVAO, 1996), o que parece indicar uma expansdo da doenca
devido a um novo reordenamento ecoldgico, sendo ainda decorréncia do modo de vida

dessas popula¢des marginalizadas no contexto sécio-econémico.

A descricdo de novos casos da doencga e a rediscussdo do problema das
riquetsioses a partir da década de 1980, com casos relatados e publicados em Minas
Gerais, Rio de Janeiro e S&o Paulo (GALVAO et al., 2003; GALVAO et al., 2002),
mostrou que provavelmente a febre maculosa nunca deixou de ocorrer. Esse achado
epidemiolégico inaugurou a época dos inquéritos sorologicos, realizados
principalmente em areas de ocorréncia de um nimero maior de casos e considerados

de risco.

Conclui-se que a inespecificidade da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) na distincdo entre R. rickettsii e outras riquétsias do GFM, faz com que os
inquéritos soroldgicos sejam um instrumento limitado na identificacdo de areas de
risco para a doenca, quando realizado em humanos e mesmo em animais de maneira
isolada. O grande namero de riquétsias nao patogénicas dentro desse grupo contribui
para essa limitagdo (GALVAO et al., 2004).

2.5- IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE RIQUETSIAS

Tem sido fundamental a implementacdo de técnicas inovadoras que permitem
a distincéo entre as diferentes doencas riquetsiais (GALVAO et al., 2004) destacando-
se, aqui, além de técnicas de isolamento em cultivo celular, a aplicacao de diagndstico
molecular, possibilitando, dessa forma, a descoberta de novas espécies de riquétsias
em todo o mundo (EREMEEVA et al., 1994; BILLINGS et al., 1998), a caracterizacdo
molecular do género Rickettsia, bem como esclarecimentos importantes em relacao a
outras ja descritas (FOURNIER et al., 1998).

O diagnéstico da FMB em humanos é considerado um desafio, jA que a

sintomatologia é inespecifica (GALVAO et al., 2005).

Quanto aos aspectos clinicos da FMB em humanos, a mesma manifesta-se

subitamente com febre continua, calafrios, prostracdo, mal estar, mialgia, artralgia



principalmente nos tornozelos, punhos e cefaléia apés um periodo de incubacdo de
dois a 14 dias. Geralmente os exantemas surgem a partir do quarto dia instalando-se
sob a forma de maculas réseas, de bordos mal definidos, com dois a seis milimetros
de didmetro que se distribuem centripedamente pelo corpo: punhos, tornozelos,
membros, troncos, face, palma das maos e planta dos pés. Apos 12 horas, a erupacao
se direciona para as partes centrais do corpo assumindo o aspecto maculo-papular e
acentuando-se a tonalidade résea sem ceder a vitropressao (MELLES et al., 1992).
Decorridos mais quatro dias, o aspecto da doenca se modifica surgindo petéquias que
confluem-se formando o exantema equimdético, purpurico e ligeiramente saliente ao
tato. Por outro lado ndo se apaga a vitropressdo e ao atrito, originando necroses

locais.

Em estéagios mais avancados o exantema evolui rapidamente para necrose nas
extremidades dos dedos e orelhas (FONSECA & MARTINS, 2007). A convalescenca
se da pela involucdo gradativa dos sinais da toxemia e por extensa descamacao

cutanea.

A taxa de letalidade da febre maculosa, se nédo tratada, atinge niveis de 60 a
80%. Geralmente a letalidade é influenciada pela idade do paciente, viruléncia da cepa

da riquétsia e do sistema imunoldgico (PRICE, 1954).

Ao se replicar no endotélio vascular, uma vasculite se instala conduzindo a
ativacdo de plaquetas, ativacdo do sistema de coagulacdo, trombose e aumento da
permeabilidade vascular. Disturbios hemostaticos, incluindo trombocitopenia e tempo
prolongado de coagulagdo, estdo relacionados com efeitos citopéticos celulares e
atividades de endotoxinas da R. rickettsii (ANGERAMI et al., 2006; MELLES et al.,
1992). Apo6s as lesBes iniciais nos endotélios, a Rickettsia pode infectar células
adjacentes ou se aprofundar e chegar ao endotélio de tecidos musculares lisos
(WALKER, 1989). Em estados clinicos mais severos, edemas pulmonares sao
observados, assim como faléncia renal. A entrada da bactéria no endotélio gera
davidas quanto ao encaminhamento desta por sinais de receptores. Sinais digestivos e

neuroldgicos também foram observados por Walker e cols. (1987).

Inicialmente, confronta-se sinais clinicos com achados laboratoriais e o
histérico do paciente, além do histérico de parasitismo por carrapatos. A confirmacao
laboratorial pode ser através de isolamento do agente em amostras de sangue ou

bidpsia de pele e através de pesquisa de anticorpos especificos no soro do paciente.

Em 1921, Weil e Felix descobriram a ocorréncia de uma reacdo de aglutinacao

em soros de pacientes com tifo epidémico com cepas de Proteus sp. Desde entdo até



0 ano de 1987, este foi o teste utilizado para deteccao riquetsial em humanos (CALIC
et al., 2004).

Atualmente o diagnéstico laboratorial de eleicdo segundo a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) se da através da sorologia pela técnica da reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) com amostras pareadas, e deve ser considerado
confirmatério um aumento no titulo em uma segunda amostra a ser realizada apds
intervalo de quinze dias (GALVAO et al., 2005). A RIFI consiste na reacéo de soro da
espécie a ser testada (humano, eqlino, canino) com células VERO infectadas por
Rickettsia sp., fixadas em laminas de microscopia para fluorescéncia. A reagéo entre o
antigeno fixado e o anticorpo presente nas amostras € visualizada apos a adi¢do de
anti-imunoglobulina especifica de cada espécie, conjugada com isotiocianato de
fluoresceina. A deteccao de IgM é uma forte evidéncia de riquetsiose ativa. Algumas
espécies de riquétsias compartilham antigenos de superficie, o que pode ocorrer em
reacOes cruzadas entre os biogrupos tifo e febres exantematicas, diminuindo assim a
especificidade do teste. Os anticorpos 1gG, detectados cerca de uma semana ap6s o
inicio da infec¢do, sao especificos dentro do biogrupo e podem permanecer por até
quatro anos (CALIC et al., 2004). Somente é considerado positivo o titulo maior ou
igual a 1:64 . A RIFI apresenta uma especificidade de 100% e sensibilidade de 94 a
100%, porém nao permite a identificacdo da espécie do agente dentro do grupo e
pode apresentar titulos baixos ou até falsos negativos por influéncia de
antibioticoterapia (CALIC et al., 2004; DEL GUERCIO et al.,, 1997). Utilizando-se
sorologia, o diagnostico se confirma através de investigacdo epidemiologica da area
geografica, das caracteristicas ambientais, da época do ano e da presenca de vetores
e de hospedeiros (CALIC et al., 2004). O teste de hemolinfa, imunofluorescéncia
direta, ELISA e reacdo em cadeia da polimerase sao utilizados para deteccdo do
agente em carrapatos e visam detectar a taxa de infec¢cdo da bactéria no vetor. As
riquétsias também podem ser visualizadas pelo teste de hemolinfa promovendo uma
rapida deteccdo do agente em carrapatos infectados (HORTA, 2002; ESTRADA,
2003). Esta prova é especialmente usada para selecionar um grande numero de
carrapatos infectados por bactérias, especialmente quando a prevaléncia é baixa ou
desconhecida, como no caso de riquétsias do GFM (ESTRADA, 2003).

A partir da década de 1990, métodos moleculares (identificacdo genotipica)
passaram a ser aplicados e atualmente sao os de elei¢cdo para identificacdo especifica
das riquétsias, através do seqiienciamento de DNA de alguns fragmentos génicos
(PAROLA et al., 2005). Nos ultimos 20 anos, o uso em conjunto da técnica de “shell

vial” para isolamento de riquétsias de amostras clinicas, seguida da identificacdo do



agente através de técnicas de caracterizacdo molecular, tem proporcionado a
descoberta de varias novas espécies de riquétsias, chegando a mais de 20 espécies
vélidas atualmente. Além disso, a distribuicdo geogréfica das espécies previamente
conhecidas tem aumentado substancialmente com o uso cada vez mais difundido
dessas técnicas em diferentes partes do mundo (HECHEMY et al., 2003; PAROLA et
al., 2005).

A analise da sequéncia de nucleotideos de determinados genes constitui um
método bastante apropriado para identificacdo e andlise filogenética de diferentes
espécies de riquétsias (REGNERY et al.,, 1991). A aplicagdo da PCR oferece um
ensaio rapido, sensivel e altamente especifico para detecgéo de riquétsias (AZAD et
al., 1990). Além disso, a PCR permite, em uma etapa posterior, 0 seqlienciamento de
nucleotideos do gene amplificado. A identificacdo molecular de organismos do género
Rickettsia através da PCR associada ao seqlenciamento é, atualmente, o método
padrdo para identificacdo e andlise filogenética das diferentes espécies de riquétsias
(REGNERY et al., 1991; LA SCOLA & RAOULT, 1997). Utilizando-se diferentes
iniciadores de sequéncias gendmicas conhecidas, é possivel obter diagnésticos
diferenciados para uma determinada amostra. Algumas sequéncias gen6micas das
riquétsias ja tém suas funcdes fenotipicas e sua distribuicdo entre diversas espécies
determinada (LA SCOLA & RAOULT, 1997).

A andlise da sequUéncia de nucleotideos do gene para rRNA 16S € util para
identificacdo a nivel de género, mas desde que Vvérias espécies partilham seqiéncias
similares deste gene, o estudo do mesmo né&o fornece acurada identificacao a nivel de
espécie (LA SCOLA & RAOULT, 1997).

Roux e cols. (2000), inferiram relacionamentos filogenéticos de espécies de
riquétsias pela comparacdo de sequéncias de evolucdo mais rapida do gene que
codifica a enzima respiratéria citrato cintase, mostrando que esta ferramenta é mais
sensivel que comparacdes feitas a partir de rRNA 16S. O gene da citrato cintase esta
presente em diversos organismos procariotos e por ser codificador de uma enzima de
grande importancia fisiol6gica, sofre uma elevada pressdo seletiva para manter-se
inalterada (INOKUMA et al.,, 2001) traduzindo para uma proteina altamente
conservada. Assim, relacionamentos filogenéticos confidveis, a partir da mesma, s6
poderiam ser obtidos entre riquétsias que divergiram precocemente do ancestral
comum do GFM (FOURNIER et al., 1998), jA que, como explicado por Raoult e cols.
(1996), o gene nado é divergente o suficiente para permitir distincdo entre todas as

espécies de riquétsias. Em acordo, Roux & Raoult (2000) relatam que sequéncias



obtidas deste gene soO diferiram significantemente entre organismos distantemente
relacionados. O gene tem sido utilizado em combinagdo com outros para melhor
caracterizacdo de agentes riquetsiais (ROUX & RAOULT, 1995; FOURNIER et al.,
1998; ISHIKURA et al., 2003) podendo identificar também outros géneros, além de
Rickettsia (ISHIKURA et al., 2003).

Azad e cols. (1990), propuseram iniciadores que identificam uma sequéncia do
gene 17kDa, que codifica para um antigeno de superficie de membrana género
especifico, podendo ser utilizados em conjunto com iniciadores internos (“nested
primers”) da mesma sequéncia, 0 que aumenta a sensibilidade da técnica
(SCHRIEFER et al., 1994).

Para a deteccéo de riguétsias do GFM, foram também propostos iniciadores
que localizam as sequéncias genémicas responsaveis por codificar as proteinas de
membrana OmpA e OmpB, que estdo mais sujeitas a mutacdes persistentes do
genoma por serem antigenos imunoexpostos, representando uma ferramenta para
classificagéo e filogenia das diferentes espécies (REGNERY et al., 1991; EREMEEVA
et al., 1994).

Baseando-se em andlise de PCR-RFLP do gene que codifica a proteina OmpA,
foi realizada por Regnery e cols. (1991) a diferenciacao de nove espécies de riquétsias
do GFM estudadas. Posteriormente, Eremeeva e cols. (1994), conseguiram a
diferenciacédo de 36 cepas deste grupo, por uma combinagdo dessa abordagem com

um método baseado em andlise de PCR-RFLP do gene para a proteina OmpB.

No Brasil, a investigacdo molecular de riquétsias tem sido realizada através da
amplificacdo por PCR e sequenciamento de fragmentos de DNA dos genes para as
proteinas 17kDa, citrato sintase e OmpA, bem como por andlise de PCR/RFLP,
permitindo avancos significativos no conhecimento das rigquetioses neste pais,
incluindo a caracterizagdo molecular de algumas espécies, principalmente nos estados
de Minas Gerais, como a deteccéo da R. felis em pulgas Ctenocephalides (OLIVEIRA
et al., 2002; CARDOSO, 2004) e de Sdo Paulo (HORTA, 2002; NASCIMENTO, 2003;
PINTER, 2003; SANTOS, 2003; LABRUNA et al., 2004b; HORTA et al., 2006; PINTER
& LABRUNA, 2006; SILVEIRA et al., 2007) e em carrapatos do género Amblyomma
(HORTA, 2002; VIANNA, 2002; GALVAO et al., 2002). O diagnostico por esta
metodologia ja se encontra implementado em alguns nucleos de pesquisa, auxiliando
na resolucdo dos casos ndo solucionados por métodos laboratoriais convencionais
(NASCIMENTO & SCHUMAKER, 2004).



De acordo com Labruna e cols. (2004) o baixo numero de espécies de
riquétsias relatadas é um resultado de poucos estudos e, certamente aumentard
guanto mais areas forem investigadas. Além disso, pouco se sabe sobre a dinamica
da infeccdo por diferentes espécies de rickettsias em uma mesma populagdo de
carrapatos e, estudos neste campo poderiam ajudar a resolver questdes, tais como, 0
porqué de algumas areas consideradas endémicas para febre maculosa passarem por
um longo periodo sem a ocorréncia de novos casos humanos, assim como a
distribuicdo da doenca em relacdo a distribuicdo geogréfica da populacdo do vetor
(LABRUNA, 2004). Ainda, duvidas quanto ao papel de animais silvestres e de
determinadas espécies de carrapatos na circulagédo de rickettsias GFM precisam ser
esclarecidas (NASCIMENTO & SCHUMAKER, 2004).

Diante disto, como ressalta (NASCIMENTO & SCHUMAKER, 2004), maiores
investimentos em estudos, de campo e laboratoriais, visando um melhor entendimento
sobre as riquetsioses, precisam ser realizados, visando permitir o planejamento e a
implantacdo de medidas de prevencédo e controle destas enfermidades em diferentes

ecossistemas e biomas terrestres.



IT1-OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia da Febre Maculosa Brasileira e outras riquetsioses em
regides endémicas com diferentes caracteristicas epidemioldgicas: Santa Cruz do
Escalvado e Pingo D"Agua, Estado de Minas Gerais, bem como o papel de animais
silvestres, sinantropicos e ectoparasitas no ciclo de desenvolvimento destes agravos
de saude.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Identificar espécies de animais silvestres e sinantrépicos de ocorréncia nas areas de
estudo
2- Identificar artrépodes ectoparasitas de ocorréncia nos animais silvestres, domésticos e

sinantrépicos das areas em estudo



Investigar pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta com o uso de antigenos
especificos, a presenca de anticorpos anti-Rickettsia rickettsii, anti-Rickettsia felis,
anti-Rickettsia parkeri, anti-Rickettsia bellii, anti-Rickettsia amblyommii e anti-

Rickettsia rhipicephali em soros obtidos de roedores, gambas, cdes e eqlinos;

Investigar a ocorréncia de bactérias do género Rickettsia em artropodes vetores
(pulgas e carrapatos), em tecidos de roedores, em swabs anal e sangue de gambads, por
meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com o uso de oligonucleotideos

especificos;

Caracterizar riquétsias encontradas nos ectparasitas e seus hospedeiros, através de

técnica de sequencimamento e analise filogenotipica das amostras de DNA,;

Caracterizar os municipios de estudo quanto a ocorréncia de riquetsioses do Grupo

das Febres Maculosas.



IV- METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado nos municipios de Santa Cruz do Escalvado e Pingo D

’Agua, estado de Minas Gerais.

4.1- CARACTERISTICAS GEOGRAFICAS DE SANTA CRUZ DO E SCALVADO

O municipio de Santa Cruz do Escalvado localiza-se na Zona da Mata,
pertencente a Bacia Hidrografica do Vale do Piranga, nascente do Rio Doce, estado
de Minas Gerais, distante 205km de Belo Horizonte, como observado na figura 1.
Apresenta uma area total de 258.34km?, com 87 localidades e populac&o estimada em
5.321 habitantes, sendo que 80% dos mesmos vivem na zona rural dedicados
principalmente as atividades agropecuédrias (IBGE, 2009). Destas atividades
destacam-se, o cultivo de cana-de-acUcar, a criacdo de gado bovino e a producao de
leite, além dos cultivos de milho, feijdo, arroz, café e a fruticultura, em grande parte
caracterizada como agricultura de subsisténcia. Com o apoio do Programa Nacional
de Agricultura Familiar (PRONAF), desenvolvem-se, ainda, a producdo de laticinios,

rapaduras e de cachaca.
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Figura 1: Municipio de Santa Cruz do Escalvado (a: Localizacdo geogréafica onde esta situado o municipio; b: Praca central da
cidade)

A sede encontra-se a 20°13'36” de latitude sul e 4 249°24” de longitude oeste,
na altitude de 412m (IBGE, 2008). As habitac6es rurais séo tipicas do interior mineiro,
com construgbes de casas a “pau-a-pique” e paibdis (Figura 2), favorecendo o
desenvolvimento de diversos vetores precursores de doencas e possiveis

reservatorios das mesmas.



Figura 2: Tipicas habitag6es rurais no municipio de Santa Cruz do Escalvado

O municipio de Santa Cruz do Escalvado estd inserido em uma regido que se
caracteriza por uma topografia predominantemente montanhosa e ondulada, sendo que o
acidente topografico mais importante do municipio, responsavel pelo seu préprio nome é a

Pedra do Escalvado.

Por estar inserido na regido da Zona da Mata, o municipio possui uma vegetacgado
acometida por uma devastacdo generalizada, possuindo pequenas manchas de matas
residuais, sendo todo ele secundario o que pode ser comprovado observando as copas de

embaubas brancas que sdo caracteristicas de regides de desmatamento.

O municipio é banhado pelas aguas do Rio Doce desde a localidade chamada Tabodo
até a divisa com o Municipio de Rio Casca e da localidade de S3o Sebastido de Soberbo até a

divisa com o municipio de Ponte Nova, sendo o restante banhado por pequenos cérregos.

Entre os municipios de Rio Doce e Santa Cruz do Escalvado, localiza-se a
Usina Hidrelétrica do Candonga (Risoleta Neves) (Figura 3). O empreendimento foi
construido em parceria entre a Companhia Vale do Rio Doce e Alcan Aluminio do
Brasil. Para a realiza¢@o da construcdo dessa Usina, a localidade de S&o Sebastido do
Soberbo, pertencente & Santa Cruz do Escalvado, foi inundada pelas &guas da

barragem que ali se formou. A &rea inundada pelo reservatério da usina é equivalente



a 2.830km? no territério dos dois municipios. Todas as 120 familias, que compunham a
comunidade de S&o Sebastido do Soberbo foram transferidas das areas que
tradicionalmente residiam, para ceder lugar ao lago da hidrelétrica, se mudando para
um nucleo urbano, completamente novo e dotado de infraestrutura basica essencial,
incluindo escola, igrejas, posto de saude, vias asfaltadas, tratamento de agua, esgoto
e luz elétrica dentre outras facilidades. Esta comunidade construida pelo consércio foi
batizada de Nova Soberbo. A paisagem apOs a implantagdo da barragem foi
totalmente modificada.

Figura 3: Usina hidrelétrica de Candonga (a: lago da usina; b: barragem da usina hidrelétrica de

Candonga; Fonte: Construtora OAS)

Apesar de o municipio apresentar casos de doencas como dengue e chagas,
atualmente a leishmaniose tegumentar é a zoonose de maior preocupacdo, sendo
notificados sete casos em 2005 e 14 em 2006. Além dessas enfermidades, Santa Cruz
do Escalvado foi considerada area endémica para FMB no final da década de 80,
mantendo-se como foco silencioso ha 29 anos. Levando em conta os resultados sobre
a endemicidade da FMB obtidos nesse municipio (Lemos, 1991; Pena et al, 2009),
optou-se por selecionar areas diferentes das abordadas por Pena e cols. (2009). Por
esse motivo foram escolhidas areas aleatérias dentro e distante da cidade a fim de
estarmos coletando animais domésticos e silvestres com o objetivo principal de
estudar o comportamento da FMB e outras riquetsioses em area de baixa

endemicidade.

4.2- CARACTERISTICAS GEOGRAFICAS DE PINGO D’ AGUA



O municipio de Pingo D"Agua é relativamente novo, tendo sido emancipado do
municipio de Cérrego Novo em 21 de dezembro de 1995, através da lei Estadual N°.
12030. Seus municipios limitrofes sdo Corrego Novo, Dionisio, Marliéria e Bom Jesus
do Galho. Possuindo uma &area de 66,85 Km?, esta localizado na micro-regido da
Vertente do Carapar6 no Leste Mineiro, entre os municipios de Caratinga e Timéteo,
distante de Belo Horizonte 250 Km (Figura 4). A sede do municipio situa-se a 350
metros de altitude. O municipio integra a area de entorno do Parque Estadual do Rio
Doce, criado em 1944. A populacdo total do municipio € de 4.016 habitantes, sendo

gue mais de 90% se encontram na zona urbana.
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Figura 4: Municipio de Pingo D"Agua (A: localizagéo geogréfica)

A base econémica do municipio sustenta-se em pequenas areas de agricultura
e agropecuaria, sendo a maior parte do territério do municipio ocupada por florestas

de eucalipto das empresas Acesita e Cenibra Florestal.

Dentre as principais culturas do municipio podemos citar o plantio de arroz,
milho, feijdo em pequenas areas de arrendamento cedidas pelas empresas e por

pequenos produtores. A cultura em maior escala é a do quiabo.

O clima predominante na regido € o tropical, com duas esta¢des bem definidas,

ou seja, inverno ameno e seco, e verao com temperaturas altissimas e chuvoso.

A cobertura vegetal no municipio em &reas nativas é caracteristico do bioma

Mata Atlantica com arvores de grande porte e espécies variadas, em pequenas



reservas nao totalmente preservadas. A cobertura vegetal predominante é a de

reflorestamento de eucalipto (Figuras 5).

Figura 5: Foto parcial da cidade e caracteristicas do municipio de Pingo D’ Agua, estado de

Minas Gerais.

O municipio de Pingo D’ Agua foi escolhido para tal estudo devido a um caso
de febre maculosa ocorrido neste municipio no ano de 2003. Este caso foi notificado
pela Diretéria de AcbBes Descentralizada de Saude (DADS) de Coronel Fabriciano.
Sendo assim toda a coleta de sangue e ectoparasitas dos animais desta regido,
seguiu o tracado desse caso relatado conforme relatado pela vitima acometida com tal
patologia, desde sua casa até o seu trabalho. Merece citagdo o fato do individuo
acometido utiliza-se de cavalos como meio de transporte para chegar até seu local de
trabalho, com 0 mesmo sendo mantido preso proximo a sua habitacdo durante a noite.

4.3- CAPTURAS DE ANIMAIS



Para a captura de gambas de vida livre foram tomadas algumas precaucoes.
Devido &s caracteristicas ambientais, como as variacfes climaticas, e as relacfes dos
gambas com estas, além das préprias peculiaridades do animal como comportamento
e reproducédo. Foi estipulado que as capturas de roedores e gambas ocorreriam em
Pingo D’ Agua entre julho de 2005 a maio de 2006, e em Santa Cruz do Escalvado
foram entre os meses de junho de 2006 a dezembro de 2007, sendo obedecida uma
frequéncia trimestral. As armadilhas foram montadas no periodo vespertino e
verificadas no periodo matutino por dois dias consecutivos tanto para captura de
gambds quanto para captura de roedores.

Juntamente com a ajuda de profissionais cedidas pela Fundacdo Nacional de
Saude (FUNASA), regional Caratinga; as armadilhas de arame do tipo live-trap, com
dimensdes de 20x20x40cm para captura de gambas e roedores foram montadas em
locais préximos as habitacdes, incluindo garagens, galpdes de estoques de alimentos,
plantagBes de milho, bambuzais, depositos de lixo e préximos ao peridomicilio (Figura
6). As armadilhas de gambas eram lavadas ap0s a captura dos animais, de modo a
eliminar os odores naturais deixado por alguns destes mamiferos, conforme
recomendac&o de outros autores (LINARDI & GUIMARAES, 2000).

Figura 6: Armadilha de arame do tipo live-trap utilizado na captura de gambas. Area proxmé ao
domicilio onde eram instaladas as armadilhas.

Para atuacdo dos gambés utilizou-se banana com pasta de amendoim, e
fermentado de cana de accucar. Apds as capturas, os animais foram anestesiados,
identificados por sexo e fotografados para uma posterior identificacdo no laboratoério de
Zoologia dos Vertebrados da Universidade Federal de Ouro Preto. Para o critério da
identificacdo foi avaliada a regido da captura do animal, devido ao regionalismo da
espécie, e as caracteristicas morfologicas. Apds a captura dos gambas, procedeu-se a

sedacdo dos mesmos com quetamina (Vetaset, Quetamina 50, Vetanarcol). Em



seguida, realizou-se a colheita de sangue por via intracardiaca ou intracaudal
conforme a viabilidade destes. Uma vez colhido o sangue, foi feita a passagem de
uma haste com algod&o na regido anal, afim de obtermos swab anal destes animais
(Figura 7). Cada animal foi minuciosamente examinado para a coleta dos
ectoparasitas. Os gambas foram marcados através de perfuracdo auricular (2mm),
para que pudessem ser identificados no caso de serem novamente capturados. Apos
os procedimentos, os animais foram liberados no mesmo local onde foram

encontrados, apos verifica-se o retorno completo do estado de anestesia do animal.
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Figura 7: Coleta de swab anal e sangue por puncao cardiaca

A manipulacéo dos roedores apos sua captura foi realizada em total com o uso
de equipamentos de protecdo individual, visando atender as exigéncias de
biosseguranca. Esses roedores foram anestesiado com doses excessiva de
anestesio, sendo apoés este procedimento, submetido a coleta de amostras de sangue
através de puncéo intra-cardiaca e visceras-figado e baco (Figura 8), para posterior
verificacdo da presenca de riquétsias através de PCR em tecidos, bem como

verificados quanto a presenca de ectoparasitas por meio da técnica de escovacao.
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Figura 8: Coleta de sangue e tecidos dos roedores

Os caes e equinos foram abordados, identificados por sexo e local de origem
da mesma forma nos dois municipios estudados, sendo inspecionados quanto a
presenca de carrapatos e pulgas. Em seguida coletou-se cerca de 10 mL de sangue
através de venocentese da veia cefalica em cées e da artéria jugular em equinos para
avaliacao sorolégica como observado na Figura 9.




Figura 9: Coleta de sangue de cées e equinos

Posteriormente, o sangue coletado dos animais, foram centrifugados a
3.000rpm por 10 minutos no préprio local da extragdo, para obtencdo do soro,os quais
foram devidamente identificados e acondicionados para transporte até o Laboratdrio
de Epidemiologia Molecular da UFOP, onde foram armazenados a -20C até a

realizacao dos ensaios soroldgicos.

4.4- COLETA DE ECTOPARASITAS

O cronograma da coleta foi estabelecido nos dois municipios de estudo, de
acordo com a variacdo sazonal dos ectoparasitas (carrapatos), trimestral, a fim de
obtermos amostras de todas as fases parasitarias dos ectoparasitas, sendo 0s
mesmos coletados em fase parasitaria e alguns em fase de vida livre. Os carrapatos e
pulgas foram coletados ativamente pela busca no corpo dos animais presentes no
local, os quais foram examinados quanto a presenca dos mesmos. A coleta foi feita
manualmente, sendo os ectoparasitas acondicionados em recipiente apropriado para
posterior identificacdo. Nos roedores e marsupiais, a coleta foi feita através do método

do penteado(Figura 10).
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Figura 10: Coleta de ectoparasnas através do processo de escovagao em gambas e roedores.

Posteriormente, os artropodes foram transportados para o Laboratério de
Parasitologia e Epidemiologia Molecular da Universidade Federal de Vicosa (UFV),
sob a orientacdo do Prof. Dr. Claudio Mafra, onde foram taxonomicamente
identificados de acordo com a chave dicotbmica e pictéria descrita por Aragdo &
Fonseca (1961); Linardi & Guimaraes (2001). Em seguida, foram separados segundo
género, espécie, sexo e estagio de desenvolvimento, agrupados em lotes de 1 a 5
individuos de acordo com o hospedeiro. Esses pools de ectoparasitos foram
armazenados a -20°C até a extracdo de DNA.

4.5 - EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA dos ectoparasitos foi realizada de acordo com o protocolo
descrito por Billings e colaboradores (1998). Cada pool de ectoparasitas foi lavado
com etanol 70% em quantidade suficiente para cobrir os ectoparasitos durante 15
minutos. Em seguida, foram lavados em tampéo fosfato (PBS pH 7,2) por 5 minutos
(duas vezes). Foram adicionados 200 pL do tampéo fosfato para maceracdo dos
vetores, os quais foram triturados com auxilio de uma ponteira de polietileno. No
mesmo tubo foram acrescentados SDS 10% v/v e Proteinase K (20mg/mL) para uma
concentracao final de 1% e, em seguida, incubados em banho-maria a 55°C overnigth.
A amostra digerida, acrescentou-se 200 pL de fenol:cloroférmio (1:1), submetendo-a a

centrifugacao (12000 x g, 2 minutos). A fase aquosa foi retirada e o sobrenadante



transferido para um tubo novo. Esse procedimento foi repetido 6 vezes. Ao sedimento,
foram adicionados 200 pL de cloroférmio, seguido de uma nova centrifugacdo. O
sobrenadante foi novamente transferido para um tubo estéril, sendo acrescido 40 pL
de NaCl 2,5M, 200 uL de cloroférmio e dois volumes de etanol 100% gelado. Os tubos
foram armazenados a -20°C overnight. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
a 12000 x g sob temperatura de 4°C por 15 minutos. Ao sedimento restante, foram
adicionados 300 pL de etanol 70% e novamente centrifugados a 13000 rpm sob
temperatura de 4°C por 15 minutos, para ressuspender o DNA previamente
precipitado. Por fim, o sobrenadante foi descartado e o precipitado resuspendido em
100 uL de agua estéril, destilada e deionizada e posteriormente, armazenados a -4°C.
Desse material foram retirados 20 pL para quantificacdo em espectofotdmetro (260

nm), sendo todas as amostras ajustadas para concentracdo de 50 ng/pL.

A extracdo de DNA de tecidos (figado e bago) de roedores foi adaptada de

acordo com o protocolo descrito por Sambrook e colaboradores (1989).

Fragmentos de tecidos armazenados em etanol foram triturados com a ajuda
de um bisturi estéril. Em seguida, foram transferidos aproximadamente 50 mg para um
tubo novo. Foram adicionados 500 pl de tampéao de lavagem (100mM Tris-HCI, pH 8,0;
100mM EDTA, pH 8,0) e posterior centrifugacdo (12000g; 10 minutos). O
sobrenadante foi descartado e, ao precipitado foram adicionados 500 ul do tampéo de
digestdo (10mM Tris-HCI, pH 8,0; 40 mM EDTA, pH 8,0) acrescido de 12,5 pul de
Proteinase K (20mg/ml) e em seguida, incubados em banho-maria a 55°C overnigth.
Posteriormente, o DNA foi purificado com uma extracéo de fenol-Tris (pH 8,0) seguida
de duas extrag6es de fenol:cloroférmio (1:1). Para a precipitacdo do DNA utilizou-se
acetato de amoénia (200 mM) e alcool isopropilico na propor¢édo de 1:1 permanecendo
incubado a -20°C overnigth. Em seguida, o DNA foi lavado com 100 pul de etanol (70%)
e ressuspendido em 100 pl de dgua deionizada estéril, sendo em seguida armazenado
a -20°C, para posterior quantificacdo. Desse material também foram retirados 20 uL
para quantificacdo em espectofotdmetro (260 nm), sendo todas as amostras ajustadas

para concentracdo de 50 ng/uL.

4.6 - OBTENGAO DO CONTROLE POSITIVO



4.6.1 Cultura de Células Vero e Infec¢do com Ricket tsias

Uma monocamada de células Vero foi obtida por incuba¢do a 37°C, por 24 horas em
estufa de CO,, em frasco contendo meio essencial minimo (IMEM) enriquecido com 10% de
soro bovino fetal e L-glutamina (2 mM). Obtida a monocamada nas condi¢des descritas acima,
a cultura foi infectada com R. parkeri. As células infectadas foram mantidas em estufa, a 32°C
por aproximadamente 5 dias (até comecarem a se desprender da parede da garrafa de
cultura). Assim, no quinto dia pds-infec¢do uma pequena porgdo de células foi retirada para
visualizacdo e controle da infec¢do, sendo as riquétsias visualizadas em microscopio 6tico
através da coloragdo de Gimenez. O DNA foi obtido das células infectadas, utilizando-se o

mesmo protocolo para extracdao de DNA de tecidos.

4.7 - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Cada amostra de DNA extraido foi testada por PCR para a pesquisa de DNA
de Rickettsia spp. através da amplificacdo de um fragmento de 401 pares de bases do
gene citrato sintase (gltA), detectado em todas as espécies de Rickettsia, utilizando-se
um par de oligonucleotideos iniciadores, denominados de CS-62 (GCA AGT ATC GGT
GAG GAT GTA AT) e CS-462 (CTT CCT TAA AAT TCA ATA AAT CAG GAT G)
(LABRUNA, et al. 2004). O gene ompA, presente apenas em rickettsias do grupo da
febre maculosa, foi utilizado para a confirmacédo da infeccdo por Rickettsia spp,
empregando-se oligonucleotideos iniciadores Rr190.70
(ATGGCGAATATTTCTCCAAAA) e Rr.190.602 (AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT) que
amplifica um fragmento de 532 pares de bases, presente apenas em rickettsia do GFM
(REGNERY et al. 1991).

Para cada reacdo, foram utilizados um controle positivo (DNA de Rickettsia
rickettsii) e quatro controles negativos (aAgua) para os genes gItA e ompA. O volume
utilizado para a reacdo de PCR foi de 50 pl por tubo de amostra, sendo 43 pl de mix e
7 p Ide DNA. O mix para a reacdo de PCR foi preparado com 17,7 uyl de agua
ultramente purificada autoclavada, 10 pl de DNTP; 5 pl buffer; 4 pyl de MgCly; 3 pl



primer senso; 3 ul primer anti-senso; 0,3 pl Tag DNA polimerase. Os fragmentos
amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1,5% utilizando 10 yl de produto
de PCR e, posteriormente, corada em brometo de etidio e examinada a

transluminacdo com luz ultravioleta.

4.8 - SEQUENCIAMENTO E ANALISE DAS SEQUENCIAS

Fragmentos de DNA amplificados por PCR foram purificados com o produto
comercial EXOSAP-IT (USB Corporation) e submetidos a reacdes de seqlenciamento
utilizando o iniciador CS-62 e o CS-462, o kit Big Dye Termintor (Perkin Elmer), de
acordo com especificacbes do fabricante, em sequenciador automatico ABlI PRISM

310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer).

As sequéncias obtidas, apés a remocdo das ambigilidades e incertezas, foram
comparadas quanto a homologia com sequéncias de nucleotideos depositados no
GeneBank, o programa BLASTn. Apresentamos neste trabalho os resultados dos

alinhamentos cujo Evalue foi igual a 0,00.

4.9 - AVALIACAO SOROLOGICA

A avaliacdo soroldgica foi realizada em parceria com a Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP), no Laboratorio de
Doencas Parasitarias (LDP), sob a orientacdo do Prof. Dr. Marcelo Bahia Labruna. As
amostras de soros dos animais foram testadas inicialmente para R. rickettsii, porém s6
as amostras positivas para esse antigeno foram testadas para outros tipos de

antigenos.



4.9.1 Producéo de Laminas de Antigeno

Para a confecgdo das laminas contendo antigeno especifico de R. rickettsii, R.
parkeri, R. amblyomma, R. felis, R. belli e R. rhipicephali, foi adotado procedimento

conforme descrito a seguir.

Resumidamente as laminas foram incubadas em acetona por 15 minutos
dentro do fluxo laminar devido a toxidade. ApGs a secagem das mesmas, realizou-se a
limpeza com etanol absoluto e distribuicdo delas sobre a superficie do fluxo. Em
seguida colocou-se em cada poco da lamina, com assisténcia de uma haste flexivel a
solugdo de poli-L-lisina (Sigma-Aldrich Co., EUA). Mantiveram-se as laminas

distribuidas sobre a superficie para uma nova secagem e aplicacdo do antigeno.

O antigeno foi produzido, a partir de infeccdo com a taxa de 90 a 100% feita
em cultivo celular por Rickettsia. O grau de infeccao foi verificado com o microscopio
Optico, pela coloracédo de Gimenez (1964). Procedeu-se entdo a raspagem das células
juntamente com o meio, com auxilio de um raspador plastico descartavel. O contetdo
das garrafas foi colocado em tubo tipo Falcon de 50ml, sendo realizado centrifugacao
em centrifuga refrigerada com uma Fc de 1832,76N, por 5 minutos e 4C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 16mL de PBS,
contendo 10% de soro de bezerro bovino e 0,01% de azida sddica. Ap6és uma nova
centrifugacdo com as mesmas condi¢cdes, o sobrenadante foi descartado em uma

nova ressuspencéo realizada com 16mL de PBS.

Com ajuda de um micro-pipetador multicanal, colocou-se 10yl dessa
suspensdo em cada poco da lamina, visando atingir aproximadamente 10.000 células
por poco. As laminas permaneceram dentro do fluxo até a secagem total. Depois,
foram submersas em acetona por 10 minutos para fixacdo do material, secadas e

armazenadas a -70°C.

4.9.2 Reacao de Fluorescéncia Indireta



Aliguotas de soro diluido 1:64 de cées, equinos, roedores e gambas diluidas
em tampao fosfato (PBS pH 7,4) foram depositadas sobre laminas contendo antigeno
especifico de R. rickettsii, R. parkeri, R. felis, R. amblyommii, R. bellii e R. rhipicephali
e incubadas a 37°C por 30 minutos em camara Umida. A cada lamina foi adicionado o
conjugado total Fluorine H (Biolab, Brasil) anti-cdo, anti-equino, anti-gamba e anti-
ratos, marcados com isotiocianato de fluoresceina pela Reacao de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI). Os soros foram testado na diluicdo de 1:64, sendo este o ponto de
corte utilizado (DUMLER & WALKER, 1994).

Em seguida, as laminas foram lavadas duas vezes em tampao de lavagem
(PBS + Triton 100x a 0,1%) por 15 minutos e secas a temperatura ambiente. A
diluicdo do conjugado foi especifica para cada animal, sendo para os caes de 1:400,
equinos 1:800, gambéas 1:400 e roedores 1:200; em seguida foram adicionados 15l
em cada poco da lamina. Sendo que o conjugado utilizado para caes, equinos e
roedores (anti-rattus), Sigma, EVA) e conjugado anti-Didelphis spp (Centro de Controle
de Zoonoses/SP). Uma nova incubacdo foi realizada nas mesmas condicBes
anteriores (37<C por 30 minutos) sendo em seguida f eita a lavagem com tampéao de
lavagem acrescido de Azul de Evans (0,1%). As laminas foram secas em camara
escura. Antes de fazer a leitura e a interpretacdo das reacbes em microscépio de
fluorescéncia epifluorescente, foram adicionadas de 2 a 3 gotas de glicerina
tamponada sobre cada lamina, cobrindo-a com laminula. Foram considerados
positivos os titulos iguais ou superiores a 1:64. A leitura foi realizada em microscopio
epifluorescente no referido laboratério. Os protocolos utilizados seguiram as

recomendacdes de Walker e cols. (1992).



V- RESULTADOS

5.1- CAPTURA DE ANIMAIS E COLETA DE DADOS

Foram realizadas 10 visitas em intervalos trimestrais ao municipio de Santa

Cruz do Escalvado, entre 28 de setembro de 2005 e 11 de dezembro de 2007, para



captura de gambas. Com a captura variando entre um a oito animais por coleta, o
numero total de gambas capturados foi de 38, sendo 23 machos e 15 fémeas. Todos
os gambas foram identificados como sendo da espécie Didelphis aurita (Tabela 1).

Tabela 1- Dados da captura de gambas com relacdo a data da coleta, espécie encontrada e
sexo no municipio de Santa Cruz do Escalvado, estado de Minas Gerais.

IDENTIFICACAO DATA DA CAPTURA ESPECIE SEXO
Gl 28/9/2005 Didelphis aurita Macho
G2 30/11/2005 Didelphis aurita Fémea
G3 30/11/2005 Didelphis aurita Macho
G4 30/11/2005 Didelphis aurita Macho
G5 30/11/2005 Didelphis aurita Macho
G6 8/3/2006 Didelphis aurita Fémea
G7 8/3/2006 Didelphis aurita Fémea
G8 8/3/2006 Didelphis aurita Macho
G9 1/6/2006 Didelphis aurita Macho
G10 20/9/2006 Didelphis aurita Macho
Gl1 20/9/2006 Didelphis aurita Fémea
G12 20/9/2006 Didelphis aurita Fémea
G13 20/9/2006 Didelphis aurita Macho
G14 20/9/2006 Didelphis aurita Macho
G15 7/12/2006 Didelphis aurita Macho
G16 7/12/2006 Didelphis aurita Macho
G17 7112/2006 Didelphis aurita Fémea

G18 7112/2006 Didelphis aurita Macho
G19 7112/2006 Didelphis aurita Fémea
G20 7/12/2006 Didelphis aurita Macho
G21 8/3/2007 Didelphis aurita Macho
G22 8/3/2007 Didelphis aurita Fémea
G23 8/3/2007 Didelphis aurita Fémea
G24 8/3/2007 Didelphis aurita Macho
G25 5/7/2007 Didelphis aurita Macho
G26 5/7/2007 Didelphis aurita Fémea
G27 5/7/2007 Didelphis aurita Macho
G28 5/7/2007 Didelphis aurita Fémea
G29 11/9/2007 Didelphis aurita Macho
G30 11/9/2007 Didelphis aurita Macho
G31 10/12/2007 Didelphis aurita Macho
G32 10/12/2007 Didelphis aurita Fémea
G33 10/12/2007 Didelphis aurita Fémea
G34 10/12/2007 Didelphis aurita Fémea




G35 10/12/2007 Didelphis aurita Macho
G36 10/12/2007 Didelphis aurita Macho
G37 10/12/2007 Didelphis aurita Macho
G38 10/12/2007 Didelphis aurita Fémea

O numero de gambas capturados em cada coleta teve uma variacdo
significativa, como observado no Grafico 1, devido provavelmente a estrutura
populacional destes animais ao longo do ano, decorrente das condicbes ambientais e
caracteristicas dos individuos. Os meses em que houve uma maior captura de gambas
foi dezembro de 2006 e dezembro de 2007, com um total de 13 animais capturados,
sendo os meses com menor captura de gambas foram setembro de 2005 e junho de

2006, com um total de apenas dois animais capturados.
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Gréfico 1: Distribuicdo do numero de gambas capturados em cada atividade de coleta entre os
meses de setembro de 2005 a dezembro de 2007 no municipio de Santa Cruz do Escalvado,
estado de Minas Gerais.

A partir de agosto de 2006 a dezembro de 2007, incluiu-se a captura de
roedores, cdes e equinos. Esses procedimentos foram realizados com o apoio de
servidores da Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA), Diretoria Regional de
Caratinga. Nestas visitas foram capturados ao todo 62 roedores, os quais foram
identificados como Nectomys squamipes (23), Oryzomis subflavus (2), Rattus rattus
(32) e Akodon sp (5) (Tabela 2), além da coleta de soro e ectoparasitas de 66

equinos e 67 caes.

Tabela 2- Dados da captura de roedores com relacédo a data da coleta, espécie encontrada,
local de coleta e sexo no municipio de Santa Cruz do Escalvado, estado de Minas Gerais.

IDENTIFICAGAO DATA SEXO ESPECIE LOCAL




R1 1/6/2006 Macho Rattus rattus Capim
R2 1/6/2006 Fémea Rattus rattus Capim
R3 1/6/2006 Macho Rattus rattus Capim
R4 1/6/2006 Fémea Rattus rattus Capim
R5 1/6/2006 Fémea Akodon sp. Capim
R6 1/6/2006 Macho Nectoys squamipes Brejo
R7 1/6/2006 Macho Nectoys squamipes Brejo
R8 1/6/2006 Macho Nectoys squamipes Brejo
R9 1/6/2006 Fémea Nectoys squamipes Brejo
R10 1/6/2006 Fémea Nectoys squamipes Brejo
R11 20/9/2006 Fémea Rattus rattus Paiol
R12 20/9/2006 Fémea Rattus rattus Paiol
R13 20/9/2006 Macho Rattus rattus Paiol
R14 20/9/2006 Macho Oryzomys subflavus Capim
R15 20/9/2006 Macho Nectoys squamipes Brejo
R16 20/9/2006 Macho Akodon sp. Capim
R17 20/9/2006 Fémea Akodon sp. Capim
R18 20/9/2006 Macho Akodon sp. Capim
R19 20/9/2006 Fémea Akodon sp. Capim
R20 20/9/2006 Macho Nectoys squamipes Brejo
R21 20/9/2006 Macho Oryzomys subflavus Capim
R22 20/9/2006 Fémea Akodon sp. Capim
R23 7/12/2006 Fémea Rattus rattus Capim
R24 7/12/2006 Macho Rattus rattus Capim
R25 7/12/2006 Fémea Rattus rattus Capim
R26 7112/2006 Macho Nectoys squamipes Capim
R27 7112/2006 Fémea Nectoys squamipes Brejo
R28 7112/2006 Fémea Nectoys squamipes Brejo
R29 8/3/2007 Macho Rattus rattus Paiol
R30 8/3/2007 Fémea Rattus rattus Paiol
R31 8/3/2007 Macho Rattus rattus Paiol
R32 8/3/2007 Fémea Rattus rattus Paiol
R33 8/3/2007 Macho Nectoys squamipes Brejo
R34 8/3/2007 Macho Nectoys squamipes Brejo
R35 8/3/2007 Macho Nectoys squamipes Brejo
R36 8/3/2007 Fémea Nectoys squamipes Brejo
R37 8/3/2007 Fémea Nectoys squamipes Brejo
R38 8/3/2007 Fémea Nectoys squamipes Brejo
R39 8/3/2007 Fémea Nectoys squamipes Brejo
R40 5/7/2007 Macho Rattus rattus Paiol




R41 5/7/2007 Fémea Rattus rattus Paiol
R42 5/7/2007 Fémea Rattus rattus Paiol
R43 5/7/2007 Fémea Rattus rattus Paiol
R44 5/7/2007 Macho Rattus rattus Capim
R45 5/7/2007 Fémea Rattus rattus Capim
R46 5/7/2007 Fémea Rattus rattus Capim
R47 5/7/2007 Fémea Rattus rattus Capim
R48 5/7/2007 Macho Nectoys squamipes Brejo
R49 5/7/2007 Macho Nectoys squamipes Brejo
R50 5/7/2007 Fémea Nectoys squamipes Brejo
R51 12/9/2007 Macho Rattus rattus Paiol
R52 12/9/2007 Fémea Rattus rattus Capim
R53 12/9/2007 Macho Rattus rattus Paiol
R54 12/9/2007 Fémea Nectoys squamipes Brejo
R55 10/12/2007 Macho Nectoys squamipes Brejo
R56 10/12/2007 Macho Nectoys squamipes Brejo
R57 10/12/2007 Macho Nectoys squamipes Brejo
R58 10/12/2007 Fémea Rattus rattus Capim
R59 10/12/2007 Macho Rattus rattus Capim
R60 10/12/2007 Macho Rattus rattus Capim
R61 10/12/2007 Macho Rattus rattus Capim
R62 10/12/2007 Fémea Rattus rattus Paiol
R63 10/12/2007 Macho Rattus rattus Paiol
R64 10/12/2007 Macho Rattus rattus Paiol
R65 10/12/2007 Macho Rattus rattus Paiol

Com relagdo ao municipio de Pingo D*Agua foram realizadas visitas trimestrais
entre os meses de julho de 2005 a maio de 2006, sendo capturados 112 mamiferos
entre eqlinos, roedores e caes, incluindo animais silvestres e sinantrépicos. Dentre 0s
animais capturados, 46 eram roedores, sendo 31 da espécie Rattus rattus, 7
Oryzomys subflavus, 7 Nectomys squamipes e 1 Bolomys sp. (Tabela 3). De 42
equinos e 24 caes coletaram-se ectoparasitas e sangue total.

Tabela 3: Dados da captura de roedores com relacdo a data da coleta, espécie encontrada,
local de coleta e sexo no municipio de Pingo D’ Agua, estado de Minas Gerais.

DENOMINAGAO DATA SEXO ESPECIE LOCAL
R1 22/7/2005 Fémea Rattus rattus Paiol
R2 22/7/2005 Macho Rattus rattus Paiol
R3 22/7/2005 Fémea Rattus rattus Paiol
R4 22/7/2005 Fémea Rattus rattus Paiol




R5 22/7/2005 Fémea Rattus rattus Paiol
R8 22/7/2005 Macho Rattus rattus Paiol
R9 22/7/2005 Fémea Rattus rattus Paiol
R10 22/7/2005 Macho Rattus rattus Capim
R12 22/7/2005 Fémea Oryzomys subflavus Capim
R13 22/7/2005 Macho Oryzomys subflavus Capim
R14 22/7/2005 Fémea Oryzomys subflavus Capim
R15 22/7/2005 Macho Oryzomys subflavus Capim
R20 22/7/2005 Macho Bolomys sp. Capim
R24 25/10/2005 Fémea Rattus rattus Paiol
R25 25/10/2005 Fémea Rattus rattus Paiol
R27 25/10/2005 Macho Rattus rattus Paiol
R28 25/10/2005 Macho Rattus rattus Paiol
R29 25/10/2005 Macho Rattus rattus Paiol
R30 25/10/2005 Fémea Rattus rattus Paiol
R31 25/10/2005 Fémea Rattus rattus Paiol
R32 25/10/2005 Fémea Oryzomys subflavus Capim
R33 25/10/2005 Macho Oryzomys subflavus Capim
R34 25/10/2005 Fémea Oryzomys subflavus Capim
R35 25/10/2005 Macho Nectoys squamipes Brejo
R36 25/10/2005 Macho Nectoys squamipes Brejo
R37 25/10/2005 Fémea Nectoys squamipes Brejo
R38 25/10/2005 Macho Nectoys squamipes Brejo
R39 25/10/2005 Fémea Nectoys squamipes Brejo
R40 25/10/2005 Macho Nectoys squamipes Brejo
R41 25/10/2005 Fémea Nectoys squamipes Brejo
R42 31/1/2006 Macho Rattus rattus Paiol
R43 31/1/2006 Fémea Rattus rattus Paiol
R44 31/1/2006 Macho Rattus rattus Paiol
R45 31/1/2006 Macho Rattus rattus Paiol
R46 3/5/2006 Macho Rattus rattus Paiol
R47 3/5/2006 Fémea Rattus rattus Paiol
R48 3/5/2006 Fémea Rattus rattus Paiol
R49 3/5/2006 Macho Rattus rattus Paiol
R50 3/5/2006 Macho Rattus rattus Paiol
R51 3/5/2006 Macho Rattus rattus Paiol
R52 3/5/2006 Macho Rattus rattus Paiol
R53 3/5/2006 Fémea Rattus rattus Paiol
R54 3/5/2006 Fémea Rattus rattus Paiol
R57 3/5/2006 Fémea Rattus rattus Paiol




R58 3/5/2006 Macho Rattus rattus Paiol

R60 3/5/2006 Macho Rattus rattus Paiol

A identificag@o taxonémica dos carrapatos e pulgas coletadas dos animais do
municipio de Santa Cruz do Escalvado foi realizada segundo chaves taxondmicas
descritas por Aragdo & Fonseca (1961) e Linardi & Guimardes (2001),
respectivamente. Assim identificaram-se carrapatos Amblyomma cajennense (97),
Rhipicephalus sanguineus (55), Rhipicephalus Boophilus microplus (180), Anocenter
nitens (11), Amblyomma braziliensis (1), Amblyomma ovari (2), e pulgas
Ctenocefalides canis (209), Ctenocefalides felis (45), Xenopsylla cheops (8) e
Rhopalopsyllus sp. (38) parasitando cées, equinos, roedores e gambas (Tabela 4).

Tabela 4- Identificacdo dos ectoparasitas coletados de animais domésticos, silvestres e
sinantrépicos no municipio de Santa Cruz do Escalvado, estado de Minas Gerais no periodo de
julho de 2005 a dezembro de 2007.

ESTADIO EVOLUTIVO
ESPECIE ORIGEM NINFA ADULTO TOTAL
FEMEA MACHO
Amblyomma braziliensis Cées 0 1 0 1
Amblyomma cajennense Cées 15 6 2 23
Equinos 22 15 8 45
Gambas 27 0 0 28
Roedores 1 0 0 1
Anocenter nitens Equinos 1 10 0 11
Amblyomma ovari Cées 2 0 0 2
Rhipicephalus Boophilus microplus Cées 0 38 0 38
Equinos 68 73 1 142
Ctenocefalides canis Cées - - 14
Gambéas 195
Ctenocefalides felis Cées - 20
Gambéas 25
Rhipicephalus sanguineus Cées 13 30 8 51
Gambas 4 0 0 4
Rhopslopsyllus sp Gambas 22
Roedores - 16
Xenopsylla cheops Gambas 0 2 3 5




Roedores 0 2 1 3

TOTAL 646

Os carrapatos e pulgas coletadas parasitando cées, eqliinos e roedores no
municipio de Pingo D’ Agua, foram identificados como a seguir: A. cajennense (43), R.
sanguineus (5), R. B. microplus (5), A. braziliensis (5), A. dubitatum (1), pulgas da
espécie C. canis (24), C. felis (34), X. cheops (11), e Pulex irritans (1) (Tabela 5).

Tabela 5- Identificacdo de ectoparasitas coletados de animais domésticos e sinantrépicos no
municipio de Pingo D’ Agua, estado de Minas Gerais entre os meses de julho de 2005 a maio
de 2006.

ESTAGIO EVOLUTIVO
ESPECIE ORIGEM NINFA ADULTO TOTAL
FEMEA MACHO
Amblyomma braziliensis Cées 5 0 0 5
Amblyomma cajennense Cées 4 2 0 6
Equinos 0 27 4 31
Roedores 1 6 1 8
Amblyomma dubitatum Equinos 0 1 0 1
Rhipicephalus Boophilus microplus Cées 2 0 0 2
Equinos 1 2 0
Ctenocefalides canis Cées 24
Ctenocefalides felis Cées - - 26
Roedores 9
Pulex irritans Roedores - - 1
Rhipicephalus sanguineus Cées 4 1 0 5
Xenopsylla cheops Roedores -—- -—- 11
TOTAL 132

5.2- AVALIACAO SOROLOGICA DES ROEDORES NO MUNICIPIO DE S ANTA
CRUZ DO ESCALVADO

Conforme pode ser verificado na Tabela 6, dos 62 soros coletados de roedores
no municipio de Santa Cruz do Escalvado, estado de Minas Gerais, 39 destes se
encontravam positivos pela técnica de RIFI com titulos iguais ou superiores a 1:64
para R.rickettsii, R.parkeri e R.amblyommi, sendo dentre estes maiores os titulos
obtidos para R. rickettsii na espécie R.rattus com relacdo as outras espécies de

riquétsia (R.parkeri e R.amblyommii).



Tabela 6: Resultado sorolégico na RIFI de roedores capturados em Santa Cruz do Escalvado,

estado de Minas Gerais, usando antigenos R. rickettsii, R.parkeri, R.felis, R. amblyommii e R.

rhipicephali.
Titulo Titulo Titulo Titulo Titulo
Identificacéo R.ricketsii R.parkeri R.felis R.amblyommii R. rhipicephali

R1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R2 1:512 1:128 Negativo 1:64 1:128
R3 1:512 1:256 Negativo 1.256 1:128
R4 1:512 1:28 Negativo 1:64 Negativo
R6 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R7 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R8 1:512 1:128 Negativo 1:64 1:64
R9 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R11 1:512 1:256 Negativo 1:128 1:128
R13 1:256 1:128 Negativo 1:64 Negativo
R14 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R15 1:128 1.64 Negativo Negativo Negativo
R16 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R17 1:256 1:128 Negativo 1:64 1:64
R18 1:128 1:64 Negativo Negativo Negativo
R19 1:128 1:64 Negativo Negativo Negativo
R20 1:256 1:256 Negativo 1:64 1:256
R21 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R22 1:512 1:256 Negativo Negativo Negativo
R23 1,512 1:256 Negativo Negativo Negativo
R24 1:1.024 1:512 Negativo 1:256 1:256
R25 1:1.024 1:512 Negativo 1:256 Negativo
R26 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R27 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R28 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R29 1:1.024 1:512 Negativo 1:256 1:256
R30 1:512 1:256 Negativo 1:128 1:128
R31 1;256 1:128 Negativo Negativo 1.64
R32 1:512 1:256 Negativo 1:64 Negativo
R33 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R34 1:256 Negativo Negativo Negativo Negativo
R35 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R36 1:256 1:128 Negativo 1:128 1:64




R37 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R38 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R39 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R40 1:512 1:256 Negativo 1:128 1:128
R41 1:1.024 1:1.024 Negativo 1:512 1:256
R42 1:1.024 1:256 Negativo 1:128 1:128
R43 1:512 1:256 Negativo 1:128 1:128
R44 1:512 1:256 Negativo 1:128 1:128
R45 1:1.024 1:512 Negativo 1:256 1:256
R46 1:1.024 1:512 Negativo 1:512 1:512
R47 1:1.024 1:512 Negativo 1:512 1;512
R48 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R49 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R50 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R51 1:256 1:256 Negativo 1.256 1:128
R52 1:256 1:128 Negativo 1:64 Negativo
R53 1:4.096 1:2048 Negativo 1:2048 1:1024
R54 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R55 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R56 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R57 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R58 1:512 1:128 Negativo 1:128 Negativo
R59 1:1024 1:1024 Negativo 1:512 1:512
R60 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R61 1:1.024 1:512 Negativo 1:256 1:128
R62 1:1.024 1:512 Negativo 1:128 1:64
R63 1:1.024 1.512 Negativo 1:128 1.64
R64 1:512 1:128 Negativo 1:128 1:128
R65 1:64 Negativo Negativo Negativo Negativo
R61 1:1.024 1:512 Negativo 1:256 1:128

A espécie de roedor na qual observou-se uma maior percentagem de positivos
a RIFI foi R. rattus, tendo dentre as 32 amostras testadas, 30 reativas com um titulo
igual ou superior 1:64 para a RIFI usando como antigeno espécie do GFM, totalizando

93,75% das amostras testadas destes roedores (Tabela 7).



Tabela 7- Percentual de amostras reativas para riquétsias do GFM a RIFI, com titulos iguais ou
superiores a 1:64 evidenciando-se pela espécie dos roedores capturados no municipio de
Santa Cruz do Escalvado estado de Minas Gerais.

Espécies de roedores Namero de Numero de roedores Porcentagem de
coletados roedores positivos na roedores positivos a
coletados sorologia para FMB RIFI (%)

R. rattus 32 30 93,75

N. squamipes 23 5 21,74
O. subflavus 2 0 0
Akodon sp 5 4 80

Total 62 39 62,91

5.3- AVALIACAO SOROLOGICA DOS ROEDORES NO MUNICIPIO DE PINGO
D'AGUA

Conforme pode ser verificado na Tabela 8 dos 46 soros de roedores coletados,
39 se encontravam positivos pela técnica de RIFI para R.rickettsii, R.parkeri e
R.amblyommi, sendo que o maior titulo obtido para R. rickettsii na espécie R. rattus foi
1:16.384, 1: 4.096 para R. parkeri e 1:1.024 para R. ambyomii (Tabela 9).

Tabela 8: Percentual de amostras reativas para riquétsias do GFM a RIFI, com titulos iguais ou

superiores a 1:64 evidenciando-se pela espécie dos roedores capturados no municipio de
Pingo D’ Agua estado de Minas Gerais.

Espécies de roedores Numero de Numero de roedores Porcentagem de
coletados roedores positivos na roedores positivos a
coletados sorologia para FMB RIFI (%)
R. rattus 31 26 83,88
N. squamipes 7 6 85,72
O. subflavus 7 6 85,72
Akodon sp 1 1 100
Total 46 39 84,73




Tabela 9- Resultado sorolégico a RIFI de roedores capturados em Santa Cruz do Escalvado,

estado de Minas Gerais, usando antigenos R. rickettsii, R. parkeri,

rhipicephali e R. felis.

R. felis, R. amblyommii, R.

Titulo Titulo Titulo Titulo Titulo Titulo

Identificacéo R.ricketsii R.parkeri R.felis R.amblyommii R. rhipicephali R.belli
R1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R2 1:512 1:256 Negativo 1:64 1:64 Negativo
R3 1:2048 1:512 Negativo 1.512 1.512 Negativo
R4 1:512 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R5 1:512 1:256 Negativo 1:64 Negativo Negativo
R8 1:256 1:128 Negativo 1:64 Negativo Negativo
R9 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R10 1:1024 1:256 Negativo 1:64 Negativo Negativo
R12 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R13 1:4096 1:2048 Negativo 1:1024 1:2048 Negativo
R14 1:256 1:64 Negativo Negativo Negativo Negativo
R15 1:512 1:256 Negativo 1:128 1.512 Negativo

R20 1:4096 1:4096 Negativo 1:4096 1:2048 1:128
R24 1:512 1:256 Negativo 1:128 1:128 Negativo
R25 1:1024 1:512 Negativo 1.512 1.512 Negativo
R27 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R28 1:1024 1:512 Negativo Negativo 1:512 Negativo
R29 1:512 1:256 Negativo 1:128 1:64 Negativo
R30 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R31 1:256 1:128 Negativo Negativo Negativo Negativo
R32 1:128 1:64 Negativo Negativo Negativo Negativo
R33 1:128 1:64 Negativo Negativo Negativo Negativo
R34 1:1024 1:512 Negativo 1:256 1:128 Negativo
R35 1:1024 1:512 Negativo 1.512 1.512 Negativo
R36 1:512 1:512 Negativo 1:128 1:128 Negativo
R37 1:1024 1:512 Negativo 1:128 Negativo Negativo
R38 1:512 1:512 Negativo 1:64 1:256 Negativo
R39 1:1024 1:512 Negativo 1.512 1:256 Negativo
R40 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R41 1:1024 1:256 Negativo 1:256 1:256 Negativo
R42 1:16384 1:4096 Negativo 1:1024 1:1024 Negativo
R43 1:256 1:256 Negativo 1:128 1:128 Negativo
R44 1:512 1:256 Negativo 1:128 1:128 Negativo




R45 1:128 1:64 Negativo Negativo Negativo Negativo
R46 1:16384 1:4096 Negativo 1:1024 1:128 Negativo
R47 1:128 1:64 Negativo Negativo Negativo Negativo
R48 1:512 1:128 Negativo 1:64 Negativo Negativo
R49 1:64 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R50 1:256 1:128 Negativo 1:64 1:64 Negativo
R51 1:512 1:256 Negativo 1:256 1:128 Negativo
R52 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
R53 1:16384 1:4096 Negativo 1:1024 1:2048 Negativo
R54 1:1024 1:512 Negativo 1:256 1:256 1:64

R57 1:128 1:64 Negativo Negativo Negativo Negativo
R58 1:512 1,64 Negativo Negativo Negativo Negativo
R60 1:4096 1:2048 Negativo 1.512 1.512 Negativo

5.4- AVALIACAO SOROLOGICA DOS GAMBAS A ANTIGENOS DE RICKETTSIA

Das 38 amostrasde soros de gambas analisadas, 16 reconheceram antigeno
Rickettsia-especifico, sendo que 42,1% desses animais reconheceram antigenos
contra R. rickettsii. Além resposta contra antigeno de R. rickettsii, também observou-se
resposta contra R. parkeri (15, 39,5%), contra R. amblyommii (7, 18,4%) e R. felis
(1,2,6%). Nao foi encontrado nenhum animal sororeativo a RIFI usando antigenos de
R. belli e R. rhipicephali (tabela 10).

Tabela 10- Resultado sorolégico de gambas capturados no municipio de Santa Cruz do
Escalvado, estado de Minas Gerais, na RIFI usando antigenos R. rickettsii, R. parkeri, R. felis,

R. amblyommii, R. rhipicephali e R. felis.

Titulo Titulo Titulo Titulo Titulo Titulo
Identificacéo R. rickettsii R. parkeri R. amblyommii R. felis R. belli R. rhipicephali
Gl 1:256 1:128 Negativo Negativo | Negativo Negativo
G2 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G3 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G4 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G5 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G6 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo




G7 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G8 1:512 1:128 Negativo Negativo | Negativo Negativo
G9 1:128 1:64 Negativo Negativo | Negativo Negativo
G10 1:128 1:128 Negativo Negativo | Negativo Negativo
G11 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G12 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G13 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G14 1:256 1:256 Negativo Negativo | Negativo Negativo
G15 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G16 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G17 1:256 1:256 1:128 Negativo | Negativo Negativo
G18 1:512 1:512 1.512 Negativo | Negativo Negativo
G19 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G20 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G21 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G22 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G23 1:2048 1:1024 1:1024 1:256 Negativo Negativo
G24 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G25 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G26 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G27 1:512 1:64 Negativo Negativo | Negativo Negativo
G28 1:256 Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G29 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G30 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G31 1:128 1:64 1:64 Negativo | Negativo Negativo
G32 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G33 Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
G34 1:128 1:64 Negativo Negativo | Negativo Negativo
G35 1:512 1:256 1:128 Negativo | Negativo Negativo
G36 1:128 1:64 Negativo Negativo | Negativo Negativo
G37 1:128 1:64 1:64 Negativo | Negativo Negativo
G38 1:128 1:64 1:128 Negativo | Negativo Negativo

O animal com o maior titulo foi o G23, o qual apresentou titulos de 1:2.048
contra antigeno de R. rickettsii, 1:1.024 contra R. parkeri, 1:1.024 contra R.

amblyommii e 256 contra R. felis (Figura 11).



Figura 11- Resultados da RIFI utilizando antigenos de R.rickettsii (A) e R.parkeri (B) do animal
G23, capturado no municipio de Santa Cruz do Escalvado, estado de Minas Gerais, com titulos
de 1:2.048 e 1:1.024, respectivamente.

A sororeatividade contra antigenos de Rickettsia nos gambés seguiu um
padréo, observando-se em todos os animais uma titulagdo maior para R. ricketsii
seguido de R. parkeri, R. ambyommi e R. felis, com excecédo para a amostra G38, na
qual observou-se um maior titulo contra R. amblyommii do que contra R. parkeri
(Gréfico 2). Algumas amostras apresentaram titulacdo semelhante sendo que néo foi
encontrado sororeatividade contra antigeno especifico de R. belli e R. rhipicephali nas

amostras avaliadas.
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Gréfico 2- Comparacdo entre os titulos a RIFI utilizando-se com diferentes antigenos de

Rickettsia em soros de gambas capturados no municipio de Santa Cruz do Escalvado, estado
de Minas Gerais no periodo de setembro de 2005 a dezembro de 2007



5.5- AVALIACAO SOROLOGICAS DE CAES E EQUINOS

Das 42 amostras de soros de equinos e 24 amostras de soros de cées
coletadas no municipio de Pingo D Agua, e analisadas a RIFI, observou-se
sororeatividade em 16 (38,09%) das amostras de equinos (Tabela 11) e de duas
(8,33%) amostras de cdes para riquétsias do GFM (Tabela 12).

Tabela 11- Resultado soroldgico de eqiiinos capturados no municipio de Pingo D’ Agua, estado
de Minas Gerais, na RIFI usando antigenos R. rickettsii, R. amblyommii, R. rhipicephali e R.
belli.

Data da Titulo Titulo Titulo Titulo

Animal coleta R.rickettsii R. amblyommii R.rhipicephali R.belli
Equino 1 22/07/2005 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 2 25/10/2005 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 3 25/10/2005 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 4 25/10/2005 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 5 25/10/2005 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 6 31/01/2006 1:512 1.512 1:512 Negativo
Equino 7 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 8 31/01/2006 1:512 Negativo 1:128 Negativo

Equino 9 31/01/2006 1:1024 1:1024 1:512 1:128
Equino 10 31/01/2006 1:256 1.512 1:512 Negativo

Equino 11 31/01/2006 1:512 1:256 1:512 1:128

Equino 12 31/01/2006 1:512 1:128 1:128 1:128
Equino 13 31/01/2006 1:512 1.512 1:512 Negativo
Equino 14 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 15 31/01/2006 1:128 Negativo Negativo Negativo
Equino 16 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 17 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 18 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 19 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 20 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 21 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 22 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 23 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo




Equino 24 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 25 31/01/2006 1:1024 1:1024 1:1024 1:128

Equino 26 31/01/2006 1:128 1:128 Negativo Negativo
Equino 27 30/05/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 28 30/05/2066 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 29 30/05/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 30 30/05/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 31 30/05/2066 1:128 1:512 1:512 Negativo
Equino 32 30/05/2006 1:256 1:512 1:128 1:256

Equino 33 30/05/2006 1:256 1.512 1:512 Negativo
Equino 34 30/05/2066 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 35 30/05/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 36 30/05/2006 1:64 Negativo Negativo Negativo
Equino 37 30/05/2066 1:256 Negativo Negativo Negativo
Equino 38 30/05/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 39 30/05/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 40 30/05/2066 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 41 30/05/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 42 30/05/2006 1:64 Negativo Negativo Negativo

Tabela 12- Resultado sorolégico de cées capturados em Pingo D’ Agua, estado de Minas

Gerais, na RIFI usando antigenos de R. rickettsii, R. amblyommii, R. rhipicephali e R. belli.

Titulo

Titulo R. Titulo Titulo
Animal Data da coleta R.rickettsii amblyommii R.rhipicephali R.belli
Cao 1l 22/07/2005 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 2 22/07/2005 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 3 22/07/2005 Negativo Negativo Negativo Negativo
Cao 4 22/07/2005 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 5 25/10/2005 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 6 25/10/2005 Negativo Negativo Negativo Negativo
Cao7 25/10/2005 Negativo Negativo Negativo Negativo
Cao 8 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 9 31/01/2006 1:64 Negativo Negativo Negativo
Céo 10 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 11 31/01/2006 1:64 Negativo Negativo Negativo
Céo 12 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo




Céo 13 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 14 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céao 15 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 16 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 17 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 18 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 19 31/01/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 20 30/05/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 21 30/05/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 22 30/05/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 23 30/05/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 24 30/05/2006 Negativo Negativo Negativo Negativo

No municipio de Santa Cruz do Escalvado das 66 amostras de soros de
equinos e 67 amostras de soros de cdes analisadas, verificou-se uma sororeatividade

a RIFI usando antigeno de R. rickettsii, R. amblyommii, R. rhipicephali e R. belli em

dez (15,15%) e em 14 (20,89%) amostras respectivamente (Tabela 13 e 14).

Tabela 13- Resultado sorologico de equinos capturados em Santa Cruz do Escalvado, estado

de Minas Gerais na RIFI usando antigenos R. rickettsii, R. amblyommii, R. rhipicephali e R.

belli.

Titulo Titulo Titulo Titulo

Animal Data da Coleta R.rickettsia R.amblyommii | R.rhipicephali R.belli
Equino 1 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 2 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 3 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 4 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 5 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 6 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 7 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 8 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 9 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 10 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 11 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 12 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo




Equino 13 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 14 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 15 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 16 05/07/2007 1:128 1:256 1:128 1:64

Equino 17 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 18 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 19 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 20 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 21 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 22 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 23 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 24 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 25 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 26 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 27 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 28 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 29 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 30 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 31 05/07/2007 1.256 Negativo Negativo Negativo
Equino 32 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 33 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 34 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 35 05/07/2007 1:128 1:128 1:64 Negativo
Equino 36 05/07/2007 1:128 1:64 1.64 Negativo
Equino 37 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 38 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 39 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 40 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 41 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 42 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 43 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 44 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 45 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 46 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 47 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 48 11/09/2007 1:64 Negativo Negativo Negativo
Equino 49 11/09/2007 1:128 Negativo Negativo Negativo
Equino 50 11/09/2007 1:256 Negativo Negativo 1:128




Equino 51 11/09/2007 1:256 Negativo Negativo Negativo
Equino 52 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 53 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 54 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 55 11/09/2007 1:256 Negativo Negativo 1:128

Equino 56 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 57 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 58 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 59 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 60 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 61 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 62 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 63 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 64 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 65 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Equino 66 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo

Tabela 14- Resultado sorolégico de cdes capturados em Santa Cruz do Escalvado, estado de
Minas Gerais, na RIFI usando antigenos R. rickettsii, R. amblyommii, R. rhipicephali e R. belli.

Titulo Titulo Titulo Titulo
Animal Data da Coleta R.rickettsia R.amblyommii R.rhipicephali R.belli
Céo 1l 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Cao 2 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 3 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 4 08/03/2007 1:512 1:256 1:128 Negativo
Cao5 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 6 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 7 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 8 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 9 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 10 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 11 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 12 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 13 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 14 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 15 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo




Céo 16 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 17 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 18 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 19 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 20 08/03/2007 1:256 Negativo Negativo Negativo
Céo 21 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 22 08/03/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 23 05/07/2007 1:64 Negativo 1:64 Negativo
Céo 24 05/07/2007 1:1024 1:256 1:1024 Negativo
Céo 25 05/07/2007 1:1024 1:1024 1:1024 Negativo
Céo 26 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céao 27 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 28 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 29 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 30 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 31 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 32 05/07/2007 1:128 Negativo Negativo Negativo
Céo 33 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 34 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 35 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 36 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 37 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 38 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 39 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 40 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 41 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 42 05/07/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 43 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 44 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 45 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céao 46 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 47 11/09/2007 1:128 1:64 Negativo Negativo
Céo 48 11/09/2007 1:1024 1:128 1:256 Negativo
Céao 49 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 50 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 51 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 52 11/09/2007 1:256 Negativo 1:64 Negativo
Céo 53 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo




Céo 54 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 55 11/09/2007 1:1024 1:256 1:256 Negativo
Céo 56 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 57 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 58 11/09/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céao 59 11/09/2007 1:256 1:64 Negativo Negativo
Céo 60 10/12/2007 1:256 Negativo Negativo Negativo
Céo 61 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 62 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 63 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céo 64 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céao 65 10/12/2007 Negativo Negativo Negativo Negativo
Céao 66 10/12/2007 1:64 Negativo Negativo Negativo
Céo 67 10/12/2007 1:512 Negativo 1:64 Negativo

Na Tabelas 15 apresenta-se um resumo dos resultados obtidos com soros que

apresentaram titulos iguais ou superiores a 1:64 quando testados a RIFI empregando-

se antigenos de Rickettsia-especificos, demonstrando-se estes resultados quanto ao

percentual de amostras positivas em cada um dos municipios estudados.

Tabela 15: Percentual de amostras reativas com titulo igual ou superior a 1:64 para riquétsia a

RIFI com uso de antigenos Rickettsia especificos, em diferentes espécies de animais no

municipio de Santa Cruz do Escalvado, no periodo de julho de 2005 a dezembro de 2007 e no

municipio de Pingo D’ Agua, no periodo julho de 2005 a maio de 2006, ambos no estado de

Minas Gerais.

Animais Municipio N? RIFI? Total (%)
Caes Santa Cruz do Escalvado 67 14 20,89
Pingo D’ Agua 24 2 8,33
Equinos Santa Cruz do Escalvado 66 10 15,15
Pingo D’ Agua 42 16 38,09
Gambas Santa Cruz do Escalvado 38 16 42,1




Roedores Santa Cruz do Escalvado 62 39 62,91

Pingo D’ Agua 46 39 84,73

! Nimero total de amostras de soro coletadas e testadas

2 NUmero de amostras reativas

5.6- REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

As amostras de DNA obtidas e extraidas de ectoprasitas, swabs, sangue e
tecidos dos animais capturados foram submetidas a PCR primeiramente utilizando os
pares de primers especificos para o gene citrato sintase (gltA) de Rickettsia, os quais
amplificam um fragmento de 401 pares de bases. Oito (1,23%) das 646 amostras de
ectoparasitas coletados em Santa Cruz do Escalvado, foram positivas, como
apresentado na Tabela 16 e Figura 12.

Tabela 17- Resultados das amostras de DNA de ectoparasitas coletados na localidade de

Santa Cruz do Escalvado, no estado de Minas Gerais, positivas na PCR usando-se primers
para amplificacdo do gene da citrato sintase,.

AMOSTRA ORIGEM Ectoparasita
02 Gamba Ctenocefalides felis
13 Equino Ambyomma cajennense
18 Equino Ambyomma cajennense
43 Gamba Ambyomma cajennense
57 Gamba Ambyomma cajennense
77 Céao Ambyomma cajennense
250 Gamba Ctenocefalides felis
381 Gamba Ctenocefalides canis




Figura 12- Resultado parcial de amplificacdo pela PCR do gene citrato sintase (gltA) usando
primers CS-62 e CS-462, em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. Canaleta 2:
controle positico. Canaletas 7 e 10: Amostras 13 e 18, respectivamente, produtos de
amplificacdo de amostras de DNA de Amblyomma cajennense coletados parasitando equino 12
e 06, no municipio de Santa Cruz do Escalvado, estado de Minas Gerais, com o uso de primers

CS-62 e CS-462 para amplificacdo do gene gltA.

Todas as amostras de DNA provenientes do sangue total e swab anal dos
gambas e tecidos de roedores capturados no municipio de Santa Cruz do Escalvado,
apresentaram resultados negativos a PCR utilizando primers especificos para
amplificado do gene da citrato sintase, assim como as amostras de DNA obtidas de

ectoparasitas e tecidos de roedores capturados no municipio de Pingo D’ Agua.

Todas as oito amostras de DNA positivas a PCR com o uso dos primers para a
amplificacdo do gene da citrato sintase do género Rickettsia, apresentaram resultados
negativos quando testadas para amplificacdo do gene da proteina de membrana ompA
com o uso dos primers Rr190.70 e Rr190.602.

Na Tabela 17 apresenta-se uma associagdo entre os resultados dos
ectoparasitas positivos @ PCR com o uso dos primers CS-62 e CS-462 para a
identificacdo do gene da citrato sintase, no municipio de Santa Cruz do Escalvado,
estado de Minas Gerais, e os titulos obtidos na RIFI com o uso de antigeno Rickettsia
especifico.



Tabela 17- Associacao entre as amostras positivas a PCR realizada com DNA de ectoparasitas
coletados no municipio de Santa Cruz do Escalvado, estado de Minas Gerais com 0 uso dos
primers para amplificacdo do gene gltA e os titulos observados a RIFI com o uso de antigenos
Rickettsia-especificos.

AMOSTRA ORIGEM TITULAGAO ESPECIE
02 Gamba 36 1:128 R.rickettsii
1.64 R.parkeri
13 Equino 12 Negativo
18 Equino 6 Negativo
43 Gamba 35 1:512 R.rickettsii
1:256 R.parkeri
1:128 R.amblyommii
57 Gamba 10 1:128 R.rickettsii
1:128 R.parkeri
77 Cédo 1 1:64 R.rickettsii
1:64 R.rhipicephali
250 Gamba 18 512 R.rickettsii
512 R.parkeri
512 R.amblyommii
381 Gamba 23 1:2048 R.rickettsii
1:1024 R.parkeri
1:1024 R. amblyommii
1:256 R. felis

5.7- SEQUENCIAMENTO

Foram obtidas sequéncias de bases nucleotidicas amplificadas com primer
para identificagdo do gene da citrato sintase (gltA) das oito amostras de ectoparasitas
gue se apresentaram positivas para a reacdo da PCR. Utilizando-se o aplicativo
BLASTN, contra o banco de sequéncias biologicas GenBank, verificou-se que todas as
sequéncias apresentaram homologia significamente quanto a algumas das sequéncias
de Rickettsia sp. ja depositadas por outros autores. Na tabela 18 sdo apresentados os

resultados obtidos com os maiores valores de homologias de sequéncia.

Tabela 18- Resultados de homologia observados comparando-se as sequéncias obtidas com os produtos
amplificados para o gene gltA de amostras de DNA de ectoparasitas coletados no municipio de Santa Cruz do
Escalvado, estado de Minas Gerais e as sequéncias de Rickettsia depositadas no GenBank, com o uso do
aplicativo BLAStn

Amostra | Ectoparasita Hospedeiro Tamanho N°de Descri¢do Homologia
do




fragmento acesso (%)
GenBank
CP000053.1 Rickettsia felis 98
URRWXCal2
AF210692.1 Rickettsia sp. 98
California 2
EU303311.1 Rickettsia 97
endosymbiont of
Haemaphysalis
punctata isolate Hae69
2 Ctenocefalides Didelphis 404 AF516333.1 Rickettsia sp. RF2125 97
felis aurita
FJ767737.1 Candidatus Rickettsia 97
hoogstraalii
DQ081187.1 Rickettsia 97
endosymbiont of
Haemaphysalis sulcata
AF516331.1 Rickettsia sp. Rf31 97
GQ255903.1 Rickettsia sp. SGLO1 96
CP000053.1 Rickettsia felis 99
URRWXCal2
13 Amblyomma Equino 375 AF210692.1 Rickettsia sp. 929
cajennense California 2
EU303311.1 Rickettsia 97
endosymbiont of
Haemaphysalis
punctata isolate Hae69
AF516333.1 Rickettsia sp. RF2125 98
CP000053.1 Rickettsia felis 99
URRWXCal2
AF210692.1 Rickettsia sp. 929
California 2
EU303311.1 Rickettsia 97
endosymbiont of
Haemaphysalis
punctata isolate Hae69
18 Amblyomma Equino 391 AF516333.1 Rickettsia sp. RF2125 98
cajennense
FJ767737.1 Candidatus Rickettsia 97
hoogstraalii
DQ081187.1 Rickettsia 97
endosymbiont of
Haemaphysalis sulcata
AF516331.1 Rickettsia sp. Rf31 97
GQ255903.1 Rickettsia sp. SGLO1 97%
EU303311.1 Rickettsia 96

endosymbiont of
Haemaphysalis
punctata isolate Hae69
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Amblyomma
cajennense

Didelphis
aurita

CP000053.1 Rickettsia felis URRWXCal2 99
FJ767737.1 Candidatus Rickettsia 96
hoogstraalii
402 AF516333.1 Rickettsia sp. RF2125 96
CP000053.1 Rickettsia felis 96
URRWXCal2
DQ081187.1 Rickettsia 96
endosymbiont of
Haemaphysalis sulcata
AF210692.1 Rickettsia sp. 96
California 2




AF210692.1 Rickettsia sp. California 2 99
EU303311.1 | Rickettsia endosymbiont of Haemaphysalis 97
punctata isolate Hae69
57 Amblyomma Didelphis 392 | AF516333.1 Rickettsia sp. RF2125 98
cajennense aurita
FJ767737.1 Candidatus Rickettsia hoogstraalii 97
DQ081187.1 | Rickettsia endosymbiont of Haemaphysalis 97
sulcata
AF516331.1 Rickettsia sp. Rf31 97
GQ255903.1 Rickettsia sp. SGLO1 97
CP000053.1 Rickettsia felis URRWXCal2 100
7 Amblyomma Céo 317 | AF210692.1 Rickettsia sp. California 2 100
cajennense
CP000053.1 Rickettsia felis URRWXCal2 99
AF210692.1 Rickettsia sp. California 2 99
250 | Ctenocefalides felis Didelphis 372 | AF516333.1 Rickettsia sp. RF2125 98
aurita
EU303311.1 | Rickettsia endosymbiont of Haemaphysalis 98
punctata isolate Hae69
FJ767737.1 Candidatus Rickettsia hoogstraalii 97
DQ081187.1 | Rickettsia endosymbiont of Haemaphysalis 97
sulcata
CP000053.1 Rickettsia felis URRWXCal2 99
AF210692.1 Rickettsia sp. California 2 99
EU303311.1 | Rickettsia endosymbiont of Haemaphysalis 97
punctata isolate Hae69
381 Ctenocefalides Didelphis 376 | AF516333.1 Rickettsia sp. RF2125 98
canis aurita
FJ767737.1 Candidatus Rickettsia hoogstraalii 98
DQ081187.1 | Rickettsia endosymbiont of Haemaphysalis 98
sulcata
AF516331.1 Rickettsia sp. Rf31 98




VI- DISCUSSAO

A Unica espécie encontrada de gamba ao longo das coletas foi o D. aurita,
popularmente conhecido como Gamba-de-orelha-preta. Um dos fatores que
possibilitaram sua identificacdo foi 0 seu regionalismo e as caracteristicas externas.

Ele encontra-se distribuido na regiao leste do Brasil, local onde esta inserido a area



estudada, do estado de Alagoas a Santa Catarina, estendendo-se a oeste até o Mato
Grosso do Sul (CERQUEIRA & LEMOS, 2001; BROWN B. E., 2004). Essa espécie
apresenta porte médio, com comprimento da cabeca entre 355 e 470mm e massa
corporal entre 670 e 1882g (VIEIRA, 1997; LANGE & JABLONSKI, 1998;
PASSAMANI, 2000). A coloracdo em seu dorso pode ser negra ou grisalha, ja a
ventral é creme-amarelada. A cauda € preta em sua parte basal seguida de uma
coloracdo branco-amarelada. Em sua face encontra-se uma listra escura na fronte e
outra sobre cada olho. Entretanto, a caracteristica morfolégica mais marcante € o

pavilh&do auditivo de coloragéo totalmente negra (ROSSI et al., 2006).

O grande numero desses animais capturados principalmente nos meses de
dezembro é consequéncia das caracteristicas reprodutivas dessa espécie. Na estacéo
de maior pluviosidade, a qual engloba o més de dezembro, as fémeas de D. aurita e
de outras espécies de Didelphis estdo em atividade reprodutiva, com ninhadas de
outubro a janeiro favorecendo o aumento populacional (PASSAMANI, 2000). Esta
variacdo de captura entre 0os anos, com um aumento significativo, € devido a um
aperfeicoamento na captura dos gambas, devido a escolha de locais mais apropriados
para a montagem das armadilhas. Sao animais sinantrépicos, ou seja, apresentam alto
grau de adaptacdo aos ambientes urbanos visto que nas cidades a disponibilidade de
recursos € grande e fornecem reflugios como forros de casas, por isto o nimero alto de
coletas de gambés préoximos aos domicilios em Santa Cruz do Escalvado, estado de
Minas Gerais. Essa migracéo se deve a urbanizagdo e ao desmatamento, entre outros
fatores com a consequiente destruicdo dos habitats naturais desses animais, forcando-
0s assim a procurarem outros lugares para sobrevivéncia. Dessa forma, estes
transportam para areas proximas aos humanos, parasitas com variado potencial de

patogenicidade.

Uma importante associacdo pode ser feita entre o ciclo reprodutivo do gamba e
0 ciclo de vida dos carrapatos, principais vetores das FMB. Apesar de que 0s
carrapatos, durante a segunda e terceira fases evolutivas j& sdo obrigatoriamente
parasitas, € importante ressaltar que no periodo da quarta e ultima fase evolutiva que
compreende o periodo de novembro a marco (LABRUNA et al., 2002) na qual existe
um maior potencial parasitario, coincide com o periodo de maior crescimento

populacional dos Didelphis.

Diante desta observacéo, pode-se supor que 0os gambas D. aurita possuem um
importante papel no ciclo epidemioldgico da FMB e de outras riquetsioses, pois como
ja foi mencionado, pois segundo Linardi (2006), estes animais estdo dentre os géneros

mais importantes no papel de hospedeiro para pulgas e carrapatos. Segundo Linardi,



(2006), em uma recente obra quanto ectoparasitos dos marsupiais brasileiros, 0s
gambés do género Didelphis sdo os animais mais importantes para estudos na area
da acarologia, pois albergam uma quantidade expressiva de espécies, assim como
alto grau de infestacdo de ectoparasitas por individuo (n=42), além de albergarem
pulgas infectadas por tripanosomatideos, como demosntrado por Salvador, (2003) e
Perez, (2007). Alguns trabalhos pesquisaram a relacdo ectoparasito-hospedeiro na
area silvestre (REIS et al., 2008; BOTELHO, et al., 2003; GUITTON et al., 1986:
BARROS-BATTESTI et al, 2000), demonstrando diversidade expressiva de
ectoparasitas em pequenos mamiferos silvestres, embora trabalhos nessa area ainda

sejam raros no Brasil.

Outras caracteristicas muito importantes desses marsupiais sdo sua
susceptibilidade as riquetsioses assim como seu periodo de riquettsemia. Nos anos
de 1930, o isolamento de R. rickettsii proveniente de ambientes naturais em gambas
comprovou a susceptibilidade desses animais através de isolamentos dessa bactéria
no estado de Minas Gerais na espécie D. aurita (reportado como D. marsupialis)
(MOREIRA & MAGALHAES, 1935) e também em S&o Paulo em outro D. aurita
(TRAVASSOS, 1937)

O periodo de riquettsemia € outro fator de alta relevancia ja que nesse periodo
0s ectoparasitas ndo infectados podem se contaminar, e quanto maior esse periodo,
maior sera a probabilidade desses invertebrados contrairem a bactéria. Normalmente,
esse perido varia entre uma a duas semanas (BURGDORFER et al., 1966). Porém
estudos recentes tém demonstrado que este periodo pode abranger de trés a quatro
semanas (BOZEMAN et al., 1967). De acordo com Horta e cols., (2009), em
experimento laboratorial com D. aurita infectado com R. rickettsii, comprovou-se a
riquettsemia por trés a quatro semanas, através de PCRs positivas em carrapatos da
espécie A. cajennense, 0 que justifica o presente estudo desses animais no ciclo da
FMB.

O encontro de pequenos roedores como R. rattus, N. squamipes , Bolomys, O.
subflavus e Akodon sp. nos municipios de Santa Cruz do Escalvado e Pingo D’ Agua,
estado de Minas Gerais, indicam a existéncia de condi¢cdes favoraveis a protecao e
reproducdo desses animais, tais como auséncia de espécies predadoras, pela acdo do
préprio homem ao alterar o equilibrio biolégico de uma regido, inclusive pela
disponibilidade de alimentos em grdos encontrados em armazéns e paidis ou mesmo
em pequenas plantacdes. A existéncia dessas espécies na regido é bastante
condizente com o0 comportamento sinantrépico desses pequenos mamiferos muito
bem adaptados ao ambiente peri-domiciliar e domiciliar (FORATTINI, 1992; NAGY,



1993; FUNASA, 2002). De acordo com Reis e cols. (2006), o alto numero de
individuos da espécie R. rattus € justificado pelo seu habitat, jA que normalmente
esses roedores vivem em locais onde apresentam habitagbes humanas, e séo
encontrados nos forros das casas, visto que possuem habilidades de escalar
facilmente paredes, também observado por D’Andrea e cols. (1999). A sua
proximidade com o homem cria situa¢des de grande risco de transferéncia de agentes
infecciosos dessas espécies, além de dispersarem para outros animais, ampliando,

assim, na sua disseminacdao.

A abundancia da espécie N. squamipes estd diretamente relacionada com
proximidades aos cursos d'agua (ERNEST & MARES 1986), e ao seu habito, terrestre-
aquatico, pois a area de captura em Santa Cruz do Escalvado situa-se proxima as
margens do Rio Doce. Seu comportamento foi comprovado por D’Andrea e cols.
(1999), ao observarem que esses roedores fugiam para agua ao serem soltos das
gaiolas de captura, representando comportamento de reflgio frente ao perigo. Esta

espécie também é encontrada em ambientes rurais (D’ANDREA et al., 1996)

As espécies Akodon sp, Bolomys sp. e O. subflavus foram as espécies com
menores abundancias. Roedores do género Akodon geralmente preferem ambientes
com vegetacdes mais densas como capoeirbes e matagais (ALMEIDA et al., 1986), o

gue néo foi observado na area onde esses animais foram capturados.

O percentual de sororeatividade apresentado nas amostras da espécie R.
rattus foi representativamente alta. Este resultado € importante, visto que entre as
espécies de roedores coletados nos municipios, R. rattus € a espécie mais
sinantrépica, cujo habito intradomiciliar permite um contato mais estreito com homem,
colocando-0 em risco constante de contaminacdo por patdgenos transportados por
esses pequenos mamiferos. Além disso, o fato dessa espécie manter um raio de acao
consideravelmente grande, ampliando o contato tanto com animais domeésticos ou

silvestres, o credencia como possivel carreador de riquétsia na regiéo.

A espécie R. rickettsii apresentou maior porcentagem de sorologia positiva. Em
Santa Cruz do Escalvado, estado de Minas Gerais, dos 39 soros de roedores positivos
para R. rickettsii, onze (28,2%) dos soros apresentaram titulo quatro vezes maiores
para R. rickettsii do que os outros antigenos de espécies de riquétsias. Em Pingo D’
Agua, estado de Minas Gerais, dos 39 soros de roedores positivos para R. rickettsii,
nove (23,07%) apresentaram titulo quatro vezes maiores para R.rickettsii do que os
outros antigenos de espécies de riquétsias, 0 que evidencia que essa espécie ou outra

muito préxima taxonomicamente tenha estimulado a resposta imunoldgica, sem que



tenha existido reacdo cruzada com os antigenos testados. O restante de soros de
roedores positivos para riquetsioses ndo apresentaram certeza de qual espécie
desencadeou a resposta imunoldgica, havendo a possibilidade de reagéo cruzada com

outras espécies, dentre as nao patogénicas.

Dessa forma, a riquétsia presente nesses animais simboliza sua circulagdo
nos ambientes peridomiciliares e domiciliares, podendo infectar os animais domésticos
e habitantes que ali se encontram, bem como os vetores de riquetsioses (carrapatos,
pulgas e acaros), pois esses pequenos roedores sao animais amplificadores. Estudos
laboratoriais mostraram que pequenos roedores sao susceptiveis a infeccdo por
riquétsias e desenvolvem riquetsemia suficiente para infectar ectoparasitos, embora
por um curto periodo de tempo (REHACEK & URVOLGY, 1978).

De acordo com Pena (2007), o municipio de Santa Cruz do Escalvado oferece
condicBes ecolbgicas favoraveis para o estabelecimento do ciclo epidemiolégico da
FMB e outras riquetsioses. Tal pensamento € sustentado pela reorganizacdo, que aqui
se entende por fluxos migratérios e atividades para subsisténcia ou fonte de renda,
das quais o homem do campo estd acostumado a fazer. A cidade possui
caracteristicas tipicas de pequenas cidades do interior de Minas Gerais, das quais
podemos listar um esboc¢o de urbanizacdo mal organizada, com sinal de degradacao

ambiental, falta de saneamento basico e de assisténcia médica para a toda populacéo.

Lemos e cols, em estudos realizados nos anos de 1989 a 1990, encontraram
sorologias positivas no local em humanos e cées, indicando riquetsioses circulantes no
local (LEMOS et al., 1994; LEMOS et al, 1997). Em maio de 2005 a marco de 2006,
Pena e cols. realizaram um estudo de soroprevaléncia no mesmo municipio, indicando
gue gambas, equinos, caes e roedores apresentaram sorologia positivas para
riquetsioses (PENA et al., 2009). Uma hipo6tese persistente seria a competicdo entre
riquétsias como influéncia na dominancia de uma bactéria sobre a outra, alterando os

titulos.

Existem poucas pesquisas com roedores com relacao a sorologia. Nos poucos
registros da literatura, a espécie R. rattus sempre obteve destaque em numeros de
individuos infectados com bactérias do género em questdo, como visto por Ishikura e
cols. (1992) e Ibrahim cols (1999).

No nivel ecolégico, podemos ver tanto no municipio de Santa Cruz do
Escalvado quanto de Pingo D’ Agua, o transito livre de eqiiinos, tanto na area urbana
quanto na rural. Por ser um animal bastante utilizado em variadas tarefas como

conducado de pessoas, transporte de mercadorias, tracdo de charretes, etc, aliado ao



fato de albergarem grandes infestacbes de carrapatos (LABRUNA et al., 2000),
poderia dispersar carrapatos infectados, os quais podem se estabelecer em outras

areas provocando, assim, o surgimento de novos focos.

7

Segundo Oliveira (2004), o A. cajennense é encontrado com frequéncia
infestando equideos, seus hospedeiros preferenciais, fato este observado nos
municipios estudados. Sendo o A. cajennense o principal vetor da FMB e
considerando, como ja mencionado, sua dispersdo em equideos, deve-se atentar para
o papel sentinela desses animais na cadeia epidemiolégica da FMA na regido
(CARDOSO et al., 2006).

O padrao de distribuicdo de ectoparasitas encontrados em nosso estudo, no
qual ha predominio da espécie A. cajannense foram semelhantes aos descritos por
Lima e cols. (1995) e Lemos e cols. (1997) em estudos realizados em &areas
endémicas do estado de S&o Paulo, e por Cardoso (2004) e Pena (2007) no estado de
Minas Gerais, 0 que nos leva a crer que haja maior prevaléncia desta espécie em

areas endémicas para febre maculosa.

O céo, assim como os eqlinos, € um animal proximo ao homem, e pode ter
também um importante papel na cadeia epidemiolégica da FMB. De acordo com
Lemos e cols. (1997), a prevaléncia de reacdes soroldgicas positivas em cédes de uma
area geografica pde em evidéncia o risco de infeccdo humana, pois os caes serviria

em também como hospedeiros sentinelas dessa doenca.

Apesar do baixo percentual de sororeatividade em caes e equinos nos
municipios de Santa Cruz do Escalvado e Pingo D’ Agua, no estado de Minas Gerais,
o resultado do sequenciamento detectado em A. cajennense, espécies de
ectoparasitos encontrados em cées e equinos das regides, confirmam que se trata de

uma bactéria pertencente ao género Rickettsia.

O maior percentual de pulgas coletadas foi classificado como pertencentes ao
género Ctenocefalides e foram encontradas parasitando caes, roedores e
especialmente gambas. O género Ctenofefalides possui uma ampla distribuicdo
mundial e amplo espectro de hospedeiros, sendo um dos parasitas mais comuns em
cdes e gatos, além de se alimentar também em humanos (MARQUEZ et al., 2002;
KENNY et al., 2003). Esta alta prevaléncia evidencia o compartilhamento dessas
pulgas entre animais silvestres e domésticos, devido a proximidade de seus habitats
em ambientes suburbanos (AZAD et al., 1997; LINARDI & GUIMARAES, 2000).

Embora o encontro de R. felis em pulgas do género Ctenocefalides ja tenha

sido verificada em areas endémicas para febre maculosa em Séo Paulo (HORTA et al,



2007) e em Minas Gerais (Cardoso, et al., 2006; Oliveira et al., 2008), neste trabalho
associamos as pulgas positivas de gambés e caes para R. felis, verificando uma
associacdo entre o encontro de pulgas infectadas e areas de casos confirmados de
FMB. Porém, mais estudos sobre a capacidade e competéncia vetorial destes
artropodes precisam ser realizados. A falta de diagnostico especifico da riquetsiose
causada pela R. felis constitiu uma dificuldade no que diz respeito ao estudo natural da
doenca e que pode estar contribuindo para a auséncia de dados sobre sua morbidade

e letalidade.

Esses resultados encontraram evidéncias de atual circulacao de riquétsias nas
areas de coleta em Pingo D’4gua e Santa Cruz do Escalvado. Embora se tenha
detectado a presenca de anticorpos anti-riquétsia do GFM, ndo ha registro sistemético
de casos de FM nas regifes estudadas, colocando esses municipios num nivel de

baixa transmissao, embora com consideravel risco de ocorréncia.

Concluindo, a FMB tem como principal agente a R. rickettsii conforme
determinado a vérias décadas, tendo a riquetsioses causada por R. felis sido
identificada somente h& alguns anos. Os achados encontrados neste trabalho,
relacionam possivelmente a presenca de R. felis em pulgas e carrapatos, provenientes
dos municipios de Santa Cruz do Escavado, estado de Minas Gerais, como intrigantes
do ponto de vista epidemioldgico e indicam a possivel participagdo de mais uma
espécie de riquétsia na etiologia da doenca. Por esta razdo, tornam-se necessarias
investigacdes sobre a histéria natural destes agentes nas regifes endémicas para
FMB, o que pode fornecer subsidios para o entendimento da epidemiologia deste
agavo de saude e auxiliando no desenvolvimento de estratégias visando a prevencao

e controle destas doencas.



YVII- CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados obtidos nos trabalhos aqui apresentados, pode-se
concluir-se que:

1. A ocorréncia de resposta imune contra antigenos Rickettsia-especificos do
GFM na RIFI, observada em D. aurira (42,1%) e roedores (62,91%),
capturados no municipio de Santa Cruz do Escalvado, estado de Minas Gerais,
sugere a participagcdo desses animais silvestres no ciclo enzootico dessa

doenca na regiao;

2. A ocorréncia de resposta imune contra antigenos Rickettsia-especificos do
GFM na RIFI, observada em caes (20,89%) e equinos (15,15%), no municipio

de Santa Cruz do Escalvado, estado de Minas Gerais, sugere a participacao



desses animais domésticos como sentinelas no ciclo das riquetsioses na

regido;

A ocorréncia de resposta imune contra antigenis Ricketssia especificos na RIFI
em roedores da espécie R. rattus (93,75%), N. squamipes (21,74%) e Akodon
sp.(80%) capturados no municipio de Santa Cruz do Escalvado, estado de
Minas Gerais, fortalece a hipbétese destes pequenos mamiferos estarem

participando no ciclo da FMB na regido do municipio em gquestéo.

. A elevada ocorréncia de sorologia positiva a RIFI para riquétsias do GFM em
roedores (84,73%) observados no municipio de Pingo D’ Agua, estado de
Minas Gerais, sugere a participacdo destes no ciclo enzootico dessas doencas

na regido em estudo.

Os resultados de sororeatividade para riquetsioses a RIFI com o uso de
antigenos Rickettsia-especificos observados em cées (8,33%) e eqlinos
(38,09%) no municipio de Pingo D’ Agua, estado de Minas Gerais, sugere a
participacdo desses animais domésticos como sentinelas na ocorréncia das

riquetsioses neste municipio.

. A observacdo de sorologia & RIFI com o uso de antigenos Rickettsia-
especificos em roedores das espécies R. rattus (83,88%), N. squamipes
(85,72%), Bolomys sp.(100%) Or. subflavus (85,72%) capturados no municipio
de Pingo D' Agua, estado de Minas Gerais fortalece a hipotese destes
pequenos mamiferos poderem estar participando no ciclo da FMB na regido

em questao.

Os carrapatos do género Amblyomma e as pulgas do género Ctenocefalides
predominam dentre 0s géneros destes ectoparasitas em gambas, roedores,
cées e eqiinos nos municipios de Santa Cruz do Escalvado e Pingo D’ Agua,

estado de Minas Gerais.

O sequenciamento de organismos do género Rickettsia em carrapatos do
género A. cajennense parasitando gambas, cées, e equinos, e em pulgas dos
géneros C.canis e C. felis parasitando gambéas, no municipio de Santa Cruz do
Escalvado, estado de Minas Gerais, confirmam a presenca de riquétsias do

GFM circulantes nas regides estudadas.






VIIT- PERSPECTIVAS

No caso particular das riquetsioses, nossos achados estimulam a continuacéo
da busca, por exemplo, de reservatorios silvestres das riquétsias no estado de Minas
Gerais, correlacionando os achados com a ecologia e a fisiopatologia da FMB,
considerando o reduzido niumero de pesquisas até entdo realizadas e 0s varios

guestionamentos que ainda permanecem sobre essa zoonose.

Os préximos passos que poderdo ser feitos serdo RIFI para verificacdo de
infeccdes recentes por riquétsias por meio da deteccdo de IgM nos soros coletados
nas duas regibes em estudo. Nos soros de animais domésticos com alta sorologia
dever-se-ia ainda testa-los para organismo riquetsiasis do Grupo Tifo, realizando-se
também novas PCRs com o uso de primers para amplificacdo do gene 17kDa,
preferencialmente primers que amplifiguem fragmentos maiores deste gene,
possibilitando desta maneira a obtencao de resultados conclusivos. Também dever-se-

ia investigar e analisar a importancia do ciclo silvestre destes agentes e seu elo com



os ciclos domiciliar e peri-domiciliar, o que possibilitara estabelecer uma proposta de

sistema de vigilancia epidemiol6gica permanente e controle destes agravos de saude.
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